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OZET

Sifir degerlikli demir nanopartikiilii (nZVI), yiiksek kimyasal reaktivitesi sayesinde
yer alti sularindaki Kkirleticilerin gideriminde yaygin olarak kullanilan etkili bir
indirgeme ajanidir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar, nZVI'nin yalnizca gevresel
remediasyon uygulamalarinda degil, ayn1 zamanda bitki biiylimesi ve gelisimi
tizerinde de olumlu etkiler saglayabilecegini ortaya koymustur. Bu dogrultuda, bu
calismada nZVI'nin farkl konsantrasyonlarimin (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L) in
vitro doku kiiltiiriinde karayemis (Prunus laurocerasus L.) bitkisinin mikrogogaltimu,
toplam fenolik, flavonoid igerikleri ve antioksidan aktivitesi iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Antioksidan aktivite DPPH, ABTS*, CUPRAC ve FRAP yontemleriyle
degerlendirilmis; fenolik ve flavonoid bilesiklerin spektrofotometrik ydntemle
analizlerinin yami1 sira 15 farkli bilesigin nicel analizi de UHPLC-Orbitrap®-
HRMS/MS ile gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda, basarili bir in vitro ¢imlenme
elde edilebilmesi i¢in tohum testasinin ¢ikarilmasi ve kotiledonun embriyoya zarar
vermeden yariya kadar kesilmesi gerektigi belirlenmistir. Cimlenmenin ardindan,
yeterli bitki materyali elde edebilmek i¢in in vitro mikrogogaltim gergeklestirilmistir.
Mikrogogaltimda en iyi 6-benziladeninin (BA) konsantrasyonunu bulmak i¢in ii¢
farkli konsantrasyonu (1, 2, 4 mg L) denenmis ve en yiiksek proliferasyon oran1 elde
edilen (%82) 1 mg L' konsantrasyonu segilmistir. Karayemis siirgiin ucunun
proliferasyonuna nZVI’nin etkisi sonuglarinda kontrol grubuna gére nZVI uygulamast
yapilan tiim deney gruplarinda olumlu etkiler goriilmiistiir. En yiiksek siirgiin ucu
proliferasyon oran1 (%85.15) 75 mg L' nZVI uygulamasinda elde edilirken; siirgiin
olusturma kapasitesi (SFC indeksi) (1.66), toplam fenolik, flavonoid icerikleri ve
antioksidan aktivite bakimindan en etkili konsantrasyonun 25 mg L' oldugu
belirlenmistir. Bu konsantrasyon, kontrol grubuna kiyasla toplam fenolik igerigi
130.80’den 140.09 mg GAE g ekstrakt’a, toplam flavonoid igerigi ise 269.85’ten
297.12mg QE g ekstrakt’a yiikseltmistir. Antioksidan aktivite test sonuglarina gére,
ABTS" disindaki tiim yontemlerde istatistiksel olarak anlamli artiglar saglamistir.
Fenolik bilesiklerin kantitatif analizinde ise, 25 mg L' nZVI uygulamasiyla kontrole
kiyasla en yiiksek artiglar kaydedilmistir. Ozellikle eriodiktyol miktarindaki 2.4 kat
artis en belirgin artis olarak gézlemlenmistir. Ek olarak karayemisin baslica fenolik
bilesigi olan klorojenik asit bu konsantrasyonda 1.33 kat artarak 39.58 mg/g ekstrakt’a
ulagsmistir. Ayrica, kontrol grubunda tespit edilemeyen kuersetin ve nikotiflorin
bilesikleri nZVI uygulanan tiim deney gruplarinda saptanmistir. Sonuglar, kiiltiir
ortamindaki nZVI konsantrasyonunun artirtlmasinin, bitkilerin biiytimesi, antioksidan
aktivitesi ve fenolik igerigi tizerindeki olumlu etkileri azalttigini ortaya koymustur. Bu
nedenle, 25 mg L' nZVI optimum konsantrasyon olarak belirlenmistir. Bu
konsantrasyonda kiiltiirlenen mikrosiirgiin yaprak kesitlerinden yapilan TEM analizi
sonucunda nZVI’nin bitki yaprak dokusuna tasindigini ve bitki hiicrelerinin igine
girebildigi gosterilmistir. Sonug olarak bu c¢alisma, in vitro bitki doku kiiltiiriinde
optimum konsantrasyonda Kkiiltiir ortamina eklenen nZVInin bitki biiylime ve
gelisimini destekleyebilecek ve sekonder metabolit iiretimine katkida bulunabilecek
bir potansiyele sahip oldugunu ayrica tarimda nanogiibre olarak da kullanilabilecegini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Karayemis, Sifir Degerlikli Demir Nanopartikiilii (nZVI), In
Vitro Mikrocogaltim, Fenolik Bilesikler
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ABSTRACT

Zero-valent iron nanoparticles (nZVI) are widely recognized as effective reducing
agents due to their high chemical reactivity, and they have been extensively utilized
for the remediation of groundwater contaminants. Beyond their environmental
applications, recent research has highlighted the potential of nZVI to positively
influence plant growth and development. In this context, the present study aimed to
investigate the effects of varying concentrations of nZVI (12.5, 25, 50, 75, and 100 mg
L") on the micropropagation, total phenolic and flavonoid contents, and antioxidant
activity of cherry laurel (Prunus laurocerasus L.) under in vitro conditions.
Antioxidant activities were assessed using DPPH, ABTS*, CUPRAC, and FRAP
assays. Alongside spectrophotometric measurements of phenolic and flavonoid
compounds, quantitative profiling of 15 specific phenolic compounds was conducted
using UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS. For successful in vitro germination, seed testa
removal and cotyledon bisection without damaging the embryo were found to be
essential. Following germination, micropropagation was optimized to produce
sufficient plant material. To determine the most effective concentration of 6-
benzyladenine (BA), three concentrations (1, 2, and 4 mg L!) were tested, with 1 mg
L' resulting in the highest proliferation rate (82%) and subsequently selected for
further experiments. Application of nZVI was found to positively influence shoot
proliferation across all treatment groups compared to the control. The highest shoot
proliferation rate (85.15%) was achieved with 75 mg L! nZVI. However, the most
favorable concentration in terms of shoot formation capacity (SFC index = 1.66), total
phenolic and flavonoid contents, and antioxidant activity was 25 mg L'!. At this
concentration, total phenolic content increased from 130.80 to 140.09 mg GAE g™
extract, and total flavonoid content rose from 269.85 to 297.12 mg QE g extract
relative to the control group. Antioxidant activity significantly improved across all
assays except ABTS". Quantitative analysis revealed that 25 mg L' nZVI induced the
highest increases in phenolic compounds. Notably, eriodictyol content showed a 2.4-
fold increase, representing the most pronounced change. Furthermore, chlorogenic
acid—the major phenolic compound in cherry laurel—exhibited a 1.33-fold increase,
reaching 39.58 mg g'! extract. Quercetin and nicotiflorin, which were undetectable in
the control group, were identified in all nZVI-treated samples. The results revealed
that increasing the nZVI concentration in the culture medium reduced the positive
effects on plant growth, antioxidant activity, and phenolic content. Therefore, 25 mg
L' nZVI was determined as the optimum concentration. TEM analysis of microshoot
leaf sections cultured at this concentration demonstrated that nZVI was transported to
plant leaf tissue and could enter plant cells. In conclusion, this study demonstrates that
the application of nZVI at an optimal concentration in in vitro culture systems can
enhance plant growth and promote the biosynthesis of secondary metabolites. These
findings suggest that nZVI holds promise as a potential nanofertilizer for agricultural
applications.

Keywords: Cherry laurel, Zero Valent Iron Nanoparticle (nZVI), In Vitro
Micropropagation, Phenolic Compounds
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1. GIRIS

Karayemis Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz ve Dogu Marmara bolgelerinde dogal olarak
yetisen, tibbi ve aromatik Ozelliklere sahip yaprak dokmeyen bir agag tiiriidiir.
Yapraklari, meyveleri ve tohumlari ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel tipta
kullanilmaktadir. Icerdigi fenolik ve flavonoid bilesiklerden kaynaklanan yiiksek

antioksidan kapasitesine sahip olmasindan dolay1 6nemli bir dogal kaynaktir.

Nanoteknoloji, 21. yiizyilin en hizli gelisen alanlarindan biri olup, 6zellikle 1-100 nm
araligindaki yapilarin miithendisligiyle ilgilenir. Bu boyuttaki nanomalzemeler, genis
ylizey alanlar1 ve kuantum diizeyindeki etkileri sayesinde kendine 6zgii fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 0Ozellikler gostermektedir. Nanopartikiillerin (NP’lerin),
bitkilerde besin elementlerinin emilimini artirabilecegi ve cesitli ¢evresel stres
faktorlerine karsi tolerans gelistirilmesine katki saglayabilecegi cesitli calismalarla
ortaya konmustur. Bu calismalardan yola ¢ikilarak nanogiibrelerin gelistirilmesi;
klasik giibrelerin yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullanimi sonucu neden oldugu

cevresel sorunlara alternatif olmasi agisindan ¢ok dnemlidir.

Yiiksek kimyasal reaktiviteleri nedeniyle ¢cevresel iyilestirme uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilan sifir degerlikli demir nanopartikiillerinin (nZVI) bitkiler iizerindeki
etkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma literatiirde yer almaktadir (Ma vd., 2012; Yoon
vd., 2019; Libralato vd., 2015; Li vd., 2015; Guha vd., 2018). Bu ¢alismalarin
bulgulari, nZVI’nin uygun konsantrasyonlarda uygulandiginda bitki biiylimesini ve
gelisimini tesvik ettigini ortaya koymus olup, bu yoniiyle nZVI’nin nanogiibre olarak

kullanilma potansiyelini géstermistir.

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve icerigi

Karayemis meyvesinin, yapraklarinin ve ¢ekirdeklerinin fenolik igerigi ve antioksidan
kapasitesi iizerine yapilan ¢alismalar bu bitkinin etkili bir dogal antioksidan kaynagi
oldugunu ortaya koymustur (Kolayh vd., 2003; Yaylaci-Karahalil ve Sahin, 2011).
Bitkilerde fenolik ve flavonoid bilesikler bitkilerin biyotik ve abiyotik stres kosullarina
karst1 savunma mekanizmalarinda rol oynayan onemli sekonder metabolitlerdir.

Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) etkisiz hale getirerek oksidatif stresi azaltir ve



molekiiler diizeyde olusabilecek hasarlar1 6nler (Kolaylh vd., 2003). Ayrica fenolik ve
flavonoid bilesikler, giiglii antioksidan 6zelliklerinin yani sira anti-kanser ve anti-
inflamatuvar etkileri nedeniyle insan saglig1 acisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir.
Oksidatif stresin insan viicudunda yol actifi baslica saglik sorunlari arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve norodejeneratif hastaliklar yer almaktadir

(Demir vd., 2017).

Ayrica karayemis lizerine yapilan arastirmalar, bu bitkinin sadece antioksidan
etkileriyle sinirli kalmadigini, ayn1 zamanda ¢esitli biyolojik aktivitelere de sahip
oldugunu gostermektedir. Yaprak ekstrelerinin antifungal (Sahan, 2011), anti-
inflamatuvar ve antinosiseptif (Kiipeli-Akkol vd., 2012), antimikrobiyal (Ozkan vd.,
2023); tohum ekstrelerinin ise antidiyabetik Ozellikler gosterdigi rapor edilmistir
(Senayh vd., 2012). Meyve ekstrelerinin yara iyilestirici etkileri oldugu ve epidermal
doku yenilenmesini destekledigi (Ayla vd., 2018), ayrica anti-kanserojen etki
gosterdigi de belirtilmistir (Bayrambas vd., 2019). Tiim bu veriler, karayemis
bitkisinin fenolik bilesikler bakimindan zengin igerigi sayesinde hem farmakolojik
hem de fonksiyonel gida uygulamalar1 agisindan 6nemli bir potansiyele sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak bu kadar faydali bir bitki olmasina ragmen,
geleneksel yontemlerle karayemis fidesi elde etmek oldukca zordur. Karayemis
tohumlarinin diisiik ¢imlenme orani ve uzun {iretim siiresi nedeniyle geleneksel
cogaltma yoOntemleri yetersiz kalmakta, bu nedenle in vitro yontemler etkili bir

alternatif olarak on plana ¢ikmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii yontemi, hiicrelerin totipotent 6zelligi sayesinde, genetik olarak
donor bitkiyle benzer morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal oOzelliklere sahip
bireylerin hizli ve seri ¢ogaltimimi miimkiin kilmaktadir. Bu teknik, vejetatif yollarla
cogaltilmasi zor olan tiirlerde 6zellikle avantaj saglamaktadir. 2012 yilinda Sulusoglu,
karayemis bitkisi i¢in bir embriyo kiiltiirii protokolii gelistirmis; ardindan 2013 yilinda
Sulusoglu ve Cavusoglu, siirgiin ucu eksplantlar1 kullanarak bir in vitro mikrogogaltim
calismasi gerceklestirmistir. Karayemis bitkisinin farkli eksplant tiirleri kullanilarak in
vitro ¢ogaltilmasi iizerine yapilan bagka ¢alismalar da mevcuttur (Alasania vd., 2021;
Georgiana ve Adriana, 2016). Ancak, karayemis bitkisinin in vitro mikrogogaltim
etkinliginin  artirllmasinda  NP’lerin  etkinligini  inceleyen bir ¢alisma

bulunmamaktadir.



Son yillarda, bitki doku kiiltiiriinde NP’lerin bitkiler iizerindeki kullanimina yonelik
calismalar artmistir. Bitki biiyiimesini ve gelisimini tegvik etme, besin alimin1 artirma,
cevresel stresleri azaltma ve sekonder metabolit liretimini artirma gibi olumlu etkileri
oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda, doku kiiltiiriinde sterilizasyon, kallus
indiiksiyonu, organogenez, embriyo gelisimi ve genetik transformasyon gibi bir¢cok
siirecte de faydali olduklar1 belirtilmistir. Ornek olarak, FesOs NP’lerinin keten
eksplantlarinda kallus biiyiikliigiinii, kok olusumunu artirdig1 ve ¢ilek, hurma, sakayik
ve baska bitkilerde de bitki gelisimini destekledigi ¢esitli calismalarda ortaya
konmustur. Ayrica bitkiler iizerine sera kosullarinda (toprak ve hidroponik ortam)
yapilan calismalarda, nZVI optimum konsantrasyonlarinin stres dayanikliligini
artirarak bitki biiylimesini ve gelisimini destekledigi gosterilmistir. Bununla birlikte,

nZVI'nin in vitro kiiltiirdeki etkilerine dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, nZVI'nin farkli konsantrasyonlarinin karayemis bitkisinin in
vitro ¢ogaltilmasi iizerindeki etkileri aragtirilmis; ayrica antioksidan enzim aktiviteleri
ve fenolik bilesik iiretimi tizerindeki potansiyel etkileri incelenmistir. Bu calisma,
doku kiiltiirinde nZVI kullanimina dair ilk 6rneklerden biri olup, nZVI'nin doku
kiiltiiriindeki bitkilerle etkilesimine 1s1k tutmayi, ayrica bitki biyoteknolojisi ve
nanogiibreler gibi nanoteknolojinin tarimda kullanim alanlarima katki saglamayi

amaclamaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Karayemis

Karayemis (Laurocerasus officinalis Roem., syn: Prunus laurocerasus L.), Rosaceae
(gtilgiller) familyasina ait, 5 ila 15 metreye kadar boylanabilen, yaprak dékmeyen bir
agag tiriidiir. Kiiclik beyaz ciceklere, koyu yesil parlak yapraklara ve olgunlastikca
kirmizidan mora donen meyvelere sahip (Sekil 2.1) olan bu bitki genellikle nemli ve
golgeli alanlarda yetismektedir. Tiirkiye’de dogal yayilis alani Dogu Marmara ve
Karadeniz kiyilar1 olup, 6zellikle Dogu Karadeniz Bdlgesi'nde meyveleri yaygin
olarak tiiketilmektedir. Halk arasinda “taflan™ olarak adlandirilmaktadir (Karatas ve

Ucar, 2018).

Sekil 2.1: Karayemis bitkisinin yapraklariin, ¢iceklerinin ve meyvelerinin genel
gorinimi.

Karayemis bitkisi, icerdigi zengin biyoaktif bilesikler nedeniyle yalnizca meyveleriyle
bir besin kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda geleneksel tipta da yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bitkinin meyve, tohum ve yapraklari; mide iilseri, bronsit, sindirim
sistemi rahatsizliklari, egzama ve hemoroid gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Kelayll ve ark., 2003). Ayrica, karayemis
meyvesinin anti-diyabetik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Senayh vd., 2012). Taze
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yapraklari, agri ve atesin azaltilmasinda ve astim, Oksiirik ile dispepsi gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Karatas ve Ucar, 2018; Kiipeli Akkol
ve ark., 2012). Bitkinin tohumlarindan elde edilen yag ise hem terapétik amaclarla
hem de kozmetik sanayisinde degerlendirilmektedir. Dort mevsim yaprak dékmeyen
ve yapraklarinin parlak ve canli renklere sahip olmasi1 6zelligi dolayisiyla karayemis,
park ve bahgelerde siis bitkisi olarak da yetistirilmektedir (Yazic1 ve ark., 2011) (Sekil
2.2).

Sekil 2.2: Karayemis bitkisinin siis bitkisi olarak kullanimryla ilgili gorseller.

2.1.1. Karayemis Bitkisinin Ozellikleri

Karayemis yaprak, meyve ve tohumlarinda yiiksek oranda fenolik bilesikler icermesi
nedeniyle degerli bir antioksidan kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Karayemisin
antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢calismada, drnekler yaprak
ve meyve ¢ekirdegi olmak iizere ayrilmis, metanol ve etanol ¢oziiciileri igerisinde
coziilerek ayr ekstraktlar elde edilmistir. Ferrotiyosiyanat metoduna gore hazirlanan
ekstraktlarin antioksidan kapasitesi 12 saatte bir olmak tlizere spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Yapilan ol¢limlerde elde edilen yilizde inhibisyon degerleri, standart
antioksidanlar olan butil hidroksi toluen (BHT) ve Troloks ile karsilastirildiginda,
karayemis yapragi ve c¢ekirdeginin bu standartlara kiyasla daha yiiksek antioksidan
aktivite sergiledigi belirlenmistir (Cebi, 2018). Karayemis yapraginin sulu ve etanol
ekstraktlar1 hazirlanarak toplam fenolik ve flavonoid icerigi ile antioksidan ve

antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, karayemis yapragi



ekstraktlarinin dikkate deger antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
ve ekstraksiyon yonteminin biyoaktif bilesikler iizerinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Ozkan vd., 2023). Ayrica meyvelerinden elde edilen yogunlastirilmis
meyve suyu (pekmez) formunun da belirgin bir sekilde antioksidan etki gdsterdigi

bildirilmistir (Liyana-Pathirana vd., 2006).

Sahan, 2011°de yaptig1 c¢alismada karayemis yapragindan elde edilen ekstraktlarin
antifungal etkisi oldugunu gostermistir. Disk diflizyon ve mikrodiliisyon yontemleri
ile yapilan analizlerde, ekstrakt tiirii ve konsantrasyonunun mantarlar tizerinde anlamli
derecede etkili oldugu belirlenmistir. En yiiksek antifungal aktivite etanol ve aseton
ekstraktlarinda gozlenirken, bazi mantar tiirlerine karst hem biiyiimeyi
durdurabildigini ayrica oldiiriici etki de gosterebildigini ve bu etkinin kullanilan
konsantrasyona goére degistigini belirlemistir. Fusarium oxysporum en duyarl,

Penicillium verrucosum ise en direncli tiir olarak tespit edilmistir.

Senayli vd. 2012°de yaptiklar1 ¢alismada karayemis c¢ekirdeklerinin anti-diyabetik
etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Diyabet hastaligi olusturulmus Wistar-Albino
sicanlar lizerinde, ¢ekirdeklerden elde edilen ekstrakt uygulamasi yapilan gruplarda
ikinci haftadan itibaren kan glukoz diizeylerinde anlamhi diisiisler gézlenmis ve bu
etkinin Ozellikle insiilin diizeylerini artirarak, stres altinda glukozu diizenleyerek
ortaya c¢iktigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde, pre-diyabetik tanisi konulmusg
hastanin diizenli olarak karayemis tiikketmesi sonucu kan sekeri degerlerinin ciddi bir

sekilde diistiigli goriilmiistiir (Vahapoglu vd., 2018).

Antosiyaninler, bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal fenolik bilesikler olup bitkilere
turuncu, kirmizi ve mor gibi karakteristik renklerini kazandirirlar. Yapilan cesitli
calismalarda, antosiyaninlerin anti-kanserojen 6zelliklere sahip oldugu gosterilmis ve
bu bilesiklerin karayemis meyvesinde yiliksek oranda bulundugu belirlenmistir.
Ayrica, karayemisin taze yapraklarinda bulunan ve yaprak ugucu yaglarinin ana
bileseni olan benzaldehitin antitiimdr etkiler gosterdigi ve ileri evre kanser hastalarinin
tedavisinde potansiyel olarak etkili olabilecegi bildirilmistir (Karatas ve Ucar, 2018).
Bayrambas ve arkadaslari (2019) tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada, farkli
bolgelerden toplanan ii¢ karayemis c¢esidinden elde edilen ekstraktlar incelenmis;
fenolik bilesik igerikleri ve anti-proliferatif etkileri degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda, karayemiste ilk kez tespit edilenlerin de dahil oldugu toplam on dort farkli

fenolik bilesik belirlenmis ve klorojenik asit ana fenolik bilesik olarak saptanmustir.
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Cogunlugu yesil cay polifenolleri grubunda yer alan katesin gallat, gallik asit,
prosiyanidin B2, gallokatesin gallat, katesin, kuercetin-3-glukozit, epigallokatesin
gallat ve kerasiyanin kloriir gibi bilesikler tespit edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin,
HCT-116 kolorektal kanser hiicreleri lizerinde anti-kanserojen etki gosterdigi rapor
edilmistir. Karayemisin yaprak ve meyvelerinden farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Uygulanan cesitli ekstraksiyon
teknikleri sonucunda elde edilen polifenolik bilesimler genel olarak benzerlik
gostermistir. Yaprak ekstraktlarinda klorojenik asit, o-kumarik asit, kuersetin-3-
glukozit, luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glukozit, kaempferol-3-glukozit ve
naringenin gibi fenolik bilesikler tanimlanirken; meyve ekstraktlarinda vanilik asit,
kafeik asit, klorojenik asit ve rutin belirlenmistir. Hem yaprak hem de meyve kuru
ekstraktlarinda 25,44-36,49 mg/g araliginda tespit edilen klorojenik asit, ana fenolik
bilesik olarak 6ne ¢ikmustir. Her iki bitki materyalinde de en yiiksek toplam fenolik ve
flavonoid icerikleri ile en gii¢lii antioksidan kapasite, mikrodalga destekli ekstraksiyon

yontemiyle elde edilen ekstraktlarda gozlemlenmisti (Karabegovi¢ vd., 2014).

Karayemisde birincil fenolik bilesen olan klorojenik asidin antibakteriyel, antioksidan
ve antikarsinojenik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Klorojenik asidin anti-
kanser potansiyelini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen bir ¢calismada, in vitro
kosullarda A549 insan akciger kanseri hiicrelerinin g¢ogalmasini baskiladig tespit
edilmistir (Feng vd., 2005). Cakir ve Giilseren’in 2017°de yaptiklar1 bir ¢alismadaysa
karayemis ekstraktlarinin insandan izole edilmis HCT-116 kolon kanseri hiicrelerine
kars1 sitotoksik etkisi oldugunu gostermislerdir. Ayla vd. 2018’de yaptig1 bir
calismada karayemisin meyvesinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi arastirmak
icin farelerin eksizyonel yara modeli kullanilarak hem in vitro hem de in vivo yara
tyilesmesinde meyve ekstraklarinin etkisini incelemisler, sonucunda yara iyilesmesini
ve epidermal rejenerasyonu arttirdigi gézlemlenmistir. Fenolik asitler ve flavonoidler
gibi fenolik bilesiklerin giiglii antienflamatuar ve antinosiseptif etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Fenolik bilesikler agisindan zengin olan karayemisin taze
yapraklarindan izole edilen bilesiklerin ve elde edilen ekstraktlarin etkileri in vivo
olarak model farelerde inflamasyon ve agr1 gecirici Ozellikleri arastirilmis ve sonug
olarak kayda deger antienflamatuar ve antinosiseptif aktivite gosterdigi goriilmiistiir

(Kiipeli Akkol vd., 2012).



2.1.2. Karayemis Uzerine Yapilan in vitro Calismalar

Karayemis tizerine yapilan in vitro doku kiiltiirii iizerine literatiirde sinirli ¢alisma
bulunmaktadir. Sulusoglu, 2012°de yaptig1 calismada karayemis embriyo kiiltiiriinii
gerceklestirmistir. Tohumlarin 6nce 25 dakika boyunca %20'lik sodyum hipokloritte
(birka¢ damla Tween 20 ile) ylizey sterilizasyonunu gerceklestirip, ardindan steril
suyla durulandiktan sonra ¢imlenme i¢in farkli besi ortamlarmma alinmistir. Besin
ortamina alinirken ¢alisma iki asamali olarak yiiriitiilmiistiir. Ilk asamada, MS besin
ortaminda farklt hormon kombinasyonlarinin (6-benziladenin [BA]: 1.0, 2.0, 4.0, 6.0
mg/l ve indol-3-biitirik asit [IBA]: 0.5, 1.0 mg L) etkileri arastirilmistir. En iyi
hormon kombinasyonunu 2.0 BA mg L' + 0.5 mg L IBA olarak belirlemis olup, Bu
kombinasyon, embriyolarda en yiiksek ¢imlenme oranmi (%66.67) saglamistir.
Hormon eklemesi yapilmayan kontrol ortamlarindaysa hi¢bir embriyoda siirgiin veya
kok olusumu gdzlenmemistir. Tkinci asamada, embriyolara 30 ve 60 giinliik soguk
stratifikasyon uygulanmis ve bu silirenin hormon kombinasyonlar: ile etkilesimi
incelenmistir. 60 giin stratifiye edilen embriyolarda ¢imlenme orani ve fide gelisimi
daha yiiksek bulunmustur. Ardindan Sulusoglu ve Cavusoglu, 2013’de karayemis
bitkisinin in vitro mikrogogaltimm iizerine ¢alismuslardir. Oncelikle karayemis
agacindan toplanan siirgiin uglarmin %20'lik ticari ¢amasir suyu (%5 sodyum
hipoklorit) ¢ozeltisi ile 14 dakika calkalanarak ardindan steril suyla durulama
yapilarak eksplantlarinin sterilizasyonunu gerceklestirilmistir. MS ortamina farklh
konsantrasyonlarda BA 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 mg L' eklenerek siirgiin olusumu ve
uzamasi incelenmis ayn1 zamanda 1, 2 ve 4 mg L' BA + 0.1 ve 0.5 mg L! IBA ile
kombinasyon halinde kullanilarak siirgiin proliferasyonu ve uzamasi gozlemlenmistir.
En iyi sonucu 2.0 mg L' BA ile 0.1 mg L' IBA’nin kombinasyonunda elde
etmislerdir. Siirgiinlerin koklenmesi igin ise 0.5 mg L' IBA igeren MS besin
ortaminin en iyi sonucu verdigini sdylemislerdir. Georgiana ve Adriana 2016’ da
yaptig1 ¢alismada ise karayemis bitkisinin nodlarindan baglatilan in vitro kiiltiiri,
uygun sterilizasyon siiresi ve hormon kombinasyonlariyla basarili sekilde
baslatmiglardir. Bu ¢alismanin en 6nemli sonuglart dondr bitkinin (in vitro kiiltiire
girilirken alinan baslangi¢ materyalini igeren bitki) alindig1 ¢cevresel kosullar, 6zellikle
endojen enfeksiyon riski agisindan Kkiiltlir basarisint  dogrudan etkiledigini
gostermislerdir. Ayrica, kiiltiir ortamina aktif komiir ilavesi pH’1 artirarak bakteriyel

kontaminasyona yol actig1 icin Onerilmemistir. Baska bir ¢alismada; karayemisi in



vitro kiiltire alarak mikrogogaltim yontemleri gelistirmek, kallusogenez,
embriyogenez ve rejenerasyon Ozelliklerini incelemek ve rejeneratif bitkiler elde etme
lizerine calisilmistir ve sonug¢ olarak karayemisin mikrogogaltimi ve Kkitlesel
rejenerasyonu i¢in doku, hiicre ve organ in vitro yonteminin basarili bir sekilde
kullanilabilecegini gosterilmistir (Alasania vd., 2021). Bununla birlikte, karayemis
bitkisinin in vitro mikrogogaltiminin ve bitki bliytimesi etkinliginin artirilmasi igin

nanopartikiil kullanimina yonelik yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.2. Sekonder Metabolitler ve Onemi

2.2.1. Sekonder Metabolitler ve Cesitleri

Bitkilerde iiretilen bilesikler, metabolik islevleri ve olusum yollarina gore birincil
(primer) ve ikincil (sekonder) metabolitler olarak iki ana kategoriye ayrilir. Primer
metabolitler canliligin devami i¢in mutlak gerekli olan fotosentez, hiicre boliinmesi,
solunum, depolama gibi temel siireclerde rol alan metabolitlerdir. Sekonder
metabolitler, bitkilerin biiylime ve gelismesinde dogrudan gorev almayan, ¢evresel
stres faktorlerine maruz kaldiginda salgilanan, strese karsi savunma ve adaptasyon
saglamada 6nemli rol oynayan bilesiklerdir (Espinosa-Leal vd., 2018). Bu bilesikler,
bitkileri patojenlere ve olumsuz ¢evre kosullarma karsi korurken; ayni zamanda
tozlasma ve tohum yayilimi gibi ekolojik siire¢lere de katki saglar. Bulunduklari
organlara renk, koku ve tat gibi 6zellikler kazandirarak tozlayicilar igin ¢ekici hale
getirmektedir. Ayrica, bu bilesikler bitkiler arasi rekabetin diizenlenmesinde ve bitki-
mikroorganizma simbiyotik iliskilerinin olusumunda da islevsel rolleri vardir (Bhatla

ve Lal, 2018).

Sekonder metabolitler; kimyasal yapilarmma (6rnegin halkalar igermeleri, seker
bulundurmalari), bilesimlerine (azot igcermesi ya da igermemesi) veya sentezlendikleri
biyosentetik yollara (6rnegin tanenleri olusturan fenilpropanoid yolu) gore
siniflandirilabilir. Terpenler/steroidler, fenolik bilesikler ve alkaloidler olmak {izere
baslica li¢ gruba ayrilirlar. Bu metabolitlerin ¢ogunlugu genellikle bitkilerde ciddi
fizyolojik ve ekolojik etkilere sahiptir (Tiwari ve Rana, 2015; Shruti ve
Bharadvaja, 2024).



Terpenler, izopren tiirevlerinden olusan hidrokarbonlardir ve kimyasal ¢esitliligi en
yiiksek gruplardan biridir. Bulunduklar1 bitkilerde allelopati, insektisit etkiler,
tozlayic1 boceklerin cezbedilmesi ve bitki hormonlarinin (absisik asit, gibberellin gibi)
tiretimi gibi ekolojik ve fizyolojik roller {iistlenirler. Molekiil yapilarindaki izopren
birimlerinin sayisina gore hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler,
triterpenler ve daha biiylik polimerik yapilar olarak siniflandirilirlar. Bu bilesiklerin
antifungal, antibakteriyel, antiinflamatuar ve antineoplastik gibi ¢esitli biyolojik

faaliyetleri bulunmaktadir (Tiwari ve Rana, 2015; Topcu ve Colgecen, 2015).

Fenolik bilesikler, aromatik halka yapisina bagli bir veya daha fazla hidroksil (-OH)
grubu iceren organik molekiillerdir ve bitkilerde en yaygin olarak bulunan sekonder
metabolit grubunu olustururlar. Bu bilesikler; basit fenoller, kumarinler, tanenler,
flavonoidler, lignanlar ve stilbenler gibi farkli alt gruplara ayrilir (Shruti ve
Bharadvaja, 2024). Fenolik bilesikler, antioksidan, antienflamatuar ve antimikrobiyal
etkiler gibi cesitli biyolojik fonksiyonlar sergilerler. Flavonoidler ise ¢ogunlukla
vakuollerde bulunan, monomer, dimer veya daha yiiksek dereceli oligomerler hélinde
yer alan ve 4500°den fazla farkli bilesigiyle genis bir fenolik bilesik ailesini
olustururlar. Bu bilesikler, bitkilerde UV-B 1sinlarina kars1 koruma, pigmentasyon ve
gelisim gibi bir¢ok islevi yerine getirirler. Flavonoid grubu; kalkonlar, auronlar,
flavanonlar, izoflavonoidler, flavonlar, flavonoller, 16sianthosiyanidinler, katesinler
ve antosiyaninler gibi alt gruplar igerir (Tiwari ve Rana, 2015; Shruti ve

Bharadvaja, 2024).

Alkaloidler ise yapisinda azot bulunan sekonder metabolitlerdir. Kimyasal yapilari
olduke¢a cesitlilik gosteren bu bilesikler arasinda nikotin, kafein ve vinblastin gibi
biyolojik acidan aktif molekiiller yer almaktadir. Alkaloidler genellikle bitkilerin
kendilerini zararli bocekler gibi etkenlerden korumalarinda énemli rol oynar. Iyon
kanallarin1 bloke edebilir, enzimleri inhibe edebilir veya sinir iletimini engelleyerek
haliisinasyon, koordinasyon kaybi, kasilmalar, kusma ve hatta 6liime neden olabilirler

(Tiwari and Rana, 2015; Topcu ve Colgecen, 2015).

2.2.2. Sekonder Metabolitlerin Uretimi

Bitkiler tarafindan sentezlenen sekonder metabolitler; sahip olduklari antioksidan,

antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antikanser, antiviral, antifungal, antipiretik,
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antialerjik ve antidiyabetik etkiler sayesinde tip, kozmetik ve gida gibi pek cok
endistriyel alanda degerli dogal kaynaklar olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
bilesikler bitkilerde genellikle ¢ok az miktarda iiretilir bu durum ticari kullanim
acisindan sorun olusturur, bu sorunu agmak i¢in bitki hiicre ve doku kiiltiirii yontemleri
kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiirii, bitki hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin
besin kiiltiirii ortaminda ve kontrollii aseptik kosullar altinda yetistirilmesini saglayan
temel bir arastirma ve uygulama aracidir. Bitki kiiltiirlerinde hiicreler ¢ok hizli cogalir
ve metabolizmalar1 daha aktiftir; bu sayede sekonder metabolitler 2—4 hafta gibi kisa
stirede tretilebilir. Ayrica, bu iiretim sistemi ¢evresel kosullardan etkilenmedigi i¢in
stire¢ kolayca kontrol edilebilir ve verimli hale getirilebilir. Sekonder metabolit
liretimi amaciyla; hiicre siispansiyon kiiltiirleri, sacak kok kiiltiirleri, organ kiiltiirleri
ve kallus kiiltiirleri gibi cesitli in vitro yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir

(Espinosa-Leal vd., 2018).

Bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolit tiretimini tesvik etmek amaciyla biyotik
veya abiyotik kaynakli ajanlar olan elisitdrler kullanilmaktadir. Dogal ortamlarinda
biyotik (mikroorganizmalar, bocekler vb.) ve abiyotik (kuraklik, sicaklik kosullari,
UV, pH, agir metaller, 151k, NP’ler vb.) stres kosullarina maruz kalan bitkiler, bu
kosullara kars1 savunma mekanizmalarini aktive ederek sekonder metabolit liretimini
artirirlar. Elisitorler, bu dogal savunma tepkilerini mimikleyerek bitki hiicrelerinde
stres sinyallerini tetikler ve boylece hedeflenen sekonder metabolitlerin biyosentezini
uyarirlar. Elisitorlerin  bu etkisi karmasik bir hiicresel sinyal iletim agina
dayanmaktadir. Bu siireg, elisitor molekiillerinin bitki hiicre zarinda bulunan spesifik
reseptOr proteinlerine baglanmasiyla baglar. Bu reseptorler, elisitorii tanidiklarinda
iyon kanallarinin aktivasyonunu tetikler ve iyon kanallariin a¢ilmasina neden olarak
zar potansiyelinde degisiklik yaratir. Bu siirecte, Ca®" iyonlarinin hiicre igine girisinin
artmasiyla birlikte plazma zarinda hiperpolarizasyon ve sitoplazmik asitlenme
meydana gelir. Bu ilk sinyal olaylari, bir sinyal molekiilii olan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) hizli tiretimi, fosfolipid metabolizmasinin aktive edilmesi ve ikincil haberci
molekiillerin salinimi ile devam eder. Ikincil haberciler aracihigiyla transkripsiyon
faktorlerinin aktive edilmesini saglanir boylece savunma genleri uyarilarak sekonder
metabolitlerin biyosentezi baglatilir (Narayani ve Srivastava, 2017; Shruti ve

Bharadvaja, 2024).
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Elisitasyonun etkinligi; elisitor tipi, konsantrasyonu, uygulama zamani, maruz kalma
stiresi, besin ortam1 bilesimi, kiiltiir yas1 ve hiicre tipi gibi bir¢ok faktdre baglidir.
Elisitoriin optimum dozda uygulanmasi, hiicre canliligini koruyarak metabolit
verimini artirirken; uygulama zamani ve siiresi, hiicre dongiisiindeki evreye gore
tiretim diizeyini 6nemli 6l¢iide etkiler. Kimyasal, biyotik ve fiziksel kokenli elisitorler
tek basina ya da sinerjistik kombinasyonlarla kullanilabilir. Elisitorler, hedef metabolit
ve bitki tiiriine 6zgli olarak secilmelidir; farkli elisitorler farkli bilesiklerin
biyosentezini uyarabilir. Ayrica, ortak kiiltiir sistemleri gibi biyotik etkilesimler de
metabolit {iretimini tesvik edebilir. Elisitasyon, yalnizca bilinen sekonder
metabolitlerin sentezini artirmakla kalmayip, ayn1 zamanda nadir veya bitkide dogal
olarak sentezlenmeyen bilesiklerin kesfi ve biyosentez yollarinin aydinlatilmasi
acisindan da onemli bir yaklasimdir (Narayani ve Srivastava, 2017; Shruti ve

Bharadvaja, 2024).

Son yillarda, NP’lerin bitki doku kiiltiirlerinde elisitér olarak kullanimi, sekonder
metabolit iiretimini artirmaya yonelik etkili bir biyoteknolojik yaklasim olarak 6ne
cikmistir. Hypericum perforatum hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada, metal ve
metal oksit nanoparcaciklarin (MNP'ler), sekonder metabolitlerin sentezini artirmada
potansiyel bir elisitor olarak kullanilabilecegini gosterilmistir. Ag, Au, Cu, CuO, Pd,
TiO2 ve ZnO NP’leri farkli sekonder bilesiklerin tiretimini indiiklemis hem de
metabolitlerin iiretimini miktarsal olarak arttirmistir Aralarinda kiiltiir ortamindaki en
belirgin degisiklikleri Ag ve CuO NP’ler saglamistir. AgNP’ler bisksanton, gankaonin
O ve fusaroskyrin birikimine neden olmustur. Au NP’ler hiperksanton C, Cu NP’ler
apigenin, Pd NP’ler emodin, TiO> NP’ler kuersetin, ZnO NP’ler gallik asit
bilesiklerinin birikimine neden olmuslardir (Kruszka vd., 2022). Artemisia annua
sagak kok kiiltiirlerinde 3 giin siireyle 900 mg L' Ag-SiO» NP’lerinin uygulanmasinin
artemisinin miktarinda 3,9 kat artis elde edilmis ve bu artisin Ag* iyonlarinin salinimi
ve ROS olusumuna bagl olarak lipid peroksidasyonu ile katalaz aktivitesini artirdigi
bildirilmistir (Zhang vd., 2013). Benzer sekilde Ag NP uygulamasi Datura metel ve
Capsicum frutescens kiiltiirlerinde sirasiyla atropin ve kapsaisin seviyelerinde anlamli
artiglar saglamistir. Ayrica, Trigonella foenum-graecum’da diosgenin miktarinin Ag
NP ve Co NP uygulamalari ile anlamli sekilde arttig1, Salvia miltiorrhiza kiiltiirlerinde
tanshinon tretiminin B-siklodekstrin kapli Ag NP’ler ile 1,8 kat artt1ig1 ve bu etkinin

ROS iiretimi, antioksidan enzim aktivitesi ve tanshinon sentezinden sorumlu genlerin
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ekspresyon artigtyla baglantili oldugu gosterilmistir (Singh vd., 2023). Atropa
belladonna’nm in vitro kiiltiiriinde 25 mg L' Mn>O3 NP’lerinin uygulanmasi, bitki
bliylimesini tesvik etmis ve antioksidan enzimleri aktive ederek ikincil metabolit
seviyelerini artirmistir (Tian vd., 2018). Corylus avellana hiicre siispansiyon
kiiltiiriiniin 5 mg L' Ag NP’ye maruz birakilmasi, taksol iiretimini énemli dlgiide
artirmistir (Jamshidi vd., 2016). Ayni sekilde, Lavandula officinalis, Mentha piperita,
Gymnema sylvestre, Ocimum basilicum ve Hyoscyamus reticulatus gibi bitkilere NP
uygulamalar1 sonucunda fenolik, flavonoid, ucucu yag ve alkaloid igeriklerinde kayda

deger artiglar elde edilmistir (Singh vd., 2023).

2.3. Nanopartikiiller

“Nanoteknoloji” terimi ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan kullanilmistir
ve boyutsal hassasiyeti tanimlamak amaciyla ortaya atilmistir (Taniguchi, 1996).
NP’ler, en az bir boyutu 1 ila 100 nanometre (nm) arasinda olan, atom ve molekiiller
Olcegindeki ultra ince pargaciklardir (Nagarajan, 2008). Nanoteknoloji ise bu
yapilarla ilgilenen disiplinler arast bir bilim dalidir. "Nano" 6n eki, 1 nanometrenin
metrenin milyarda biri (10~ m) oldugunu ifade eder. Bu kiiciik boyutlar: sayesinde
NP’ler, yiiksek ylizey alani, benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikler gibi 6zellikler
kazanarak makroskobik malzemelerden farkli davranmislar sergilerler (Delfani vd.,
2014). Bilesimlerine gore baslica metal (6rnegin Au, Ag, Fe), metal oksit (6rnegin
TiO2, ZnO, Fe 03, Fe304), karbon temelli (6rnegin karbon nanotiipler, fullerenler,
grafen oksit), polimerik NP’ler, lipozomlar, dendrimerler ve silika NP’ler olarak

siniflandirilabilir.

NP’ler, hem dogal siireclerle hem de c¢esitli sentetik yontemlerle iiretilebilen
yapilardir; genellikle fiziksel, kimyasal, biyolojik (yesil sentez) ve hibrit teknikler
aracilifiyla sentezlenmektedir. Fiziksel yontemler, 6zellikle metalik nanopartikiillerin
tiretiminde yaygin olarak kullanilmakta olup lazer ablasyonu, tiip firin uygulamalari,
termal ayrisma ve mekanik 6glitme gibi teknikleri igermektedir. Kimyasal sentez
yontemleri ise indirgeme ajanlar1 (6rnegin sodyum borhidriir, askorbik asit),
elektrokimyasal yaklagimlar ve sol-jel ya da ¢oktiirme gibi fizikokimyasal tekniklere
dayanmaktadir. Bu yontemler, partikiil boyutu, sekli ve kristal yapisinin kontroliine
olanak tanimaktadir. Son yillarda ¢evre dostu, ekonomik ve biyouyumlu olmalari

nedeniyle biyolojik sentez yontemleri 6n plandadir. Mikroorganizmalar veya cesitli
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bitki ekstreleri kullanilarak gerceklestirilen bu yesil sentez yaklagimlari, toksik
kimyasallarin kullanimin1 azaltarak siirdiiriilebilir nanopargacik iiretimi i¢in dnemli bir
alternatif sunmaktadir. Ayrica, fiziksel ve kimyasal tekniklerin birlestirilmesiyle
olusturulan hibrit yontemler de sentez siireclerinde verimlilik ve islevsellik agisindan
onemlidir. Nanopartikiil tiretiminde kullanilan yontemlerin se¢iminde istenen partikiil
ozellikleri kadar, cevresel etkiler ve biyogiivenlik gibi faktorlerin de gbz Oniinde

bulundurulmasi gerekmektedir (Ali vd., 2016; Hossain vd., 2020).

NP’ler nanoskopik boyutlar1 ve reaktif ylizeylerinin sagladigi yiiksek kimyasal
aktivitelerinden dolay1 genis bir uygulama alanina sahiplerdir. Gida sektdriinde; gida
islenmesi, saklanmasi ve tasinmasi gibi siireclerde kalite ve giivenligi artirict olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte saglik alaninda ise; ila¢ tasima sistemleri, hiicresel
goriintiileme sistemleri, tani, kanser tedavisi, antimikrobiyal maddeler olarak
kullanimlar1 vardir. Ayrica cevresel remediasyon uygulamalarinda, 6zellikle agir
metal ve kirletici maddelerin gideriminde etkin ¢oziimler sunmaktadirlar (Hossain
vd., 2020). Son yillarda nanoteknoloji, tarim alaninda bitki biiylimesini tesvik eden
maddeler olarak, nano-giibreler ve pestisit uygulamalarinda kullanilmaktadir (Zhao

vd., 2020).

NP’ler bitkilerin besin alimini artirmasinin yani sira gesitli ¢evresel stres faktorlerine
kars1 dayamikliliklarii da giiclendirerek biiyiimelerini tesvik edebilir. Farkli bitki
tirleri lizerinde yapilan c¢aligmalar, Fe NP’lerinin uygun konsantrasyonlarda
uygulanmasinin bitki biiylimesini tesvik ettigini ve antioksidan savunma sistemlerini
giiclendirerek stres toleransini artirdigini gostermistir (Rui vd., 2016; The Vinh vd.,
2024; Li vd., 2013). Ayrica literatiirde yapilan ¢alismalarda; Ag, Au, Cu, CuO, Pd,
Si0; CeO2, TiO2, Fe304, Fe203, nZVI, ZnO vd. gibi birgok NP’nin farkli bitki
tiirlerinde biiylime ve gelisim, tohum ¢imlenmesi, sekonder metabolitlerin {iretimi ve
antioksidan savunma mekanizmalari {izerinde olumlu etkiler gosterdigine dair birgok

calisma mevcuttur (Singh vd., 2023; Kim vd., 2017).

2.3.1. Demir Nanopartikiilleri (Fe NP)

Makroskobik boyutta demirin reaktivitesi onemlidir 6rnegin paslanma bunun bir
sonucudur. Nanoboyutta daha da belirgin hale gelen yiiksek reaktivitesi nedeniyle

baslangigta yeterince ilgi gormemistir. Fakat kendilerine 6zgilin manyetik, kimyasal ve
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yapisal Ozellikleri sayesinde sonradan dikkat ¢cekmistir. Genellikle govde merkezli
kiibik kristal yapiya sahiptir. Boyutlarina bagli olarak ferromanyetik ve
siiperparamanyetik davranig sergileyebilir. Siiperparamanyetizma, 10-20 nm'den
kiiciik ferromanyetik malzemelerin NP'lerinde goriilen essiz bir manyetizma seklidir.
Bu 6zellige sahip malzemeler kalict miknatislik gdstermez ancak dis bir manyetik
alana maruz kaldiginda hizla miknatislanabilir (Ali vd., 2016). Uretim yontemi ve
kosullarina bagli olarak boyut ve sekil kontrolii miimkiindiir; nanopartikiiller kiiresel,
kiibik ya da igne sekilli morfolojilerde iiretilebilir. Bu sekil farkliliklari, 6zellikle
manyetik uygulamalarda performansi etkiler. Ayrica, Fe NP’ler manyetik dipol-dipol
etkilesimleri nedeniyle agregasyon egilimindedir ve bu durum uygun yiizey
kaplayicilarla kontrol altina alinabilir. Bu kaplamalar (organik veya inorganik
molekiillerle) parcaciklart hidrofilik, biyolojik ortamlara uyumlu ve islevsel hale
getirir. Kontrollii sentez siirecleri, bu NP’lerin uygulama potansiyelini artirmaktadir.
Kimyasal bilesimleri, oksidasyon durumlari, kristal yapilar1 ve yiizey o6zelliklerine

gore ¢esitleri asagidaki gibidir (Ali vd., 2016);

e Sifir degerlikli Fe NP (nZVI, Fe°)
e Demir oksit NP’ler
v" Manyetit (Fe3Os)
v Hematit (a-Fe203)
v" Maghemit (y-Fe>03)
v' Wiistite (FeO)
e Kompozit Fe NP’ler
v Fe-ZNO, Fe-TiO; gibi
e Yiizey fonksiyonlandirilmis Fe NP’ler
v" Polimer (6r. PEG) kaph
v" Karbon kaph
v' Silika kaplh

nZVI, yiiksek indirgeme giiciine sahiptir, Ancak hava ve oksijen igeren herhangi bir
ortama maruz kalmas1 durumunda kolayca oksitlenir. Sentez sonrasi yiizeylerinde
hizla 1-2 nm kalinliginda demir oksit tabakalar1 olusturarak cekirdek-kabuk (core-
shell) yapisina dontisebilirler. Bu reaktivite, belirli kosullarda katalitik avantajlara
dontisebilir. Yiizeyde kendiliginden olusan demir oksit kabuklari, bu reaktiviteyi

kismen sinirlandirsa da, kontrollii ylizey modifikasyonu ve uygun kaplama teknikleri
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bu nanoparc¢aciklarin kimyasal dayanikliligini artirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir

(Carvell vd., 2010; Huber, 2005).

Demir oksit NP’leri, farkli kristal fazlarda bulunabilir. Manyetit (Fe3;O4), hem Fe**
hem de Fe*" iyonlarini igeren yapistyla gii¢lii manyetik dzellik gdsterir ve biyomedikal
uygulamalarda (6rnegin manyetik hedefleme ve ilag tasima) sik¢a kullanilir. Hematit
(0-Fe20s3) ise kirmizi renkli, kararl bir kristal yapiya sahip olup diisiik manyetik
ozellik gostermesi nedeniyle genellikle katalizor ve sensor uygulamalarinda tercih
edilmektedir. Maghemit (y-Fe>O3), manyetitin oksitlenmesiyle olusan bir form olup
hafif manyetik Ozellik gosterir ve biyolojik sistemlerde daha uyumlu bir yapiya
sahiptir. Daha az kararli bir yap: olan wiistite (FeO) ise yalnizca Fe?" igerir ve
genellikle yiiksek sicaklik kosullarinda olusur; pratik uygulamalar1 sinirhdir (Ali vd.,
2016).

Bu temel yapilarin yani sira, nanopargaciklarin yiizeyleri farkl1 maddelerle kaplanarak
yilizey fonksiyonlandirilmig Fe NP’ler elde edilmektedir. Silika, karbon ve polimer
(0rnegin PEG) kaplamalar sayesinde bu nanoparcaciklar hem biyolojik sistemlerle
uyumlu hale getirilmekte hem de aglomerasyonun 6niine gecilmektedir. Bu sayede ilag
salimi, hedefli tasima ve tarimsal uygulamalarda kullanim alanlar1 genislemektedir.
Ayrica, demir nanoparcaciklart diger metal oksitlerle birlikte sentezlenerek kompozit
yapilar (6rnegin Fe-TiO2, Fe-ZnO) olusturulabilmekte ve bu yapilar ¢ok islevli
ozellikleriyle c¢evresel aritim, fotokataliz ve bitki biiyiimesini destekleyen

uygulamalarda degerlendirilmektedir (Ali vd., 2016).

Demir, bitkiler i¢cin hayati biyolojik islevlere katki saglayan 6nemli bir mikro besin
elementidir. Klorofilin yapisinda (fotosentez), azot fiksasyonu igin gerekli olan
nitrojenazin yapisinda, sitokromlarin yapisinda bulunur ve enerji metabolizmasi
(solunum) siireglerinde katalitik bir rol oynar (Rout ve Sahoo, 2015). Demir eksikligi
yasayan bitkilerde klorofil yapis1 bozulur ve bunun sonucunda klorozis (sararma)
goriiliir. Toprakta bulunan ¢6ziinilir demir miktar1 genellikle yetersizdir ve kullanilan
giibreler cok etkili degildir. Nanogiibreler, daha kii¢iilk formlarda daha hizl
taginabilmeleri ve bitkiler tarafindan daha kolay emilebilmeleri sayesinde geleneksel
giibrelere kiyasla daha verimli bir alternatiftir (Guha vd., 2020). Yapilan ¢alismalar,
demir bazli NP’lerin bitkilerin demir igerigini artirabilecegini gostermistir. Demir
eksikligi kosullarinda, diisiik dozda (50 mg L") uygulanan nZVI ve Fe304 NP’lerinin

piring bitkisinin bilylimesini artirdig1 ve oksidatif stresi azalttig1 bulunmustur (Li vd.,

16



2020). Gerbera jamesonii bitkisine 5.6 mg L' Fe NP uygulanmasi biiyiime, koklenme,
klorofil igerigi ve enzim aktivitelerini artirarak; sera kosullarinda daha yiiksek yasama
orani, daha erken ¢igeklenme, daha biiyiik cigcekler ve daha uzun sap gelisimi elde
edilmistir (The Vinh vd., 2024). Kara gozli fasulye bitkilerine Fe NP’lerinin
yapraktan piskiirtiilerek uygulanmast sonucunda klorofil miktarinda ve demir
iceriginde artis gdzlemlenmistir (Delfani vd., 2014). Ayrica, Fe NP’lerinin Capsicum
annuum bitkilerine uygulanmasinin bitki biiyltimesini artirabilecegini ve kloroplast
sayisini ¢ogaltabilecegini géstermistir (Yuan vd., 2018). Sonug olarak literatiirde, Fe
NP’lerin nano-giibre olarak da kullanilabilecegine dair birgok ¢alisma yapilmis olup;
bitki fotosentez ve solunum gibi temel metabolik siirecleri destekledigi; ayrica kok
gelisimi, tohum c¢imlenmesi ve biyokiitle artis1 gibi biliylime parametrelerini olumlu

yonde etkiledigi cesitli calismalarla ortaya konmustur (Kim vd., 2017).

2.3.2. Sifir Degerlikli Demir Nanopartikiilii (nZVI)

Sifir degerlikli demir nanopartikiilleri, ¢evresel remediasyon amaciyla yaygin olarak
kullanilan ve genellikle ile 30-100 nm arasinda degisen boyutlara sahip metal
nanopartikiillerdir. Yiiksek indirgeme kapasitesi sayesinde, kirlenmis toprak ve yeralti
suyu sistemlerinde bulunan hem organik kirleticileri hem de agir metalleri etkisiz hale

getirme ve ortadan kaldirma potansiyeline sahiptir (Yuvakkumar vd., 2011).

Morfolojik olarak neredeyse kiiresel bir yapiya sahiptir ve demirin manyetik
ozelliklerinden otiirti birbirleriyle temas ederek zincir benzeri agregalar olusturma
egilimindedir. Yapisal olarak bir sifir degerlikli demir ¢ekirdegi ile bu ¢ekirdegi saran
bir oksit kabuktan meydana gelirler. Nanometrik Ol¢ekteki boyutlari, 6zgiil yiizey
alanlarinin 6nemli dl¢ilide artmasina olanak tanir; geleneksel 325 mesh demir tozuna
kiyasla yaklagik 30 kat daha yiiksek ylizey reaktivitesi vardir. nZV]I, yiiksek indirgeme
potansiyeline  sahip olup, 0Ozellikle borhidriir indirgeme yontemleriyle
sentezlendiklerinde ve etanol gibi uygun ¢oziiciiler igerisinde muhafaza edildiklerinde,
haftalar boyunca oksidasyona ugramadan sifir degerlikli halde kalabilmektedir.
nZVT’lar, diisiik maliyetleri, kolay sentez yontemleri ve yiiksek reaktivite 6zellikleri
sayesinde bir cok alanda kullanim olanagina sahiptir. Halojenlenmis organik
kirleticiler, agir metaller gibi c¢evresel toksinlerin giderilmesinin yan sira,
antimikrobiyal o6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanlar da dahil olmak {izere ¢ok

sayida cevresel ve biyoteknolojik uygulamada Onemli bir potansiyele sahiptirler
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(Mahdy vd., 2012; Yuvakkumar vd., 2011). Bu avantajlar1 gbz Oniinde
bulunduruldugunda g¢evresel uygulamalarin yani sira bitki biyoteknolojisi alaninda da

dikkat ¢ekici bir potansiyele sahiptir.

2.3.3. nZVI’nin Bitkiler Uzerindeki Etkilerini inceleyen Calismalar

Literatiirde nZVI'nin bitkiler iizerindeki etkilerine yonelik yapilan ¢alismalar,
optimum konsantrasyonlarda bitki bliylimesini tesvik ettigini, ancak bu
konsantrasyonun bitki tiirline ve yetistirme kosullarina bagli olarak degisiklik
gosterdigini ortaya koymustur. Yiiksek konsantrasyonlarda ise genellikle olumsuz
etkiler gozlemlenmistir. Hibrid kavaklar (Populus deltoides x Populus nigra) ve sazlik
(Typha latifolia) fideleri iizerinde hidroponik ortamda 0-1000 mg L™ araliginda
degisen nZVI konsantrasyonlarmin etkisi incelenmistir. 200 mg L iizerindeki
konsantrasyonlarda nZVI’nin toksik etkiler gosterdigi, diisiik konsantrasyonlarda ise

bitki gelisimini destekledigi bildirilmistir (Ma vd., 2012).

Sera kosullarinda toprakta yetistirilen Arabidopsis thaliana bitkilerine 500 mg kg
nZVI uygulanmasi sonucunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kok ve yaprak
dokularinda demir alimimin artmasina bagli olarak demir diizeylerinde yiikselme
oldugu saptanmis ve fotosentezin artmasina bagli olarak bitki biyokiitlesinde %38

oraninda artig gézlenmistir (Yoon vd., 2019).

Lepidium sativum, Sinapis alba ve Sorghum saccharatum bitkilerinin gelisimi
tizerinde iyonik demir (FeCls), mikro ve nano boyutlu sifir degerlikli demir
nanoparcaciklarinin etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, 1570 mg L' konsantrasyonundaki iyonik demirin hafif toksik etki
gosterdigi, ancak mikro ve nano boyuttaki demir partikiillerinin anlamli bir fitotoksik
etki gostermedigi ve bitki boyu ile biyokiitlede artis sagladigi tespit edilmistir
(Libralato vd., 2015).

Yer fistig1 tohumlarinda ¢imlenme ve biiylime {izerine de olumlu etkiler rapor
edilmigtir.  10-320 umol L™ araligindaki diisiik konsantrasyonlarda nZVI
uygulamasinin su alimini artirarak kok gelisimini ve genel bitki biiylimesini tesvik
ettigi, bu etkinin etilendiamintetraasetat-demir (EDTA-Fe) ¢ozeltisine kiyasla daha
yiiksek oldugu, ancak 320 umol L™ iizerindeki konsantrasyonlarda fitotoksik etkilerin

gozlemlendigi bildirilmistir (Li vd., 2015).
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Farkli nZVI konsantrasyonlar1 (10, 20, 40, 80, 160 mg L) ile 6n mualeme edilen
piring tohumlar1 14 giin boyunca sera ortaminda biiylitiilmiistiir. Biiyliyen fidelerden
yapilan analiz sonucunda 20 mg L' konsantrasyonu ile muamele edilen fidenin, kok
dehidrogenaz aktivitesi ve antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin bir artis
saglanmigtir. Ayrica bu konsantrasyonun kdk ve siirglin uzunlugu, biyokiitle ve
fotosentetik pigment icerigi ilizerinde de olumlu etkiler yarattig1 belirlenmistir. Ote
yandan, yiiksek konsantrasyon olan 160 mg L' seviyesinde oksidatif stres
belirtilerinin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Guha vd., 2018). Yine ayni1 grubun baska
bir caligmasinda, piring tohumlarina yapilan “nanopriming” islemi sonrasi fideler tarla
kosullarinda yetistirilmistir. Bu c¢alismanin bulgularina goére ‘“nanopriming”
uygulamasi, kontrol grubu bitkilerine kiyasla daha genis yaprakli, daha fazla
kardeslenme gosteren ve daha yiiksek biyokiitleye sahip bitkilerin gelismesini
saglamistir. Ayrica RAPD analizleri kullanilarak yapilan degerlendirmede nZVI’nin
genotoksik bir etkisinin olmadig1 ortaya konmustur (Guha vd., 2021).

Kim vd. 2014’de yaptig1 calismada; nZVI'nin Arabidopsis thaliana {izerindeki
fizyolojik ve molekiiler etkilerini incelemistir. nZVI uygulamasi, plazma membran
H*-ATPaz aktivitesini artirarak koklerde apoplastik pH’1n diismesine, yapraklarda ise
stomatal aciklik ve yaprak alaninda anlaml artislara yol agmistir. Bu siirecte H'-
ATPaz izoformu AHA2 nin gen ekspresyonu koklerde 5 kat, yapraklarda ise 2 kat
artmistir. Yaprak alanmi yaklasik %50 oraninda artmig; bu biiyiimenin, H'-ATPaz
aktivasyonu sonucu apoplastik pH diisiisiiyle indiiklenen hiicre duvar1 gevsemesi ve
hiicre uzamasina bagli oldugu diistiniilmiistiir. Endositoz oranindaki azalma da bu
mekanizmay1 desteklemektedir. Artan stomatal agikliga ragmen, bitkiler kuraklik
kosullarina karst su kaybi agisindan normal fizyolojik yanitlarin1 korumustur.
Bulgular, nZVI'nin bitki biiylimesini tesvik edici etkilerinin yam sira CO2 alimini

artirarak gevresel katki potansiyeline sahip olabilecegini géstermistir.

Genel olarak bu caligmalar, nZVI’nin optimum konsantrasyonlarda bitki biiylimesi ve
gelisimini destekledigini; bu optimum konsantrasyonlarin bitki tiirline gore farklilik
gosterdigini, ancak genellikle yiiksek konsantrasyonlarda olumsuz etkilere neden
olabildigini ortaya koymaktadir. Ayrica yapilan ¢alismalarin hepsi sera kosullarinda
yapilmis olup, nZVI'nin bitkiler {izerindeki etkisini inceleyen in vitro g¢alisma

bulunmamaktadir.
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2.3.4. Nanopartikiillerin Bitki Doku Kiiltiiriinde Kullanim Alanlari

Bitki doku kiltlirii, bitki hiicrelerinin uygun in vitro kosullarda bdliinerek
farklilagsabilmesi ve tamamlanmis bir bitki formunu olusturabilmesi esasina dayanan
totipotensi ilkesine dayanmaktadir. Morfogenez ve embriyogenez gibi gelisimsel
siireclerin yani sira klonal ¢ogaltma, bitki islahi, patojenden arindirilmis bitki
materyali liretimi, genetik transformasyon ve ikincil metabolit sentezi gibi ¢cok sayida
biyoteknolojik uygulamada temel ve vazgegilmez bir yontemdir. NP’ler, doku kiiltiirii
stireglerinde karsilagilan temel sorunlarin asilmasinda ve kiiltiir verimliliginin

artirllmasinda yenilik¢i ¢oziimler sunabilmektedir.

Bitki doku kiiltiirli yontemlerinde NP’lerin kullanim iizerine son yillarda ¢ok fazlaca
calisilmis olup ve c¢esitli silireclerde faydalar saglayabilecegi ortaya konmustur.
Bitkiler iizerinde genel olarak; besin alimini artirmasi, ¢evresel stres kosullarinin
olumsuz etkilerini azaltma ve genel bitki verimliligini yiikseltme potansiyeline sahip
olmasi gibi etkileri vardir. Bitki doku kiiltiirli lizerine yapilan calismalarda, NP’lerin
eksplantlarin sterilizasyonu ve kontaminantlarin giderilmesi, biyolojik olarak aktif
bilesiklerin sentezinin uyarilmasi (elisitor etkisi), kriyoprezervasyon, genetik
transformasyon, somatik embriyogenez, somaklonal varyasyon, kallus indiiksiyonu ve
organogenez gibi ¢esitli uygulamalarda sagladig1 olumlu etkiler gosterilmistir (Sekil
2.3) (Singh vd., 2023; Kim vd., 2017). Asagida bu kullanim alanlarina dair daha

ayritilt bilgiler verilmistir.

Mikrobiyal Dekontaminasyon ve Sterilizasyon: Doku kiiltlirii uygulamalarinda en
yaygin sorunlardan biri olan mikrobiyal kontaminasyon, kiiltlirlerin gelisimini
engellemektedir. Kontaminasyonun baslica kaynaklari kullanilan eksplantlar ve
laboratuvar ortamidir. D1g ortamdan alinan eksplantlar in vitro kiiltiire alinmadan 6nce
ylzey sterilizasyonu gerceklestirilir. Ancak bu sterilizasyon islemi ¢ogu durumda
yetersiz kalmakta ve deneysel diizeneklerin bozulmasina, dolayisiyla zaman ve emek
kaybina yol agmaktadir. Sterilizasyonda yaygin olarak sodyum hipoklorit (NaOCl),
kalsiyum hipoklorit (CaOCl), giimiis nitrat (AgNOs), hidrojen peroksit (H20:), etanol
(EtOH), civa(Il) kloriir (HgCl>), antibiyotikler, bromlu su (BW) ve fungisitler gibi
cesitli dezenfektanlar kullanilmaktadir. Dezenfektanlarin konsantrasyonu ve

uygulama siiresi eksplant kalitesini dogrudan etkileyebilir ve bazi durumlarda
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organogenez lizerinde olumsuz etkilere yol agmalarina ragmen kontaminasyonun

tamamen Onlenemedigi gdzlemlenmistir.

Metal ve metal oksit NP’ler, ¢esitli mikroorganizmalarin eliminasyonunda etkili
olmasindan dolay1 kiiltiir baslangici i¢in en 6nemli asamalardan biri olan eksplant
sterilizasyonunda basarili olarak kullanilmistir. Ag, Al,O3, CuO, Fe304, Au, MgO, Ni,
Si, SiO, TiO2 ve ZnO nanopargaciklarinin bir¢ok mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal etkiler gosterdigi bildirilmistir. Abdi vd., 2008’de yaptiklar1 calismada
Valeriana officinalis’in nod eksplantlarina %70 etanol ve %10 Clorox ile yiizey
sterilizasyon uygulamasi ardindan 100 mg L' Ag NP ile muamele ederek %89
oraninda steril kiiltiir elde etmis; ayrica, Ag NP uygulamasinin siirgiin ve kok gelisimi
tizerinde olumsuz etkisi olmadigini gostermislerdir. Baska bir ¢alismada Cynodon
dactylon nodal eksplantlar1 100 mg L' timol ve 200 mg L' Ag NP iceren soliisyonla
60 dakika boyunca muamele edilmesi sonucunda kontaminasyonsuz kiiltiirler elde
etmislerdir (Taghizadeh ve Solgi, 2014). Ayrica sadece sterilizasyon agamasinda
degil kiiltiire eklenmesiyle de kontaminasyonlar1 6nledigini gosteren calismalar da
mevcuttur. Arpa kallus kiiltiirlerinde MS ortamima 60 pg mL™! TiO, NP eklenmesiyle
bakteriyel kontaminasyonun giderildigi bildirilmistir (Mandeh vd., 2012).

Kallus Indiiksiyonu ve Organogenez: NP’ler hiicre boliinmesi ve farklilasma
stireclerini uyararak kallus olusumu ve organogenez {izerinde olumlu etkiler
gostermektedir. Metal nanopartikiiller, 6zellikle hiicre ¢ogalmasimi tesvik ederek
kallus gelisimini desteklemektedir. Ornegin, Ag NP’ler Tecomella undulata ve Oryza
sativa kiiltirlerinde kallus indiiksiyonunu saglayarak, kallus yenilenmesini ve
rizogenezi artirmistir. Zn NP ve ZnO NP’ler, muz ve kahve in vitro kiiltiirlerinde
somatik embriyogenez ve kallus olusumunu desteklemistir. Arpa kiiltiirlerinde, MS
ortamina 60 pg mL' TiO> NP ve 20 mg L' 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit)
eklenmesiyle embriyo kalluslarinin sayisi ve biiyiikliigii anlamli bir diizeyde artmugtir.
Bu etkinin, TiO> NP’lerinin gibberellin ve sitokinin gibi bitki biiyiime
diizenleyicilerini aktive etmesiyle iligkili oldugu bildirilmistir (Mandeh vd., 2012).
Ayrica, Cu NPs ve Co NP’ler Mentha longifolia kiiltiirlerinde siirglin miktari, boyu,
internod uzunlugu, biiylime indeksi ve c¢ogalma katsayisi gibi morfometrik

parametreleri iyilestirdigi gozlemlenmistir (Singh vd., 2023).

Sekonder Metabolit Uretimi: NP’ler, bitkilerin strese verdigi benzer tepkileri ve

metabolik yolaklarin1 uyararak sekonder metabolit iiretimini artirabilen potansiyel
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elisitorler olarak degerlendirilmektedir. Bu 0Ozellikleriyle, degerli metabolitlerin
iiretiminde kullanilmaktadir. Ornegin, Ag NP’ler; Catharanthus roseus’da vinkristin,
Capsicum frutescens’te kapsaisin ve Corylus avellana’da taksol iiretimini artirmistir.
Ag, Au, Cu, Pd, CeO,, CuO, TiO2 ve ZnO nanoparcaciklari, Hypericum perforatum
hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde farkli sekonder metaboliklerin sentezini uyarmistir.
Co NP’lerinin Trigonella foenum-graecum fidelerinde diosgenin diizeylerini artirdigi,
TiO2 NP’lerinin Mentha piperita’da ugucu yag icerigini zenginlestirdigi, Hyoscyamus
niger’de ise tropan alkaloidleri (hyoscyamin ve skopolamin) iiretimini tesvik ettigi
bildirilmistir. Ayrica ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNTSs), Satureja
khuzestanica ve Catharanthus roseus tirlerinde sekonder metabolit tiretimini

destekledigi rapor edilmistir (Kim vd., 2017; Singh vd., 2023).

Genetik Transformasyon ve Gen Aktarimi: NP’ler, genetik materyalin bitki hiicrelerine
iletimini kolaylastirarak genetik transformasyon siireglerinde yiiksek verimlilik
saglamaktadir. NP’ler bu amagla boyut, yiizey yiikii ve hidrofobiklik gibi 6zellikleri
bakimindan modifiye edilerek kullanilmaktadir (Kim vd., 2017). NP’lerin hiicre
duvar1 bariyerini agsma kabiliyeti sayesinde, DNA veya RNA'nin hiicreye tasinmasi
daha etkili hale getirebilmektedir. Mezog6zenekli silika nanoparcaciklari (MSN’ler),
manyetik nanopargaciklar, karbon nanotiipler ve Au NP’ler, bu bitkilere yabanci
genlerin aktarimi i¢in tastyici sistemler olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
CRISPR-Cas9 gibi ileri diizey gen diizenleme araglarinin nanoparcaciklar yoluyla
bitkilere aktarilmasi, viral vektor ihtiyacini ortadan kaldirmakta ve hedef gen
bolgelerinde hassas diizenlemeler yapilmasina imkan tanimaktadir (Singh vd., 2023).
Misir bitkisinde FesO4 NP, gen tasiyict olarak kullanilarak transgenik tohumlarin

olusturulmasini basariyla saglamistir (Wang vd., 2022).

Somaklonal Varyasyon: Somaklonal varyasyon, doku kiiltiirii siire¢lerinden
kaynaklanan genetik ve fenotipik farkliliklar ifade etmektedir. Bu varyasyonlar
genellikle kromozom sayisindaki ve yapisindaki degisiklikler, DNA dizisi, DNA
metilasyonu, transpozonlarin (hareketli genetik elementler) aktivasyonu ve krossing-
over (homolog kromozomlar arasinda gen degisimi) gibi faktorlerle iligkilidir. Bitki
doku kiiltlirlerinde bu varyasyonlar hem avantajli hem de dezavantajli olabilir.
Avantajli ozellikleri; bitki boyutu, yaprak alacalanmasi, ¢icek rengi, sekonder
metabolit iiretimi, meyve olgunlagsmasi ve biyotik ile abiyotik streslere kars1 direng

gibidir. Ag NP ve Au NP’ler iceren besin ortaminda gelistirilen kalluslar ve
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rejenerantlarda somaklonal varyasyon insidansinin arttig1r gézlemlenmistir. NP’lerin,
DNA iizerinde yapisal degisikliklere neden olarak genetik cesitliligi tesvik ettigi
bildirilmektedir. Ornegin, SiO2 NP nin piring genotiplerinde mutasyonlara ve DNA
diizeyinde degisimlere yol actig1r saptanmistir (Singh vd., 2023). Aym sekilde,
Chrysanthemum’un internodal eksplantlari, 0.6 mg L' BA, 2 mg L' 1-naftalinasetik
asit (NAA) ve 5, 10 ve 20 mg L' Ag NP uygulamalariyla fenotipik ve genetik

polimorfizm géstermistir (Tymoszuk ve Kulus, 2020).

Kriyoprezervasyon: Kriyoprezervasyon, bitki genetik kaynaklarinin uzun vadeli
korunmasini saglayan ve kiiltiir materyalinin sivi azotta (-196 °C) saklanmasina
dayanan bir tekniktir. Dehidratasyon, hizli sogutma ve yeniden 1sitma gibi farkli
asamalar1 iceren bu iglem, bitki materyalini ozmotik soka maruz birakabilir; bu da
oksidatif strese, hiicre zar1 hasarina neden olabilir ve bitkinin stabilitesini etkileyebilir.
NP’lerin benzersiz termal Ozellikleri, biyolojik donma siireclerinde buz kristali
olusumunu engelleme gibi Onemli avantajlar saglar (Li vd., 2005). NP’lerin
kriyokoruyucu ortamlara dahil edilmesiyle, ¢dzeltinin termal iletkenligi ve viskozitesi
artirilarak vitrifikasyon desteklenmekte ve devitrifikasyonun 6niine ge¢ilmektedir. Bu
durum, ¢ozdiirme ve canlandirma esnasinda ¢Ozeltinin stabilitesini artirarak buz
kristali olusumunu &nlemektedir. Ornegin, Ag NP’lerinin Pinus radiata embriyonik
hiicre hatlarinda kiiltiir ve koruyucu ortama eklenmesiyle canliliklarinda %75 oraninda
lyilesme saglanmustir. 4. praecox embriyogenik kalluslarinin vitrifiye ¢ozeltisine 0.1
g L' SWCNT eklenmesiyle kriyoprezervasyon sonrast hayatta kalma oram
tyilestirilmistir. Pinus radiata embriyogenik hiicre hatlariin —80 °C’de Ag NP ile
saklanmasi ise %75 canlilik saglamistir (Singh vd., 2023).
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Sekil 2.3: NP’lerin doku kiiltiiriinde kullanim alanlarin1 anlatan sematik bir gorsel
(Singh vd., 2023).

2.3.5. Fe NP’lerin in vitro Kosullarda Bitkiler Uzerindeki Etkilerini

inceleyen Cahismalar

Literatiirde farkli bitki tiirleri lizerindeki in vitro kosullarda Fe NP c¢esitlerinin
etkilerini aragtiran birgok calisma yapilmistir. Bunlardan birkagi soyledir; Fe3Os
NP’lerinin Linum usitatissimum eksplantlarina uygulanmasi, kallus biiytikliigiinde
artisa, embriyo gelisiminin hizlanmasina ve kok olusumunun tesvik edilmesine neden
olmustur (Kokina vd., 2017). Benzer sekilde, Fe-ZnO-NP'ler, Fumaria indica kallus
kiiltiirlerinde biyokiitle iiretimini artirmis ve sekonder metabolit sentezini aktive
etmistir (Khan vd., 2021). Ayrica, kiiltiir ortamina 5,6 mg L' konsantrasyonunda
demir NP ilave edilmesi, Panax vietnamensis bitkisinin tiiylii koklerinde rizom
proliferasyonunu tesvik etmistir (Huong vd., 2024). Bartamoda ¢esidi hurma
bitkisinin kiiltiir ortamina Fe NP eklenmesi, bitki gelisim parametrelerinde anlaml
artis saglamigtir (Arafa vd., 2023). Bunun yan1 sira, demir oksit ve glimiis nitrat
NP’leri eklenen besin ortami, ¢ilek bitkilerinde ¢oklu gévde olusumunu artirmistir

(Abbas ve Abdulhussein, 2021).
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Demir bazli NP’ler aym1 zamanda, in vitro hiicre silispansiyonlar1 ve sagak kok
kiiltiirlerinde elisitor olarak kullanildiginda sekonder metabolit {iretimini artirdigini
gosteren ¢alismalar yapilmistir. Buna 6rnek ¢alismalar, Hypericum perforatum hiicre
siispansiyon kiiltiirlerine ¢inko ve demir oksit NP’lerinin ilavesi, hiperisin ve
hiperforin sentezinde artisa yol agmistir (Sharafi vd., 2013). Ayrica, manyetik Fe3O4
NP’leri, Dionysia kotschyi hiicre kiltiirlerinde flavonoid, fenolik bilesikler,
antosiyanin ve lignin lretimini artirmistir (Taghizadeh vd., 2021). Aynm sekilde,
hindiba tiiylii kok kiiltiirlerine demir ve ¢inko oksit nanopargaciklariin uygulanmasi
sekonder metabolit iiretimini desteklemis; Hyoscyamus reticulatus’ta hyoscyamin ve
skopolamin, D. kotschyi’de ise ksantomikrol, cirsimaritin ve isokaempferid diizeyleri
anlamli sekilde yiikselmistir (Mohebodini vd., 2017; Moharrami vd., 2017; Nourozi
vd., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Gerecler

Tez caligsmasinda kullanilan tiim kimyasal malzemeler Tablo 3.1°de, cihazlar ise Tablo

3.2’de detayli bir sekilde verilmistir.

Tablo 3.1: Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasallar listesi.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Cas/Ref/Cat No
DMSO Alfa-Aesar 67-68-5
EtOH Isolab 64-17-5
NaOCl Sigma 42,504-4
Tween 20 Merck 9005-64-5
MS besiyeri Caisson MSP09-50 LT
BA Sigma B-3408
IBA Sigma 1-5386
GA3 Sigma G-7645
Stikroz Caisson SO11-1KG
Agar Duchefa 9002-18-0
Methanol Honeywell 67-56-1
Gallik asit Sigma 149-91-7
Folin—Ciocalteu reaktifi Sigma 521-24-4
Na;COs3 Merck 497-19-8
Kuersetin (95%) Sigma 117-39-5
NaNO; Merck 7632-00-0
AlCI3 Sigma 7446-70-0
NaOH Merck 1310-73-2
DPPH Sigma 1898-66-4
ABTS Sigma 28752-68-3
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Bakar (IT) Kloriir

Amonyum asetat

Glacial asetik asit
Sodyum asetat trihidrat
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-

triazine (TPTZ)
Hidroklorik asit (%37)
FeCl3.6H>O

Tablo 3.1: Devam.
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

7447-39-4
631-61-8
64-19-7
6131-90-4
3682-35-7

7647-01-0
10025-77-1

Tablo 3.2: Tez calismasinda kullanilan cihazlar listesi.

Cihaz Adx

Laminar Akill1 Kabin

Hassas Terazi

pH Metre
Etiv
Otoklav
Bitki Biiyiitme Odas1
Manyetik Karistirici
Derin dondurucu (-20°C)
Buzdolab1 (4°C)
Ultrasonik Su Banyosu
Evaporator

LC-HRMS

Sterilizator

Spektrofotometre
Mikrodalga Firin

Inkiibator

Vorteks

Cihaz Modeli

Cleanair

TP3030

pH 209
DIN 12880
HV-110L
RivaCold
MR3001
GS26DN13NE
RG 1380
WUC-DO6H
Rotavapor® R-300

UHPLC-Orbitrap®-
HRMS/MS
Steri 350

GENESYS™ 140/150
Vis/UV—-Vis

MWT71E

EC160
444-1372 (EU)

27

Firma Adx

PMU Company

Denver Instrument

Hanna Instrument
Binder
Hirayama
Genpa Miihendislik
Heidolph
Siemens
Indesit
Wisd
BUCHI

Thermo Fisher Scientific
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3.1.2. Karayemis Meyvesinin Temini

Tez c¢alismasinda kullanilan karayemis olgun meyveleri Temmuz 2020°de
Kocaeli’nde bulunan ATABAY KIMYA SANAYI TICARET A.S. bahgesinden
toplandi (konum: 40° 80°62.7" K, 29°50°53.9" D).

3.1.3. nZVI Temini

Tez calismasinda kullanilan sifir degerlikli demir nanopartikiilii kuru madde olarak Sn.
Prof. Dr. Anatoli Dimoglo (Diizce Universitesi, Cevre Miihendisligi Boliimii) ve
ekibinden temin edilmistir. FeSO4 ve FeCls kullanilarak kimyasal indirgeme
prosediirleriyle sentezlenmis olup, diisiik molekiil agirlikli poli-N-vinilpirolidon
(PVP) stabilizator olarak kullanilmistir. PVP, nanoparcaciklar1 stabilize eden ve
agregasyonu Onleyen bir polimerdir. Nanopartikiiliin manyetik ¢ekirdek boyutu 12.4
A (1.24 nm), demir oksit tabakas1 kalinlig1 1.5-2 nm, PVP tabakasi kalinlig1 18-20 nm,
bunlar kullanilarak hesaplanan nanopartikiiliin toplam ¢api ise yaklasik 40-45 nm’dir

(Sidorenko vd., 2021).

3.2. Yontem

3.2.1. Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirme

Karayemis tohumlar1 tamamen olgun karayemis meyvelerinden elde edildi. Bunun
icin Oncelikle meyvelerin ekzokarp ve mezokarp kisimlari temizlendi ve elde edilen
endokarplar once musluk suyunda iyice yikandi. Sonrasinda endokarplar kirilarak,
embriyolar c¢ikarildi ve tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in hazir hale geldi. Bu
asamadan sonra tohumlar aseptik kosullar altinda 6nce %70 ethanol soliisyonuyla 2
dakika calkalandi. Ardindan %20 sodyum hipoklorit (birkag damla Tween 20 igerecek
sekilde) soliisyonu ile 25 dakika c¢alkaland1 ve devaminda 3 kez steril distile suyla
durulama islemi yapilarak sterilizasyon islemi tamamlandi. Durulama isleminden
sonra tohumlarin fazla suyunu almak amaciyla steril filtre kagidina alind1 (Sekil 3.1).
Sonrasinda tohumlarin testalari ¢ikarildi, bisturi yardimiyla tohumlar embriyoya zarar
vermeyecek sekilde enlemesine kesildi ve taze c¢imlendirme MS (Murashige ve

Skoog, 1962) besin ortaminda aseptik kosullarda in vitro kiiltlire alind1. Cimlendirme
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besin ortami; 2 mg L' BA, 0.5 mg L' IBA, 0.2 mg L™ gibberellik asit (GA3), 30 g L
U'siikroz ve 7 g L™! agar igeren MS besin ortami, pH’1 5.70 olacak sekilde ayarlandiktan
sonra 121°C’de 15 dk otoklav sterilizasyonu yapilarak hazirlandi. Kiiltiirler bitki
bliyiitme odasinda soguk beyaz floresan lambalar (PHILIPS, Made in Poland) altinda
16 saat fotoperiyod ile 254+2°C sicakliktaki kosullarda kiiltiire edildi (Sulusoglu,
2012). Tohumlar bu sekilde yaklasik 3-4 haftalik bir siire¢ i¢erisinde ¢imlendi.

Calismanin devaminda kullanilan tiim MS besi ortamlarinda ¢imlenme besin
ortaminda oldugu gibi 30 g L' sukroz ve 7 g L' agar kullanild1, pH hep 5.7 olarak

ayarlandi1 ve otoklav sterilizasyonu yapilarak kullanildi.

: B e 2

eF =

‘j' e o
R 3

o '..‘.

. -’..

Sekil 3.1: Karayemis meyvesinden embriyolarin elde edilmesi ve sterilizasyonu. a)
Olgun karayemis meyveleri b) Meyvelerin ekzokarp ve mezokarp
kisimlar1 temizlendikten sonra elde edilen endokarplar ¢) Endokarplarin
kirilmast d) Embriyolarin sterilizasyonu e) Sterilizasyonu tamamlanan
embriyolarin filtre kagidina alinmasi.

3.2.2. Karayemis Bitkilerinin Mikroc¢ogaltimi

Deneylerde kullanilmak iizere yeterli bitki materyali elde etmek amaciyla in vitro
mikrocogaltim gergeklestirildi. Etkili in vitro mikrogogaltim i¢in 6nce optimum BA
konsantrasyonu belirlendi. Bunun i¢in in vitro ¢imlendirilmis karayemis bitkilerinden
siirgiin uclar1 ¢ikarildi ve farkli BA konsantrasyonlarmi (1, 2 ve 4 mg L) iceren ii¢

farkli MS ortamlarinda kultire alindi. Dort hafta kiltiirlendikten sonra farkli BA
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konsantrasyonlarina maruz birakilan karayemis silirgiin uglarinin mikrosiirgiin
proliferasyon yiizdesi (%), eksplant basina ¢ogalan ortalama mikrosiirgiin sayisi,
siirgiin olusturma kapasitesi (SFC indeks; asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir (Lambardi vd., 1993)) ve ortalama mikrosiirgiin uzunlugu hesaplandi.
Sonuglara gore proliferasyon ve mikrosiirgiin olusumu i¢in etkili BA konsantrasyonu
belirlendi ve mikrogogaltim bu konsantrasyonda gercgeklestirildi. Cogaltilan
mikrostirgiinler rutin olarak dort haftalik araliklarla taze mikrogogaltim besin ortamina

alt kalture alindi.

_ Proliferasyon ytizdesi x eksplant bagina ¢ogalan ortalama mikrosiirgiin sayisi
- 100

3.2.3. Kullanilan nZVI Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kuru madde olarak temin edilen nZVI’dan 50 mg mL! konsantrasyonunda stok
sollisyonu hazirlandi. Kuru nZ VI hassas terazide tartildi ve dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde ¢6ziildii ve daha sonra ultrasonik su banyosunda 30 dakika boyunca 27 °C'de
muamele edildi. Stok ¢dzelti, kullanilana kadar okside olmamasi i¢in oda sicakliginda
(25 °C), karanlikta ve agz1 sikica kapali sekilde tutuldu. Hazirlanan ¢dzeltinin
homojenliginin zamanla azalmasi nedeniyle, ¢6zelti her kullanimdan 6nce 10 dakika
boyunca ultrasonik su banyosunda muamele edilerek homojen hale getirildi.
Hazirlanan stok ¢ozeltiler taze kullanim olmasi agisindan her zaman en fazla bir ay

kullanilacak kadar hazirlanmasina dikkat edildi.

3.2.4. Karayemis Sirgiin Uclarinin Proliferasyonuna nZVI'nin
Etkisinin in vitro Kosullarda Belirlenmesi
Karayemis siirgiin uglarmin proliferasyonuna nZVI'nin etkisinin belirlenmesi
caligmalari, her Petri kabina (90 x 15 mm) en az 10 tane esit sekilde kesilmis siirgiin
ucu yerlestirilerek gergeklestirildi. /n vitro olarak ¢imlendirilen ve mikrogogaltimi
gerceklestirilen karayemis bitkilerinden karayemis siirgiin uclari (Sekil 3.2, yaklasik 3
mm uzunlugunda) aseptik kosullarda kesilerek ¢ikarildi. Sonrasinda bu siirgiin uglari
hi¢ nZVI igermeyen sadece 1 mg L' BA igeren kontrol MS besin ortami1 ve bes farkli
nZVI konsantrasyonu (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L) igeren ve ayn1 zamanda 1 mg
L' BA, iceren alt1 farkli MS ortaminda kiiltiire edildi (Tablo 3.3). Dért hafta

kiiltiirlendikten sonra kontrol ve farkli nZVI konsantrasyonlarina maruz birakilan
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karayemis siirgiin u¢larinin mikrosiirgiin proliferasyon yiizdesi (%), eksplant basina

¢ogalan ortalama mikrosiirgiin sayisi, SFC indeksi ve ortalama mikrosiirgiin uzunlugu

hesaplandi. nZVI’nin karayemis siirgiin uglarinin mikrogogaltimina etkisinin yaninda

toplam fenolik, flavonoid igerigine ve antioksidan aktivitelerine olan etkisinin de

belirlenmesi icin 6lgtimleri yapilan mikrosiirgiinlerden ekstraksiyon yapilacagindan,

mikrosiirgiinler iki glin boyunca 30°C'de inkiibatorde karanlikta kurutuldu.

Tablo 3.3: Karayemis siirgiin uglarimin proliferasyonuna nZVI’nin etkisinin
belirlenmesi i¢in kurulan deney gruplar1 ve besin ortamu igerikleri.

Deney grubu

Kontrol
12.5 mg L1 nZVI
25 mg L''nZVI
50 mg L' nZVI
75 mg L' nZVI

100 mg L' nZVI

MS besiyeri icerigi

(30 g L' sukroz, 7 gr L' agar, pH: 5.7)

1 mg L' BA
I mgL!BA+12.5mgL'nZVI
1 mg L' BA +25mg L'nZVI
1 mgL!BA+50mgL'nZVI
1 mgL!BA+75mgL'nZVI

1 mg L' BA + 100 mg L' nZVI

y=s

Sekil 3.2: Deney baslatilirken farkli MS besin ortamlarina alinan karayemis siirgiin

uclarinin bir goriintiisii.
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3.2.5. Karayemis Mikrosiirgiinlerinin Toplam Fenolik ve Flavonoid
Madde Tayini, Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi ve
UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS ile Fenolik Maddelerin
Kantitatif Analizi

3.2.5.1. Ekstraksiyon

Kontrol ve bes farkli nZVI konsantrasyonu (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L)
uygulamasi yapilan siirgiin ucu deney gruplarinda ekstraksiyon i¢in yeterli miktarda
(en az 0.5-1 gr) kuru bitki 6rnegi elde edilince karanlikta ve 30°C'de kurutulan
mikrosiirgilinler toz haline getirildi. Dort hafta boyunca kiiltiirlenmis siirgiin u¢larindan
elde edilen 1 gr kuru bitki materyali; yaklasik 2-6 yaprakli, 4.5-5.0 mm uzunlugunda,
taze agirhig 7.5-10 g olan ve 140-180 adet mikrosiirglinden elde edilen bitki
materyalidir. Ekstraksiyon i¢in her 1 gr toz halindeki kuru bitki 6rnek tizerine ¢oziicii
olarak 20 mL methanol eklendi ve ultrasonik su banyosu kullanilarak (frekans: 50 kHz,
sicaklik: 65 °C (£1 °C) 15 dakika) ekstrakte edildi. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
(UAE) yoluyla elde edilen ekstrakt once kaba filtreden, ardindan ince filtreden
gecirilerek partikiiller uzaklastirildi. Daha sonra, darast alinmig bir ugurma balonuna
alinarak ¢oziicii tamamen buharlasana kadar evaporatorde kurutuldu. Kurutulmus
Oziitlin agirligl, ugurma balonunun bos agirligiin toplam agirliktan ¢ikarilmasiyla
hesaplandi. Elde edilen kurutulmus 6ziit, bilinen konsantrasyonlarda stok c¢ozeltileri
hazirlamak i¢in metanolde yeniden ¢6ziildii ve bu sekilde ekstraktlar elde edilmis oldu.

Ekstraktlar analiz edilene kadar -20°C'de saklanda.

3.2.5.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan
uygulanan Folin-Ciocalteu (FC) metodu modifiye edilerek gallik asit esdegeri
cinsinden hesapland1. Gallik asit metanolde ¢oziilerek 1 mg mL™! ana stok standart
¢ozelti hazirlandi. Bunun icin 10 mg gallik asit hassas terazide tartilarak 10 mL
methanolde ¢oziildii. Elde edilen ana stoktan seri diliisyon yapilarak 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.75, 7.87 ug mL! konsantrasyonlarda
gallik asit ara stok standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltilerinden
50 pL alinarak once iizerlerine 2.5 pL saf su eklendi sonra 250 puL 0.2 N’lik Folin-
Ciocalteu reaktifi eklenip karigtirildiktan sonra 3 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Devaminda tizerine 750 pL % 7.5’1ik Na;COs3 ¢ozeltisinden eklenerek karisim iyice
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Sonrasinda spektrofotometre cihazi
kullanilarak 765 nm’de absorbans degerleri Ol¢iildii. Hazirlanan gallik asit standart
coOzeltilerinin absorbanslarinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi elde edildi
(y = 0,0531x — 0,0393 R? = 0,9986). Standart ¢dzeltilere uygulanan islemler ayni
sekilde hem nZVI icermeyen kontrol besin ortaminda hem de farkli nZVI
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltiire edilen karayemis
mikrosiirgiinlerinden elde edilen ekstraktlar i¢in de yapildi. Her 6rnek 3’er tekrarl
olarak analiz edilerek ortalamalar1 alindi. Kor olarak saf su kullanild1 ve ekstraktin
absorbans degerinden saf su absorbans degeri c¢ikarilarak absorbans farklari
hesaplandi. Kalibrasyon grafigi (Sekil 3.3) kullanilarak ekstraktlarin toplam fenolik
madde igerigi mg gallik asit esdegeri (GAE)/1 g ekstrakt + standart hata (SE) olarak
hesaplandi.

Toplam Fenolik Kalibrasyon Egrisi

0,700

0,600 y=0,0531x-0,0393
= R? =0,9986
= 0,500
£
g 0,400
& 0,300
2
z 0,200

0,100

0,000

0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (ng GAE/mL)

Sekil 3.3: Toplam fenolik madde tayini hesaplamasi i¢in olusturulan kalibrasyon
egrisi.

3.2.5.3. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Ekstratklarin toplam flavonoid madde miktar1 Barros vd. (2007) rapor ettikleri
calismadaki metod modifiye edilerek kuersetin (QE)’e esdeger olarak hesaplandi. Tlk
olarak kuersetin (%95 saflik) standarti saflik orani gdz Oniinde bulundurularak
hazirlandi. Bunun i¢in 10.52 mg kuersetin hassas terazide tartilarak 10 mL ethanolde
¢ozildi. Elde edilen ana stoktan 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500,
450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 pg mL! konsantrasyonlarda ara stok

standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir kuersetin konsantrasyonundan alinan 100 pL
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ornek tizerine 400 pL saf su, 30 puL. %5’°lik NaNO3, 30 pL %10’luk AlCl3z, 200 uL. 1M
NaOH ve 240 pL saf su eklendi ve karisim iyice vorteklendi ardindan oda sicakliginda
karanlikta 40 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda spektrofotometre cihaz1 kullanilarak
515 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olgiildii. Hazirlanan kuersetin standart
cozeltilerinin absorbanslarinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi elde edildi
(y = 0,0066x — 0,0021 R? = 0,9964). Standart ¢ozeltilere uygulanan islemler ayni
sekilde hem nZVI icermeyen kontrol besin ortaminda hem de farkli nZVI
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltiire edilen karayemis
mikrosiirgiinlerinden elde edilen ekstraklar i¢cin de yapildi. Her 6rnek 3’er tekrarh
olarak analiz edilerek ortalamalar1 alindi. K&r olarak saf su kullanild1 ve ekstraktin
absorbans degerinden saf su absorbans degeri c¢ikarilarak absorbans farklari
hesaplandi. Kalibrasyon grafigi (Sekil 3.4) kullanilarak ekstraktlarin toplam flavonoid
madde igerigi mg kuersetin esdegeri (QE)/1 g ekstrakt + standart hata (SE) olarak

verildi.

Toplam Flavonoid Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 3.4: Toplam flavonoid madde tayini hesaplamasi i¢in olusturulan kalibrasyon
egrisi.

3.2.5.4. Antioksidan Aktivite Tayini

3.2.5.4.1. DPPH Yontemiyle Antioksidan Kapasite Tayini

Brand-Williams vd. (1995) yontemine gore, analizler troloks (TE) esdegeri cinsinden
hesaplandi. Oncelikle etanol:su (1:1, v/v) ¢dziiciisiinde 0.5 mM DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu DPPH stok ¢dzeltisinden gerekli miktarda

34



taze olarak ¢oziiciisiiyle seyrelterek 0.1 mM DPPH calisma c¢ozeltisi hazirlandi.
Sonrasinda konsantrasyonu 800 uM olan Troloks (%97 saflik) ana stok standart ¢ozelti
olarak hazirlandi. Bunun i¢in 2.6 mg Troloks hassas terazide tartilarak 12.6 mL
methanolde ¢6ziildii. Elde edilen ana stoktan diliisyon yapilarak 700, 660, 620, 580,
540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220, 180, 140, 100, 60, 20, 10 uM
konsantrasyonlarda ara stok standart c¢ozeltileri hazirlandi. Her bir troloks
¢ozeltisinden 100 pL alinarak iizerine 900 uL DPPH c¢alisma ¢ozeltisi eklendi. Kor
(kontrol) ¢6zeltisi i¢in ise 100 pL etanol:su (1:1, v/v) igerisine DPPH ¢alisma ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Hazirlanan tiim karisimlar bir dakika boyunca vortekslenerek
homojen hale getirildi ve ardindan 200 rpm’de oda sicakliginda 30 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda spektrofotometre cihazi kullanilarak 525
nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iildii. Troloks standart ¢ozeltilerinin her biri ii¢ kez
analiz edildi ve elde edilen ortalama degerler kullanildi. Elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasindan korlerin ortalamasi ¢ikarildi. Bu standart ¢ozeltilerin
ortalama absorbans degerlerinden asagidaki denklem (3.1) kullanilarak %Radikal
stiplirmeroloks hesaplandi ve grafige gecirilmesiyle %Radikal siipiirme-konsantrasyon
tiiriinden kalibrasyon grafigi olusturuldu (y = 10,216x R? = 0,9999). Ayn1 islemler
nZVI icermeyen kontrol besin ortaminda hem de farkli nZVI konsantrasyonlarini
iceren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltlire edilen karayemis mikrosiirgiinlerinden
elde edilen ekstraklar i¢in de yapildi. 100 pL bitki ekstrakti tizerine 900 uL DPPH
calisma c¢ozeltisi ilave edilerek standart ¢ozeltilerle ayn1 basamaklar yapildi. Her 6rnek
3’er tekrarl olarak analiz edilerek ortalamalar1 alindi. Elde edilen absorbanslarin
degerlerinin ortalamasindan korlerin ortalamasi ¢ikarildi ve ayni sekilde %Radikal
stiplirmesmek  hesaplandi. Kalibrasyon grafiginden (Sekil 3.5) elde edilen dogru
denklemiyle toplam antioksidan kapasite degerleri mg troloks esdegeri (TE)/1 g
ekstrakt + standart hata (SE) olarak verildi.

Abs kontrol—Abs troloks/6rnek
Abs kontrol

%Radikal stiptirme troloks/6rnek = x 100 (3.1)
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DPPH (Trolox Kalibrasyon Grafigi)

100 y = 10,216x
90 R*=0,9999

% Radikal Siipiirmer,qox
g

Trolox Konsantrasyonu (ug/mlL)

Sekil 3.5: DPPH yontemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplamasi i¢in olusturulan
kalibrasyon egrisi.

3.2.5.4.2. ABTS/TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi )
Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini
Re vd. (1999) yaptiklar1 calismada rapor ettikleri gibi antioksidan aktivite degerleri
troloks esdegeri cinsinden hesaplandi. Oncelikle 2,54 mM K»S:0s (potasyum
perstilfat) iceren 7 mM ABTS stok ¢ozeltisi suda hazirlandi. Elde edilen ABTS stok
cozeltisi oda sicakliginda ve karanlikta 12-16 saat bekletildi (Re vd., 1999). ABTS
calisma ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 1.25 mL ABTS stok ¢bzeltisinden alind1 ve iizerine
48.75 mL EtOH eklenip seyreltilerek, 734 nm’de 0.75-0.80 arali§inda absorbans elde
edilecek sekilde giinliik taze olarak hazirlandi. Konsantrasyonu 800 uM olan Troloks
(%97 saflik) ana stok standart ¢ozelti olarak hazirlandi. Bunun i¢in 2.6 mg Troloks
hassas terazide tartilarak 12.6 mL methanolde ¢oziildii. Elde edilen ana stoktan
diliisyon yapilarak 700, 660, 620, 580, 540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220,
180, 140, 100, 60, 20, 10 uM konsantrasyonlarda ara stok standart c¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan troloks standart ¢ozeltilerinden 100 pL alinip iizerine hazirlanan
900 pL. ABTS ¢alisma cozeltisinden ilave edildi ve bir dakika boyunca vorteksleme
islemi yapildi. Kor ¢ozeltisi i¢in 100 pL etanol:su (1:1, v/v) tlizerine ABTS ¢ozeltisi
eklendi. Devaminda karanlik ortamda oda sicaklifinda calkalayicida 200 rpm’de 30
dakika boyunca inkiibe edildikten sonra spektrofotometre cihazi kullanilarak 734 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Troloks standart ¢ozeltilerinin her biri {i¢
kez analiz edildi ve elde edilen ortalama degerler kullanildi. Bu standart ¢6zeltilerin

ortalama absorbans degerlerinden denlem (5.1) kullanilarak %Radikal siiplirmeoloks
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hesapland1 ve grafige gegcirilmesiyle %Radikal siiplirme-konsantrasyon tiirtinden

kalibrasyon grafigi olusturuldu (y = 20,157x R? = 0,9992).

Ayni islemler nZVI igermeyen kontrol besin ortaminda hem de farkli nZVI
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltiire edilen karayemis
mikrosiirgiinlerinden elde edilen ekstraklar i¢in de yapildi. 100 pL bitki ekstrakti
tizerine 900 uL. ABTS ¢alisma ¢ozeltisinden ilave edilerek yukarida agiklandigi gibi
standart ¢ozeltilerle ayn1 basamaklar yapildi. Her 6rnek 3’er tekrarli olarak analiz
edilerek ortalamalar1 alindi. Elde edilen absorbanslarin degerlerinin ortalamasindan
korlerin ortalamast ¢ikarildi ve ayni sekilde %Radikal siipiirmesmec hesaplandi.
Kalibrasyon grafiginden (Sekil 3.6) elde edilen dogru denklemiyle toplam antioksidan
kapasite degerleri mg troloks esdegeri (TE)/1 g ekstrakt + standart hata (SE) olarak

verildi.

ABTS (Trolox Kalibrasyon Grafigi)
100
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“
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Sekil 3.6: ABTS yontemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplamasi i¢in olusturulan
kalibrasyon egrisi.

3.2.5.4.3. CUPRAC (Bakir(Ill) Iyonu iIndirgeme Antioksidan
Kapasite) Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini
CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivite tayini Apak vd. (2004) yaptiklari ¢aligmada
gelistirdigi yonteme gore belirlenmistir. Oncelikle suda 10 mM Cu(II)kloriir ¢ozeltisi
ve 1 M Amonyum asetat ¢cozeltisi (pH:7), %9611k etanolde 7.5 mM Neokuproin (Nc)
¢oOzeltisi ve metanolde 800 uM troloks stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 2.6 mg
Troloks hassas terazide tartilarak 12.6 mL methanolde ¢6ziildii. Troloks ¢6zeltisinden
alman farkli hacimlerle elde edilen farkli troloks konsantrasyonlariyla standart

cozeltiler elde edildi. Once tiipiin igerisinde hazirlanan troloks ¢dzeltisi haricinde diger
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tiim ¢ozeltilerden 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL &rnek codzeltisi (veya troloks
standart ¢ozeltisi) ve (1.1-x) mL H>O ilave edildi. Referans ¢6zeltide sadece 1.1 mL
H>O ilave edildi. Toplam hacim 4.1 ml olacak sekilde ¢ozeltiler hazirland1 ve iyice
vortekslendi. Tipler karanlik ortamda oda sicakliginda bulunan galkalayicida 200
rpm’de 30 dakika boyunca c¢alkalandi. Sonrasinda i¢inde 6rnek veya standart ¢ozelti
bulunmayan referans c¢ozeltiye karsi spektrofotometrede 450 nm’de absorbans
degerleri 6l¢iildii. Troloks standardinin farkli konsantrasyonlari {i¢ defa analiz edildi
ve ortalama degerler kullanildi. Troloks standart ¢ozeltilerinin absorbanslarinin
grafige gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi elde edildi (y = 0,037x — 0,0046 R? =
0,999). Ayni islemler nZVI igermeyen kontrol besin ortaminda ve farkli nZVI
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltiire edilen karayemis
mikrosiirglinlerinden elde edilen ekstraktlar icin de yapildi ve toplam antioksidan
kapasiteleri elde edilen kalibrasyon grafigi (Sekil 3.7) kullanilarak troloks esdegeri
cinsinden hesapland1 ve mg troloks esdegeri (TE)/1 g ekstrakt + standart hata (SE)

olarak verildi.
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Sekil 3.7: CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplamasi igin
olusturulan kalibrasyon egrisi.

3.2.54.4. FRAP (Demir(Ill) Indirgeme Antioksidan Giicii)
Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

FRAP yontemiyle antioksidan aktivite tayini Benzie ve Strain (1996) yaptiklar

calismada rapor ettikleri gibi belirlendi. Oncelikle deneyde kullanilacak olan 300 mM

1 L Asetat tamponu (I) (pH=3.6, % 50 etanollii), 25 mL 40 mM HCI, 15 mL 10 mM

TPTZ (II) ve 15 mL 20 mM FeCl3.6H2O (III) ¢ozeltileri hazirlandi. Sonrasinda
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etanolik FRAP reaktifi: I, IT ve III ¢ozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda karistirilarak
hazirland1 (Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain, 1999). Konsantrasyonu 800 uM
olan Troloks (%97 saflik) ana stok standart ¢zelti olarak hazirlandi. Bunun i¢in 2.6
mg Troloks hassas terazide tartilarak 12.6 mL methanolde ¢oziildi. Elde edilen ana
stoktan 700, 660, 620, 580, 540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220, 180, 140, 100,
60, 20, 10 uM konsantrasyonlarda ara stok standart ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli
troloks konsantrasyonlarinin absorbans farklarina karsi elde edilen kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak, troloks esdegeri cinsinden toplam antioksidan kapasite
olarak verildi. Hazirlanan troloks standart cozeltilerinden 100 pl alinip iizerine
hazirlanan 900 pl FRAP reaktifi ¢ozeltisinden ilave edildi ve bir dakika boyunca
vorteksleme islemi yapildi. Kor ¢ozeltisi icin 100 pl etanol:su (1:1, v/v) lizerine 900
pul FRAP reaktifi ¢ozeltisi eklendi. Devaminda karanlik ortamda oda sicakliginda
bulunan c¢alkalayicida 200 rpm’de 40 dakika boyunca calkalandiktan sonra
spektrofotometre cihazi kullanilarak 593 nm dalga boyunda absorbans degerleri
6lciildi. Troloks standardinin farkli konsantrasyonlari ti¢ defa analiz edildi ve ortalama
degerler kullanildi. Troloks standart c¢ozeltilerinin absorbanslarinin  grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi elde edildi (y = 0,1064x — 0,0759 R? = 0,999).
Aynt iglemler nZVI igermeyen kontrol besin ortaminda ve farkli nZVI
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarinda dort hafta kiiltiire edilen karayemis
mikrosiirglinlerinden elde edilen ekstraktlar i¢in de yapildi ve toplam antioksidan
kapasiteleri elde edilen kalibrasyon grafigi (Sekil 3.8) kullanilarak troloks esdegeri
cinsinden hesaplandi ve mg troloks esdegeri (TE)/1 g ekstrakt & standart hata (SE)

olarak verildi.
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Sekil 3.8: FRAP yontemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplamasi i¢in olusturulan
kalibrasyon egrisi.
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3.2.5.5. UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi

UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi Bingdl Universitesi Merkezi Laboratuvar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde yapilmistir. Analiz Phenomenex® Gemini®
kolonuna (100 mm x 2 mm ig¢ ¢ap, NX-C18 110 A, 3 pum partikiil boyutu) sahip
Exactive Plus Orbitrap kiitle spektrometresi kullanilarak gerceklestirildi. Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) analizinde hareketli fazlar olarak, ultra
saf su icerisinde %2 (v/v) oraninda hazirlanmis glacial asetik asit (GFL 2004/Human
Power 1) iceren Faz A ve %99,9 saf metanol (Sigma-Aldrich) iceren Faz B kullanild:.
Toplam analiz siiresi 20 dakika olarak belirlendi ve gradyan programi su sekilde
uygulandi: 0-2.00 dakika %100 A, 2.01-13.00 dakika %98 B ve %2 A, 13.01-15.9
dakika %98 B ve %2 A, 15.9-19.00 dakika %100 A. Numune enjeksiyon hacmi 20.0
uL, hareketli faz akis hiz1 0.3 mL/dakika ve kolon sicakligr 30°C olarak ayarlandi.
Orbitrap HRMS cihazi, 1sitilmis elektrosprey iyonizasyon arayiizii ile hem pozitif (Full
MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modlarda calistirildi. Iyonizasyon
parametreleri; 35 birim tasiyici gaz akis hizi, 7 birim yardimci gaz akis hizi, 3.5 kV
puskiirtme voltaji, 350°C kapiler sicaklik, 350°C yardimci gaz sicakligi ve 50
seviyesinde S-lens RF olarak ayarlandi. Kiitle spektrometresi tarama araligi 60—800
m/z olup, 17.500 ¢oziiniirliik, 3 x 10° ACG hedef degeri, 2 ms maksimum enjeksiyon
stiresi (IT) ve 25 V ¢arpisma enerjisi (CE)/adimli carpisma enerjisi kullanildi. UHPLC-
Orbitrap®-HRMS/MS analiz yontemi ile fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri
olusturulurken, 10-20-40-60-80-100-200-300-400-500 ng mL™!' konsantrasyonlarinda
standart c¢ozeltiler hazirlanmis ve her biri ii¢ kez enjekte edildi. Bitki ekstrakt
¢ozeltileri, tiim analizler i¢in metanol ile 1 mg mL™' konsantrasyonuna seyreltildi,
ardindan 0.22 mikron PTFE siringa filtresi ve 10 mL’lik siringa ile siiziildii. Filtrasyon
sonrasi 1.5 mL ¢ozelti vial icerisine aktarilarak cihaza enjekte edildi. Cihaz, sistem
bilgisayarina kurulu Thermo Scientific’e ait TraceFinder 3.2 yazilimi ile eszamanh
olarak calistirilmis, veri edinimi ve kaydi ise Xcalibur 2.1.0.1140 yazilim1 araciligryla

gergeklestirildi (Dursun vd., 2024).

3.2.6. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Besin ortamina eklenen nZVI’y1 bitkinin ortamdan alarak ve dokularina tagidigini

gostermek amaciyla TEM analizi yapildi. Bunun i¢in karayemis siirgiin u¢larinin nZVI
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icermeyen (kontrol) ve 25 mg L' nZVI iceren besin ortaminda 4 hafta kiiltiirleme
sonrasinda mikrosiirgiinlerden alinan yaprak kesitlerinden analiz gerceklestirildi. Bu
analiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi'nden (ARUM) hizmet alimi1 yapilarak Jeol 1220 Jem marka TEM
cihaziyla gerceklestirildi. Yaprak kesitleri ARUM’a gonderilmeden once fiksasyonu
yapildi. Kesilen yaprak doku pargalarinin (Sekil 3.9) iizerini tam kapatacak sekilde
fiksatif sollisyonu (%2.5 gluteraldehitli PBS soliisyonu) konuldu ve bu sekilde bir gece
4°C’de bekletildi. Ertesi giin fiksatif sollisyonu ¢ekilip yine dokularin iizerini ortecek
kadar PBS soliisyonu eklendi ve 15 dakika 4°C’de bekletildi. Bu yikama islemi 3 kez
tekrarland1 ve en son dokularin {izerine yine PBS soliisyonu eklenerek soguk zincirle

ARUM’a gonderildi.

Sekil 3.9: TEM analizine gonderilmek {izere mikrosiirgiin yaprak dokularindan alinan
kesitlerin goriintiisii.

3.2.7. indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS)
Analizi
Besin ortamina eklenen nZVI’nin bitki dokularindaki demir birikimine olan etkisinin
kantitatif olarak belirlenmesi icin ICP-MS analizi gerceklestirilmistir. Analizler,
ARUM biinyesinde Thermo Scientific iCAP RQ cihaz1 kullanilarak yiirtitiilmistiir.
Analiz i¢in, kontrol grubunda nZVI icermeyen besin ortami, deney grubunda ise 25
mg L' nZVI i¢eren besin ortami kullanilmigtir. Her iki grupta da 100'er adet siirgiin
ucu, toplam 4 hafta boyunca kiiltiire alinmistir. Kiiltiir siiresinin sonunda elde edilen
mikrosiirgilinler, 30°C sicaklikta karanlik kosullarda kurutulmus ve demir igeriklerinin

belirlenmesi amaciyla ICP-MS analizine tabi tutulmustur.
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TEM ve ICP-MS analizleri biitge kisitindan dolay1 sadece 25 mg L' nZVI
konsantrasyonunda kiiltiirlenen karayemis siirgiin u¢lar1 kullanilarak gergeklestirildi.

Bu deneylerde tiim besi ortamlarinda 1 mg L' BA kullanild1.

3.2.8. istatistiksel Analizler

Karayemis mikrogogaltimi i¢in etkili BA konsantrasyonun belirlenmesi ve karayemis
stirgiin uglarinin proliferasyonuna nZVI’nin etkisinin belirlenmesi ¢alismalarinda, her
deney i¢in en az 10 siirglin ucu kullanildi ve denemeler en az bes kez tekrarlandi.
Fenolik ve flavonoid iceriklerinin analizi ve antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi
en az ii¢ kez gergeklestirildi. Parametrik olmayan veriler (proliferasyon yiizdeleri) ki-
kare (X?) testi ile analiz edildi. Ayrik veriler (eksplant basina mikrosiirgiin sayisi,
mikrosiirglin uzunlugu, flavonoid ve fenolik igerikler ve antioksidan aktivite
sonugclari) ortalama karsilagtirmalar i¢in P < 0,05'te en az 6nemli fark (LSD) testi ile
varyans analizine (ANOVA) tabi tutuldu. Grafikler GraphPad Prism 8 yazilimi

kullanilarak olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirme

Sterilizasyonu tamamlanan tohumlarin testalart c¢ikarilmadan ¢imlenme besin
ortamina yerlestirildiginde, bazi tohumlar testanin varligi nedeniyle kontamine oldu.
Bu nedenle, sterilizasyondan sonra tohumlarin testalar1 ¢ikarildi. Tohumlar
kesilmeden biiylime ortamina yerlestirildiginde, goriiniir bir gévde veya kok olusumu
olmaksizin sadece kallus olusumu gézlemlendi (Sekil 4.1a). Sonug olarak, ¢cimlenmeyi
etkileyen en kritik faktdrlerden biri, tohumlarin embriyoya zarar vermeden bir bisturi
yardimiyla yatay olarak kesilmesi oldugu anlasildi (Sekil 4.1b, ¢, d, e). Bu prosediirlere
tabi tutulan embriyolarin ¢imlenme orani %85 oldu. Ortalama ¢imlenme siiresi ise

yaklagik 3-4 hafta oldugu goriildii (Sekil 4.11).

Sekil 4.1: Cimlenme ortaminda tohumlarin ¢imlendirilmesi a) Sterilize edilmis
tohumlar kesilmeden ¢cimlenme ortamina konulduktan iki hafta sonra, b)
Tohumun bisturi yardimiyla enlemesine kesilmesi, c¢) Kotiledon
kesildikten sonra testalarin ¢ikarilmasi, d) Kiiltiir ortaminda embriyo
iceren ikiye boliinmiis ve testa icermeyen kotiledonlar, ¢) Cimlenme
ortaminda 2-3 hafta sonra embriyolarin ¢imlenmeye baglamasi, f)
Cimlenen embriyolarin 4 hafta sonraki goriintiisii.
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4.2. Karayemis Bitkilerinin in vitro Mikrocogaltimi

Karayemis bitkisinin in vitro mikrogogaltimi i¢in optimum BA konsantrasyonu
belirlenmesi i¢in in vitro kosullarda ¢imlendirilen karayemis bitkilerinden kesilen
siirgiin uglar1 1, 2 ve 4 mg L' konsantrasyonlarmn igeren farkli MS besi ortamlarida
kiiltiire edildi. Dort hafta kiiltiirden sonra karayemis mikrosiirgiinlerinden yapilan
Olciimler sonucunda, diger test edilen konsantrasyonlarla karsilastirildiginda en etkili
konsantrasyon 1 mg L' olarak belirlendi. Eksplant basina ¢cogalan mikrosiirgiinlerin
ortalama sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen, en yiiksek
proliferasyon ylizdesi (%82), en yiiksek SFC indeksi (1,09) ve en uzun mikrosiirgiinler
1 mg L! BA igeren MS besin ortaminda dort hafta kiiltiirlenen siirgiin u¢larindan elde
edildi (Sekil). Bundan dolay1 karayemis siirgiinleri her dort haftada bir 1 mg L' BA
ile desteklenen MS ortamina alt kiiltiire edilerek mikrocogaltimi gergeklestirildi (Sekil
6.2).

™

Sekil 4.2: Mikrogogaltim ile elde edilen karayemis bitkileri. a) Alt kiiltiirii yapilan ve
yeni MS besin ortamina alinan bitkiler, bar = Icm b) Kiiltiir kaplarindaki
karayemis bitkilerinin bitki biiylitme odasindaki goriintiileri.
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Sekil 4.3: Farkli BA konsantrasyonlarinin dort haftalik kiiltiirden sonra karayemis
stirgiin u¢larinin in vitro proliferasyonu iizerindeki etkisi®.
a Her deneme en az 50 eksplant ile gerceklestirildi.

b Her siitundaki farkli harfler, ki-kare testi (X?) ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar1 (P<0,05) gosterir.

¢ Her siitundaki farkli harfler, LSD testi ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar1 (P<0,05) gosterir.

d Ortalama + standart hata

e Siirgiin olusturma kapasitesi (SFC)= (prolifiye olan eksplantlarin yiizdesi x eksplant

basina proliferiye olan siirgiinlerin ortalama say1s1)/100 (Lambardi vd., 1993).
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4.3. Karayemis  Siirgiin  Uclarimin  Proliferasyonuna
nZVI'nin EtKisinin in vitro Kosullarda Belirlenmesi

Karayemis siirgiin u¢larinin proliferasyonuna nZVI'nin etkisinin belirlenmesi igin 1
mg LT BA ve 12.5, 25, 50, 75, 100 mg L™ olmak iizere bes farkli nZVI konsantrasyonu
iceren ve kontrol olarak hi¢ nZVI bulunmayan sadece 1 mg L' BA igeren MS besin
ortaminda siirgiin uglart dort hafta kiiltiirlendi. Hi¢ nZVI igcermeyen besin ortaminda
kiiltiirlenen kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda, nZVI'nin tiim konsantrasyonlarinin
in vitro karayemis siirgiin u¢larinin proliferasyonu lizerinde olumlu bir etkiye sahip
oldugu gorildii (Sekiller 4.4 ve 4.5). Tiim sonuglar grafik seklinde Sekil 4.5°de verildi.
En yiiksek proliferasyon yiizdesi (%85,15) 75 mg L' nZVI igeren besin ortaminda
kiiltiirlenen mikrosiirgiinlerden elde edilirken, en diisiik deger (%72,94) kontrol
mikrosiirglinlerinde gozlemlendi. Eksplant basina prolifiye olan mikrosiirgiinlerin
ortalama sayis1 kontrol ile karsilastirildiginda, nZVI iceren besi ortamlarinda
kiiltiirlenen siirgiin uglarinda daha fazlaydi. Eksplant basimna en yiiksek c¢oklu
mikrosiirgiin sayis1 (2,04) 25 mg L' nZVI igeren besin ortaminda kiiltiirlenen siirgiin
uclarmdan elde edildi. Besin ortamma 25 mg L' nZVI ilavesi aym zamanda,
eksplantlarin sahip oldugu en yiiksek SFC indeksini (1,66) verirken, en diisiik SFC
indeksi degeri kontrol igin hesaplandi (1,03). 50 mg L' nZVI igeren besin ortaminda
kiiltiirlenen siirgiin uglari, kontrol ile kiyaslandiginda en biiyiik ortalama mikrosiirgiin
uzunluguna (5,10 mm) sahip oldugu gériildii. Ayrica, 25 ve 50 mg L' nZVI igeren
besin ortaminda kiiltiire edilen mikrosiirgiinlerin, diger gruplardaki mikrosiirgiinlerden

daha biiylik ve daha genis yapraklari oldugu goriildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Farkli MS besi ortamlarinda karayemis siirgiin uglarinin doért hafta
kiiltiirlenmesi sonrasinda prolifiye olan mikrosiirgiinlerden birer petri
gorselidir. Kullanilan tiim besi ortamlarinda 1 mg L-1 BA vardir. a)
Kontrol (nZVI icermeyen), b) 12,5 mg L-1 nZVI, ¢) 25 mg L' nZVI, d)
50 mg L' nZVI, e) 75 mg L' nZVI ve f) 100 mg L' nZVI igeren besi
ortamlarinda kiiltlirlenen mikrosiirgiinlerden birer gorsel verilmistir. Bar =

1 cm.
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Sekil 4.5: Farkli nZVI konsantrasyonlarinin dort haftalik kiiltiirden sonra karayemis
stirgiin u¢larinin in vitro proliferasyonu iizerindeki etkisi®.

aHer deneme en az 100 eksplant ile gerceklestirildi.

b Her siitundaki farkli harfler, ki-kare testi (X?) ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlaml farkliliklar1 (P<0,05) gdsterir.

¢ Her siitundaki farkli harfler, LSD testi ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar1 (P<0,05) gosterir.

d Ortalama =+ standart hata

e Siirgilin olusturma kapasitesi (SFC)= (prolifiye olan eksplantlarin yiizdesi x eksplant

basina prolifiye olan siirgiinlerin ortalama sayis1)/100 (Lambardi vd., 1993).
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4.4. Karayemis Mikrosiirgiinlerinin  Toplam Fenolik,
Flavonoid Iceriklerinin ve Antioksidan Enzim
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Diger nZVI konsantrasyonlarina kiyasla en diisiik siirgiin ucu proliferasyon yiizdesi
100 mg L' nZVI iceren besin ortaminda kiiltiirlenen mikrosiirgiinlerden elde
edilmesinden dolayi, toplam fenolik, flavonoid icerik ve antioksidan aktivite testleri 5
grup icin (kontrol ve 12.5, 25, 50 ve 75 mg L™ nZVI) gergeklestirildi, 100 mg L' nZVI
bu deneylere dahil edilmedi. Yapilan dort farkli antioksidan aktivite test sonucuna ve
toplam fenolik ve flavanoid igerigi test sonucuna gore en yiiksek degerler 25 mg L™!
nZVI konsantrasyonunda elde edilirken, 12.5 mg L' nZVI ile muamele edilen siirgiin
uclarinin ise toplam flavonoid igerigi, DPPH ve FRAP antioksidan aktivite sonuglari
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artig gosterdi. Diger test edilen nZVI
konsantrasyonlar1 ise kontrol grubuna gore daha diisiik sonuglar verdi. Biitiin deney
gruplart i¢in fenolik, flavonoid ve antioksidan aktivite testlerinin sonuglar1 Tablo

4.1’de verildi.

Kontrol bitki grubundaki toplam fenolik bilesik igerigi 130.80 mg GAE/g ekstrakt iken
kiiltiir ortamina 25 mg L' nZVI eklenmesi fenolik bilesik igerigini 140.09 mg GAE/g
ekstrakt’a yiikseltti. Benzer sekilde, toplam flavonoid bilesik igerigi de 25 mg L' nZVI
ilavesiyle artis gosterdigi goriildii, kontrol grubunda 269.85 mg QE/g ekstrakt iken,
297.12 mg QE/g ekstrakta ¢ikti. DPPH, ABTS*, CUPRAC ve FRAP antioksidan
aktivite test sonuglarina bakildiginda kiiltiir ortamma 25 mg L' nZVI ilavesinin
antioksidan aktiviteyi arttirdig1 goriildii. DPPH testinde kontrol bitki ekstraktlarinda
antioksidan aktivite 185.87 mg TE /g ekstrakt hesaplanirken, 25 mg L' nZVI
uygulanan bitki ekstraktlarinda ise 210.68 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandi. Ayni
sekilde, ABTS* antioksidan aktivite degeri kontrol grubunda 147.30 mg TE /g
ekstrakt, 25 mg L' nZVI uygulamasinda 150.07 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandi.
Kontrol grubunda CUPRAC antioksidan aktivite degeri 238.49 mg TE /g ekstrakt, 25
mg L' nZVI ile 266.95 mg TE /g ekstrakt’a yiikseldi. Benzer sekilde, FRAP
antioksidan aktivite degeri kontrol grubunda 144.66 mg TE /g ekstrakt, 25 mg L’!
nZVI uygulamasinda 154.93 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandi.
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Tablo 4.1: Karayemis mikrosiirgiinlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ve antioksidan enzim aktivitelerine
iligkin sonuglar?.

TPC TFC DPPH ABTS CUPRAC
nZVI (mg GAE g! (mg GAE g’! (mg TE g'! (mg TE g'! (mg TE g'!
konsantrasyonlar1 ekstrakt)® ekstrakt)P ekstrakt)® ekstrakt)P ekstrakt)®
(M = SE)¢ (M = SEY° (M = SE)° (M £ SEY° (M = SE)°
Kontrol 130.80 + 0.43° 269.85 + 6.94¢ 185.87 + 4.66° 147.30 +2.08% 238.49 +2.86"
12.5mg L 131.55+1.15° 280.45 + 5.46° 198.52 +2.71° 149.47 + 2.672 234.16 + 6.58"°
25 mg L! 140.09 + 0.43% 297.12 + 6.94? 210.68 + 3.94* 150.07 +£ 1.49°? 266.95 +4.50*
50 mg L*! 124.02 + 0.43¢ 244.09 + 1.52¢ 170.60 + 2.89¢ 137.03 + 1.90° 225.87 +7.67°
75 mg L 120.50 + 2.424 209.24 + 8.02° 171.79 + 1.24¢ 135.26 + 1.49° 210.74 + 5.334

?Her deneme en az 3 kez gerceklestirilmistir.
® Her siitundaki farkli harfler LSD testine sonucuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 (P<0.05) gostermektedir.

¢ Ortalama + standart hata

FRAP
(mg TE g'!
ekstrakt)®
(M = SE)*°
144.66 + 0.11°
148.79 + 0.47°
154.93 + 0.96*
127.61 + 0.99¢
137.64 + 0.96¢



4.5. UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi

Bitki ekstraktlarindan toplam 15 fenolik metabolitin miktar analizi UHPLC-
Orbitrap®-HRMS/MS yontemiyle yapildi ve tiim deney gruplarimin icerdigi fenolik
bilesik miktarlar1 Tablo 4.2°de verildi. Toplam fenolik ve flavonoid igerigi ve
antioksidan aktivite testlerinde oldugu gibi 100 mg L' nZVI ile muamele edilmis
stirgiin uclarinin ekstraktinin analizi yapilmadi. Genel olarak sonuglara bakildiginda,
kontrol grubuna gore 8 fenolik bilesigin miktar1 nZVI uygulanan gruplarda arttig1 fakat
75 mg L' nZVI ile muamele edilen bitki ekstraktinda seviyelerinin azaldig1 goriildii.
Kontrol grubunda kafeik asit icerigi 72.94 ug analit/g ekstrakt iken, 12.5 mg L' nZVI
uygulamasinda 76.61 pg analit/g ekstrakt, 25 mg L' nZVI uygulamasinda ise 86.90
ug analit/g ekstrakt olarak ol¢iildii. Klorojenik asit icerigi kontrol grubunda 29681.59
ug analit/g ekstrakt olmasina ragmen, bu deger 12.5, 25 ve 50 mg L nZVI ile
muamele edilen bitkilerde sirasiyla 34221.77, 39582.97 ve 32731.21 pg analit/g
ekstrakt olarak cikti; ancak 75 mg L' nZVI uygulamasinda 8511.04 ng analit/g
ekstrakt’a diistii. Benzer sekilde, kontrol bitki grubunun rutin igerigi 111.57 ug
analit/g ekstrakt olmasma ragmen, 12.5, 25 ve 50 mg L' nZVI uygulamalariyla
sirastyla 182.61, 183.67 ve 153.45 pg analit/g ekstrakt’a ylikseldi, ancak yine aym
sekilde 75 mg L' nZVI uygulanan bitkilerde 78.77 pg analit/g ekstrakta diistii.
Izokuersetin miktar1 kontrol grubunda 351.51 ug analit/g ekstrakt olarak ol¢iilmesine
ragmen; 12.5, 25, 50 ve 75 mg L' nZVI ile muamele edilen bitki ekstraktlarinda
miktari sirasiyla 414.98, 528.75, 527.76 ve 447.27 ng analit/g ekstrakt olarak dl¢iildii.
Eriodiktyol miktar1 kontrol grubunda 109.10 pg analit/g ekstrakt olarak 6l¢tildii. 12.5,
25 ve 50 mg L' nZVI uygulamalarinda miktar1 sirastyla 147.61, 260.67 ve 215.83 ug
analit/g ekstrakt’a yiikseldi; ancak 75 mg L™! nZVI uygulamasinda miktar1 95.38 pg
analit/g ekstrakt’a diistii. Yine ayni1 sekilde kuromanin icerigi kontrol grubunda 84.35
ng analit/g ekstrakt iken, bu deger 12.5, 25 ve 50 mg L' nZVI uygulamalarinda
sirastyla 127.83, 131.00 ve 115.69 ng analit/g ekstrakt’a yiikseldi, 75 mg L™ nZVI
uygulamasinda ise igerigi 69.69 pg analit/g ekstrakt’a diistii. Biitliin bu bilesiklerin
nZVI uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla kag kat arttig1 ve azaldig1 Tablo

4.3’de verilmistir.

Ayrica iki fenolik bilesik kontrol grubunda hi¢c yokken nZVI uygulamasi yapilmis
biitlin deney gruplarinda ¢ikti. Kontrol bitkilerinde kuersetin metaboliti tespit
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edilemezken, 12.5, 25, 50 ve 75 mg L™ nZVI ile muamele edilen bitki gruplarinda
strastyla 5.93, 6.73, 8.62 ve 6.30 ng analit/g ekstrakt diizeyinde kuersetin tespit edildi.
Benzer sekilde, kontrol grubunda nikotiflorin metaboliti bulunmazken, bu metabolit
12.5, 25, 50 ve 75 mg L' nZVI uygulanan bitkilerde miktarlar1 sirasiyla 74.81, 71.26,
75.00 ve 33.08 pg analit/g ekstrakt olarak tespit edildi.

Tablo 4.2: Karayemis mikrosiirglinlerinden elde edilen ekstraktlarin UHPLC-
Orbitrap®-HRMS/MS yontemiyle belirlenen fenolik bilesiklerin
miktarlar1 (*kontrol bitki grubuna kiyasla anlamli farklilik gosteren
metabolitler), Nd (Not detected): Miktar tespit sinirinin altinda
kalmasindan dolay1 tespit edilemedi.

Bilesikler nZVI konsantrasyonlar1 (mg L)

(g analit/g ekstrakt)  Kontrol 12,5 25 50 75
Salisilik asit 28,15 22,77 22,32 35,98 31,81
Vanilik asit 94,75 58,57 85,97 87,58 73,90
*Kafeik asit 72,67 76,61 86,90 63,12 56,76

*Klorojenik asit 29681,59  34221,77 39582,97  32731,21 8511,04

Katesin 3658,11 3010,75 = 2854,54 2776,16 2878,00
(Cianidanol)-p
Apigenin 7-glukozit Nd Nd Nd Nd Nd
*Rutin 111,57 182,61 183,67 153,45 78,77
Luteolin 7-glukozit 13,68 Nd Nd 17,14 13,11
*Kuersetin Nd 5,93 6,73 8,62 6,30
*{zokuersetin 351,51 414,98 528,75 527,76 44727
Narcissin 33,92 35,28 31,07 69,48 56,14
*Nikotiflorin Nd 74,81 71,26 75,00 33,08
*Eriodiktyol 109,10 147,61 260,67 215,83 95,38
*Kuromanin 84,35 127,83 131,00 115,69 69,69
Phloridzin 13,08 10,73 12,86 10,91 16,31
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Tablo 4.3: UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analiziyle miktarlar1 belirlenen 6 fenolik
bilesigin kontrol grubuna kiyasla nZVI uygulanan deney gruplarinda kag
kat arttiginin veya azaldiginin sayisal olarak gosterilmesi.

nZVI
Kafeik = Klorojenik .
konsantrasyonu ) ' Rutin  Izokuersetin = Eriodiktyol =~ Kuromanin
asit asit
(mg L)
12.5 1.05 1.15 1.64 1.18 1.35 1.52
25 1.2 1.33 1.65 1.5 24 1.55
50 0.87 1.10 1.38 1.5 1.98 1.37
75 0.78 0.29 0.71 1.27 0.87 0.83

4.6. Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Karayemis mikrosiirgiinlerinden elde edilen yaprak kesitleri ARUM’da boyand1 ve
gecirimli elektron mikroskobu kullanilarak yiiksek ¢oziintirliikle goriintiileri alindi.
Kontrol mikrosiirgiin yapraklarindan ve 25 mg L' nZVI iceren besin ortaminda
kiiltiirlenen mikrosiirgiin yapraklarindan alinan kesitlerin goriintiilerinden gorseller
asagida verildi (Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8). Goriintiilerdeki koyu olan yerler elektronca
yogun olan yerlerdir. Hem kontrol hem de nZVI uygulanan yaprak kesit goriintiilerine
genel olarak bakildigi zaman kloroplastlarin ve mitokondrilerin saglikli oldugu
goriildii. Uzun yass1 yapilar kloroplastlardir ve icindeki koyu yuvarlak tanecikler
plastoglobulin, belirgin olarak goriinen bliyiik yapilar ise nisastadir. Biiyiik beyaz
yapilar ise kofuldur. TEM goriintiilerinde NP’lerin kontrast1 yiiksektir ve koyu
yuvarlak yapilar olarak goziikiirler. Goriintiilere bakildiginda koful iginde, hiicreler
arasi boslukta, mitokondrinin i¢inde gibi birgok yerde NP yapilar1 goriildi (Sekil 4.7
ve 4.8). Kontrol yaprak kesitlerinde ise NP benzeri kontrasti yiiksek yapilar goriilmedi
(Sekil 4.6).
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il
Sekil 4.6: Kontrol mikrosiirgliniinden alinan yaprak kesitinin TEM goriintiileri. N:
Hiicre ¢ekirdegi, V: koful, Cp: Kloroplast ve Cw: Hiicre duvari.

Sekil 4.7: nZVI’l1 ortamda kiiltiirlenen mikrosiirgiinden alinan yaprak kesitinin TEM
goriintlisli. Kirmiz1 okla isaretli olan yerler hiicre i¢ine alinan nZVI’larin
goriintiileridir. Cw: Hiicre duvari, V: koful ve M: Mitokondri.
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ekil 4.8: n 1 ortamda kiiltiirlenen mikrosiirgiinden alinan yaprak kesitinin
kil 4.8: nZVI'l da kltiirl ikrosiirgiinden al yaprak kesitinin TEM
goriintiisii. Kirmiz1 isaretli yerler, mitokondri i¢inde ve hiicre duvarinin

yaninda goriintilenen nZVD’dir. Cw: Hiicre duvari, V: koful, M:
Mitokondri ve Cp: Kloroplast.

4.7. Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektroskopisi (ICP-
MS) Analizi

Kontrol yani nZVI igermeyen besin ortaminda ve 25 mg L' nZVI igeren besin
ortaminda 4 hafta kiiltiirlenen mikrosiirgiinlerden bitki dokularindaki Fe elementinin
miktarin1 6lgmek amaciyla ICP-MS analizi yapildi. Her iki deney grubundaki
kurutulmus bitki dokular1 6ncelikle mikrodalga yontemi kullanilarak uygun asitlerle
pargalanip sonrasinda suyla ¢dzerek analiz icin hazir hale getirildi. Olgiim sonuglart

asagidaki Tablo 4.3’de sunuldu.

Tablo 4.4: ICP-MS analizi sonucunda toplam bitki dokularindaki Fe miktarr.

Numune
Mikrosiirgiinlerin Fe miktar
Deney grubu konsantrasyonu (ng/ml,
kuru agirhg (gr) (ng/ml, ppb)
ppb)
Kontrol 0,612 37440 14.386
25mg L' nZVI 0,815 44600 14.226

Numune konsantrasyonu, genellikle analiz edilen sivinin igerdigi toplam ¢ozlinmiis
madde miktaridir. Toplam madde miktarinin i¢indeki Fe miktar1 ise kontrol grubunda
14.386 ppb cikarken, 25 mg L' nZVI ile muamele edilen bitki grubunda 14.226 ppb
ciktr.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Diinya capinda popiiler bir siis bitkisi olan karayemisin (Prunus laurocerasus)
yetistiriciligi, tibbi a¢idan Onemli fenolik bilesenler igermesi nedeniyle
yayginlastirilmalidir. Bunun igin geleneksel c¢ogaltma ydntemlerine ek alternatif
yontemler belirlenmelidir. Onceki ¢alismalarda, geleneksel ¢ogaltma ydntemlerinden
daha hizli ve etkili olan alternatif bir in vitro c¢ogaltma yontemi gelistirilmistir
(Sulusoglu, 2012; Sulusoglu ve Cavusoglu, 2013). Embriyo kiiltiirti iizerine yapilan
calismada, karayemis tohumlarinin testalari ¢ikarilip ve embriyoyu icermeyen kismi
olacak sekilde kotiledonlarin yaris1 kesilerek embriyolar kiiltiire edilmistir (Sulusoglu,
2012). Tez caligmasinda tohum sterilizasyonu ve ¢imlendirme calisma sonuglarina
bakildiginda uygulanan bu asamalarin karayemis embriyosunun in vitro kosullarda

basarili olarak ¢imlenmesi i¢in 6nemini bir kez daha vurgulandi.

NP’lerin doku kiiltiirtinde bitki biiyiimesini ve proliferasyonunu artirmak dahil bir¢ok
kullanim1 mevcuttur fakat nZVI'nin in vitro cogaltma verimliligini artirmadaki
potansiyeli iizerine herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda, in vitro
olarak ¢imlendirilen karayemis bitkilerinin mikrogogaltim verimliliginin artirilmasi
icin herhangi bir ¢calisma yapilmamistir. nZVI'nin bitki biiylimesi ve metabolizmasi
tizerindeki etkileriyle ilgili in vitro ¢galismalar sinirli olmasina ragmen, sera ortaminda
(toprakta ve hidroponik sistemde) yapilan arastirmalar nZVI'nin bitki gelisimini tegvik
ettigini ve biyokiitleyi artirdigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada, nZVI'nin karayemis
siirgiin uglarinin proliferasyonu tizerindeki etkisi in vitro ortamda incelenmistir.
Bulgular bitki biiylimesi iizerinde toksik bir etki gostermedigini ve hatta diisiik
konsantrasyonlarda bitki bilylimesini ve gelisimini tesvik ettigini ortaya koymustur.
Calismamizin sonuglari literatiirde bildirilen diger bitkilerle (6rnegin; hibrit kavak,
hasir otu, piring ve yer fistig1) yapilan calismalarla ortiismektedir; bu ¢alismalarda
nZVInin disik konsantrasyonlarda uygulanmasinin (bitki tiirline bagli olarak
optimum konsantrasyon farklilik gosterebilir) genellikle bitki gelisimini tegvik ettigini

ortaya koymustur.

Proliferasyon sonuclarimiza gore karayemis siirgiin uclarina uygulanan nZVI
konsantrasyonu arttirildik¢a, bitki biiylimesi ve ¢ogalmasi iizerindeki olumlu etki

azalarak; eksplant bagina ¢ogalan mikrosiirgiin sayisinda ve SFC indeksinde diisiise
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yol agmistir. Yani 25 mg L' nZVI ile muamele edilen mikrosiirgiinler en yiiksek SFC
indeksine (1.66) sahipken, 100 mg L' nZVT ile elde edilen mikrosiirgiinlerde en diisiik
SFC indeksi (1.32) gozlenmistir. Bu nedenle, karayemisin in vitro mikrogogaltimi i¢in
optimum nZ VI konsantrasyonu 25 mg L™ olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, piring
tohumlarina farkli konsantrasyonlardaki nZVI ile “nanopriming” uygulamasi yapilan
bir ¢calismada, bitki gelisimi ve biiyiimesi igin optimum konsantrasyon 20 mg L' nZVI
olarak bulunmustur. Bu konsantrasyonla “nanopriming” sonucu gelisen 14 giinliik
fidelerin kok ve silirglin uzunlugunun, fotosentetik pigment igeriginin ve
biyokiitlelerinin kontrol bitkilerine kiyasla arttigi gosterilmistir. nZVI’nin piring
fideleri iizerindeki pozitif etkilerinin 80 mg L' nZVI ile nanopriming islemi yapilan
tohumlardan gelisen fidelerde azaldigi goézlemlenmistir, bu sonu¢ yine bizim
bulgularimiz1 desteklemektedir (Guha vd., 2018). Bu ¢alismay1 takip eden yine ayni
ekibin bagka bir ¢alismasinda, nanopriming uygulanan tohumlardan gelisen piring
bitkilerinin tarlada daha genis yapraklara ve daha fazla biyokiitleye sahip oldugu
gosterilmistir (Guha vd., 2021). Bizim ¢alismamizda da, 4 haftalik kiiltiirlenme
siirecinden sonra, nZVI iceren ortamda gelisen mikrosiirglinler, genel olarak
bakildiginda kontrol mikrosiirgiinlerine kiyasla daha genis yapraklara sahipti ve daha
biiyiiklerdi (Sekil 4.4). Mikrogogaltma bulgulariyla tutarh olarak, en biiyilik yapraklar
25 ve 50 mg L' nZVI uygulanan siirgiin uglarindan gelisen mikrosiirgiinlerde
gbzlenmistir. Ayrica literatiirdeki ¢cogu calisma (Libralato vd., 2015; Yoon vd.,
2019), nZVI ile muamele edilen bitkilerde daha biiyiik yapraklar ve artan biyokiitle
elde edildigini bildirmistir. Bu sonuclar, nZVI uygulamasiyla plazma zarindaki H'-
ATPaz aktivitesindeki artisa bagli olarak yaprak alani ve stomal acikligin artmasiyla
iliskili olabilir (Kim vd., 2014). Ek olarak, nZVI ile muamele edilen bitkilerde
gbzlenen artmis antioksidan ozellikler, stres toleransinin ve bitki direncinin artmasina

katki saglayarak bitki gelisimini destekleyebilir (Guha vd., 2018).

Bitkisel kaynakli ikincil metabolitler; ila¢ etken maddeleri, gida katki maddeleri ve
aromalar gibi Uriinler dahil olmak iizere endiistriyel iiretim igin kaynak olarak
kullanilabilir. Cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri, bitkilerde oksidatif strese yol
acarak ikincil metabolitler olan fenolik bilesiklerin sentezlenmesini arttirabilir. Kiiltiir
ortaminda stres kosullar, elisitorler kullanilarak taklit edilebilir ve bu sayede ikincil
metabolit tiretimi artirilabilir. Elisitor olarak NP'lerin kiiltiir ortamina eklenmesi, bitki

hiicre zarinda yer alan 0zgiil reseptorlerle etkilesime girerek kalsiyum (Ca*")
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iyonlarinin hiicre i¢ine taginimini tetikler. Bu iyon akisi, NADPH oksidaz enziminin
aktivasyonunu saglayarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agar. Sinyal
molekiilleri olarak gorev yapan ROS’lar, gen ekspresyonunun transkripsiyonel
diizeyde yeniden diizenlenmesini saglayarak ikincil metabolit sentezini artirir (Prasad
vd., 2024). Bircok ¢alisma, demir bazli NP’lerin ikincil metabolit {iretimini artirdigini
gostermistir (Almagro vd., 2020; Khan vd., 2021; Moharrami vd., 2017;
Mohebodini vd., 2017; Nourozi vd., 2019; Sharafi vd., 2013; Taghizadeh vd.,
2021). Ancak, bitki hiicrelerinde yiiksek diizeyde ROS bulunmasi zararhidir; genellikle
oksidatif strese neden olur ve bu da hiicresel hasara, nihayetinde ise hiicre 6liimiine
yol acar. Buna karsilik, diisiik konsantrasyonlarda ROS sinyal molekiilii olarak 6nemli
roller oynar; hiicre bdliinmesi, farklilasma ve organogenez gibi fizyolojik siirecleri
destekler. Ayrica, bitki hormon diizeylerinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin
diizenlenmesine katki saglayarak, bitki biiyiimesini ve g¢evresel uyaranlara karsi
adaptasyonunu desteklerler (Huang vd., 2019). Bu calismanin sonuglari, karayemis
sirglin ucglarmin nZVI ile muamelesi ikincil metabolit iiretimini artirdigin
gostermistir. Ozellikle, 25 mg L' nZVI ile muamele edilen siirgiin uglarmin, kontrol
grubuna kiyasla en yiiksek fenolik ve flavonoid igerige sahip oldugu gosterildi. Ayni
zamanda bu grup en yiiksek antioksidan aktivite degerini de gostermistir. Fenolik
bilesiklerin bitkilerde yaygin olarak bulunan gii¢lii antioksidanlar olmasi sebebiyle, bu
deney grubunun en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi destekleyici bir sonug

olmustur.

Bitkilere nZVI’nin uygulanmasi antioksidan aktivitelerini ve metabolizmalarini
diizenleyebilir. Piring fidelerinde 20 mg L' nZVI ile yapilan nanopriming, kontrol
bitkilerine kiyasla daha yiiksek SOD (O2¢" radikalini H>Os'ye ¢eviren antioksidan
enzim) aktivitesi ve daha diisiik prolin diizeyleri ile sonu¢lanmistir (Guha vd., 2018).
Benzer sekilde, yer fistigina Fe;Os NP’lerinin uygulanmasi, stresle iligkili bir
fitohormon olan absisik asit (ABA) seviyelerini diislirmiis ve antioksidan enzim
aktivitelerini artirarak bitki biiylimesini tesvik etmistir (Rui vd., 2016). Baska bir
calismada, Gerbera jamesonii’nin demir NP’leri ile muamelesi hem antioksidan enzim
aktivitelerini (SOD, CAT ve APX) hem de biiyiime ve gelisimini artirmistir (The Vinh
vd., 2024). Fe;O3 NP’lerinin optimum konsantrasyonunun karpuz fidelerine
uygulanmasi, biiylimeyi tesvik etmis ve antioksidan enzim aktivitesini artirarak stres

direncini iyilestirmistir (Li vd., 2013). Bulgularimiza gore, karayemis siirgiin uclarma
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uygulanan diisiik konsantrasyonda uygulanan nZVI’nin antioksidan 6zelligi artirdigi
fakat uygulanan nZVI konsantrasyonunun artirilmasi, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda antioksidan aktivite degerlerini diislirmiistiir. Antioksidan
aktivitelerini 6lgmek icin yapilan dort farkli testin sonuglarina bakildiginda kiiltiir
ortaminda 25 mg L' nZVI bulunmasinin en yiiksek antioksidan aktivite degerini
sagladigi goriildii. Bu bulgu, mikrogogaltim sonuglarimizla da uyumludur. Bu nedenle,
diisiik konsantrasyonlarda nZVI uygulamasiin in vitro ortamda bitkinin stresini

azaltabilecegi, biiylimeyi ve ¢ogalmay1 tesvik edebilecegi sonucuna vardik.

Bitki dokularindan ekstraksiyon yapilirken ¢oziicii se¢imi, fenolik ve flavonoid
bilesiklerin hem c¢esitliligini hem de miktarin1 dogrudan etkileyen kritik bir adimdir.
Metanol, fenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigii acisindan oldukga etkili bir ¢oziicii olup;
etanol, aseton ve su gibi alternatif ¢coziiciilere kiyasla daha yiiksek ekstraksiyon verimi
saglamaktadir (Dai ve Mumper, 2010). Ozellikle orta ve yiiksek polariteli fenolik
asitlerin, flavonoid glikozitlerin ve diger polifenollerin ¢oziiniirligii metanolde
olduk¢a yiiksektir. Etanol, toksik olmayan yapisi nedeniyle gida uygulamalar
acisindan tercih edilse de, metanole gore baz1 fenoliklerde daha diisiik ¢oziintirliik
saglayabilir. Aseton ise yiiksek uguculugu ve toksisitesi nedeniyle kullanimi sinirlidir.
Ayrica, ¢Oziicii olarak su kullanimi, diisiik ¢6ziiniirliik nedeniyle polifenol
ekstraksiyonunda genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmada,
fenolik/flavonoid profili agisindan zengin ve giivenilir sonuglar elde edebilmek adina
¢Oziicii olarak metanol secilmistir. Ayrica literatiirde yapilan c¢alismalarda da
karayemisten fenolik maddelerin ekstraksiyonunda ¢6ziicii  olarak metanol
kullanilmistir (Bayrambas vd., 2019; Karabegovié vd., 2014; Yaylaci-Karahalil ve
Sahin, 2011).

Calismamizda, fenolik ve flavonoid bilesik iceriginin belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontemlerle yapilan test sonuglarimin yaninda ayni zamanda
UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS ile farkli fenolik bilesiklerin kantitatif analizleri
yapilarak, nZVI uygulamasinin fenolik ve flavonoid bilesik icerigini artirdigini
dogrulanmistir. Salisilik asit, vanilik asit, kafeik asit, klorojenik asit, katesin
(cianidanol)-p, apigenin 7-glukozit, rutin, luteolin 7-glukozit, kuersetin, izokuersetin,
narcissin, nikotiflorin, eriodiktyol, kuromanin ve phloridzin olmak tizere 15 farklh
fenolik bilesik icin analiz gerceklestirilmistir. Bu bilesikler bitkilerde ¢ogunlukla

fenolik asitler/flavonoidler sinifindadirlar ve bitki hiicresinde antioksidan koruma,
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patojenlere karst savunma, UV 1sinlarina kars1 koruma, stres (tuzluluk, kuraklik, agir
metal vb.) toleransini artirma gibi gorevleri vardir. Salisilik asit gibi bazilar1 savunma
sinyali gorevini {iistlenirken, kuersetin, katesin ve klorojenik asit gibi flavonoid ve
fenolik asitler serbest radikallerin temizlenmesinde etkilidir. Rutin, luteolin
glikozitleri ve izokuersetin UV 15181 absorbe ederek fotokoruyucu rol oynar;
apigenin ve eriodiktyol gibi bilesikler mikrobiyal savunmada etkilidir. Genel olarak
bu metabolitler, bitkinin g¢evresel streslere karsi dayanikliligini artirirken aym
zamanda bliylime ve gelisimine katki saglar. Tiim deney gruplarinda analiz edilen bu
fenolik bilesikler arasinda, klorojenik asit diger bilesiklere kiyasla en yiiksek miktarda
bulunmustur. Bu sonug, literatlirde yapilan onceki ¢aligmalarin bulgulariyla uyumlu
olup karayemis bitkisinde baslica fenolik bilesik oldugunu gdstermektedir
(Bayrambas vd., 2019; Karabegovi¢ vd., 2014; Yaylaci-Karahalil ve Sahin, 2011).
Karabegovi¢ vd. (2014), ultrasonik destekli ekstraksiyon yoluyla elde edilen
karayemis yaprak ekstraktlarinin HPLC yontemiyle 28,67 mg g! klorojenik asit
icerdigini rapor etmistir. Bu miktar, calismamizda kontrol bitki ekstraktlarinda tespit
edilen klorojenik asit icerigiyle (29,68 mg g ' ekstrakt) oldukca benzer ¢ikmustir.
Bulgularimiz ayrica, klorojenik asit miktarinin nZVI ile muamele edilen bitkilerin
ekstraktlarinda arttigini, ancak 75 mg L' konsantrasyonunda azaldigmi gostermistir.
En yiiksek miktar, 25 mg L' nZVI ile kiiltiirlenen bitki ekstraktindan elde edilmistir
(39,58 mg g! ekstrakt). Kiiltiir ortamia eklenen nZVI konsantrasyonu arttikca bazi
fenolik bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuna kiyasla azaldig1 goriildii, bu da fenolik
bilesik miktar1 i¢in optimum nZVI konsantrasyonunun 25 mg L' oldugunu
gostermektedir. Klorojenik asitte gézlenen konsantrasyona bagimli degisime benzer
sekilde, kafeik asit, rutin, izokuersetin, eriodiktyol ve kuromanin miktarlarinin da
nispeten diisiik nZVI konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla arttig1, ardindan
uygulanan nZVI konsantrasyonu yiikseldik¢e azaldig1 goriildii (Tablo 4.2 ve Tablo
4.3). Bu 6 bilesik igin en yiiksek artis oran1 yine 25 mg L' konsantrasyonunda elde
edildi. Kontrole gore sirasiyla; kafeik asit 1.2 kat, klorojenik asit 1.33 kat, rutin 1.65
kat, izokuersetin 1.5 kat, eriodiktyol 2.4 kat ve kuromanin ise 1.55 kat artis
gostermistir. Izokuersetin haric diger 5 bilesikteyse kontrole gére 75 mg L
konsantrasyonunda azalma gériilmiistiir. Ilging bir sekilde, kiiltiir ortamina nZVI
ilavesi, kontrol bitki ekstraktinda tespit edilemeyecek kadar az olan ancak nZVI ile
muamele edilen tiim bitki ekstraktlarinda tespit edilen kuersetin ve nikotiflorin fenolik

bilesiklerinin tiiretimini miimkiin kilmistir. Sekonder metabolitlerin iiretiminin,
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bitkinin biliylidiigii kiiltiir ortami ve c¢evresel kosullara gore farklilik gosterdigi
bilinmektedir (Yang vd., 2018). Bu calismada tek degisken nZVI'nin in vitro
kosullarda ortama dahil edilmesi oldugundan, bu iki metabolitin varliginin tespit
edilmesi, besin ortami igeriginde nZVI olmasina bir yanit olarak sentezlenmis olabilir;
clinkii bu metabolitlerin konsantrasyonlari, en yiiksek uygulanan nZVI dozu olan 75
mg L ile muamele edilen mikrosiirgiinlerde azalmistir. Ayrica, dnceki ¢alismalarda
karayemis yapraklarinda bulundugu bildirilen apigenin 7-glukozit bu ¢calismada higbir
deney grubunun ekstraktinda tespit edilecek miktarda olmadigr gorilmiistiir
(Karabegovi¢ vd., 2014). Bu bulgu, bitki tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin,

yetistigi kosullara bagli olarak degisebildigini bir kez daha gostermektedir.

Nanopartikiillerin bitki hiicrelerinin i¢ine girmesi i¢in hiicre duvarini asmasi
gereklidir. Hiicre duvari, 5-20 nm araligindaki gézenek capina sahiptir bu sekilde
boyut simirlayict bir filtre gorevi goriirken, 40—50 nm boyutundaki nanopargaciklarin
da bazi durumlarda hiicre i¢i tasinimi miimkiin oldugu yapilan caligmalarda
gosterilmistir. Hiicre duvarinda yeni kanallar olusturarak girebilecegi gibi endositoz
ve pektin parcalanmasi gibi aktif mekanizmalar da nanopargaciklarin girisini
kolaylastirabilir. Bitki i¢ine giren nanopartikiiller apoplast (hiicre dis1 bosluklar) veya
simplast (plazmodesmata araciligiyla sitoplazmik baglantilar) yollarla tasinabilir.
Bitki i¢indeki translokasyon ise ksilem ve floem dokulari araciligiyla gergeklesir; bu
slire¢, nanopargacigin boyutu, yiizey ylikii, konsantrasyonu ve uygulama yontemi gibi
cesitli faktorlerden etkilenir. Bu bulgular, nanopartikiillerin bitki sistemine giris ve
tasiniminin - ¢ok asamali ve karmasik bir siirec oldugunu gostermektedir
(Djanaguiraman vd., 2024). Bu ¢alismada kullandigimiz nZVI’'nin boyutu yaklagik
40-45 nm’dir (Sidorenko vd., 2021). TEM analizi sonucu besin ortamina eklenen
nZVI’'nin bitki dokularin igerisine alindigini ve yaprak dokularina taginabildigini
gosterdi. Ayrica TEM goriintiilerinde hiicre i¢ine alinan nZVI’nin mitokondri, koful
gibi organeller icinde ve sitoplazmada bulundugu gosterildi. ICP-MS analizi
sonucunda kontrol grubuna kiyasla nZVI uygulamasi yapilan grupta daha diigiik
miktar Fe ¢ikmasi, bitkilerde artan metabolizma aktiviteleri sonucu artan biyokiitle ve
daha fazla Fe kullammmiyla agiklanabilir. Baska bir ihtimalle Fe® cok reaktif
olmasindan dolay1 hizli oksitlenebildiginden, oksitlenerek ¢okmiis olabilecegi gibi

baska bilesenlerle tepkimeye girerek kompleks olusturmus da olabilir.
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Bu c¢alismada, karayemis bitkisinin siirglin uclarmma uygulanan farkli nZVI
konsantrasyonlariin in vitro etkisi arastirilmistir. Onceki ¢alismalar, nZVI’nin in vivo
kosullarda bitkiler tlizerindeki olumlu etkilerini rapor etmistir. Ancak, bu ¢alisma,
nZVDI'nin bitki eksplantlarinin in vitro kiltiirii iizerindeki etkilerini inceleyen ilk
calismadir. 25 mg L™! nZVI ile muamele edilen siirgiin uglar1 en yiiksek SFC indeksine
ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmustur. Ayrica, nZVI ile muamele edilen
mikrosiirgiinlerde flavonoid ve fenolik bilesiklerin miktarlarinda degisiklikler
gozlenmis ve bu degisikliklerin konsantrasyona bagli olarak gergeklestigi tespit
edilmistir. 25 mg L' nZVI uygulamasinda, mikrosiirgiinler karayemisin baslica
fenolik bilesigi olan klorojenik asitin en yiiksek konsantrasyonunu (39,58 mg g!
ekstrakt) icermistir. Ancak, nZVI konsantrasyonu arttik¢a gézlenen olumlu etkiler
azalmistir. nZVI’nin diger metal nanoparcaciklarina kiyasla daha yiiksek kimyasal
reaktiviteye sahip olmasi sayesinde bitki bliylimesini, sekonder metabolit miktarini ve

antioksidan aktiviteyi artirdigini sdyleyebiliriz.

Sonug¢ olarak, bu tez in vitro kosullarda diisiik konsantrasyonlardaki nZVI'nin
karayemisin mikrogogaltimini ve sekonder metabolit iiretimini artirma potansiyeline

sahip oldugunu gostermektedir.
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