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ALZHEIMER HASTALIGINDA DNA
METILASYONUNUN ONEMI:
PATOGENEZDEKIi ROLU

Fatma Gonca KOCANCI!

1. GIRIS

Alzheimer hastaligi, nérodejeneratif bir bozukluk olup,
genetik ve epigenetik faktorlerin  karmasik bir etkilesimi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu Kkitap bolimu, Alzheimer
hastaligi ile hastaligin patogenezinde onemli bir epigenetik
diizenleyici olan DNA metilasyonu arasindaki baglantiy1 ele
almaktadir.

Alzheimer hastaligi, kognitif gerileme, hafiza kayb1 ve
ndronal kayiplarin kompleks bir kombinasyonu ile karakterizedir.
Bu kompleks tablo, genetik faktorlerin yani sira epigenetik
diizenlemelerin de katkistyla sekillenir. Son yillarda, DNA
metilasyonunun,  Ozellikle de gen  ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir epigenetik mekanizma
olarak, Alzheimer hastaliginin anlagilmasinda merkezi bir
konumda oldugu anlagilmistir.

DNA metilasyonu, DNA molekilindeki sitozin
bazlarinin metil gruplari ile modifikasyonunu igeren bir siiregtir.
Bu siireg, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi
ve genomik istikrarin saglanmasi gibi temel hiicresel olaylara
katkida bulunur. Alzheimer hastalifi baglaminda, DNA
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metilasyonunun hastalik riski, progresyonu ve klinik 6zellikleri
tizerinde belirleyici bir etkisi oldugu goriilmektedir.

Bu kitap bolimiinde, oncelikle Alzheimer hastaliginin
tanimi, epidemiyolojisi ve patofizyolojisi ve DNA metilasyonu
hakkinda genel bilgi saglanmakta, ardindan, Alzheimer
hastaliginda DNA  metilasyonunun  spesifik  yonlerine
odaklanilarak, = bu  epigenetik = mekanizmanin  hastalik
patogenezindeki rolii detaylandirilmaktadir. Ayrica, bu alandaki
giincel aragtirmalarin, potansiyel tedavi stratejilerinin ve
gelecekteki yonelimlerin 6ne ¢ikan yonleri vurgulanmistir. Bu
bilgilerin bir araya getirilmesi, Alzheimer hastali§inin
anlasilmasinda ve  gelecekteki tedavi  yaklagimlarinin
gelistirilmesinde temel bir dayanak noktas1 saglayacaktir.

2. ALZHEIMER HASTALIGI: TANIMI,
EPIiDEMIiYOLOJiSi VE PATOFiZYOLOJiSi

Alzheimer, ilk olarak 1906 yilinda Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmis ve temel olarak, beyindeki sinir
hiicrelerinin zamanla dejenere olmasini ve beyin dokusundaki
anormal protein birikimlerine bagli olarak noéronal fonksiyon
kaybini temsil eden bir hastaliktir. Hastaligin belirgin 6zellikleri
arasinda biligsel gerileme, hafiza kaybi, dil bozukluklar1 ve kisilik
degisiklikleri bulunur. Diinya genelinde o6zellikle 65 yas ve
tizerindeki bireyler arasinda giderek artan bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikan Alzheimer hastaligi, niifusun yaslanmasiyla
birlikte saglik sistemleri ve toplumlar iizerinde 6nemli bir yiik
olusturmaktadir.

Alzheimer hastaliginin  patogenezine dair cesitli
hipotezler ortaya konulmustur. Bunlar arasinda amiloid kaskad
hipotezi (De Strooper & Karran, 2016; Hardy & Higgins, 1992;
Herrup, 2015), tau protein hipotezi (Eftekharzadeh vd., 2018;
Gibbons, Lee, & Trojanowski, 2019; Wegmann vd., 2019),
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kolinerjik hipotez (Bartus, Dean, Beer, & Lippa, 1982), lipid
metabolizma  bozuklugu hipotezi (Sparks vd., 1994),
néroinflamasyon hipotezi (Zhou vd., 2003) ve oksidatif stres
hipotezi (Farr vd., 2014) yer almaktadir.

Amiloid kaskad hipotezi, Alzheimer hastaliginin
temelinde sinir hiicrelerinde amiloid beta (AP) adli proteinin
birikimi ve sonrasinda bir dizi olayin tetiklenmesiyle ilgilidir. Bu
hipotez, 1991 yilinda Hardy ve Higgins tarafindan Onerilmistir
(Hardy & Higgins, 1992). A proteini, normalde hiicre zarinin bir
parcasi olan amiloid Oncii proteinin (APP) anormal bir sekilde
par¢alanmast  sonucu olusur. Bu durum, AP proteini
birikimlerinin olusmasina ve oOzellikle plak seklinde beyin
dokusunda depolanmasina neden olur. Amiloid kaskad hipotezine
gore, bu AP birikimi, bir dizi patolojik olay1 baslatarak ndronal
dejenerasyona yol acar. Ilk olarak, AP oligomerleri, sinir hiicre
zarina zarar verir ve bu da ndronlarin iglevini bozar. Ardindan,
tau proteininin hiperfosforilasyonu baslar, bu da norofibriler
yumaklarin olusumuyla sonuglanir. Bu patolojik degisiklikler,
noronal kayiplar ve sinir hiicrelerinin Sliimiiyle sonuglanarak
Alzheimer hastaligina katkida bulunur.

Tau protein hipotezi olarak bilinen ve normalde
noronlarda  mikrotiibiillere = baglanarak  hiicresel iskelet
stabilitesini saglayan tau’nun anormal hiperfosforilasyonu
sonucu mikrotiibiillere baglanma yetenegini kaybetmesinin ve
noronlar icinde fibriller halinde anormal bir sekilde birikmesinin
Alzheimer hastaligindaki noronal dejenerasyona katkida
bulunduguna dair goriis 1991'de Igbal ve digerleri tarafindan 6ne
striilmistiir (Igbal vd., 1986).

Alzheimer hastaliginin gelisiminde etkili olan diger
faktorlerden biri kolinerjik hipotezde 6ne slrllen nérotransmitter
dengesizliklerdir (Reisberg vd., 2003). Norotransmitterler, sinir
hiicreleri arasinda iletisimi saglayan kimyasal bilesiklerdir.
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Ozellikle, asetilkolin ve glutamat, bu iletisim siirecinde kilit roller
oynayan norotransmitterlerdir. Asetilkolin, 6grenme, hafiza ve
genel biligsel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan bir noérotransmitterdir. Alzheimer hastaliginda,
beyindeki asetilkolin seviyelerinde azalmalar gdzlemlenir. Bu
azalmalar, sinir hiicrelerinin iletisiminde bozulmalara ve bilissel
fonksiyonlarda azalmalara neden olabilir (Chen, Huang, Yang, &
Hong, 2022). Glutamat ise bir diger nemli nérotransmitterdir ve
sinir hiicreleri arasinda uyari iletimini saglar. Ancak, Alzheimer
hastaligi durumunda, glutamat diizenlemelerinde bozukluklar
ortaya ¢ikabilir. Bu durum, sinir hiicrelerine zarar verebilecek
asirt  glutamat salinnmina veya diizensiz glutamat reseptor
aktivitesine yol acabilir (Bukke vd., 2020).

Lipid metabolizma bozuklu da Alzheimer hastalig1 ile
iligkilendirilen bir diger hipotezdir. Bu hipotez, beyinde 6zellikle
hlcresel zar ve membranlarda meydana gelen anormal lipid
dengesizlikleri, lipid iletisimi ve sinyallemesi lizerindeki etkileri
iceren lipid metabolizmasiyla ilgili anormalliklerin hastaligin
gelisimine katkida bulundugunu o6ne siirmektedir. Hiicresel
zarlarin  yapisindaki bozulmalar, sinir hiicreleri arasindaki
iletisimi etkileyebilir ve lipidlerin hiicresel sinyallemelerde
oynadig1 rolde anormalliklere yol acabilir. Ayrica, lipid
metabolizma  bozuklugunun  amiloid beta  birikimini
etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Cutler vd., 2004).

Beyindeki inflamatuar yanitin néronal hasarin bir pargasi
oldugu ve hastaligin ilerlemesine katkida bulundugu da
diistiniilmektedir. Noroinflamasyon, ozellikle mikroglia adi
verilen bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivasyonu yoluyla ortaya
cikar. Bu hiicreler, beyin dokusundaki hasarli hiicreleri
temizlemeye ve infeksiyonla miicadele etmeye yonelik gorevlere
sahiptir. Ancak, uzun siireli ve kronik bir sekilde devam eden
inflamasyon, ndrodejeneratif hastaliklarin, 6zellikle Alzheimer
hastaliginin patogenezinde rol oynayabilir (Heneka vd., 2015).
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Alzheimer hastalifi ile noroinflamasyon arasindaki iligki,
mikroglia hiicrelerinin anormal bir sekilde aktivasyonu ile baslar.
Aktive olan mikroglia, sitokinler ve diger inflamatuar
mediyatorleri salgilar. Bu inflamatuar yanit, noronal hasari
artirabilir ve AP birikimiyle iligkilidir. Ayn1 zamanda,
noroinflamasyonun Alzheimer hastaliginin ilerleyisinde tau
proteininin  anormal  bir  sekilde fosforile  olmasini
tetikleyebilecegi diistiniilmektedir. Bu hipotezin 6ne ¢ikardigi
onemli noktalardan biri, noroinflamasyonun  Alzheimer
hastaliginin sadece bir sonucu degil, ayn1 zamanda bir tetikleyici
faktorii olabilecegidir (Kinney vd., 2018).

Alzheimer hastaliginin patogenezine dair bir diger hipotez
ise oksidatif stres hipotezidir. Bu hipotez, hiicrelerdeki oksidatif
stresin, O0zellikle serbest radikallerin zararl etkilerinin, Alzheimer
hastaliginin gelisimine katkida bulundugunu 6ne siirer. Oksidatif
stres, serbest radikallerin hiicrelerde normalden fazla tretilmesi
veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz olmasi sonucu
ortaya ¢ikan bir durumu ifade eder. Bu hipoteze gore, serbest
radikaller huicrelerde lipitler, proteinler ve nikleik asitlere zarar
verebilir, bu da noronal hasarin artmasina ve Alzheimer hastaligi
patolojisine katkida bulunabilir (Butterfield & Halliwell, 2019).
Oksidatif stresin, 6zellikle AP ve tau proteinlerinin anormal bir
sekilde birikimine katkida bulunabilecegi de diisiiniilmektedir
(Ténnies & Trushina, 2017). Bunun yan1 sira, oksidatif stresin
mitokondriyal hasara yol agarak enerji tiretimini azaltabilecegi ve
ndronlarin enerji ihtiyacin1 karsilamakta zorlanmasina neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum da noéronal saghigin
bozulmasina ve Alzheimer hastaliginin ilerlemesine katkida
bulunabilir (Reddy & Beal, 2008).

Son yillarda, bu mekanizmalara ek olarak, epigenetik
diizenlemelerin de Alzheimer hastaliginin gelisiminde kritik rol
oynayabilecegi belirlenmistir (Xiao, Liu, & Jiao, 2020).
Epigenetik, gen ifadesinin diizenlenmesi ve kalitsal 6zelliklerin
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nesilden nesile gecisinde rol oynayan genetik olmayan
degisiklikleri inceleyen bir bilim dalin1 ifade eder. Bu
degisiklikler, DNA dizisinin kendisinde bir degisiklik
olmaksizin, genlerin nasil ifade edilecegini ve bu ifadenin nasil
diizenlenecegini  belirleyen  faktorleri icerir.  Epigenetik
diizenlemeler, cevresel faktorlerle etkilesim i¢inde olan ve gen
ifadesini sekillendiren dinamik bir siireci temsil eder. Bu
diizenlemeler, hiicresel farklilagsma, hastaliklarin gelisimi ve
kalitsal 6zelliklerin aktarimi gibi biyolojik streglerde 6nemli bir
rol oynar (Portela & Esteller, 2010). Epigenetik dizenlemeler,
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin yapisi ve
kodlamayan RNA'lar gibi ¢esitli mekanizmalari igerir. Epigenetik
diizenlemeler {izerine yapilan c¢alismalar daha c¢ok modifiye
edilmis DNA baz1 5-metilsitozin (5-mC)’e yoginlasmis olsa da
onemli epigenetik diizenleyiciler olarak tanimlanan metillenmis
sitozinin (5-mC) oksidasyonuyla 5-hidroksimetilsitozin (5-hmC),
5-formilsitozin (5-fC), 5-karboksisitozin (5-caC) ve adeninin (A)
metilasyonuyla  N6-metiladenin  (6-mA) gibi ek baz
modifikasyonlarinin ~ yakin zamanda kesfedilmis olmasi
epigenomik caligmalarina olan ilginin artmasina neden olmustur
(Klungland & Robertson, 2017).

Epigenetik mekanizmalarin rolii ile ilgili aragtirmalar ilk
etapta onkolojik hastaliklara odaklanmis olsa da (Kanwal &
Gupta, 2010), giiniimiizde daha ¢ok farkli patolojilere, 6zellikle
otoimmiin ve nérodejeneratif hastaliklara yonelmistir (Surace &
Hedrich, 2019; Urdinguio, Sanchez-Mut, & Esteller, 2009). Pek
cok norodejeneratif hastalikta beyindeki gen ekspresyonunun
degistigi epigenomun diizensizligi rapor edilmistir (MacArthur &
Dawlaty, 2021; Singleton & Hardy, 2019; Younesian, Yousefi,
Momeny, Ghaffari, & Bashash, 2022). Bu hastaliklarin
epigenetik  diizenleme Ozelliklerinin  belirlenmesi, gelisim
mekanizmalarini anlamamiza yardimci olabilir ve yeni etkili

terapoétik ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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Epigenetik  diizenlemelerin ~ Alzheimer hastaliginin
patogenezindeki roliiniin anlagilmasi, hastaligin daha etkili tedavi
stratejileri ve Onleyici yaklasgimlarmin gelistirilmesi agisindan
kritik bir 6neme sahiptir. Bu Kkitap boliminde, gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlemesinin énemli bir bileseni
olan DNA metilasyonuna ve bu mekanizmanin Alzheimer
hastaligi ile iliskisine odaklanilmistir.

3. DNA METILASYONU

DNA metilasyonu, genetik materyal olan DNA
molekiiliine metil gruplariin (CHs) eklenmesi siirecini ifade
eder. Metil gruplari, DNA'nin fiziksel yapisinda bir degisiklige
neden olmasa da, bulunduklar1 bolgedeki genin okunabilirligini
etkiler. DNA metilasyonu ve demetilasyonu, gen ekspresyonunun
epigenetik diizenlenmesinden sorumlu olan ¢esitli molekiiler
faktorler arasindaki karmasik etkilesimleri icerir. Bu etkilesimler
arasinda,  histon  proteinlerinin  translasyon  sonrasi
modifikasyonlarini gergeklestiren enzimler, kodlamayan RNA'lar
ve kromatinin yeniden modellemesinden sorumlu faktorler
bulunmaktadir (Gallusci, Hodgman, Teyssier, & Seymour, 2016;
Pikaard & Mittelsten Scheid, 2014). DNA metilasyonu, genomik
bolgelerin dlzenleyici proteinlere veya protein komplekslerine
erisilebilirligini etkileyerek kromatin yapisini degistirir ve gen
transkripsiyon hizin1 diizenler. Bu, genellikle promotdr ve
guclendirici  bolgelerde  bulunan  metilasyonun  gen
baskilanmasiyla iliskilendirilmesiyle karakterize edilir (Charlet
vd., 2016). Ancak, gen govdesi metilasyonunun, genlerin
transkripsiyonel aktivitesini hem baskilayabilir hem de artirabilir
oldugu tespit edilmistir (Buck-Koehntop & Defossez, 2013;
Spruijt & Vermeulen, 2014).

Bu modifikasyon genellikle sitozin bazlarinin metil
gruplartyla  modifiye  edilmesiyle  gergeklesir  (Kumar,
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Chinnusamy, & Mohapatra, 2018). Sitozin metilasyonu, genetik
bilginin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynayan, iyi anlagilmis
tek DNA modifikasyon mekanizmasidir (Kumar vd., 2018). DNA
metilasyon siireci, Oncelikle hiicre tarafindan metilasyonun
gerceklesecegi belirli sitelerin tanimlanmast ile baglar. Bu siteler
genellikle sitozin-guanin ¢ifti arasindaki CpG diniikleotidleridir
(Gershman vd., 2022). DNA’da metilasyonun gerceklesebilmesi
icin metil gruplarinin DNA metiltransferaz enzimleri ile yer
degistirmesi saglanir. DNA metiltransferazlar, S-adenozil
metiyonin (SAM) gibi metil gruplarin1 tasiyan dondr
molekiillerden  metil  gruplarin1  alarak  hedef CpG
dintikleotidlerindeki sitozin bazinin 5. karbonuna transfer eder.
Bu ekleme 5-metilsitosini olusturur (5mC). Bu transfer
reaksiyonu sirasinda, SAM molekiilii demetillenerek S-adenozil
homosistein (SAH) adli bir molekiile dontsir (Kiselev,
Kulakova, Boyko, & Favorova, 2021; Moore, Le, & Fan, 2013).

DNA metilasyonu, genel olarak dokularda gen
ekspresyonunun dizenlenmesinde kritik bir rol oynar ve bu
mekanizmanin beyin dokusundaki 6zel durumu, sinir sisteminin
karmasikligin1 ve hassasligini yansitarak noérolojik islevler
uzerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. 5mC paternlerindeki
anormal degisiklikler zihinsel engellilik, hareket bozukluklar1 ve
biiylime anormallikleri gibi gelisimsel bozukluklara yol agabilir
(Lister vd., 2013). Insanlarda, merkezi sinir sisteminin
biiylimesinden ve gelismesinden sorumlu olan belirli lokuslardaki
S5mC seviyeleri dogumdan sonra dnemli 6l¢iide artar ve noronal
farklilagmaya katilir; bu siire¢ tiim yasam boyunca da devam
edebilir (Fan vd., 2005; Siegmund vd., 2007). Ayrica, beyin
gelisimi ve noral farklilasmada rol oynayan bazi genlerin
promotorlerindeki 5SmC degisikliklerinin, néral farklilasmay1
etkileyebildigi bildirilmistir (Santiago vd., 2020). Benzer sekilde,
DNA metilasyonu sinir sisteminin islevselligini saglamak,
desteklemek ve dlzenlemek igin gorev alan astrositlerin
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farklilagmasinin ve olgunlagmasinin diizenlenmesinde rol oynar
(He vd., 2020). Dolayisiyla, bu epigenetik diizenleme, hiicresel
farklilagma, hiicresel bellek ve genomik stabilite gibi temel
siirecleri diizenleyen genetik bir anahtarin epigenetik kontroliinii
temsil eder ve noronal fonksiyonlarda, 6grenme ve hafiza
streclerinde 6nemli rol oynar (Jones, 2012; Xie, Xie, Wei, Li, &
Lin, 2023). Calismalar, belirli genomik bdlgelerde DNA
metilasyon degisikliklerinin yagla iligkili olarak meydana
geldigini géstermistir. Belirli CpG bolgelerindeki SmC’nin, yasla
birlikte Onemli hipermetilasyon sergiledigi kanitlanmigtir
(Bacalini vd., 2017; Cruickshanks vd., 2013; Fuke vd., 2004).
Hafiza fonksiyonlariyla iliskilendirilen genlerdeki anormal DNA
metilasyon diizenlemelerinin Alzheimer hastaligimin gelisimine
katkida bulunabilecegine dair bulgular (Jose Vicente Sanchez-
Mut vd., 2014), DNA metilasyonunun Alzheimer hastaligi ve
yaslanma arasindaki kompleks iliskide dnemli bir rol aldiginin
kanitidir. Ayrica, Alzheimer hastalig1 patolojisi ile iliskilendirilen
pek cok beyin lokasyonunda DNA metilasyonu belirlenmis olup,
elde edilen sonuglar, DNA metilasyonunun bozulmasinin
Alzheimer hastaliginin patolojik siirecine katildigini daha da
dogrulamaktadir (Yu vd., 2015). Bu bulgular 1s1ginda Alzheimer
hastaligi riski tasiyan bireyleri belirlemek i¢cin DNA
metilasyonunun kullamighi bir belirteg olabilecegi ortaya
konulmustur (Di Francesco vd., 2015; Kobayashi vd., 2016b,
2016a; Sliwinska vd., 2017).

4. DNA METILASYONUNUN ALZHEIMER
HASTALIGI ILE iLiSKiSi

Epigenetik  diizenlemelerin, Alzheimer hastaliginin
heterojen klinik belirtileri ve bireyler arasindaki farkliliklar

aciklamada potansiyel bir rolii oldugu one siiriilmiistiir (Jose V.
Sanchez-Mut &  Graff, 2015). Bu, hastaligin daha
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bireysellestirilmis tedavi stratejileri gelistirmek igin anlagilmasi
gereken karmagikligini  vurgulamaktadir. Bu baglamda,
Alzheimer hastaliginin altinda yatan epigenetik diizenlemelerin,
Ozellikle DNA metilasyonunun, hastaligin mekanizmalarini
anlamak ve potansiyel tedavi hedefleri belirlemek icin devam
eden arastirmalarda kilit bir odak noktasi olmasi ka¢inilmazdir.
Bu alandaki derinlemesine g¢aligmalar, Alzheimer hastaliginin
kokenlerini ve ilerleyisini anlamada Onemli bir ilerleme
saglayabilir.

Alzheimer hastaliginda, oOzellikle genetik yatkinlik ve
cevresel faktorlerin  etkilesimiyle iligkilendirilen ~DNA
metilasyonunun, hastaligin baslangicindan ilerleyisine kadar
cesitli asamalarda hem kiiresel DNA’da hem de genlere spesifik
DNA’da degisiklik gosterdigi belirtilmistir (Iwata vd., 2014).

4.1.Kuresel DNA Metilasyonu

"Kiiresel DNA metilasyonu" terimi, bir organizmanin
genel DNA molekiillerinin metil gruplar ile modifiye edilme
durumunu ifade eder. Simdiye kadar, Alzheimer hastaligindaki
DNA metilasyon degisikliklerini arastiran ¢aligsmalar esas olarak
insan postmortem beyin dokularinda gene spesifik diizeyde
yiriitiilmiis olsa da (Chouliaras vd., 2010), kiresel DNA
metilasyonu, genellikle buyuk veri setlerini icermesi, gen spesifik
metilasyon durumlarindan daha kapsamli bir analiz saglamasi,
hastaligin farkli evrelerindeki ve farkli bireylerdeki degisiklikler
hakkinda bilgi verebilmesi ve Alzheimer hastalig: ile iliskili
olabilecek genel epigenetik degisikliklerin belirlenmesi agisindan
avantajlidir. Ayrica gene spesifik DNA metilasyonu iizerinde
yapilan caligmalarin 6lim sonrasi beyin oOrnekleri iizerinde
olmasi, beyin dokusunun sinirli mevcudiyeti ve bu ¢aligmalarin
Alzheimer hastaligina ait siireglerin ancak nihai sonuglarina dair
bilgiler sunmas1 da goz Oniine alindiginda hastalarin periferik
kan, plazma ve beyin omurilik sivis1 gibi daha ulasilabilir
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orneklerinde hastalikla iligkilendirilebilecek kiiresel DNA
metilasyon belirteglerinin korelasyonlarini incelemek, Alzheimer
hastaliginin erken teshisi ve izlenmesi i¢in potansiyel
biyobelirtegleri tanimlamak agisindan Onemli olabilir (Di
Francesco vd., 2015). Bu calismalar, hastaligin gelisimini
anlamak ve etkili tedavi stratejileri gelistirmek adina genis bir
perspektif sunabilir.

Alzheimer hastalarinin hipokampus dokularinda genel
DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeylerinin diigiik
oldugunu  gosteren  bulgular,  Alzheimer  hastaliginin
patofizyolojik  siire¢lerinde epigenetik  degisikliklerin  rol
oynayabilecegini ve hipokampusun bu hastalikta etkilendigi
onerisini desteklemektedir (Chouliaras vd., 2013). Buna karsin
Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda genel DNA metilasyon
ve  hidroksimetilasyon  dulzeylerinin ~ kontrol  grubuyla
karsilastirildig: bir calismada, gruplar arasinda anlamli bir farkin
bulunmadigr kaydedilmistir (Lashley vd., 2015). Bu bulgu,
Alzheimer hastaligina 6zgii epigenetik degisikliklerin genel DNA
metilasyonu ve hidroksimetilasyon diizeylerinde degil, belirli
genler veya bolgelerde olabilecegini  veya epigenetik
degisikliklerin bu hastalikta farkli bir sekilde meydana geldigini
One siirmektedir (Lashley vd., 2015).

Alzheimer hastalig1 agisindan farkl klinik seyir gosteren
(hasta olan ve olmayan) bir ¢ift monozigot ikizde kortikal
noronlardaki epigenetik farkliliklar1 inceleyen bir calismada
ikizler arasindaki epigenetik farkliliklar, hastaligin varliginda
belirgin hale gelmistir. Bu durum, Alzheimer hastaligi ile iligkili
genlerdeki epigenetik diizenlemelerin  hastaligin = gelisimi
tizerinde potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir
(Mastroeni, McKee, Grover, Rogers, & Coleman, 2009).

Alzheimer hastalarinin  periferik kan mononiikleer
hiicrelerindeki DNA metilasyonunu inceleyen bir ¢aligmada bu
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kisilerde genel olarak anormal DNA metilasyonu oldugu
gosterilmistir (Di Francesco vd., 2015). Ancak, Alzheimer
hastalig1 ile periferik kandaki DNA metilasyon farkliliklarina
iliskin kanitlar yeterli degildir (Tannorella vd., 2015).

Kiiresel DNA metilasyonu acisindan  Alzheimer
hastalarinin beyinlerindeki c¢esitli bolgelerde farkli egilimlerin
oldugunu gosteren caligmalar vardir. Chouliaras ve ark. (2013)
Alzheimer hastalarinin hipokampus dokularinda hasta olmayan
bireylere gbére genel olarak DNA metilasyonu ve
hidroksimetilasyonunda istikrarli bir azalmanin oldugunu
gostermistir. (Chouliaras vd., 2013). Mastroeni ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada da Alzheimer hastasi bir kisinin Alzheimer
hastas1 olmayan ikizine gore frontal korteksinde DNA
metilasyonunda azalma oldugu bulunmustur (Mastroeni vd.,
2009). Bu bulgular, Alzheimer hastalig1 ile iligskilendirilen
epigenetik degisikliklerin, 6zellikle biligsel fonksiyonlarda ve
hastaligin patogenezinde onemli bir rol oynayabilecegini One
stirmektedir. Buna kargin Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki
cesitli bolgelerde hasta olmayanlara gore daha yiiksek duzeyde
DNA metilasyonunun oldugunu gosteren calismalar da vardir:
Bradley-Whitman  ve ark. Alzheimer  hastalariin
hipokampuslarinda Alzheimer hastasi olmayanlara goére daha
yiiksek diizeyde DNA metilasyonu oldugunu kanitlamistir
(Bradley-Whitman &  Lovell, 2013).  Coppieters ve
ark. tarafindan yapilmis olan ¢alismalarda Alzheimer hastalarinin
frontal ve temporal korteksinde; Rao ve ark. tarafindan yapilmis
olan ¢alismalarda ise Alzheimer hastalarinin frontal korteksinde
DNA metilasyonunun, bilissel a¢idan normal kontrollerle
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Coppieters
vd., 2014; Rao, Keleshian, Klein, & Rapoport, 2012). Lashley ve
ark. ise Alzheimer hastalarinda ve hasta olmayan konrollerinde
entorhinal korteksindeki kiiresel DNA metilasyonunda anlamli
bir fark olmadigini kaydetmistir (Lashley vd., 2015). Bu bulgular,
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Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilen kiiresel DNA metilasyon
degisiklikleri konusunda karmasik ve ¢eliskili bir tabloyu ortaya
koymaktadir. Farkli c¢alismalarin ¢esitli beyin bdlgelerinde
kiiresel DNA metilasyonu acisindan farkli yonelimlere isaret
etmesi, Alzheimer hastaligindaki epigenetik degisikliklerin
heterojen ve bolgesel 6zellikler tagidigini gostermektedir. Ayrica
bu bulgular, Alzheimer hastaliginin karmasikligini yansitmakta
olup, epigenetik degisikliklerin hastaligin farkli agsamalarinda ve
farkl beyin bolgelerinde nasil rol oynadigini anlamak igin daha
fazla arastirmaya ihtiya¢ duyuldugunun bir gostergesidir.

Kiiresel DNA metilasyonu agisindan beyindeki ¢esitli
hiicreler de farkli ozellikler sergileyebilmektedir. Alzheimer
hastas1 olan ve olmayan bireylerin karsilagtirildig: bir ¢alismada,
hastalarin astrositlerinde ve mikroglialarinda DNA metilasyon
seviyelerinin_hasta olmayanlara gore diisiik oldugu ancak,
noronlarda yiikseldigi tespit edilmistir (Coppieters vd.,
2014). Phipps ve ark. ozellikle piramidal néronlarin, kontrol
gruplarmma kiyasla Alzheimer hastalarinda azalmis DNA
metilasyonuna sahip oldugunu, ancak kalretinin interndronlart
veya mikroglialarda bu durumun gézlemlenmedigini belirtmistir
(Phipps, Vickers, Taberlay, & Woodhouse, 2016). Ogrenme ve
hafiza ile iligkilendirilen hipokampiis bolgelerinde glial
hiicrelerindeki DNA metilasyonunun 6nemli 6l¢iide farkli oldugu
bulunmustur (Chouliaras vd., 2013). Alzheimer hastalarinin
beyin Orneklerindeki piramidal noronlar ve astrositlerin DNA
metilasyon durumlarinda azalma oldugunu gosteren ¢alismalar da
vardir (Thangavel, Sahu, Van Hoesen, & Zaheer, 2009). Bu
bulgular, DNA metilasyonunun hiicre tipine 6zgii olarak farklilik
gosterdigini diisiindiirmektedir.

4.2.Gene Spesifik DNA Metilasyonu

“Gene spesifik DNA metilasyonu”, DNA molekulindeki
belirli genlerin veya gen bélgelerinin metil grubu eklenerek veya

13


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-labeling
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-labeling
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-labeling

Biyoloji

cikarilarak modifiye edilmesini ifade eder. Bu metilasyon
olaylar1, gen ekspresyonunu diizenleyebilir ve hiicreler arasindaki
farklilagsmayi, gelisimi ve genel biyolojik fonksiyonlari
etkileyebilir. ~ Alzheimer  hastaligi  {izerindeki  etkileri
incelendiginde, gen spesifik DNA metilasyonunun bir dizi
molekiiller mekanizma aracilifiyla bu hastalifin gelisimine
katkida bulunabilecegi one siiriilmiistiir (Semick vd., 2019).
Ornegin, spesifik genlerin promotdr bdlgelerindeki anormal DNA
metilasyonu, sinir hiicrelerinin islevselligini etkileyebilir ve
Alzheimer hastalifina katkida bulunabilir. Ayrica, DNA
metilasyonunun, gen ekspresyonunu duzenleyerek ve hicresel
islevleri modiile ederek, Alzheimer hastaliginin epigenetik
kaliplarini etkileyen ana risk faktdrlerinden biri olan yaslanma
stirecine katkida bulundugu belirlenmistir (Vlaming & van
Leeuwen, 2012). Ozellikle, AP peptidi birikimi ile iliskilendirilen
genlerin  metilasyon durumlarindaki artisin,  Alzheimer
patofizyolojisine katkida bulunabilecegi kaydedilmistir (Sung,
Choi, Ahn Jo, Oh, & Ahn, 2011). Bununla birlikte, tau proteininin
modifikasyonu da gen spesifik DNA metilasyonu tarafindan
etkilenebilmekte, bu durum Alzheimer hastaligina 06zgii
ndropatolojiyi tetikleyebilmektedir (Zimmer-Bensch & Zempel,
2021). Inflamasyon siireglerinin kontroliinde de gen spesifik
DNA metilasyonunun rol oynadigt ve bu mekanizmanin
Alzheimer hastaligindaki beyin iltihabini etkileyebilecegi tespit
edilmistir (Nicolia, Ciraci, vd., 2017). Ayrica, sinir hiicrelerindeki
gen ekspresyonunu diizenleme yetenegi ile gen spesifik DNA
metilasyonunun, Alzheimer hastaliginin noéronal kayiplarina ve
biligsel fonksiyonlardaki azalmalara katkida bulunabilecegi
tizerinde durulmustur (Poon, Tse, & Lim, 2020).

Alzheimer hastaliginin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayan AP plaklarinin birikimi ile yakindan iligkili olarak
bulunan ve gec¢ baslangicli Alzheimer hastaligi ile en giiglii
genetik risk faktorii olarak iligkilendirilen Apolipoprotein E
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(ApoE), ozellikle kolesterol metabolizmasinda rol oynayan bir
lipit tasiyic1 proteindir. Insanlarda, ApoE2, ApoE3 ve ApoE4
olmak lizere ii¢ ana aleli igermekte olup, bu aleller arasindaki
genetik varyasyonlar, ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi ile
iligkilendirilmektedir. ApoE4 aleli, AP plaklarinin birikimi ile
iligkilidir ve bu alelin tastyicilari, diger alellere sahip bireylere
kiyasla daha yiiksek Alzheimer riskine sahip olabilir (Corder vd.,
1993). Diger yandan, ApoE2 alelinin Alzheimer hastalig riskini
azaltabilecegi ve hastalik icin koruyucu bir etkiye sahip
olabilecegi bildirilmistir (Z. Li, Shue, Zhao, Shinohara, & Bu,
2020). ApoE3 aleli ise, genellikle nérodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilmemistir  (Poirier vd., 1993). Wang ve ark.
postmortem beyin doku 6rneklerini kullanarak, Alzheimer
hastalarinda prefrontal kortekte tiiretilen APOE'in promotdr
bolgesinin kontrollere kiyasla hipermetile oldugunu tespit
etmistir (Wang, Oelze, & Schumacher, 2008). Baska bir
calismada ise Alzheimer hastalar1 ve kontrol gruplarindaki
APOE'de DNA metilasyon profili agisindan farklilik
belirlenememistir (lwata vd., 2014). Fakat, aym1 c¢alismada
normal islevi, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi diizenlemek ve
hiicre zarinin stabilitesini saglamak olan ancak, anormal bir
sekilde islenmesi sonucunda AP peptidi olusumuna katki
saglayan ~ Amiloid  Prekiirsor  Protein  (APP) genindeki
anormal CpG metilasyonu ile APOE &4 negatif vakalar arasinda
bir iligski oldugu belirlenmistir (lwata vd., 2014). Baska bir
calismada ise, demanssiz kontrol bireyleri ile Alzheimer
hastalarinin frontal korteks ve hipokampus bolgelerinde, APP’ye
ek olarak, Presenilin 1 (PSEN1) (APP'nin kesilmesinden sorumlu
olan gen) geninin DNA metilasyon durumlar1 karsilagtirilmais,
ancak gruplar arasinda bu genlerin metilasyonlar1 agisindan
anlamli bir farklilik belirlenememistir (Barrachina & Ferrer,
2009). Alzheimer hastalarinda ve kontrol gruplarinda gen spesifik
DNA metilasyon durumlarinin arastirildigi bagka bir ¢alismada
ise bu veriler ile ¢eliskili sonuclar kaydedilmistir: hasta kisilerde

15



Biyoloji

APP ve hiicresel sinyal iletimi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
farklilagmasi ve hiicre 6liimii gibi birgok biyolojik siiregte rol
oynayan Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta (GSK3f) genlerinin DNA
metilasyon profillerinde hasta olmayanlara goére anlamli
farkliliklar belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada APP’deki metilasyon
degisikliklerinin hem noronal hem de noronal olmayan
hiicrelerde meydana geldigi, oysa GSK3f'nin néronal olmayan
hiicrelerde anormal sekilde metillendigi ortaya konulmustur
(Iwata vd., 2014). APP’nin AB'ya boliinmesinde rol oynayan iki
onemli gen olan Presenilin Arttiric1-2 (PEN-2) ve Nikastin
(NCSTN)’in promoter hipometilasyonu hipokampus
noronlarinda artan A plak yiikii ile iliskilendirilmistir (Lang vd.,
2022). APP'yi pargalayan ve boylece AP tiretimi tizerinde etkili
olan [-sekretazi kodlayan gen olan BACEL'i hedefleyen
DSCAML1 geninin glgclendiricisindeki belirgin hipometilasyon
Alzheimerda noronlar tarafindan sergilenir (P. Li vd., 2019).
Ayrica, AP’nin parcalanmasinda 6nemli bir rol oynayan bir
proteaz enzimini kodlayan Neprilysin (NEP) geninin artan
metilasyonu, ekspresyonun azalmasiyla sonuglanir, bu da
muhtemelen Alzheimer hastaligindaki yliksek AP plak yiikiiniin
nedenidir (K. Nagata, Mano, Murayama, Saido, & lwata, 2018).
Geg baslangicli Alzheimer hastaligi i¢cin ApoE’den sonra ikinci
en glclu genetik risk faktori olan Kopri Entegratori 1 (BIN1)’in
seviyelerinin AP yilikii ile baglantili oldugu ve genellikle
Alzheimer hastalarinda  diferansiyel olarak metillendigi
belirlenmistir (De Jager vd., 2014; Yu vd., 2015). BIN1, hicre ici
membran yapilarint  diizenleyerek ve sinir hiicrelerinin
islevselligini etkileyerek AP birikimine katkida bulunabilen bir
gendir (Perdigdo, Barata, Burrinha, & Guimas Almeida, 2021).
AP iretimiyle ilgili diger genler olan sortilin-iligkili reseptor 1
(SORL1) ve ATP Baglayict Kaset Alt Ailesi A Uyesi 7
(ABCA7)nin  Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda
hipermetile oldugu da tespit edilmistir (Yu vd., 2015).
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Her ne kadar AP, Alzheimer hastaliginin patogenezinde
birincil tetikleyici olsa da, hiperfosforilasyona ugramis tau da
Alzheimer hastaligi kaynakli demansin derecesi ile iliskilidir
(Agadjanyan vd., 2017). Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki
tau proteini ile iliskili genlerdeki DNA metilasyonunun hastaligin
patogenezinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Wei, Du, &
Zhao, 2021). Tau proteininin anormal birikimi ve ndronal hasari
modiile etme potansiyeline sahip olabilecegi bildirilen

Sirtuinl (SIRT1) geninin normal populasyonla
karsilagtirildiginda Alzheimer hastalarinda 6nemli 6l¢iide daha
yuksek hipermetilasyonu gosterilmistir (Hou vd.,

2013). Alzheimer hastalarinin hipokampusunda Cift Ozgiilliiklii
Fosfataz 22 (DUSP22) geninin promotor bolgesinde artan DNA
metilasyonunun  hastalik  seyriyle korelasyon gosterdigi
saptanmigtir. DUSP22  geninin  hipermetilasyonunun tau
fosforilasyon durumunu etkiledigi bilinmektedir, bu nedenle
Alzheimer hastaliginin patogenezinde yer almasi muhtemel bir
aday gendir (Jose Vicente Sanchez-Mut vd., 2014). Tau
fosforilasyonu ile iliskili bir diger gen olan Tanima Reseptori
Miyeloid Hicreler 2 (TREM2)’nin  DNA metilasyonu,
kontrollere kiyasla Alzheimer vakalarinda artmistir (Celarain vd.,
2016). Ayrica, uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde rol alan
Cok Uzun Zincirli Yag Asitleri Proteini 2 (ELOVL2) ve histon
protein ailesine ait genler olan Histon H3E ve Histon H3F
(HISTIH3E/HIST1H3F) genlerinin metilasyon seviyelerinin
fosfo-tau protein yiikii ile iligkili oldugu kaydedilmistir (Blanco-
Luquin vd., 2020). Hiicresel lipid metabolizmasinda rol oynayan
bir gen olan Fosfolipaz D3 (PLD3) geninin metilasyon
seviyesinin de Alzheimer hastalarinin hipokampiis dokularinda
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Blanco-Luquin vd., 2018). Sinir hicrelerinin bdyimesini,
gelismesini, sagligin1 destekleyen bir norotrofin proteininin
tiretimini kodlayan ve tau hiperfosforilasyonuyla yakindan iliskili
olan Beyinden Tiretilen Norotrofik Faktor (BDNF) geninin
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promotoriiniin, Alzheimer hastalarinda anlamli derecede yiiksek
DNA metilasyon seviyeleri icerdigi kaydedilmistir (T. Nagata
vd., 2015; Vasanthakumar vd., 2020). Fakat ayni bulgular
Alzheimer hastalar1 ve kontrol gruplarimin periferik kan

numunelerinin karsilagtirildigi ¢alismalarda dogrulanamamaistir
(Carboni vd., 2015; Fransquet vd., 2020).

Hiicresel gelisim ve doku yenilenmesi siireclerinde rol
oynayan bir proteini dreten Prominin-1 (Proml) adli gendeki
metilasyonun ise, fosfo-tau birikimi ile gucli bir ters korelasyon
gosterdigi saptanmistir (Mendioroz vd., 2016). Tau proteininin
norofibriler yumaklar olugturmak {izere hiperfosforilasyonunu
tesvik eden GSK3B genindeki hipometilasyonun in vitro
deneylerde Alzheimer hastalig ile iligkili patolojiyi simiile ettigi
gosterilmistir (Nicolia, Ciraci, vd., 2017). Hicresel dongu,
ndronal migrasyon, néronal sinyal iletimi ve sinaptik plastisite
gibi bir¢ok hiicresel siiregte dnemli bir rol oynayan Siklin Bagimli
Kinaz 5 (Cdk5) geninin promotdr bdlgesinin de benzer sekilde
Alzheimer modeli siganlarin hipokampiisiinde kontrol gruplarina
gore diistik diizeyde metilasyon sergiledigi tespit edilmistir (L. Li,
Zhang, Zi, Tu, & Guo, 2015). Bir transkripsiyon faktorii olan
cAMP Cevap Elemani Baglayici1 Protein (CREB) geni tarafindan
duzenlenen transkripsiyon faktorl 1'in metilasyon seviyesinin
Alzheimer hastalarinin hipokampiisiinde kontrollerle
karsilagtirildiginda  azaldigr saptanmistir. CREB tarafindan
duizenlenen transkripsiyon faktor 1 icindeki bu metilasyon, tau
ekspresyonundaki fosforilasyon ile ters orantili sekilde iliskili
bulunmustur (Mendioroz vd., 2016). Alzheimer hastalarinin
beyin omurilik sivilarinda beta-1,3-galaktoziltransferaz adli bir
enzimi kodlayan B3GALT4 geni ve c¢inko baglayict alkol
dehidrogenaz alanini iceren bir proteini kodlayan ZADH?2
geninin hipometilasyonu da hem AP hem de tau seviyeleriyle
iliskili bulunmustur (Madrid vd., 2018). insan metilasyonu 450
BeadChip'in kullanildig1 bir ¢calismada, ileri yasa ve norofibriler
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yumak patolojisinin varligina bagl olarak Katanin-Etkilesimli
Protein  (KIAA0566) geninde DNA hipometilasyonunun
korelasyonu tanimlanmistir (Andrés-Benito, Delgado-Morales, &
Ferrer, 2018). Demanssiz kontrol bireyleri ile Alzheimer
hastalarinin  frontal korteks ve hipokampus bolgelerinde,
mikrotilibiil iligkili tau proteinini kodlayan MAPT genlerinin
DNA metilasyon durumlar1 karsilagtirillmig, ancak gruplar
arasinda anlamli bir farklilik belirlenememistir (Barrachina &
Ferrer, 2009). Alzheimer hastalarinda ve kontrol gruplarinda gen
spesifik DNA metilasyon durumlarmin arastirildigi baska bir
calismada ise bu veriler ile celigkili sonuglar kaydedilmistir:
hastalarda hem ndronal hem de ndronal olmayan hicrelerde
MAPT geninin DNA metilasyon profilinde hasta olmayanlara
gore anlaml farkliliklar belirlenmistir (Iwata vd., 2014).

Inflamasyonla  iliskili ~ genlerdeki  belirli DNA
metilasyonlar1 da Alzheimer hastalig1 ile baglantili bulunmusgtur.
Bu kapsamda, Alzheimer hastalarinda, hastaligin erken
evrelerinde kontrol katilimeilarina gore interldkin-1beta (IL-1B)
geninin promotor bolgesinde hipometilasyonun belirlendigi;
ancak, bu farkin hastaligin ileri evrelerinde belirginligini
kaybettigi tespit edilmistir. Bunun aksine, arastirmacilar
hastaligin ilerlemesiyle birlikte Interlokin-6 (IL-6) genindeki
DNA metilasyon dizeylerinin kontrol gruplarina gore azaldigini
kaydetmistir (Nicolia, Cavallaro, vd., 2017). Ayrica, agirlikli
olarak bagisiklik hiicrelerinde eksprese edilen ve eksprese
edildiginde IL-1B olusumunu destekleyen CASPASE-4'lin
(CASP4) Alzheimer hastalarinin beyinlerinde diferansiyel DNA
hipometilasyon sergiledigi ve bunun CASP4 ekspresyonunun
artmasiyla iliskilendirildigi belirlenmistir. Ayrica, Alzheimer
modeli farelerin beyinlerinden elde edilen mikroglialarda,
kontrollere kiyasla artan CASP4 seviyeleri saptanmistir (Daily
vd., 2024). Monosit ve makrofaj gibi bagisiklik hiicrelerinin
gelisimini  ve islevini diizenleyerek inflamatuar yanitin
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan Spesifik Transkripsiyon
Faktori 1 (SPI1) geninin aktivasyon duzeylerindeki
degisikliklerin, Alzheimer hastalif1 riskini artirma potansiyeli
bulunmustur. Alzheimer hastaliginin patolojisine iligskin kortikal
meta-analizlerde SPI1 geni civarinda diferansiyel DNA
metilasyonu tanimlanmistir (Shireby vd., 2022). Insanlarda
mitokondriyal elektron transport zincirinin bir pargasi olan ve
hiicrelerde enerji Uretiminde rol oynayan bir proteini kodlayan
Ubikuinol-Sitokrom ¢ Reduktaz, Kompleks Il Alt Birimi 1
(UQCRC1) genini hipermetilasyonu Alzheimer hastalarinda
inflamasyon ve oksidatif stresten sorumlu bulunmustur (Ma,
Tang, & Lam, 2016). Viral enfeksiyonlara karsi tepki veren ve
hiicresel savunma mekanizmalarin1 baglatan interferon sinyali
tarafindan aktive edilen bir gen olan 2',5'-Oligoadenilat Sentetaz
(2-5A) genindeki  metilasyon  seviyelerinin  Alzheimer
hastalarinda azaldigi kaydedilmistir (An, Khanna, & Wu, 1994).
Farklilagsma Kiimesi 33 (CD33), TREM2 ve insan l6kosit antijeni
(HLA-DRB1/DQA1) gibi bagisiklik tepkilerinde yer alan ¢oklu
risk  genlerindeki  DNA  metilasyonunun  Alzheimer
patogenezindeki ndroinflamasyon ile anlaml bir sekilde iliskili
oldugu da kanitlanmistir (Giri, Zhang, & L0, 2016; Karch &
Goate, 2015; Yu vd., 2015).

Noronlar ve noronlarla iligkili hiicrelerde de gen
ekspresyonlarinin metilasyon mekanizmalariyla diizenlenmesi
Alzheimer hastalig1 patofizyolojisine katki saglayabilir. Noron ve
glia hucrelerinde eksprese edilen, bir adezyon molekilini
kodlayan, hicresel sinyal iletimi, hiicre iskelet organizasyonu ve
hiicresel yapisma gibi ¢esitli biyolojik siireclerde rol oynayan
Sorbin ve SH3 Alan1 igeren 3 (SORBS3) geninin yasla birlikte
metillenme derecesinin giderek arttigi (Ito vd., 2007) ve
Alzheimer hastalarinin (Lonze & Ginty, 2002) ve Alzheimer
modeli farelerin beyinlerinde hipermetile oldugu belirlenmistir
(Jose V. Sanchez-Mut vd., 2013; Siegmund vd., 2007).
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Noronlarla iligkili 6nemli bagigiklik sistemi hiicrelerinden olan
I6kositlerde, Miyeloid Hiuicrelerde Reseptor Ekspresyonunu
Tetikleyen 2 (TREM2) geninin Intron 1'i Alzheimer hastasi
deneklerde azalmis metilasyon sergilemistir (Nakamura, Kaneko,
Dickson, & Kusaka, 2020; Suberbielle vd., 2015). Benzer sekilde
Alzheimer hastalarinin bilissel gerilemesiyle kan hucrelerindeki
Klatrin Diizenegi Baglayic1 Protein Fosfatidilinositol (PICALM)
ve DNA-Metil-Transferaz 1 (DNMT1) geninin metilasyonu
arasinda korelasyon tespit edilmistir (Di Francesco vd., 2015;
Mercorio vd., 2018). Ayrica, Alzheimer hastasi deneklerinin
plazma  oOrneklerinde  Koenzim A  Sentetaz  Geni
(COASY) ve Serin Proteaz Inhibitor 1 (SPINTL) genlerinin
promoter  bolgelerinde  kontrollere  kiyasla artmis  DNA
metilasyon seviyeleri gosterilmistir (Kobayashi vd., 2016b).

Spesifik genler {izerindeki DNA metilasyonlarinin
oksidatif stres yoluyla Alzheimer hastaliginin patolojisi lizerinde
etkili oldugu da belirlenmistir. Ozellikle, HOXA gen ailesi, hiicre
farklilagmasi ve organ olusumu gibi gelisimsel siireclerde kritik
bir rol oynar. Ayn1 zamanda ANKI geni, hiicresel yapilarin
stabilitesini saglamak ve hiicre i¢i transportu diizenlemek gibi
onemli islevlere sahiptir. Bu gen bdlgelerinde meydana gelen
diferansiyel DNA metilasyonlar1, oksidatif stresin etkisiyle
Alzheimer hastaliginin patolojisini etkileyebilir (Herndndez vd.,
2018; Shireby vd., 2022; Smith vd., 2018). HOX gen ailesine ait
olup, embriyonik gelisim sirasinda organizmanin viicut
segmentasyonunu duizenlemede gorev alan HOXAS5 geninin
DNA metilasyon diizeyindeki degisikliklerin, Alzheimer
hastalig1 ile iliskilendirilen erken beyin hasari siiregleri ile ve
oksidatif stresle korelasyon gosterdigi de tespit edilmistir (Zhang
vd., 2023).

Her ne kadar Alzheimer hastaligindaki patolojilere
katkilar1 net sekilde belirlenememis olsa da, embriyonik
gelisimde ve damar olusumunda rol oynayan bir transkripsiyon
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faktorii kodlayan SOX18, SRY, ogrenme ve hafiza ile
iligkilendirilen bir gen olan HKR1, sinir hiicrelerinin birbirleriyle
etkilesim kurmasinda rol oynayan hiicresel adezyon molekiilleri
kodlayan PCDHA12 ve otofaji ile iliskilendirilmis bir
dizenlemeyi temsil eden ATGI16L2 genlerine yakin
konumlanmig  diferansiyel olarak metillenmis CpG'lerin

Alzheimer hastalig1 ile gii¢lii korelasyon gosterdigi belirtilmistir
(Altuna vd., 2019).

Tim bu bulgular, gen spesifik DNA metilasyonunun
Alzheimer hastaliginin karmagik patogenezinde dnemli bir rol
oynadigimi ve potansiyel olarak hastaligin tan1 ve tedavisinde
hedeflenebilecek bir alan oldugunu vurgulamaktadir. Ancak,
daha fazla arastirma gereklidir ¢ilinkii baz1 sonuglar ¢eliskili
olabilir ve bu alandaki tam mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilmamustir.

5. SONUC

Alzheimer hastaligi, genetik ve cevresel etmenlerin
kompleks etkilesimi sonucu ortaya g¢ikan bir hastalik olarak
bilinmektedir. Bu hastalifin seyri iizerindeki anlayisimizi
derinlestiren giderek artan bilimsel kanitlar, epigenetik
fenomenlerin oksidatif stres tepkisi, Ap olusumu, tau protein
hiperfosforilasyonu, hiicre apoptozu ve inflamatuar tepkiler gibi
Alzheimer hastalifinin patogenetik mekanizmalar1 {izerinde
kritik bir rol oynadigini1 gostermistir. Ayrica, bazi epigenetik
degisikliklerin patolojik degisikliklerden dnce ortaya ¢ikabilecegi
ve bu degisikliklerin Alzheimer hastaliginin teshisi i¢in bir arag
olabilecegi One siirtilmiistiir. Ancak, biyolojik belirteclerdeki
eksiklikler nedeniyle, Alzheimer hastalig1 ile epigenetik kontrol
arasindaki etkilesimin daha derinlemesine anlasilmasi biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bu anlayis, Alzheimer hastalarinda terapdtik
olarak faydali belirteglerin saptanmasina ve bu hastalik i¢in ek

22



Biyoloji

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Hafiza ve
ogrenme bozukluklarina iligkin altta yatan mekanizmalarda, gen
regiilasyonlarimin modifikasyonunda ve hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde etkili oldugu bilinen DNA metilasyonu,
Alzheimer patolojilerinde etkili oldugu bilinen epigenetik
mekanizmalardan biridir. Bu baglamda, Alzheimer hastalig'nda
DNA metilasyonunun rolii, hastaligin anlagilmasinda, teshisinde
ve potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir
odak noktasi olusturmaktadir.
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THE FUNCTIONS OF NUCLEOLAR CHANNEL
SYSTEMS (NCS) IN THE IMPLANTATION
PROCESS: A MOLECULAR AND CELLULAR
PERSPECTIVE

Tiinge AKSAK!

1. INTRODUCTION

1.1.The Structure and Function of Nucleolar Channel
Systems (NCS)

When examined under transmission electron microscopy,
Nucleolar Channel Systems (NCS) are characterized as small,
spherical entities approximately 1 pm in diameter, located within
the nuclei of endometrial epithelial cells. Theories concerning the
origin of NCS remain debated (Clyman, 1963). NCS are
recognized as subcellular structures involved in the critical
regulation of ribosomal RNA (rRNA) transcription and ribosome
biogenesis. These structures comprise tubules associated with the
inner nuclear membrane, embedded within an electron-dense
matrix (Isaac et al., 2001). Morphologically, NCS present as
hollow, sphere-like formations of variable sizes, typically
consisting of 2-5 rows of tubules encircling a central region filled
with fine fibrils and granules. The tubules, usually enclosed by a
membrane approximately 60-90 nm in diameter, are surrounded
by fine fibrils, with an electron-dense amorphous matrix filling
the space between the tubules (Figure 1 A, B). In certain studies,
NCS were observed near the inner nuclear membrane and, in
some instances, appeared to protrude from the nucleus (Tzuneng

L Assist. Prof. Dr., University of Toros, tiince.aksak@toros.edu.tr, ORCID: 0000-
0001-7841-8456.

43


mailto:tiince.aksak@toros.edu.tr

Biyoloji

& Schneider, 1992). While some research posits that NCS are
formed through the inward folding of the inner nuclear membrane
(More et al., 1974; Ryder et al., 1995), other studies suggest that
NCS involution may represent an intranuclear regression process,
during which NCS components recombine with the nuclear
membrane (Tzuneng & Schneider, 1992). Furthermore, NCS
have been found to contain a range of both nuclear and
cytoplasmic proteins. These proteins interact with various
structural and functional proteins located within the cell nucleus.
NCS, which are observed at specific developmental stages of the
oocyte and embryo, as well as during the late secretory phase of
the endometrium, appear near the implantation window or
simultaneously under the influence of progesterone (Kohorn et
al., 1972). Notably, NCS are structures unique to humans, absent
in other species. They are not present in the proliferative
endometrium, endometrial stromal cell nuclei, breast tissue cells,
endometrial carcinoma samples, or in baboon or gestational
endometrium. The absence of animal models has restricted NCS
research primarily to electron microscopy for many years
(Dubrauszky & Pohlman, 1960; Nilson, 1962).

However, studies that have identified NCS expression in
fetal tissue suggest that these structures may serve as markers not
only for uterine receptivity but also as hormone sensors
responsive to estrogen and progesterone levels (Wang, 1987;
Preston et al., 2022). In recent years, the structure of NCS has
been further elucidated through the use of indirect
immunofluorescence with monoclonal antibodies targeting
specific subsets of complex proteins (Nejat et al., 2014). Despite
their appearance during the mid-luteal phase and their role as key
biomarkers of receptive endometrium, the absence of NCS is not
considered a major cause of infertility (Rybak et al., 2011). Some
research suggests that NCS may function as a feedback
mechanism between the cytoplasm and the nucleus, potentially
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serving as a site for the synthesis of specific RNA or proteins.
This hypothesis proposes that NCS contribute to the increased
production of RNA and proteins required by the cell, particularly
during the secretory phase. Another widely accepted theory posits
that NCSs serve as specialized systems for the rapid transport of
newly synthesized mRNA. In this case, mMRNA molecules are
transported rapidly within the cell, supporting the rapid synthesis
and function of necessary proteins. In addition, some studies have
shown that electron-dense granules surrounding the NCS contain
RNA and protein. Based on these findings, it is suggested that the
NCS may have similar functions to the rER, that is, it may
contribute to protein synthesis and secretion processes. In this
case, it is thought that the NCS facilitates the secretory function
by reducing the rER load inside the cell. Alternatively, it is
suggested that the NCS may appear in places close to the
nucleolus and increase the surface of the nuclear envelope,
supporting this process, since the cell needs to produce abundant
ribosomal RNA (rRNA) during periods when secretory activity
peaks (Rossmann, 2006; Novotny, 1999; Cornillie et al., 1985).

Figure 1. Schematic Representation of NCS Formation Process

>
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Figure 1. Schematic representation of the initiation of the
NCS formation process with invagination of the nuclear inner
envelope towards the nucleolus (Nu) (A). Schematic
representation of NCS observed in the late secretory phase as an
implantation window biomarker (B).

1.2.Molecular Mechanisms of the Implantation
Process

During a normal 28-day menstrual cycle, the
endometrium undergoes several structural and molecular changes
to prepare for embryo implantation. The period during which the
endometrium becomes suitable for blastocyst implantation in the
secretory phase of the menstrual cycle is referred to as the
"window of implantation.” Successful implantation depends on a
reciprocal synchronization between the endometrium and the
blastocyst (Norwitz et al., 2001). Any morphological or genetic
defect in either the endometrium or the embryo during this
process can result in implantation failure. Implantation failure can
occur due to either embryonic or maternal factors (Guffanti et al.,
2008). Recent studies have focused on structural and molecular
changes that affect endometrial receptivity, and it has been
reported that approximately two-thirds of implantation failures
are due to endometrial factors (Sehring et al., 2022). These
endometrial factors may include endometrial thickness, uterine
contour irregularities, or inadequate endometrial maturation;
however, it is also known that molecular changes occurring
during this period are crucial for successful blastocyst
implantation. Some of the ultrastructural changes observed in
secretory phase endometrial cells during the implantation window
include giant mitochondria and subnuclear glycogen
accumulations, which appear during the early luteal phase, as well
as pinopodes and nucleolar channel systems (NCS) that emerge
concurrently with the implantation window (Nikas et al., 1995).
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In cases of unexplained and recurrent implantation
failures, the assessment of endometrial receptivity during in vitro
fertilization (IVF) cycles and the transfer of embryos to a
receptive endometrium are becoming increasingly important.
Studies have shown that the window of endometrial receptivity
lasts approximately 24 to 48 hours (Bergh & Navot, 1992). The
short duration of this window makes it challenging to determine
endometrial receptivity. The transfer of a blastocyst to an
asynchronous endometrium reduces implantation rates and
increases pregnancy loss. The potential role of NCS as
biomarkers of implantation in IVF treatment is strongly supported
by the Endometrial Receptivity Analysis (ERA), which
categorizes the menstrual cycle into proliferative, prereceptive,
receptive, and postreceptive phases. ERA evaluates the genetic
and molecular changes in endometrial biopsy samples obtained
from patients to assess the suitability of cells and tissues for
implantation (Meng et al., 2018). This approach enables
personalized timing for endometrial receptivity.

1.3.The Role of Nucleolar Channel Systems in
Implantation

The detection of Nucleolar Channel Systems (NCS) is
proposed as a potential alternative for assessing endometrial
receptivity. A study demonstrated that NCS can be identified in
exfoliated epithelial cells obtained from uterine secretions,
suggesting that these findings could provide a method for timing
the receptive endometrium (Gerber et al., 2021). In recent years,
the presence of NCS has been investigated in cases of
unexplained infertility and recurrent implantation failure. Given
that abnormal nucleolar activity can negatively impact oocyte
quality and embryo development, NCS, particularly nucleolar
dysfunction, may affect the implantation potential of oocytes and
embryos. In this context, structural and functional abnormalities
of NCS may contribute to the concept of unexplained infertility.
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Recurrent implantation failure (RIF) is the occurrence of
consecutive implantation failures in women under 40, despite the
transfer of high-quality blastocysts in at least three IVF cycles
(Aksak T, 2023). This situation requires a deeper understanding
of the molecular and cellular mechanisms involved in
implantation.

As a regulatory center for cellular growth and stress
responses, the nucleolus plays a significant role in the interaction
between the embryo and the uterus. Dysfunction of NCS in
endometrial epithelial cells may prevent the embryo from
developing in harmony with endometrial receptivity. Such
dysfunctions can lead to the failure of the embryo to adhere to the
uterus, resulting in recurrent implantation failures. It has been
suggested that the use of various oral contraceptives and
intrauterine devices may influence the timing and morphology of
NCS formation in endometrial epithelial cells. In cases of
unexplained primary infertility, a delay or complete absence of
NCS development in endometrial epithelial cells has been
observed as the only ultrastructural abnormality (Kittur et al.,
2007; Guffanti et al., 2008). This suggests that NCS may play a
critical role in preparing the uterine surface for embryo
implantation and could serve as an important marker for human
endometrial receptivity.

However, despite the available data on the ultrastructural
details of this entity, the molecular characterization of NCS
remains largely unclear. Therefore, further advanced research is
required to gain a deeper understanding of the role of NCS in
reproductive biology.

2. CONCLUSION

Nucleolar channel systems (NCS) are subcellular
structures that may play significant roles in the implantation
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process and the receptivity of the human endometrium. It is
suggested that NCS could regulate critical cellular functions such
as ribosomal RNA transcription, ribosome biogenesis, and
protein synthesis during the preparation of the endometrium for
embryo implantation. Moreover, the presence of NCS in the
human endometrium during the window of implantation indicates
that these structures may have unique and crucial roles in
reproductive biology. Current research findings investigating the
potential roles of NCS in the implantation process suggest that
these structures may play a critical role in endometrial receptivity
and blastocyst implantation. It is believed that NCS are
particularly important in regulating ribosomal RNA (rRNA)
transcription and ribosome biogenesis processes within
endometrial epithelial cells. The observation of NCS in the
human endometrium specifically during the window of
implantation, and their absence in other mammalian species,
suggests that these structures may be unique to human
reproductive biology. However, the inability to study these
structures in animal models has led NCS research to rely heavily
on advanced technologies such as electron microscopy.

Two main hypotheses have been proposed regarding the
functions of nucleolar channel systems (NCS). The first
hypothesis suggests that NCS serve as a feedback mechanism
between the cytoplasm and the nucleus, creating a
microenvironment for the synthesis of specific RNA or proteins.
The second, more widely accepted hypothesis proposes that NCS
function as a specialized system for the rapid transport of newly
synthesized mRNA. In this context, it is suggested that NCS may
contribute to protein synthesis and transport processes, similar to
the rough endoplasmic reticulum (rER) functions. However, the
molecular characterization of NCS and their specific relationships
with biochemical pathways remain largely unresolved,
highlighting the need for further research. Particularly,
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understanding the molecular characteristics of NCS could help
clarify their potential use as biomarkers in reproductive health
and infertility treatments. Advanced research is therefore
essential to better elucidate the significance of NCS in
reproductive biology and to uncover their functional roles.
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LIKENLESMIS MANTARLAR (LIKENLER)

Merve YIiGIT*!
Mehmet Gokhan HALICI?

1. GIRIS

Likenlesmis mantarlar (likenler) oldukea renkli ve ¢esitli
olmalar1 ile ¢arpict olmalarinin yani sira hemen hemen Diinya’nin
her yerinde yasayabilmeleri, boyutlar1 ve bigimleri ile benzersiz
olmalariyla da 6n plana ¢ikmaktadir. En basit haliyle likenler
mantarlar ve algler arasinda bir simbiyozdur (Biidel ve ark.,
2024).

Gegmisten glinlimiize likenlesmis mantarlarin
tanimlanmalar1 ve siiflandirilmalart ¢esitli  sekillerde ele
alinmugtir. 11k olarak “lichenes” terimi M. O. 4. yy’da Yunan
Botanik¢i Theophrastus tarafindan kullanilmistir. Theophrastus
zeytin agaclarmin kabuklarindaki belirgin biiylimeyi belirtmek
icin kullandigr bu kavrami aslinda giinlimiizde “ciger otlar1”
olarak bilinen grup i¢in kullanmigtir. Bu kullanim, likenlerin
simdiki tanimina karsilik gelmemektedir. Daha sonra Tournefort
Elements de Botanique isimli eserini hazirlarken “liken”
kategorisi icerisinde birbirleriyle alakasiz birkac¢ bitkiyi ele
almistir (Mitchell, 2007). Likenler ve mantarlar arasindaki
iliskiye ilk deginen botanik¢i Antoine de Jussieu olmustur.
Jussieu 1730°da yaptig1 makalede mantarlar hakkinda “bitkilerde

1 Dr, Erciyes Universitesi, Fen Fakultesi, Biyoloji B&lima,
merveyigit@erciyes.edu.tr ORCID: 0000-0002-8082-8574.
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benzedigi ve karsilastigi bir cins ararsaniz, bunlar likendir”
actkmasi yapmistir. Linnaeus, Species Plantarum (1753) eserinde
likenleri kriptogami-alg smifinda ele almistir. Likenleri algler
altinda ele almistir. Giintimiizdeki liken tanimlamasi ise ilk defa
Eric Archarius tarafindan yapilmistir. isvecli bir bilim insan1 olan
Archarius, bazi kaynaklarda likenolojinin babas1 olarak
gecmektedir (Sen ve ark., 2014). Eric Archarius, Lichenographia
universalis (1810) eserinde “tiim pargalarin eksiksiz ve dikkatli
bir incelemesinden Ozetlemek gerekirse, likenlerin diger
kriptogamik bitkilerden ayri, 6zel, dogal bir grubu temsil ettigi
sonucuna vardim" diyerek likenlerin farkli benzersiz yapilarina
terminoloji olusturmus, bircok tiir tanimlayarak yeni cinsler
olusturmustur ve  sonraki eserlerinde likenlerin  ilk
siniflandirmalarint yapmustir (Tripathi ve Joshi, 2009).

19 ve 20. yy’lar boyunca likenlerin tek bir bitki
govdesinden (tallus) olustuguna inanilmustir. Likenlerin “ikili
dogasinin” kesfi 1866 yilinda yapilmistir. Anton de Bary,
1866°da likenlerin tek bir organizma degil, yakin bir iligki i¢inde
bir mantar ve bir algden olusan birliktelik oldugunu sdylemistir.
1867°de ise Alman botanik¢i Schwendener kanitlar sunarak
likenlerin “alg” ve “mantar” birlikteliginden olusan ikili dogasini
aciklamistir  (Stephenson, 2010). Boylece likenler Uglincii
Uluslararas1 Botanik Kongresi tarafindan uygulanan Uluslararasi
Botanik Adlandirma Kodu kapsaminda Mantarlar alemi altinda
yer almaya baslamistir (Voss ve ark., 1983)

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada ise bir¢ok liken
tirindn bir Ascomycetes’in yani sira belirli Basidiomycetes
mayalarini da icerdigi ortaya ¢cikmustir (Spribille ve ark., 2016).
Likenlere dair bu son bulgu ile likenler ¢ ya da daha fazla
organizma temelinde tanimlanmaya baslamistir.
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2. LIKENLESMIS MANTAR

Likenler, iic ya da daha fazla organizmanin kolayca
taniabilen ancak benzersiz olan vejetatif tallus yapisini
olusturdugu simbiyotik birlikteliklerdir. Bu  birliktelikte
“mikobiyont” olarak adlandirilan bir mantar ortagi, “fotobiyont”
olarak adlandirilan bir yesil alg ve/veya siyanobakteri ile bir maya
ortak bulunmaktadir.

Liken birlikteligi mikobiyont, fotobiyont ve diger
mikroskobik organizmalar arasinda olaganiistii derecede basarili,
kendi kendini destekleyen birlikteliklerdir. Mantar ortak barinak
saglamakta ve dis yapiyr olusturmaktadir. Fotosentetik
fotobiyontlar, fotosentetik olmayan bakteri ve mayalar1 ve bazen
diger mantarlar1 sarmaktadir. Likenlerde mantar ortak ile
fotosentetik ortak arasindaki iliski c¢esitli bicimlerde ele
alimmaktadir (Nash, 2008). Bazen ortaklarin her ikisinin de fayda
sagladig1 bir mutualizm olarak kabul edilir. Fotosentetik ortak
kurumaktan korunurken, mantar ortak karbonhidrat kazanir.
Alternatif olarak ikili mantar ortagin yarar sagladigi ancak
fotobiyontun yalnizken oldugundan daha az ve yavas geliserek
kayba ugradigi kontrolli bir parazitizm olarak da ele
alinabilmektedir. Ekolojik bir bakis agis1 ile ortaklar arasindaki
iliski genelde mutualisttir. Ciinkdi liken tallusu igerisinde ortaklar
bir arada tek baslarina olacagindan daha fazla hayatta kalma
yetisine sahiptir ve daha bol bulunabilmektedir (Will-Wolf ve
ark., 2004). Ozetle liken birlikteligi ekolojik olarak zorunlu,
kararli ve mutualist bir simbiyozdur. Birliktelik organizmadan
ziyade bir “ekosistem” olarak gorulebilir (Hawksworth, 2021).

Likenler, mantar aleminde  smiflandirilmaktadir.
Diinyanin her yerinde bulunmaktadir. Tir sayisi tahminleri
15.000 ile 20.000 tiir arasindadir. Diinyanin bir¢ok bolgesi
yetersiz bir sekilde toplandigindan, tiir sayisinin daha yiiksek
oldugu diistiniilmektedir. Birgogu belirli ekosistemlere 6zeldir ve
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yalnizca manzaralarda nadiren goriiliirken, digerleri dogada
nadirdir (Bhagarathi ve ark., 2022). Bilinen likenlerin neredeyse
tamami Ascomycetes’dir. Ascomycetes mantarlarinin neredeyse
yarist liken birlikteligindedir. Ek olarak Basidiomycetes ve
Deuteromycetes’e  ait  birka¢  likenlesmis mantar da
bulunmaktadir (Nash, 2008).

Likenlerin yapisina katilan fotobiyontlarin biiyiik bir
kismu okaryotiktir. Bilinen likenlerin %90’1nda fotobiyont ortak
yesil algtir. Trebouxia cinsi en yaygin goriilen fotobiyonttur.
Likenlerin kalan kisminda (%8-10) ise prokaryotik fotobiyont
olarak siyanobakteriler goriilmektedir. En yaygini Nostoc’dur
(Nash, 2008). Bir tallus genellikle bir mantar tard, bir
siyanobakteri veya bir alg tliriinden olusur. Binlerce mantar
tirtiniin yan1 sira yalmzca 150-200 kadar fotobiyont turd liken
simbiyozuna katilabilir (Will-Wolf ve ark., 2004).

Yasam alanlar1 ve habitatlarina gore likenler ii¢ ana
morfolojik gruba ayrilirlar. Bunlar kabuksu, yapraksi ve dalsidir.
Kabuksu tallus alt yilizeyinde korteks olmayan, siki bir sekilde
bulundugu yiizeye baglanan ve farklilasmanin az oldugu formdur.
Yapraks1 tallus en iyi bilinen tallus sekli olup; mikobiyontun
oldukca organize oldugu, dallanmanin c¢esitli diizeylerde
olabildigi ve {iistlinde bulundugu yiizeye yalnizca kismen bagl
yasst loblar1 olan yapraga benzeyen formdur. Dals1 tallus ise ii¢
boyutlu diizleme yayilmis yaprak benzeri yapilar, dallar ve saplar
ile ciddi diizeyde farklilagmis formlardir (Nash, 2008). Bu ii¢ ana
morfolojik grubun yani sira tiire 6zgii morfoloji baz1 kaynaklarda
bes kategoride ele alimmaktadir. Kabuksu, yapraksi ve dalsi
formlarin yami sira ige ice ge¢mis mantar hifleri ve alg
hiicrelerinin unsu pargaciklarindan olusan leproz ve tallusun
kiigiik pullar seklinde katmanlar olusturdugu pulsu talluslar da
mevcuttur (Will-Wolf ve ark., 2004).
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Resim 1. Likenlerde ii¢c yaygin biiyiime formu. Soldan saga:
Kabuksu, yapraksi ve dals1

Likenler tiir ¢esitliligi ve kantitatif zenginlik bakimindan
dunyadaki karasal ekosistemin %8’ine hakimdir (Nash, 2008).
Zorlu ve asir1 gevre sartlarina dayanikli olduklarindan, 6zellikle
yiiksek enlemlerde zorlu sartlarin oldugu yerlerde vejetasyonun
dominant bilesenini olustururlar (Longton, 1988). Likenler tropik
yaprak, zor sartlara maruz kalan harg, asbest ve kaya yiizeyleri ile
tundra gibi habitatlarda bulunabilmektedir (Skye, 1979;
Szczepaniak ve Biziuk, 2003). Likenler kutuplarda collere ve
collerden tropik bolgelere kadar neredeyse butiin karasal
habitatlarda yasamaktadir. Hem alg hem de mantar ortagi
normalde 1limli ve nemli ortamlar tercih ederken, simbiyotik
birlikteligin bir getirisi olarak, ayr1 ayr1 iken hi¢ bulunamadigi ya
da nadir yasayabildigi habitatlarda hayatta kalabilmektedir (Nash,
2008). Yapilan caligmalar likenlerin yalnizca diinyada degil,
diger gezegenlerde de hayatta kabilecegini gostermektedir. De
Vera (2012) Circinaria fruticosa, Rhizocarpon geographicum ve
Xanthoria elegans gibi liken tlrlerini uzay simulasyonu
kullanarak Mars atmoserine maruz birakmis ve likenlerin hayatta
kalabildiklerini gdstermistir. Diger bir ¢aligmada Sancho ve ark.
(2007) uzay araci ile bazi liken tiirlerini uzaya gondermis ve
uzayda bu liken tiirlerinin hayatta kalabildiklerini gostermislerdir.

Likenlerin mevcudiyetini ve bollugunu etkileyen ana
etmenler su sekildedir:
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1. Alt tabaka kimyasi, uzun dmiirliliigii ve kararliligi
2. Isik
3. Nem

Is1gin bollugu daha biiyiik ve daha hizli biiyiiyen likenler
ile dogrudan iligkilidir. Ote yandan likenlerin biiyiimesini
destekleyen yaygin subsratlar arasinda odun, odunsu bitki kabugu
ve kaya ylizeylerinin yan1 sira 6lii organik madde, toprak ve genis
yaprak dokmeyen yapraklar da vardir. Tiirlerin birgogunun bazi
belirli habitat ve subsrat tercihi vardir ve habitat ve subsrat
ozgullugu tiirlere gore degisiklik gosterir. Odun kabugu iizerinde
bulunan likenler konak agacin ylizeyinden az miktarda
karbonhidrat elde edebilmektedir. Ayrica likenler omurgasizlar
icin yiyecek gorevi ve mikro habitat islevi gorebilmektedir.
Agaclarda ve karada bulunan likenler geyik, karibu ve ren geyigi
gibi memeli otcullar i¢in 6nemli besin kaynaklaridir. Bazen
memeli ve kuslar tarafindan yuva malzemesi olarak da
kullanilabilmektedir (Will-Wolf ve ark., 2004).

Likenler poiklohidrik  organizmalardir. Kurumay1
engelleyecek bir mekanizmalari yoktur. Bu nedenle bulunduklari
ortam kurudugunda kuruyarak uykuda kalmakta ve su
mevcudiyeti durumunda yeniden su alarak hayatlarina devam
etmektedirler. Yalnizca yagmur ya da tozdan gelen cok az
miktardaki besin ve nem ile hayatta kalabilmektedir. Genellikle
su buhari, sis ve aerosol yoluyla tallus yiizeylerinden direkt su
absorbe edebilmekte ve kuru alanlarda bu sekilde uzun siire
hayatlarin1 ~ slirdiirebilmektedir. Suyun yilin sadece belli
donemlerinde oldugu ya da giinlik kisa siireli suya erisim
saglanabilen orman golgeliklerinde, agac kabuklarinda ve ¢iplak
kayalarda bile hayatta kalabilmektedir. Tiirlerin bir¢ogu ¢ok sert
cevre sartlarinda ve diisik sicakliklarda da yasamlarim
stirdirebilmektedir (Sgchting, 1999).
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Likenler tipki basit organizasyonu diger bitki gruplari gibi
vejetatif, eseysiz ve eseyli lireyebilmektedir. Eseysiz liremenin
bir ¢esidi olan vejetatif tiremeleri izid, sored, hormosist,
goniosist, blastid, dikenler ve parcalanma ile muimkindur.
Eseysiz ~ tremeleri konidyum ve konidyosporlarla
gerceklesmektedir. Eseyli iiremeleri ise peritesyum ve apotesyum
igerisinde iiretilen bazidio ve askosporlar ile miimkiin olmaktadir.
Eseyli iireme ile sadece mikobiyontlarin eseyli liremesinden
bahsedilmektedir (Tripathi ve Joshi, 2019).

Likenler “liken asitleri” seklinde adlandirilan alg ve
mantar arasindaki benzersiz birliktelige 6zgii, yalnizca likenlerde
bulunan ve ilag¢ liretimi gibi amaglarla kullanilabilen bir grup
sekonder bilesik iiretmektedir. Genel olarak 200’den c¢ok
sekonder bilesik bilinmektedir ve bunlarin altmistan fazlasi
likenler tarafindan iiretilmektedir (Rundel, 1978; Gilbert, 2000).
Mantar kokenli bu ikincil metabolitler tallusun kuru agirliginin
%20’si kadar olabilmektedir. Sentezlenmeleri tic metabolik yolla
olmaktadir: (1) sikimik asit yolu, (2) mevalonik asit yolu ve (3)
asetil polimalonil yolu (Boustie ve Grube, 2005). Kimyasal
yapisina gore ikincil metaboliklerin ¢ogu kinonlar (parietin),
pulvinik asit tiirevleri, fenolik bilesikler (B-orsinol ve orsinol
tirevleri), laktonlar (nephrosterinik asit ve protolikenesterisnik
asit), dibenzofuranlar (usnik asit), depsonlar (pikrolikenik asit),
depsidonlar (salazinik asit) ve depsidler (barbatik asit) seklindedir
(Shukla ve ark., 2010). Ikincil metabolitlerin biiyiik bir kismi
medulla  bolgesinde  bulunmaktadir ve renksizdir. Bu
metabolitlerden bazilar1 ise likenlerin tallusunda korteks
kisminda bulunabilir ve likenlerin sar1, yesilimsi, kirmizi ya da
kahverengi gibi oldukc¢a genis bir renk yelpazesinde olmasindan
sorumlu olan pigmentlerdir. Likenlerin biiylik bir kismi
taksonomide  kemotaksonomi olarak isimlendirilen 0zel
metabolitler iiretebilmektedir. Bu baglamda metabolitler bazen
bir liken turinin belirlenmesinde rol oynabailmektedir.
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Likenlerdeki bu metabolitler ince tabaka kromotografisi,
mikrokristalografi, yiiksek performansl sivi kromotografisi ve
nokta testleri ile belirlenebilmektedir. “Spot” test olarak da
bilinen nokta testlerinde liken tallusu ya da diger kisimlarina
dogrudan potasyum, fenildiamin, iyot ve klor gibi maddelerin
damlatilmas1 ve renk degisimi temeline dayanarak on fikir
olusmasina fayda saglamaktadir. Mikrokristalografi mikroskop
altinda goriilebilen kristal seklinden bilesikleri tanimlarken, ince
tabaka kromotografisi standart protokoller ile yaygin sekilde
kulanilmaktadir.  Modern  spektrofotometrik  tekniklerin
gelistirilmesi ile uygulanan LC-MS/MS ve GC-MS gibi teknikler
de biyoaktif bilesiklerin karakterizasyonunda yiiksek verime
sahiptir. Ayrica bu bilesenleri iceren liken kismina karsilik gelen
maddelerin ¢ogu uzun ya da kisa dalga UV lambalarinin sari,
mavi-beyaz ya da beyaz renklerde parlamasi ile
ayrilabilmektedir. Rutin bir sekilde bu testlerin hepsi liken
metabolitlerinin  taninmasi  ve likenlerin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir (Tripathi ve Joshi, 2019).

Likenler radyoniikleidler ve agir metaller igin yuksek
biriktirme kapasiteleri ve atmosferdeki besine bagimli olmalari
nedeniyle atmosferik eser element kirliligi i¢in etkin
toplayicilardir. Ciinkii bunlarda kiitikul ya da kok sistemi yoktur.
Bu baglamda biyomonitor ve biyoindikatdr olarak kullanimlari
oldukca yaygindir (Eckl ve ark., 1984; Conti ve Cecchetti, 2001;
Thakur ve ark., 2024).

Likenler iklim degisikligi baglaminda da oldukca
onemlidir. Iklim degisikligine hizla yanit verdigi goriilmiistiir.
Son yillarda ¢ok sayida ¢aligma likenleri kiiresel 1sinma ve iklim
degisikligi baglaminda ele almistir. Gilinlimiize kadar iklim
degisikligi nedeniyle ciddi bir tehdit altinda olan higbir liken
bildirilmemistir. Ancak Ongoriilen iklim degisikligi ve habitat
tercihlerine bakilarak likenlerin dagilim ve olusumlarinda iklim
degisikligi nedeniyle belirgin degisimler goriilmiistiir. Cogu
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kriptogam gibi likenler kara hayvanlari ve fanerogramlardan daha
yaygin olma egilimindedir. Ancak bir¢ok tiir subtropikal ve
illmana yakin bdlgelerde daha hizli yayilma yetenegi
gostermektedir (Approot ve ark., 2021).

Likenler ekonomik anlamda da oldukca O6nemlidir.
Yiizyillardir parfiimeri, dekorasyon, gida, boyama ve ilag
endiistrisinde kullanilmaktadir. Dogal boya olarak likenlerden
elde edilen boyalar sanayi devriminde oldukga 6nemlidir. Tekstil
malzemelerinin boyanmasinda likenler onemlidir ve en eski
zamanlarda ipe8in ve yiniin boyanmasinda kullanildig:
bilinmektedir. Asirlardir diinyanin bir¢ok yerindeki farkli
kiiltiirdeki insanlarin likenleri gida olarak yedigi ya da igtigine
dair kanitlar gérmek miimkiindiir. Herhangi bir toplumda diyetin
onemli bir kismini olusturmasa da, diger yiyecek kaynaklarini
artirmak icin kullanilan ve son care olarak yenilen besinler
olmustur. Kitlik dénemlerinde yendigine ve Incil’de gecen
manna’nin bir liken olduguna dair iddialar vardir. Hindistan’da
kori olarak kullanilan liken tiirleri bulunmaktadir. Fransa’da pasta
yapiminda ve c¢ikolata imalatinda kullanildig1 goriilmektedir
(Elkhateeb ve ark., 2022).

Yiiz ve viicut losyonlari, parfiimler, deodorantlar ve bebek
kremlerinde = yaygin  katki  maddeleri  olarak  halen
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada liken tilirev bilesenlerini
acikca listeleyen 90’dan fazla deodorant, parfiim ve kolonya
oldugu belirlenmistir (Schalock, 2009). ila¢ endiistrisinde ise
biyolojik aktiviteleri nedeniyle kullanilmalar1 konusunda
potansiyel biiyiiktiir. Likenler ge¢misten bu yana etnolikenoloji
kapsaminda sindirim sistemi ve akciger rahatsizliklar1 igin
kaynatilarak igilebilmekte; yara pansumaninda kanamayi
durdurmak ve dezenfektan amacl kullanilabilmekte; geleneksel
tip kapsaminda solucan, enfeksiyon, kuduz, farenjit, clizzam,
bobrek hastaliklari, kabizlik, alopesi, artrit gibi hastalik
tedavisinde kullanilmaktadir. Biyolojik aktiviteleri ve farmasotik
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potansiyelleri giiniimiizde halen arastirilmaktadir (Elkhateeb ve
ark., 2022). Yiksek farmasotik potansiyelleri kesfedilmeye
devam edilmektedir. Endiistriyel iiretimleri heniiz ilerlememistir
ancak ikincil metabolit analizleri siirmektedir. Cok yavas
blytmeleri nedeniyle endiistride kullanimlari hala sorunludur.
Bol miktarda biyokiitle iiretiminin laboratuvar kosullarinda
yapilmasi ¢oziildiigiinde icerdikleri énemli bilesikler ile insan
yasamina katkilarinin ne denli biiyiik olacag: tartisilmazdir.

3. SONUC

Likenler, alg, mantar ve mayalarin olusturdugu oldukga
basarili simbiyotik birlikteliklerdir. Geg¢misten giiniimiize
siniflandirmalart  ve tamimlanmalar1  defalarca degismis,
molekiiler yontemlerin ortaya ¢ikmasi ile daha net bir hal almaya
baglamistir. Ancak giinimiizde halen tlrlerin tespit edilmesi ve
siiflandirilmasi oldukca zahmetli ve ugrastiricidir.

Likenler tanimlanirken dis ve i¢ goriiniisleri, kimyasal
yapilar1 gibi bircok 6zelliginden faydalanilmaktadir. Morfolojik
ve anatomik karakterleri arasinda tallus renk, form ve uzunlugu,
dallarin sekli ve kalinligi, vejetatif propagiillarin varligi, tallus
korteks yapisi, kalinligi, 6rnegin cografik olarak dagilisi, kesit
alarak incelenebilecek olan parafiz 6zellikler, askusun kag spor
icerdigi, askosporlarin uzunluk ve genislikleri, hipotesyum,
himenyum ve epihimenyum renk ve kalinliklar1 ve piknidyum,
peritesyum ve apotesyum g¢aplar1 gibi birgok karakter vardir.
Bunlar likenlerin siniflandirilmasinda 6nemli olsa da yeterli
degildir. Bu baglamda giiniimiizde likenlerin tanimlanmasinda
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Boylece anatomik ve
morfolojik a¢idan ¢ok benzeyen populasyonlar bile molekdler
calismalarla ayristirabilmektedir. Tanimlama i¢in kullanilan
karakterler birgcok durumda ayirt edilmesi zor karakterler olmakta
ve kimyasal karakterler de ayrimi netlestirmede yetersiz
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kalabilmektedir. Bu baglamda geleneksel fenotip temelli
yaklagimlarin yani sira molekiiler yaklagimin esas alinmasi ve
DNA barkodlamanin kullanimi1 6nerilmektedir.

Calismada ozetlendigi iizere likenler oldukca Onemli
canlilardir. Orman ekosistemlerinde 6nemli rol oynamakta,
hayvanlar i¢in yem olabilmekte, kuslar i¢in yuva materyali
olmakta, omurgasizlar i¢cin yasam alani1 olabilmekte, besin
dongiisiine katilmakta, ekonomik kullanimlar1 ile ekonomiye
fayda saglamaktadir. Ancak sayilar1 glin gegtikce azalmaktadir ve
liken tiirlerinin bir¢ogu daha nadir hale gelmektedir. Ciinkii
yasam alanlar1 degismekte ve yok edilmektedir. Eski
herbaryumlarda buglin var olmayan tirlere rastlanabilmektedir.
Likenlerin azalisinda trafik nedeniyle hava kirliligi, endiistriyel
ve evsel yanma, elektrik santralleri, egzotik agag tiirleriyle
agaclandirma nedeniyle habitatlarin kaybolmasi ve degismesi,
sokaklar ve caddeler boyunca agaglarin kesilmesi, monokultlr
plantasyon uygulamalari, orman yanginlari, orman alanlarinin
tarim alanina doniistiiriilmesi ya da ormansizlagtirma gibi birgok
nedenden kaynaklanmaktadir. Olduk¢a 6nemli olan likenlerin
korunmasi i¢in Moore (2001) su stratejileri 6nermektedir:

e Kamu egitimi
e Likenolog ve mikologlarin korunmasi

e Dogal topluluklarin ve gevresinin korunmasi ve
bdylece habitatlarin korunmasi

e Likenolojik veya mikolojik rezervlerin yerinde
korunmasi

e Liken acisindan elverisli arazi uygulamalarinin
yapilmasi

e Uluslararast ve ulusal mevzuatlara likenlerin
korunmasina dair maddelerin eklenmesi
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e Uluslararast is finansman1 ve arastirmalar ile
likenlerin  korunmasina ydnelik  caligmalar
yapilmasi
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BiTKi GELISIMINDE CEVRESEL
FAKTORLERE KARSI NANOPARTIKULLERIN
KULLANIMI

Ekrem BOLUKBASI*
Mustafa Sami ATA?

1. GIRIS

Nanopartikiiller (NP’ler) bu yilizyilin en ¢ok calisilan
malzemelerinden biridir. Bu malzemeler, “nanoteknoloji” olarak
bilinen yeni bir bilim dalinin dogusuna yol agmistir. NP’leri
benzersiz kilan spesifik 6zelliklerinin basinda, 1 ile 100 nm
arasinda degisen boyutlaridir. NP’ler, biiylik boyutlu
malzemelerden elde edilebilse de, bu parcaciklarin kiigiik boyut
ve sekilleri, kimyasal etkilerini orijinal malzemelerinden
tamamen farkli kilar (Brunner vd., 2006; Ata vd., 2024). NP’lerin
daha kiiciik boyutlari, belirli hiicresel bolgelere niifuz etmelerine
yardimc1 olur ve ilave ylizey alani, maddelerin daha fazla
adsorpsiyonunu ve hedeflenmis dagitimin1 kolaylastirir. NP’ler
volkanik toz, mineral bilesiklerde ve komiir yanmasi, dizel
egzozu, kaynak dumanlar1 gibi insan kaynakli atik maddelerde de
bulunur. Ayrica, nanoskopik boyutlarda {iretilen miihendislik
tiriinii NP’ler, genellikle dort tiire ayrilir: karbon bazli NP’ler,

metal bazli NP’ler, metal oksitler, dendrimerler ve kompozitlerdir
(Yu-Nam ve Lead, 2008).

1 Dog. Dr., Amasya Universitesi, Suluova Meslek Yiiksekokulu, Cevre Koruma
Teknolojileri, ekrem.bolukbasi@amasya.edu.tr, ORCID: 0000-0003-3828-1226.

2 Dr. Ogr. Uy., Amasya Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Makine Miihendisligi,
mustafa.ata@amasya.edu.tr, ORCID: 0000-0003-0944-4276.
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Miihendislik {iriini NP’ler, hemen her bilim alaninda
devrim yaratmigtir ve elbette bitki bilimi de bu durumdan
etkilenmistir. Bu NP’lerin, bitkilerin yagsam dongiisiinliin her
asamasini etkiledigi gosterilmistir. Giibreler, bitkilerin biiylime
ve gelismesine yardimci olan tarimin ayrilmaz bir pargasidir.
Ancak, son zamanlarda kullanilan nano-gubreler, geleneksel
giibrelere kiyasla daha verimli alternatifler olarak kanitlanmigtir.
Nanopartikiillerin (NP’ler) daha kiiciik boyutu, ilave yiizey alani
saglar ve bu da giibrelerin bitkiler tarafindan daha fazla
emilmesini artirir, bdylece giibrelerin yikanma, emisyonlar ve
toprak mikroorganizmalar1 tarafindan uzun vadeli kullanimi
nedeniyle meydana gelen kayiplar1 azaltir. Ayrica, nano-gubreler
daha yavas oranlarda salinir, bu da geleneksel kimyasal
giibrelerin asir1 uygulanmasiyla iliskili toksik etkileri azaltarak
toprak verimliligini korumaya yardimci olmaktadir (Liu vd.,
2006; Suman vd., 2010).

Bitkiler; kuraklik, tuzluluk, ¢esitli kirlilik ve asir1 sicaklik
gibi olumsuz c¢evresel kosullardan kagma veya saklanma sansina
sahip degildirler. Bu stresler, ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) tiretimini tetikleyerek oksidatif strese yol acgar. Asir1t ROT
birikimi, hiicre zarlarina, proteinlere ve niikleik asitlere zarar
verir ve biliylimeyi baskilar (Begum vd., 2012). Oksidatif strese
kars1 koymak i¢in bitkiler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon, askorbat gibi enzimatik olmayan antioksidanlardan
olusan bir sistemle donatilmistir ve bu sistem siirekli olarak
zararli ROT’lar1 yok eder. Buna karsin bitkiler, osmotik stresle
micadele etmek icin trehaloz, poliyoller (gliserol, inositoller,
sorbitoller vb.), amino asitler (prolin, glisin betain ve taurin) gibi
organik ozmolitlerin birikimini artirarak hiicrelerin normal
hidrasyon seviyesini korurlar. Hipoksik kosullarda bitkiler yeterli
oksijen temin edemezler ve bu da enerji tikenmesine neden olur.
Ancak enerji seviyesini korumak i¢in bitkiler metabolizmalarini
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degistirir ve karbonhidrat metabolizmasindan fermantasyona
gecerler. Metal stresine karst koymak igin bitkiler, toksik
metallerin apoplazmada veya simplazmada sinirlanmasina ve
tutulmasina neden olan metal selatlari, organik asitler ve
polifosfatlar sentezlerler (Banti vd., 2013).

NP’lerin, bitki biiyiime ve gelismesindeki rollerinin yan1
sira cesitli abiyotik streslere karsi bitkilerin korunmasinda da
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. NP’ler, antioksidan
enzimlerin aktivitelerini taklit eder ve bu ROT’lar1 temizler (Wei
ve Wang, 2013).

Bununla birlikte, bitkilerin NP’lere tepkisi, bitki tirtine ve
uygulanan NP’lere bagli olarak farklilik gdsterir. Faydalarinin
yani sira, bazi NP’ler toksisite semptomlar1 da gosterebilmektedir
(Begum ve Fugetsu, 2012). NP’ler ayrica biyotik ve abiyotik stres
tepkileri, hlcre biyosentezi, hiicre organizasyonu, elektron
tasinimi ve enerji yollarinda yer alan gen ekspresyonunu
degistirir (Aken, 2015).

2. NANOPARTIKULLERIN BiTKi
BUYUMESINE ETKILERI

Dogal ¢evresel kosullarda biiyiiyen bitkiler, siirekli olarak
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktdrlerine maruz kalirlar.
Abiyotik stresler agisindan kuraklik, tuzluluk, 1s1, soguk, metal
gibi bitkilerin yagam dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda karsilastig
yaygin stresler bulunmaktadir. Cesitli ¢alismalar, NP’lerin
abiyotik  streslerin  ve  stres  kaynakli  degisimlerin
hafifletilmesinde 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Tohum
cimlenmesi, bitkinin yasam dongiisiiniin ¢evresel strese maruz
kalan ilk asamasidir ve fidelerin basarili bir sekilde yetismesi,
bitkinin optimum biyume ve verimlilik kapasitesine sahip
olmasini saglar. Nano-TiOz2’nin su emilimine yardimct oldugunu
ve tohumlarin ¢imlenmesini iyilestirdigini gdzlemlemistir. TiO2
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NP’leri, azot metabolizmasini ve fotosentezi artirarak bitki
biiylimesini 1iyilestirir (Mingyu vd., 2007). NP’lerin tohum
cimlenmesi Gzerindeki olumlu etkisi, aquaporinlerin, yani su
gecirgenligini  diizenleyen ve tohum ¢imlenmesi ile bitki
bliylimesinde  6nemli rol oynayan su  kanallarinin
diizenlenmesindeki rollerine de baglanabilir (Heinen vd., 2009).
Bitkilerin NP’lere maruz kalmasi, su kanal proteini ve hiicre
dongiisiinii  diizenleyerek daha iyi hiicre biiyiimesi saglayan
genlerin aktif hale gelmesine neden olur; bu NP etkileri, bitkilerin
iyilesmis tohum ¢imlenmesi ve biiylimesi olarak yansir
(Khodakovskaya vd., 2012). Bunlara ek olarak, Lahiani vd.
(2013) tarafindan yapilan calismalarda da ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin  (MWCNT’ler), tohum kabugunda su kanali
proteinlerini kodlayan genlerin ifadesini diizenledigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismalar NP’lerin tohuma niifuz ederek ve su
emilimini  artirarak  tohum ¢imlenmesini iyilestirdigini
gostermektedir.

3. ABIYOTIK STRES ALTINDAKI BiTKILERDE
NANOPARTIKULLERIN ETKI
MEKANIZMASI

Bitkiler, bir savunma birimleri agina sahip olsa da, stres
uyarisinin savunma sistemine dogru algilanmasi ve iletilmesi ile
bu savunma birimlerinin stres uyarisina karst dogru zamanlama
ve mekanda aktive edilmesi, bitkilerin hiicresel makinelerinin
korunmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Abiyotik stresler
altinda NP-bitki etkilesimi hakkinda mevcut bilgileri
inceledigimizde, ROT’un bitkilerin hemen hemen tim streslere
ortak bir yanit oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu ROT, bitkinin
savunma sistemini aktive etmek icin bir stres sinyali gorevi
goriirken, ayn1 zamanda hiicresel hasar1 da artirir. Ancak NP’ler
bir yandan ROT iiretimini tetiklerken diger yandan antioksidan
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enzimlerin aktivitelerini taklit ederek ROT’u slzer. Bu iki yonli
etkinin sistematik olarak analiz edilmesi, NP’lerin ROT’a kars1
nasil koruma sagladigin1 ve ayn1 zamanda kendilerinin oksidatif
stresi tetikleyici olarak nasil hareket ettigini anlamak ig¢in
onemlidir.

Savunma sisteminin aktive edilmesi esas olarak belirli bir
strese karst molekiiler prosesleri tetikleyen bir sinyal agi
tarafindan gergeklestirilir. Kalsiyum (Ca?") ikinci haberci olarak
hareket eder ve ¢esitli streslere kars1 sinyal yanitlarinda 6nemli
bir rol oynar. Stres uyarisinin algilanmasi, Ca?* depolarindan
sitozole dogru Ca?* kanallar1 araciligiyla hareket etmesini saglar
ve sitozolik Ca?* konsantrasyonunu artirarak, Ca?* baglayan
proteinler (CaBP’ler) tarafindan algilanarak, gen ifadesindeki
degisikliklere ve bitkilerin strese adaptasyonuna yol acgan bir dizi
biyokimyasal ve genetik siireglerin baglamasina neden olur (Sekil
1)

Sekil 1. Abiyotik Stres Faktorlerine Bagh Olarak Reaktif Oksijen
Turlerinin (ROT) Olusumu

. P . ® Apoplast
- -

'/s:m
* Kloroplas!

- Mitokondr
- ;-
M—a— M -off
- . .
-
- h

Kaynak: (Sharma, 2008)

Piring koklerinde Ag-NP’lere yanit veren proteinlerin
cogunlukla oksidatif stres yanit yolu, Ca?* diizenlemesi ve sinyal,
transkripsiyon, protein bozulmasi, hiicre duvari sentezi, hiicre
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boliinmesi ve apoptoz ile iligkili oldugunu goézlemlemistir.
Uretilen CaBP’lerin stres yanitlarii diizenledigi ve asir1 ifade
edilmesinin bitkilerde ¢esitli abiyotik strese karsi diren¢ artisi
sagladigi gosterilmistir (Boudsocq ve Sheen, 2013).

Ancak, NP’lerin bitkilerdeki sinyal iletim
mekanizmasinin algilamadan gen ifadesine kadar olan tiim
asamalar1  lizerinde daha derinlemesine bir arastirma
gerekmektedir.  Ayrica, NP’ler iizerindeki fitotoksisite
calismalarinda, hem toksik bilesikler hem de sinyal molekiilleri
olarak ¢ift rol oynayan ROT’un artmis oldugu da
gbzlemlenmistir. ROT'un ¢ift rolii, hassas bir sekilde, iiretim ve
siizme arasindaki dengeye baghdir; bu iki silire¢ arasindaki
herhangi bir dengesizlik, ya asir1 birikim ya da ROT ’un azaltilmis
bulunabilirligine yol agarak oksidatif strese ya da sinyal
bozulmasina neden olabilir.

4. STRES ALTINDA BITKIiLERDE
FOTOSENTEZ VE NANOPARTIKULLERIN
KULLANIMI

Fotosentez, bitkilerdeki tum metabolik slreclerin
temelidir ve c¢evresel streslere karst en hassas fizyolojik
siireclerden biri olarak kabul edilir. Bu nedenle, stres kosullarinda
optimal fotosentetik hizin korunmasi, bitkilerin hayatta
kalabilmesi icin hayati 6nem tasir. NP ile muamele edilen bitkiler,
cesitli abiyotik streslere karst koruma gostermis ve fotosentez
hizi, stoma iletkenligi, transpirasyon hizi, su kullanim verimliligi,
klorofil (Chl) ve prolin igerigi ile karbonik anhidraz aktivitesinde
iyilesme sergilemistir (Siddiqui vd., 2014).

Bilindigi gibi, ribiiloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz
(Rubisco), daha yiiksek bitkilerde fotorespirasyon ve fotosentetik
COz2 sabitlemesinin rekabet¢i metabolik yollarindaki ilk adimlar:
katalize eden enzimdir (Hong vd., 2005). Bununla birlikte,
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Rubisco’nun aktivasyonunun diizenlenmesi, nukleer olarak
kodlanmig bir kloroplastik enzim olan Rubisco-aktivaz (R-A)
enzimine baglidir. Rubisco-aktivaz, Rubisco ile bir ara kompleks
olusturur ve Rubisco’nun RuBP’den ayrilmasina, aktif bolgelere
CO2’nin daha kolay ulagsmasina neden olur, bu da Rubisco’nun
karboksilasyonunu artirir.

Ispanak bitkisinde yapilan ¢alismada, NP-TiOz2’nin
Rubisco ve R-A'min aktivitelerini hizlandirdigini, Rubisco
karboksilasyonunu aktive ettigini ve boylece fotosentez hizinin
arttigint gézlemlemislerdir (Gao vd. 2006). Buna karsilik, Gao
vd. (2013), NP-TiO2 nin Ulmus elongata fidanlarinin fotosentetik
kapasitesini azalttigini bildirmistir.

Nanopartikiillerin fotosentezdeki rolii dikkate alindiginda,
abiyotik stres kosullar1 altinda fotosentez iizerindeki etkilerini
arastiran bircok calisma yapilmistir. Ornegin, silikon (Si)
NP'lerinin tuz stresi altindaki kiraz domatesine uygulanmasi,
fotosentez hizini, mezofil iletkenligini ve su kullanim
verimliligini artirmistir (Haghighi ve Pessarakli, 2013). Diger bir
calismada NP-SiO2’nin kabak yapraklarinda net fotosentez
oranini, stomatal iletkenligi, transpirasyon oranini, su kullanim
verimliligini, toplam klorofil, prolin ve karbonik anhidraz
aktivitesini artirarak bitkilerin tuz stresine karsi savunma
mekanizmalarini gelistirdigini bildirmistir (Siddiqui vd. 2014).

5. ABIYOTIK STRES FAKTORLERINE KARSI
BiTKILERDE NANOPARTIKUL
UYGULAMALARI

Cesitli hiicre organelleri tarafindan asir1 reaktif oksijen
tirleri (ROT) iiretimi, abiyotik stres kaynakli oksidatif stresin
tipik bir etkisidir. ROT un zararli etkilerinin yani sira, hiicre
sinyal iletim yollarin1 aktive ederek ve bir¢ok genin
ekspresyonunu indiikleyerek ya da baskilayarak g¢esitli savunma
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sistemlerini tetikledigi bilinmektedir (Hancock vd., 2001).
Bununla birlikte, bitkiler zararli ROTu siirekli olarak temizleyen
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemlerle
donatilmistir. Bu savunma sistemlerine ragmen, bitkiler, hiicresel
savunma sistemi abiyotik streslerin yikici kapasitesinin gerisinde
kaldiginda, abiyotik streslerin olumsuz etkileriyle kars1 karsiya
kalir. Bu nedenle, stres kaynakli hasarin baslamasindan 6nce
savunma Sisteminin strese dogru zaman ve mekansal yanit
vermesi, bitkilerin stresli ¢evre kosullarinda hayatta kalabilmesi
icin kritik Gneme sahiptir.

Nanopartikiller, antioksidan enzimlerin aktivitelerini,
osmolite, serbest amino asitler ve besin maddelerinin birikimini
tesvik ederek, bitkileri ¢esitli abiyotik streslere karsi korumada
onemli bir rol oynar. Nanopartikillerin abiyotik stresler
faktorlerine karsi uygulandigi 6rnekler ve etkileri Tablo 1°de
verilmigtir.

Tablo 1. Nanopartikiil Uygulamas: Yapilan Bitki Ornekleri ve
Elde Edilen Sonuglar

Abiyotik
Nanopartikiil Bitki Ornegi Stres Etkisi
Kosulu

Bugday (Triticum Biiylime, verim, gliiten ve

Ti0. aestivum L.) Kuraklik nisasta igeriginde artig
Cimlenme yiizdesi ve hizi
Soya Fasulyesi artigl, tohum kalintisinda
Zn0 (Glycine max) Kuraklik taze ve kuru agirlikta
azalma
Sugty e
Analsit aestivum L.), Misir  Kuraklik avonoiav .
(zeamays L.) birikimi artig1, prolin
' birikimi azalmasi
Fe Asplr (Qarthamus Kuraklik Kurakhgm etkisini azaltma
tinctorius L.) ve verim artist
Klorofil ve karotenoid
TiO, Ke_ten. (L.mum Kuraklik 1§er41g1r}de grtls, buyume ve
usitatissimum L.) verim Ozelliklerinde
iyilesme
TiO, Feslie.gen (Ocimum Kuraklik Ku?akl.lk. stresinin olumsuz
basilicum L.) etkilerini azaltma
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Fotosentetik hizda,
. stomatal iletkenlikte ve
SiO: Alig (Crataegus sp.)  Kuraklik bitki biyokitlesinde pozitif
etki
Plazma membran1 H*-
Arabidopsis ATPaz aktivasyonu,
Fe thaliana Kuraklik normal kuraklik hassasiyeti
korunmasi
Kuraklik stresine karsi
Aycigegi koyma, prolin ve amino
Fe:0 (Helianthus annuus) Kuraklik asitlerde degisiklik
olmamasi,
Verim ozellikleri ve su
Ag Carum copticum Kuraklik kullanma verimliliginde
anlamli etki yok
Domates D_usuk sev1ye}erde NP-
. . Si0O: tohum ¢imlenme
SiO: (Lycopersicum Tuzluluk PR <
potansiyeli, kok uzunlugu
esculentum) B
ve kuru agirlig: artis
Tohum ¢imlenme ve
blylme 6zelliklerinde
. Kabak (Cucurbita iyilesme, malondialdehit,
Si0. pepo L.) Tuzluluk hidrojen peroksit ve
elektrolit sizintisinda
azalma
Tohum ¢imlenme, bilylime,
. antioksidan enzim
SiO: Ea)kla (Vicia faba Tuzluluk aktivitesi, géreceli su
' icerigi ve toplam verimde
artig
Toplam klorofil,
Zn0O ve . . karotenoid, prolin,
Fe;04 Moringa peregrina  Tuzluluk karbonhidrat, ham protein
ve antioksidan igerikte artig
Zn0 Ayg1?eg1 Tuzluluk Buygme, yapraklarda Na
(Helianthus annuus) iceriginde azalma
Domates (Solanum Dort tuz stres geni (AREB,
SiO: . Tuzluluk TAS14, NCED3 ve CRK1)
lycopersicum L.)
ekspresyonunda artig
Bitkilerin kisa siireli soguk
Salatalik (Cucumis ) stresi kars}smda ﬁz.yoloyk
Se . Soguk yanitini diizenleme;
sativus L.) .
yapraklarda prolin
iceriginde artig
. Nohut (Cicer - Antioksidan enzim
Ti0: arietinum L.) Soguk aktivitelerinde artig
AQroovron Tohum uyku halini agma,
SiO: gropy Soguk tohum ¢imlenme ve fide
elongatum L. S
agirhiginda artig
Arabidopsis . Genlerde antioksidan
Ag thaliana Soguk aktivite artig1
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Domates Fotosentezi diizenleyerek
TiO: (Lycopersicon Is1 enerji dagilimini
esculentum) iyilestirme
Domates Yuksek ve  Bitki bityiimesi, klorofil ve
Na:SeO4 (Lycopersicum diistik yaprak goreceli su
esculentum) sicakliklar  igeriginde iyilesme
Alg
TiO: (Chlamydomonas Cd Cd toksisitesini azaltma
reinhardtii)
Toksik Au*"'in toksik
Auv?* Bak'? (Vigna Auv** olmayan Au NP’lere
unguiculata) . .
doniismesi
Cr(VI)'in Cr(Ill)'e
Fe Hint ngdgh Cr(vIy dqnusumunu h}z?andlrarak
(Brassica juncea) mikrobiyal aktiviteyi
indiikleme
Cd aliminda artig, Cd
. toksisitesinin
TiO: Soya Fasulyesi Cd sinirlandiriimasi, lipid

(Glycine max L) peroksidasyonunda ve

prolin iceriginde azalma

Kaynak: (Khan vd., 2017’den degistirilerek)

5.1. Bitkilerde Kuraklik Stresi ve Nanopartikiil
Uygulamasi

Kuraklik stresi, bitki iiretimini ve dagilimini diinya
genelinde  sinirlayan  antropojenik  iklim  degisikliginin
sonuclarindan biridir. Bitkilerde kuraklik kaynakli tahribatla baga
cikmak i¢in benimsenen ¢esitli stratejiler arasinda, nanopartikiil
kullanim1 umut verici bir ¢6ziim olmustur.

Keten tohumlar1 ile yapilan ¢alismada; kuraklik stresi
kosullarinda NP-TiO2’nin etkisini incelemislerdir. Diisiik dozda
uygulanan NP-TiO2’nin, keten tohumunun kuraklik stresi
kaynakl1 hasarin1 hafifletmede daha yiiksek dozlara kiyasla daha
iyi performans gosterdigi sonucuna varmiglardir (Khan vd., 2010)
(Tablo 1).

Zaimenko vd. (2014), bugday ve misirda analsit
NP’lerinin uygulanmasinin, fotosentetik pigmentlerin ve
koruyucu antioksidanlarin birikimini artirarak kuraklik stresini
onemli Olgiide hafiflettigini bildirmislerdir. Bununla birlikte,

79



Biyoloji

analsitle muamele edilen kuraklik stresine maruz kalmis fidelerde
prolin iceriginde bir azalma kaydedilmisgtir.

Demir elementi, ¢esitli enzimlerin yapisinda bulunur ve
eksikligi kloroza yol agar. Zareii vd. (2014), demir NP’lerinin
yapraktan uygulanmasinin, aspirde kuraklik stresinin olumsuz
etkilerini azaltti§ini ve aspirin verim bilesenlerini iyilestirdigini
bildirmiglerdir. Benzer sekilde; Kim vd. (2015), demir
NP’lerinin, plazma zarindaki H'™-ATPazi aktive ederek
Arabidopsis thaliana’da stomatal acilmayi aktive ettigini
gozlemlemislerdir. Martinez-Fernandez vd. (2015), NP-Fe203’ln
aycicegi bitkisinde kuraklik stresi belirtilerini 6nemli 6lgude
hafiflettigini bildirmistir (Tablo 1).

5.2. Bitkilerde Tuzluluk Stresi ve Nanopartikul
Uygulamasi

Tuzluluk, esas olarak agir1 NaCl birikiminden kaynaklanir
ve bitkilerde ozmotik ve iyonik stres yaratir. Ozmotik stres,
bitkilerin su ve besin maddelerini alma yetenegini azaltirken,
sitozolde Na™’nin asir1 birikmesi nedeniyle olusan iyonik stres,
diisik K*/Na* oranma ve asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROT)
uretimine yol acar. Bu da biyolojik molekllerde ciddi hasara
neden olarak elektrolitlerin sizmasina ve sitozoldeki metabolik
aktiviteleri olumsuz etkilemesine sebep olur (Ismail vd., 2014).
Son yillarda nanopartikiiller, olumsuz ¢evre kosullar1 altinda, tuz
stresi de dahil olmak {iizere, bitki biiyiimesi ve verimliligini
artirmak igin 6nemli bir arac olarak kullanilmaktadir. Ornegin,
Siddiqui vd. (2014), NP-SIiOz2 ile yapilan uygulamanin kapak
bitkisinde tuzlulugu 6nemli 6l¢iide hafiflettigini, gézlemlemistir.
NP-SiO2’nin  tuzlulugu hafifletici etkileri, Qados (2015)
tarafindan asma bitkisinde de bildirilmistir. Nanopartikiillerin tuz
stresini hafifletici etkisi, Almutairi (2016) tarafindan NP-
SiOz2’nin tuz stresi genlerinin ekspresyonunu farkli sekillerde
diizenledigi seklinde de dogrulanmistir (Tablo 1).
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5.3. Bitkilerde Sicakhik Stresi ve Nanopartikul
Uygulamasi

Sicaklik  stresi, tarim  bitkilerinin  siirdiriilebilir
bliylimesini ve liretimini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Sicaklik
stresi hem yiiksek sicaklik hem de diisiik sicaklik stresini igerir.
Yiiksek sicaklik stresi, bitki biiyiime ve gelisimini geri doniilemez
sekilde hasara ugratacak kritik bir sicaklik esiginin Otesine gecen
bir siire boyunca sicakligin artmasidir. Soguk stresi ise (0-15°C),
bitki dokularinda buz kristalleri olusturmadan yaralanmalara
neden olan yeterince diisiik sicakliklardan kaynaklanirken,
donma stresi (<0°C) bitki dokularinda buz kristallerinin
olusmasina yol agar (Hasanuzzaman vd., 2013) (Tablo 1).

Yapilan arastirmalarda; TiO: gibi nanopartikiillerin, bitki
hiicre zarinda =zararlar1 azaltarak ve elektrolit kacaklarini
hafifleterek soguk stresinin olumsuz etkilerini azaltma yetenegine
sahip oldugu belirtilmistir (Mohammadi vd., 2013). Fotosentez,
bitkilerin soguk stresine en duyarli siireglerden biridir. Soguk
stresine maruz kalan bitkilerde klorofil (Chl) igerigi, CO:
asimilasyonu, terleme orani azalir ve Rubisco enzimi bozulur.
Nanopartikiillerin fotosentez iizerindeki iyilestirici etkileri,
Rubisco’nun Kkarboksilasyonunun artmasi, kloroplastin 1s1k
absorpsiyon kapasitesinin artmasi, elektron tasima hizi ve
Kloroplastta ROT olusumunun engellenmesiyle iliskilidir. NP-
TiO:2 uygulamasi, Rubisco ve Chl baglayici protein genlerinin
ifade seviyesini artirarak, SOD, CAT ve APX aktivitelerini
desteklemektedir. Ayrica, nanopartikiillerin tek basina veya kisa
siireli soguk uygulamasiyla birlikte uygulanmasinin, soguk
stresine  maruz kalan bitkilerin buyume, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerini iyilestirdigi gosterilmistir (Haghighi
vd., 2014) (Tablo 1).
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5.4. Bitkilerde Metal Stresi ve Nanopartikul
Uygulamasi

Metal stresi diinya genelinde bitkilerde fitotoksisite ve
bliylime inhibisyonuna neden olarak ciddi bir endise haline
gelmistir. Metal toksisitesinin belirtileri ve buna baglh bitki
biliylime inhibisyonu, enzim aktivitelerinin baskilanmasi, temel
elementlerin aliminin bozulmast ve bunun sonucunda olusan
eksiklik belirtileriyle gerceklesir. Biiylime ortaminda metallerin
varlig, agirt ROT tretimini hizlandirarak oksidatif strese ve hiicre
yapisinin, hiicre zarinin ve biyomolekiillerin denatiirasyonuna yol
acar. Ancak, bitkiler metal stresine karsi ¢esitli savunma
sistemleri gelistirmistir. Bu savunma sistemleri arasinda
biyofiziksel bariyerler metal stresine karsi ilk savunma hatti
olarak hizmet eder. Ayrica, bitkiler metal-selatlari, organik asitler
ve polifosfatlar biriktirerek metal alimmi kisitlar ve metal
iyonlarinin digar1 atilmasini saglar. Ayrica metallerin hiicre i¢inde
tutulmas1 ve antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ile
ROT’lar1  temizleyebilmektedirler. Ancak, bu savunma
sistemlerinin zamaninda ve hedefe yonelik aktivasyonu metal
stresine karst koymak i¢in kritik Gneme sahiptir.

Kiiciik boyutlar1 ve genis ylizey alanlar1 sayesinde
nanopartikiller (NP’ler) kontaminasyon bdlgelerine kolayca
niifuz eder ve metallere kars1i giicli bir baglanma
egilimindedirler. Worms vd. (2012), nanopartikullerin stres
metallerine baglanarak Cu ve kursun (Pb) gibi metallerin
kullanilabilirligini azalttigini ve hiicre duvarinin ek bir koruyucu
bariyer gorevi gordiiglinii rapor etmistir. Bununla birlikte, eger
metal biyofiziksel bariyerleri asar ve hiicreye girerse, bitkiler,
metal kaynakli ROT’un zararli etkilerini hafifletmek igin
biyomolekuller, besinler biriktirerek ve hicresel savunma
sistemini aktive ederek bu durumla basa ¢ikmaya calisir. Birgok
NP arasinda, bitkilerde NP-TiO:’nin rolii en kapsamli sekilde
incelenmistir. NP-TiO2’nin diger stresler iizerindeki hafifletici
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etkilerinin yani sira, kadmiyum (Cd) toksisitesini de kisitladig1 ve
fotosentez ve bitki biliylime hizin1 artirdigi gozlemlenmistir
(Singh ve Lee, 2016). Tripathi vd. (2015), Si-NP’lerinin bezelye
fidelerinde Cr(V]) fitotoksisitesine kars1 kapasitesini test etmistir.
Sonuglar, biiyiime ortamina Si-NP’lerinin eklenmesinin, bezelye
fidelerini Cr(VI) fitotoksisitesine karst ¢esitli  yollarla
korudugunu goéstermistir (Tablo 1).

5.4.1. Nanopartikuller ve Fitoremediasyon

Nanopartikuller (NP’ler), bitkilerde metal kaynakl
toksisitenin hafifletilmesinin yan1 sira, metal iyonlar1 i¢in etkili
adsorbanlar olarak, kontamine alanlardan metal uzaklastirilmasi
icin  kullanilan  fitoremediasyon tekniginde de faydali
bulunmustur. Roy ve Bhattacharya (2012), sentezlenmis NP-Fe
nanopartikillerinin potansiyel manyetik nano-adsorban olarak su
icerisindeki metal iyonlarinin uzaklastirilmasinda
kullanilabilecegini gostermislerdir. Silika/grafit oksit nano-
kompozitleri, metal uzaklastirilmasi igin etkili bir adsorban
olarak bulunmus, grafit oksitin metal iyonlarinin yaklagik %90'm1
uzaklagtirma kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Sheet
vd., 2014). NP-F¢’lerinin ¢iftlik giibresi ile birlikte uygulanmasi,
mikrobiyal aktiviteyi tesvik ederek Cr(VI)’min Cr(Ill)’e
indirgenmesini artirmig ve hardal otu bitkilerinde Cr(VI)nin
biyo-yararlanimini azaltmigtir (Madhavi vd., 2013) (Tablo 1).

6. SONUCLAR

Mevcut bilgiler, NP’lerin abiyotik stres kaynakli hasari,
bitkilerin savunma sistemini aktive ederek hafiflettigini
gostermektedir. NP’lerin kicik boyutu, kolay penetrasyonu
saglar ve tohum ¢imlenmesini ve bitkilerin biiylimesini
destekleyen su kanallarin1 diizenlemektedir. Ayrica, gelistirilmis
ylizey alan1 daha fazla adsorpsiyon ve maddelerin hedefe yonelik
tasinmasini kolaylastirir. Ote yandan, NP’lerin ROT Uretimini

83



Biyoloji

tetikledigi ve bitkiler iizerinde gesitli toksik etkiler sergiledigi
bildirilmistir. NP’lerin artirdign ROT seviyesi, bitkinin savunma
sistemini daha etkili bir sekilde aktive edebilecek stres sinyalinin
giiclendirilmesi ile iligkilendirilebilir. NP’lerin etki mekanizmasi
acisindan, mevcut bilgiler heniiz yeni ve daha fazla arastirmasi
gerekmektedir. Ancak, NP’lerin ya Ca*" veya sitozoldeki sinyal
molekiillerini taklit ettigi ve CaBP’ler veya diger NP’lere 6zgii
proteinler tarafindan algilandigi anlasilmaktadir. Sonug olarak,
bir dizi sinyal molekiiliiniin indiiksiyonu, gen ifadesini artirarak
strese karsi toleransi ylikselmektedir. Sonug olarak bu bdliimde
belirtilen tiim bilgiler dogrultusunda elde edilen veriler NP’lerin
bitki yetistirilmesindeki etkin roliinii gdstermektedir. Ancak
NP’lerin bitkilerdeki roli, alt hiicresel ve molekiler seviyede
daha fazla arastirma gerektirmekte olup, NP’lerin stres inhibe
edicileri ve/veya stres indiiktorleri olarak islev goriip gormedigini
belirlemek de ileri diizeyde ¢aligmalar yapilmasi geregini acikca
belirtmektedir.
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TURKIYE’DE BAL POLENI ARASTIRMALARI:
TESPIT EDILEN POLEN TAKSONLARI
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Mustafa Kemal ALTUNOGLU?3

1. GIRIS

Tiirkiye, cografi konumu ve iklim ¢esitliligi sayesinde,
zengin bir bitki gesitliligine sahiptir. Ulke, Akdeniz, iran-Turan
ve Avrupa-Sibirya fitocografik bolgelerinin kesisim noktasinda
yer almasiyla 12.000 civarinda bitki taksonunu barindirmaktadir
(Atasoy & Saris, 2021). Bu gesitlilik, Tiirkiye'yi diinya genelinde
onemli bir biyogesitlilik merkezi haline getirir. Tiirkiye florasinda
2.066 alttiir, 888 varyete ve 287 hibrit bitki tiirii bulunmaktadir
(Sefal1 & Unal, 2023). Ayrica Tiirkiye, endemik bitkiler agisindan
da zengindir ve burada 3.000'den fazla endemik tur
bulunmaktadir (Senkul & Kaya, 2017). Bitki g¢esitliligi,
Tiirkiye'nin farkli ekosistemlerinde énemli rol oynar. Ornegin,
orman ekosistemlerinde karacam, kizilgam, boylu ardi¢ ve mese
gibi tiirler, biyolojik cesitliligi artiran baslica bitkilerdir (Urkmez,
2023). Bu tiirlerin varligi, orman ekosistemlerinin saglikli isleyisi
icin kritik Oneme sahiptir ve Tirkiye'nin farkli bolgelerinde
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yapilan floristik arastirmalar, bitki c¢esitliliginin korunmasi
acisindan 6nemli veriler sunmaktadir (Tel ve ark., 2019).

Polen, bitkilerin Greme streclerinde kritik bir rol oynar.
Polen, dollenme i¢in gerekli olan erkek gametleri tasir ve bu
sirecte polinatorlerin  etkisi blyuktur. Torkiye, polinator
cesitliligi acisindan da zengindir; arilar, kelebekler ve diger
bdcekler bitkilerin polinasyonunda 6nemli bir rol oynar (Goérhan,
2021). Polen analizi, bitkilerin polinasyon siireglerini anlamak ve
ekosistem sagligint degerlendirmek i¢in kullanilan 6nemli bir
yontemdir. Ozellikle bal 6rneklerinde yapilan polen analizleri,
bolgedeki bitki gesitliligi hakkinda bilgi saglamaktadir (Girbiz
ve ark., 2019; Misir ve ark., 2023). Polen analizi ayn1 zamanda
cevresel degisikliklerin izlenmesi ve biyogesitliligin korunmasi
i¢in kritik bir aractir (Oren, 2020). Tiirkiye'deki polen cesitliligi,
bitki tiirlerinin yaygimhgina ve g¢evresel kosullara bagli olarak
degisiklik gosterir. Ormanlik alanlarda odunsu bitkilerin polen
yogunlugu, otsu bitkilere gore daha fazladir (Kilig ve ark., 2023).
Bu durum, polenlerin ekosistem icindeki roliint ve bitki turleri
arasindaki etkilesimleri anlamak ic¢in Onemlidir. Polenlerin
cevresel faktorlerden nasil etkilendigi lizerine yapilan ¢aligmalar,
bitki cesitliligi ve ekosistem sagligi arasindaki iliskiyi ortaya
koymaktadir (Bigak¢i & Tosunoglu, 2016).

Polen canliligi, bitkilerin iireme basarisim1 etkileyen
onemli bir faktordiir. Cevresel kosullar, toprak yapisi ve iklim,
polen canliligim etkiler (Koca ve ark., 2021). Ornegin, agir metal
kirliligi gibi gevresel stres faktorleri, polen canliligini olumsuz
etkileyebilir (Muradoglu ve ark., 2019). Bu nedenle polen analizi,
cevresel degisikliklerin  izlenmesi ve bitki sagliginin
degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir aractir (Cagatay, 2020).
Tiirkiye'nin bitki c¢esitliligi ve polen yapisi, ekosistemlerin
strdurdlebilirligi ve biyogesitliligin korunmasi agisindan biiyiik
bir 6neme sahiptir. Bu nedenle bitki ¢esitliliginin korunmasi ve
polinatorlerin desteklenmesi, ekosistem sagliginin siirdiiriilmesi
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icin kritik bir gerekliliktir (Aslan & Uslu, 2021). Turkiye'deki
bitki ¢esitliligi ve polen yapisi iizerine yapilan aragtirmalar, bu
alandaki bilgi birikimini artirmakta ve ekosistemlerin

korunmasina yonelik stratejilerin  gelistirilmesine  katki
saglamaktadir (Tel ve ark., 2019).

Balin polen cesitliligi ve polen analizinin 6nemi, aricilik
ve gida bilimi acgisindan da kritik bir konudur. Polen, arilarin
beslenmesinde temel bir kaynak olmasinin yani sira, balin kalitesi
ve saflig1 hakkinda bilgi veren 6dnemli bir biyomarker olarak da
islev goriir. Polen analizi, balin cografi kdkenini, safligini ve
kalitesini belirlemek i¢in melissopalinoloji ad1 verilen bir bilim
dali tarafindan gergeklestirilir. Bu analiz, balin i¢erigini etkileyen
bitkisel kaynaklarin ¢esitliligini ortaya koyar ve bu da balin besin
degerini ve saglik yararlarini etkileyebilir (Glirbiiz ve ark., 2019;
Keskin ve ark., 2020). Tirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan
polen analizleri, balin besin degeri ve saglik yararlarini etkileyen
onemli bir faktor olan bdlgesel bitki Ortiisiiniin ¢esitliligini ortaya
koymaktadir (Ozkok & Bayram, 2021; Musir ve ark., 2023). Polen
analizi, ayn1 zamanda balin safligini ve orijinini belirlemede
onemli rol oynar. Farkli polen tiirlerinin varligi, balin monofloral
veya multifloral olup olmadigin1 anlamayi saglar (Bayram &
Demir, 2018).

Polen c¢esitliligi, arillarin  saglhigi  ve  koloninin
stirdiiriilebilirligi acisindan da 6nem tagir. Yeterli polen alimi,
arillarin bagisiklik sistemini giliclendirir ve koloninin genel
sagligin1 destekler (Apan ve ark., 2021). Ayrica, balin kimyasal
ve fiziksel  Ozellikleri, polen analizi ile birlikte
degerlendirildiginde, balin kalitesi hakkinda daha kapsaml1 bilgi
sunar (Nisbet ve ark., 2013). Ornegin, polen, protein, vitamin ve
mineral agisindan zengin bir kaynaktir ve bu da arilarin sagligi
icin kritik 6nem tasir (Apan ve ark., 2021). Polen analizi, balin
iceriginde bulunan alerjenlerin belirlenmesi agisindan da
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onemlidir. Alerji riski tasiyan bireyler i¢in polen analizi, kritik
bilgiler saglar (Ozkdk & Bayram, 2021).

Sonug olarak, balin polen ¢esitliligi ve polen analizinin
onemi, hem aricilik uygulamalar1 hem de gida giivenligi
acisindan biiyiik bir yere sahiptir. Bu analizler, balin kalitesini,
safligini ve besin degerini belirlemede kritik bir rol oynar. Ayrica,
polen g¢esitliligi, arilarin sagligi ve gevresel siirdiiriilebilirlik
acisindan 6nemli bir gosterge olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle, polen analizi, aricilik sektdriinde ve gida bilimi alaninda
daha fazla dikkate alinmasi gereken bir konu olarak one
¢ikmaktadir. Bu arastirmada da Tiirkiye’de yapilan bal polen
analiz caligmalar1 degerlendirilmeye ¢alisilmistir.

2. TURKIYE'DE YAPILAN CALISMALAR

Calismalarda, bircok  Avrupa iilkesinin  aricilik
enstitlilerinde kabul edilen ballarda polen analizi metoduna uygun
olarak preparat yapilmistir (Lieux, 1972). Caligmalarda polen
yiizdelerini belirlemek i¢in 100 ile 1000 arasinda polen
sayillmistir. Bu aragtirmada Adana (Daltarak, Saimbeyli, Seyhan,
Tufanbeyli), Adiyaman, Aksaray, Antalya (Akseki, Alanya,
Beydagi, Cakirlar, Elmali, Finike, Giindogmus, Kale, Kas,
Korkuteli, Kumluca, Manavgat, Saklikent, Serik), Aydin
(Burhaniye-Kuyucak, Konuklu, Kusadasi, Soke), Balikesir
(Edremit), Bartin (Iskalan, Kurucasile), Bayburt (Asagi Cimal),
Batman, Bilecik, Bingdl, Bitlis (Hizan), Bolu (Caydurt), Burdur
(Golhisar), Bursa (Gemlik, Inegdl, Karacabey, Kemalpasa),
Cankirt (Kesecik, Ortahdyiik, Orta Elmali), Canakkale (Kaz
Daglar1), Corum, Denizli (Akkdy, Babadag, Civril), Diyarbakir,
Dizce (Akgakoca-Yigilca, Yigilca), Edirne (Uzunkoprii), Elazig
(Keban), Erzincan (Kemaliye), Erzurum, Eskisehir (Yakakayik),
Gaziantep, Glimiishane (Kaletas), Hakkari, Hatay (Cetelik,
Dértyol, Kirikhan, Suselli), Isparta, Igcel (Bolkarsuyu,
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Karaduman, Yumali), Istanbul (Kartal), Izmir (Menemen, Sasals,
Sevren), Kahramanmaras, Karabiilk, Karaman (Sariveliler),
Kastamonu, Kayseri (Pinarbasi, Tomarza), Kirklareli, Kocaeli,
Konya (Altinoba, Bozkir, Eregli, Hadim-Taskent, Kadinhani,
Karapinar, Ulukisla), Kiitahya (Dominik, Giivecik, Kirgill,
Sahmelik), Malatya (Celikhan), Manisa (Kirkagag), Mugla
(Bodrum, Datca, Marmaris), Nigde (Ulukisla), Osmaniye, Rize
(Anzer, Ayder-Ceymakcur, Komati), Sakarya, Sivas (Gokluce),
Sanlurfa, Sirnak, Tekirdag (Cevrimkaya, Saray), Tokat (Ugrak),
Trabzon, Van, Yalova, Yozgat (Argason), Zonguldak
bolgelerinde yapilan bal polen analizi ¢calismalarinda belirlenen
bitki taksonlar1 ve dominant bitki taksonlar1 saptanmis ve
degerlendirilmistir (Sorkun & Dogan, 1995; Sorkun & Dogan,
1995; Dogan & Sorkun, 2001; Sorkun ve ark., 2002; Silici, 2004;
Demircan, 2005; Kaya ve ark., 2005; Yurtsever & Sorkun, 2005;
Baba, 2007; Bagc1 & Tung, 2006; Erdogan ve ark., 2006; Silici &
Gokceoglu, 2007; Erdogan ve ark., 2009; Kelez, 2009; Taskin &
Ince, 2009; Terzi, 2009; Cam ve ark., 2010; Sarisu, 2011; Demir,
2012; Bakoglu ve ark., 2014; Bozbeyoglu, 2014; Canli, 2014;
Sorkun ve ark., 2014; Cenet ve ark., 2015; Gunarslan, 2015;
Ozler, 2015; Tiimerdem ve ark., 2015; Bayramh ve ark., 2016;
Fisne, 2016; Kaynar, 2016; Memis, 2016; Acar, 2017; Cenet &
Koliik, 2017; Sik ve ark., 2017; Altay ve ark., 2018; Karakoyun,
2018; Ozler, 2018; Gencay-Celemli ve ark., 2018; Bayram ve
ark., 2019; Celemli ve ark., 2019; Gurbuz ve ark., 2019; Uzunca,
2019; Yalazi, 2019; Cakir ve ark., 2020; Karaman, 2020;
Tosunoglu, 2020; Yildirim, 2020; Gurdal & Sonmez, 2021;
Topal, 2020; Yildirim ve ark., 2021; Atsay Altundag Cakir, 2022;
Kilingarslan, 2023; Tosunoglu ve ark., 2023; Demir ve ark.,
2024).
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3. BULGULAR

Tirkiye’nin ~ ballarinda  yapilan  polen  analizi
caligmalarinda polenler c¢alismalarda farklilik gdstermekle
familya, cins ve tiir olarak belirlenmistir. Tespit edilen familya,
cins ve tlirler Tablo 1.de gosterilmistir. Caligmalar incelendiginde
85 familya, 325 cins ve toplam 231 tiire ait polenler belirlenmistir.
En cok cinsi tespit edilen familyalar: Asteraceae (40), Fabaceae
(32), Apiaceae (26), Rosaceae (22), Brassicaceae (17), Lamiaceae
(16) ve Boraginaceae (12). Ayrica ballarda en ¢ok tiirii bulunan
cisnlerin ise Trifolium (9), Citrus (5), Onobrycis (4), Cyanus (3),
Pinus (3), Ranunculus (3), Salix (3), Teucrium (3) oldugu
bulunmustur (Tablo 1).

Calismalarda Marmara  Bolgesi’nde:  Balikesir’de
Castanea sativa, Erica, Hedera, Trifolium pratense, Paliurus
spina-christi; Bilecik’te Castanea sativa, Olea; Bursa’da
Castanea sativa, Olea, Allium, Trifolium repens, Trifolium
pratense; Canakkale’de Helianthus annuus, Castanea sativa,
Erica, Brassica napus, Plantago; Edirne’de Paliurus spina-
christi, Helianthus annuus; Istanbul’da Erica, Castanea sativa,
Helianthus annuus, Brassica napus; Kirklareli’de Castanea
sativa, Paliurus spina-christi, Helianthus annuus, Plantago;
Kocaeli’de Castanea sativa, Helianthus annuus; Sakarya’da
Castanea sativa, Paliurus spina-christi, Myosotis, Lupinus;
Tekirdag’da Helianthus annuus, Paliurus spina-christi, Castanea
sativa; Yalova’da Castanea sativa, Ege Bolgesi’nde: Izmir’de
Eucalyptus camaldulensis, Gossypium; Kitahya’da Isatis
tinctoria; Aydin’da Lotus corniculatus; Aydin-Kusadasi ve
Aydin-Soke’de Castanea sativa, Akdeniz Bolgesi’nde: Adana’da
Eucalyptus camaldulensis, Gossypium sp., Salix sp.; Antalya’da
Pimpinella anisum, Vicia cracca; Burdur’da Salvia verticillata,
Dianthus, Cardamine, Pimpinella anisum, Anthriscus,
Centaurea; Hatay’da Eucalyptus camaldulensis, Trifolium,
Petroselinum crispum; Icel’de Astragalus, I¢ Anadolu
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Bolgesi’nde:  Konya-Kadihani’nda Centaurea, Centaurea
triumfetti; Nigde’de Anthemis tinctoria, Astragalus; Kayseri’de
Trifolium; Ankara’da Echium vulgaris, Onobrychis, Astragalus,
Trifolium; Yozgat’ta Trifolium; Cankiri’da Trifolium campestre,
Trifolium pratense; Karaman’da Helianthus annuus, Karadeniz
Bolgesi’nde: Rize-Anzer’de Castanea sativa, Centaurea,
Trifolium ambiguum, Thymus; Zonguldak’ta Marrubium vulgare,
Castanea sativa, Rhododendron; Bartin’da Castanea sativa,
Rhododendron; Duzce’de Rhododendron ponticum, Castanea
sativa; Gluimiishane’de Trifolium repens, Lupinus, Symphytum,
Dogu Anadolu Bolgesi’'nde: Erzurum’da Trifolium pratense;
Erzincan-Kemaliye’de Astragalus, Paliurus, Salix, Sanguisorba,
Trifolium; Bitlis’te Astragalus lagurus willd.; Kars’ta Trifolium,
Carduus, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde: Siirt’te Astragalus,
Trifolium, Carduus, Centaurea, Salix, Onobrychis; Sanliurfa’da
Astragalus; Gaziantep’te Medicago, Salix taksonlarinin dominant
oldugu saptanmastir.

Tablo 1. Calismalarda tespit edilen taksonlar

Familya Cins/Tlr
Acanthaceae Acanthus
Sambucus ebulus L.
Adoxaceae -
Viburnum
Amaranthaceae Chenopodium album L.
Allium cepa L.

Amaryllidaceae Narcissus, Sternbergia

Anacardiaceae Pistacia terebinthus L.

Anthriscus, Apium, Astrantia, Bifora, Bunium, Carum,
Chaerophyllum, Coriandrum, Echinophora, Falcaria,
Grammosciadium, Heracleum, Scandix, Seseli, Tordylium,
Artedia squamata L.

Astrodaucus orientalis (L.) Drude

Bupleurum falcatum L.

Conium maculatum L.

Daucus carota L.

Eryngium campestre L., Eryngium kotschyi Boiss.

Ferula communis L.

Malabaila dasyantha (K.Koch) Grossh.

Petroselinum crispum (Mill.) A.W.Hill

Pimpinella anisum L.

Turgenia latifolia (L.) Hoffm.

Apiaceae
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Aquifoliaceae

llex aquifolium L., llex colchica Pojark.

Araliaceae

Hedera helix L.

Arecaceae

Washingtonia

Asparagaceae

Muscari

Ornithogalum sphaerocarpum A.Kern.

Asteraceae

Achillea, Ambrosia, Anthemis, Artemisia, Aster, Carlina,
Chondrilla, Cirsium, Cousinia, Crepis, Echinops, Gaillardia,
Gundelia, Helichrysum, Lactuca, Picris, Scorzonera, Senecio,
Solidago, Tanacetum, Tragopogon, Xeranthemum, Zinnia

Arctium minus (Hill) Bernh.

Bellis perennis L.

Bidens tripartita L.

Carduus nutans L.

Carthamus tinctorius L.

Centaurea solstitialis L.

Centaurium erythraea Rafn.

Cyanus depressus (M.Bieb.) Sojak, Cyanus segetum Hill,
Cyanus triumfettii (All.) Dostal ex A.Love & D.Love

Cichorium intybus L.

Cota tinctoria (L.) J.Gay

Echinacea purpurea (L.) Moench

Helianthus annuus L.

Lapsana communis L.

Rhagadiolus stellatus (L.) Gaertn.

Silybum marianum (L.) Gaertn.

Taraxacum microcephaloides Soest

Tussilago farfara L.

Xanthium strumarium L.

Berberidaceae

Berberis vulgaris L.

Betulaceae

Alnus glutinosa (L.) Gaertn.

Corylus avellana L.

Boraginaceae

Alkanna, Cynoglossum, Heliotropium, Moltkia, Nonea,
Symphytum

Anchusa azurea Mill., Anchusa leptophylla Roem. & Schult.

Cerinthe minor L.

Echium plantagineum L., Echium vulgare L.

Myosotis lithospermifolia Hornem.

Phacelia tanacetifolia Benth.

Rindera lanata (Lam.) Bunge

Brassicaceae

Aethionema, Alyssum, Bunias, Cardamine, Diplotaxis, Draba,
Eruca, Lepidium, Matthiola,

Alyssum

Barbarea vulgaris R.Br.

Brassicaceae

Brassica napus L., Brassica vulgaris L.

Isatis tinctoria L.

Raphanus raphanistrum L.

Rapistrum raphanistrum (L.) Crantz, Rapistrum rugosum (L.)
All.

Rorippa sylvestris (L.) Besser
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Sinapis alba L., Sinapis arvensis L.

Sisymbrium elatum K.Koch

Buxaceae Buxus sempervirens L.

Cactaceae Opuntia ficus-barbarica A.Berger
Campanulaceae | Campanula

Capparaceae Capparis spinosa L.

Caprifoliaceae

Centranthus, Cephalaria, Dipsacus, Knautia, Lonicera.

Scabiosa caucasica M.Bieb., Scabiosa columbaria L.

Caryophyllaceae

Acanthophyllum, Dianthus, Gypsophila, Minuartia, Stellaria

Saponaria glutinosa M.Bieb.

Silene caryophylloides (Poir.) Otth, Silene vulgaris (Moench)
Garcke

Cistus creticus L., Cistus salviifolius L.

Cistaceae Fumana

Helianthemum nummularium (L.) Mill.
Colchicaceae Colchicum

Calystegia

Convolvulaceae

Convolvulus arvensis L.

Cornaceae

Cornus mas L.

Cucurbitaceae

Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai

Cucumis melo L., Cucumis sativus L.

Ecballium elaterium (L.) A.Rich.

Cupressus sempervirens L.

Cupressaceae Juniperus, Thuja
Cyperaceae Carex
Cyperus
Ebenaceae Diospyros lotus L.
Elaeagnaceae Elaeagnus angustifolia L.
Ephedraceae Ephedra
Arbutus andrachne L., Arbutus unedo L.
Ericaceae Calluna vulgaris (L.) Hull
Erica arborea L., Erica manipuliflora Salisb.
Ericaceae Rhododendron ponticum L.

Euphorbiaceae

Euphorbia, Mercurialis

Fabaceae

Acacia, Colutea, Cytisus, Genista, Lupinus, Ononis, Sophora,
Trigenella

Astragalus lagopoides Lam, Astragalus microcephalus Willd.

Calicotome villosa (Poir.) Link

Ceratonia siliqua L.

Cerecis siliquastrum L.

Cicer arietinum L.

Dorycnium graecum (L.) Ser.

Galega officinalis L.

Glycyrrhiza glabra L.

Hedysarum varium Willd.

Lathyrus rotundifolius Willd.

Lotus corniculatus L.

Medicago falcata L., Medicago lupulina L.

Melilotus officinalis (L.) Desr.
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Onobrychis radiata (Desf.) M.Bieb., Onobrychis tournefortii
(Willd.) Desv., Onobrychis viciifolia Scop., Onobrychis
oxyodonta Boiss.

Phaseolus vulgaris L.

Pisum sativum L.

Prosopis farcta (Banks & Sol.) J.F.Macbr.

Robinia pseudoacacia L.

Securigera varia (L.) Lassen

Trifolium ambiguum M.Bieb., Trifolium campestre Schreb.,
Trifolium nigrescens Viv., Trifolium ochroleucum Huds.,

Trifolium pratense L., Trifolium purpureum Lois., Trifolium
repens L., Trifolium striatum L., Trifolium subterraneum L.

Vicia cracca L., Vicia sativa L.

Fagaceae

Castanea sativa Mill.

Fagus orientalis Lipsky

Quercus coccifera L.

Gentianaceae

Gentiana

Geraniaceae

Erodium, Geranium, Pelargonium

Hyacinthaceae

Hypericaceae

Hypericum calycinum L.

Iridaceae

Crocus, Gladiolus

Iris x germanica L., Iris sintenisii Janka

Juglandaceae

Juglans regia L.

Lamiaceae

Ajuga, Lallemantia, Mentha, Nepeta, Phlomis, Prunella,
Stachys

Lamium amplexicaule L., Lamium purpureum L.

Lavandula stoechas L.

Marrubium vulgare L.

Mellisa officinalis L.

Rosmarinus officinalis L.

Salvia officinalis L., Salvia verticillata L.

Teucrium chamaedrys L., Teucrium orientale L., Teucrium
polium L.

Thymus leucostomus Hausskn. & Velen., Thymus longicaulis
C.Presl, Thymus zygioides Griseb.

Lamiaceae

Vitex agnus-castus L.

Lauraceae

Laurus nobilis L.

Lentibulariaceae

Utricularia

Lythrum salicaria L.

Lythraceae Punica granatum L.

Alcea, Althaea
Malvaceae Gossypium hirsutum L.

Tilia rubra DC.
Moraceae Ficus

Morus alba L., Morus nigra L.
Musaceae Musa rubra Wall. Ex Kurz

Eucalyptus camaldulensis Dehnh.
Myrtaceae -

Myrtus communis L.

Fraxinus excelsior L., Fraxinus ornus L.
Oleaceae

Jasminum
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Ligustrum vulgare L.

Olea europaea L.

Phillyrea latifolia L.

Circaea lutetiana L.

Onagraceae Epilobium angustifolium L.
Oenothera
Orchidaceae Cephalanthera rubra (L.) Rich.
Oxalidaceae Oxalis
Papaveraceae Glaucium - -
Papaver hybridum L., Papaver somniferum L.
Pedaliaceae Sesamum indicum L.

Phyllanthaceae

Andrachne

Pinaceae

Abies nordmanniana (Steven) Spach

Cedrus libani A.Rich.

Picea orientalis (L.) Peterm.

Pinus brutia Ten., Pinus nigra J.F.Arnold, Pinus sylvestris L.

Plantaginaceae

Digitalis, Globularia, Veronica

Linaria genistifolia (L.) Mill., Linaria simplex DC.

Linum nodiflorum L.

Plantago lanceolata L., Plantago minor Gilib.

Platanaceae

Platanus

Poaceae

Poaceae

Avena, Cynodon, Dactylis, Phalaris, Phleum.

Holcus lanatus L.

Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.

Triticum aestivum L.

Zeamays L.

Polygonaceae

Polygonum salicifolium Brouss. ex Willd.

Rumex acetosella L.

Portulacaceae

Portulaca oleracea L.

Anagallis arvensis L.

Primulaceae Lysimachia verticillaris Spreng.
Primula
Pteridaceae Cryptogramma

Ranunculaceae

Adonis aestivalis L.

Anemone, Clematis

Consolida orientalis (J.Gay) Schrédinger

Nigella arvensis L.

Ranunculus grandiflorus L.

Ranunculus neopolitanus Ten.

Ranunculus repens L.

Resedaceae Reseda lutea L.

Paliurus spina-christi P. Mill.
Rhamnaceae —

Rhamnus, Ziziphus

Agrimonia repens L.

Armeniaca vulgaris Lam.

Aruncus vulgaris (Maxim.) Raf. ex H.Hara
Rosaceae

Cerasus angustifolia (Spach) Browicz

Cotoneaster, Crataegus, Geum, Potentilla, Sanguisorba, Sorbus

Cydonia oblonga Mill.
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Fragaria vesca L.

Rosaceae

Laurocerasus officinalis

Malus pumila Mill., Malus sylvestris (L.) Mill.

Mespilus germanica L.

Persica vulgaris Mill.

Prunus x domestica L.

Pyracantha coccinea M.Roem.

Pyrus communis L.

Rosa canina L.

Rubus canescens DC.

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach

Rubiaceae

Asperula, Galium, Rubia

Sherardia arvensis L.

Rutaceae

Citrus aurantium L., Citrus limon (L.) Burm.f., Citrus paradisi
Macfad., Citrus reticulata Blanco, Citrus sinensis (L.) Osbeck

Ruta

Salicaceae

Populus nigra L.

Salix alba L., Salix caprea L., Salix vulgaris Clayton ex
Gronov.

Sapindaceae

Acer

Aesculus hippocastanum L.

Scrophulariaceae

Scrophularia

Verbascum blattaria L.

Simaroubaceae

Ailanthus altissima (Mill.) Swingle

Smilacaceae Smilax
Capsicum, Datura, Nicotiana, Solanum
Solanaecae - -
Lycopersicon esculentum Mill.
Styracaceae Styrax officinalis L.
Tamaricaceae Tamarix
Thymelaeaceae Daphne
Typhaceae Typha
Ulmaceae Ulmus minor Mill.
Urticaceae Urtica dioica L.
Verbenaceae Verbena
Vitaceae Vitis vinifera L.
Xanthorrhoeaceae | Asphodelus

Zygophyllaceae

Tribulus terrestris L.

4. SONUC

Tiirkiye'de yapilmis bal poleni arastirmalarin1 derleyerek
gergeklestirilen bu arastirmada, iilkemizin farkli bolgelerindeki
ballarda tespit edilen polen taksonlarini kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Elde edilen bulgular, Tiirkiye’nin biyolojik
cesitliliginin ballar Gzerindeki etkisini ve bal polenlerinin floristik
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ozelliklerini ortaya koymaktadir. Caligmalarin sonuglari, bolgesel
flora ile bal kompozisyonlar1 arasindaki giiglii iliskiyi gozler
Oniine sermekte ve bu alandaki gelecekteki arastirmalar igin
onemli bir temel olusturmaktadir. Bu arastirma, Tirkiye'deki bal
poleni caligmalarina dair genel bir perspektif sunmakta ve
polenlerin izlenmesi, balin kaynaginin dogrulanmasi ve ¢evresel
faktorlerin incelenmesi gibi konularda yeni arastirma firsatlari
dogurmaktadir.
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HUCRE KULTURU CALISMALARINDA
KONTAMINASYONUN BELIRLENMESI VE
ONLENMESI

Harika Eyliil ESMER DURUEL!

1. GIRIS

Hicre Kkaltlri yontemleri; temel hiicresel siiregleri
anlamlandirmamizi saglayan, biyolojik testleri ve ilag¢ gelistirme
stireclerini destekleyen, hayvan testlerine alternatif olarak
gelistirilen yoOntemlerdir. Kiltiir ortami1 disardan gelebilecek
fiziksel, kimyasal ve biyolojik tiim etkenlere kars1 korunakli hale
getirilmeye calisilmasina ragmen, pek ¢ok etken tarafindan tehdit
altinda kalmaya devam etmektedir (Mahmood ve Ali, 2017).
Hiicre kiiltiirii calismalarinda arastirmacilarin  en  biiyiik
sorumluluklarindan biri, hiicre kiiltiirtindeki kontaminasyonlari
onlemektir. Hiicrelerin yasadigi ve biiyime ortami olarak
kullanilan besiyerleri, istenmeyen organizmalar igin de beslenme
olanag saglamaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin; ortamda istenmeyen
bakteri, mantar ve viriis ile kirlenmesi kontaminasyon olarak
tanimlanmaktadir. Karsilasilan bu durum is giicii kayiplarina ve
eckonomik zararlara sebep olmaktadir (Sharma ve ark., 2021).
Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda olast risk faktorlerini belirleyerek
kontaminasyon ajanlarinin olusturabilecekleri hasari
onleyebilmek onemlidir. Calisanlarin is giivenligine yonelik
riskler belirlendikten ve besiyerinin giivenligi saglandiktan sonra
calismalar glivenle gergeklestirilebilir. Uygulamalar sirasinda

1 Dr. Ogr. Uyesi, Kahramanmaras {stiklal Universitesi, Elbistan Meslek
Yiiksekokulu, Veterinerlik Bolimii, harikaeylul@gmail.com, ORCID: 0000-0002-
0792-2062.

112



Biyoloji

kontaminasyonu engelleyen bazi tesadiifi durumlar (uzun siireli
1sitma, kurutma, pH degisikligi) olabilecegi gibi, bu riskin
artabilecegi durumlar da (saklama kosullari, kemirgenler gibi
istenmeyen ajanlarla temas) g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Kontaminasyonu O6nlemeye yonelik en giiclii katkilar arasinda,
laboratuvar ¢alisanlarinin aseptik teknigi kullanma konusundaki
becerileri yer almaktadir. Calisanlar kullandiklar1 hiicrelerin
durumunu takip ettikleri ve laboratuvar  ortamindaki
kontaminasyon riskini artirabilecek degisikliklerin farkinda
olduklar1 durumlarda gerekli 6nlemleri alabileceklerdir (Stacey,
2011). Bu galismada, kontaminasyonun tiirleri, kaynaklari, etkisi
ve kontaminasyon ile basa ¢ikmanin olasi yollar1 ele alinacaktir.

2. HUCRE KULTURLERINDE KARSILASILAN
KONTAMINASYON TURLERI

In vitro hiicre kiiltiiriiniin ortam1, canli viicudunun
dokularindan farkli bir yapiya sahiptir. Siire¢ i¢inde canliligin
korumak, bakimini saglamak, kaynagi bilinen ve bilinmeyen
bulaslar ile kontaminasyonu engellemek icin ¢esitli fiziksel ve
kimyasal diizenlemeler yapilmaktadir (Uphoff ve Drexler, 2014).
Kontaminasyonlar, hiicre kiiltlirii tekniklerinin uygulanmasi
sirasinda hedeflenen biiyiitme ortaminda bulunmamasi gereken
bakteri, mantar, maya, viriisler ve ¢apraz kontaminasyon sonucu
farkli Okaryotik hiicreler ile yasanan bulagmalar olarak
tanimlanabilmektedir. Arastirmanin kalitesini ve sonuclarini
tehlikeye atarak kiiltiir {lizerinde istenmeyen etkilere sebep
olabilmektedir (Mahmood ve Ali, 2017). Bu tehlikeler 0nem
derecelerine gore su sekilde smiflandirilabilir: birka¢ plakayi
etkileyen kii¢ilk kontaminasyonlar; mevcut deneyleri ve
kiiltlirleri etkileyen orta Olgekli kontaminasyonlar; ge¢mis ve
mevcut tiim c¢alismalar1 etkileyen biyilk kontaminasyonlar
(Langdon, 2004).
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Kontaminasyonlar ayrica bulas kaynaklarmma gore
biyolojik, kimyasal ve fiziksel olarak siiflandirilabilmektedir.
Bu calismada bulas kaynaklarmma gore yapilan siniflandirma
dikkate alinmistir.

2.1. Biyolojik Kontaminasyon Nedenleri

Hiicre kiiltiir ortamlar1 tuz, eser element, glikoz gibi
zengin besin iceriklerinden dolay1 bakteri, mantar, protozoa ve
viriisler gibi biyolojik kontaminasyon risklerine maruz
kalabilmektedir. Temel karbon, azot ve ATP sentez kaynaklarini
besiyerinde bulan canlilar ortamda hizlica c¢ogalarak
beklenmeyen biyolojik kokenli kontaminasyona  sebep
olabilmektedir (Capes-Davis ve ark., 2010). Kontamine
hiicrelerin kullanilmasi hatali sonuglarin elde edilmesine veya
hiicre hatlarinin kaybina sebep olabilmektedir (Nikfarjam ve
Farzaneh, 2012). Yapilan bir ¢alismada 2002-2004 yilinda iran
Hucre ve Gen Bankasi’'nda yapilan analizler sonucunda,
hiicrelerin tasidiklar1 kontaminasyon oranlar1 belirlenmistir. Bu
oranlar Sekil 1’de yiizde degerler olarak gosterilmistir (Mirjalili
ve ark., 2005). Bu durumun ne denli ciddi sonuglar
dogurabilecegi degerlendirilmelidir.

Sekil 1. 2002-2004 Yillar1 Arasinda fran Hiicre ve Gen Bankasi
Orneklerinin Kontaminasyon Yiizdeleri

m Kontamine olmayan Karisik kontaminasyon
® Mikoplazma m Fungal
m Bakteri

Kaynak: (Mirjalili ve ark., 2005)
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2.1.1. Bakteriyel = kontaminasyonlar:  Bakteriyel
kontaminasyonlar arasinda en ciddi kontaminasyon tiirlerinden
biri mikoplazmalardir. Ciinkii bu yavas iireyen ¢ok kiigiik
bakteriler rutin mikroskop kontrolleri sirasinda
goriintiilenememektedir ~ (Freshney, 2006).  Mycoplasma
penetrans gibi baz tiirleri hiicre i¢cinde biiylimesine ragmen, bazi
tiirleri de yiiksek konsantrasyonda adezin igerigi sayesinde hiicre
zarina Yyapisarak gelisimini siirdiirebilmektedir. Hayvansal
dokulardan, havadaki partikiillerden, kimyasal reaktiflerden,
steril olmayan yuzeylerden ve laboratuvar c¢alisanlarindan
yayilabilmektedir. Hiicre duvari bulunmadig i¢in yaygin olarak
kullanilan bir¢ok antibiyotik ile ortadan kaldirilmalart miimkiin
olmamaktadir (Stacey, 2011). Mikoplazmalar, laboratuvar
ortaminda hizla bulasabilmektedirler. Ik olarak 1956 yilinda,
mikoplazma ile enfekte olan hiicreler incelenmistir. Yapilan
calisma, mikoplazmanin saptanmasina iliskin ilk rapor olarak
degerlendirilmektedir (Robinson ve ark., 1956; Chernov ve ark.,
2014). Pek cok pasaj yapildiginda bile mikoplazmalarin varliklar
saptanamayabilir, 6nlemler alinmasina ragmen kiiciik boyutlar
sebebiyle filtrelerden dahi gecebilmektedir (Sekil 2).

Sekil 2. (A) Mikoplazmalarin hiicresel yapisi, (B) Mikoplazma ile
kontamine sican hiicre hattinin DAPI boyamasi ve uygun bir UV
filtre (340/380 nm uyarim) ile 400x biiyiitmede floresan mikroskop
analizi. Ok ile gosterilen kisimlar mikoplazmay isaret etmektedir

A B

Mycoplasma DAPI stain

Ribosome

Lipoprotein
< membrane

DNA
soluble
RNA
soluble
Protein

Kaynak: (Weiskirchen ve ark., 2023).
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Ancak biiyiime, metabolizma, morfoloji ve genom yapisi
tizerine etki gostererek bunlarin degismesine, yiizey antijeninin
reseptor ifadesinin etkilenmesine, sitokin ifadesinin ise
indiiklenmesine veya baskilanmasina sebep olabilmektedir
(Mahmood ve Ali, 2017). 2007 yilinda 32 kok hiicre hatti
iizerinde yapilan bir arastirmada; 158 hiicre pasajindan 19 unun
kontamine oldugu tespit edilmistir (%]12). Kontaminasyonu
olusturan mikroorganizmalar sirasiyla Gram pozitif koklar,
Mycoplasma tiirleri, Gram negatif basiller ve Gram pozitif
basiller olarak tanimlanmistir (Cobo ve ark., 2007).
Mikoplazmanin hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkisi Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

Tablo 1. Mikoplazma Kontaminasyonunun Hiicre Kiiltiirleri
Uzerindeki Olas1 Etkileri

Kromozomal anomalilerin ortaya Sitokin ifadesinin degigmesi

¢ikmasi

Hiicre metabolizmasimin degismesi Cogalma 6zelliklerinin
degismesi

Protein, DNA ve RNA sentezinin Yiizey antijeni 6zelliklerinin

etkilenmesi degismesi

Hiicre morfolojisinin degisimi Toplam kiltiriin kaybedilmesi

Kaynak: (Drexler ve Uphoff, 2002)

2.1.2. Viral kontaminasyonlar: Hiicre Kkiiltlirlerinde
goriilen bir diger biyolojik kontaminasyon ise viral
kontaminasyonlardir. Hepatit viriisleri, retroviriisler, herpes
virilisleri kontaminant olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (Merten,
2002). Viriislere bagli bu kontaminasyonlar laboratuvar
calisanlarini tehdit etmektedir. Uygun tekniklerin kullanilmasi,
bulaglarin Onlenmesi adina yapilabilecek en temel savunma
olarak goriilmektedir. Hiicre kiiltiiriinden elde edilecek verilerin
giivenilirligi, kontaminasyonun varliginda riske girmektedir
(Niehues ve ark., 2020). Viriisler hiicre i¢i zorunlu parazitler
olduklar1 i¢in viral genomun entegrasyonunun gorsel olarak
belirlenmesi oldukc¢a giictiir. Bu belirleme sitopatik etkiler
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gosteren HIV, Herpes viriisleri ya da adenoviriisler gibi viriislerde
mikroskopla gergeklestirilebilmektedir. Bazi virlisler ig¢in
pasajlama sirasinda seyrelmelerinden dolay1 hiicre hattinin
riskinin azaltilabilecegi yorumu yapilmaktadir (Mahmood ve Alj,
2017).

2.1.3. Fungal Kontaminasyonlar: Mantarlar 6karyotik
canlilar olduklar1 i¢in yok edilmeleri sirasinda kullanilmasi
gereken antifungal ajanlar hiicre hattinin kendisi i¢in de
sitotoksisite gostermektedir. Sporlarinin dayanikli ve hizla
yayilabiliyor olmasi sebebiyle hem Kkdltirde hem de cevrede
bulunabilmektedir. Varliklarinin belirlenmesinde kullanilan en
temel yoOntemlerden biri olan pH belirleme ancak
kontaminasyonun ilerleyen asamalarinda etkili olmaktadir.
Mikroskop altinda incelendiginde, tomurcuk halinde dikkat
cekmektedir (Mirjalili ve ark., 2005). Fungal kontaminasyonlarda
hiicreler flasklara yapigsmamis, ince iplikler halinde veya spor
kiimeleri olarak goriilebilmektedir. Baslangicta mikroskop ile
goriintiilenseler de ileri asamalarda ¢iplak gozle de gorullr hale
gelmektedir (Sekil 3).

Sekil 3. (A) Kontaminasyon olmayan HepG2 hiicreleri, (B, C)
Fungal kontaminasyonda hiicreler, 10X biiyiitmede incelenmistir

(A) (8) (c)

Kaynak: (Mahmood ve Ali, 2017)

Kontaminasyonun ilk asamalarinda hiicre biiylimesi
etkilenmezken, ilerleyen asamalarda pH degismekte, ortam
bulaniklagsmakta ve hiicre biiyltimesi etkilenmektedir. Hiicre sag
kalim verilerinde giivenilmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasina
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sebep olabilmektedir (Malik ve ark., 2023). Laboratuvara
disaridan getirilen kiiltiirler mutlaka giivenilir kaynaklardan
saglanmalidir. Bu kiiltiirlerin belirli bir siire karantinada tutulmasi
ve ayrt inkiibatorlerde bekletilmesi gerekmektedir. Gerekli
taramalar yapildiktan sonra bulasma riskinin en aza indigi
distintilmektedir (Weiskirchen ve ark., 2023).

2.2. Kimyasal Kontaminasyon Nedenleri

Hiicre kiiltiirii olusturmak amaciyla kullanilan kimyasal
maddeler kontaminasyonun potansiyel tastyicisi olarak gorev
alabilmektedir. Uriinlerin steril olmasi ya da sterilizasyon
gerektirme durumu ile ilgili bilgilerin dogru degerlendirilmesi
gerekmektedir. Ozellikle serum ve biiyiime faktdrii gibi
kimyasallar, sterilize edilemedikleri i¢in kaynaktan alindiktan
sonra kontaminasyon olusturma riski tasiyabilmektedir.
Kullanilan su ve serumlarda yer alabilen endotoksinlerin varlig
da Onemli risk farktorlerini olusturmaktadir. Ayrica kiiltiir
ortamini olustururken kullanilan kimyasallarin ve plastik
malzemelerin ultraviyole 1518a maruz kalmasi sonucunda ortaya
c¢ikan serbest radikaller de kiiltiir ortamini olumsuz etkilemektedir
(Weiskirchen ve ark., 2023). Kiiltirleme isleminin yapildigi
ortam olarak kullanilan biyogiivenlik kabinleri ve inkiibatorler de
hava akisindaki kirliliklerle veya dezenfeksiyon amaciyla
kullanilan ¢esitli kimyasallarla birlikte hiicre kiiltiirii i¢in uygun
olmayan kosullarin ortaya c¢ikmasina sebep olabilmektedir.
Kiiltiirlerin ~ saklanmas1 asamasinda kullanilan sivi  azot
mikoplazmalarin yayilma nedenleri arasinda gdsterilmektedir.
Mikoplazmalar kriyoprezervasyon olmadan bile ortamda
bulunabildikleri igin o ortamda tutulan hiicre Kkiiltiirlerini
kontamine edebilmektedir (Bielanski ve Vajta, 2009).

Mikrobiyal kontaminasyonu onleyebilmek i¢in hiicre
kiiltirii ortamina antibiyotik ilavesi yapmak laboratuvarlarda
tercih edilen bir uygulamadir. Ancak asir1 antibiyotik kullanimi
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sonucunda direncli tiirler gelisebilmekte veya antibiyotigin etki
etmedigi tiirler gizlenerek kiiltlirii kontamine edebilmektedir
(Nikfarjam ve Farzaneh, 2012).

2.3. Fiziksel Kontaminasyon Nedenleri

Hiicre kiiltiiri olusturulurken kullanilmakta olan fiziksel
ekipmanlar veya yontemler de kontaminasyona yol
acabilmektedir. Kiiltiir kaplarinin  diizgiin  kapatilmamasi
sonucunda kontaminantlar giris yapabilmektedir. Kapaklarin
1slanmast sonucunda ise filtre etkinligini koruyamayacag igin
risk faktorli haline gelecektir. Pipetler, aspiratorler, santrifiijler,
inkiibatorler ve buzdolaplar1 kontaminantlarin bulunabilecegi
ekipmanlar olarak goriilerek onlemler alinmalidir. Laboratuvar
ortaminda c¢alisan kisiler de potansiyel olarak kontaminasyon
tehlikesi olusturmaktadir. Deri dokiintiileri ve agiz florasindan
bulagsmalar en yaygin bulas kaynaklar1 olarak bilinmektedir.
Ayrica bireysel olarak tasmman hastalik etkenleri de ortama
bulasabilmektedir. Laboratuvara alinan malzemelerin fiziksel
kontrolii, laboratuvarin temizligi, eldiven kullanma hassasiyeti ve
aseptik teknigin uygulanmasi bu riskleri en aza indirecektir
(Cornish ve ark., 2021). inkiibatérlerin igerisinde yer alan fanlarla
birlikte mikroorganizmalarin ortama yayilma ihtimali s6z konusu
olabilmektedir. Ayrica uygun olmayan sterilizasyon tekniklerinin
uygulanmast ve malzeme depolamasinda hatali alanlarin
kullanilmast da o6nemli kontaminasyon kaynaklari olarak
goriilmektedir (Nikfarjam ve Farzaneh, 2012).

2.4. Capraz Kontaminasyon

Arastirma yapilan laboratuvarda ayni anda kullanilan
birden fazla hiicre hatt1 varsa, bu kiiltiir ortamlar1 arasinda ¢apraz
kontaminasyon meydana gelebilmektedir. Hiicre hatlarinin ayni
tiirin farkli hiicre tipleriyle veya baska bir tiirlere ait hiicrelerle
kontaminasyonu yaygin bir sorundur (Huang ve ark., 2017).
Farkli hiicrelerin bir arada kiiltiirlinlin yapilmasi, hiicrelerde
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genotipik ve fenotipik farklilasmaya yol acabilmektedir
(Geraghty ve ark., 2014). Capraz kontaminasyon, uygulanan
tekniklerdeki hatalar, reaktiflerin paylasilmasi, dondurma/¢6zme
protokollerindeki aksakliklar, sterilizasyonun dogru
uygulanmamasi gibi durumlardan ortaya ¢ikabilmektedir. Sekil
4’te olas1 nedenler siralanmaktadir:

Sekil 4. Capraz Kontaminasyonun Olasi1 Nedenleri

Bir hiicre hattinda
kullanilan pipetin
yeniden kullanilmasi

Dondurulmus yanhs
hiicre hattinin
¢ozdirilmesi

Uygulanan
protokollerde
yapilan hatalar

Reaktiflerin diger
laboratuvarlarla
ortaklasa

kullaniimasi

Sterilizasyon
yontemlerindeki
aksakliklar

Diger
laboratuvarlardan
alinan test
edilmemis
hiicrelerin
kullanilmasi

Hicre hatti ve
reaktiflerin
etiketlemelerinde

hata yapilmasi

Ayni anda birden
fazla hiicre hatti ile
caligilmasi

Capraz kontaminasyonlarin ortaya ¢ikmamasi igin ¢esitli
onlemler alinabilmektedir bunlar:

- Aynt anda birden fazla hiicre hattinin kullanimi
engellenmelidir.

- Eger ayn1 anda birden fazla farkli hiicre hatt1 kullanilmasi
gerekiyorsa; hiicre hatlari ayn1 anda agik birakilmamali,
hiicre hatlar1 arasinda ortak besiyeri ve pipet
kullanilmamalidir.
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Besiyeri ve reaktifler baska laboratuvarlarla ortaklasa
kullanilmamalidir.

Ortamda kirlilik belirtegleri goriildiigli anda hemen
silinmeli, %70’lik alkol ile temizlenmelidir.

Mikroskop ile hiicre hatlarinin incelemesi sirasinda
hicrelerdeki morfolojik 6zelliklerde degisiklikler varsa
mutlaka belirtilmelidir (Freshney, 2006).

3. KONTAMINASYONU BELIiRLEME
YONTEMLERI

Hicre hatlarinda meydana gelen kontaminasyonlarin

belirlenmesinde laboratuvarlarda pek ¢cok yontem gelistirilmistir.
Bu yontemler asagida bagliklar halinde siralanmaktadir.

pH degisimi ile kontaminasyonun belirlenmesi: Kultlr
ortaminda bakteriyel veya fungal bir kontaminasyon s6z
konusuysa ortamin pH’inda degisim meydana gelir.
Kiiltiir ortamindaki bulaniklagma kontaminasyonun ileri

asamalarinin habercisi olmaktadir (Mahmood ve Ali,
2017).

Rutin mikroskobik gozlem: Hiicrelerin diizenli
araliklarla gozlenmesiyle birlikte kontaminantlarin erken
tespiti s6z konusu olabilmektedir. Bakteriyel ve fungal
kontaminasyonlar bu sekilde belirlenebilmektedir.
Stiphelenilen kiiltiirlerde kontaminasyonu gosterebilmek
adina boyama tekniklerine basvurulabilmektedir (Nims ve
Price, 2017).

Mikrobiyolojik  koloni  testi: = Mikoplazmalarin
olusturduklar1 koloniler agar yiizeyinde rahatlikla tespit
edilebilmektedir. Sahanda  yumurta  gOriiniimlii
kolonilerin belirlenmesi ile kontaminasyon netlestirilmis
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olmaktadir. Farkli bakteriyel ve fungal bulasmalar
sonucunda da benzer sekilde olusan kolonilerin
sekillerinden kontaminasyon sebebi 0lan organizma tespit
edilebilmektedir. ~ Yorumlanmas:  sirasinda  uzman
gorlisiine ihtiyag duyulmaktadir, ayrica inkiibasyon
sliresinin uzun olmasi da dezavantajli bir yontem olarak
goriilmesine neden olmaktadir. Hassas ve ekonomik bir
referans yontem olmasi bu uygulamanin avantaji olarak
goriilmektedir (Drexler ve Uphoft, 2002).

Boyama yontemleri: Gram boyama, aside direngli
boyama, fungal boyama, Hoechst boyama, immiin
boyama ve floresans boyama (Sekil 5) gibi yontemler ile
mikroorganizmalarin tespiti saglanabilmektedir (Drexler
ve ark. ,1994; Rottem ve ark., 2012).

Sekil 5. Mikoplazma ile kontamine olmus 6karyotik hiicrelerin

Floresan DNA boyasi ile boyanarak incelenmesi

Kaynak: (Rottem ve ark., 2012)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi:
Floresan mikroskopisi ve liiminometre kullanilarak ATP
iretiminin saptanmasina dayali analiz yOntemleridir.
Sonuglar hizlica elde edilebilmektedir.
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Immiinolojik testler: ELISA testleri, immiin boyama ve
plirin analoglari ile sitotoksisite testleri duyarliliklar: daha
az olsa da uygulanan yontemler arasinda yer almaktadir.
Son yillarda bu yontemlerin tercih edilme orani azalmistir
(Uphoff ve Drexler, 2014).

Endotoksinlerin belirlenmesi: Membran bileseni olan
endotoksinler canli bakterilerden ya da bakterilerin
parcalanmasindan ortama salinmaktadir. Endotoksinler
pirojeniktir ve depirojenizasyon i¢in otoklavlama tek
basina yeterli olmamaktadur. {1k baslarda pirojenite testleri
icin tavsan deneyleri uygulansa da yeni ydntemlerin
gelistirilmesiyle birlikte jel-clot gibi daha kolay ve hizli
yanit veren testler gelistirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Klasik yontemlere
ek olarak kullanilabilmektedir. Son derece hassas,
spesifik, hizli, maliyet olarak uygun olmasi avantajlari
arasinda sayilabilmektedir. Dondurulmus 6rneklerde bile
etkili olmasindan dolay1 tercih edilen bir ydntemdir
(Drexler ve Uphoff, 2002). Bu yontem ile bakteriyel,
fungal veya viral bulag olmasi fark etmeksizin
kontaminasyon kesin olarak belirlenebilmektedir (Nims
ve Price, 2017).

STR profilinin belirlenmesi: DNA'nin kisa tandem
tekrarlar1 (STR) araciligiyla profillenmesi ilkesine
dayanmaktadir. STR pargaciklarini tespit etmek i¢in PCR
ile  amplifikasyonu  takiben jel  elektroforezi
kullanilmaktadir. Bdylelikle hiicre hattinin = kimlik
dogrulamas1  referans veri tabami  kullanilarak
yapilabilmektedir (Korch ve ark., 2012).

Diger molekiiler teknikler: Hiicre hatlarinda meydana
gelen kontaminasyonlar1 belirlemek i¢in Giemsa-bantli
karyotipleme, izoenzim analizi, molekiiler ve serolojik
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testler, DNA  parmak izi  gibi  yOntemler
kullanilabilmektedir (Routray ve ark., 2016). Izoenzim
ornekleri elektroforetik ozelliklere gore ayrilarak tiir
kimligini dogrulayan karakteristigi olusturabilmektedir.

4. KONTAMINASYONUN ELIMINASYONU

Eliminasyon yontemleri genellikle zaman alan islemler
olarak goriilmektedir. Ancak kolay uygulanan, hizli, giivenilir ve
ekonomik eliminasyon yontemleri hiicre kaybinin Oniine
gecebilmektedir. Bu yontemlerin kesin basar1 vadetmedigi
bilinmelidir.

Bazi uygulamalarda 1sinlar (gamma, Uv)
kontaminasyonun fiziksel eliminasyonu amaciyla
kullanilabilirken, yontemin orijinal hiicre hattina zarar verme
thtimali de mutlaka g6z oniinde bulundurulmalidir (Shiratori ve
Kiss, 2018). Otoklav gibi basingli 1s1 ortaminda da eliminasyon
uygulanabilecegi gibi 1siyla bozulma 6zelligi olan besiyerlerinde
yontem filtrasyon ile saglanabilmektedir. Ayn1 zamanda bu
filtrasyon oOzelligi laboratuvar ve biyogiivenlik kabininin
igerisindeki havanin filtrelenmesinde de uygulanmali, bdylece
aerosol bulagmalarinin da 6niine gegilmelidir.

Kimyasal eliminasyon ydntemleri arasinda deterjanlara
maruz birakma, eter kloroform ile yikama gibi prosediirler tercih
edilebilmektedir. Dekontaminasyon yontemlerinin
uygulanabilecegi prosediirlere dair ornekler Tablo 2’de yer
almaktadir.
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Tablo 2. Kontaminasyonun eliminasyonu i¢in farkh prosediir

onerileri
Fiziksel Kimyasal Iimmiinolojik Kemoterapotik
Prosedurler Prosedurler Prosedurler Prosedurler
Isil islem Deterjanlara maruz =~ Makrofajlarla Antibiyotik tedavisi
birakma kltirleme
Filtrasyon Eter-kloroform ile = Antimikoplazma Antibiyotik tedavisine
yikama serumlari ile ilave hiperimmiin
kltirleme serum uygulamasi
Isinlar ile hiicre = 6-metilpurin Hucre klonlama
hasarmin deoksiribozidde
indiiklenmesi kiltirleme

Kaynak: (Drexler ve Uphoff, 2002)

Kiiltlir ortamlarinda ortaya ¢ikan kontaminasyonlarda ise
fiziksel ve kimyasal prosediirler uygulanamiyorsa immiinolojik
prosediirler uygulanmalidir. Ortamda bulunan bulas kaynaklarini
uzaklastirmak i¢in makrofajlarla kiiltiirleme, antimikoplazma
serumlarinin ilavesi yapilabilmektedir. Bu asamada ¢apraz
kontaminasyon riski bulunuyorsa dikkatli olunmalidir.

Kemoterapdtik uygulamalar, kiiltiir ortami kontamine
oldugunda antibiyotik ilavesiyle saglanabilmektedir.
Antibiyotiklerin tek basina yeterli olmamasi durumunda
antibiyotikle birlikte hiperimmiin serum takviyesi de
saglanabilmektedir.

Kiiltiir ortaminin kontamine olup olmadigi diizenli
gozlemler ve olgiimler ile belirlenebilmektedir. Kontaminasyon
goriildiigiinde diger kiiltiirlere yayilmadan o6nce mutlaka
eliminasyon prosediirleri uygulanmalidir. Uygulamalarin her
birinin farkli bir durumun ortaya ¢ikmasina sebep olacagi da
(6rnegin, antibiyotige direngli mikroorganizma olusmasi) goz
onilinde bulundurulmalidir (Freshney, 2006).

5. KONTAMINASYONUN ONLENMESI

Hicre Kiltiri  galigmalarindaki en 6nemli kisim
hiicrelerin kontamine olmadan, fizyolojik sapmalar gostermeden
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aragtirmayl yiriitebilmektir. Kontaminasyonu Onleyebilmek
adina atilabilecek en dogru adim bilingli, egitimli, dikkatli
personel ile ¢caligmaktir. Kontaminasyonun erken agsamada tespit
edilmesi; diger hiicre hatlarin1 ve kullanilan kimyasallar1 riske
atmadan Oniine geg¢ilmesi agisindan 6nemlidir (Stacey, 2011).

Kiiltiirii  olusturulurken kullanilan kimyasal maddeler
potansiyel kontaminasyon tasiyicisi olarak diisiiniilmelidir.
Kullanilan malzemelerin 6zelliklerinde yazan sterilizasyon
gereklilikleri mutlaka yerine getirilmelidir. Zaruriyet sebebiyle
sterilize edilemeyen iirlinlerin risk olusturacagr goz Oniinde
bulundurularak ¢alismaya devam edilmelidir. Serumlar ve
kimyasal reaktifler deneyden 6nce her zaman sterilite agisindan
test edilmelidir. Her zaman iiretici tarafindan sterilize edilmis
kiiltiir kaplar1 tercih edilmelidir (Phelan ve ark., 2015).

Antibiyotik kullaniminin siirekli olmasi aseptik teknigin
zayiflamasina, mikroorganizmalarda antibiyotik direngliligine ve
bazi Okaryotik hiicresel siireglerin engellenmesine sebep
olabilmektedir. Ayrica mikoplazma gibi hiicre duvari1 bulunmayan
tiirlerde penisilin ve sefalosporin gibi hiicre duvarini inhibe eden
antibiyotiklerin  etkili ~ olmayacagt da g6z  Onilinde
bulundurulmalidir. Dekontaminasyon islemi kontaminasyonun
ortadan kaldirilmasinda son ¢are olarak goriilmelidir. Clnki bu
yontemin kullanilmas1 da direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. (Freshney, 2006)

Kontaminasyonlarin 6nlenmesinde asagida yer alan
basamaklar takip edilebilir (Drexler ve Uphoff, 2002; Stacey,
2011):

- Biyogiivenlik kabinleri laboratuvarin ana hava akim
noktalarindan uzaga yerlestirilmeli, atik toplama alanlari
temiz alanin uzaginda tutulmali, mikroorganizmalarla
caligma yapilacak ise bunlar temiz hiicre kiiltiiri
ortamindan ayr1 bir yere konumlandirilmalidir.
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Biyogiivenlik  kabininin  igerisine  alinacak  sarf
malzemeler ve cihazlar sterilize edilmelidir. Hiicre kiiltiirii
amactyla uygulanan islemlerin higbiri biyogiivenlik
kabini diginda yapilmamalidir.

Biyogiivenlik kabininin kirlenmesi durumunda Once
temizlik  yapilmali, ardindan UV sterilizasyonu
saglanmalidir.

Laboratuvarin havalandirma sisteminde HEPA filtreler
kullanilmalidir.

Kiiltiir ortaminda kontaminasyon goriilmesi durumunda
hangi kiiltiirlerin etkilendigi, farkli hiicreler iizerinde bir
etkide bulunup bulunmadigi, yakin zamanda degisen sarf
malzemesinin ~ olup  olmadigi  tespit  edilerek
raporlanmalidir.

Acilmis olan tiim kontamine kiiltlrler ve iligkili
besiyerleri atilmalidir.

Dolaplar, inkiibatorler, inkiibatorde yer alan su tepsileri
diizenli  olarak  kirlilik  belirtegleri  agisindan
incelenmelidir.

Yeni hiicre hatlarina kalinti kontaminasyonun ge¢cmesi
engellenmelidir. Bu amagla isleyisi durdurmak ve detayli
laboratuvar temizligi yapmak gerekmektedir.

Yeniden hicre  kiltird  siirecine  baslandiginda
kontaminasyonun tamamen ortadan kalktigindan emin
olmak icin dikkatli bir goézlem yapilmalidir. Siipheli
durumlar hizlica rapor edilmelidir.

Mikroorganizma tarama prosediirleri diizenli araliklarla
tekrarlanmalidur.
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- Laboratuvar ortaminda yeme, igme, makyaj yapma gibi
kontaminasyona sebep olabilecek aktiviteler
engellenmelidir.

6. SONUC

Hiicre kiltiirli ¢alismalari, hiicresel siiregleri anlamamizi
saglayan 6nemli calismalardir. Hayvan testlerine alternatif olarak
kullanilabilmekte ve arastirma gelistirme siireclerine olanak
tanimaktadir.  Kiiltiirlerin  biyolojik, kimyasal ve fiziksel
kontaminasyonlar1 ile c¢apraz kontaminasyonlari, yiiriitiilen
calismalarin basarisiz sonuglanmasina neden olabilmektedir. Bu
calismada olas1 riskler ile kontaminasyonun belirlenmesi,
eliminasyonu ve onlenmesi i¢in gereken yontemler bir arada
sunulmustur.

Kontaminasyonun, hiicre kiiltlirii caligmalarina biiyiik
zararlar verebilecek ve laboratuvarlarda her an karsimiza
cikabilecek bir durum oldugu unutulmamalidir. Arastirma siiresi
boyunca ¢alisilan hiicre hatlarinin morfolojik ve fizyolojik
yapisinin iyi taninmasi, olas1 kontaminasyon risk faktorlerinin
tespit edilmesi, riskin en aza indirilmesi i¢in alinmasi gereken
onlemler ve kontaminasyon durumunda hangi yontem ile elimine
edilebilecegi hususlarina 6zen gosterilmelidir. Calisanlarin hiicre
kalturd konusunda alacaklar1t egitimler, laboratuvar ortaminin
kontaminasyon yiikiiniin azaltilmasi, hiicre kiiltiiriinde
kullanilacak kimyasallarin ve cihazlarin yer alacagi siiregler
titizlikle takip edilmelidir.
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LEAF DEVOUR PESTS OF MULBERRY
(Morus spp.)
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1. INTRODUCTION

The practice of rearing silkworms to produce silk is called
sericulture, This agro-based sector entails several tasks and is a
significant rural industry in India. With a history dating back to
the 18th century, India is currently the second-largest silk
producer globally. Sericulture provides livelihood support to over
7 million people, primarily in rural areas, with major sericulture
hubs located in Karnataka, Andhra Pradesh, Tamil Nadu, and
West Bengal. India produces four varieties of silk - Mulberry,
Tasar, Eri, and Muga -with mulberry accounting for
approximately 70% of total production. The Indian government
has initiated various programs to promote sericulture, including
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the National Sericulture Mission, to enhance silk production,
improve quality, and increase exports. As a result, India’s
sericulture sector has witnessed steady growth, contributing
significantly to the country’s rural economy and textile heritage.

The mulberry leaf (Morus spp.) is the exclusive natural
food source for the silkworm, Bombyx mori L. Mulberry is a
perennial, evergreen crop that thrives in diverse soils and
conditions, including rainfed and irrigated environments, and can
be cultivated in row, pit, hedge, or avenue tree systems. To date,
over 300 insect and non-insect species have been identified as
mulberry pests, infesting the crop at varying intensities during
different stages and seasons. The composition of arthropod pests
and resultant damage vary according to agro-climatic conditions,
crop diversity, and regional farming practices. In India, mulberry
is susceptible to infestation by numerous organisms due to its
rapid growth and lush foliage. To date, over 300 insect and non-
insect species have been identified as mulberry pests, infesting
the crop at varying intensities during different stages and seasons.
The composition of arthropod pests and resultant damage vary
according to agro-climatic conditions, crop diversity, and
regional farming practices Key insect pests affecting mulberry
belong to the following orders: Hemiptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Thysanoptera, Orthoptera and Isoptera. Pest flare-ups
on mulberry are often triggered by a combination of factors,
including climatic changes, agricultural practices, and ecosystem
imbalances. Excessive rainfall, drought, or temperature
fluctuations can weaken mulberry plants, making them more
susceptible to pest attacks. Improper irrigation, fertilization, and
pruning practices can also contribute to pest infestations.
Additionally, the widespread use of broad-spectrum pesticides
has led to the development of pesticide-resistant pest populations
and disrupted beneficial insect communities. Monoculture
farming practices, lack of crop rotation, and poor sanitation
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further exacerbate pest issues. Moreover, introduction of exotic
pest species through international trade and human movement has
increased the risk of pest invasions. Climate change has altered
pest dynamics, enabling some species to thrive and spread more
rapidly.

Finally, inadequate pest monitoring and management
practices, coupled with limited farmer awareness and training,
perpetuate pest problems, ultimately threatening mulberry
productivity and sericulture sustainability. 1. Climatic changes, 2.
Agricultural practices (irrigation, fertilization, pruning), 3.
Ecosystem imbalances, 4. Pesticide misuse and resistance, 5.
Monoculture farming, 6. Poor sanitation, 7. Exotic pest
introductions, 9. Inadequate pest monitoring and management,
10. Limited farmer awareness and training. Keeping in view the
importance of sericulture in India Understanding these pests is
crucial for effective management strategies to ensure healthy
mulberry cultivation and sustainable sericulture practices.

2. THE BIOLOGY AND MANAGEMENT OF
IMPORTANT PESTS OF MULBERRY

2.1.Mulberry Leaf Roller (Diaphania pulverulentalis)

The mulberry leaf roller, Diaphania pulverulentalis
(Hampson), is a significant pest infesting mulberry plantations in
Karnataka, Andhra Pradesh, and Tamil Nadu, causing substantial
economic losses to sericulturists.

Distribution and Period of Occurrence

The pest is observed after the onset of monsoon (June to
February), with peak infestation during September to November.
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Symptoms and Nature of Damage

Early-stage larvae create a silken web among apical
leaves, feeding by scraping tissue.

As larvae grow, they roll up tender leaves, consuming
entire leaves except midrib and veins.

Distributed larvae move among webbed leaves, soiling
lower leaves with fecal matter.

Life Cycle

Fecundity: 80-150 eggs

Egg period: 3-4 days

Five larval instars; total larval period: 12-15 days
Pupal period: 7-9 days

Adult longevity: 8 (male) and 11 (female) days
Life cycle completion: 17-24 days

Management
Mechanical Control

1. Clip-infested portions; collect and destroy them
polythene bags or buckets with 0.5% soap solution.

2. Top clipping (apical bud and next leaf) and burning
apical tips when silkworms are in IV moult.

3. Flood irrigation and deep ploughing to kill pupae.

4. Use light traps to attract and kill adults.

Chemical Control

1. Foliar application of 0.076% DDVP (Dichlorvos)
76% EC, 10 days after pruning/leaf harvest.

2. Commercial neem pesticide (0.03% AZ) with 10-day
safe period.

3. Spray insecticides during evening hours.
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Biological Control

1. Release pupal parasitoid Tetrastichus howardi (@
50,000 adults/acre).

2. Release Trichogramma chilonis — an egg parasitoid
(@ 1 Trichocard/week).

2.2. Bihar Hairy Caterpillar (Spilarctia obliqua
Walker) Symptoms

- Newly hatched larvae congregate on the lower surface of
leaves, scraping and feeding on green matter, leaving
only the veinal network.

- Mature larvae disperse, feeding on entire leaves, except
midrib and veins, causing bare branches in severe
attacks.

Occurrence

Incidence of Bihar hairy caterpillar, S. obliqua in
mulberry starts with the onset of monsoon. It occurs throughout
the year in certain pockets. Peak infestation is seen from March
to April and July to November.

Life Cycle

- Eggs: 1000-1200

- Incubation period: 5-7 days

- Larval period: 28-30 days

- Pupal duration: 12-14 days

- Life cycle completion: 45-51 days

Management
Mechanical/Physical

1. Regularly =~ monitor  mulberry  gardens  and
collect/destroy egg masses and young caterpillars.
2. Deep ploughing and flood irrigation to kill pupae.
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3. Create trenches around the plot to prevent caterpillar
migration. Fill trenches with poisonous baits (see
preparation below).

Bait preparation

- Dissolve 2 kg jaggery in 1 liter water.
- Add 20-25 kg sawdust/wheat bran + 3 liters water.
- Add 250 ml Nuvacron; mix well and ferment for 1 day.

Chemical

1. Spray 0.15% DDVP (2 ml/1 liter water) to Kkill
caterpillars.
2. Safety period: 15 days.

Biological

1. Release pupal parasitoid Tetrastichus howardi (@
50,000 adults/acre).

2. Release Trichogramma chilonis — an egg parasitoid
(@ 1 Trichocard/week).

2.3. Cutworm (Spodoptera litura)
Description

Spodoptera litura is a widely distributed, polyphagous
pest that infests mulberry plants.

Occurrence The cutworm incidence occurs from August
to February, mainly in winter season.

Life Cycle

- Eggs: Laid in clusters of 200-300 on lower leaf
surfaces, covered in brown hairs.

- Egg hatch: 4-5 days.

- Larvae: Cylindrical, pale greenish-brown with gray
dorso-ventral bands; nocturnal.

- Larval period: 15-22 days.
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- Pupation: In soil, within an earthen cell.
- Adult emergence: 15-20 days.
- Total life cycle: 30-40 days.

Seasonal Occurrence
August to February, with peak severity during winter.
Damage

- 40-50% crop loss during peak season.

- Cutworm caterpillars attack young mulberry shoots,
cutting them off.

- Leaves are voraciously consumed.

Management

1. Light traps: Attract and kill adults.

2. Egg mass collection: Destroy to prevent hatching.

3. Poison baits: Wheat bran mixed with insecticide;
attract larvae during dusk hours.

4. Deep ploughing: Expose pupae.

5. Chemical control: Spray Nuvan 0.05% during evening
hours; 7-day safe period.

Biological Control

- Natural parasitization by Apanteles sp. and Chelonus
sp.
2.4. Wingless Grasshopper (Neorthacris acuticeps
nilgirensis)
Description:
Neorthacris acuticeps nilgirensis Uvarov (Orthoptera:
Acrididae) is a significant pest in rainfed mulberry plantations,

particularly in black cotton soils of Mysore and Chamarajanagar
districts, Karnataka.
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Infestation and Damage

Infestation rate: 8-95%

Host range: Mulberry, sunflower, ragi, groundnut,
beans, potato, jowar, etc.

Period of occurrence: Monsoon and post-monsoon
periods (October peak)

Symptoms: Nymphs and adults feed on sprouting
buds, leaves, and green bark, causing defoliation

Life Cycle

Adults: Light green, gravid females lay 6-8 egg pods
in loose soil (2-3 cm depth)

Eggs: 8-18 per pod, hatch in 28-31 days

Nymphs: 8 instars, 90-95 days; straw-coloured (I-111
instars) then light green

Females: Larger, live 45-60 days

Life cycle completion: 163-186 days

Management Practices

1.

Mechanical control: Sweep grasshoppers with insect
nets on bunds and infested crops.

Cultural control: Trim bunds after the first monsoon
rains to expose egg pods.

Deep ploughing: Expose egg pods to the sun and
natural enemies after the monsoon.

Chemical control: Spray Nuvan 0.05% on bunds and
infested crops.

Safety precaution: Avoid harvesting grass or mulberry
leaves for 8-10 days to prevent residual toxicity.
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2.5.May and June Beetles/Cock Chafer Beetles
(Holotrichia serrata)

Description

Holotrichia serrata (Coleoptera:  Melolonthidae),
commonly known as May and June beetles, are pests that infest
mulberry gardens.

Life Cycle

- One-year life cycle

- Adult reproductive flights: May-August

- Eggs laid individually in earthen balls of soil

- Larval development (three instars): one year

- Overwintering stages: second or third instar grubs

Damage and Symptoms

- Adult beetles swarm into mulberry gardens at night,
devouring foliage and leaving only stems.

- Serious pest in Banur, Malavally (Karnataka),
Udumalpet (Tamil Nadu), and Marayoor (Kerala).

Management

1. Light traps: Collect adult beetles in containers with
kerosene and water during night time.

2. Soil application

- 0.2% Malathion or Chlorpyrifos dust in white grub
areas.

3. Foliar application

- 0.2% DDVP (2.63 ml/liter water; 17-day safety
period)

- 0.2% Neem oil (2 ml/liter water; 12-day safety period)
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2.6.Weevils
Description

Thirteen weevil species damage mulberry, with
Myllocercus dentifer, M. discolor, M. viridanus, and M. dorsatus
being common pests in southern sericultural dry zones of
Karnataka.

Damage and Symptoms

- Adults: Feed on foliage, creating irregular serrated
margins.
- Grubs: Scrape and feed on rootlets and roots.

Period of Infestation
Maximum infestation occurs from July to October.
Management

- Spot application of Dieldrin 1.5% (@ 10-12 kg/ha)
before planting cuttings provides effective protection
against severe grub infestation.

2.7.Molluscan Pests of Mulberry

Mulberry is susceptible to damage from snails and slugs,
particularly in areas with high relative humidity and organic soil
content.

Snail Species Infesting Mulberry

- Giant African snail (Achatina fulica fulica Bowdich)
- Land snail (Rachis punctatus Anton)

- Ariophanta bistrialis (Beck.)

- Cryptozona semirugata (Beck.)

- Machrochlamys pedina (Benson)

- Indoplanorbis exustus (Deshayes)

- Pilaglobosa

- Cochliopa sp.
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Giant African Snail (Achatina fulica Bowdich)

Major pest in Bangalore Rural, Ramanagaram,
Mandya, and Tumkur districts of Karnataka

Native to East Africa, introduced to India in 1847 as a
food source

Now widespread in India, affecting various crops,
including mulberry

Damage to Mulberry

Snails feed on tender leaves, stem, and bark

Infested leaves have circular holes

Affected plants show stunted growth, reducing leaf
yield and quality

Silkworms consume less when fed snail-infested
leaves due to mucus secretion

Management

1.

Sanitation

Periodically clean drains, canals, and river banks near
mulberry gardens

Deep ploughing
Manual picking and destruction
Snail Control

Keep hiding places dry using lime, ash, salt, or
sawdust

Use metaldehyde pellets (2.50%) near hiding places
Spray 4% salt solution near hiding places
Baiting

Papaya + methomyl (Lannate) poison bait
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CONCLUSION

Mulberry leaf devouring pests pose a significant threat to
sericulture sustainability, causing substantial yield losses and
economic consequences. Understanding the biology, damage
symptoms, and economic impact of these pests is crucial for
developing effective management strategies. This chapter has
provided a comprehensive overview of the major leaf-devouring
pests of mulberry, including their biology, damage patterns, and
economic implications. The Integrated Pest Management (IPM)
strategies outlined in this chapter, encompassing cultural
practices, biological control, and chemical control, offer a holistic
approach to mitigating pest damage.

Key Takeaways

1.

Effective pest management is critical for ensuring
mulberry productivity and sericulture sustainability.
IPM strategies can significantly reduce pest damage
and promote eco-friendly sericulture practices.
Continuous monitoring and research are necessary to
develop resistant cultivars and innovative pest
management techniques.

Future Directions

1.

Development of climate-resilient mulberry cultivars
with built-in pest resistance.

Exploration of novel biological control agents and
biopesticides.

Integration of precision agriculture techniques for
optimized pest management.

Recommendations

1.

Sericulture practitioners should adopt IPM strategies
to minimize pest damage.
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Policy makers should prioritize funding for research
on mulberry pest management.

Stakeholders should promote awareness and training
programs for sustainable sericulture practices.
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