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ÖZET 

Sıfır değerlikli demir nanopartikülü (nZVI), yüksek kimyasal reaktivitesi sayesinde 

yer altı sularındaki kirleticilerin gideriminde yaygın olarak kullanılan etkili bir 

indirgeme ajanıdır. Ancak son yıllarda yapılan çalışmalar, nZVI’nın yalnızca çevresel 

remediasyon uygulamalarında değil, aynı zamanda bitki büyümesi ve gelişimi 

üzerinde de olumlu etkiler sağlayabileceğini ortaya koymuştur. Bu doğrultuda, bu 

çalışmada nZVI’nın farklı konsantrasyonlarının (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L⁻¹) in 

vitro doku kültüründe karayemiş (Prunus laurocerasus L.) bitkisinin mikroçoğaltımı, 

toplam fenolik, flavonoid içerikleri ve antioksidan aktivitesi üzerindeki etkileri 

araştırılmıştır. Antioksidan aktivite DPPH, ABTS⁺, CUPRAC ve FRAP yöntemleriyle 

değerlendirilmiş; fenolik ve flavonoid bileşiklerin spektrofotometrik yöntemle 

analizlerinin yanı sıra 15 farklı bileşiğin nicel analizi de UHPLC-Orbitrap®-

HRMS/MS ile gerçekleştirilmiştir. Çalışma kapsamında, başarılı bir in vitro çimlenme 

elde edilebilmesi için tohum testasının çıkarılması ve kotiledonun embriyoya zarar 

vermeden yarıya kadar kesilmesi gerektiği belirlenmiştir. Çimlenmenin ardından, 

yeterli bitki materyali elde edebilmek için in vitro mikroçoğaltım gerçekleştirilmiştir. 

Mikroçoğaltımda en iyi 6-benziladeninin (BA) konsantrasyonunu bulmak için üç 

farklı konsantrasyonu (1, 2, 4 mg L-1) denenmiş ve en yüksek proliferasyon oranı elde 

edilen (%82) 1 mg L-1 konsantrasyonu seçilmiştir. Karayemiş sürgün ucunun 

proliferasyonuna nZVI’nın etkisi sonuçlarında kontrol grubuna göre nZVI uygulaması 

yapılan tüm deney gruplarında olumlu etkiler görülmüştür. En yüksek sürgün ucu 

proliferasyon oranı (%85.15) 75 mg L-1 nZVI uygulamasında elde edilirken; sürgün 

oluşturma kapasitesi (SFC indeksi) (1.66), toplam fenolik, flavonoid içerikleri ve 

antioksidan aktivite bakımından en etkili konsantrasyonun 25 mg L-1 olduğu 

belirlenmiştir. Bu konsantrasyon, kontrol grubuna kıyasla toplam fenolik içeriği 

130.80’den 140.09 mg GAE g-1  ekstrakt’a, toplam flavonoid içeriği ise 269.85’ten 

297.12 mg QE g-1  ekstrakt’a yükseltmiştir. Antioksidan aktivite test sonuçlarına göre, 

ABTS⁺ dışındaki tüm yöntemlerde istatistiksel olarak anlamlı artışlar sağlamıştır. 

Fenolik bileşiklerin kantitatif analizinde ise, 25 mg L-1 nZVI uygulamasıyla kontrole 

kıyasla en yüksek artışlar kaydedilmiştir. Özellikle eriodiktyol miktarındaki 2.4 kat 

artış en belirgin artış olarak gözlemlenmiştir. Ek olarak karayemişin başlıca fenolik 

bileşiği olan klorojenik asit bu konsantrasyonda 1.33 kat artarak 39.58 mg/g ekstrakt’a 

ulaşmıştır. Ayrıca, kontrol grubunda tespit edilemeyen kuersetin ve nikotiflorin 

bileşikleri nZVI uygulanan tüm deney gruplarında saptanmıştır. Sonuçlar, kültür 

ortamındaki nZVI konsantrasyonunun artırılmasının, bitkilerin büyümesi, antioksidan 

aktivitesi ve fenolik içeriği üzerindeki olumlu etkileri azalttığını ortaya koymuştur. Bu 

nedenle, 25 mg L-1 nZVI optimum konsantrasyon olarak belirlenmiştir. Bu 

konsantrasyonda kültürlenen mikrosürgün yaprak kesitlerinden yapılan TEM analizi 

sonucunda nZVI’nın bitki yaprak dokusuna taşındığını ve bitki hücrelerinin içine 

girebildiği gösterilmiştir. Sonuç olarak bu çalışma, in vitro bitki doku kültüründe 

optimum konsantrasyonda kültür ortamına eklenen nZVI'nın bitki büyüme ve 

gelişimini destekleyebilecek ve sekonder metabolit üretimine katkıda bulunabilecek 

bir potansiyele sahip olduğunu ayrıca tarımda nanogübre olarak da kullanılabileceğini 

göstermiştir. 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Karayemiş, Sıfır Değerlikli Demir Nanopartikülü (nZVI), In 

Vitro Mikroçoğaltım, Fenolik Bileşikler 
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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-1) 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-1) were tested, with 1 mg 

L-1 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-1 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-1. At this 

concentration, total phenolic content increased from 130.80 to 140.09 mg GAE g⁻¹ 

extract, and total flavonoid content rose from 269.85 to 297.12 mg QE g-1 extract 

relative to the control group. Antioxidant activity significantly improved across all 

assays except ABTS⁺. Quantitative analysis revealed that 25 mg L-1 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-1 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-1 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. GİRİŞ 

Karayemiş Türkiye'nin Doğu Karadeniz ve Doğu Marmara bölgelerinde doğal olarak 

yetişen, tıbbi ve aromatik özelliklere sahip yaprak dökmeyen bir ağaç türüdür. 

Yaprakları, meyveleri ve tohumları çeşitli rahatsızlıkların tedavisinde geleneksel tıpta 

kullanılmaktadır. İçerdiği fenolik ve flavonoid bileşiklerden kaynaklanan yüksek 

antioksidan kapasitesine sahip olmasından dolayı önemli bir doğal kaynaktır.  

Nanoteknoloji, 21. yüzyılın en hızlı gelişen alanlarından biri olup, özellikle 1–100 nm 

aralığındaki yapıların mühendisliğiyle ilgilenir. Bu boyuttaki nanomalzemeler, geniş 

yüzey alanları ve kuantum düzeyindeki etkileri sayesinde kendine özgü fiziksel, 

kimyasal ve biyolojik özellikler göstermektedir. Nanopartiküllerin (NP’lerin), 

bitkilerde besin elementlerinin emilimini artırabileceği ve çeşitli çevresel stres 

faktörlerine karşı tolerans geliştirilmesine katkı sağlayabileceği çeşitli çalışmalarla 

ortaya konmuştur. Bu çalışmalardan yola çıkılarak nanogübrelerin geliştirilmesi; 

klasik gübrelerin yüksek dozlarda ve uzun süreli kullanımı sonucu neden olduğu 

çevresel sorunlara alternatif olması açısından çok önemlidir. 

Yüksek kimyasal reaktiviteleri nedeniyle çevresel iyileştirme uygulamalarında yaygın 

olarak kullanılan sıfır değerlikli demir nanopartiküllerinin (nZVI) bitkiler üzerindeki 

etkilerini inceleyen çok sayıda çalışma literatürde yer almaktadır (Ma vd., 2012; Yoon 

vd., 2019; Libralato vd., 2015; Li vd., 2015; Guha vd., 2018). Bu çalışmaların 

bulguları, nZVI’nın uygun konsantrasyonlarda uygulandığında bitki büyümesini ve 

gelişimini teşvik ettiğini ortaya koymuş olup, bu yönüyle nZVI’nın nanogübre olarak 

kullanılma potansiyelini göstermiştir. 

1.1. Literatür Özeti, Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

Karayemiş meyvesinin, yapraklarının ve çekirdeklerinin fenolik içeriği ve antioksidan 

kapasitesi üzerine yapılan çalışmalar bu bitkinin etkili bir doğal antioksidan kaynağı 

olduğunu ortaya koymuştur (Kolaylı vd., 2003; Yaylacı-Karahalil ve Şahin, 2011). 

Bitkilerde fenolik ve flavonoid bileşikler bitkilerin biyotik ve abiyotik stres koşullarına 

karşı savunma mekanizmalarında rol oynayan önemli sekonder metabolitlerdir. 

Reaktif oksijen türlerini (ROS) etkisiz hale getirerek oksidatif stresi azaltır ve 
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moleküler düzeyde oluşabilecek hasarları önler (Kolaylı vd., 2003). Ayrıca fenolik ve 

flavonoid bileşikler, güçlü antioksidan özelliklerinin yanı sıra anti-kanser ve anti-

inflamatuvar etkileri nedeniyle insan sağlığı açısından da büyük önem taşımaktadır. 

Oksidatif stresin insan vücudunda yol açtığı başlıca sağlık sorunları arasında 

kardiyovasküler hastalıklar, kanser ve nörodejeneratif hastalıklar yer almaktadır 

(Demir vd., 2017). 

Ayrıca karayemiş üzerine yapılan araştırmalar, bu bitkinin sadece antioksidan 

etkileriyle sınırlı kalmadığını, aynı zamanda çeşitli biyolojik aktivitelere de sahip 

olduğunu göstermektedir. Yaprak ekstrelerinin antifungal (Sahan, 2011), anti-

inflamatuvar ve antinosiseptif (Küpeli-Akkol vd., 2012), antimikrobiyal (Özkan vd., 

2023); tohum ekstrelerinin ise antidiyabetik özellikler gösterdiği rapor edilmiştir 

(Şenaylı vd., 2012). Meyve ekstrelerinin yara iyileştirici etkileri olduğu ve epidermal 

doku yenilenmesini desteklediği (Ayla vd., 2018), ayrıca anti-kanserojen etki 

gösterdiği de belirtilmiştir (Bayrambaş vd., 2019). Tüm bu veriler, karayemiş 

bitkisinin fenolik bileşikler bakımından zengin içeriği sayesinde hem farmakolojik 

hem de fonksiyonel gıda uygulamaları açısından önemli bir potansiyele sahip 

olduğunu ortaya koymaktadır. Ancak bu kadar faydalı bir bitki olmasına rağmen, 

geleneksel yöntemlerle karayemiş fidesi elde etmek oldukça zordur. Karayemiş 

tohumlarının düşük çimlenme oranı ve uzun üretim süresi nedeniyle geleneksel 

çoğaltma yöntemleri yetersiz kalmakta, bu nedenle in vitro yöntemler etkili bir 

alternatif olarak ön plana çıkmaktadır. 

Bitki doku kültürü yöntemi, hücrelerin totipotent özelliği sayesinde, genetik olarak 

donör bitkiyle benzer morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal özelliklere sahip 

bireylerin hızlı ve seri çoğaltımını mümkün kılmaktadır. Bu teknik, vejetatif yollarla 

çoğaltılması zor olan türlerde özellikle avantaj sağlamaktadır. 2012 yılında Sulusoglu, 

karayemiş bitkisi için bir embriyo kültürü protokolü geliştirmiş; ardından 2013 yılında 

Sulusoglu ve Cavusoglu, sürgün ucu eksplantları kullanarak bir in vitro mikroçoğaltım 

çalışması gerçekleştirmiştir. Karayemiş bitkisinin farklı eksplant türleri kullanılarak in 

vitro çoğaltılması üzerine yapılan başka çalışmalar da mevcuttur (Alasania vd., 2021; 

Georgiana ve Adriana, 2016). Ancak, karayemiş bitkisinin in vitro mikroçoğaltım 

etkinliğinin artırılmasında NP’lerin etkinliğini inceleyen bir çalışma 

bulunmamaktadır.  
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Son yıllarda, bitki doku kültüründe NP’lerin bitkiler üzerindeki kullanımına yönelik 

çalışmalar artmıştır. Bitki büyümesini ve gelişimini teşvik etme, besin alımını artırma, 

çevresel stresleri azaltma ve sekonder metabolit üretimini artırma gibi olumlu etkileri 

olduğu gösterilmiştir. Bunun yanında, doku kültüründe sterilizasyon, kallus 

indüksiyonu, organogenez, embriyo gelişimi ve genetik transformasyon gibi birçok 

süreçte de faydalı oldukları belirtilmiştir. Örnek olarak, Fe3O4 NP’lerinin keten 

eksplantlarında kallus büyüklüğünü, kök oluşumunu artırdığı ve çilek, hurma, şakayık 

ve başka bitkilerde de bitki gelişimini desteklediği çeşitli çalışmalarda ortaya 

konmuştur. Ayrıca bitkiler üzerine sera koşullarında (toprak ve hidroponik ortam) 

yapılan çalışmalarda, nZVI optimum konsantrasyonlarının stres dayanıklılığını 

artırarak bitki büyümesini ve gelişimini desteklediği gösterilmiştir. Bununla birlikte, 

nZVI'nın in vitro kültürdeki etkilerine dair herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. 

Bu çalışmanın amacı, nZVI'nın farklı konsantrasyonlarının karayemiş bitkisinin in 

vitro çoğaltılması üzerindeki etkileri araştırılmış; ayrıca antioksidan enzim aktiviteleri 

ve fenolik bileşik üretimi üzerindeki potansiyel etkileri incelenmiştir. Bu çalışma, 

doku kültüründe nZVI kullanımına dair ilk örneklerden biri olup, nZVI'nın doku 

kültüründeki bitkilerle etkileşimine ışık tutmayı, ayrıca bitki biyoteknolojisi ve 

nanogübreler gibi nanoteknolojinin tarımda kullanım alanlarına katkı sağlamayı 

amaçlamaktadır. 
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2.1. Karayemiş 

Karayemiş (Laurocerasus officinalis Roem., syn: Prunus laurocerasus L.), Rosaceae 

(gülgiller) familyasına ait, 5 ila 15 metreye kadar boylanabilen, yaprak dökmeyen bir 

ağaç türüdür. Küçük beyaz çiçeklere, koyu yeşil parlak yapraklara ve olgunlaştıkça 

kırmızıdan mora dönen meyvelere sahip (Şekil 2.1) olan bu bitki genellikle nemli ve 

gölgeli alanlarda yetişmektedir. Türkiye’de doğal yayılış alanı Doğu Marmara ve 

Karadeniz kıyıları olup, özellikle Doğu Karadeniz Bölgesi'nde meyveleri yaygın 

olarak tüketilmektedir. Halk arasında “taflan” olarak adlandırılmaktadır (Karataş ve 

Uçar, 2018).  

 

 

Şekil 2.1: Karayemiş bitkisinin yapraklarının, çiçeklerinin ve meyvelerinin genel 

görünümü. 

 

Karayemiş bitkisi, içerdiği zengin biyoaktif bileşikler nedeniyle yalnızca meyveleriyle 

bir besin kaynağı olarak değil, aynı zamanda geleneksel tıpta da yaygın şekilde 

kullanılmaktadır. Bitkinin meyve, tohum ve yaprakları; mide ülseri, bronşit, sindirim 

sistemi rahatsızlıkları, egzama ve hemoroid gibi çeşitli hastalıkların tedavisinde 

geleneksel olarak kullanılmaktadır (Kolaylı ve ark., 2003). Ayrıca, karayemiş 

meyvesinin anti-diyabetik etkiler gösterdiği bildirilmiştir (Şenaylı vd., 2012). Taze 

2.  LİTERATÜR ÖZETİ 
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yaprakları, ağrı ve ateşin azaltılmasında ve astım, öksürük ile dispepsi gibi 

rahatsızlıkların tedavisinde kullanılmaktadır (Karataş ve Uçar, 2018; Küpeli Akkol 

ve ark., 2012). Bitkinin tohumlarından elde edilen yağ ise hem terapötik amaçlarla 

hem de kozmetik sanayisinde değerlendirilmektedir. Dört mevsim yaprak dökmeyen 

ve yapraklarının parlak ve canlı renklere sahip olması özelliği dolayısıyla karayemiş, 

park ve bahçelerde süs bitkisi olarak da yetiştirilmektedir (Yazıcı ve ark., 2011) (Şekil 

2.2). 

 

 

Şekil 2.2: Karayemiş bitkisinin süs bitkisi olarak kullanımıyla ilgili görseller. 

 

2.1.1. Karayemiş Bitkisinin Özellikleri 

Karayemiş yaprak, meyve ve tohumlarında yüksek oranda fenolik bileşikler içermesi 

nedeniyle değerli bir antioksidan kaynağı olarak değerlendirilmektedir. Karayemişin 

antioksidan kapasitesini belirlemek amacıyla yapılan bir çalışmada, örnekler yaprak 

ve meyve çekirdeği olmak üzere ayrılmış, metanol ve etanol çözücüleri içerisinde 

çözülerek ayrı ekstraktlar elde edilmiştir. Ferrotiyosiyanat metoduna göre hazırlanan 

ekstraktların antioksidan kapasitesi 12 saatte bir olmak üzere spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. Yapılan ölçümlerde elde edilen yüzde inhibisyon değerleri, standart 

antioksidanlar olan butil hidroksi toluen (BHT) ve Troloks ile karşılaştırıldığında, 

karayemiş yaprağı ve çekirdeğinin bu standartlara kıyasla daha yüksek antioksidan 

aktivite sergilediği belirlenmiştir (Çebi, 2018). Karayemiş yaprağının sulu ve etanol 

ekstraktları hazırlanarak toplam fenolik ve flavonoid içeriği ile antioksidan ve 

antimikrobiyal aktiviteleri değerlendirilmiştir. Elde edilen bulgular, karayemiş yaprağı 
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ekstraktlarının dikkate değer antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğunu 

ve ekstraksiyon yönteminin biyoaktif bileşikler üzerinde önemli bir rol oynadığı 

gösterilmiştir (Özkan vd., 2023). Ayrıca meyvelerinden elde edilen yoğunlaştırılmış 

meyve suyu (pekmez) formunun da belirgin bir şekilde antioksidan etki gösterdiği 

bildirilmiştir (Liyana-Pathirana vd., 2006). 

Sahan, 2011’de yaptığı çalışmada karayemiş yaprağından elde edilen ekstraktların 

antifungal etkisi olduğunu göstermiştir. Disk difüzyon ve mikrodilüsyon yöntemleri 

ile yapılan analizlerde, ekstrakt türü ve konsantrasyonunun mantarlar üzerinde anlamlı 

derecede etkili olduğu belirlenmiştir. En yüksek antifungal aktivite etanol ve aseton 

ekstraktlarında gözlenirken, bazı mantar türlerine karşı hem büyümeyi 

durdurabildiğini ayrıca öldürücü etki de gösterebildiğini ve bu etkinin kullanılan 

konsantrasyona göre değiştiğini belirlemiştir. Fusarium oxysporum en duyarlı, 

Penicillium verrucosum ise en dirençli tür olarak tespit edilmiştir.  

Şenaylı vd. 2012’de yaptıkları çalışmada karayemiş çekirdeklerinin anti-diyabetik 

etkisi olduğunu tespit etmişlerdir. Diyabet hastalığı oluşturulmuş Wistar-Albino 

sıçanlar üzerinde, çekirdeklerden elde edilen ekstrakt uygulaması yapılan gruplarda 

ikinci haftadan itibaren kan glukoz düzeylerinde anlamlı düşüşler gözlenmiş ve bu 

etkinin özellikle insülin düzeylerini artırarak, stres altında glukozu düzenleyerek 

ortaya çıktığını göstermişlerdir. Benzer şekilde, pre-diyabetik tanısı konulmuş 

hastanın düzenli olarak karayemiş tüketmesi sonucu kan şekeri değerlerinin ciddi bir 

şekilde düştüğü görülmüştür (Vahapoğlu vd., 2018).  

Antosiyaninler, bitkilerde yaygın olarak bulunan doğal fenolik bileşikler olup bitkilere 

turuncu, kırmızı ve mor gibi karakteristik renklerini kazandırırlar. Yapılan çeşitli 

çalışmalarda, antosiyaninlerin anti-kanserojen özelliklere sahip olduğu gösterilmiş ve 

bu bileşiklerin karayemiş meyvesinde yüksek oranda bulunduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca, karayemişin taze yapraklarında bulunan ve yaprak uçucu yağlarının ana 

bileşeni olan benzaldehitin antitümör etkiler gösterdiği ve ileri evre kanser hastalarının 

tedavisinde potansiyel olarak etkili olabileceği bildirilmiştir (Karataş ve Uçar, 2018). 

Bayrambaş ve arkadaşları (2019) tarafından yürütülen bir çalışmada, farklı 

bölgelerden toplanan üç karayemiş çeşidinden elde edilen ekstraktlar incelenmiş; 

fenolik bileşik içerikleri ve anti-proliferatif etkileri değerlendirilmiştir. Çalışma 

sonucunda, karayemişte ilk kez tespit edilenlerin de dâhil olduğu toplam on dört farklı 

fenolik bileşik belirlenmiş ve klorojenik asit ana fenolik bileşik olarak saptanmıştır. 
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Çoğunluğu yeşil çay polifenolleri grubunda yer alan kateşin gallat, gallik asit, 

prosiyanidin B2, gallokateşin gallat, kateşin, kuercetin-3-glukozit, epigallokateşin 

gallat ve kerasiyanin klorür gibi bileşikler tespit edilmiştir. Elde edilen ekstraktların, 

HCT-116 kolorektal kanser hücreleri üzerinde anti-kanserojen etki gösterdiği rapor 

edilmiştir. Karayemişin yaprak ve meyvelerinden farklı ekstraksiyon yöntemleri 

kullanılarak fenolik bileşiklerin ekstraksiyonu gerçekleştirilmiş ve elde edilen 

ekstraktların antioksidan aktiviteleri incelenmiştir. Uygulanan çeşitli ekstraksiyon 

teknikleri sonucunda elde edilen polifenolik bileşimler genel olarak benzerlik 

göstermiştir. Yaprak ekstraktlarında klorojenik asit, o-kumarik asit, kuersetin-3-

glukozit, luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glukozit, kaempferol-3-glukozit ve 

naringenin gibi fenolik bileşikler tanımlanırken; meyve ekstraktlarında vanilik asit, 

kafeik asit, klorojenik asit ve rutin belirlenmiştir. Hem yaprak hem de meyve kuru 

ekstraktlarında 25,44–36,49 mg/g aralığında tespit edilen klorojenik asit, ana fenolik 

bileşik olarak öne çıkmıştır. Her iki bitki materyalinde de en yüksek toplam fenolik ve 

flavonoid içerikleri ile en güçlü antioksidan kapasite, mikrodalga destekli ekstraksiyon 

yöntemiyle elde edilen ekstraktlarda gözlemlenmişti (Karabegović vd., 2014). 

Karayemişde birincil fenolik bileşen olan klorojenik asidin antibakteriyel, antioksidan 

ve antikarsinojenik aktivitelere sahip olduğu bilinmektedir. Klorojenik asidin anti-

kanser potansiyelini değerlendirmek amacıyla gerçekleştirilen bir çalışmada, in vitro 

koşullarda A549 insan akciğer kanseri hücrelerinin çoğalmasını baskıladığı tespit 

edilmiştir (Feng vd., 2005). Çakır ve Gülseren’in 2017’de yaptıkları bir çalışmadaysa 

karayemiş ekstraktlarının insandan izole edilmiş HCT-116 kolon kanseri hücrelerine 

karşı sitotoksik etkisi olduğunu göstermişlerdir. Ayla vd. 2018’de yaptığı bir 

çalışmada karayemişin meyvesinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi araştırmak 

için farelerin eksizyonel yara modeli kullanılarak hem in vitro hem de in vivo yara 

iyileşmesinde meyve ekstraklarının etkisini incelemişler, sonucunda yara iyileşmesini 

ve epidermal rejenerasyonu arttırdığı gözlemlenmiştir. Fenolik asitler ve flavonoidler 

gibi fenolik bileşiklerin güçlü antienflamatuar ve antinosiseptif etkilere sahip olduğu 

bilinmektedir. Fenolik bileşikler açısından zengin olan karayemişin taze 

yapraklarından izole edilen bileşiklerin ve elde edilen ekstraktların etkileri in vivo 

olarak model farelerde inflamasyon ve ağrı geçirici özellikleri araştırılmış ve sonuç 

olarak kayda değer antienflamatuar ve antinosiseptif aktivite gösterdiği görülmüştür 

(Küpeli Akkol vd., 2012).  
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2.1.2. Karayemiş Üzerine Yapılan in vitro Çalışmalar 

Karayemiş üzerine yapılan in vitro doku kültürü üzerine literatürde sınırlı çalışma 

bulunmaktadır. Sulusoglu, 2012’de yaptığı çalışmada karayemiş embriyo kültürünü 

gerçekleştirmiştir. Tohumların önce 25 dakika boyunca %20'lik sodyum hipokloritte 

(birkaç damla Tween 20 ile) yüzey sterilizasyonunu gerçekleştirip, ardından steril 

suyla durulandıktan sonra çimlenme için farklı besi ortamlarına alınmıştır. Besin 

ortamına alınırken çalışma iki aşamalı olarak yürütülmüştür. İlk aşamada, MS besin 

ortamında farklı hormon kombinasyonlarının (6-benziladenin [BA]: 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 

mg/l ve indol-3-bütirik asit [IBA]: 0.5, 1.0 mg L-1) etkileri araştırılmıştır. En iyi 

hormon kombinasyonunu 2.0 BA mg L-1  + 0.5 mg L-1 IBA olarak belirlemiş olup, Bu 

kombinasyon, embriyolarda en yüksek çimlenme oranını (%66.67) sağlamıştır. 

Hormon eklemesi yapılmayan kontrol ortamlarındaysa hiçbir embriyoda sürgün veya 

kök oluşumu gözlenmemiştir. İkinci aşamada, embriyolara 30 ve 60 günlük soğuk 

stratifikasyon uygulanmış ve bu sürenin hormon kombinasyonları ile etkileşimi 

incelenmiştir. 60 gün stratifiye edilen embriyolarda çimlenme oranı ve fide gelişimi 

daha yüksek bulunmuştur. Ardından Sulusoglu ve Cavusoglu, 2013’de karayemiş 

bitkisinin in vitro mikroçoğaltımını üzerine çalışmışlardır. Öncelikle karayemiş 

ağacından toplanan sürgün uçlarının %20'lik ticari çamaşır suyu (%5 sodyum 

hipoklorit) çözeltisi ile 14 dakika çalkalanarak ardından steril suyla durulama 

yapılarak eksplantlarının sterilizasyonunu gerçekleştirilmiştir. MS ortamına farklı 

konsantrasyonlarda BA 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 mg L-1 eklenerek sürgün oluşumu ve 

uzaması incelenmiş aynı zamanda 1, 2 ve 4 mg L-1 BA + 0.1 ve 0.5 mg L-1 IBA ile 

kombinasyon halinde kullanılarak sürgün proliferasyonu ve uzaması gözlemlenmiştir. 

En iyi sonucu 2.0 mg L-1 BA ile 0.1 mg L-1 IBA’nın kombinasyonunda elde 

etmişlerdir. Sürgünlerin köklenmesi için ise 0.5 mg L-1  IBA içeren MS besin 

ortamının en iyi sonucu verdiğini söylemişlerdir. Georgiana ve Adriana 2016’ da 

yaptığı çalışmada ise karayemiş bitkisinin nodlarından başlatılan in vitro kültürü, 

uygun sterilizasyon süresi ve hormon kombinasyonlarıyla başarılı şekilde 

başlatmışlardır. Bu çalışmanın en önemli sonuçları donör bitkinin (in vitro kültüre 

girilirken alınan başlangıç materyalini içeren bitki) alındığı çevresel koşullar, özellikle 

endojen enfeksiyon riski açısından kültür başarısını doğrudan etkilediğini 

göstermişlerdir. Ayrıca, kültür ortamına aktif kömür ilavesi pH’ı artırarak bakteriyel 

kontaminasyona yol açtığı için önerilmemiştir. Başka bir çalışmada; karayemişi in 
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vitro kültüre alarak mikroçoğaltım yöntemleri geliştirmek, kallusogenez, 

embriyogenez ve rejenerasyon özelliklerini incelemek ve rejeneratif bitkiler elde etme 

üzerine çalışılmıştır ve sonuç olarak karayemişin mikroçoğaltımı ve kitlesel 

rejenerasyonu için doku, hücre ve organ in vitro yönteminin başarılı bir şekilde 

kullanılabileceğini gösterilmiştir (Alasania vd., 2021). Bununla birlikte, karayemiş 

bitkisinin in vitro mikroçoğaltımının ve bitki büyümesi etkinliğinin artırılması için 

nanopartikül kullanımına yönelik yapılmış bir çalışma bulunmamaktadır. 

2.2. Sekonder Metabolitler ve Önemi  

2.2.1. Sekonder Metabolitler ve Çeşitleri 

Bitkilerde üretilen bileşikler, metabolik işlevleri ve oluşum yollarına göre birincil 

(primer) ve ikincil (sekonder) metabolitler olarak iki ana kategoriye ayrılır. Primer 

metabolitler canlılığın devamı için mutlak gerekli olan fotosentez, hücre bölünmesi, 

solunum, depolama gibi temel süreçlerde rol alan metabolitlerdir. Sekonder 

metabolitler, bitkilerin büyüme ve gelişmesinde doğrudan görev almayan, çevresel 

stres faktörlerine maruz kaldığında salgılanan, strese karşı savunma ve adaptasyon 

sağlamada önemli rol oynayan bileşiklerdir (Espinosa-Leal vd., 2018). Bu bileşikler, 

bitkileri patojenlere ve olumsuz çevre koşullarına karşı korurken; aynı zamanda 

tozlaşma ve tohum yayılımı gibi ekolojik süreçlere de katkı sağlar. Bulundukları 

organlara renk, koku ve tat gibi özellikler kazandırarak tozlayıcılar için çekici hale 

getirmektedir. Ayrıca, bu bileşikler bitkiler arası rekabetin düzenlenmesinde ve bitki-

mikroorganizma simbiyotik ilişkilerinin oluşumunda da işlevsel rolleri vardır (Bhatla 

ve Lal, 2018). 

Sekonder metabolitler; kimyasal yapılarına (örneğin halkalar içermeleri, şeker 

bulundurmaları), bileşimlerine (azot içermesi ya da içermemesi) veya sentezlendikleri 

biyosentetik yollara (örneğin tanenleri oluşturan fenilpropanoid yolu) göre 

sınıflandırılabilir. Terpenler/steroidler, fenolik bileşikler ve alkaloidler olmak üzere 

başlıca üç gruba ayrılırlar. Bu metabolitlerin çoğunluğu genellikle bitkilerde ciddi 

fizyolojik ve ekolojik etkilere sahiptir (Tiwari ve Rana, 2015; Shruti ve 

Bharadvaja, 2024). 
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Terpenler, izopren türevlerinden oluşan hidrokarbonlardır ve kimyasal çeşitliliği en 

yüksek gruplardan biridir. Bulundukları bitkilerde allelopati, insektisit etkiler, 

tozlayıcı böceklerin cezbedilmesi ve bitki hormonlarının (absisik asit, gibberellin gibi) 

üretimi gibi ekolojik ve fizyolojik roller üstlenirler. Molekül yapılarındaki izopren 

birimlerinin sayısına göre hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, 

triterpenler ve daha büyük polimerik yapılar olarak sınıflandırılırlar. Bu bileşiklerin 

antifungal, antibakteriyel, antiinflamatuar ve antineoplastik gibi çeşitli biyolojik 

faaliyetleri bulunmaktadır (Tiwari ve Rana, 2015; Topcu ve Çölgeçen, 2015). 

Fenolik bileşikler, aromatik halka yapısına bağlı bir veya daha fazla hidroksil (-OH) 

grubu içeren organik moleküllerdir ve bitkilerde en yaygın olarak bulunan sekonder 

metabolit grubunu oluştururlar. Bu bileşikler; basit fenoller, kumarinler, tanenler, 

flavonoidler, lignanlar ve stilbenler gibi farklı alt gruplara ayrılır (Shruti ve 

Bharadvaja, 2024). Fenolik bileşikler, antioksidan, antienflamatuar ve antimikrobiyal 

etkiler gibi çeşitli biyolojik fonksiyonlar sergilerler. Flavonoidler ise çoğunlukla 

vakuollerde bulunan, monomer, dimer veya daha yüksek dereceli oligomerler hâlinde 

yer alan ve 4500’den fazla farklı bileşiğiyle geniş bir fenolik bileşik ailesini 

oluştururlar. Bu bileşikler, bitkilerde UV-B ışınlarına karşı koruma, pigmentasyon ve 

gelişim gibi birçok işlevi yerine getirirler. Flavonoid grubu; kalkonlar, auronlar, 

flavanonlar, izoflavonoidler, flavonlar, flavonoller, lösianthosiyanidinler, kateşinler 

ve antosiyaninler gibi alt grupları içerir (Tiwari ve Rana, 2015; Shruti ve 

Bharadvaja, 2024). 

Alkaloidler ise yapısında azot bulunan sekonder metabolitlerdir. Kimyasal yapıları 

oldukça çeşitlilik gösteren bu bileşikler arasında nikotin, kafein ve vinblastin gibi 

biyolojik açıdan aktif moleküller yer almaktadır. Alkaloidler genellikle bitkilerin 

kendilerini zararlı böcekler gibi etkenlerden korumalarında önemli rol oynar. İyon 

kanallarını bloke edebilir, enzimleri inhibe edebilir veya sinir iletimini engelleyerek 

halüsinasyon, koordinasyon kaybı, kasılmalar, kusma ve hatta ölüme neden olabilirler 

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

2.2.2. Sekonder Metabolitlerin Üretimi 

Bitkiler tarafından sentezlenen sekonder metabolitler; sahip oldukları antioksidan, 

antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antikanser, antiviral, antifungal, antipiretik, 
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antialerjik ve antidiyabetik etkiler sayesinde tıp, kozmetik ve gıda gibi pek çok 

endüstriyel alanda değerli doğal kaynaklar olarak kullanılmaktadır. Ancak bu 

bileşikler bitkilerde genellikle çok az miktarda üretilir bu durum ticari kullanım 

açısından sorun oluşturur, bu sorunu aşmak için bitki hücre ve doku kültürü yöntemleri 

kullanılmaktadır. Bitki doku kültürü, bitki hücrelerinin, dokularının ve organlarının 

besin kültürü ortamında ve kontrollü aseptik koşullar altında yetiştirilmesini sağlayan 

temel bir araştırma ve uygulama aracıdır. Bitki kültürlerinde hücreler çok hızlı çoğalır 

ve metabolizmaları daha aktiftir; bu sayede sekonder metabolitler 2–4 hafta gibi kısa 

sürede üretilebilir. Ayrıca, bu üretim sistemi çevresel koşullardan etkilenmediği için 

süreç kolayca kontrol edilebilir ve verimli hale getirilebilir. Sekonder metabolit 

üretimi amacıyla; hücre süspansiyon kültürleri, saçak kök kültürleri, organ kültürleri 

ve kallus kültürleri gibi çeşitli in vitro yöntemler yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Espinosa-Leal vd., 2018). 

Bitki doku kültürlerinde sekonder metabolit üretimini teşvik etmek amacıyla biyotik 

veya abiyotik kaynaklı ajanlar olan elisitörler kullanılmaktadır. Doğal ortamlarında 

biyotik (mikroorganizmalar, böcekler vb.) ve abiyotik (kuraklık, sıcaklık koşulları, 

UV, pH, ağır metaller, ışık, NP’ler vb.) stres  koşullarına maruz kalan bitkiler, bu 

koşullara karşı savunma mekanizmalarını aktive ederek sekonder metabolit üretimini 

artırırlar. Elisitörler, bu doğal savunma tepkilerini mimikleyerek bitki hücrelerinde 

stres sinyallerini tetikler ve böylece hedeflenen sekonder metabolitlerin biyosentezini 

uyarırlar. Elisitörlerin bu etkisi karmaşık bir hücresel sinyal iletim ağına 

dayanmaktadır. Bu süreç, elisitör moleküllerinin bitki hücre zarında bulunan spesifik 

reseptör proteinlerine bağlanmasıyla başlar. Bu reseptörler, elisitörü tanıdıklarında 

iyon kanallarının aktivasyonunu tetikler ve iyon kanallarının açılmasına neden olarak 

zar potansiyelinde değişiklik yaratır. Bu süreçte, Ca2+ iyonlarının hücre içine girişinin 

artmasıyla birlikte plazma zarında hiperpolarizasyon ve sitoplazmik asitlenme 

meydana gelir. Bu ilk sinyal olayları, bir sinyal molekülü olan reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) hızlı üretimi, fosfolipid metabolizmasının aktive edilmesi ve ikincil haberci 

moleküllerin salınımı ile devam eder. İkincil haberciler aracılığıyla transkripsiyon 

faktörlerinin aktive edilmesini sağlanır böylece savunma genleri uyarılarak sekonder 

metabolitlerin biyosentezi başlatılır (Narayani ve Srivastava, 2017; Shruti ve 

Bharadvaja, 2024). 
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Elisitasyonun etkinliği; elisitör tipi, konsantrasyonu, uygulama zamanı, maruz kalma 

süresi, besin ortamı bileşimi, kültür yaşı ve hücre tipi gibi birçok faktöre bağlıdır. 

Elisitörün optimum dozda uygulanması, hücre canlılığını koruyarak metabolit 

verimini artırırken; uygulama zamanı ve süresi, hücre döngüsündeki evreye göre 

üretim düzeyini önemli ölçüde etkiler. Kimyasal, biyotik ve fiziksel kökenli elisitörler 

tek başına ya da sinerjistik kombinasyonlarla kullanılabilir. Elisitörler, hedef metabolit 

ve bitki türüne özgü olarak seçilmelidir; farklı elisitörler farklı bileşiklerin 

biyosentezini uyarabilir. Ayrıca, ortak kültür sistemleri gibi biyotik etkileşimler de 

metabolit üretimini teşvik edebilir. Elisitasyon, yalnızca bilinen sekonder 

metabolitlerin sentezini artırmakla kalmayıp, aynı zamanda nadir veya bitkide doğal 

olarak sentezlenmeyen bileşiklerin keşfi ve biyosentez yollarının aydınlatılması 

açısından da önemli bir yaklaşımdır (Narayani ve Srivastava, 2017; Shruti ve 

Bharadvaja, 2024). 

Son yıllarda, NP’lerin bitki doku kültürlerinde elisitör olarak kullanımı, sekonder 

metabolit üretimini artırmaya yönelik etkili bir biyoteknolojik yaklaşım olarak öne 

çıkmıştır. Hypericum perforatum hücre kültürlerinde yapılan bir çalışmada, metal ve 

metal oksit nanoparçacıkların (MNP'ler), sekonder metabolitlerin sentezini artırmada 

potansiyel bir elisitör olarak kullanılabileceğini gösterilmiştir. Ag, Au, Cu, CuO, Pd, 

TiO2 ve ZnO NP’leri farklı sekonder bileşiklerin üretimini indüklemiş hem de 

metabolitlerin üretimini miktarsal olarak arttırmıştır Aralarında kültür ortamındaki en 

belirgin değişiklikleri Ag ve CuO NP’ler sağlamıştır. AgNP’ler bisksanton, gankaonin 

O ve fusaroskyrin birikimine neden olmuştur. Au NP’ler hiperksanton C, Cu NP’ler 

apigenin, Pd NP’ler emodin, TiO2 NP’ler kuersetin, ZnO NP’ler gallik asit 

bileşiklerinin birikimine neden olmuşlardır (Kruszka vd., 2022). Artemisia annua 

saçak kök kültürlerinde 3 gün süreyle 900 mg L-1 Ag–SiO2 NP’lerinin uygulanmasının 

artemisinin miktarında 3,9 kat artış elde edilmiş ve bu artışın Ag⁺ iyonlarının salınımı 

ve ROS oluşumuna bağlı olarak lipid peroksidasyonu ile katalaz aktivitesini artırdığı 

bildirilmiştir (Zhang vd., 2013). Benzer şekilde Ag NP uygulaması Datura metel ve 

Capsicum frutescens kültürlerinde sırasıyla atropin ve kapsaisin seviyelerinde anlamlı 

artışlar sağlamıştır. Ayrıca, Trigonella foenum-graecum’da diosgenin miktarının Ag 

NP ve Co NP uygulamaları ile anlamlı şekilde arttığı, Salvia miltiorrhiza kültürlerinde 

tanshinon üretiminin β-siklodekstrin kaplı Ag NP’ler ile 1,8 kat arttığı ve bu etkinin 

ROS üretimi, antioksidan enzim aktivitesi ve tanshinon sentezinden sorumlu genlerin 
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ekspresyon artışıyla bağlantılı olduğu gösterilmiştir (Singh vd., 2023). Atropa 

belladonna’nın in vitro kültüründe 25 mg L-1 Mn2O3 NP’lerinin uygulanması, bitki 

büyümesini teşvik etmiş ve antioksidan enzimleri aktive ederek ikincil metabolit 

seviyelerini artırmıştır (Tian vd., 2018). Corylus avellana hücre süspansiyon 

kültürünün 5 mg L-1 Ag NP’ye maruz bırakılması, taksol üretimini önemli ölçüde 

artırmıştır (Jamshidi vd., 2016). Aynı şekilde, Lavandula officinalis, Mentha piperita, 

Gymnema sylvestre, Ocimum basilicum ve Hyoscyamus reticulatus gibi bitkilere NP 

uygulamaları sonucunda fenolik, flavonoid, uçucu yağ ve alkaloid içeriklerinde kayda 

değer artışlar elde edilmiştir (Singh vd., 2023). 

2.3. Nanopartiküller 

“Nanoteknoloji” terimi ilk kez 1974 yılında Norio Taniguchi tarafından kullanılmıştır 

ve boyutsal hassasiyeti tanımlamak amacıyla ortaya atılmıştır (Taniguchi, 1996). 

NP’ler, en az bir boyutu 1 ila 100 nanometre (nm) arasında olan, atom ve moleküller 

ölçeğindeki ultra ince parçacıklardır (Nagarajan, 2008). Nanoteknoloji ise bu 

yapılarla ilgilenen disiplinler arası bir bilim dalıdır. "Nano" ön eki, 1 nanometrenin 

metrenin milyarda biri (10⁻9 m) olduğunu ifade eder. Bu küçük boyutları sayesinde 

NP’ler, yüksek yüzey alanı, benzersiz fiziksel ve kimyasal özellikler gibi özellikler 

kazanarak makroskobik malzemelerden farklı davranışlar sergilerler (Delfani vd., 

2014). Bileşimlerine göre başlıca metal (örneğin Au, Ag, Fe), metal oksit (örneğin 

TiO2, ZnO, Fe2O3, Fe3O4), karbon temelli (örneğin karbon nanotüpler, fullerenler, 

grafen oksit), polimerik NP’ler, lipozomlar, dendrimerler ve silika NP’ler olarak 

sınıflandırılabilir.  

NP’ler, hem doğal süreçlerle hem de çeşitli sentetik yöntemlerle üretilebilen 

yapılardır; genellikle fiziksel, kimyasal, biyolojik (yeşil sentez) ve hibrit teknikler 

aracılığıyla sentezlenmektedir. Fiziksel yöntemler, özellikle metalik nanopartiküllerin 

üretiminde yaygın olarak kullanılmakta olup lazer ablasyonu, tüp fırın uygulamaları, 

termal ayrışma ve mekanik öğütme gibi teknikleri içermektedir. Kimyasal sentez 

yöntemleri ise indirgeme ajanları (örneğin sodyum borhidrür, askorbik asit), 

elektrokimyasal yaklaşımlar ve sol-jel ya da çöktürme gibi fizikokimyasal tekniklere 

dayanmaktadır. Bu yöntemler, partikül boyutu, şekli ve kristal yapısının kontrolüne 

olanak tanımaktadır. Son yıllarda çevre dostu, ekonomik ve biyouyumlu olmaları 

nedeniyle biyolojik sentez yöntemleri ön plandadır. Mikroorganizmalar veya çeşitli 
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bitki ekstreleri kullanılarak gerçekleştirilen bu yeşil sentez yaklaşımları, toksik 

kimyasalların kullanımını azaltarak sürdürülebilir nanoparçacık üretimi için önemli bir 

alternatif sunmaktadır. Ayrıca, fiziksel ve kimyasal tekniklerin birleştirilmesiyle 

oluşturulan hibrit yöntemler de sentez süreçlerinde verimlilik ve işlevsellik açısından 

önemlidir. Nanopartikül üretiminde kullanılan yöntemlerin seçiminde istenen partikül 

özellikleri kadar, çevresel etkiler ve biyogüvenlik gibi faktörlerin de göz önünde 

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

NP’ler nanoskopik boyutları ve reaktif yüzeylerinin sağladığı yüksek kimyasal 

aktivitelerinden dolayı geniş bir uygulama alanına sahiplerdir. Gıda sektöründe; gıda 

işlenmesi, saklanması ve taşınması gibi süreçlerde kalite ve güvenliği artırıcı olarak 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte sağlık alanında ise; ilaç taşıma sistemleri, hücresel 

görüntüleme sistemleri, tanı, kanser tedavisi, antimikrobiyal maddeler olarak 

kullanımları vardır. Ayrıca çevresel remediasyon uygulamalarında, özellikle ağır 

metal ve kirletici maddelerin gideriminde etkin çözümler sunmaktadırlar (Hossain 

vd., 2020). Son yıllarda nanoteknoloji, tarım alanında bitki büyümesini teşvik eden 

maddeler olarak, nano-gübreler ve pestisit uygulamalarında kullanılmaktadır (Zhao 

vd., 2020). 

NP’ler bitkilerin besin alımını artırmasının yanı sıra çeşitli çevresel stres faktörlerine 

karşı dayanıklılıklarını da güçlendirerek büyümelerini teşvik edebilir. Farklı bitki 

türleri üzerinde yapılan çalışmalar, Fe NP’lerinin uygun konsantrasyonlarda 

uygulanmasının bitki büyümesini teşvik ettiğini ve antioksidan savunma sistemlerini 

güçlendirerek stres toleransını artırdığını göstermiştir (Rui vd., 2016; The Vinh vd., 

2024; Li vd., 2013). Ayrıca literatürde yapılan çalışmalarda; Ag, Au, Cu, CuO, Pd, 

SiO2 CeO2, TiO2, Fe3O4, Fe2O3, nZVI, ZnO vd. gibi birçok NP’nin farklı bitki 

türlerinde büyüme ve gelişim, tohum çimlenmesi, sekonder metabolitlerin üretimi ve 

antioksidan savunma mekanizmaları üzerinde olumlu etkiler gösterdiğine dair birçok 

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

2.3.1. Demir Nanopartikülleri (Fe NP) 

Makroskobik boyutta demirin reaktivitesi önemlidir örneğin paslanma bunun bir 

sonucudur. Nanoboyutta daha da belirgin hale gelen yüksek reaktivitesi nedeniyle 

başlangıçta yeterince ilgi görmemiştir. Fakat kendilerine özgün manyetik, kimyasal ve 
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yapısal özellikleri sayesinde sonradan dikkat çekmiştir. Genellikle gövde merkezli 

kübik kristal yapıya sahiptir. Boyutlarına bağlı olarak ferromanyetik ve 

süperparamanyetik davranış sergileyebilir. Süperparamanyetizma, 10-20 nm'den 

küçük ferromanyetik malzemelerin NP'lerinde görülen eşsiz bir manyetizma şeklidir. 

Bu özelliğe sahip malzemeler kalıcı mıknatıslık göstermez ancak dış bir manyetik 

alana maruz kaldığında hızla mıknatıslanabilir (Ali vd., 2016). Üretim yöntemi ve 

koşullarına bağlı olarak boyut ve şekil kontrolü mümkündür; nanopartiküller küresel, 

kübik ya da iğne şekilli morfolojilerde üretilebilir. Bu şekil farklılıkları, özellikle 

manyetik uygulamalarda performansı etkiler. Ayrıca, Fe NP’ler manyetik dipol-dipol 

etkileşimleri nedeniyle agregasyon eğilimindedir ve bu durum uygun yüzey 

kaplayıcılarla kontrol altına alınabilir. Bu kaplamalar (organik veya inorganik 

moleküllerle) parçacıkları hidrofilik, biyolojik ortamlara uyumlu ve işlevsel hale 

getirir. Kontrollü sentez süreçleri, bu NP’lerin uygulama potansiyelini artırmaktadır. 

Kimyasal bileşimleri, oksidasyon durumları, kristal yapıları ve yüzey özelliklerine 

göre çeşitleri aşağıdaki gibidir (Ali vd., 2016); 

• Sıfır değerlikli Fe NP (nZVI, Fe⁰) 

• Demir oksit NP’ler 

✓ Manyetit (Fe3O4) 

✓ Hematit (α-Fe2O3) 

✓ Maghemit (γ-Fe2O3) 

✓ Wüstite (FeO) 

• Kompozit Fe NP’ler 

✓ Fe-ZNO, Fe-TiO2 gibi 

• Yüzey fonksiyonlandırılmış Fe NP’ler 

✓ Polimer (ör. PEG) kaplı  

✓ Karbon kaplı  

✓ Silika kaplı 

nZVI, yüksek indirgeme gücüne sahiptir, Ancak hava ve oksijen içeren herhangi bir 

ortama maruz kalması durumunda kolayca oksitlenir. Sentez sonrası yüzeylerinde 

hızla 1–2 nm kalınlığında demir oksit tabakaları oluşturarak çekirdek-kabuk (core-

shell) yapısına dönüşebilirler. Bu reaktivite, belirli koşullarda katalitik avantajlara 

dönüşebilir. Yüzeyde kendiliğinden oluşan demir oksit kabukları, bu reaktiviteyi 

kısmen sınırlandırsa da, kontrollü yüzey modifikasyonu ve uygun kaplama teknikleri 
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bu nanoparçacıkların kimyasal dayanıklılığını artırmak için sıklıkla kullanılmaktadır 

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

Demir oksit NP’leri, farklı kristal fazlarda bulunabilir. Manyetit (Fe3O4), hem Fe2+ 

hem de Fe3+ iyonlarını içeren yapısıyla güçlü manyetik özellik gösterir ve biyomedikal 

uygulamalarda (örneğin manyetik hedefleme ve ilaç taşıma) sıkça kullanılır. Hematit 

(α-Fe2O3) ise kırmızı renkli, kararlı bir kristal yapıya sahip olup düşük manyetik 

özellik göstermesi nedeniyle genellikle katalizör ve sensör uygulamalarında tercih 

edilmektedir. Maghemit (γ-Fe2O3), manyetitin oksitlenmesiyle oluşan bir form olup 

hafif manyetik özellik gösterir ve biyolojik sistemlerde daha uyumlu bir yapıya 

sahiptir. Daha az kararlı bir yapı olan wüstite (FeO) ise yalnızca Fe2+ içerir ve 

genellikle yüksek sıcaklık koşullarında oluşur; pratik uygulamaları sınırlıdır (Ali vd., 

2016). 

Bu temel yapıların yanı sıra, nanoparçacıkların yüzeyleri farklı maddelerle kaplanarak 

yüzey fonksiyonlandırılmış Fe NP’ler elde edilmektedir. Silika, karbon ve polimer 

(örneğin PEG) kaplamalar sayesinde bu nanoparçacıklar hem biyolojik sistemlerle 

uyumlu hale getirilmekte hem de aglomerasyonun önüne geçilmektedir. Bu sayede ilaç 

salımı, hedefli taşıma ve tarımsal uygulamalarda kullanım alanları genişlemektedir. 

Ayrıca, demir nanoparçacıkları diğer metal oksitlerle birlikte sentezlenerek kompozit 

yapılar (örneğin Fe-TiO2, Fe-ZnO) oluşturulabilmekte ve bu yapılar çok işlevli 

özellikleriyle çevresel arıtım, fotokataliz ve bitki büyümesini destekleyen 

uygulamalarda değerlendirilmektedir (Ali vd., 2016). 

Demir, bitkiler için hayati biyolojik işlevlere katkı sağlayan önemli bir mikro besin 

elementidir. Klorofilin yapısında (fotosentez), azot fiksasyonu için gerekli olan 

nitrojenazın yapısında, sitokromların yapısında bulunur ve enerji metabolizması 

(solunum) süreçlerinde katalitik bir rol oynar (Rout ve Sahoo, 2015). Demir eksikliği 

yaşayan bitkilerde klorofil yapısı bozulur ve bunun sonucunda klorozis (sararma) 

görülür. Toprakta bulunan çözünür demir miktarı genellikle yetersizdir ve kullanılan 

gübreler çok etkili değildir. Nanogübreler, daha küçük formlarda daha hızlı 

taşınabilmeleri ve bitkiler tarafından daha kolay emilebilmeleri sayesinde geleneksel 

gübrelere kıyasla daha verimli bir alternatiftir  (Guha vd., 2020). Yapılan çalışmalar, 

demir bazlı NP’lerin bitkilerin demir içeriğini artırabileceğini göstermiştir. Demir 

eksikliği koşullarında, düşük dozda (50 mg L⁻¹) uygulanan nZVI ve Fe3O4 NP’lerinin 

pirinç bitkisinin büyümesini artırdığı ve oksidatif stresi azalttığı bulunmuştur (Li vd., 
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2020). Gerbera jamesonii bitkisine 5.6 mg L-1 Fe NP uygulanması büyüme, köklenme, 

klorofil içeriği ve enzim aktivitelerini artırarak; sera koşullarında daha yüksek yaşama 

oranı, daha erken çiçeklenme, daha büyük çiçekler ve daha uzun sap gelişimi elde 

edilmiştir (The Vinh vd., 2024). Kara gözlü fasulye bitkilerine Fe NP’lerinin 

yapraktan püskürtülerek uygulanması sonucunda klorofil miktarında ve demir 

içeriğinde artış gözlemlenmiştir (Delfani vd., 2014). Ayrıca, Fe NP’lerinin Capsicum 

annuum bitkilerine uygulanmasının bitki büyümesini artırabileceğini ve kloroplast 

sayısını çoğaltabileceğini göstermiştir (Yuan vd., 2018). Sonuç olarak literatürde, Fe 

NP’lerin nano-gübre olarak da kullanılabileceğine dair birçok çalışma yapılmış olup; 

bitki fotosentez ve solunum gibi temel metabolik süreçleri desteklediği; ayrıca kök 

gelişimi, tohum çimlenmesi ve biyokütle artışı gibi büyüme parametrelerini olumlu 

yönde etkilediği çeşitli çalışmalarla ortaya konmuştur (Kim vd., 2017). 

2.3.2. Sıfır Değerlikli Demir Nanopartikülü (nZVI) 

Sıfır değerlikli demir nanopartikülleri, çevresel remediasyon amacıyla yaygın olarak 

kullanılan ve genellikle ile 30–100 nm arasında değişen boyutlara sahip metal 

nanopartiküllerdir. Yüksek indirgeme kapasitesi sayesinde, kirlenmiş toprak ve yeraltı 

suyu sistemlerinde bulunan hem organik kirleticileri hem de ağır metalleri etkisiz hale 

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

Morfolojik olarak neredeyse küresel bir yapıya sahiptir ve demirin manyetik 

özelliklerinden ötürü birbirleriyle temas ederek zincir benzeri agregalar oluşturma 

eğilimindedir. Yapısal olarak bir sıfır değerlikli demir çekirdeği ile bu çekirdeği saran 

bir oksit kabuktan meydana gelirler. Nanometrik ölçekteki boyutları, özgül yüzey 

alanlarının önemli ölçüde artmasına olanak tanır; geleneksel 325 mesh demir tozuna 

kıyasla yaklaşık 30 kat daha yüksek yüzey reaktivitesi vardır. nZVI, yüksek indirgeme 

potansiyeline sahip olup, özellikle borhidrür indirgeme yöntemleriyle 

sentezlendiklerinde ve etanol gibi uygun çözücüler içerisinde muhafaza edildiklerinde, 

haftalar boyunca oksidasyona uğramadan sıfır değerlikli halde kalabilmektedir. 

nZVI’lar, düşük maliyetleri, kolay sentez yöntemleri ve yüksek reaktivite özellikleri 

sayesinde bir çok alanda kullanım olanağına sahiptir. Halojenlenmiş organik 

kirleticiler, ağır metaller gibi çevresel toksinlerin giderilmesinin yanı sıra, 

antimikrobiyal özellikleri nedeniyle biyomedikal alanlar da dahil olmak üzere çok 

sayıda çevresel ve biyoteknolojik uygulamada önemli bir potansiyele sahiptirler 
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(Mahdy vd., 2012; Yuvakkumar vd., 2011). Bu avantajları göz önünde 

bulundurulduğunda çevresel uygulamaların yanı sıra bitki biyoteknolojisi alanında da 

dikkat çekici bir potansiyele sahiptir. 

2.3.3. nZVI’nın Bitkiler Üzerindeki Etkilerini İnceleyen Çalışmalar 

Literatürde nZVI’nın bitkiler üzerindeki etkilerine yönelik yapılan çalışmalar, 

optimum konsantrasyonlarda bitki büyümesini teşvik ettiğini, ancak bu 

konsantrasyonun bitki türüne ve yetiştirme koşullarına bağlı olarak değişiklik 

gösterdiğini ortaya koymuştur. Yüksek konsantrasyonlarda ise genellikle olumsuz 

etkiler gözlemlenmiştir. Hibrid kavaklar (Populus deltoides × Populus nigra) ve sazlık 

(Typha latifolia) fideleri üzerinde hidroponik ortamda 0-1000 mg L-1 aralığında 

değişen nZVI konsantrasyonlarının etkisi incelenmiştir. 200 mg L-1 üzerindeki 

konsantrasyonlarda nZVI’nın toksik etkiler gösterdiği, düşük konsantrasyonlarda ise 

bitki gelişimini desteklediği bildirilmiştir (Ma vd., 2012).  

Sera koşullarında toprakta yetiştirilen Arabidopsis thaliana bitkilerine 500 mg kg-1 

nZVI uygulanması sonucunda, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, kök ve yaprak 

dokularında demir alımının artmasına bağlı olarak demir düzeylerinde yükselme 

olduğu saptanmış ve fotosentezin artmasına bağlı olarak bitki biyokütlesinde %38 

oranında artış gözlenmiştir (Yoon vd., 2019).  

Lepidium sativum, Sinapis alba ve Sorghum saccharatum bitkilerinin gelişimi 

üzerinde iyonik demir (FeCl3), mikro ve nano boyutlu sıfır değerlikli demir 

nanoparçacıklarının etkileri karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre, 1570 mg L-1 konsantrasyonundaki iyonik demirin hafif toksik etki 

gösterdiği, ancak mikro ve nano boyuttaki demir partiküllerinin anlamlı bir fitotoksik 

etki göstermediği ve bitki boyu ile biyokütlede artış sağladığı tespit edilmiştir 

(Libralato vd., 2015). 

Yer fıstığı tohumlarında çimlenme ve büyüme üzerine de olumlu etkiler rapor 

edilmiştir. 10-320 μmol L-1 aralığındaki düşük konsantrasyonlarda nZVI 

uygulamasının su alımını artırarak kök gelişimini ve genel bitki büyümesini teşvik 

ettiği, bu etkinin etilendiamintetraasetat-demir (EDTA-Fe) çözeltisine kıyasla daha 

yüksek olduğu, ancak 320 μmol L-1 üzerindeki konsantrasyonlarda fitotoksik etkilerin 

gözlemlendiği bildirilmiştir (Li vd., 2015).  
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Farklı nZVI konsantrasyonları (10, 20, 40, 80, 160 mg L-1) ile ön mualeme edilen 

pirinç tohumları 14 gün boyunca sera ortamında büyütülmüştür. Büyüyen fidelerden 

yapılan analiz sonucunda 20 mg L-1 konsantrasyonu ile muamele edilen fidenin, kök 

dehidrogenaz aktivitesi ve antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin bir artış 

sağlanmıştır. Ayrıca bu konsantrasyonun kök ve sürgün uzunluğu, biyokütle ve 

fotosentetik pigment içeriği üzerinde de olumlu etkiler yarattığı belirlenmiştir. Öte 

yandan, yüksek konsantrasyon olan 160 mg L-1 seviyesinde oksidatif stres 

belirtilerinin ortaya çıktığı rapor edilmiştir (Guha vd., 2018). Yine aynı grubun başka 

bir çalışmasında, pirinç tohumlarına yapılan “nanopriming” işlemi sonrası fideler tarla 

koşullarında yetiştirilmiştir. Bu çalışmanın bulgularına göre “nanopriming” 

uygulaması, kontrol grubu bitkilerine kıyasla daha geniş yapraklı, daha fazla 

kardeşlenme gösteren ve daha yüksek biyokütleye sahip bitkilerin gelişmesini 

sağlamıştır. Ayrıca RAPD analizleri kullanılarak yapılan değerlendirmede nZVI’nın 

genotoksik bir etkisinin olmadığı ortaya konmuştur (Guha vd., 2021). 

Kim vd. 2014’de yaptığı çalışmada; nZVI’nın Arabidopsis thaliana üzerindeki 

fizyolojik ve moleküler etkilerini incelemiştir. nZVI uygulaması, plazma membranı 

H⁺-ATPaz aktivitesini artırarak köklerde apoplastik pH’ın düşmesine, yapraklarda ise 

stomatal açıklık ve yaprak alanında anlamlı artışlara yol açmıştır. Bu süreçte H⁺-

ATPaz izoformu AHA2’nin gen ekspresyonu köklerde 5 kat, yapraklarda ise 2 kat 

artmıştır. Yaprak alanı yaklaşık %50 oranında artmış; bu büyümenin, H⁺-ATPaz 

aktivasyonu sonucu apoplastik pH düşüşüyle indüklenen hücre duvarı gevşemesi ve 

hücre uzamasına bağlı olduğu düşünülmüştür. Endositoz oranındaki azalma da bu 

mekanizmayı desteklemektedir. Artan stomatal açıklığa rağmen, bitkiler kuraklık 

koşullarına karşı su kaybı açısından normal fizyolojik yanıtlarını korumuştur. 

Bulgular, nZVI'nin bitki büyümesini teşvik edici etkilerinin yanı sıra CO2 alımını 

artırarak çevresel katkı potansiyeline sahip olabileceğini göstermiştir.  

Genel olarak bu çalışmalar, nZVI’nın optimum konsantrasyonlarda bitki büyümesi ve 

gelişimini desteklediğini; bu optimum konsantrasyonların bitki türüne göre farklılık 

gösterdiğini, ancak genellikle yüksek konsantrasyonlarda olumsuz etkilere neden 

olabildiğini ortaya koymaktadır. Ayrıca yapılan çalışmaların hepsi sera koşullarında 

yapılmış olup, nZVI’nın bitkiler üzerindeki etkisini inceleyen in vitro çalışma 

bulunmamaktadır. 
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2.3.4. Nanopartiküllerin Bitki Doku Kültüründe Kullanım Alanları 

Bitki doku kültürü, bitki hücrelerinin uygun in vitro koşullarda bölünerek 

farklılaşabilmesi ve tamamlanmış bir bitki formunu oluşturabilmesi esasına dayanan 

totipotensi ilkesine dayanmaktadır. Morfogenez ve embriyogenez gibi gelişimsel 

süreçlerin yanı sıra klonal çoğaltma, bitki ıslahı, patojenden arındırılmış bitki 

materyali üretimi, genetik transformasyon ve ikincil metabolit sentezi gibi çok sayıda 

biyoteknolojik uygulamada temel ve vazgeçilmez bir yöntemdir. NP’ler, doku kültürü 

süreçlerinde karşılaşılan temel sorunların aşılmasında ve kültür verimliliğinin 

artırılmasında yenilikçi çözümler sunabilmektedir. 

Bitki doku kültürü yöntemlerinde NP’lerin kullanımı üzerine son yıllarda çok fazlaca 

çalışılmış olup ve çeşitli süreçlerde faydalar sağlayabileceği ortaya konmuştur. 

Bitkiler üzerinde genel olarak; besin alımını artırması, çevresel stres koşullarının 

olumsuz etkilerini azaltma ve genel bitki verimliliğini yükseltme potansiyeline sahip 

olması gibi etkileri vardır. Bitki doku kültürü üzerine yapılan çalışmalarda, NP’lerin 

eksplantların sterilizasyonu ve kontaminantların giderilmesi, biyolojik olarak aktif 

bileşiklerin sentezinin uyarılması (elisitör etkisi), kriyoprezervasyon, genetik 

transformasyon, somatik embriyogenez, somaklonal varyasyon, kallus indüksiyonu ve 

organogenez gibi çeşitli uygulamalarda sağladığı olumlu etkiler gösterilmiştir (Şekil 

2.3) (Singh vd., 2023; Kim vd., 2017). Aşağıda bu kullanım alanlarına dair daha 

ayrıntılı bilgiler verilmiştir. 

Mikrobiyal Dekontaminasyon ve Sterilizasyon: Doku kültürü uygulamalarında en 

yaygın sorunlardan biri olan mikrobiyal kontaminasyon, kültürlerin gelişimini 

engellemektedir. Kontaminasyonun başlıca kaynakları kullanılan eksplantlar ve 

laboratuvar ortamıdır. Dış ortamdan alınan eksplantlar in vitro kültüre alınmadan önce 

yüzey sterilizasyonu gerçekleştirilir. Ancak bu sterilizasyon işlemi çoğu durumda 

yetersiz kalmakta ve deneysel düzeneklerin bozulmasına, dolayısıyla zaman ve emek 

kaybına yol açmaktadır. Sterilizasyonda yaygın olarak sodyum hipoklorit (NaOCl), 

kalsiyum hipoklorit (CaOCl), gümüş nitrat (AgNO₃), hidrojen peroksit (H₂O₂), etanol 

(EtOH), cıva(II) klorür (HgCl2), antibiyotikler, bromlu su (BW) ve fungisitler gibi 

çeşitli dezenfektanlar kullanılmaktadır. Dezenfektanların konsantrasyonu ve 

uygulama süresi eksplant kalitesini doğrudan etkileyebilir ve bazı durumlarda 
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organogenez üzerinde olumsuz etkilere yol açmalarına rağmen kontaminasyonun 

tamamen önlenemediği gözlemlenmiştir.  

Metal ve metal oksit NP’ler, çeşitli mikroorganizmaların eliminasyonunda etkili 

olmasından dolayı kültür başlangıcı için en önemli aşamalardan biri olan eksplant 

sterilizasyonunda başarılı olarak kullanılmıştır. Ag, Al2O3, CuO, Fe3O4, Au, MgO, Ni, 

Si, SiO2, TiO2 ve ZnO nanoparçacıklarının birçok mikroorganizmaya karşı 

antimikrobiyal etkiler gösterdiği bildirilmiştir. Abdi vd., 2008’de yaptıkları çalışmada 

Valeriana officinalis’in nod eksplantlarına %70 etanol ve %10 Clorox ile yüzey 

sterilizasyon uygulaması ardından 100 mg L-1 Ag NP ile muamele ederek %89 

oranında steril kültür elde etmiş; ayrıca, Ag NP uygulamasının sürgün ve kök gelişimi 

üzerinde olumsuz etkisi olmadığını göstermişlerdir. Başka bir çalışmada Cynodon 

dactylon nodal eksplantları 100 mg L-1  timol ve 200 mg L-1  Ag NP içeren solüsyonla 

60 dakika boyunca muamele edilmesi sonucunda kontaminasyonsuz kültürler elde 

etmişlerdir (Taghizadeh ve Solgi, 2014). Ayrıca sadece sterilizasyon aşamasında 

değil kültüre eklenmesiyle de kontaminasyonları önlediğini gösteren çalışmalar da 

mevcuttur. Arpa kallus kültürlerinde MS ortamına 60 µg mL-1  TiO2 NP eklenmesiyle 

bakteriyel kontaminasyonun giderildiği bildirilmiştir (Mandeh vd., 2012). 

Kallus İndüksiyonu ve Organogenez: NP’ler hücre bölünmesi ve farklılaşma 

süreçlerini uyararak kallus oluşumu ve organogenez üzerinde olumlu etkiler 

göstermektedir. Metal nanopartiküller, özellikle hücre çoğalmasını teşvik ederek 

kallus gelişimini desteklemektedir. Örneğin, Ag NP’ler Tecomella undulata ve Oryza 

sativa kültürlerinde kallus indüksiyonunu sağlayarak, kallus yenilenmesini ve 

rizogenezi artırmıştır. Zn NP ve ZnO NP’ler, muz ve kahve in vitro kültürlerinde 

somatik embriyogenez ve kallus oluşumunu desteklemiştir. Arpa kültürlerinde, MS 

ortamına 60 μg mL-1 TiO2 NP ve 20 mg L-1 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) 

eklenmesiyle embriyo kalluslarının sayısı ve büyüklüğü anlamlı bir düzeyde artmıştır. 

Bu etkinin, TiO2 NP’lerinin gibberellin ve sitokinin gibi bitki büyüme 

düzenleyicilerini aktive etmesiyle ilişkili olduğu bildirilmiştir (Mandeh vd., 2012). 

Ayrıca, Cu NPs ve Co NP’ler Mentha longifolia kültürlerinde sürgün miktarı, boyu, 

internod uzunluğu, büyüme indeksi ve çoğalma katsayısı gibi morfometrik 

parametreleri iyileştirdiği gözlemlenmiştir (Singh vd., 2023). 

Sekonder Metabolit Üretimi: NP’ler, bitkilerin strese verdiği benzer tepkileri ve 

metabolik yolaklarını uyararak sekonder metabolit üretimini artırabilen potansiyel 
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elisitörler olarak değerlendirilmektedir. Bu özellikleriyle, değerli metabolitlerin 

üretiminde kullanılmaktadır. Örneğin, Ag NP’ler; Catharanthus roseus’da vinkristin, 

Capsicum frutescens’te kapsaisin ve Corylus avellana’da taksol üretimini artırmıştır. 

Ag, Au, Cu, Pd, CeO2, CuO, TiO2 ve ZnO nanoparçacıkları, Hypericum perforatum 

hücre süspansiyon kültürlerinde farklı sekonder metaboliklerin sentezini uyarmıştır. 

Co NP’lerinin Trigonella foenum-graecum fidelerinde diosgenin düzeylerini artırdığı, 

TiO2 NP’lerinin Mentha piperita’da uçucu yağ içeriğini zenginleştirdiği, Hyoscyamus 

niger’de ise tropan alkaloidleri (hyoscyamin ve skopolamin) üretimini teşvik ettiği 

bildirilmiştir. Ayrıca çok duvarlı karbon nanotüplerin (MWCNTs), Satureja 

khuzestanica ve Catharanthus roseus türlerinde sekonder metabolit üretimini 

desteklediği rapor edilmiştir (Kim vd., 2017; Singh vd., 2023). 

Genetik Transformasyon ve Gen Aktarımı: NP’ler, genetik materyalin bitki hücrelerine 

iletimini kolaylaştırarak genetik transformasyon süreçlerinde yüksek verimlilik 

sağlamaktadır. NP’ler bu amaçla boyut, yüzey yükü ve hidrofobiklik gibi özellikleri 

bakımından modifiye edilerek kullanılmaktadır (Kim vd., 2017). NP’lerin hücre 

duvarı bariyerini aşma kabiliyeti sayesinde, DNA veya RNA'nın hücreye taşınması 

daha etkili hale getirebilmektedir. Mezogözenekli silika nanoparçacıkları (MSN’ler), 

manyetik nanoparçacıklar, karbon nanotüpler ve Au NP’ler, bu bitkilere yabancı 

genlerin aktarımı için taşıyıcı sistemler olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, 

CRISPR-Cas9 gibi ileri düzey gen düzenleme araçlarının nanoparçacıklar yoluyla 

bitkilere aktarılması, viral vektör ihtiyacını ortadan kaldırmakta ve hedef gen 

bölgelerinde hassas düzenlemeler yapılmasına imkân tanımaktadır (Singh vd., 2023). 

Mısır bitkisinde Fe3O4 NP, gen taşıyıcı olarak kullanılarak transgenik tohumların 

oluşturulmasını başarıyla sağlamıştır (Wang vd., 2022). 

Somaklonal Varyasyon: Somaklonal varyasyon, doku kültürü süreçlerinden 

kaynaklanan genetik ve fenotipik farklılıkları ifade etmektedir. Bu varyasyonlar 

genellikle kromozom sayısındaki ve yapısındaki değişiklikler, DNA dizisi, DNA 

metilasyonu, transpozonların (hareketli genetik elementler) aktivasyonu ve krossing-

over (homolog kromozomlar arasında gen değişimi) gibi faktörlerle ilişkilidir. Bitki 

doku kültürlerinde bu varyasyonlar hem avantajlı hem de dezavantajlı olabilir. 

Avantajlı özellikleri; bitki boyutu, yaprak alacalanması, çiçek rengi, sekonder 

metabolit üretimi, meyve olgunlaşması ve biyotik ile abiyotik streslere karşı direnç 

gibidir. Ag NP ve Au NP’ler içeren besin ortamında geliştirilen kalluslar ve 
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rejenerantlarda somaklonal varyasyon insidansının arttığı gözlemlenmiştir. NP’lerin, 

DNA üzerinde yapısal değişikliklere neden olarak genetik çeşitliliği teşvik ettiği 

bildirilmektedir. Örneğin, SiO2 NP’nin pirinç genotiplerinde mutasyonlara ve DNA 

düzeyinde değişimlere yol açtığı saptanmıştır (Singh vd., 2023). Aynı şekilde, 

Chrysanthemum’un internodal eksplantları, 0.6 mg L-1  BA, 2 mg L-1 1-naftalinasetik 

asit (NAA) ve 5, 10 ve 20 mg L-1 Ag NP uygulamalarıyla fenotipik ve genetik 

polimorfizm göstermiştir (Tymoszuk ve Kulus, 2020). 

Kriyoprezervasyon: Kriyoprezervasyon, bitki genetik kaynaklarının uzun vadeli 

korunmasını sağlayan ve kültür materyalinin sıvı azotta (-196 °C) saklanmasına 

dayanan bir tekniktir. Dehidratasyon, hızlı soğutma ve yeniden ısıtma gibi farklı 

aşamaları içeren bu işlem, bitki materyalini ozmotik şoka maruz bırakabilir; bu da 

oksidatif strese, hücre zarı hasarına neden olabilir ve bitkinin stabilitesini etkileyebilir. 

NP’lerin benzersiz termal özellikleri, biyolojik donma süreçlerinde buz kristali 

oluşumunu engelleme gibi önemli avantajlar sağlar (Li vd., 2005). NP’lerin 

kriyokoruyucu ortamlara dahil edilmesiyle, çözeltinin termal iletkenliği ve viskozitesi 

artırılarak vitrifikasyon desteklenmekte ve devitrifikasyonun önüne geçilmektedir. Bu 

durum, çözdürme ve canlandırma esnasında çözeltinin stabilitesini artırarak buz 

kristali oluşumunu önlemektedir. Örneğin, Ag NP’lerinin Pinus radiata embriyonik 

hücre hatlarında kültür ve koruyucu ortama eklenmesiyle canlılıklarında %75 oranında 

iyileşme sağlanmıştır. A. praecox embriyogenik kalluslarının vitrifiye çözeltisine 0.1 

g L-1 SWCNT eklenmesiyle kriyoprezervasyon sonrası hayatta kalma oranı 

iyileştirilmiştir. Pinus radiata embriyogenik hücre hatlarının −80 °C’de Ag NP ile 

saklanması ise %75 canlılık sağlamıştır (Singh vd., 2023). 
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Şekil 2.3: NP’lerin doku kültüründe kullanım alanlarını anlatan şematik bir görsel 

(Singh vd., 2023). 

 

2.3.5. Fe NP’lerin in vitro Koşullarda Bitkiler Üzerindeki Etkilerini 

İnceleyen Çalışmalar 

Literatürde farklı bitki türleri üzerindeki in vitro koşullarda Fe NP çeşitlerinin 

etkilerini araştıran birçok çalışma yapılmıştır. Bunlardan birkaçı şöyledir; Fe3O4 

NP’lerinin Linum usitatissimum eksplantlarına uygulanması, kallus büyüklüğünde 

artışa, embriyo gelişiminin hızlanmasına ve kök oluşumunun teşvik edilmesine neden 

olmuştur (Kokina vd., 2017). Benzer şekilde, Fe-ZnO-NP'ler, Fumaria indica kallus 

kültürlerinde biyokütle üretimini artırmış ve sekonder metabolit sentezini aktive 

etmiştir (Khan vd., 2021). Ayrıca, kültür ortamına 5,6 mg L-1 konsantrasyonunda 

demir NP ilave edilmesi, Panax vietnamensis bitkisinin tüylü köklerinde rizom 

proliferasyonunu teşvik etmiştir (Huong vd., 2024). Bartamoda çeşidi hurma 

bitkisinin kültür ortamına Fe NP eklenmesi, bitki gelişim parametrelerinde anlamlı 

artış sağlamıştır (Arafa vd., 2023). Bunun yanı sıra, demir oksit ve gümüş nitrat 

NP’leri eklenen besin ortamı, çilek bitkilerinde çoklu gövde oluşumunu artırmıştır 

(Abbas ve Abdulhussein, 2021). 
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Demir bazlı NP’ler aynı zamanda, in vitro hücre süspansiyonları ve saçak kök 

kültürlerinde elisitör olarak kullanıldığında sekonder metabolit üretimini artırdığını 

gösteren çalışmalar yapılmıştır. Buna örnek çalışmalar, Hypericum perforatum hücre 

süspansiyon kültürlerine çinko ve demir oksit NP’lerinin ilavesi, hiperisin ve 

hiperforin sentezinde artışa yol açmıştır (Sharafi vd., 2013). Ayrıca, manyetik Fe3O4 

NP’leri, Dionysia kotschyi hücre kültürlerinde flavonoid, fenolik bileşikler, 

antosiyanin ve lignin üretimini artırmıştır (Taghizadeh vd., 2021). Aynı şekilde, 

hindiba tüylü kök kültürlerine demir ve çinko oksit nanoparçacıklarının uygulanması 

sekonder metabolit üretimini desteklemiş; Hyoscyamus reticulatus’ta hyoscyamin ve 

skopolamin, D. kotschyi’de ise ksantomikrol, cirsimaritin ve isokaempferid düzeyleri 

anlamlı şekilde yükselmiştir (Mohebodini vd., 2017; Moharrami vd., 2017; Nourozi 

vd., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

26 

 

3.1. Materyal 

3.1.1. Tez Çalışmasında Kullanılan Gereçler 

Tez çalışmasında kullanılan tüm kimyasal malzemeler Tablo 3.1’de, cihazlar ise Tablo 

3.2’de detaylı bir şekilde verilmiştir. 

 

Tablo 3.1: Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar listesi. 

Kimyasal Adı Firma Adı 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 I-5386 

GA3 Sigma G-7645 

Sükroz 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 

Na2CO3 Merck 497-19-8 

Kuersetin (95%) Sigma 117-39-5 

NaNO2 Merck 7632-00-0 

AlCl3 Sigma 7446-70-0 

NaOH Merck 1310-73-2 

DPPH Sigma 1898-66-4 

ABTS Sigma 28752-68-3 

3.  MATERYAL VE YÖNTEM 
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Tablo 3.1: Devam. 

Bakır (II) Klorür Sigma 7447-39-4 

Amonyum asetat Sigma 631-61-8 

Glacial asetik asit Merck 64-19-7 

Sodyum asetat trihidrat Sigma 6131-90-4 

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-

triazine (TPTZ) 

Sigma 3682-35-7 

Hidroklorik asit (%37) Sigma 7647-01-0 

FeCl3.6H2O Sigma 10025-77-1 

 

Tablo 3.2: Tez çalışmasında kullanılan cihazlar listesi. 

Cihaz Adı Cihaz Modeli Firma Adı 

Laminar Akıllı Kabin  

 

Cleanair  

 

PMU Company  

 

Hassas Terazi  

 

TP3030  

 

Denver Instrument 

pH Metre pH 209 Hanna Instrument 

Etüv DIN 12880 Binder 

Otoklav HV-110L Hirayama 

Bitki Büyütme Odası RivaCold Genpa Mühendislik 

Manyetik Karıştırıcı MR3001 Heidolph 

Derin dondurucu (-20oC) GS26DN13NE Siemens 

Buzdolabı (4oC) RG 1380 Indesit 

Ultrasonik Su Banyosu WUC-D06H Wisd 

Evaporatör Rotavapor® R-300 BUCHI 

LC-HRMS UHPLC-Orbitrap®-

HRMS/MS 

Thermo Fisher Scientific 

Sterilizatör 
Steri 350 

 
Swiss Made 

Spektrofotometre GENESYS™ 140/150 

Vis/UV‒Vis 
Thermo Fisher Scientific 

Mikrodalga Fırın MW71E Samsung 

İnkübatör EC160 Nuve 

Vorteks 444-1372 (EU) VWR 
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3.1.2. Karayemiş Meyvesinin Temini 

Tez çalışmasında kullanılan karayemiş olgun meyveleri Temmuz 2020’de 

Kocaeli’nde bulunan ATABAY KİMYA SANAYİ TİCARET A.Ş. bahçesinden 

toplandı (konum: 40o 80’62.7'' K, 29o50’53.9'' D). 

3.1.3. nZVI Temini 

Tez çalışmasında kullanılan sıfır değerlikli demir nanopartikülü kuru madde olarak Sn. 

Prof. Dr. Anatoli Dimoglo (Düzce Üniversitesi, Çevre Mühendisliği Bölümü) ve 

ekibinden temin edilmiştir. FeSO4 ve FeCl3 kullanılarak kimyasal indirgeme 

prosedürleriyle sentezlenmiş olup, düşük molekül ağırlıklı poli-N-vinilpirolidon 

(PVP) stabilizatör olarak kullanılmıştır. PVP, nanoparçacıkları stabilize eden ve 

agregasyonu önleyen bir polimerdir. Nanopartikülün manyetik çekirdek boyutu 12.4 

Å (1.24 nm), demir oksit tabakası kalınlığı 1.5-2 nm, PVP tabakası kalınlığı 18-20 nm, 

bunlar kullanılarak hesaplanan nanopartikülün toplam çapı ise yaklaşık 40-45 nm’dir 

(Sidorenko vd., 2021). 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Tohum Sterilizasyonu ve Çimlendirme 

Karayemiş tohumları tamamen olgun karayemiş meyvelerinden elde edildi. Bunun 

için öncelikle meyvelerin ekzokarp ve mezokarp kısımları temizlendi ve elde edilen 

endokarplar önce musluk suyunda iyice yıkandı. Sonrasında endokarplar kırılarak, 

embriyolar çıkarıldı ve tohumlar yüzey sterilizasyonu için hazır hale geldi. Bu 

aşamadan sonra tohumlar aseptik koşullar altında önce %70 ethanol solüsyonuyla 2 

dakika çalkalandı. Ardından %20 sodyum hipoklorit (birkaç damla Tween 20 içerecek 

şekilde) solüsyonu ile 25 dakika çalkalandı ve devamında 3 kez steril distile suyla 

durulama işlemi yapılarak sterilizasyon işlemi tamamlandı. Durulama işleminden 

sonra tohumların fazla suyunu almak amacıyla steril filtre kağıdına alındı (Şekil 3.1). 

Sonrasında tohumların testaları çıkarıldı, bisturi yardımıyla tohumlar embriyoya zarar 

vermeyecek şekilde enlemesine kesildi ve taze çimlendirme MS (Murashige ve 

Skoog, 1962) besin ortamında aseptik koşullarda in vitro kültüre alındı. Çimlendirme 
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besin ortamı; 2 mg L-1 BA, 0.5 mg L-1 IBA, 0.2 mg L-1 gibberellik asit (GA3), 30 g L-

1 sükroz ve 7 g L-1 agar içeren MS besin ortamı, pH’ı 5.70 olacak şekilde ayarlandıktan 

sonra 121oC’de 15 dk otoklav sterilizasyonu yapılarak hazırlandı. Kültürler bitki 

büyütme odasında soğuk beyaz floresan lambalar (PHILIPS, Made in Poland)  altında 

16 saat fotoperiyod ile 25±2°C sıcaklıktaki koşullarda kültüre edildi (Sulusoglu, 

2012). Tohumlar bu şekilde yaklaşık 3-4 haftalık bir süreç içerisinde çimlendi.  

Çalışmanın devamında kullanılan tüm MS besi ortamlarında çimlenme besin 

ortamında olduğu gibi 30 g L-1 sukroz ve 7 g L-1 agar kullanıldı, pH hep 5.7 olarak 

ayarlandı ve otoklav sterilizasyonu yapılarak kullanıldı. 

 

 

Şekil 3.1: Karayemiş meyvesinden embriyoların elde edilmesi ve sterilizasyonu. a) 

Olgun karayemiş meyveleri b) Meyvelerin ekzokarp ve mezokarp 

kısımları temizlendikten sonra elde edilen endokarplar c) Endokarpların 

kırılması d) Embriyoların sterilizasyonu e) Sterilizasyonu tamamlanan 

embriyoların filtre kağıdına alınması. 

 

3.2.2. Karayemiş Bitkilerinin Mikroçoğaltımı 

Deneylerde kullanılmak üzere yeterli bitki materyali elde etmek amacıyla in vitro 

mikroçoğaltım gerçekleştirildi. Etkili in vitro mikroçoğaltım için önce optimum BA 

konsantrasyonu belirlendi. Bunun için in vitro çimlendirilmiş karayemiş bitkilerinden 

sürgün uçları çıkarıldı ve farklı BA konsantrasyonlarını (1, 2 ve 4 mg L-1) içeren üç 

farklı MS ortamlarında kültüre alındı. Dört hafta kültürlendikten sonra farklı BA 
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konsantrasyonlarına maruz bırakılan karayemiş sürgün uçlarının mikrosürgün 

proliferasyon yüzdesi (%), eksplant başına çoğalan ortalama mikrosürgün sayısı, 

sürgün oluşturma kapasitesi (SFC indeks; aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplanmıştır (Lambardi vd., 1993)) ve ortalama mikrosürgün uzunluğu hesaplandı. 

Sonuçlara göre proliferasyon ve mikrosürgün oluşumu için etkili BA konsantrasyonu 

belirlendi ve mikroçoğaltım bu konsantrasyonda gerçekleştirildi. Çoğaltılan 

mikrosürgünler rutin olarak dört haftalık aralıklarla taze mikroçoğaltım besin ortamına 

alt kültüre alındı. 

SFC =
Proliferasyon yüzdesi × eksplant başına çoğalan ortalama mikrosürgün sayısı

100
 

3.2.3. Kullanılan nZVI Solüsyonunun Hazırlanması 

Kuru madde olarak temin edilen nZVI’dan 50 mg mL-1 konsantrasyonunda stok 

solüsyonu hazırlandı. Kuru nZVI hassas terazide tartıldı ve dimetil sülfoksit (DMSO) 

içinde çözüldü ve daha sonra ultrasonik su banyosunda 30 dakika boyunca 27 °C'de 

muamele edildi. Stok çözelti, kullanılana kadar okside olmaması için oda sıcaklığında 

(25 °C), karanlıkta ve ağzı sıkıca kapalı şekilde tutuldu. Hazırlanan çözeltinin 

homojenliğinin zamanla azalması nedeniyle, çözelti her kullanımdan önce 10 dakika 

boyunca ultrasonik su banyosunda muamele edilerek homojen hale getirildi. 

Hazırlanan stok çözeltiler taze kullanım olması açısından her zaman en fazla bir ay 

kullanılacak kadar hazırlanmasına dikkat edildi. 

3.2.4. Karayemiş Sürgün Uçlarının Proliferasyonuna nZVI'nın 

Etkisinin in vitro Koşullarda Belirlenmesi 

Karayemiş sürgün uçlarının proliferasyonuna nZVI’nın etkisinin belirlenmesi 

çalışmaları, her Petri kabına (90 x 15 mm) en az 10 tane eşit şekilde kesilmiş sürgün 

ucu yerleştirilerek gerçekleştirildi. In vitro olarak çimlendirilen ve mikroçoğaltımı 

gerçekleştirilen karayemiş bitkilerinden karayemiş sürgün uçları (Şekil 3.2, yaklaşık 3 

mm uzunluğunda) aseptik koşullarda kesilerek çıkarıldı. Sonrasında bu sürgün uçları 

hiç nZVI içermeyen sadece 1 mg L-1 BA içeren kontrol MS besin ortamı ve beş farklı 

nZVI konsantrasyonu (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L-1) içeren ve aynı zamanda 1 mg 

L-1 BA, içeren altı farklı MS ortamında kültüre edildi (Tablo 3.3). Dört hafta 

kültürlendikten sonra kontrol ve farklı nZVI konsantrasyonlarına maruz bırakılan 
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karayemiş sürgün uçlarının mikrosürgün proliferasyon yüzdesi (%), eksplant başına 

çoğalan ortalama mikrosürgün sayısı, SFC indeksi ve ortalama mikrosürgün uzunluğu 

hesaplandı. nZVI’nın karayemiş sürgün uçlarının mikroçoğaltımına etkisinin yanında 

toplam fenolik, flavonoid içeriğine ve antioksidan aktivitelerine olan etkisinin de 

belirlenmesi için ölçümleri yapılan mikrosürgünlerden ekstraksiyon yapılacağından, 

mikrosürgünler iki gün boyunca 30°C'de inkübatörde karanlıkta kurutuldu.  

 

Tablo 3.3: Karayemiş sürgün uçlarının proliferasyonuna nZVI’nın etkisinin  

belirlenmesi için kurulan deney grupları ve besin ortamı içerikleri. 

Deney grubu MS besiyeri içeriği  

(30 g L-1 sukroz, 7 gr L-1 agar, pH: 5.7) 

Kontrol 1 mg L-1 BA 

12.5 mg L-1 nZVI 1 mg L-1 BA + 12.5 mg L-1 nZVI 

25 mg L-1 nZVI 1 mg L-1 BA + 25 mg L-1 nZVI 

50 mg L-1 nZVI 1 mg L-1 BA + 50 mg L-1 nZVI 

75 mg L-1 nZVI 1 mg L-1 BA + 75 mg L-1 nZVI 

100 mg L-1 nZVI 1 mg L-1 BA + 100 mg L-1 nZVI 

 

 

 

Şekil 3.2: Deney başlatılırken farklı MS besin ortamlarına alınan karayemiş sürgün 

uçlarının bir görüntüsü. 
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3.2.5. Karayemiş Mikrosürgünlerinin 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 beş farklı nZVI konsantrasyonu (12.5, 25, 50, 75 ve 100 mg L-1) 

uygulaması yapılan sürgün ucu deney gruplarında ekstraksiyon için yeterli miktarda 

(en az 0.5-1 gr) kuru bitki örneği elde edilince karanlıkta ve 30°C'de kurutulan 

mikrosürgünler toz haline getirildi. Dört hafta boyunca kültürlenmiş sürgün uçlarından 

elde edilen 1 gr kuru bitki materyali; yaklaşık 2-6 yapraklı, 4.5-5.0 mm uzunluğunda, 

taze ağırlığı 7.5-10 g olan ve 140-180 adet mikrosürgünden elde edilen bitki 

materyalidir. Ekstraksiyon için her 1 gr toz halindeki kuru bitki örnek üzerine çözücü 

olarak 20 mL methanol eklendi ve ultrasonik su banyosu kullanılarak (frekans: 50 kHz, 

sıcaklık: 65 °C (±1 °C) 15 dakika) ekstrakte edildi. Ultrasonik destekli ekstraksiyon 

(UAE) yoluyla elde edilen ekstrakt önce kaba filtreden, ardından ince filtreden 

geçirilerek partiküller uzaklaştırıldı. Daha sonra, darası alınmış bir uçurma balonuna 

alınarak çözücü tamamen buharlaşana kadar evaporatörde kurutuldu. Kurutulmuş 

özütün ağırlığı, uçurma balonunun boş ağırlığının toplam ağırlıktan çıkarılmasıyla 

hesaplandı. Elde edilen kurutulmuş özüt, bilinen konsantrasyonlarda stok çözeltileri 

hazırlamak için metanolde yeniden çözüldü ve bu şekilde ekstraktlar elde edilmiş oldu. 

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

3.2.5.2. Toplam Fenolik Madde Tayini 

Ekstraktların toplam fenolik madde tayini Slinkard ve Singleton (1977) tarafından 

uygulanan Folin-Ciocalteu (FC) metodu modifiye edilerek gallik asit eşdeğeri 

cinsinden hesaplandı. Gallik asit metanolde çözülerek 1 mg mL-1 ana stok standart 

çözelti hazırlandı. Bunun için 10 mg gallik asit hassas terazide tartılarak 10 mL 

methanolde çözüldü. Elde edilen ana stoktan seri dilüsyon yapılarak 900, 800, 700, 

600, 500, 400, 300, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.75, 7.87 µg mL-1 konsantrasyonlarda 

gallik asit ara stok standart çözeltileri hazırlandı. Hazırlanan standart çözeltilerinden 

50 μL alınarak önce üzerlerine 2.5 μL saf su eklendi sonra 250 μL 0.2 N’lik Folin-

Ciocalteu reaktifi eklenip karıştırıldıktan sonra 3 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 
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Devamında üzerine 750 μL % 7.5’lik Na2CO3 çözeltisinden eklenerek karışım iyice 

vortekslendi ve oda sıcaklığında 2 saat bekletildi. Sonrasında spektrofotometre cihazı 

kullanılarak 765 nm’de absorbans değerleri ölçüldü. Hazırlanan gallik asit standart 

çözeltilerinin absorbanslarının grafiğe geçirilmesiyle kalibrasyon grafiği elde edildi 

(𝑦 = 0,0531𝑥 − 0,0393 𝑅2 = 0,9986). Standart çözeltilere uygulanan işlemler aynı 

şekilde hem nZVI içermeyen kontrol besin ortamında hem de farklı nZVI 

konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş 

mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraktlar için de yapıldı. Her örnek 3’er tekrarlı 

olarak analiz edilerek ortalamaları alındı. Kör olarak saf su kullanıldı ve ekstraktın 

absorbans değerinden saf su absorbans değeri çıkarılarak absorbans farkları 

hesaplandı. Kalibrasyon grafiği (Şekil 3.3) kullanılarak ekstraktların toplam fenolik 

madde içeriği mg gallik asit eşdeğeri (GAE)/1 g ekstrakt ± standart hata (SE) olarak 

hesaplandı. 

 

 

Şekil 3.3: Toplam fenolik madde tayini hesaplaması için oluşturulan kalibrasyon 

eğrisi. 

 

3.2.5.3. Toplam Flavonoid Madde Tayini 

Ekstratkların toplam flavonoid madde miktarı Barros vd. (2007) rapor ettikleri 

çalışmadaki metod modifiye edilerek kuersetin (QE)’e eşdeğer olarak hesaplandı. İlk 

olarak kuersetin (%95 saflık) standartı saflık oranı göz önünde bulundurularak 

hazırlandı. Bunun için 10.52 mg kuersetin hassas terazide tartılarak 10 mL ethanolde 

çözüldü. Elde edilen ana stoktan 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 

450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 µg mL-1 konsantrasyonlarda ara stok 

standart çözeltiler hazırlandı. Her bir kuersetin konsantrasyonundan alınan 100 μL 
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örnek üzerine 400 μL saf su, 30 μL %5’lik NaNO2, 30 μL %10’luk AlCl3, 200 μL 1M 

NaOH ve 240 μL saf su eklendi ve karışım iyice vorteklendi ardından oda sıcaklığında 

karanlıkta 40 dakika inkübe edildi. Sonrasında spektrofotometre cihazı kullanılarak 

515 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü. Hazırlanan kuersetin standart 

çözeltilerinin absorbanslarının grafiğe geçirilmesiyle kalibrasyon grafiği elde edildi 

(𝑦 = 0,0066𝑥 − 0,0021 𝑅2 = 0,9964).  Standart çözeltilere uygulanan işlemler aynı 

şekilde hem nZVI içermeyen kontrol besin ortamında hem de farklı nZVI 

konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş 

mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraklar için de yapıldı. Her örnek 3’er tekrarlı 

olarak analiz edilerek ortalamaları alındı. Kör olarak saf su kullanıldı ve ekstraktın 

absorbans değerinden saf su absorbans değeri çıkarılarak absorbans farkları 

hesaplandı. Kalibrasyon grafiği (Şekil 3.4) kullanılarak ekstraktların toplam flavonoid 

madde içeriği mg kuersetin eşdeğeri (QE)/1 g ekstrakt ± standart hata (SE) olarak 

verildi. 

 

 

Şekil 3.4: Toplam flavonoid madde tayini hesaplaması için oluşturulan kalibrasyon 

eğrisi. 

 

3.2.5.4. Antioksidan Aktivite Tayini 

3.2.5.4.1. DPPH Yöntemiyle Antioksidan Kapasite Tayini 

Brand-Williams vd. (1995) yöntemine göre, analizler troloks (TE) eşdeğeri cinsinden 

hesaplandı. Öncelikle etanol:su (1:1, v/v) çözücüsünde 0.5 mM DPPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) stok çözeltisi hazırlandı. Bu DPPH stok çözeltisinden gerekli miktarda 
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taze olarak çözücüsüyle seyrelterek 0.1 mM DPPH çalışma çözeltisi hazırlandı. 

Sonrasında konsantrasyonu 800 µM olan Troloks (%97 saflık) ana stok standart çözelti 

olarak hazırlandı. Bunun için 2.6 mg Troloks hassas terazide tartılarak 12.6 mL 

methanolde çözüldü. Elde edilen ana stoktan dilüsyon yapılarak 700, 660, 620, 580, 

540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220, 180, 140, 100, 60, 20, 10 µM 

konsantrasyonlarda ara stok standart çözeltileri hazırlandı. Her bir troloks 

çözeltisinden 100 μL alınarak üzerine 900 μL DPPH  çalışma çözeltisi eklendi. Kör 

(kontrol) çözeltisi için ise 100 μL etanol:su (1:1, v/v) içerisine DPPH çalışma çözeltisi 

ilave edilmiştir. Hazırlanan tüm karışımlar bir dakika boyunca vortekslenerek 

homojen hale getirildi ve ardından 200 rpm’de oda sıcaklığında 30 dakika karanlık 

ortamda inkübe edildi. İnkübasyon sonunda spektrofotometre cihazı kullanılarak 525 

nm dalga boyunda absorbansları ölçüldü. Troloks standart çözeltilerinin her biri üç kez 

analiz edildi ve elde edilen ortalama değerler kullanıldı. Elde edilen absorbans 

değerlerinin ortalamasından körlerin ortalaması çıkarıldı. Bu standart çözeltilerin 

ortalama absorbans değerlerinden aşağıdaki denklem (3.1) kullanılarak %Radikal 

süpürmetroloks hesaplandı ve grafiğe geçirilmesiyle %Radikal süpürme-konsantrasyon 

türünden kalibrasyon grafiği oluşturuldu (𝑦 = 10,216𝑥 𝑅2 = 0,9999). Aynı işlemler 

nZVI içermeyen kontrol besin ortamında hem de farklı nZVI konsantrasyonlarını 

içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş mikrosürgünlerinden 

elde edilen ekstraklar için de yapıldı. 100 μL bitki ekstraktı üzerine 900 μL DPPH 

çalışma çözeltisi ilave edilerek standart çözeltilerle aynı basamaklar yapıldı. Her örnek 

3’er tekrarlı olarak analiz edilerek ortalamaları alındı. Elde edilen absorbansların 

değerlerinin ortalamasından körlerin ortalaması çıkarıldı ve aynı şekilde %Radikal 

süpürmeörnek hesaplandı. Kalibrasyon grafiğinden (Şekil 3.5) elde edilen doğru 

denklemiyle toplam antioksidan kapasite değerleri mg troloks eşdeğeri (TE)/1 g 

ekstrakt ± standart hata (SE) olarak verildi. 

%Radikal süpürme troloks/örnek = 
Abs kontrol−Abs troloks/örnek

Abs kontrol
× 100     (3.1) 
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Şekil 3.5: DPPH yöntemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplaması için oluşturulan 

kalibrasyon eğrisi. 

 

3.2.5.4.2. ABTS/TEAK (Troloks Eşdeğeri Antioksidan Kapasitesi ) 

Yöntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini 

Re vd. (1999) yaptıkları çalışmada rapor ettikleri gibi antioksidan aktivite değerleri 

troloks eşdeğeri cinsinden hesaplandı. Öncelikle 2,54 mM K2S2O8 (potasyum 

persülfat) içeren 7 mM ABTS stok çözeltisi suda hazırlandı. Elde edilen ABTS stok 

çözeltisi oda sıcaklığında ve karanlıkta 12-16 saat bekletildi (Re vd., 1999). ABTS 

çalışma çözeltisi hazırlamak için; 1.25 mL ABTS stok çözeltisinden alındı ve üzerine 

48.75 mL EtOH eklenip seyreltilerek, 734 nm’de 0.75-0.80 aralığında absorbans elde 

edilecek şekilde günlük taze olarak hazırlandı. Konsantrasyonu 800 µM olan Troloks 

(%97 saflık) ana stok standart çözelti olarak hazırlandı. Bunun için 2.6 mg Troloks 

hassas terazide tartılarak 12.6 mL methanolde çözüldü. Elde edilen ana stoktan 

dilüsyon yapılarak 700, 660, 620, 580, 540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220, 

180, 140, 100, 60, 20, 10 µM konsantrasyonlarda ara stok standart çözeltileri 

hazırlandı. Hazırlanan troloks standart çözeltilerinden 100 μL alınıp üzerine hazırlanan 

900 μL ABTS çalışma çözeltisinden ilave edildi ve bir dakika boyunca vorteksleme 

işlemi yapıldı. Kör çözeltisi için 100 μL etanol:su (1:1, v/v) üzerine ABTS çözeltisi 

eklendi. Devamında karanlık ortamda oda sıcaklığında çalkalayıcıda 200 rpm’de 30 

dakika boyunca inkübe edildikten sonra spektrofotometre cihazı kullanılarak 734 nm 

dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü. Troloks standart çözeltilerinin her biri üç 

kez analiz edildi ve elde edilen ortalama değerler kullanıldı. Bu standart çözeltilerin 

ortalama absorbans değerlerinden denlem (5.1) kullanılarak %Radikal süpürmetroloks 
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hesaplandı ve grafiğe geçirilmesiyle %Radikal süpürme-konsantrasyon türünden 

kalibrasyon grafiği oluşturuldu (𝑦 = 20,157𝑥 𝑅2 = 0,9992). 

Aynı işlemler nZVI içermeyen kontrol besin ortamında hem de farklı nZVI 

konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş 

mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraklar için de yapıldı. 100 μL bitki ekstraktı 

üzerine 900 μL ABTS çalışma çözeltisinden ilave edilerek yukarıda açıklandığı gibi 

standart çözeltilerle aynı basamaklar yapıldı. Her örnek 3’er tekrarlı olarak analiz 

edilerek ortalamaları alındı. Elde edilen absorbansların değerlerinin ortalamasından 

körlerin ortalaması çıkarıldı ve aynı şekilde %Radikal süpürmeörnek hesaplandı. 

Kalibrasyon grafiğinden (Şekil 3.6) elde edilen doğru denklemiyle toplam antioksidan 

kapasite değerleri mg troloks eşdeğeri (TE)/1 g ekstrakt ± standart hata (SE) olarak 

verildi. 

 

 

Şekil 3.6: ABTS yöntemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplaması için oluşturulan 

kalibrasyon eğrisi. 

 

3.2.5.4.3. CUPRAC (Bakır(II) İyonu İndirgeme Antioksidan 

Kapasite) Yöntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini 

CUPRAC yöntemiyle antioksidan aktivite tayini Apak vd. (2004) yaptıkları çalışmada 

geliştirdiği yönteme göre belirlenmiştir. Öncelikle suda 10 mM Cu(II)klorür çözeltisi 

ve 1 M Amonyum asetat çözeltisi (pH:7), %96’lık etanolde 7.5 mM Neokuproin (Nc) 

çözeltisi ve metanolde 800 µM troloks stok çözeltisi hazırlandı. Bunun için 2.6 mg 

Troloks hassas terazide tartılarak 12.6 mL methanolde çözüldü. Troloks çözeltisinden 

alınan farklı hacimlerle elde edilen farklı troloks konsantrasyonlarıyla standart 

çözeltiler elde edildi. Önce tüpün içerisinde hazırlanan troloks çözeltisi haricinde diğer 
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tüm çözeltilerden 1’er mL eklendi. Üzerine (x) mL örnek çözeltisi (veya troloks 

standart çözeltisi) ve (1.1-x) mL H2O ilave edildi. Referans çözeltide sadece 1.1 mL 

H2O ilave edildi. Toplam hacim 4.1 ml olacak şekilde çözeltiler hazırlandı ve iyice 

vortekslendi. Tüpler karanlık ortamda oda sıcaklığında bulunan çalkalayıcıda 200 

rpm’de 30 dakika boyunca çalkalandı. Sonrasında içinde örnek veya standart çözelti 

bulunmayan referans çözeltiye karşı spektrofotometrede 450 nm’de absorbans 

değerleri ölçüldü. Troloks standardının farklı konsantrasyonları üç defa analiz edildi 

ve ortalama değerler kullanıldı. Troloks standart çözeltilerinin absorbanslarının 

grafiğe geçirilmesiyle kalibrasyon grafiği elde edildi (𝑦 = 0,037𝑥 − 0,0046 𝑅2 =

0,999). Aynı işlemler nZVI içermeyen kontrol besin ortamında ve farklı nZVI 

konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş 

mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraktlar için de yapıldı ve toplam antioksidan 

kapasiteleri elde edilen kalibrasyon grafiği (Şekil 3.7) kullanılarak troloks eşdeğeri 

cinsinden hesaplandı ve mg troloks eşdeğeri (TE)/1 g ekstrakt ± standart hata (SE) 

olarak verildi. 

 

 

Şekil 3.7: CUPRAC yöntemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplaması için    

oluşturulan kalibrasyon eğrisi. 

 

3.2.5.4.4. FRAP (Demir(III) İndirgeme Antioksidan Gücü) 

Yöntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini 

FRAP yöntemiyle antioksidan aktivite tayini Benzie ve Strain (1996) yaptıkları 

çalışmada rapor ettikleri gibi belirlendi. Öncelikle deneyde kullanılacak olan 300 mM 

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

TPTZ (II) ve 15 mL 20 mM FeCl3.6H2O (III) çözeltileri hazırlandı. Sonrasında 
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etanolik FRAP reaktifi: I, II ve III çözeltileri sırasıyla; 10:1:1 oranında karıştırılarak 

hazırlandı (Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain, 1999). Konsantrasyonu 800 µM 

olan Troloks (%97 saflık) ana stok standart çözelti olarak hazırlandı. Bunun için 2.6 

mg Troloks hassas terazide tartılarak 12.6 mL methanolde çözüldü. Elde edilen ana 

stoktan 700, 660, 620, 580, 540, 500, 460, 420, 380, 340, 300, 260, 220, 180, 140, 100, 

60, 20, 10 µM konsantrasyonlarda ara stok standart çözeltileri hazırlandı. Farklı 

troloks konsantrasyonlarının absorbans farklarına karşı elde edilen kalibrasyon 

eğrisinden yararlanılarak, troloks eşdeğeri cinsinden toplam antioksidan kapasite 

olarak verildi. Hazırlanan troloks standart çözeltilerinden 100 μl alınıp üzerine 

hazırlanan 900 μl FRAP reaktifi çözeltisinden ilave edildi ve bir dakika boyunca 

vorteksleme işlemi yapıldı. Kör çözeltisi için 100 μl etanol:su (1:1, v/v) üzerine 900 

μl FRAP reaktifi çözeltisi eklendi. Devamında karanlık ortamda oda sıcaklığında 

bulunan çalkalayıcıda 200 rpm’de 40 dakika boyunca çalkalandıktan sonra 

spektrofotometre cihazı kullanılarak 593 nm dalga boyunda absorbans değerleri 

ölçüldü. Troloks standardının farklı konsantrasyonları üç defa analiz edildi ve ortalama 

değerler kullanıldı. Troloks standart çözeltilerinin absorbanslarının grafiğe 

geçirilmesiyle kalibrasyon grafiği elde edildi (𝑦 = 0,1064𝑥 − 0,0759 𝑅2 = 0,999). 

Aynı işlemler nZVI içermeyen kontrol besin ortamında ve farklı nZVI 

konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarında dört hafta kültüre edilen karayemiş 

mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraktlar için de yapıldı ve toplam antioksidan 

kapasiteleri elde edilen kalibrasyon grafiği (Şekil 3.8) kullanılarak troloks eşdeğeri 

cinsinden hesaplandı ve mg troloks eşdeğeri (TE)/1 g ekstrakt ± standart hata (SE) 

olarak verildi. 

 

 

Şekil 3.8: FRAP yöntemiyle antioksidan aktivite tayini hesaplaması için oluşturulan 

kalibrasyon eğrisi. 
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3.2.5.5. UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi 

UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi Bingöl Üniversitesi Merkezi Laboratuvar 

Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde yapılmıştır. Analiz Phenomenex® Gemini® 

kolonuna (100 mm × 2 mm iç çap, NX-C18 110 Å, 3 µm partikül boyutu) sahip 

Exactive Plus Orbitrap kütle spektrometresi kullanılarak gerçekleştirildi. Sıvı 

kromatografi-kütle spektrometresi (LC-MS) analizinde hareketli fazlar olarak, ultra 

saf su içerisinde %2 (v/v) oranında hazırlanmış glacial asetik asit (GFL 2004/Human 

Power 1) içeren Faz A ve %99,9 saf metanol (Sigma-Aldrich) içeren Faz B kullanıldı. 

Toplam analiz süresi 20 dakika olarak belirlendi ve gradyan programı şu şekilde 

uygulandı: 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 

µL, hareketli faz akış hızı 0.3 mL/dakika ve kolon sıcaklığı 30°C olarak ayarlandı. 

Orbitrap HRMS cihazı, ısıtılmış elektrosprey iyonizasyon arayüzü ile hem pozitif (Full 

MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modlarda çalıştırıldı. İyonizasyon 

parametreleri; 35 birim taşıyıcı gaz akış hızı, 7 birim yardımcı gaz akış hızı, 3.5 kV 

püskürtme voltajı, 350°C kapiler sıcaklık, 350°C yardımcı gaz sıcaklığı ve 50 

seviyesinde S-lens RF olarak ayarlandı. Kütle spektrometresi tarama aralığı 60–800 

m/z olup, 17.500 çözünürlük, 3 × 10⁶ ACG hedef değeri, 2 ms maksimum enjeksiyon 

süresi (IT) ve 25 V çarpışma enerjisi (CE)/adımlı çarpışma enerjisi kullanıldı. UHPLC-

Orbitrap®-HRMS/MS analiz yöntemi ile fenolik bileşiklerin kalibrasyon eğrileri 

oluşturulurken, 10-20-40-60-80-100-200-300-400-500 ng mL-1 konsantrasyonlarında 

standart çözeltiler hazırlanmış ve her biri üç kez enjekte edildi. Bitki ekstrakt 

çözeltileri, tüm analizler için metanol ile 1 mg mL-1 konsantrasyonuna seyreltildi, 

ardından 0.22 mikron PTFE şırınga filtresi ve 10 mL’lik şırınga ile süzüldü. Filtrasyon 

sonrası 1.5 mL çözelti vial içerisine aktarılarak cihaza enjekte edildi. Cihaz, sistem 

bilgisayarına kurulu Thermo Scientific’e ait TraceFinder 3.2 yazılımı ile eşzamanlı 

olarak çalıştırılmış, veri edinimi ve kaydı ise Xcalibur 2.1.0.1140 yazılımı aracılığıyla 

gerçekleştirildi (Dursun vd., 2024).  

3.2.6. Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi 

Besin ortamına eklenen nZVI’yı bitkinin ortamdan alarak ve dokularına taşıdığını 

göstermek amacıyla TEM analizi yapıldı. Bunun için karayemiş sürgün uçlarının nZVI 
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içermeyen (kontrol) ve 25 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında 4 hafta kültürleme 

sonrasında mikrosürgünlerden alınan yaprak kesitlerinden analiz gerçekleştirildi. Bu 

analiz Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Araştırma Laboratuvarı Uygulama ve 

Araştırma Merkezi'nden (ARUM) hizmet alımı yapılarak Jeol 1220 Jem marka TEM 

cihazıyla gerçekleştirildi. Yaprak kesitleri ARUM’a gönderilmeden önce fiksasyonu 

yapıldı. Kesilen yaprak doku parçalarının (Şekil 3.9) üzerini tam kapatacak şekilde 

fiksatif solüsyonu (%2.5 gluteraldehitli PBS solüsyonu) konuldu ve bu şekilde bir gece 

4oC’de bekletildi. Ertesi gün fiksatif solüsyonu çekilip yine dokuların üzerini örtecek 

kadar PBS solüsyonu eklendi ve 15 dakika 4oC’de bekletildi. Bu yıkama işlemi 3 kez 

tekrarlandı ve en son dokuların üzerine yine PBS solüsyonu eklenerek soğuk zincirle 

ARUM’a gönderildi. 

 

 

Şekil 3.9: TEM analizine gönderilmek üzere mikrosürgün yaprak dokularından alınan 

kesitlerin görüntüsü. 

 

3.2.7. İndüktif Eşleşmiş Plazma-Kütle Spektroskopisi (ICP-MS) 

Analizi 

Besin ortamına eklenen nZVI’nın bitki dokularındaki demir birikimine olan etkisinin 

kantitatif olarak belirlenmesi için ICP-MS analizi gerçekleştirilmiştir. Analizler, 

ARUM bünyesinde Thermo Scientific iCAP RQ cihazı kullanılarak yürütülmüştür. 

Analiz için, kontrol grubunda nZVI içermeyen besin ortamı, deney grubunda ise 25 

mg L⁻¹ nZVI içeren besin ortamı kullanılmıştır. Her iki grupta da 100'er adet sürgün 

ucu, toplam 4 hafta boyunca kültüre alınmıştır. Kültür süresinin sonunda elde edilen 

mikrosürgünler, 30°C sıcaklıkta karanlık koşullarda kurutulmuş ve demir içeriklerinin 

belirlenmesi amacıyla ICP-MS analizine tabi tutulmuştur. 
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TEM ve ICP-MS analizleri bütçe kısıtından dolayı sadece 25 mg L-1 nZVI 

konsantrasyonunda kültürlenen karayemiş sürgün uçları kullanılarak gerçekleştirildi. 

Bu deneylerde tüm besi ortamlarında 1 mg L-1  BA kullanıldı. 

3.2.8. İstatistiksel Analizler 

Karayemiş mikroçoğaltımı için etkili BA konsantrasyonun belirlenmesi ve karayemiş 

sürgün uçlarının proliferasyonuna nZVI’nın etkisinin belirlenmesi çalışmalarında, her 

deney için en az 10 sürgün ucu kullanıldı ve denemeler en az beş kez tekrarlandı. 

Fenolik ve flavonoid içeriklerinin analizi ve antioksidan aktivitenin değerlendirilmesi 

en az üç kez gerçekleştirildi. Parametrik olmayan veriler (proliferasyon yüzdeleri) ki-

kare (X2) testi ile analiz edildi. Ayrık veriler (eksplant başına mikrosürgün sayısı, 

mikrosürgün uzunluğu, flavonoid ve fenolik içerikler ve antioksidan aktivite 

sonuçları) ortalama karşılaştırmalar için P ≤ 0,05'te en az önemli fark (LSD) testi ile 

varyans analizine (ANOVA) tabi tutuldu. Grafikler GraphPad Prism 8 yazılımı 

kullanılarak oluşturuldu. 
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4.1. Tohum Sterilizasyonu ve Çimlendirme 

Sterilizasyonu tamamlanan tohumların testaları çıkarılmadan çimlenme besin 

ortamına yerleştirildiğinde, bazı tohumlar testanın varlığı nedeniyle kontamine oldu. 

Bu nedenle, sterilizasyondan sonra tohumların testaları çıkarıldı. Tohumlar 

kesilmeden büyüme ortamına yerleştirildiğinde, görünür bir gövde veya kök oluşumu 

olmaksızın sadece kallus oluşumu gözlemlendi (Şekil 4.1a). Sonuç olarak, çimlenmeyi 

etkileyen en kritik faktörlerden biri, tohumların embriyoya zarar vermeden bir bisturi 

yardımıyla yatay olarak kesilmesi olduğu anlaşıldı (Şekil 4.1b, c, d, e). Bu prosedürlere 

tabi tutulan embriyoların çimlenme oranı %85 oldu. Ortalama çimlenme süresi ise 

yaklaşık 3-4 hafta olduğu görüldü (Şekil 4.1f). 

 

 

Şekil 4.1: Çimlenme ortamında tohumların çimlendirilmesi a) Sterilize edilmiş 

tohumlar kesilmeden çimlenme ortamına konulduktan iki hafta sonra, b) 

Tohumun bisturi yardımıyla enlemesine kesilmesi, c) Kotiledon 

kesildikten sonra testaların çıkarılması, d) Kültür ortamında embriyo 

içeren ikiye bölünmüş ve testa içermeyen kotiledonlar, e) Çimlenme 

ortamında 2-3 hafta sonra embriyoların çimlenmeye başlaması, f) 

Çimlenen embriyoların 4 hafta sonraki görüntüsü. 

4.  BULGULAR 
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4.2. Karayemiş Bitkilerinin in vitro Mikroçoğaltımı 

Karayemiş bitkisinin in vitro mikroçoğaltımı için optimum BA konsantrasyonu 

belirlenmesi için in vitro koşullarda çimlendirilen karayemiş bitkilerinden kesilen 

sürgün uçları 1, 2 ve 4 mg L-1 konsantrasyonlarını içeren farklı MS besi ortamlarında 

kültüre edildi. Dört hafta kültürden sonra karayemiş mikrosürgünlerinden yapılan 

ölçümler sonucunda, diğer test edilen konsantrasyonlarla karşılaştırıldığında en etkili 

konsantrasyon 1 mg L-1 olarak belirlendi. Eksplant başına çoğalan mikrosürgünlerin 

ortalama sayısında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına rağmen, en yüksek 

proliferasyon yüzdesi (%82), en yüksek SFC indeksi (1,09) ve en uzun mikrosürgünler 

1 mg L-1 BA içeren MS besin ortamında dört hafta kültürlenen sürgün uçlarından elde 

edildi (Şekil). Bundan dolayı karayemiş sürgünleri her dört haftada bir 1 mg L-1 BA 

ile desteklenen MS ortamına alt kültüre edilerek mikroçoğaltımı gerçekleştirildi (Şekil 

6.2). 

 

 

Şekil 4.2: Mikroçoğaltım ile elde edilen karayemiş bitkileri. a) Alt kültürü yapılan ve 

yeni MS besin ortamına alınan bitkiler, bar = 1cm b) Kültür kaplarındaki 

karayemiş bitkilerinin bitki büyütme odasındaki görüntüleri. 
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Şekil 4.3: Farklı BA konsantrasyonlarının dört haftalık kültürden sonra karayemiş 

sürgün uçlarının in vitro proliferasyonu üzerindeki etkisia. 

 

a Her deneme en az 50 eksplant ile gerçekleştirildi. 

b Her sütundaki farklı harfler, ki-kare testi (X2) ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılıkları (P≤0,05) gösterir. 

c Her sütundaki farklı harfler, LSD testi ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıkları (P≤0,05) gösterir. 

d Ortalama ± standart hata 

e Sürgün oluşturma kapasitesi (SFC)= (prolifiye olan eksplantların yüzdesi × eksplant 

başına proliferiye olan sürgünlerin ortalama sayısı)/100 (Lambardi vd., 1993). 
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4.3. Karayemiş Sürgün Uçlarının Proliferasyonuna 

nZVI'nın Etkisinin in vitro Koşullarda Belirlenmesi 

Karayemiş sürgün uçlarının proliferasyonuna nZVI’nın etkisinin belirlenmesi için 1 

mg L-1 BA ve 12.5, 25, 50, 75, 100 mg L-1 olmak üzere beş farklı nZVI konsantrasyonu 

içeren ve kontrol olarak hiç nZVI bulunmayan sadece 1 mg L-1 BA içeren MS besin 

ortamında sürgün uçları dört hafta kültürlendi. Hiç nZVI içermeyen besin ortamında 

kültürlenen kontrol bitkileri ile karşılaştırıldığında, nZVI'nin tüm konsantrasyonlarının 

in vitro karayemiş sürgün uçlarının proliferasyonu üzerinde olumlu bir etkiye sahip 

olduğu görüldü (Şekiller 4.4 ve 4.5). Tüm sonuçlar grafik şeklinde Şekil 4.5’de verildi. 

En yüksek proliferasyon yüzdesi (%85,15) 75 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında 

kültürlenen mikrosürgünlerden elde edilirken, en düşük değer (%72,94) kontrol 

mikrosürgünlerinde gözlemlendi. Eksplant başına prolifiye olan mikrosürgünlerin 

ortalama sayısı kontrol ile karşılaştırıldığında, nZVI içeren besi ortamlarında 

kültürlenen sürgün uçlarında daha fazlaydı. Eksplant başına en yüksek çoklu 

mikrosürgün sayısı (2,04) 25 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında kültürlenen sürgün 

uçlarından elde edildi. Besin ortamına 25 mg L-1 nZVI ilavesi aynı zamanda, 

eksplantların sahip olduğu en yüksek SFC indeksini (1,66) verirken, en düşük SFC 

indeksi değeri kontrol için hesaplandı (1,03). 50 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında 

kültürlenen sürgün uçları, kontrol ile kıyaslandığında en büyük ortalama mikrosürgün 

uzunluğuna (5,10 mm) sahip olduğu görüldü. Ayrıca, 25 ve 50 mg L-1 nZVI içeren 

besin ortamında kültüre edilen mikrosürgünlerin, diğer gruplardaki mikrosürgünlerden 

daha büyük ve daha geniş yaprakları olduğu görüldü (Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4: Farklı MS besi ortamlarında karayemiş sürgün uçlarının dört hafta 

kültürlenmesi sonrasında prolifiye olan mikrosürgünlerden birer petri 

görselidir. Kullanılan tüm besi ortamlarında 1 mg L-1 BA vardır. a) 

Kontrol (nZVI içermeyen), b) 12,5 mg L-1 nZVI, c) 25 mg L-1 nZVI, d) 

50 mg L-1 nZVI, e) 75 mg L-1 nZVI ve f) 100 mg L-1 nZVI içeren besi 

ortamlarında kültürlenen mikrosürgünlerden birer görsel verilmiştir. Bar = 

1 cm. 
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Şekil 4.5: Farklı nZVI konsantrasyonlarının dört haftalık kültürden sonra karayemiş 

sürgün uçlarının in vitro proliferasyonu üzerindeki etkisia. 

 

a Her deneme en az 100 eksplant ile gerçekleştirildi. 

b Her sütundaki farklı harfler, ki-kare testi (X2) ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılıkları (P≤0,05) gösterir. 

c Her sütundaki farklı harfler, LSD testi ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıkları (P≤0,05) gösterir. 

d Ortalama ± standart hata 

e Sürgün oluşturma kapasitesi (SFC)= (prolifiye olan eksplantların yüzdesi × eksplant 

başına prolifiye olan sürgünlerin ortalama sayısı)/100 (Lambardi vd., 1993). 
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4.4. Karayemiş Mikrosürgünlerinin Toplam Fenolik,  

Flavonoid İçeriklerinin ve Antioksidan Enzim 

Aktivitelerinin Belirlenmesi 

Diğer nZVI konsantrasyonlarına kıyasla en düşük sürgün ucu proliferasyon yüzdesi 

100 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında kültürlenen mikrosürgünlerden elde 

edilmesinden dolayı, toplam fenolik, flavonoid içerik ve antioksidan aktivite testleri 5 

grup için (kontrol ve 12.5, 25, 50 ve 75 mg L-1 nZVI) gerçekleştirildi, 100 mg L-1 nZVI 

bu deneylere dahil edilmedi. Yapılan dört farklı antioksidan aktivite test sonucuna ve 

toplam fenolik ve flavanoid içeriği test sonucuna göre en yüksek değerler 25 mg L-1 

nZVI konsantrasyonunda elde edilirken, 12.5 mg L-1 nZVI ile muamele edilen sürgün 

uçlarının ise toplam flavonoid içeriği, DPPH ve FRAP antioksidan aktivite sonuçları 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış gösterdi. Diğer test edilen nZVI 

konsantrasyonları ise kontrol grubuna göre daha düşük sonuçlar verdi. Bütün deney 

grupları için fenolik, flavonoid ve antioksidan aktivite testlerinin sonuçları Tablo 

4.1’de verildi. 

Kontrol bitki grubundaki toplam fenolik bileşik içeriği 130.80 mg GAE/g ekstrakt iken 

kültür ortamına 25 mg L-1 nZVI eklenmesi fenolik bileşik içeriğini 140.09 mg GAE/g 

ekstrakt’a yükseltti. Benzer şekilde, toplam flavonoid bileşik içeriği de 25 mg L-1 nZVI 

ilavesiyle artış gösterdiği görüldü, kontrol grubunda 269.85 mg QE/g ekstrakt iken, 

297.12 mg QE/g ekstrakta çıktı. DPPH, ABTS⁺, CUPRAC ve FRAP antioksidan 

aktivite test sonuçlarına bakıldığında kültür ortamına 25 mg L-1 nZVI ilavesinin 

antioksidan aktiviteyi arttırdığı görüldü. DPPH testinde kontrol bitki ekstraktlarında 

antioksidan aktivite 185.87 mg TE /g ekstrakt hesaplanırken, 25 mg L-1 nZVI 

uygulanan bitki ekstraktlarında ise 210.68 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandı. Aynı 

şekilde, ABTS⁺ antioksidan aktivite değeri kontrol grubunda 147.30 mg TE /g 

ekstrakt, 25 mg L-1 nZVI uygulamasında 150.07 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandı. 

Kontrol grubunda CUPRAC antioksidan aktivite değeri 238.49 mg TE /g ekstrakt, 25 

mg L-1 nZVI ile 266.95 mg TE /g ekstrakt’a yükseldi. Benzer şekilde, FRAP 

antioksidan aktivite değeri kontrol grubunda 144.66 mg TE /g ekstrakt, 25 mg L-1 

nZVI uygulamasında 154.93 mg TE /g ekstrakt olarak hesaplandı.



 

 

 

 

Tablo 4.1: Karayemiş mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraktların toplam fenolik ve flavonoid içerikleri ve antioksidan enzim aktivitelerine 

ilişkin sonuçlara. 

nZVI 

konsantrasyonları 

TPC 

(mg GAE g-1 

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

TFC 

(mg GAE g-1  

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

DPPH 

(mg TE g-1  

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

ABTS 

(mg TE g-1  

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

CUPRAC 

(mg TE g-1  

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

FRAP 

(mg TE g-1  

ekstrakt)b 

(M ± SE)c 

Kontrol 130.80 ± 0.43b 269.85 ± 6.94c 185.87 ± 4.66c 147.30 ± 2.08ab 238.49 ± 2.86b 144.66 ± 0.11c 

12.5 mg L-1 131.55 ± 1.15b 280.45 ± 5.46b 198.52 ± 2.71b 149.47 ± 2.67a 234.16 ± 6.58bc 148.79 ± 0.47b 

25 mg L-1 140.09 ± 0.43a 297.12 ± 6.94a 210.68 ± 3.94a 150.07 ± 1.49a 266.95 ± 4.50a 154.93 ± 0.96a 

50 mg L-1 124.02 ± 0.43c 244.09 ± 1.52d 170.60 ± 2.89d 137.03 ± 1.90b 225.87 ± 7.67c 127.61 ± 0.99e 

75 mg L-1 120.50 ± 2.42d 209.24 ± 8.02e 171.79 ± 1.24d 135.26 ± 1.49b 210.74 ± 5.33d 137.64 ± 0.96d 

 

a Her deneme en az 3 kez gerçekleştirilmiştir. 

b Her sütundaki farklı harfler LSD testine sonucuna göre istatistiksel olarak anlamlı farklılıkları (P≤0.05) göstermektedir. 

c Ortalama ± standart hata

5
0
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4.5. UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS analizi 

Bitki ekstraktlarından toplam 15 fenolik metabolitin miktar analizi UHPLC-

Orbitrap®-HRMS/MS yöntemiyle yapıldı ve tüm deney gruplarının içerdiği fenolik 

bileşik miktarları Tablo 4.2’de verildi. Toplam fenolik ve flavonoid içeriği ve 

antioksidan aktivite testlerinde olduğu gibi 100 mg L-1 nZVI ile muamele edilmiş 

sürgün uçlarının ekstraktının analizi yapılmadı. Genel olarak sonuçlara bakıldığında, 

kontrol grubuna göre 8 fenolik bileşiğin miktarı nZVI uygulanan gruplarda arttığı fakat 

75 mg L-1 nZVI ile muamele edilen bitki ekstraktında seviyelerinin azaldığı görüldü. 

Kontrol grubunda kafeik asit içeriği 72.94 µg analit/g ekstrakt iken, 12.5 mg L-1 nZVI 

uygulamasında 76.61 µg analit/g ekstrakt, 25 mg L-1 nZVI uygulamasında ise 86.90 

µg analit/g ekstrakt olarak ölçüldü. Klorojenik asit içeriği kontrol grubunda 29681.59 

µg analit/g ekstrakt olmasına rağmen, bu değer 12.5, 25 ve 50 mg L-1 nZVI ile 

muamele edilen bitkilerde sırasıyla 34221.77, 39582.97 ve 32731.21 µg analit/g 

ekstrakt olarak çıktı; ancak 75 mg L-1 nZVI uygulamasında 8511.04 µg analit/g 

ekstrakt’a düştü. Benzer şekilde, kontrol bitki grubunun rutin içeriği 111.57 µg 

analit/g ekstrakt olmasına rağmen, 12.5, 25 ve 50 mg L-1 nZVI uygulamalarıyla 

sırasıyla 182.61, 183.67 ve 153.45 µg analit/g ekstrakt’a yükseldi, ancak yine aynı 

şekilde 75 mg L-1 nZVI uygulanan bitkilerde 78.77 µg analit/g ekstrakta düştü. 

Izokuersetin miktarı kontrol grubunda 351.51 µg analit/g ekstrakt olarak ölçülmesine 

rağmen; 12.5, 25, 50 ve 75 mg L-1 nZVI ile muamele edilen bitki ekstraktlarında 

miktarı sırasıyla 414.98, 528.75, 527.76 ve 447.27 µg analit/g ekstrakt olarak ölçüldü. 

Eriodiktyol miktarı kontrol grubunda 109.10 µg analit/g ekstrakt olarak ölçüldü. 12.5, 

25 ve 50 mg L-1 nZVI uygulamalarında miktarı sırasıyla 147.61, 260.67 ve 215.83 µg 

analit/g ekstrakt’a yükseldi; ancak 75 mg L-1 nZVI uygulamasında miktarı 95.38 µg 

analit/g ekstrakt’a düştü. Yine aynı şekilde kuromanin içeriği kontrol grubunda 84.35 

µg analit/g ekstrakt iken, bu değer 12.5, 25 ve 50 mg L-1 nZVI uygulamalarında 

sırasıyla 127.83, 131.00 ve 115.69 µg analit/g ekstrakt’a yükseldi, 75 mg L-1 nZVI 

uygulamasında ise içeriği 69.69 µg analit/g ekstrakt’a düştü. Bütün bu bileşiklerin 

nZVI uygulaması sonucunda kontrol grubuna kıyasla kaç kat arttığı ve azaldığı Tablo 

4.3’de verilmiştir. 

Ayrıca iki fenolik bileşik kontrol grubunda hiç yokken nZVI uygulaması yapılmış 

bütün deney gruplarında çıktı. Kontrol bitkilerinde kuersetin metaboliti tespit 
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edilemezken, 12.5, 25, 50 ve 75 mg L⁻¹ nZVI ile muamele edilen bitki gruplarında 

sırasıyla 5.93, 6.73, 8.62 ve 6.30 µg analit/g ekstrakt düzeyinde kuersetin tespit edildi. 

Benzer şekilde, kontrol grubunda nikotiflorin metaboliti bulunmazken, bu metabolit 

12.5, 25, 50 ve 75 mg L⁻¹ nZVI uygulanan bitkilerde miktarları sırasıyla 74.81, 71.26, 

75.00 ve 33.08 µg analit/g ekstrakt olarak tespit edildi. 

 

Tablo 4.2: Karayemiş mikrosürgünlerinden elde edilen ekstraktların UHPLC-

Orbitrap®-HRMS/MS yöntemiyle belirlenen fenolik bileşiklerin 

miktarları (*kontrol bitki grubuna kıyasla anlamlı farklılık gösteren 

metabolitler), Nd (Not detected): Miktar tespit sınırının altında 

kalmasından dolayı tespit edilemedi. 

Bileşikler  

(µg analit/g ekstrakt) 

nZVI konsantrasyonları (mg L-1) 

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 

Kateşin 

(Cianidanol)-p 

3658,11 3010,75 2854,54 2776,16 2878,00 

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 

*İzokuersetin 351,51 414,98 528,75 527,76 447,27 

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 miktarları belirlenen 6 fenolik 

bileşiğin kontrol grubuna kıyasla nZVI uygulanan deney gruplarında kaç 

kat arttığının veya azaldığının sayısal olarak gösterilmesi. 

nZVI 

konsantrasyonu 

(mg L-1) 

Kafeik 

asit 

Klorojenik 

asit 
Rutin İzokuersetin Eriodiktyol Kuromanin 

12.5 1.05 1.15 1.64 1.18 1.35 1.52 

25 1.2 1.33 1.65 1.5 2.4 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. Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi   

Karayemiş mikrosürgünlerinden elde edilen yaprak kesitleri ARUM’da boyandı ve 

geçirimli elektron mikroskobu kullanılarak yüksek çözünürlükle görüntüleri alındı. 

Kontrol mikrosürgün yapraklarından ve 25 mg L-1 nZVI içeren besin ortamında 

kültürlenen mikrosürgün yapraklarından alınan kesitlerin görüntülerinden görseller 

aşağıda verildi (Şekil 4.6, 4.7 ve 4.8). Görüntülerdeki koyu olan yerler elektronca 

yoğun olan yerlerdir. Hem kontrol hem de nZVI uygulanan yaprak kesit görüntülerine 

genel olarak bakıldığı zaman kloroplastların ve mitokondrilerin sağlıklı olduğu 

görüldü. Uzun yassı yapılar kloroplastlardır ve içindeki koyu yuvarlak tanecikler 

plastoglobulin, belirgin olarak görünen büyük yapılar ise nişastadır. Büyük beyaz 

yapılar ise kofuldur. TEM görüntülerinde NP’lerin kontrastı yüksektir ve koyu 

yuvarlak yapılar olarak gözükürler. Görüntülere bakıldığında koful içinde, hücreler 

arası boşlukta, mitokondrinin içinde gibi birçok yerde NP yapıları görüldü (Şekil 4.7 

ve 4.8). Kontrol yaprak kesitlerinde ise NP benzeri kontrastı yüksek yapılar görülmedi 

(Şekil 4.6). 



 

54 

 

 

Şekil 4.6: Kontrol mikrosürgününden alınan yaprak kesitinin TEM görüntüleri. N: 

Hücre çekirdeği, V: koful, Cp: Kloroplast ve Cw: Hücre duvarı. 

 

 

Şekil 4.7: nZVI’lı ortamda kültürlenen mikrosürgünden alınan yaprak kesitinin TEM 

görüntüsü. Kırmızı okla işaretli olan yerler hücre içine alınan nZVI’ların 

görüntüleridir. Cw: Hücre duvarı, V: koful ve M: Mitokondri. 
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Şekil 4.8: nZVI’lı ortamda kültürlenen mikrosürgünden alınan yaprak kesitinin TEM 

görüntüsü. Kırmızı işaretli yerler, mitokondri içinde ve hücre duvarının 

yanında görüntülenen nZVI’dır. Cw: Hücre duvarı, V: koful, M: 

Mitokondri ve Cp: Kloroplast. 

 

4.7. İndüktif Eşleşmiş Plazma-Kütle Spektroskopisi (ICP-

MS) Analizi 

Kontrol yani nZVI içermeyen besin ortamında ve 25 mg L-1 nZVI içeren besin 

ortamında 4 hafta kültürlenen mikrosürgünlerden bitki dokularındaki Fe elementinin 

miktarını ölçmek amacıyla ICP-MS analizi yapıldı. Her iki deney grubundaki 

kurutulmuş bitki dokuları öncelikle mikrodalga yöntemi kullanılarak uygun asitlerle 

parçalanıp sonrasında suyla çözerek analiz için hazır hale getirildi. Ölçüm sonuçları 

aşağıdaki Tablo 4.3’de sunuldu. 

 

Tablo 4.4: ICP-MS analizi sonucunda toplam bitki dokularındaki Fe miktarı. 

 

Numune konsantrasyonu, genellikle analiz edilen sıvının içerdiği toplam çözünmüş 

madde miktarıdır. Toplam madde miktarının içindeki Fe miktarı ise kontrol grubunda 

14.386 ppb çıkarken, 25 mg L-1 nZVI ile muamele edilen bitki grubunda 14.226 ppb 

çıktı. 

Deney grubu 
Mikrosürgünlerin 

kuru ağırlığı (gr) 

Numune 

konsantrasyonu (ng/ml, 

ppb) 

Fe miktarı 

(ng/ml, ppb) 

Kontrol 0,612 37440 14.386 

25 mg L-1 nZVI 0,815 44600 14.226 
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Dünya çapında popüler bir süs bitkisi olan karayemişin (Prunus laurocerasus) 

yetiştiriciliği, tıbbi açıdan önemli fenolik bileşenler içermesi nedeniyle 

yaygınlaştırılmalıdır. Bunun için geleneksel çoğaltma yöntemlerine ek alternatif 

yöntemler belirlenmelidir. Önceki çalışmalarda, geleneksel çoğaltma yöntemlerinden 

daha hızlı ve etkili olan alternatif bir in vitro çoğaltma yöntemi geliştirilmiştir 

(Sulusoglu, 2012; Sulusoglu ve Cavusoglu, 2013). Embriyo kültürü üzerine yapılan 

çalışmada, karayemiş tohumlarının testaları çıkarılıp ve embriyoyu içermeyen kısmı 

olacak şekilde kotiledonların yarısı kesilerek embriyolar kültüre edilmiştir (Sulusoglu, 

2012). Tez çalışmasında tohum sterilizasyonu ve çimlendirme çalışma sonuçlarına 

bakıldığında uygulanan bu aşamaların karayemiş embriyosunun in vitro koşullarda 

başarılı olarak çimlenmesi için önemini bir kez daha vurgulandı.  

NP’lerin doku kültüründe bitki büyümesini ve proliferasyonunu artırmak dahil birçok 

kullanımı mevcuttur fakat nZVI'nın in vitro çoğaltma verimliliğini artırmadaki 

potansiyeli üzerine herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Aynı zamanda, in vitro 

olarak çimlendirilen karayemiş bitkilerinin mikroçoğaltım verimliliğinin artırılması 

için herhangi bir çalışma yapılmamıştır. nZVI'nın bitki büyümesi ve metabolizması 

üzerindeki etkileriyle ilgili in vitro çalışmalar sınırlı olmasına rağmen, sera ortamında 

(toprakta ve hidroponik sistemde) yapılan araştırmalar nZVI'nın bitki gelişimini teşvik 

ettiğini ve biyokütleyi artırdığını göstermektedir. Bu çalışmada, nZVI'nın karayemiş 

sürgün uçlarının proliferasyonu üzerindeki etkisi in vitro ortamda incelenmiştir. 

Bulgular bitki büyümesi üzerinde toksik bir etki göstermediğini ve hatta düşük 

konsantrasyonlarda bitki büyümesini ve gelişimini teşvik ettiğini ortaya koymuştur. 

Çalışmamızın sonuçları literatürde bildirilen diğer bitkilerle (örneğin; hibrit kavak, 

hasır otu, pirinç ve yer fıstığı) yapılan çalışmalarla örtüşmektedir; bu çalışmalarda 

nZVI'nın düşük konsantrasyonlarda uygulanmasının (bitki türüne bağlı olarak 

optimum konsantrasyon farklılık gösterebilir) genellikle bitki gelişimini teşvik ettiğini 

ortaya koymuştur. 

Proliferasyon sonuçlarımıza göre karayemiş sürgün uçlarına uygulanan nZVI 

konsantrasyonu arttırıldıkça, bitki büyümesi ve çoğalması üzerindeki olumlu etki 

azalarak; eksplant başına çoğalan mikrosürgün sayısında ve SFC indeksinde düşüşe 

5.  SONUÇLAR VE TARTIŞMA 
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yol açmıştır. Yani 25 mg L-1 nZVI ile muamele edilen mikrosürgünler en yüksek SFC 

indeksine (1.66) sahipken, 100 mg L-1 nZVI ile elde edilen mikrosürgünlerde en düşük 

SFC indeksi (1.32) gözlenmiştir. Bu nedenle, karayemişin in vitro mikroçoğaltımı için 

optimum nZVI konsantrasyonu 25 mg L-1 olarak belirlenmiştir. Benzer şekilde, pirinç 

tohumlarına farklı konsantrasyonlardaki nZVI ile “nanopriming” uygulaması yapılan 

bir çalışmada, bitki gelişimi ve büyümesi için optimum konsantrasyon 20 mg L-1 nZVI 

olarak bulunmuştur. Bu konsantrasyonla “nanopriming” sonucu gelişen 14 günlük 

fidelerin kök ve sürgün uzunluğunun, fotosentetik pigment içeriğinin ve 

biyokütlelerinin kontrol bitkilerine kıyasla arttığı gösterilmiştir. nZVI’nın pirinç 

fideleri üzerindeki pozitif etkilerinin 80 mg L-1 nZVI ile nanopriming işlemi yapılan 

tohumlardan gelişen fidelerde azaldığı gözlemlenmiştir, bu sonuç yine bizim 

bulgularımızı desteklemektedir (Guha vd., 2018). Bu çalışmayı takip eden yine aynı 

ekibin başka bir çalışmasında, nanopriming uygulanan tohumlardan gelişen pirinç 

bitkilerinin tarlada daha geniş yapraklara ve daha fazla biyokütleye sahip olduğu 

gösterilmiştir (Guha vd., 2021). Bizim çalışmamızda da, 4 haftalık kültürlenme 

sürecinden sonra, nZVI içeren ortamda gelişen mikrosürgünler, genel olarak 

bakıldığında kontrol mikrosürgünlerine kıyasla daha geniş yapraklara sahipti ve daha 

büyüklerdi (Şekil 4.4). Mikroçoğaltma bulgularıyla tutarlı olarak, en büyük yapraklar 

25 ve 50 mg L⁻¹ nZVI uygulanan sürgün uçlarından gelişen mikrosürgünlerde 

gözlenmiştir. Ayrıca literatürdeki çoğu çalışma (Libralato vd., 2015; Yoon vd., 

2019), nZVI ile muamele edilen bitkilerde daha büyük yapraklar ve artan biyokütle 

elde edildiğini bildirmiştir. Bu sonuçlar, nZVI uygulamasıyla plazma zarındaki H⁺-

ATPaz aktivitesindeki artışa bağlı olarak yaprak alanı ve stomal açıklığın artmasıyla 

ilişkili olabilir (Kim vd., 2014). Ek olarak, nZVI ile muamele edilen bitkilerde 

gözlenen artmış antioksidan özellikler, stres toleransının ve bitki direncinin artmasına 

katkı sağlayarak bitki gelişimini destekleyebilir (Guha vd., 2018). 

Bitkisel kaynaklı ikincil metabolitler; ilaç etken maddeleri, gıda katkı maddeleri ve 

aromalar gibi ürünler dahil olmak üzere endüstriyel üretim için kaynak olarak 

kullanılabilir. Çeşitli biyotik ve abiyotik stres faktörleri, bitkilerde oksidatif strese yol 

açarak ikincil metabolitler olan fenolik bileşiklerin sentezlenmesini arttırabilir. Kültür 

ortamında stres koşulları, elisitörler kullanılarak taklit edilebilir ve bu sayede ikincil 

metabolit üretimi artırılabilir. Elisitör olarak NP'lerin kültür ortamına eklenmesi, bitki 

hücre zarında yer alan özgül reseptörlerle etkileşime girerek kalsiyum (Ca²⁺) 
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iyonlarının hücre içine taşınımını tetikler. Bu iyon akışı, NADPH oksidaz enziminin 

aktivasyonunu sağlayarak reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumuna yol açar. Sinyal 

molekülleri olarak görev yapan ROS’lar, gen ekspresyonunun transkripsiyonel 

düzeyde yeniden düzenlenmesini sağlayarak ikincil metabolit sentezini artırır (Prasad 

vd., 2024). Birçok çalışma, demir bazlı NP’lerin ikincil metabolit üretimini artırdığını 

göstermiştir (Almagro vd., 2020; Khan vd., 2021; Moharrami vd., 2017; 

Mohebodini vd., 2017; Nourozi vd., 2019; Sharafi vd., 2013; Taghizadeh vd., 

2021). Ancak, bitki hücrelerinde yüksek düzeyde ROS bulunması zararlıdır; genellikle 

oksidatif strese neden olur ve bu da hücresel hasara, nihayetinde ise hücre ölümüne 

yol açar. Buna karşılık, düşük konsantrasyonlarda ROS sinyal molekülü olarak önemli 

roller oynar; hücre bölünmesi, farklılaşma ve organogenez gibi fizyolojik süreçleri 

destekler. Ayrıca, bitki hormon düzeylerinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin 

düzenlenmesine katkı sağlayarak, bitki büyümesini ve çevresel uyaranlara karşı 

adaptasyonunu desteklerler (Huang vd., 2019). Bu çalışmanın sonuçları, karayemiş 

sürgün uçlarının nZVI ile muamelesi ikincil metabolit üretimini artırdığını 

göstermiştir. Özellikle, 25 mg L-1 nZVI ile muamele edilen sürgün uçlarının, kontrol 

grubuna kıyasla en yüksek fenolik ve flavonoid içeriğe sahip olduğu gösterildi. Aynı 

zamanda bu grup en yüksek antioksidan aktivite değerini de göstermiştir. Fenolik 

bileşiklerin bitkilerde yaygın olarak bulunan güçlü antioksidanlar olması sebebiyle, bu 

deney grubunun en yüksek antioksidan aktiviteye sahip olması destekleyici bir sonuç 

olmuştur.  

Bitkilere nZVI’nın uygulanması antioksidan aktivitelerini ve metabolizmalarını 

düzenleyebilir. Pirinç fidelerinde 20 mg L-1 nZVI ile yapılan nanopriming, kontrol 

bitkilerine kıyasla daha yüksek SOD (O2•⁻ radikalini H2O2'ye çeviren antioksidan 

enzim) aktivitesi ve daha düşük prolin düzeyleri ile sonuçlanmıştır (Guha vd., 2018). 

Benzer şekilde, yer fıstığına Fe2O3 NP’lerinin uygulanması, stresle ilişkili bir 

fitohormon olan absisik asit (ABA) seviyelerini düşürmüş ve antioksidan enzim 

aktivitelerini artırarak bitki büyümesini teşvik etmiştir (Rui vd., 2016). Başka bir 

çalışmada, Gerbera jamesonii’nin demir NP’leri ile muamelesi hem antioksidan enzim 

aktivitelerini (SOD, CAT ve APX) hem de büyüme ve gelişimini artırmıştır (The Vinh 

vd., 2024). Fe2O3 NP’lerinin optimum konsantrasyonunun karpuz fidelerine 

uygulanması, büyümeyi teşvik etmiş ve antioksidan enzim aktivitesini artırarak stres 

direncini iyileştirmiştir (Li vd., 2013). Bulgularımıza göre, karayemiş sürgün uçlarına 
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uygulanan düşük konsantrasyonda uygulanan nZVI’nın antioksidan özelliği artırdığı 

fakat uygulanan nZVI konsantrasyonunun artırılması, kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında antioksidan aktivite değerlerini düşürmüştür. Antioksidan 

aktivitelerini ölçmek için yapılan dört farklı testin sonuçlarına bakıldığında kültür 

ortamında 25 mg L-1 nZVI bulunmasının en yüksek antioksidan aktivite değerini 

sağladığı görüldü. Bu bulgu, mikroçoğaltım sonuçlarımızla da uyumludur. Bu nedenle, 

düşük konsantrasyonlarda nZVI uygulamasının in vitro ortamda bitkinin stresini 

azaltabileceği, büyümeyi ve çoğalmayı teşvik edebileceği sonucuna vardık. 

Bitki dokularından ekstraksiyon yapılırken çözücü seçimi, fenolik ve flavonoid 

bileşiklerin hem çeşitliliğini hem de miktarını doğrudan etkileyen kritik bir adımdır. 

Metanol, fenolik bileşiklerin çözünürlüğü açısından oldukça etkili bir çözücü olup; 

etanol, aseton ve su gibi alternatif çözücülere kıyasla daha yüksek ekstraksiyon verimi 

sağlamaktadır (Dai ve Mumper, 2010). Özellikle orta ve yüksek polariteli fenolik 

asitlerin, flavonoid glikozitlerin ve diğer polifenollerin çözünürlüğü metanolde 

oldukça yüksektir. Etanol, toksik olmayan yapısı nedeniyle gıda uygulamaları 

açısından tercih edilse de, metanole göre bazı fenoliklerde daha düşük çözünürlük 

sağlayabilir. Aseton ise yüksek uçuculuğu ve toksisitesi nedeniyle kullanımı sınırlıdır. 

Ayrıca, çözücü olarak su kullanımı, düşük çözünürlük nedeniyle polifenol 

ekstraksiyonunda genellikle yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle bu çalışmada, 

fenolik/flavonoid profili açısından zengin ve güvenilir sonuçlar elde edebilmek adına 

çözücü olarak metanol seçilmiştir. Ayrıca literatürde yapılan çalışmalarda da 

karayemişten fenolik maddelerin ekstraksiyonunda çözücü olarak metanol 

kullanılmıştır (Bayrambaş vd., 2019; Karabegović vd., 2014; Yaylacı-Karahalil ve 

Şahin, 2011). 

Çalışmamızda, fenolik ve flavonoid bileşik içeriğinin belirlenmesi için 

spektrofotometrik yöntemlerle yapılan test sonuçlarının yanında aynı zamanda 

UHPLC-Orbitrap®-HRMS/MS ile farklı fenolik bileşiklerin kantitatif analizleri 

yapılarak, nZVI uygulamasının fenolik ve flavonoid bileşik içeriğini artırdığını 

doğrulanmıştır. Salisilik asit, vanilik asit, kafeik asit, klorojenik asit, kateşin 

(cianidanol)-p, apigenin 7-glukozit, rutin, luteolin 7-glukozit, kuersetin, izokuersetin, 

narcissin, nikotiflorin, eriodiktyol, kuromanin ve phloridzin olmak üzere 15 farklı 

fenolik bileşik için analiz gerçekleştirilmiştir. Bu bileşikler bitkilerde çoğunlukla 

fenolik asitler/flavonoidler sınıfındadırlar ve bitki hücresinde antioksidan koruma, 
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patojenlere karşı savunma, UV ışınlarına karşı koruma, stres (tuzluluk, kuraklık, ağır 

metal vb.) toleransını artırma gibi görevleri vardır. Salisilik asit gibi bazıları savunma 

sinyali görevini üstlenirken, kuersetin, kateşin ve klorojenik asit gibi flavonoid ve 

fenolik asitler serbest radikallerin temizlenmesinde etkilidir. Rutin, luteolin 

glikozitleri ve izokuersetin UV ışığını absorbe ederek fotokoruyucu rol oynar; 

apigenin ve eriodiktyol gibi bileşikler mikrobiyal savunmada etkilidir. Genel olarak 

bu metabolitler, bitkinin çevresel streslere karşı dayanıklılığını artırırken aynı 

zamanda büyüme ve gelişimine katkı sağlar. Tüm deney gruplarında analiz edilen bu 

fenolik bileşikler arasında, klorojenik asit diğer bileşiklere kıyasla en yüksek miktarda 

bulunmuştur. Bu sonuç, literatürde yapılan önceki çalışmaların bulgularıyla uyumlu 

olup karayemiş bitkisinde başlıca fenolik bileşik olduğunu göstermektedir 

(Bayrambaş vd., 2019; Karabegović vd., 2014; Yaylacı-Karahalil ve Şahin, 2011). 

Karabegović vd. (2014), ultrasonik destekli ekstraksiyon yoluyla elde edilen 

karayemiş yaprak ekstraktlarının HPLC yöntemiyle 28,67 mg g-1 klorojenik asit 

içerdiğini rapor etmiştir. Bu miktar, çalışmamızda kontrol bitki ekstraktlarında tespit 

edilen klorojenik asit içeriğiyle (29,68 mg g⁻¹ ekstrakt) oldukça benzer çıkmıştır. 

Bulgularımız ayrıca, klorojenik asit miktarının nZVI ile muamele edilen bitkilerin 

ekstraktlarında arttığını, ancak 75 mg L-1 konsantrasyonunda azaldığını göstermiştir. 

En yüksek miktar, 25 mg L-1 nZVI ile kültürlenen bitki ekstraktından elde edilmiştir 

(39,58 mg g-1 ekstrakt). Kültür ortamına eklenen nZVI konsantrasyonu arttıkça bazı 

fenolik bileşiklerin miktarları kontrol grubuna kıyasla azaldığı görüldü, bu da fenolik 

bileşik miktarı için optimum nZVI konsantrasyonunun 25 mg L-1 olduğunu 

göstermektedir. Klorojenik asitte gözlenen konsantrasyona bağımlı değişime benzer 

şekilde, kafeik asit, rutin, izokuersetin, eriodiktyol ve kuromanin miktarlarının da 

nispeten düşük nZVI konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla arttığı, ardından 

uygulanan nZVI konsantrasyonu yükseldikçe azaldığı görüldü (Tablo 4.2 ve Tablo 

4.3). Bu 6 bileşik için en yüksek artış oranı yine 25 mg L-1 konsantrasyonunda elde 

edildi. Kontrole göre sırasıyla; 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 artış 

göstermiştir. İzokuersetin hariç diğer 5 bileşikteyse kontrole göre 75 mg L-1 

konsantrasyonunda azalma görülmüştür. İlginç bir şekilde, kültür ortamına nZVI 

ilavesi, kontrol bitki ekstraktında tespit edilemeyecek kadar az olan ancak nZVI ile 

muamele edilen tüm bitki ekstraktlarında tespit edilen kuersetin ve nikotiflorin fenolik 

bileşiklerinin üretimini mümkün kılmıştır. Sekonder metabolitlerin üretiminin, 
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bitkinin büyüdüğü kültür ortamı ve çevresel koşullara göre farklılık gösterdiği 

bilinmektedir (Yang vd., 2018). Bu çalışmada tek değişken nZVI’nın in vitro 

koşullarda ortama dahil edilmesi olduğundan, bu iki metabolitin varlığının tespit 

edilmesi, besin ortamı içeriğinde nZVI olmasına bir yanıt olarak sentezlenmiş olabilir; 

çünkü bu metabolitlerin konsantrasyonları, en yüksek uygulanan nZVI dozu olan 75 

mg L-1 ile muamele edilen mikrosürgünlerde azalmıştır. Ayrıca, önceki çalışmalarda 

karayemiş yapraklarında bulunduğu bildirilen apigenin 7-glukozit bu çalışmada hiçbir 

deney grubunun ekstraktında tespit edilecek miktarda olmadığı görülmüştür 

(Karabegović vd., 2014). Bu bulgu, bitki tarafından üretilen sekonder metabolitlerin, 

yetiştiği koşullara bağlı olarak değişebildiğini bir kez daha göstermektedir.  

Nanopartiküllerin bitki hücrelerinin içine girmesi için hücre duvarını aşması 

gereklidir. Hücre duvarı, 5–20 nm aralığındaki gözenek çapına sahiptir bu şekilde 

boyut sınırlayıcı bir filtre görevi görürken, 40–50 nm boyutundaki nanoparçacıkların 

da bazı durumlarda hücre içi taşınımı mümkün olduğu yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. Hücre duvarında yeni kanallar oluşturarak girebileceği gibi endositoz 

ve pektin parçalanması gibi aktif mekanizmalar da nanoparçacıkların girişini 

kolaylaştırabilir. Bitki içine giren nanopartiküller apoplast (hücre dışı boşluklar) veya 

simplast (plazmodesmata aracılığıyla sitoplazmik bağlantılar) yollarla taşınabilir. 

Bitki içindeki translokasyon ise ksilem ve floem dokuları aracılığıyla gerçekleşir; bu 

süreç, nanoparçacığın boyutu, yüzey yükü, konsantrasyonu ve uygulama yöntemi gibi 

çeşitli faktörlerden etkilenir. Bu bulgular, nanopartiküllerin bitki sistemine giriş ve 

taşınımının çok aşamalı ve karmaşık bir süreç olduğunu göstermektedir 

(Djanaguiraman vd., 2024). Bu çalışmada kullandığımız nZVI’nın boyutu yaklaşık 

40-45 nm’dir (Sidorenko vd., 2021). TEM analizi sonucu besin ortamına eklenen 

nZVI’nın bitki dokularının içerisine alındığını ve yaprak dokularına taşınabildiğini 

gösterdi. Ayrıca TEM görüntülerinde hücre içine alınan nZVI’nın mitokondri, koful 

gibi organeller içinde ve sitoplazmada bulunduğu gösterildi. ICP-MS analizi 

sonucunda kontrol grubuna kıyasla nZVI uygulaması yapılan grupta daha düşük 

miktar Fe çıkması, bitkilerde artan metabolizma aktiviteleri sonucu artan biyokütle ve 

daha fazla Fe kullanımıyla açıklanabilir. Başka bir ihtimalle Fe0 çok reaktif 

olmasından dolayı hızlı oksitlenebildiğinden, oksitlenerek çökmüş olabileceği gibi 

başka bileşenlerle tepkimeye girerek kompleks oluşturmuş da olabilir. 
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Bu çalışmada, karayemiş bitkisinin sürgün uçlarına uygulanan farklı nZVI 

konsantrasyonlarının in vitro etkisi araştırılmıştır. Önceki çalışmalar, nZVI’nın in vivo 

koşullarda bitkiler üzerindeki olumlu etkilerini rapor etmiştir. Ancak, bu çalışma, 

nZVI’nın bitki eksplantlarının in vitro kültürü üzerindeki etkilerini inceleyen ilk 

çalışmadır. 25 mg L-1 nZVI ile muamele edilen sürgün uçları en yüksek SFC indeksine 

ve yüksek antioksidan aktiviteye sahip olmuştur. Ayrıca, nZVI ile muamele edilen 

mikrosürgünlerde flavonoid ve fenolik bileşiklerin miktarlarında değişiklikler 

gözlenmiş ve bu değişikliklerin konsantrasyona bağlı olarak gerçekleştiği tespit 

edilmiştir. 25 mg L-1 nZVI uygulamasında, mikrosürgünler karayemişin başlıca 

fenolik bileşiği olan klorojenik asitin en yüksek konsantrasyonunu (39,58 mg g⁻¹ 

ekstrakt) içermiştir. Ancak, nZVI konsantrasyonu arttıkça gözlenen olumlu etkiler 

azalmıştır. nZVI’nın diğer metal nanoparçacıklarına kıyasla daha yüksek kimyasal 

reaktiviteye sahip olması sayesinde bitki büyümesini, sekonder metabolit miktarını ve 

antioksidan aktiviteyi artırdığını söyleyebiliriz.  

Sonuç olarak, bu tez in vitro koşullarda düşük konsantrasyonlardaki nZVI’nın 

karayemişin mikroçoğaltımını ve sekonder metabolit üretimini artırma potansiyeline 

sahip olduğunu göstermektedir. 
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