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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Scenedesmus obliqguus MIKROALGININ GELISIMINDE STRIGOLAKTON
HORMONUNUN OLASI ETKILERI

Seran KIRKINCI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Giilriz BAYCU KAHYAOGLU

Niifus artis1 ve iklim degisikligi nedeni ile farmasdtik ve biyoyakit gibi alanlarda kullanilan
hammadde ihtiyac1 da artis gostermektedir. Mikroalgal hiicre sayisinin hizli artmasi, lipid,
protein ve karbonhidrat gibi 6nemli metabolitlerin bol miktarda bulunmasi ve biyokiitlelerinin
tamaminin kullanilabilmesi 6nemli parametrelerdir. Hammadde ihtiyacinin karsilanabilmesi
icin mikroalgal biiylime, gelisme ve metabolit miktarinda artis ile ilgili ¢esitli calismalar
strdiiriilmektedir. Fitohormonlar, yiiksek bitkilerin ve mikroalglerin biiylime ve gelisiminde
etkili olan metabolitlerdir. Eksojen fitohormon uygulamasimin mikroalgal hiicre sayisi,
biyokiitle verimliligi, lipid, protein ve karbonhidrat gibi metabolit arttisina katki sagladigi
cesitli calismalarda belirtilmistir. Abiyotik stres kosullarinda yetistirilen bazi mikroalg
kiltiirlerinde total lipid ve yag asidi igeriklerinde artig varken; hiicre sayisi, biyokiitle miktar
ve fotosentez performansi azalabilir. Eksojen fitohormon uygulanmis mikroalg kiiltlirlerinde
ise bu indirgenmelerin olmadig1 ve dolayisi ile endiistriyel liretim maliyetlerinin azaldig: ifade
edilmistir. Bu nedenle, endiistriyel agidan 6nemli metabolitlerin Uretimini arttirmak amaciyla
mikroalglere uygulanan eksojen fitohormonlarla ilgili caligmalar biiylik 6nem tagimaktadir.

xii



Bu arastirmada, strigolakton (SL) hormonunun Scenedesmus obliquus mikroalg kulturine
eksojen olarak uygulanmasi ve algal biyokiitle ile lipid iceriginin artirilmasi amaglanmaistir.
SL'nin sentetik formu olan GR24 farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanmistir. Hormon
uygulamalarindan sonra S. obliquus hiicre sayisi, biyokiitle miktari, klorofil ve yag asidi
igeriginde artiglar gozlenmistir. GR24’in yag asidi igeriklerine etkisi GC-MS (Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) 6lciimleriyle belirlenmistir. Ozellikle 10® M GR24
uygulamasinin total yag asidi igerigini kontrol grubuna gore 1,37 kat artirdig1 saptanmustir.

Tez ¢alismamizdan elde edilen verilerin 15181nda, S. obliquus’un biiylime ve gelisiminde GR24
hormonunun etkili oldugu ve gelecekte yapilacak daha detayli arastirmalara zemin
olusturabilecegi diisliniilmektedir.

Agustos 2021, 86 sayfa.

Anahtar kelimeler: Biyokutle, Pigment, Scenedesmus obliquus, Strigolakton, Yag asidi
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

POSSIBLE EFFECTS OF STRIGOLACTONE HORMONE ON THE
DEVELOPMENT OF THE MICROALGAE Scenedesmus obliquus

Seran KIRKINCI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Giilriz BAYCU KAHYAOGLU

Due to population growth and climate change, the need for raw materials used in areas such as
pharmaceuticals and biofuels is also increasing. The rapid increase in the number of microalgal
cells, the abundance of important metabolites such as lipids, proteins and carbohydrates, and
the use of their entire biomass are important parameters. VVarious studies on microalgal growth,
development and increase in the amount of metabolites are carried out in order to meet the raw
material need. Phytohormones are metabolites that are effective in the growth and development
of higher plants and microalgae. It has been stated in various studies that exogenous
phytohormone application contributes to the increase in the number of microalgal cells, biomass
productivity, metabolites such as lipid, protein and carbohydrate. While there was an increase
in total lipid and fatty acid contents in some microalgae cultures grown under abiotic stress
conditions; number of cells, amount of biomass and photosynthesis performance may decrease.
It has been stated that there is no such reduction in microalgae cultures treated with exogenous
phytohormones, and therefore industrial production costs are reduced. Therefore, studies on
exogenous phytohormones applied to microalgae in order to increase the production of
industrially important metabolites are of great importance.
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In this research, it was aimed to increase algal biomass and lipid content by exogenous
application of strigolactone (SL) hormone to Scenedesmus obliquus microalgae culture. GR24,
the synthetic form of SL, was applied at different periods and concentrations. After hormone
treatments, increases were observed in the cell number, biomass amount, chlorophyll and fatty
acid content of S. obliquus. The effect of GR24 on fatty acid contents was determined by GC-
MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) measurements. It was determined that
especially 10°® M GR24 application increased the total fatty acid content 1.37 times compared
to the control group.

In the light of the data obtained from our Thesis study, it is thought that the GR24 hormone is
effective in the growth and development of S. obliquus and may form the basis for more detailed
research in the future.

August 2021, 86 pages.

Keywords: Biomass, Pigment, Scenedesmus obliquus, Strigolactone, Fatty Acid
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1. GIRIS

Biyodizel, gida, ilag Uretimi ve atik aritimu ile ilgili endiistriyel alanlarda mikroalg kullaniminin
artis gosterdigi dikkat cekmektedir (Sekil 1.1). Ozellikle petrol gibi yenilenebilir olmayan fosil
yakitlarin yerine gecebilecek biyoyakit iiretimi ile ilgili birgok ¢aligma yapilmaktadir. Bu ve
benzeri alanlarda mikroalglerin tercih edilmesinin en 6nemli nedenlerinden biri ¢ok hizli
biiyiimeleri ve ti¢ ana bilesik olan, lipid, karbonhidrat ve protein molekdllerini blinyelerinde bol
miktarda bulundurmalaridir. Ticari olarak 6nemli olan bu molekiilleri igermelerinden dolay1
fitoremediasyon, biyoyakit, nutrasotik, farmasotik ve gida endiistrisinde kullanimlari artmistir

(Matich ve dig., 2018).

Sekil 1.1: Mikroalglerin endiistriyel alanlarda kullanimi (Aishvarya ve dig., 2015).



Bilimsel arastirmalarda mikroalglerin kullaniminin artmasindaki baslica nedenler: yuksek
fotosentez verimlilikleri, atik sularda azot ve fosfor gibi maddeleri kullanabilmeleri, abiyotik

strese kars1 direng olusturabilmeleri ve potansiyel metabolitleridir.

Mikroalglerin yukarida belirtilen 6zelliklerinden dolayr molekiiler icerik ve biyokiitle
verimliligini arttirmak i¢in bircok ¢alisma yapilmistir. Arastirmalara gore abiyotik strese karsi

olusturduklari direng ile lipid igeriklerinde artiglar gozlenmistir.

Scenedesmus sp. CCNM 1077 susu ile yapilan bir ¢alismada, azot sinirlamasinin ve ardisik azot
eksikliginin, alg morfolojisine ve biyokimyasal degisikliklerine etkisi incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore azot siirlamasi ve ardisik azot eksikligi, organizmanin fotosentez aktivitesini
ve ham protein igerigini 6nemli dl¢iide diislirmiistiir. Ancak, kuru hiicre agirlig1 ve biyokiitle
verimliligi belli bir nitrat (NO3) konsantrasyonu ve 3 giinlik NOgz sinirlamasina kadar fazla
etkilenmemistir. Biiylime ortamindan NO3’in tamamen uzaklastirilmasiyla, kiltirlerde en
yiiksek lipid ve karbonhidrat icerigi tespit edilmistir. Bu durum organizmay1 biyodizel ve

biyoetanol Gretimi icin potansiyel bir ham madde haline getirmektedir (Pancha ve dig., 2014).

Botryococcus spp. TRG suslari ile Tayland’da yapilan bir ¢alismada, biiylime ortamindaki azot,
tuz, demir ve 151k siddetinin lipid Uretimine etkisi incelenmistir. Azot eksikligi, yuksek demir
konsantrasyonu ve yiiksek 1sik siddetinin Botryococcus spp. TRG nin lipid igeriginde artisa

neden oldugu bildirilmistir (Yeesang ve Cheirsilp, 2011).

Cesitli abiyotik stres (azot, yiiksek 1s1k siddeti, sicaklik, tuzluluk, agir metaller vb) kosullarinda
yetisen mikroalglerin lipid veya karbonhidrat Gretimi artabilir. Ancak abiyotik stres, ayni
zamanda hiicre biiylimesini yavaglatabilir, algal biyokiitleyi ve verimliligi azaltabilir. Bu durum
biyodizel iiretiminde maliyet artiglarina neden olabilmektedir. Farkli abiyotik stres kosullarinda
bulunan mikroalglerde yan iirlinler olarak reaktif oksijen tiirevlerinin de (ROS) iiretildigi
saptanmistir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda, kiltir ortamina uygulanan farkl: fitohormonlar
ile hiicre biyumesinin devam edebildigi, metabolit Gretiminin arttig1 ve strese kars1 direng
gelisebildigi bildirilmistir. Fitohormonlarin oksidatif stresi azaltarak, biyokutle ve degerli iiriin

uretiminde dlzenleyici olarak yer alabilecegi belirtilmistir (Zhao ve dig., 2019).



Stres kosulu olmadan yiiriitilen bazi ¢alismalarda ise, alg kultirine uygulanan bitkisel
hormonun biyokiitle ve metabolit artisina etki ettigi belirlenmistir (Salama ve dig., 2014;
Kozlova, Hardy ve Levin, 2017; Piotrowska-Niczyporuk ve dig., 2018a; Piotrowska-
Niczyporuk ve dig., 2018b).

Strigolaktonlar (SL), kok ve surgln yapisint koruma, ¢imlenmeyi tesvik etme, siirgiin
dallanmasini baskilama ve senesens gibi gorevleri bulunan yeni smif bitki hormonlarindandir
(Rameau ve dig., 2019). Yesil soy haritas1 incelendiginde, kiif, cigerotu, karyofit ve klorofit
yesil alglerde SL varlig1 saptanmustir (Delaux ve dig., 2012). Yesil alg kiilttirlerine SL hormonu
uygulanarak yuratilen ¢alismalarda, alglerde biyokutle ve lipid akimilasyonu artisi oldugu
ifade edilmistir (Song ve dig., 2019; Song ve dig. 2020; Shen ve dig., 2020; Zhang ve dig.,
2021a).

Bu c¢alismanin amaci, S. obliquus mikroalginin yetisme ortamina eksojen uygulanan
strigolakton hormonunun algal biiylime ve gelisim ile metabolitler {izerine etkilerini

incelemektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 MiKROALGLER

Algler genel olarak Rhodophyta (kirmiz1 alg), Phacophyta (kahverengi alg), Chlorophyta (yesil
alg) ile Cyanophyta (mavi-yesil alg) diye siniflandirilan fotosentetik canlilardir. Algler, goller,
nehirler, okyanuslar ve hatta atik sular gibi cesitli sucul ekosistemlerde canliliklarini
sirddrebilen; sicaklik, tuzluluk, pH, farkli 1sik siddetleri ve kuraklik gibi farkli ¢evre
kosullarina direnebilen, tek veya baska organizmalar ile simbiyotik iliski i¢cinde yasayabilen
organizmalardir. Boyutlarina gére makroalgler ve mikroalgler olarak ikiye ayrilirlar (Khan,

Shin and Kim, 2018).

Mikroalgler, mikroskobik tek hiicreli canlilar olup prokaryotik veya dkaryotik hiicre yapisinda
bulunabilirler. Cyanophyta prokaryotik, baz1 Chlorophyta’lar ise dkaryotik mikroalglerdendir
(Khan, Shin and Kim, 2018). Okaryotik mikroalgler evrensel karbon fiksasyonunun
%350’sinden sorumludur (Helliwell ve dig., 2016). Karasal yiksek bitkiler evrensel karbon
fiksasyonunda 6nemli bir rol oynarken, sucul mikroalgler, CO fiksasyonu biyokatalizori
olarak 6nem kazanmis mikroorganizmalardir (Kurano ve dig., 1995). Mikroalgler, atik sulart,
fazla CO2 miktarini ve inorganik besin maddelerini, protein, yag, karbonhidrat ve diger yararl
organik bilesiklerce zengin bir yesil biyokiitleye doniistiirmek igin giines enerjisini etkili
bicimde kullanabilirler (Lewis ve McCourt, 2004; Batista ve dig., 2013). Yag asitleri, 6zgiin
karotenoidler, flavanoidler, oligosakkaritler ve besince zengin yaglar gibi koruyucu ve besleyici
bilesikler dizisini dogal olarak iireterek en zor ¢evre kosullarinda hizla gelisebilirler.
Mikroalgler, yiiksek biyokiitle verimliligi, hizli biiytime, CO> fiksasyonu ve oksijen (O.) tiretim
hizi ile yiiksek bitkilerle karsilastirildiginda, fotosentetik yonden karasal bitkilere gore ¢ok daha
verimlidirler (Gouveia ve dig., 2010; Leliaert ve dig., 2012). Ozellikle yesil mikroalgler,
biyoenerji, biyofarmasotik, biyolojik materyal, nutrasotikler, tarim ve hayvan saghigi, kozmetik
ve kisisel bakim Ur(inleri gibi gesitli endiistriyel alanlar ile rekombinant protein ve molekiillerin
uretiminde kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Rasala ve Mayfield, 2015)
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Sekil 2.1: Mikroalgler, 15181 etkili bir bicimde kullanarak atmosferik CO-’i gesitli organik bilesiklere
donistiirmektedir (Khan, Shin and Kim, 2018).

Endiistriyel alan ve biyolojik iiretim alanlari disinda giliniimiize kadar yapilan deneysel
calismalarda bircok yesil alg model sistem olarak kullanilmistir. Ornegin Melvin Calvin,
Chlorella yesil mikroalgini kullanarak yaptigi ¢alismada Calvin dongiisiini agiklamistir.
Joachim Hammelina, dev hucreli Acetabularia yesil algini kullanarak transplant deneyini
gerceklestirmis ve mRNA’nin yapisi belirlenmeden varligini saptamigtir. Duneliella salina cok
miktarda [-karoten iretimi gergeklestirdiginden biyoyakit tretiminde c¢okga tercih
edilmektedir. Chlamydomonas reinhardtii ¢ok uzun zamandan beri fotosentez, kloroplast
biyogenetigi, flagella yapisi, hiicre-hiicre tanimi, sirkadiyan saat ve hticre dongusu kontrolt gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Leliaert ve dig., 2012).

C. vulgaris ve D. salina mikroalgleri, yaslanma karsit1 krem, yenileyici ve yumusatici
ozelliklere sahip yiiz ve cilt bakim {iriinleri ile giinesten koruma ve sa¢ bakimi gibi kozmetik

iriinlerde de siklikla kullanilmaktadir (Priyadarshani ve Rath, 2012).



Tabakhane Atik Sularinda (TAS) kontaminasyon yiikiinii azaltmak ve atiklar1 giivenli bir
sekilde uzaklastirmak amaciyla uygulanacak biyolojik aritmada Scenedesmus sp., C. variabilis
ve C. sorokiniana mikroalgleri farklit TAS konsantrasyonlarinda yetistirilerek incelenmislerdir.
C. variabilis ve C. sorokiniana mikroalglerinin hiicre yogunlugu, klorofil ve seker igerigi
kontrol grubuna goére biiyiik 6l¢iide artmistir. C. soronkiniana’nin biyokiitlesi ve total lipid
icerigi %25 ve %40 TAS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore sirasiyla iki ve {i¢ kat artig
gostermistir. Scenedesmus sp. uzun lag fazi ve diger suslara gore diisiik performans
gostermistir. C. soronkiniana’ya besin tedarikini dengelemek igin kelp artik ekstrakti eklenmis,
biiylime ve atik su indikatdrleri tiim konsantrasyonlarda genis 6l¢iide gelismistir. Lag fazi, %60
konsantrasyonda 8 giinden 4 giine diismiis ve klorofil, karbonhidrat, biyokitle ile total lipidler

strastyla %184, %400, %62 ve %135 oraninda degerlerini arttirmistir (Nagi ve dig, 2020).

Becker (2013)’in derledigi bir calismaya gore, insan diyetinde kullanilan hayvansal ve bitkisel
kaynakli besinler ile bir¢cok alg tiiriinde protein, karbonhidrat, yag ve vitamin igerikleri
incelenmistir. S. obliquus yesil mikroalginin de bulundugu bir¢ok yesil algin protein ve
karbonhidrat igerigi, insan diyetinde kullanilan hayvansal et ve birka¢ farkli gida ile
karsilagtirilmistir. S. obliquus yesil algindeki C16:4 ile C18:3 lipidlerin diger alglerden daha
fazla oldugu belirtilmistir. Alglerde bulunan vitamin miktarinin da insan diyetinde kullanilan
besinlere oranla ¢ok daha fazla oldugu saptanmistir. Boylece, bazi mikroalglerin insan

beslenmesinde 6nemli bir yeri olabilecegi one siirtilmiistiir.



2.1.1 Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing

Kokoid bir yesil alg olan Scenedesmus cinsinin hucreleri eliptik ve igsidir. Genellikle 2, 4 ya
da 8’er hiicre, bir ila ili¢ sira olmak iizere birlikte gruplandirilmis veya tek hiicreli olarak
bulunabilir (Tablo 2.1 ve Sekil 2.2) (An, Friedl ve Hegawald, 1999; Darienko, 2019). Yaklasik
1300 taksaya sahip olan Scenedesmus mikroalginin tlrlerinden biri olan Scenedesmus obliquus
(Turpin) Kitzing, palmitik, oleik ve sitrik asit gibi temel yag asitlerini igerdiginden biyodizel
uretimi ve atik su iyilestirme galismalari ig¢in aday gosterilen bir organizmadir. Bu nedenle

bir¢ok arastirmaci lipid tirlinleri i¢in bu mikroalgi segmektedirler (Chu ve dig., 2014).

Tablo 2.1: Scenedesmus obliquus ‘un taksonomisi.

Ust Alem Okaryotlar/Eukaryota
Alem Bitkiler/Plantae
Alt Alem Viridiplantae
Sube Chlorophyta
Simf Chlorophyceae
Takim Sphaeropleales
Aile Scenedesmaceae
Cins Scenedesmus
Tar Scenedesmus obliquus




Sekil 2.2: Scenedesmus obliquus’un mikroskobik goriintiisii (Darienko, 2019).

Son zamanlarda Scenedesmus ve Chlorella gibi bircok mikroalgden énemli karotenoidlerden
biri olan lutein pigmenti elde edilmeye baslanmistir. Mikroalg kullaniminin avantajlari: (1)
mikroalglerin biitlin biyokiitlesi kullanilabiliyor, (2) mikroalgler yiiksek biiylime hizina sahip
olduklari i¢in lutein pigment verimliligi artiyor ve (3) yiiksek biyokiitle verimliliginde karasal
bitkilere gore daha fazla lutein igerigine sahipler (Chan, ve dig., 2013). Ayrica antikanser ile
antimikrobiyal aktiviteye sahip organizmalardir (Marrez ve dig., 2019)

Becker (2007) yaptig1 ¢alismada farkli algler kullanarak kuru agriliklarindaki protein, yag ve
karbonhidrat icerigini saptamustir. S. obliquus mikroalginin, protein, yag ve karbonhidrat

bakimindan zengin oldugunu belirlemistir (Tablo 2.2)

S. obliquus biyokiitle ekstraktinin, karotenoid ve klorofil iriinlerinin tizerindeki, basing,
sicaklik, CO2 akis hiz1 ve polar kosolvent etkisi aragtirilmistir. En yiiksek karotenoid {iriiniine
250 bar basing ve 60 °C sicaklikta ulasilmistir. Klorofil iiriinii ise basing etkisi ile ¢cok az

artmistir fakat sicaklik ve COz akis hizi1 ile diismiistiir.



Tablo 2.2: Farkl alglerin genel igerikleri (Becker, 2007).

Algler Protein (%) | Karbonhidrat (%) | Lipid (%)

Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae 62 23 3
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11
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En ylksek klorofil-a igerigi 4,8 g/dk CO- ve karotenoidin klorofil-a’ya orani, en yiiksek, 250
bar basing ve 60 °C sicaklik ile ulasmustir. Bunlar disinda kosolvent olan etanol kullanimi
Klorofil-c haricindeki biitiin klorofil triinlerinin miktarini arttirmigtir. Siiper kritik sivi
ekstraksiyonu yontemi ile yapilan bu ¢alismada uygulanan tim kosullar etkisinde bahsi gegen

pigmentlerin, ayrimi ve aritiminin kolay olabilecegi gézlenmistir (Guedes ve dig., 2013).

%0.03-%50 CO araliginda yetistirilen S. obliquus SJTU-3 ve C. pyrenoidosa SJTU-2 susu ile
yapilan c¢alismada biiyiime ve gelisme incelenmistir. Iki mikroalgin de %50 COz’de
biiyliyebilecegi ve en iyi biiylimenin %5 ila %20 CO2 konsantrasyonlar1 arasinda gerceklestigi
belirtilmistir. Her iki mikroalgin en iyi biiyiime potansiyeli %10 CO2’de gozlenmistir. Iki
mikroalgde de C16-C18 yag asitleri igerigi farkli CO2 konsantrasyonlarinda incelenmistir.
Yiuksek CO2 konsantrasyonlari, total yag ve uzun zincirli doymamis yag asidi (PUFA)
akiimiilasyonunda etkilidir. Elde edilen sonuglara gore her iki mikroalgin de, baca gazlarindan
kaynakli1 CO2 konsantrasyonunu azalttig1 ve biyodizel iiriinii olarak kullaniminin uygun oldugu

saptanmistir (Tang ve dig., 2011).

Bitki hormonlarinin S. obliquus’un biiyiime ve gelisimine etkisi, biyodizel iiretimi ve atik su
temizleme ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (Mandal ve Mallick, 2009; Salama ve dig.,
2014; Gupta ve dig., 2016; Piotrowska-Niczyporuk, Bajguz ve Zambrzycka-Szelewa, 2017,
Piotrowska-Niczyporuk ve dig., 2018a; Piotrowska-Niczyporuk ve dig., 2018b).
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2.1.2 Cevresel Faktorler

Mikroalgin biliylime gelismesini etkileyen baslica gevresel faktorler sicaklik, 1s1k, elementler,

gazlar ve pH’dur.

2.1.2.1 Sicaklik

Sicaklik, algal biiyiimede ve hiicre i¢i sicakliga bagl bilesik olusumunda etkili ¢evre
faktorlerinden biridir. Mikroalglerin, sicaklik karsisindaki fizyolojik uyumlarinin, enzim
reaksiyonlar1, hiicre gegirgenligi ve hiicre yapisi gibi ¢esitli parametrelerle diizenlendigi
diistiniilmektedir. Dogada besin kisitlanmasi, sicaklik stresinin en 6nemli etkilerinden biridir.
Sicaklik stresi, bunun disinda lipitlerin faz gegisi, makromolekiillerin olusumu ve
fizyokimyasal reaksiyonlarin kinetigi tizerinde de son derece etkilidir (Hodaifa, Martinez ve
Sanchez, 2010).

Scenedesmus sp. LX1 ile yapilan c¢alismada, farkli sicaklik degerlerinin, yetistirilen
mikroalglerin biiyiime ve gelisimi iizerindeki etkileri incelenmistir. 20 °C’lik kiiltiir ortaminin
Scenedesmus sp. LX1 mikroalginin yetistirilmesinde optimal sicaklik oldugu belirlenmistir.
Diisiik sicakliklarda ise mikroalg hiicrelerinde ROS seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Xin,

Hong-Ying ve Yu-Ping, 2011).

Martinez ve dig. (2000) yaptiklar1 c¢alismada S. obliquus mikroalgini farkli sicaklik
derecelerinde yetistirerek biiyiime ve gelisimini incelemislerdir. 25 “C olarak belirlenen

optimum sicaklikta, biyokiitlenin arttigini bildirmislerdir.

S. obliquus ile yapilan bir ¢aligmada en iyi biiyiime oranim 30 °C*lik kiiltiir ortaminin verdigi
belirlenmistir. Fosfor inhibisyonu sicakliga bagli olarak degisir. Yiiksek sicakliklarda

inhibisyon degeri diismektedir (Martinez, Jimenez ve Yousfi, 1999).
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2.1.2.2 Isik

Isik siddeti ve fotoperiyod (aydinlik ve karanlik evre) dongiisii, mikroalg kiiltiirlerinin biiyiime
oranin1 belirleyen birincil faktorlerden biridir. Fotoototrofik kiiltiir i¢in, 151k sistemi ve
fotoperiyod, kiiltiiriin biyokiitlesini ortaya koyan énemli bir bilesendir. Mikroalgler 15181, hiicre
protoplazmasini sentezleyen kaynak olarak kullanirlar ve 151k doygunluk sinirlar1 yaklasik
olarak 600 ft mum 1s181dir. Boylelikle, mikroalgler 151k doygunluk sinirmin {izerine ¢iktiklar
zaman, fazladan olan1 kullanamazlar. Diger taraftan, 151k siddeti, mikroalg kiiltiirliniin kiiltiir
yogunlugu tizerinde 6nemli bir rol oynar. Eger mikroalgler, yiiksek kiiltlir yogunlugu ve hiicre
konsantrasyonunda yetisiyorsa, 1sik siddeti, kiiltiire dogrudan niifuz edebilmesi ig¢in

arttirllmalidir (Wahidin, Idris ve Shaleh, 2013).

Fotosentetik bir organizma olan mikroalgler, 151tk kaynagini1 fotosentez yoluyla kullanarak
CO2’yi, oksijen ve karbonhidrata dontistiiriir (Sekil 2.3). Bunun yani sira hiicre icerigindeki

protein ve yagi iiretir (Pilon, Berberoglu ve Kandilian, 2011).

Ho, Chen ve Chang (2012) yaptig1 ¢alismada farkli 1g1k siddeti altinda yetistirilen S. obliquus
CWN-N susunun spesifik biiyiime hizina ve biyokiitle, lipid ve karbonhidrat verimliligi ile CO2
fiksasyonu iizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonu¢ olarak 180 ile 540 pmol m?2 s?
arahigindaki 151k siddetlerinde, spesifik biiyiime hiz1 1,65 ile 1,8 d?* civarindadir; 420 pmol m™
s 151k siddetinde maksimum biyokiitle, lipit ve CO2 verimliligi ile CO> fiksasyonu sirasiyla,

840,56 L1 d?, 96,50 mg Lt d?, 321,52 mg L d? ve 90 mg L™ d¥*dir.
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2.1.2.3 Karbondioksit

Fotosentetik organizmalarda 1s1tk gibi CO varligit da blylk ©onem tasir. Hucrelerin
biyokiitlelerinde igerdikleri baglica metabolitlerin karbon kaynagi islevini gorur (Pilon,
Berberoglu ve Kandilian, 2011). CO2 ile mikroalg arasindaki bir diger 6nemli iliski ise, kiiresel
1sinma kaynakli olarak artan atmosferik CO2 miktarinin mikroaglerle biyolojik fiksasyonunun,
gelecek vadeden bir karbon azaltici yontem olmasidir. Bunun nedeni mikroalglerin, karasal
bitkilere oranla daha hizli biiytimeleri ve yiiksek fotosentetik etkinlige sahip olmalaridir (Kumar
ve dig., 2011; Chang ve dig., 2016). Sicaklik, pH, azot oksit (NOx) ve kikurt oksit (SOx) gazlari,
151k, kiiltiir susu ve yogunlugu, CO2 konsantrasyonu ve kiitle transferi ile O, akiimilasyonu,

CO2 ayirma siirecini etkileyen faktorlerdir (Kumar ve dig., 2011).

S. obliquus mikroalgine uygulanan farkli CO2 oranlar ve yetistirme ortami igerikleriyle yapilan
deneyde, %10 CO> uygulanan kiiltiiriin biyokiitlesinin, diger oranlardaki kiiltiirlere gore fazla
oldugu, zengin element iceren besi yerine gore element eksikligi olan ve %10 CO2 uygulanan
kultirde biyodizel igin 6nemi olan C16 ve C18 yag asitlerinin birikiminin fazla oldugu

gozlenmistir (Ho, Chen ve Chang, 2010).

Karbon Kaynagt —
. CO,
*  Organik Bilesikler

Enerji Kaynagt —— —— Hidrojen
*  Giines Is1§1
*  Organik Bilesikler — > Oksijen
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*  Organik Bilesikler ——— Organik Asitler
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Sekil 2.3: Fotosentez ile kullanilan kaynaklar ve {irtinleri (Pilon, Berberoglu ve Kandilian, 2011).
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2.1.2.4 pH

pH ve sicaklik gibi ¢evre faktorlerinin kiiltiir ortami iizerindeki optimizasyonu, mikroalgal
biiylimeyi etkiledigi gibi yag igerigi ve antioksidan bilesik tiretimini de etkiler (Guedes ve dig.,
2011; Breuer ve dig., 2013).

Guedes ve dig. (2011) ydruttikleri bir calismada, farkli pH ve sicaklik uyguladiklari
kilturlerde S. obliquus mikroalginin gelisimini incelenmislerdir. Arastirmacilarin verilerine
gore, 25 °C sicaklik ve pH 8 degeri ile en yiiksek biyotkiitle degeri elde edilmistir. Bunun yani
sira, sicaklik ve pH arttiginda antioksidan iiretiminin de arttig1 tespit edilmistir. En yiiksek
antioksiden icerigi ise 30 'C ve pH 8 de gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismaya gére mikroalgal
biyokiitle degisiminden sadece pH degil onun yaninda sicaklikla beraber pH degerininde de

etkili oldugu diistintilmektedir.

Breuer ve dig. (2013) aragtirmasinda farkli pH ve sicaklik degerleri uygulayarak yetistirdikleri
S. obliquus mikroalginde benzer sekilde biiyiime ve gelisimi incelemislerdir. pH 7 ve 27.5 °C
sicaklikta gelistirilen kiiltiiriin en yiiksek biyokiitleye sahip oldugu, triagilgliserol (TAG) ve
toplam yag asidi (TFA) igeriklerinin de arttig1 tespit edilmistir.

2.1.2.5 Elementler

Mikroalglerin yetistigi ortamdaki element i¢eriginin algal biiyiime ve gelisiminde etkisi vardir.
Yapilan ¢alismalarda glikoz, azot ve fosfor igerigine bagl enerji iiretimi ve biyodizel igin
onemli olan lipid tiretimini dogrudan etkiledigi belirlenmistir (Piorrecek, Bassch ve Pohl, 1984;
Chen ve Johns, 1991; Martinez, Jiménez ve Yousfi, 1999).

Piorrecek, Bassch ve Pohl (1984) yaptiklar1 ¢alismada S. obliquus, C. vulgaris ve 4 mavi-yesil
alg turtint farkli azot konsantrasyonlarinda yetistirmislerdir. Azot kaynagi olarak amonyum
Klortir (NH4Cl) ve potasyum nitrat (KNO3) kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, azot
seviyesinin yiikselmesiyle birlikte biitiin alglerde biyokiitle, protein igerigi ve klorofilde de artis
oldugu gozlenmistir. Diigiik azot seviyesinde ise yesil alglerin icerdigi total lipit yiizdesi
artmistir. Ancak, C16:0 ve C18:1 yag asidi icerigi ve hidrokarbonlar, azot seviyesi arttik¢a %70
oraninda azalmistir. Azot seviyesi ylikseldikge, yesil alglerin i¢erdigi total lipit yiizdesi %20’ ye
diismistiir. Mavi-yesil alglerin total lipit igerigi ise azot seviyesine bagli olarak dikkate deger

bir oranda degismemistir.
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2.1.2.6 Tuzluluk

Yuksek konsantrasyonlardaki tuz, fotosentetik organizmalar tzerinde pek ¢ok biyoenerjetik ve
biyokimyasal degisiklige sebep olabilir. Artan tuz stresi nedeniyle meydana gelen bu
degisiklikler, biyopolimer iiretiminin artmasina ve lipid katabolizmasina neden olabilir. Farkli
tuz konsantrasyonlar1 fitoplanktonlarda osmotik stres, iyon stresi ve se¢ici membran iyon
gecirgenligine bagh olarak hiicresel iyonik oranlarin degismesinde etkili olur (Alyabyev, A.J.
ve dig., 2007; Salama ve dig. 2013). Bunlara karsin algler tuz stresine dayanarak biiyiimelerini

optimize edebilir (EI-Sayed ve Abdel-Maguid,2010).

Salama ve dig. (2013)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada Chlamydomonas mexicana R.A. Lewin ve
S. obliquus mikroalginin tuz stresi altinda lipit igerigi ve biiyiime oranindaki degisimi
incelemistir. Sonuglara gore 25 mM NaCl tuzu her iki mikroalgin lipid igerigini artirmig, bunun
yaninda mikroalgal bliylimeyi tesvik etmistir. C. mexicana R.A. Lewin mikroalginde 0,43
mM’dan 25 mM’a dogru artan NaCl konsantrasyonunda %23’ten %37’ye; S. obliquus
mikroalginde ise %22’den %34’e olmak tizere lipid liretimi artmistir. Bunun yaninda %41 ile
en yliksek oleik yag asidi icerigi 50 mM NaCl konsantrasyonundaki, S. obliquus kiltiriinde

gozlenmistir.
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2.1.3 Mikroalglerin Baytume Kinetikleri

Algal biyokiitlenin artmasi, organizmaya bulundugu ortamdan bilesikler eklenerek boyutunun
ve kiitlesinin artmasiyla gergeklesir. Populasyondaki hiicrelerin artmasiyla hiicre sayis1 da artar.
Kiiltiir ortamindaki algal biiylime, sicaklik ve kiitle transferi gibi dis faktorler tarafindan
sinirlanmaz, fazlara boliintir. Belirtilen fazlar sirasiyla, adaptasyon fazi (lag fazi), iistel biiylime
faz1 (log faz1), duragan faz ve logaritmik 6liim faz1 seklindedir. Algal hiicreler, yeni kiiltiir
ortamina eklendigi zaman kendilerini yeni ortama adapte etmeye calisirlar. Bu evre lag fazidir.
Daha sonra hizlanan biiylime baslar ve hiicrelerin boliinmesi ile biiylimesi maksimum hiza
ulagir (Sekil 2.4). Bu faza log faz1 denir. Duragan faza ulastiklarinda, sinirli besin miktarlari,
mikroorganizmalar1 bliylimekten ve biyokiitle artisindan korur. Bu noktada, hiicresel bdliinme
ve hlcre 6liimii, hiicrelerin boliinmesinin durdugu evre tarafindan gergeklesir fakat metabolik
aktivite devam eder. Bu siire¢, mikroorganizmalarin besinleri tiikettigi ve 6ldiigii zamana kadar

devam eder (Allaf, 2013).

w

Biyokiitle
Konsantrasyonu

Zaman

Sekil 2.4: Kapali ortamda yetisen algin biiylime egrisi (Allaf, 2013).
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2.2 STRIGOLAKTON

Bitkiler, biiylime ve gelisim siireglerinde hormonlar gibi sinyal molekiilleri kullanarak ¢evresel
kosullara uyum saglarlar. Strigolakton (SL), bitki biliminde ©6nemi gittikce artan bitki
hormonlarindandir (Xie, Yoneyama ve Yoneyama, 2010). Cook ve dig. (1966) pamuk bitkisi
ile yaptiklar1 arastirmada, pamugun kok salgilarimin Striga lutea Lour. adli parazit bitkinin
tohumlarmi ¢imlendirdigini gézlemlemisler ve bu maddeye strigol adimi vermislerdir (Sekil

2.5) (Smith, 2014).

Sekil 2.5: Strigol molekilunin kimyasal yapist (Smith, 2014).

Ilerleyen c¢alismalarda Alectravogelli, Sorghumbicolar, Orobancheminor gibi bitki
tohumlarmin ¢imlenmesinde etkili olan kimyasallara sirasiyla alektrol, sorgolakton ve
orobansol denilmistir (Hauck, Miiller ve Schildknecht, 1992; Miiller, Hauck ve Schildknecht,
1992; Yokota ve dig., 1998). Yukarida belirtilen kimyasallarin yapisinda lakton grubu
bulundugundan, bu kimyasallar genel olarak SL’ler olarak adlandirilmistir (Butler; 1994).
Dogada bulunan SL’ler19 karbonludur ve dort organik halkadan meydana gelmektedir. Bu
halkalar, bir enol-eter kopriisii ile butenolid grubuna (D halkasi) baglanan, trisikliklakton (ABC

kismi) igerir (Zwanenburg, Pospisil ve Cavar Zeljkovi¢, 2016).

Buguine kadar dogal olarak bulunan SL’ler bir¢ok farkli bitkiden elde edilmistir (Tablo 2.3).
Lakton halkalar1 igeren SL’lerden strigoliin A halkasin1 aromatik bir yapir haline getirerek
sentetik bir SL olan GR24 elde edilmistir (Sekil 2.6) (Smith, 2014; Zwanenburg, Pospisil ve
Cavar Zeljkovi¢, 2016).
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Tablo 2.3: Dogal olarak bulunan baz1 SL’ler (Xie, Yoneyama ve Yoneyama, 2010).

Dogal bulunan SL’ler Kimyasal yapisi
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Sekil 2.6: GR24’iin kimyasal yapis1 (Smith, 2014).

SL’ler, ¢imlenmenin yani sira, arbuskular mikorizal (AM) mantarlarin toprak altindaki hif
dallanmalarin1 da tesvik ederek konakei olduklari bitki ile simbiyotik bir iliski kurarlar
(Akiyama, Matsuzaki ve Hayashi, 2005). Bunun disinda da siirgiin dallanmasini baskilama,
internodyum uzamasini ve uzunlugunu diizenleme, gravitropik seviye acisina etkisi, govdelerin
ikincil biiylimesini kontrol etme, yaprak sekli ve kenarmna etkisi, iiriime organ biiytikliigiing,
ciceklenme zamani gibi toprak istii yapisini diizenler. Kok uzunlugu, yan kok ve kok tiyi
gelisimi, anormal gelisen kok diizenlenmesi gibi kok yapisint duizenler. SL’ler besin eksikligi
ve osmotik basing gibi abiyotik streslere kars1 etkilidir ve oksin, sitokinin, gibberellin (GA),
absisik asit (ABA) ve brasinosteroidler ile etkilesim halindedir (Yoneyama ve dig., 2007a;
Gomez-Roldan ve dig., 2008; Arite ve dig., 2009; Hayward ve dig., 2009; Koltai ve dig., 2010;
Ruyter-Spira ve dig., 2011; Czarnecki ve dig., 2013; de Saint Germain, 2013; Scaffidi ve dig.,
2013; Rameau ve dig., 2019). Bitki biiylime ve gelisiminin diizenlenmesinde rol oynadigi i¢in

yeni nesil bitki hormonu olarak tanimlanir (Zwanenburg ve Blanco-Ania, 2018).
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2.2.1 Strigolakton Biyosentezi

SL’ler, ABA gibi karotenoidlerden kokenlenen hormonlardir (Felemban ve dig., 2019). SL’nin
molekiiler yapis1 C19H2206’dir (Cook ve dig., 1966) SL’nin biyosentezi, plastid ve sitozol i¢inde
olmak iizere iki kisimda gerceklesir (Sekil 2.7) (Felemban ve dig., 2019). Plastid icinde
sentezlenen B-karoten pigmenti 40 karbonludur ve bazi enzimler araciligi ile 19 karbonlu
SL’lere doniisiir. Arabidopsis thaliana ile yapilan galismalarda sentez enzimlerinden DWARF
27 (D27), Carotenoid Cleavage Dioxygenase 7 (CCD7) ve Carotenoid Cleavage Dioxygenase
8 (CCDS) enzimleri, biyosentezin plastid i¢inde gegen kisminda gorev alir (Alder ve dig., 2012;
Jia ve dig., 2019). D27, CCD7 ve CCD8 enzimleri B-karoteni karlaktona doniistiiriir.
Karlakton, 19 karbonlu ve biyolojik aktiviteleri SL’lere benzeyen bir molekiildiir. Karlakton
SL'lere dzgii butenolid halkasina ve enol-eter parcasina sahiptir (Alder ve dig., 2012; Scaffidi
ve dig., 2013). Karlakton ve sentetik SL olan GR24 kullanilarak yapilan calismada,
karlaktonun, GR24 kadar etkili olmadig1 fakat konsantrasyona bagli olarak S. hermonthica
bitkisinin tohumlarini ¢imlendirdigi gozlenmistir. Karlakton’un bu 6zelliginden ve C halkasinin
bulunmamasindan dolay1, ¢imlenme aktivitesinde C halkasiin gerekli olmadigi saptanmistir
(Alder ve dig., 2012). Karlakton molekiilii sitazolde bulunur ve SL’ye doniisebilmesi i¢in B ve
C halkalar1 gerekmektedir. Bunun i¢in sitokrom P450 enzimlerinden olan More Axillary
Growth 1(MAX1) enzimiyle en basit yapili SL meydana getirilir (Alder ve dig., 2012; Waldie,
McCulloch ve Leyser, 2014). SL’lerin Onciisii olan 5-deoksisitrigol’lin hidrilasyonu ile strigol,
orobansol veya sorgomol SL’leri meydana gelir. Bunlar, asit veya seker ile aminoasitlerin
konjuge edilmesi sonucunda diger dogal SL’lere doniisiir (Xie, Yoneyama ve Yoneyama,
2010).
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Sitozol
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Sekil 2.7: SL’nin bitki hiicresindeki biyosentez yolagi (Felemban ve dig., 2019).

Chlorophyceae sinifina bagli olan yesil alglerde SL sentez genleri ile yapilan bir ¢alismada SL
varlig1 gézlenmemis, ancak D27 geni ile CCD7 ve CCD8 genlerinin analoglar1 belirlenmistir
(Sekil 2.8) (Delaux ve dig., 2012). Yapilan calismalara gére SL biyosentezi ve miktarinda azot
ve fosfor eksikligi ile oksin, GA ve ABA bitki hormonlari etkilidir (Jia ve dig., 2019).
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Sekil 2.8: Bitki aleminin, SL ile ilgili genlerinin evrimi i¢in ileri siiriilen sema. Yesil kutular SL ve
proteinlerinin varlig1 (Yesil), SL ve proteinlerinin yoklugu (Kirmizi), homolog proteinler (Sar1) ve
tanimsiz (Beyaz) kutularla simgelenmistir (Delaux ve dig., 2012).
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2.2.2.Strigolakton Hormonu ile Yapilan Calismalar

S. hermonthica gibi baz1 parazit bitkilerde konakgi bir bitkinin tirettigi kimyasal iiriin sayesinde
tohum ¢imlenmesinin diizenlendigi ve bu duruma kadar tohumlarinin dormansi durumunda
kaldig1 saptanmistir. Pamuk bitkisi ve S. lutea parazit bitkisi ile yapilan ¢alismada, pamuk
bitkisinin koklerinden salgilanan bir kimyasal sayesinde S. lutea bitkisinin tohumlarinin
cimlenebildigi gozlenmistir ve bu kimyasal salgiya strigol adi verilmistir. Strigol molekiiler
yapisina gore GA bitki hormonuna benzedigi fakat herhangi bir GA ile 6zdes olmadig1 ve GA
bitki hormonun S. lutea bitki tohumlarinin ¢imlenmesinde etkili olmadigi belirlenmistir (Cook
ve dig., 1966).

AM mantarlarinin yasam dongiisiindeki en kritik gelisme hif dallanmasidir. Hiflerin dallanmasi
konakg1 kokleriyle simbiyotik iliski kurulmasinda énemlidir. Dallanma faktérinin, basarili bir
kok kolonizasyonu icin hif morfogenezinin tetiklenmesinde gerekli bir bitki sinyal molekuli
oldugu varsayilmaktadir. Dallanma faktorii biitin mikotrofik bitkilerin kok salgilarinda
saptanmigtir fakat konakg¢1 olmayan bitkilerde belirlenememistir. Konuyla ilgili en kapsamli
calismada, diisiik fosfat kosullar1 altinda biiyiiyen bitkilerin kok salgilarinin yeterli fosfora
sahip bitkilerin kok salgilarindan daha aktif oldugu gozlenmis ve dallanma faktor lirtinii ile kok
salgilarinin fosfor varliginda diizenlendigi disilintilmektedir. Diisiik fosfor kosulunda
hidroponik bir ortamda yetistirilen Lotus japonicus ile yapilan deneyde, hidroponik soliisyona
salman lipofilik bilesikler Gigaspora margarita AM mantar ¢imlenme sporlarinin hifal
dallanma aktivitesi icin test edilmistir. L. japonicus koklerinden elde edilen dallanma
faktoriinin AM mantari hiflerinin dallanmasini tegvik ettigi gézlenmistir. Dallanma faktoru ile
yapilan analiz ¢aligsmalarinda bu salginin SL’ler ile yakindan iligkili oldugu belirlenmis ve 5-

deoksi-strigol olarak tanimlanmistir (Akiyama, Matsuzaki ve Hayashi, 2005).
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Trifolium pratense ile yapilan bir arastirmada ise fosfor eksikligine bagli olarak orobansol
ekstidasyonu incelenmistir. Ug¢ farkli azot konsantrasyonundaki hidroponik Kkiltiirlerde
yetistirilen bitkinin kok salgilarinda orobangol ve bu salgilarin parazit bitki tohumu
cimlenmesine etkileri arastirilmistir. Kok salgilarinda orobangol miktari amonyum varliginda
artarken, nitrat varliginda azalmistir. Parazit bitkilerin ¢gimlenme aktivitesinde ise kayda deger
bir etki yaratmamuistir. Bir diger kiiltiir ortaminda ise diisiik miktarlarda azot, fosfor, kalsiyum,
potasyum ve magnezyum etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Element eksikliginde yetisen bitkinin
kok salgilar ile kontrol grubu karsilastirildiginda salgidaki orobansol miktar1 fosfor disindaki
elementlerde kayda deger bir artis géstermezken fosfor eksikliginde yaklasik 70 kat artmistir.
Cimlenme uyarict olarak kullanildiginda ise, fosfor eksikligindeki kok salgisinin ¢ok diistik
miktarlarinin (0,5 pM) O. minor bitkisinin tohum ¢imlenmesini etkiledigi, kontrol grubunun
kok salgisinin ise daha yiiksek konsantrasyonlarda (50 uM) etkiledigi belirlenmistir. Son
olarak, farkli fosfor konsantrasyonlar1 igeren kiiltiirler ile fosfor icermeyen kiiltlirlerin kok
salgilar1 incelediginde, fosfor igermeyenlerde 20 kat daha fazla orobansol bulundugu
belirlenmigtir. Tiim bu sonuglara gore, bitkilerin kok salgilarindaki SL igeriginde fosfor

elementinin etkisi oldugu diisiniilmektedir (Yoneyama ve dig., 2007a).

CCD7 ve CCDS8 enzimlerinin SL biyosentezinde gorev alan karotenoid ile ilgili enzimler
oldugu diisiiniilmektedir. SL igermeyen mutant Pisum sativum ccd8 bitkisinin kok salgisi
yabani tiriin kok salgisi ile karsilastirildiginda, mantar hifi dallanmasinin ve Orobanche tohum
cimlenmesinin dnemli 6lglide azaldigi saptanmistir. G. margarita mantar ile P. sativum ccd8
bitkisinin simbiyotik iligkisine bakildiginda yabani tiire gore kok kolonizasyonunda da azalma
oldugu goézlenmistir. P. sativum ccd8 bitkisine eksojen olarak uygulanan GR24 ile hif
dallanmasinda, Orobanche tohum cimlenmesinde ve kok kolonizasyonunda artis oldugu
belirlenmistir. Eksojen uygulanan GR24, kok kolonizasyonunda yabani ture etki etmemistir.
Yabani tir, mutant ccd8 ve mutant rms4 kok salgilarmin analizi yapildiginda, yabani tur ve
mutant rms4 kok salgilarinda SL saptanirken, mutant ccd8’de saptanamamustir (Sekil 2.9). P.
sativum bitkisindeki CCD8 enziminin, SL igerigi ile AM etkilesimini kontrol ettigi
belirlenmistir. Ayrica, eksojen uygulanan GR24 ile mutant ccd8 bitkisinin tomurcuk biyumesi
artarken, mutant rms4 bitkisine uygulan GR24’tin tomurcuk biiyiimesinde etkili olmadigi,
slirgiin dallanmasini inhibe ettigi (Sekil 2.10) ve sonug olarak SL’nin bitki yapisini kontrol ettigi

saptanmistir (Gomez-Roldan ve dig., 2008).
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Sekil 2.9:Pisum sativum ccd8 mutant bitkisinin kok salgisi, yabani tlir ve rms4 bitkilerinin kok salgist
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Sekil 2.10: GR24’1in siirgiin biiylimesini inhibe ettigini gosteren grafik (Gomez-Roldan vedig., 2008).
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SL’nin, oksin akis tastyicilarii etkileyen ve boylelikle kok hiicrelerinden oksin akisini
diizenleyerek kok biiylimesi ve gelisiminde etkili bir ¢ok mekanizmanin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Solanum lycopersicon ile c¢alisilan bir deneyde eksojen uygulanan belli
konsantrasyonlardaki indol asetik asit (IAA), NPA, diklorofenoksiasetik asit (2,4.-D ) ve GR24
ile bitki kok biiylime ve gelisimi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore eksojen uygulanan
IAA hormonu kdk ve kok hiicre uzamasini engellerken, ayni sisteme uygulanan GR24 ile bu
durumu elimine ettigi gozlenmistir (Sekil 2.11). GR24’lin yiiksek konsantrasyon (27 M)
uygulamasinda domates bitkisinin kok ucunda asimetrik hiicre uzamasi gézlenmistir ve eksojen
uygulanan IAA bu durumu ortadan kaldiramamaistir. Béylece kokler anormal gravitropik yanit
vermislerdir. Oksin bitki hormonu anormal gravitropik yanit gibi kok asimetrik biiytimesini
diizenledigi fakat yiiksek konsantrasyondaki GR24 varliginda bunu yapamadigini ve bdylece
SL’nin oksin taginmasini etkiledigi belirlenmistir. Bu etkinin kdk hiicrelerinde taginan oksin
hormonuna dogrudan degil, oksin akis tasiyicilarina karst oldugu diisiiniilmektedir. Ayni
sistemi naftalen asetik asit (NAA) ve GR24 ile denediklerinde tekrardan ayni sonuglari elde
etmislerdir. SL’nin sadece kdk ve kok hiicre uzamasina degil ayn1 zamanda kok tiiylerine karsi
da etkili oldugu gozlenmistir. Hem birlikte hem de ayri ayri uygulanan IAA, NAA, 2,4-D,
GR24 hormonlarinin ve NPA’nin (oksin akis inhibitorii) kok tiiylerine olan etkisi incelenmis
ve sonug olarak oksin hormonunun kok tiyt gelisimini tegvik ettigi fakat GR24’{in bu durumu
azalttig1 gozlenmistir (Sekil 2.12). SL’nin ayn1 zamanda kok yapisinin diizenlenmesinde de

etkili oldugu saptanmistir (Koltai ve dig., 2010).
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Sekil 2.11 Solanum lycopersicon bitkisine uygulanan 10%M IAA ve belli konsantrasyonlardaki
GR24’iin bitki kok ve kok hiicre uzunluguna olan etkileri (Koltai ve dig., 2010).
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Sekil 2.12: Eksojen olarak uygulanan 1AA, NAA, 2,4-D, GR24 hormonlarinin ve NPA’nin (oksin akig
inhibitoril) kok tiiylerine olan etkisi (Koltai ve dig., 2010).
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Song ve dig. (2019) Monoraphidium sp. QLY-1 yesil mikroalgin biyokiitlesi, lipid igerigi ve
biyokimyasal 6zelligi tizerinde SL’nin etkisini arastimiglardir. Hiicre biyimesinin ve lipid
akiimilasyonunun diizenlenmesinde kalsiyum (Ca*2) ve NO (nitrik oksit) arasindaki iliski SL
etkisi atinda incelenmistir. Ca*? ve NO, mikroalglerde hiicresel biyiimeyi, metabolit
akimilasyonunu ve oksidatif stresi diizenleyen endojen ikincil mesajcilardir. SL,
Monoraphidium sp. QLY-1’deki NO ve Ca*? ile lipid biyosentez gen transkripsiyonun
seviyesini arttirdig1 saptanmustir Ca*?ve NO sinyali arasindaki SL kaynakli hiicresel crosstalk,
bu algde lipid dretimini arttirmistir. Analiz sonuglarina gore, SL’nin ¢ok diisiik
konsantrasyonda (0,2 pM) uygulanmasi kontrol grubuna goére en yiiksek biyokiitleyi
olusturmus, ve kuru agirliktaki lipid igerigi tiim konsantrasyonlarda yaklasik 1,5 kat artmistir
(Tablo 2.4). Lipid artisina ek olarak klorofil, karbonhidrat ve protein igerigi artis1 da
gerceklesmistir. Bunlarin yani sira 1 pM konsantrasyondaki SL, lipid biyosentezi ile iligkili,
rbcL (Ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz), pepc (Fosfatenolpiriivat karboksilaz), me (Malik
enzim) ve accD (Acetil-CoA karboksilaz beta subunit) genlerinde artisa sebep olmustur. Sonug
olarak eksojen uygulanan SL hem Ca*? ve NO hem de lipid biyosentez genlerine etki ederek

Monoraphidium sp. QLY-1 susunda biyokiitle ve lipid igerigi artisina neden olmustur.
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Tablo 2.4: SL’nin Monoraphidium sp. QLY-1 alg biyokiitesi ve lipid igerigi tizerine etkisi (Song ve
dig., 2019)

Uygulamalar Biyokitle konsantrasyonu (g/i)  Biyokitle verimliligi (mg/L/d) Lipid igerigi (35DW) Lipid verimlilig (mg/L/d)
Control (.89 £ 0.04 12751 + 289 1812 = 085 461 = 264
02pM 5L .95 £ 0.05 13564 + 312 179 + 218 5149 £ 178
1M SL 091 £ 0.01 130.4 £ 251 4876 £ 112 6365 £ 265
5pM 5L 089 + 011 12688 + 1.9 40.07 = 301 5084 £ 198

Monoraphidium sp. QLY-1 susu ile SL uygulamasi ile azot eksikligi (ND) parametreleri altinda
lipid biyosentezi ile jasmonik asidin (JA) hiicre biyume dizenlenmesindeki rolii arastirilmustir.
Elde edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda biyokiitledeki lipid igerigi, SL
uygulamasi ile kombine olan ND’de 1,29 Kkat attig1 saptanmistir. Buna ek olarak SL ile ND
kombinasyonu altinda eksojen uygulanan JA en yiiksek lipid igerigine ve verimliligine neden

olmustur (Song ve dig., 2020).

C. vulgaris ile yapilan ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda GR24 kullanilarak biiyiime ve
gelisim incelenmistir. 10”7 M GR24 uygulanan kiiltiirde maksimum biiyiime orani ve algler igin
ortalama gunlik verimlilik incelenmigtir. Ayrica asir1  derecede olmayan GR24
konsantrasyonlarinda mikroalglerin fotosentetik performanslarin arttirabildigi
gozlemlenmistir. Ayrica, GR24 klorofil-a igerigini ve hiicre i¢i karbonik anhidraz aktivitesini
etkilemistir. En yiiksek kimyasal oksijen gereksinimi, total CO> ve azot uzaklastirma yetenegi
107 M GR24 uygulanan kiiltiirde gergeklesmistir. Bunun disinda en yiiksek total fosfor
uzaklastirma 10° M GR24 uygulamasinda gériilmiistiir. CO, ve nutrient uzaklastirma yetenegi
ele alindiginda 10° M ile 10" M GR24’iin optimal konsantrasyon oldugu belirlenmistir (Shen
ve dig., 2020).

C. vulgaris ile aktif camur simbiyont kilturtinde farkli konsantrasyonlardaki GR24’{in etkileri
incelenmistir. 10°° M GR 24 konsantrasyonu mikroalgde optimum bilyiime saglamistir. Bunun

yani sira fotosentetik performansina da katki sagladigi belirlenmistir (Zhang ve dig., 2021b)

SL’nin yiiksek bitkiler ve mikroagler tizerindeki etkileri hakkinda ¢esitli g¢alismalar
yapilmaktadir (Yoneyama ve dig., 2007b; Gk, 2018; Aflaki, 2019; Onay, 2019; Ozbilen,
2019).
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2.3 LiPIDLER

Lipidler, hiicre duvarini olusturan, insan sagligi ve hayvancilikta 6nemli gorevleri olan
biyolojik molekdllerdir. Lipidler suda hi¢ ¢oziinmez ya da ¢ok az miktarda ¢ozunir (Reece ve
dig., 2011). Yag asitleri, hidrokarbon zinciri ve tekli karboksil grubu tasiyan bir bilesik
grubudur ve lipidlerin baslica yapi taslarindandir (Sekil 2.13). Yag asitlerinin baslica ti¢ onemli
gorevi vardir: (1) bazi yag asitleri ve bunlarin tiirevleri, ¢esitli etki ve islevleri olan sinyal
molekdilii iglevi gorirler, (2) hiicre zarinin akigkanligin1 diizenleyerek hiicre zarinin yapi
taslarini olusturur, (3) polar olmayan veya nétr lipidlerdeki yag asitleri enerji ve karbon kaynagi

olarak kullanilabilir (Lippmeier, 2007).

Yag asitleri doymus ve doymamis olmak Uzere iki gruba ayrilir. Doymus yag asitlerinin karbon
atomlar1 arasinda tek bag bulunurken, doymamis yag asitleri en az bir ¢ift bag igerirler. Boylece
doymamis yag asitleri kimyasal reaksiyonlarda daha yiksek reaktivite gosterir. Palmitik asit
(C16:0) ve stearik asit (C18:0) doymus yag asitlerine rnektir. Doymamis yag asitlerinden oleik
asit (C18:1) tek bir ¢ift bag igerdiginden tekli doymamis yag asidi (MUFA), linoleik asit
(C18:2) ve a-linoleik asit (C18:3) birden fazla ¢ift bag icerdiginden ¢oklu doymamis yag asidi
(PUFA), arasidonik asit (C20:4) ve dokosaheksaenoik asit (C22:6) ise uzun zincirli ¢oklu
doymamis yag asidi (LC-PUFA) adin1 alir (Pairohakul, 2013).

0

HDJ\/W\/\/\/\/\

C16:0

o}
HOJ\\/\/\/\//\\/\/\//\//\\

C18:0

Sekil 2.13: Baz1 yag asitlerinin molekiiler yapis1 (Braun ve dig., 2017).
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Lipidler, endustriyel alanlarda da 6nemli yer tutarlar. Bu alanlardan biri biyodizeldir ve
biyodizel iiretiminde hayvan, bitki ve mikroalglerin igerdigi lipidler kaynak olarak kullanilir
(Vasudeyan ve Briggs, 2008). Bu tur alanlarda mikroalglerin daha fazla tercih edilmesinin
nedenleri yiiksek biiylime hizlar1 ve biyokdtle Gretimidir (Widjaja, Chien ve Ju, 2009; Lee ve
dig., 2010).

Mikroalglerin yag asidi kaynagi olarak kullaniminin yayginlagsmasi, stres kosullarina bagli
olarak bazi alglerin biyokiitlelerinin %60’min lipidlerden olugsmasi ve tim biyokditlelerinin
kullanilabilmesidir. Bu nedenle, biyodizel tiretiminde mikroalglerin énemli bir yeri vardir ve
kiiltiir bitkilerine kiyasla daha verimli olduklari i¢in yenilenebilir enerji kaynagi olarak
gorilmektedir (Chisti, 2007; Blatti, Michaud ve Burkart, 2013). Mikroalglerde lipid igerigi ve
uretimi azot eksikligi, fosfat kullanilabilirligi, demir igerigi, 151k siddeti ve artan tuzluluk orani
gibi stres kosullari ile diizenlenir (Salama ve dig., 2013). Ancak, abiyotik stres altinda yetisen
kiiltiirlerde hiicre biiylimesi ve biyokiitle verimliligi azalabilir. Bitki biiyime ve diizenleme
metabolitlerinden olan bitki hormonlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda, stres kosullari
altinda yetistirilen kiiltiirlerin lipid igeriginin arttig1 ve hiicre biiylimesi, biyokiitle verimliligi

ile fotosentez performansinin diizenlendigi gézlenmistir (Zhao ve dig., 2019).
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2.3.1 Lipid Biyosentezi

Yag asidi biyosentezi giinlimiize kadar hayvanlar ve bitkilerle nitelendirilmistir. Algal
biyosentez yolagi, bu sistemlerle teorik olarak benzestirilerek ¢ikarim yapilmistir (Blatti,
Michaud ve Burkart, 2013). Yag asidi sentezinde bir¢ok yag asidi sentaz enzimi (FAS)
kullanilmaktadir. Kloroplastlarda yag asitleri, tip II yag asidi sentaz (FAS) enzimleriyle
sentezlenir. Bu enzimler, tekrarli yolakta biiyliyen bir yag asidini iki karbon birimiyle katalitik
olarak uzatir. Bu islem Asetil-CoA karboksilaz (ACCase) enziminin, Asetil-CoA’y1 malonil-
CoA’ya doniistiirmesiyle baslar. Ardindan malonil-CoA:ACP transakilaz (MAT) enzimiyle
malonil-ACP; 3-ketoacil-ACP sentaz (KAS) enzimi ile 3-ketoagil-ACP’ye doniiserek yag asidi
sentez dongiisii baglar (Sekil 2.14) (Ohlrogge ve Browse, 1995; Radakovits ve dig., 2010; Blatti,
Michaud ve Burkart, 2013).

Tiyoesteraz enzimi (FAT) acil-ACP hidrolizini katalizleyerek kloroplastin diginda tekrar aktive
olabilen serbest yag asitleri tiretilir (Cagliari ve dig., 2011).
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Sekil 2.14: Mikroalgler lipid biyosentezi (ACCase: asetil CoA karboksilaz; ACP: acetil tasiyici protein;
CoA: koenzim A; DAGAT: diacilgliserol aciltransferaz; DHAP: dihidroksiaseton fosfat; ENR: enil-
ACP reduktaz; ER: Endoplazmik Retikulum; FAT: yag asil-ACP tioesteraz; G3PDH: gliserol-3-fosfat
dehidrogeniz; GPAT: gliserol-3-fosfat aciltransferaz; HD: 3-hidroksiacil-ACP dehidrataz; KAR: 3-
ketoacil-ACP reduktaz; KAS: 3-ketoacil-ACP sentaz; LPAAT: lizo-fosfatidik asit asiltransferaz; LPAT:
lizo-fosfatidilkolin asiltransferaz; MAT; melonil-CoA:ACP transacilaz; PDH: pirlivat dehidrogenaz
kompleks; TAG: triasilgliserol)(Radakovits ve dig., 2010).

2.3.2 Lipid ile Yapilan Bazi1 Calismalar

Yesil alglerin biyokiitlelerindeki lipid icerigini arttirmak i¢in yukarida bahsedilen bazi stres

Sitozol

Serbest Yaz

DHAP
G3PDH

Gliserol-3-fosfat
ER
CoA
N, AglCoA

‘ s
/ ¥

—
GPAT
| —

\J

Lizofosfatidik asit
2 [ i |
N LPAAT
(R 4
\
Fosfatidik Asit

v
Diacilgliserol

¥

Fosfatidilkolin o -
1

) | - —

)
Lizo-Fosfatidilkolin|

.

Y g

\J

TAG

kosullar1 ve eksojen uygulanan hormonlar ile ¢alismalar yapilmistir.

S. quadricauda ile yapilan arastirmada 1, 5, 10, 50, 100 ve 1000 nM konsantrasyonlarinda IAA
kullanilmistir. 10 nM TAA konsantrasyonunda, kontrol grubuna gore, C16:0 (2,4 kat), C16:1
(3,4 kat), C18:1n9c (1,9 kat) ve C18:3n6 (2,5 kat) ve major FA (108,99 mg/g) ile total FA

(130,18 mg/g) degerleri artmistir (Kozlova, Hardy ve Levin, 2017).
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Mandal ve Mallick (2009) yaptig1 ¢calismada S. obliquus mikroalgindeki lipid birikimini ¢esitli
kiiltiir kosullarinda incelemistir. Kontrol grubunda yetisen mikroalglerin kuru agirligindaki
total lipid oran1 %12,7 iken, azot eksikligi olan kiiltiirlerdeki mikroalglerin kuru agirliktaki lipid
oraninin %43’e ¢iktig1 gozlenmistir. Ayrica fosfor (P) eksikligi olan kiiltiiriin, etiyo siilfat
takviyesiyle kuru agirligindaki lipid degeri %30’a ulagmistir. S. obliquus mikroalgi, i¢erdigi
palmitat ve oleat lipidlerinden dolay1 biyodizel i¢in uygun bir biyokiitleye sahiptir.

Yapilan bir bagka arastirmada D. tertiolecta mikroalgi model organizma olarak kullanilmis ve
besinsel ihtiyaglar1 belirlenmistir. Alglerde optimum buyume icin gerekli olan esansiyel
elementler kobalt (Co?*), demir (Fe3*), Molibdenum (Mo?*), manganez (Mn?*) ile inorganik
fosfat PO+* seklinde belirlenmistir. NO3 formundaki inorganik azot, maksimum biyokiitle
uretimi icin gereklidir. D. tertiolecta mikroalginin kiiltiir ortamindaki elementlerin tiiketim
konsantrasyonlar1 giinliik olarak 6l¢uldiiglinde elde edilen sonuglara gore besi ortamindaki
fosfat konsantrasyonu %84 azalmistir. Bunun disinda fosfat gibi bir cok metabolik siirecte yer
alan demir ve molibdenumun da kiiltiir ortamindaki konsantrasyonlar1 azalmistir. Bunlara ek
olarak NO3z ve amonyumun D. tertiolecta algi tizerine biiyiime etkisine bakildiginda bu alg i¢in
ideal buylimede NOz’in daha etkili oldugu belirlenmistir. Azot eksikliginde C16:0 ve C18:3
icerikleri artmistir. Sonug olarak yiiksek konsantrasyonlu nitrat hiicre yogunlugunu arttirir ve

azot eksikligi notral lipidlerin hizlica birikimine neden olur (Chen ve dig., 2011).

Renuka ve dig. (2018), yaptiklar1 bir ¢alismada zeatin (Z), [AA ve GA fitohormonlarinin azot
eksikliginde yetistirilen Acutodesmus obliquus mikroalginde lipid tretimi ve biyokiitleye etkisi
incelenmistir. Kayda deger biyokiitle ve lipid verimliligi, azot eksikliginde ve Z (0.5 mg L"),
IAA (1.0 mg L"), GA (5.0 mg L") kombinasyonu ile yetisen kiiltiirde gdzlenmistir ve sirastyla
%49.07 ve % 77.20 artmistir. Azot eksikliginde mikroalgal biyoyakit iiretimi i¢in, biyokiitle ve
lipid verimliliginin artmasinda eksojen uygulanan fitohormonlarin sinerjistik etkisi oldugu

belirlenmistir.

Azot eksikligi, mikroalglerin lipid igerigini arttirmada etkili bir yontem olsa da diisiik
biyokiitleye neden oldugundan genis kapsamli uygulamadan uzaktir. Bu nedenle, baska bir
calismada azot eksikliginde yetisen Scenedesmus SDEC-8 ve Chlorella sorokiniana SDEC-18

mikroalglerine eksojen IBA ve NAA bitkisel hormonlarinin kombinasyonu uygulanmigtir. Azot
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eksikligine ragmen alglerin yeterli bir biyokiitle ile lipid verimliligine ulasabilmeleri agisindan
yardimer olabilecegi diisiintilmiistiir. Azot eksikliginde yetistirilen mikroalglere uygulanan
hormon kombinasyonu ile alglerde belirlenen lipid verimliligi, sadece BG11 besi yerinde
yetistirilen grupta kontrole gore 3 kat artmustir (Yu ve dig., 2018). Son donemlerde SL ile
yapilan ¢alismalarda total lipid ve yag asidi iceriklerinin arttig1 belirlenmistir (Song ve dig.,
2019; Song ve dig., 2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 MALZEME
3.1.1 Mikroalg Susu

Bu galismada Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing 276-3b susu kullanilmistir ve Goettingen

Universitesi alg kiiltiirii koleksiyonu (SAG)’ndan temin edilmistir.
3.1.2 Bitkisel Hormon

Sentetik olarak uretilen (-)-Strigolakton GR24 (Toronto Research Chemicals, S687610)

kullanilmistir. Toz halinde bulunan hormonun ¢oziiciisii olarak aseton-su kullanilmistir.
3.1.3 Kiiltiir Ortamm

Mikroalglerin yetistirilmesinde blue-green (BG11) (HIMEDIA, M1958) besi ortami
kullanilmistir. Bu besi ortamu farkli mikro ve makro besinler igerir ve Scenedesmus obliquus
gibi baz1 yesil algleri yetistirmek i¢in uygundur (Ansari ve dig., 2019). Pudra halinde bulunan
besi ortaminin igerigi Tablo 3.1°deki gibidir.

Besi ortami, pudra halindeki 1,642 g besi maddesini, 1 L distile suda ¢ozerek hazirlanmistir.
Elde edilen L’lik ¢ozelti sterilize edilmeden 6nce 1 N NaOH ile son pH 7,1’e ayarlanmistir
(Hanna Instruments/HI2002). Hazirlanan besi ortaminin sterilizasyonu, 121 °C’de 1,5 atm
basing altinda 15 dakika siiresince otoklavlanarak (APL) gerceklestirilmistir. Steril besi
ortamina, oda sicakligina sogutulduktan sonra daha 6nce hazirlanan steril B12 vitamininden

(HIMEDIA, PCT0204) 5 ml eklenmistir.
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Tablo 3.1: BG11 besi ortaminin igerigi.

ICERIK GRAM/LIiTRE
Sodyum nitrat ( NaNO3) 1,5
Dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HO4P.3H:0) 0,04
Magnezyum sulfat,
heptahidrat (MgSQO4.7H,0) 0,075
Kalsiyum klorid dihidrat 0,036
Sodyum karbonat ( Na,CO3) 0,02
Disodyum magnezyum
EDTA 0,001
Sitrik asit 0,006
Amonyum ferrik sitrat 0,006
Iz element karisimi 1ml
iz Elementler
Borik asit (HzBOs) 2,86
Manganez klorid, tetrahidrat
(MnCl..4H,0)) 1,81
Cinko sulfat, heptahidrat
(ZnS04.7H,0) 0,222
Sodyum molibdat, dihidrat
(NazMoO; - 2H20) 0,39
Bakair siilfat, pentahidrat
(CuS0. 5H,0) 0,079
Kobalt nitrat, heksahidrat
((Co(NO3)2.6H:0) 0,0494
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Hazirlanan besi yeri 250 ml steril balon jojelere aktarilmistir ve son konsantrasyonlar1 102 M,
10° M ile 10* M GR24 olacak sekilde strigolakton hormonu uygulanmistir. Kontrol grubuna

strigolakton hormonunun ¢oziiciisii aseton uygulanmustir.
Her uygulama g kez tekrar edilmistir.

3.2 YONTEM

3.2.1 Yetistirme Ortami

GR24 ve B12 vitamini iceren steril besi ortami1 24 adet steril erlenmayere, her birinde 30 ml
besi yeri olacak sekilde uygulanmistir. Mikroalgler, kiiltiiriin ODsgo’i 0,1 olacak sekilde besi
yerine eklenmistir. VOstch marka bitki yetistirme kabini kullanilarak erlenler dis iiniteli
calkalayicida (N-Biotek) 160 rpm hizda, sicaklik 25 °C, nem oran1 %65 ve 151k siddeti 16.000
lux’da yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: S. obliquus susunun yetistirme ortami.
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3.2.2 Gelisim Analizi

Deney boyunca kiiltiirlerden alinan 6rneklerin, hiicre sayisi, hiicre yogunlugu, biyokiitlesi ve

biiylime hiz1 hesaplanarak gelisim analizi yapilmistir.
3.2.2.1 Hiicre Biiyiimesinin Hesaplanmasi

Hicre buyumesi spektrofotometrede (Elisa Microplate Reader, Biotek/Epoch) ODego dalga

boyunda her giin 6lctilerek hesaplanmustir.
3.2.2.1 Hiicre Sayisinin Hesaplanmasi

Bu caligmada hiicre sayimi i¢in manuel hemositometri yontemi uygulanmistir (Sekil 3.2).
Olcuimler 2 giinde bir yapilmistir. Hemositometri lami1 (Isolab) 0,1 mm derinligindedir ve 4
kose bolgesi genel olarak canli hiicre sayiminda kullanilan 6zel bir lamdir. Bu kdse bolgelerin
her biri I mm x 1 mm boyutunda ve dérde dort diizeninde, 16 kiigiik kareye bolinmiistiir. Bu 4

kosenin her birinin hacmi bdylece 0,1 mm?® veya 1x10* m1’dir (Louis ve Siegel, 2011).


https://isolab.com.tr/tr/1_isolab
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Sekil 3.2: 10x objektif ile odaklanmis hemositometre lamu (Louis ve Siegel, 2011).

Deney suresince ml’deki hiicre sayisi (3.1) formiilii ile hesaplanmustir.

Hiicre sayis1 (hiicre/ml) = (A / 4) x 10*x D (3.1)

A =16 kiiglik kare iceren 4 karedeki toplam hiicre sayisi.

D = Seyreltme faktorii. (Bu ¢aligmada kiiltiir siispansiyonunu seyreltmek igin hi¢bir sey kullanilmadigi i¢in
seyreltme faktorii 1 olarak hesaplanir.)

10* ml = 4 késeli karenin hacmi.

Hiicre sayim programi (MATLAB R2018A) kullanilarak 1sik mikroskobundan (Zeiss

Axioscope Al) alinan goriintiilerde hiicre sayist hesaplanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Hiicre sayimi igin kullanilan S. obliquus hicreleri gorintisu
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3.2.2.2 Biyokutlenin Hesaplanmasi

Her bir erlenden alinan 1 ml alg kiiltiirti 70 °C’lik etiivde (Heraeus) 48 saat bekletilerek kuru

agirliklar hassas terazide (Sartorius) tartilmistir. Olgiimler 2 giinde bir tekrarlanmistir.
3.2.3 Total Karotenoid ve Klorofil a/b Analizi

Her bir erlenden 1,25 ml alg kultlrl alinarak 15 ml’lik eppendorflara konulmustur. 5000
rpm’de ve 4 °C’de 10 dakika santriflij (Beckman Coulter) edildikten sonra siispansiyon
uzaklastirilarak pelletlere 2,5 ml %100 metanol uygulanmistir. Elde edilen ekstreler ultrasonik
su banyosunda (Kudos / HP_heating) 5 dakika siireyle tutulmustur. Alg soliisyonu -20 °C’de
bir gece bekletilip oda sicakligina getirildikten sonra spektrofotometre ile klorofil a/b (ODes2
ve ODesg Ve total karotenoidler (ODa70) 6l¢iilmistiir. Alg sollisyonundaki klorofil a/b ve total
karotenoid konsantrasyonlari asagidaki formiiller ile hesaplanmistir (Lichtenthale ve

Buschmann, 2001). Olgiimler 2 giinde bir yapilmistir.

Ca(pg/ml) = 16,72 ODses — 9,16 ODes2 (3.2)
Co (Hg/ml) = 34,09 ODes2 — 15,28 ODess (3.3)
Cix+c) (Mg/ml) = (1000 opa7o — 1,63* ca— 104,96*Cp)/221 (3.4)
ca: Klorofil-a
Co: Klorofil-b

Cix+c) - Total karotenoid
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3.2.4 Total Lipid Analizi

Kuru mikroalgal hiicrelerden total lipid elde etmek icin Bligh and Dyer metodu modifiye
edilerek uygulanmistir (Bligh ve Dyer, 1959; Salama ve dig., 2014). 40 mg kuru alg, 2,5 ml
kloroform ve 5 ml metil alkol (1:2 v/v) ile karistirilarak 20 dakika ultrasonikasyon (Bandelin)
uygulanmigtir. Daha sonra 6rnege 2,5 ml kloroform ve 2,5 ml distile su eklenmistir. Faz ayrimi
icin 6nce 2 dakika vorteks, ardindan 3900 rpm ve 4 °C’de 10 dakika siireyle santrifiij
yapilmistir. Faz ayrimi olusan falkondan kloroform fazi alinarak tlipe aktarilmistir. Geriye
kalan ekstrakta tekrardan 1,25 ml kloroform ve 2,5 ml metanol (1:2 v/v) ve faz ayrimi i¢in 3,75
ml distile su uygulanmstir. Yukarida belirtilen adimlar tekrardan uygulanarak kloroform fazlar
birlestirilmistir. Kloroform fazi siringa yardimi ile 0,20 um’lik membrandan gegirilerek temiz
bir tiipe aktarilmis ve kloroform tamamen ucana kadar 104 °C’lik etiivde bekletilmistir.
Kloroform tamamen ugtuktan sonra tiiplere 3 ml hekzan eklenerek 1 dakika stireyle sonikatorde
(Bandelin) total yag hekzan i¢inde ¢dziindiiriilmiistiir. Onceden darasi alinmus tiiplere tekrardan
0,20 um’lik membrandan siringa yardimi ile gegirilerek hekzan ekstraksiyonu tamamen ugana
kadar 104 “C’lik etiivde bekletilmistir.

Hekzan tamamen uctuktan sonra tlpler hassas terazide tartilarak total lipid miktar asagidaki

formiil ile yiizdelik deger olarak hesaplanmistir (3.5):

% Lipid Miktari= [(M - Mo) / m] x 100 (3.5)
M: Ektraksiyon sonras1 kabin agirligi (mg)
Mo: Kabin darasi (mg)

m: Ornek agirlig1 (mg)
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3.2.5 Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Bligh ve Dyer (1959) ile Salama ve dig. (2014) ‘a gore izole edilen total lipid érneklerine metil
alkol icerisinde % 3,5 H2SOs igerecek sekilde hazirlanan ¢oziiciiden 5 ml eklendi. Bandelin
marka MS72 model ultrasonik homejenizatdr kullanilarak 20 dakika homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast manyetik karistirict kullanilarak 65 ‘C’de 2,5 saat siire ile balik
yardimu ile metil esterifikasyon yapildi. Daha sonra faz ayrimi ve izolasyon igin 2 ml hekzan
ve 5 ml ultra saf su eklenerek vorteks edildi. Santrifiij yapilarak hekzan faz1 alindi ve GC-MS
analizine kadar +4 °C’de bekletildi.

3.2.6 GC-MS Analizi

GC-MS analizi icin Agilent 7890 GC-5975C MSD (Agilent Technologies, Wilmington, DE,
ABD) sistemi kullanildi. HP-88 (100 m x 0,2 mm x 0,2 um, Agilent Technologies) kapiler
kolonunda 38 adet yag asidi standart karisiminin ayrilmasi saglandi. Enjeksiyon hacmi, 20:1'lik
bir split orani ile 1 pl olarak kullamldi. inlet sicakligi 250 °C belirlenerek elektron iyonizasyonu
(EI) kullanildi. Analizler, MS source 230 °C 'de ve MS quadrapole 150°C'de tutularak m/z oran
40440 amu (atomik kiitle birimi) araliginda tarama modunda gergeklestirilmistir. Firin sicaklik
programi1, HP-88 kolonu icin 120 °C /dk 1 dakika tutuldu, 10 °C artislar ile 175 °C’de 10 dakika
beklendi, 5 °C artislar ile 210 “C’de 5 dk tutuldu ve yine 5 "C artislar ile 240 °C’de 3 dakika
tutuldu. Basing akis1 300 kPa olarak uygulandi. Helyum, 2 mL/dk'lik bir akisla (sabit akis
modu) tasiyict gaz olarak kullanildi. Veriler, MSD ChemStation siiriim G1701EA (Agilent

teknolojileri) tarafindan islendi.
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3.2.7 Yag Asitleri Standart Karisimi ve Kalibrasyon Degeri

GS-MS analizi igin kullanilan yag asitleri standart karisimi (Supelco 37 FAME mix ve xX
Stearidonik Asit Standart1), yag asitlerinin tutunma siireleri hesaplanabilmesi igin kapiler
kolonunda ayrilmistir. Kullanilan 38 adet yag asidi listesi, tutunma stireleri ve kalibrasyon

agirliklar1 asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: GC metodunda kullanilan yag asidi standart listesi.

Yag Asidi Adi Formulu Tutunma Suresi lSaIltlrasyon
Agirhgi (ppm)
Bitirik Asit C4:.0 6,154 1-40
Kaproik Asit C6:0 6,572 1-40
Kaprilik Asit C8:0 7,298 1-40
Kaprik Asit C10:0 8,432 1-40
Undekanoik Asit C11:.0 9,164 1-20
Laurik Asit C12:0 10,019 1-40
Tridekanoik Asit C13:0 11,014 1-20
Miristik Asit C14.0 12,192 1-40
Miristoleik Asit Cl4:1 13,273 1-20
Pentadekanoik Asit C15:0 13,613 1-20
Cis-10-Pentadekanoik Asit Ci15:1 14,95 1-20
Palmitik Asit C16:0 15,361 1-60
Palmitoleik Asit Ci16:1 16,734 1-20
Margarik Asit C17:.0 17,498 1-20
Heptadekanoik Asit Cl7:1 18,91 1-20
Stearik Asit C18:0 19,648 1-40
Elaidik Asit C18:1n9t 20,445 1-20
Oleik Asit C18:1n9c 20,823 1-40
Linolelaidik Asit C18:2n6t 21,707 1-20
Linoleik Asit C18:2n6¢ 22,514 1-20
Arakidik Asit C20:0 23,567 1-40
y-Linolenik Asit C18:3n6 (GLA) 23,656 1-20
a-Linolenik Asit C18:3n3 24,372 1-20
Cis-11-Eikosanoik Asit C20:1n9 24,628 1-20
Heneikosilik Asit C21:0 25,441 1-20
Stearidonik Asit C18:4n3 (SDA) 25,655 0,5-50
Eikosadienoik Asit C20:2 26,347 1-20
Behenik Asit C22:0 27,463 1-40
Dihomo-y-Linolenik Asit C20:3n6 27,649 1-20
Cis-11,14,17-Eikosatrienoik Asit C20:3n3 28,677 1-20
Aragidonik Asit C20:4n6 (ARA) 28,677 1-20
Erusik Asit C22:1n9 28,674 1-20
Trikosanoik Asit C23:0 29,622 1-20
Cis-13,16-Dokosadienoik Asit C22:2n6 30,620 1-20
Eikosapentaenoik Asit C20:5n3 (EPA) 30,887 1-20
Lignoserik Asit C24:0 31,587 1-40
Nervonik Asit C24:1 32,678 1-20
Dokosaheksaenoik Asit C22:6n3 (DHA) 35,389 1-20



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10467
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3.2.8 istatistiksel Hesaplamalar

Tez ¢alismasinda elde edilen veriler degerlendirilirken, istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism

8.4.3 ve Microsof Excel 2016 programlar1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

BG11 besi yerine farkli konsantrasyonlarda GR24 (10 M, 10 M ve 10 M) uygulanarak 10
giin siireyle yetistirilen S. obliquus mikroalginde klorofil, total karotenoid, total yag, total

protein, total karbonhidrat analizleri yapilmis ve bulgular asagida gosterilmistir:
4.1. GR24°UN ALGAL BUYUME VE GELISIME ETKIiSI
4.1.1. GR24’iin Algal Buyumeye Etkisi

GR24’1in S. obliquus mikroalg biyokditlesi tzerine olan etkisi gunlik spektrofotometrik dlgim
ile hiicre sayim1 ve yetistirme ortamindan alinan taze 6rneklerin kurutulmasi ile hesaplanmaistir.
Asagidaki grafiklerde 10 giinliik deney silirecindeki biiyiime istatistiksel olarak hesaplanip
gosterilmistir (GraphPad Prism 8.4.3).

Giinliik hiicre sayisinin dagilim grafigi formiil ile hesaplanarak gorsellestirilmistir (Sekil 4.1).

(Y = 13921958*0Dggo + 2406441, R?>=0,9518)

OD680 vs Hiicre Sayisi

2.5%1074

2x107 -

1.5%x107

1x107 4

Hulcre Sayisi

5x106-

0 1 1 I I 1
00 02 04 06 08 1.0

ODggo

Sekil 4.1: Hiicre sayisinin dagilim grafigi ile hesaplanmas.
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Ustsel Bilyiime Egrisi
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Sekil 4.2: Hiicre sayisinin giine bagl iistsel biiyiime egrisi (GraphPad Prism 8.4.3).

Giine Bagh Hiicre Sayisi

2x107 4
-6~ Kontrol
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Sekil 4.3: GR24’{in giine bagl hiicre sayisina etkisi (GraphPad Prism 8.4.3).

Yapilan ol¢iimlerin sonucu olarak kontrol grubu ve S1 ile S2 gruplarindaki hiicre sayist S3
grubuna gore fazlalik gostermektedir. Hemen hemen tiim gruplar 8. giinden sonra duragan faza
girmistir. En gok hiicre sayis1 S2 grubunda gozlenmistir (1,659 x 107). 10. giinde S1 ve S3
gruplarinin hiicre sayis1 kontrol grubuna gore sirasiyla 0,97 ve 1,04 kat azalmistir. Elde edilen
verilere gore hiicre sayis1 bakimindan en iyi sonug¢ 10 M GR24 konsantrasyonundaki kiiltiirde
gbzlenmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).
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Deney sirasinda kontrol ve deney gruplarindan alinan 1 ml’lik yas 6rnekler etiivde kurutularak
biyokiitle miktarlarindaki degisim hesaplanmistir. Biyokiitle {izerine standart egriler

hesaplanarak asagidaki grafik olusturulmustur (Sekil 4.4).

Strigolakton'un Biyokiitleye Etkisi

0.004-

T 0.003

D

E

© 0.002-

5

==

S

2 0.001-

0.000-
& S o oS
RN S

o v &

Sekil 4.4: GR24’1in 10. giinde biyokiitleye etkisi (GraphPad Prism 8.4.3).

Elde edilen istatistiksel sonuglara gore kontrol grubu ve GR24 uygulanan gruplar arasinda
anlaml bir farklilik yoktur. En yiiksek biyokiitle icerigine 10° M GR24 (2,65 x 10 mg/ml) ile

ulasilmistir.



50

4.1.2 GR24%iin Klorofil-a, Klorofil-b ve Total Karotenoid Uzerine Etkisi

GR24’tn S. obliquus mikroalginin klorofil-a, klorofil-b ve total karotenoid miktarlart

spektrofotometrik Ol¢iimler ile hesaplanarak belirlenmistir.

Klorofil-a ve klorofil-b igerikleri metotlarindaki formiiller kullanilarak belirlenmis ve asagidaki

grafikler olusturulmustur (Sekil 4.5).

Klorofil-a
2.5
Em Kontrol
T 2 B S1(10° M)
2 15 = B S2(10° M)
1]
s 4
= 1.0- B S3(10* M)
S
¥ 0.5
0.0- L
0 2 6 8
Giin
Klorofil-b
1.5
= Kontrol
E B S1(10°Mm)
1.0
2 B S2 (10°Mm)
o]
= B S3(10M)
S 05-
k)
<
0.0-
0 2 6 8
Giin

Sekil 4.5: GR24’iin giine bagh klorofil-a ve klorofil-b konsantrasyonlarma etkisi (GraphPad Prism
8.4.3).
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Elde edilen sonuclara gére hem klorofil-a hem de klorofil-b igerigi bakimindan kontrol grubu
ile karsilastirildiginda en iyi sonucu veren S2 grubu olmustur. Klorofil-a ve klorofil-b igerigi
bakimindan 6. giine kadar artis gostermeyen S3 grubu 6. giinden sonra artmaya baglamistir.
Butln gruplar kontrol grubuna gore yuksek klorofil-a konsantrasyonuna sahiptir. Klorofil-b
igerigi bakimindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda en diisiik konsantrasyon S1 grubunda

gozlemlenmistir.

Total karotenoid igerigi metodundaki formiil kullanilarak belirlenmis ve asagidaki grafik

olusturulmustur (Sekil 4.6).

Total Karotenoid

-
o
|

T Em Kontrol
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©
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Sekil 4.6: GR24’{in giine bagl total karotenoid konsantrasyonuna etkisi (GraphPad Prism 8.4.3).

Deneyin kuruldugu giinden (0. giin) hasat giiniine kadar total karotenoid artig1 tiim gruplarda
gozlenmistir. Sonuclara gore total karotenoid igerigi bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en iyi sonug¢ S2 grubunda gozlemlenmistir. Biitiin gruplar kontrol grubuna

gore yuksek total karotenoid konsantrasyonuna sahiptir.
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4.1.3 GR24’iin Total Lipid I¢erigi Uzerine Etkisi

GR24’tin S. obliquus mikroalginin total lipid icerigine etkisi modifiye edilmis Bligh ve Dyer

metodu kullanilarak hesaplanmis ve degerler agagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 4.1: GR24 hormonunun farkli konsantrasyonlarinda yetistirilen S. obliquus mikroalgindeki total
lipid icerikleri

GR24 (M)
Kontrol S1(10%) 52 (10%) $3 (107
Total Lipid
Miktari (mg) 12,45 10,6 11,9 12,7
Total Lipid
Miktar (%) o012 26,5 29,87 31,75

Not: Her bir veri li¢ tekrarin ortalamasini temsil eder.

Elde edilen sonuglara gére, GR24 hormonu uygulanan S. obliquus alginin total lipid miktarlari

hesaplandiginda, sadece S3 (10) uygulamasinda %2’lik énemsiz bir artis goriilmiistiir.
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4.1.4 GR24’iin Yag Asidi Icerigi Uzerine Etkisi

GR24’tn S. obliqguus mikroalginin yag asidi igerigi Uzerine etkisi GC kullanilarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuclar asagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 4.2: GR24 hormonunun farkli konsantrasyonlarinda yetistirilen S. obliquus mikroalgindeki yag
asidi icerikleri

FAME (mg/kg) GR24 (M)
Kontrol S1(10%) S2 (10°%) S3 (104

C4:0 6,19+0,65 8,06+0,97 3,13+0,44 7,64+0,27
C6:0 0,41+0,03 N.D. 0,09 0,07+0,05
C8:0 0,17+0,03 0,21+0,01 0,17+0,01 0,19+0,02
C10:0 0,37+0,02 0,42+0,01 0,39+0,01 0,43+0,02
C12:0 0,89+0,02 1,0520,01 0,98+0,04 1,09+0,01
C14:0 2,66+0,09 2,95+0,07 2,91+0,09 3,31+0,12
C15:0 2,40+0,13 2,42+0,06 2,43+0,07 2,80+0,03
C16:0 87,14+1,26 82,08+1,44 110,65+0,17 97,58+1,06
Cle:1 10,65+0,46 5,59+1,91 9,55+7,44 5,79+0,25
C17:0 3,28+0,06 3,41+0,18 4,13+0,27 3,68+0,09
Ci7:1 7,84+1,37 4,47+0,7 19,02+10,69 8,11+0,76
C18:0 106,88+0,98 136,91+0,91 136,93+0,76 151,28+0,88
C18:1n9c

+ 84,33+3,15 107,242,55 146,78+0,68 126,34+6,31
C18:1n9t
C18:2n6t 27,55+1,82 26,54+0,12 8,04+0,56 14,08+0,23
C18:2n6c 107,7+4,74 116,16+0,83 250,75+1,86 171,90+0,66
C18:3n3

+ 221,82+1,88 112,33+4,04 249,82+1,84 197 34+3.34
C20:1n9
C18:3n6 5,30+0,85 5,78+1,61 6,57+1,17 9,06+1,05
C18:4n3 0,82+0,18 0,90+0,05 1,48+0,02 1,95+0,18
C20:0 2,27+0,07 2,69+0,03 2,76+0,12 2,77+0,04
C21:0 N.D N.D 1,3740,13 1,60+0,05
C22:0 1,74+0,14 1,71+0,04 1,83+0,03 1,71+0,03
C22:1n9 9,87+0,92 7,99+1,88 3,78+1,38 4,7242,07
C22:2n6 4,41+0,18 2,07+0,51 N.D. N.D.
C23:0 1,79+0,13 1,78+1,01 2,19+0,05 2,02+0,07
C24:0 2,22+40,12 1,72+0,14 2,51+0,15 2,06+0,05
C24:1 9,71455 10,23+0,78 6,12+0,72 6,74+2,24
SFA 218,40 246,31 272,45 278,23
MUFA 189,15 210,69 260,81 237,23
PUFA 300,82 229,22 441,10 334,46
Total FAME 708,37 686,22 974,36 849,91

Not: Her bir veri (i¢ tekrarin ortalamasini temsil eder.

N.D.: Veri yok
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Verilere gore, S2 grubunun toplam yag asidi icerigi kontrol grubuna gore 1,38 kat fazladir.
Buna ek olarak MUFA ve PUFA igerigi bakimindan S2 grubu diger gruplara gore en yiksek
degerlere sahiptir. S2 grubunda 6nemli olan yag asitlerinden palmitik asit (C16:0), oleik asit
(C18:1n9c), elaidik asit (C18:1n9t), linoleik asit (C18:2n6¢) ve a-linoleik asit (C18:3n3) ile
eikosanoik asit (C20:1n9), kontrol grubuna gore sirasiyla 1,27, 1,74, 2,33 ve 1,13 kat fazladir.
S3 grubunda ise stearik asit (C18:0) ve y-linolenik asit (C18:3n6) kontrol grubuna goére sirasiyla
1,28 ve 1,24 kat fazladir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karasal bitkilerin, 450 milyon yildan daha uzun bir siire 6nce, tatli su alglerinden evrimlestikleri
bilinmektedir. Dolayisiyla mikroalglerin ve ytiksek bitkilerin i¢cerdigi fitohormonlarin biyolojik
rolleri biiylik dl¢lide benzerdir. Cesitli fizyolojik ve biyokimyasal stirecler fitohormonlarla
diizenlenmektedir. Fitohormonlarin mikroalgler iizerindeki etkileriyle ilgili (biyokiitle, lipid

gibi) farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Pancha ve dig.,2014; Zhao ve dig., 2019).

Son zamanlarda 6nemi artan SL fitohormonunun yiksek bitki ve mikroalglerin biyiume ve
gelisimine etkisiyle ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Yiiksek bitkilerle yapilan ¢aligmalarda,
SL'nin bitki kok ve silirglin yapisini koruma, ¢imlenmeyi tesvik etme, siirgiin dallanmasini
baskilama ve senesens gibi gorevleri oldugu belirlenmistir (Rameau ve dig., 2019). Mikroalgler
ile yapilan ¢aligsmalarda da SL'nin fitohormon gibi davranak biiylime ve gelismede etkili oldugu
ve azot eksikligi gibi abiyotik stres kosullarina kars1 direng sagladig bildirilmistir. Strigolakton
yani SL'nin sentetik bir formu olan GR24 ile yapilan ¢calismalarda, GR24'"in fotosentez lizerinde
ve metabolit iiretiminde etkili oldugu ifade edilmistir (Song ve dig., 2020; Shen ve dig., 2020;
Zhang ve dig. 2021a; Zhang ve dig., 2021b).

Bu tez calismasinda, ototrofik sartlarda yetistirilen Scenedesmus obliquus 276-3b susunun besi
yerine farkli konsantrasyonlarda eksojen GR24 hormonu uygulanmis ve cesitli etkileri
aragtirtlmistir. Hiicre biiylimesine, biyokiitle iiretimine, pigment ve yag asidi sentezine pozitif

etki ettigi saptanmigtir.
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Elde edilen sonuglara gore en yiiksek biyokiitle miktarma ve hiicre sayisina 10°® M GR24 ile
ulasiimustir (Sekil 4.3; Sekil 4.4). Deneyin 10. giiniinde, 10° M GR24 uygulanan grupta hiicre
sayist (1,7 X 107 /ml) ve biyokiitle miktar1 (2,85 x 10 mg/ml) kontrol grubuna (1,6 x 107 /ml
ve 2,82 x 10 mg/ml) gore en yiiksek degere ulasmistir.

Song ve dig. (2019) yaptiklar1 arastirmada Monoraphidium sp. QLY-1 susunda maksimum
biyokiitle konsantrasyonuna 0,2 uM SL konsantrasyonu ile ulasildigini ancak bu degerin
kontrol grubundan daha yiiksek olmadigini belirtmiglerdir. Stres kosulu bulunmadiginda,
SL’nin hiicre biiyimesine dogrudan etki gosteremedigi bildirilmistir. Azot eksikliginde
yetistirilen Monoraphidium sp. QLY-1 susuna uygulanan GR24 etkisi ile biyokiitle
konsantrasyonu (0,93 g/L), kontrol grubu ve sadece azot eksikligindeki kiiltiire (0,89 mg/L,
0,88 mg/L) oranla artmistir (Song ve dig., 2020). Shen ve dig., (2020) ise, baska bir stres kosulu
olmadan, C. vulgaris mikroalgine uyguladiklar: 10 M GR24’nin, kontrol grubuna (0,128 d*!
ve 0,041 g/L/d) goére biiyiime hiz1 (0,187 d!) ve giinliik ortalama verimliligi (0,097 g/L/d)

arttirdigini belirtmiglerdir.

Arastirmalar arasinda meydana gelen farkliliklarin, mikroalg tiirii, yetistirme ortami, uygulanan
SL konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresi gibi farkli deneysel kosullardan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir (Shen ve dig., 2020). Zhang ve dig. (2021a), C. vulgaris mikroalgi ve
Ganoderma lucidum mantarindan olusan simbiyotik kiiltiirii farkli LED 151k dalga boylarinda
ve strigolakton (GR24) ekleyerek yetistirmislerdir. En yiiksek biiyiime hizina (0,351 d!) ve
giinliik ortalama verimlilige (0,163 g/L/d), 10° M GR24 eklendiginde ve uygulanan optimum
151k yogunlugu 5:5 kirmizi ve mavi oraninda oldugunda ulagilmistir. Zhang ve dig. (2021b)’nin
yaptig1 bir diger ¢aligmada ise C. vulgaris, C. vulgaris-G. lucidum ve C.vulgaris-aktif camur
simbiyont kiltiirlerine uygulanan 10° M GR24 ile en yiiksek biiyiime hizina ve giinliik ortalama
verimliligine ulasilmistir. 10°M GR24’{in biiyiime hizina etkisi, kontrol gruplari (0,229, 0,321
ve 0,349 d?) ile karsilastirildiginda, sirasiyla 0,287, 0,384, 0,419 d! seklindedir. Giinlik
ortalama verimlilik ise kontrol gruplarina gore (0,138, 0,209 ve 0,342 g/L/d) sirasiyla 0,162,
0,299 ve 0,342 g/L/d’dur.
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Calismamizda, GR24’iin S. obliquus mikroalginin hiicre sayis1 ve biyokiitle i¢erigine dogrudan

veya dolayl etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

Klorofil-a ve klorofil-b icin elde edilen sonuclara gore, uygulanan tim konsantrasyonlar
S. obliquus mikroalginin klorofil igerigine etki etmistir (Sekil 4.5). Klorofil-a ve Kklorofil-b
icerigi, kontrol grubu (1,81 ve 0,8 pg/ml) ile karsilastirildiginda en yiiksek degere S2 (10 M)
grubunda (1,97 ve 1,93 pg/ml) ulasilmistir (Sekil 4.5). S3 (10* M) grubunda ise klorofil-a
miktart 1,93 pg/ml olarak belirlenmistir. Buna ek olarak, klorofil-b igerigi tiim

konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore artis gostermistir.

Farkli LED 151k dalga boylarinda yetistirilen C. vulgaris mikroalgi ve G. lucidum mantar1
simbiyotik kiiltiriiniin klorofil-a igerigi deney boyunca 10° M GR24 konsantrasyonunda en
yiiksek seviyeye ulagmustir. 10 giinliik deney boyunca en yiiksek klorofil-a i¢erigine 7. giinde
gelinmistir. Isigin da etkisi ile GR24’iin simbiyont fotosentez performasinda etkili oldugu
saptanmistir (Zhang ve dig., 2021a). Zhang ve dig. (2021b)’nin yiiriittiikkleri bir diger
arastirmada, C. vulgaris, C. vulgaris-G. lucidum ve C.vulgaris-aktif camur simbiyont
kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda GR24 uygulandiginda, en yiiksek klorofil-a igerigine
10° M GR24 uygulanan C. vulgaris kiiltiiriinde ulasilmistir.

Song ve dig., (2019)’nin yaptiklar1 ¢aligmada ise, Monoraphidium sp. QLY-1 mikroalgine
uygulanan 1 uM GR24 etkisi ile klorofil-a iceriginin deneyin ilk {i¢ giinii boyunca artig
gosterdigi ve daha sonra azaldigi belirlenmistir. Ancak klorofil-a igerigi GR24 uygulanan
gruplarda deney siiresince kontrol grubundan fazla olmamistir. Daha 6nceki bazi ¢calismalarda,
abiyotik stres kosullarinda yetisen kiiltiirlerde SL hormonunun etkisi ile fotosentez

performansinin artti1 saptanmistir (Ling ve dig., 2020).

Shen ve dig. (2020), arastirmalarinda stres kosulu uygulamadan yetistirdikleri C. vulgaris
mikroalginin klorofil-a igerigini farkli GR24 konsantrasyonlari altinda incelemislerdir. Hizli
biiyiime orani diisene kadar kontrol grubu dahil tiim konsantrasyonlarda klorofil-a icerigi
artmustir ve kontrol grubuna (102,68 pg/L) kiyasla en fazla klorofil-a igerigine 107 M GR24
uygulanan grupta (154,03 pg/L) ulasilmistir. Bizim ¢alismamizda ise, GR24 uygulamasi ile
kontrol grubuna gore en fazla klorofil-a igerigi S2 (10-6 M) grubunda saptanmistir (1,97
ug/ml). GR24’lin S. obliquus klorofil igerigine dogrudan etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.
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Calismamizdaki klorofil-b ve total karotenoid igerikleri incelendiginde, her iki pigmentte de en
yiiksek miktara 10°® M GR24 ile ulasildig1 goriilmektedir (Sekil 4.5; Sekil 4.6). Kontrol grubu
ile (0,81 pg/ml ve 0,73 pg/ml) kiyaslandiginda, 10° M GR24 uygulamasi klorofil-b icerigini
1,05 pg/ml, total karotenoid icerigini ise 0,75 pg/ml seklinde arttirmistir (10. Giin).

Mansouri ve Nezhad (2020), farkli konsantrasyonlarda GA3 ve salisilik asit (SA) uygulanan
S. obliquus mikroalginin klorofil ve total karotenoid igeriklerini incelemistir. Kontrol grubuna
kiyasla (1,1 mg/ml) en yiiksek klorofil-b igerigine 50 ve 100 mM GA3 (1,7 mg/ml) ile 100 mM
SA (2,2 mg/ml) konsantrasyonunda ulasilmistir. GA3 varliginda klorofil-b miktari1 yaklasik
%15,4 artarken, SA varliginda ise %93 artmistir. 100 mM GA3 ve SA total karotenoid icerigini
sirasiyla %22 ve %44 arttirmistir. Sulochana ve Arumugam (2016)’a gore, azot eksikliginde
yetisen S. quadricauda mikroalgine uygulanan ABA hormonu ile klorofil ve total karotenoid

iceriginde bir artis saptanmamaistir

Bu ¢alismada, stres kosulu uygulanmadan yetistirilen S. obliquus mikroalginin Klorofil-b i¢erigi
GR24 uygulamas ile artmistir. 10* M GR24 konsantrasyonundaki kiiltirde ise klorofil-b
igerigi 0,98 pg/ml’dir. Elde edilen veriler, GR24’iin S. obliquus mikroalginin pigment igerigine

dogrudan veya dolayli olarak etkisi olabilecegini diistindiirmektedir.

Toplam lipid igerigine bakildiginda kontrol grubuna gére (12,45 mg) sadece 10* M GR24 (12,7
mg) uygulanan grupta artis oldugu saptanmustir (Tablo 4.1). 10°® M GR 24 uygulanan grupta
ise total lipid miktari (11,95 mg) kontrol grubuna yakindir. Monoraphidium sp. QLY-1 susunun
total lipid igerigi kontrol grubu (% 41,57) ile karsilastirildiginda, azot eksikligi (%46,18) ve SL
uygulamasinda (%53,71) artiglar gortilmistiir. (Song ve dig.,2020). Acutodesmus obliquus
mikroalg kiiltlirline, azot siirlamasi ile birlikte farkli konsantrasyonlarda uygulanan Z (0,5
mg/L), IAA (1 mg/L) ve GA (5 mg/L) hormon kombinasyonunun kontrol gruplarina (BG11:
%27,62 ve modifiye edilmis BG11: %39,14) gore total lipid artisina (%46,57) neden oldugu
belirtilmistir (Renuka ve dig., 2018). S. quadricauda mikroalg kiltiiriine farkli
konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 uygulanan dort farkli oksin (IAA, IPA, IBA ve NAA) tiirevi ile
yapilan ¢calismada kontrol grubuna (0,0939 g/g) kiyasla lipid igerigindeki en fazla artis 60 mg/L
konsantrasyonda IBA60 grubunda (0,01328 g/g) goézlenmistir. Daha 6nceki calismalar ile
karsilastirildiginda oksin hormonunun algal lipid artisina katkida bulundugu belirlenmistir (Liu

ve dig., 2016).
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Calismamizda, toplam 38 adet yag asidinin varlig1 arastirilmis ve 21 adet yag asidi saptanmustir.
Hormon uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda (708,37 mg/kg) en fazla total
yag asidi icerigi S2 (10 M) grubunda gozlenmistir (974,36 mg/kg) (Tablo 4.2). S. obliquus’da
major yag asitlerinden olan C16:0, C18:0, C18:1n9¢, C18:1n9t, C18:2n6¢c, C18:3n3 ve C20:1n9
miktarlar1 GR24 uygulamasi ile artmistir. Kontrol grubundaki C16:0 (87,14 mg/kg), C18:1n9
ile C18:1n9t (84,33 mg/kg), C18:2n6¢ (107,7 mg/kg) ve C18:3n3 ile C20:1n9 (221,82 mg/kg)
miktarlart S2 grubuyla karsilastirildiginda, yag asidi miktarlar sirastyla 110,65 mg/kg, 146,78
mg/kg, 250,75 mg/kg ve 249,82 mg/kg seklinde belirlenmistir.

C18:0 yag asidi miktar1 S3 (10-4 M) grubunda (151,28 mg/kg) kontrol grubuna gore (106,88
mg/kg) artmistir. MUFA ve PUFA miktarlarina bakildiginda S2 grubunun en fazla doymamis
yag asidi i¢erigine sahip oldugu gozlenirken S3 grubunda ise doymus yag asidinin (SFA) daha
fazla oldugu saptanmistir. MUFA ve PUFA miktarlarindaki artisin en ¢ok 10° M GR24
uygulamasiyla meydana geldigi belirlenmistir (260,81 ve 441,10 mg/kg).

Monoraphidium sp. QLY-1 mikroalginin lipid i¢erigi deneyin ilk giiniinde 0,2, 1 ve 5 uM SL
konsantrasyonu uygulamasiyla kontrol grubuna gore 1,25, 1,61 ve 1,32 kat artmistir. En yiiksek
lipid igerigine 1 uM SL ile ulasilmistir. MUFA yag asidi igeriginde artis gozlenirken, PUFA
yag asidi igeriginde diisiis gozlenmistir (Song ve dig., 2019). Salama ve dig. (2014), S. obliquus
ile yaptiklar1 caligmada, kiiltiir ortamina uygulanan IAA ve DAH hormonlarinin yag asidi
igcerigine etkilerini incelemislerdir. Her iki hormonun da doymamis yag asidi (MUFA ve
PUFA) miktarlarini arttirirken doymus yag asidi (SFA) miktarii diistirdiigii tespit edilmistir.
10"° M konsantrasyonda uygulanan IAA ve DAH hormonunun C18:3n6 ve C18:3n3 miktarma
etkisi karsilastirildiginda, kontrole gore sirasiyla 1,24 ve 1,31 kat ile 2,29 ve 1,91 kat artis
oldugu, bununla beraber C16:0 ve C18:1n9c yag asidi miktarlarinda ise azalmalarin bulundugu

belirtilmistir.
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Acutodesmus obliquus mikroalgine uygulanan oksin ve sitokinin tiirevlerinin mikroalg yag
asidi igerigine olan etkisi incelendiginde, uygulanan tiim konsantrasyonlarin major yag
asitlerinin (C16:0, C17:0, C18:0, C18:3n3, C18:1n9¢c ve C18:2n6c¢) miktarini arttirdig1 tespit
edilmistir. En fazla yag asidi birikimine IAA ve Z hormonlar1 sebep olmustur (Piotrowska-
Niczyporuk ve dig., 2018a). Uygulanan tiim konsantrasyonlarda major yag asitleri digindaki
C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C15:0, C17:0, C18:3n6, C18:4n3, C20:0 ve C23:0 yag asiti
miktarlar1 kontrol grubuna gore ¢ok az artis gostermistir. S. quadricauda ile yapilan baska bir
caligmada kiiltiir ortamina farkli konsantrasyonlarda ayri ayr1 4 farkli hormon uygulanmistir
(IAA, ABA, EBL, BL). Tiim hormonlar arasinda en yiiksek total yag asidi icerigine (130,2
mg/g) 10 nM [AA konsantrasyonu ile ulasilmistir. Calismada major yag asitlerinden olan
C16:0, C16:1, C18:1n9c ve C18:3n6 miktarlart EBL ve IAA uygulamasinda kontrol grubuna
gore farklilik gostermistir. 100 nM EBL konsantrasyonunda C16:0, C18:1n9¢ ve C18:3n6
miktarlar sirastyla 2,8, 2,6 ve 2 kat artarken, 10 nM ve 100 nM [AA uygulamasi ile C16:0,
Cl16:1, C18:3n6 ve C18:1n9c yag asit miktarlar1 sirasiyla 3.4, 2,4, 2,5 ve 1,9 kat artmistir
(Kozlova ve dig., 2017).

S. obliquus, C. vulgaris ve Ourococcus multisporus ile yapilan arastirmada, kiiltiir ortamlarina
uygulanan IAA ve DAH hormonlarinin konsantrasyonlar1 arttikca C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1n9c, C18:2n6c ve C18:3n6 yag asidi miktarlarinda da artis oldugu saptanmustir.
S. obliquus mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki IAA ve DAH hormonlari, 107
M konsantrasyonda C16:0; 10 M konsantrasyonda C18:0 ve 10® M konsantrasyonda C18:3n6
yag asidi miktarlarinin maksimum degere ulagsmasini saglamistir. Buna ek olarak, IAA ve DAH
konsantrasyonu arttik¢a baslica PUFA ve MUFA yag asitlerinin miktar1 artmigtir (Salama ve
dig, 2017). Azot eksikligindeki kosullarda yetistirilen Monoraphidium sp. QLY-1 susunun
SFA, MUFA ve PUFA igerikleri kontrol grubu ve SL uygulanan grup ile karsilastirildiginda,
azot eksikliginde Monoraphidium sp. QLY-1 susunun yag asidi igeriginin azaldig1 ve SL

uygulamast ile de kayda deger bir degisikligin olmadig1 saptanmistir (Song ve dig., 2020).

Arastirmamizda, S. obliquus’un biiyiime ve gelisiminde 10® M GR24 uygulamasinin etkili
oldugu belirlenmistir. Klorofil ve total karotenoid artiglar1 fotosentez mekanizmasina dogrudan
veya dolayli olarak etki ettigini diisiindiirmektedir. Biyodizel ve diger endiistri alanlar1 i¢in
onemli yag asitlerinden olan C16:0, C18:0, C18:1n9¢c; C18:1n9t, C18:2n6 ve C18:3n3 yag

asitlerinin biyosentezinde etkili oldugu belirlenmistir. Kiiltliir ortamina uygulanan GR24'{in



61

S. obliquus mikroalgi Uzerinde stres kosulu olusturmadigi ve bundan dolay1 yag asidi

biyosentezine dogrudan etki ettigi diisiintilmektedir.

Mikroalglerin laboratuvar 6lgegi diginda daha genis alanlarda iiretimi ile kiiresel 1sinma ve
enerji krizini hafifletme potansiyeli bulunmaktadir. Bu anlamda bilim insanlar1 tarafindan Yesil
Devrim’in bir ayagi olarak diisiiniilmektedirler. Mikroalg fizyolojisi ve biyokimyasinin daha
derinlemesine anlasilmasi ile ticari uygulamalar i¢in biiylik 6l¢ekli mikroalgleri basarili bir
sekilde yetistirmenin yolunun agilacagi tahmin edilmektedir. Mikroalg iiretim maliyetlerinin
cevre dostu yaklasim ile azaltilmasi ve fitohormonlarin biiyiik olgekli alg kiiltiirlerinde

kullanilacak diizeye gelebilmesi igin daha fazla ¢aba gostermek gerekmektedir.
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