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OZET

Giimiis Nanopartikiillerin Salvia sclarea’da Siirgiin
Rejenerasyonu ve Sekonder Metabolit iceriklerine Etkisi

Elif ARSLAN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Semiha Erisen

Es-Danisman: Dr. Ogr.Uyesi Hiiseyin Servi

S. sclarea igerdigi monoterpen, diterpen, seskiterpen ve flavonoidler gibi degerli
sekonder metabolitler nedeniyle ekonomik degeri yiiksek tibbi ve aromatik bir bitkidir.
Bitkiye ait degerli metabolitlerin {iretiminde bitki hiicre ve doku kiiltiirii ¢alismalari
alternatif bir yol olarak goriilmektedir. /n vitro Xkiiltiirlerde elisator olarak NP
uygulamalarinin bitki biiylime, gelisme ve fizyolojisi lizerindeki etkileri degiskendir. Son
yillarda bu uygulamalar sekonder metabolitlerin biyosentez ve birikiminin arttirilmasi
icin kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda yesil sentez yontemi kullanilarak iiretilen
AgNP’lerin, S. sclarea bitkisinde siirgiin rejenerasyonu ve sekonder metabolit igeriklerine
olan etkisi arastirilmisti. Bu amacgla bitkiye ait nodal segmentler farkli
konsantrasyonlarda (0,25,50,100 mg/l) AgNP veya AgNOs ilave edilmis, 1 mg/l MT ve
0.2 mg/l IAA igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiirden 8 hafta sonra
nodal segmentlerden gelisen rejenere siirgiinlerin sayisi, uzunlugu, yas ve kuru agirliklar
belirlenmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde; AgNP ve AgNOsuygulamalarinin
eksplant bagia siirgiin sayisina etkisinin istatistiksel olarak bir farklilik gostermedigi
fakat siirglin uzunlugu, siirgiin yas ve kuru agirligi bakimindan farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarin etkisi degerlendirildiginde ise tiim

parametrelerde 0.01 diizeyinde anlamli farklilik tespit edilmistir. Eksplant bagina siirgiin
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sayist bakimindan 25 mg/l AgNP ve AgNO3 ile 100 mg/l AgNP igeren ortamlarla kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak bir farklilik olmadig: belirlenmistir. Siirgiin uzunlugu
bakimindan ise en iyi sonug¢ kontrol grubundan elde edilmis olup (18.29 mm), 25mg/I
AgNP igeren ortamdan elde edilen sonug (14. 08 mm) kontrolle ayn1 grupta yer almistur.
Siirgiin yas agirligi bakimindan ise 50 ve 100 mg/l AgNOs igeren ortamlar hari¢ diger
konsantrasyonlardan elde edilen degerler (5.33-7.53 mg) arasinda istatistiksel farklilik
gozlemlenmemistir. Siirglin kuru agirligi bakimindan ise en yiiksek sonug 50 mg/l AgNP
(0.74 mg) igeren ortamdan elde edilmistir. Rejenere siirgiinlere ait yapraklarin sekonder
icerikleri GC-MS yontemi ile saptanmistir. Kiiltiir ortamina AgNP ve AgNO3 ilavesinin

yapraklardaki sekonder metabolit i¢eriklerini ve miktarlarini degistirdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanopartikiil, misk adagayi, sekonder metabolitler, siirgiin

rejenerasyonu, yesil sentez
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ABSTRACT

The Effect of Silver Nanoparticles on Shoot Regeneration
and Secondary Metabolite Contents of Salvia sclarea

Elif ARSLAN

Department of Molecular Biology and Genetics

Master Thesis

Advisor: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Co-advisor: Assist. Prof. Dr. Hiiseyin SERVI

S. sclarea is a medicinal and aromatic plant with high economic value due to the valuable
secondary metabolites such as monoterpene, diterpene, sesquiterpene and flavonoids
contained in it. Plant cell and tissue cultures are seen as an alternative way to produce
valuable metabolites belonging to the plant. The influence of nanoparticle applications,
which are used as an elisator in in vitro cultures, on plant growth, development and
physiology is varied. These applications recently are used to increase the biosynthesis and
accumulation of secondary metabolites. In this thesis, the effect of AgNPs, which were
produced by green synthesis, on shoot regeneration and secondary metabolite contents of
S. sclarea was investigated. For this purpose, the nodal segments were cultured on MS
medium supplemented AgNP or AgNO:s at different concentrations (0.25, 50, 100 mg/l)
with 1 mg/I MT and 0.2 mg/l IAA. The number, lenght, wet and dry weight of regenerated
shoots derived from nodal segment were determined 8 weeks after culture. The results
were evaluated; It was determined that the effect of AgNP and AgNO3 applications on
shoot number per explant did not show a statistical difference but statistically differed in
shoot length, wet and dry weight. When the effect of different concentrations was

xiii



evaluated, a significant difference at the level of 0.01 was found in all parameters. In
terms of the number of shoots per explant, it was determined that there was no statistical
difference between the media containing 25 mg/l AgNP or AgNO3, 100 mg/l AgNP and
the control group. In terms of shoot length, the best result was obtained from the control
group (18.29 mm), however, the result obtained from the medium containing 25mg/|
AgNP (14.08 mm) was in the same group as the control statistically. In terms of wet
weight of regenerated shoot (5.33-7.53 mg) no statistical difference was observed
between applications except for media containing 50 and 100 mg/l AgNO3. The highest
shoot dry weight (0.74 mg) was obtained from 50 mg/l AgNP . Secondary metabolites
contents in the leaves of regenerated shoots were evaluated by GC-MS and it was
determined that AgNP and AgNO3 added to the culture medium altered the secondary

metabolite contents in leaves qualitatively and quantitatively.

Keywords: Silver nanoparticle, clary sage, secondary metabolites, shoot regeneration,

green synthes
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Aromatik ve tibbi bir bitki olan Salvia sclarea, geleneksel tip ve eczacilikta uzun yillardan
beri kullanilmaktadir (Tulukcu, 2006). Siire gelen yillar icerisinde bitkinin iyilestirici
etkileri bilimsel olarak da kanmitlanmistir. Bu bitkiyi degerli kilan igerdigi sekonder
metabolitlerdir. S. sclarea monoterpen, diterpen, seskiterpen ve flovanoidler gibi gesitli
sekonder metabolitler barindirir (Ulubelen vd., 1994). Bu degerli metabolitler tip,
eczacilik, kozmetik, parflimeri ve gida basta olmak iizere bir¢ok sektor i¢in ekonomik
acidan O6nemli ve yeri doldurulamaz maddelerdir. S. sclarea yetistiriciligi 6zellikle
sclareol i¢in yapilmaktadir. Sclareol, diterpenler grubuna dahil olan bir sekonder
metabolit olup, ambroksit onciil maddesi olarak parfiimeri sanayinde kullanilmasi
bakimindan 6nem tagimaktadir (Caniard vd., 2012). Ayrica sclareoliin ¢esitli tiimorlere
kars1 sitotoksik aktivite ve bliylime inhibisyonu sergiledigi de bilinmektedir (Giinnewich
vd., 2013). Dogal yollarla bitkilerden bu degerli metabolitlerin eldesinde birgok zorlukla
karsilagilabilmektedir. Ornegin; etkili maddelerin bitkilerin belirli gelisim evrelerinde ve
az miktarda Uretilmeleri, istenilen miktarlarda etkili madde iiretimi i¢in genis tarim
alanlarina ihtiya¢ duyulmasi bu zorluklardan bazilar1 olarak sdylenebilir. Bu ve benzer
sebeplerle sinirlanan {iretim, artan talebi karsilayamamaktadir. Karsilagilan sorunlarin
oniine gegmek i¢in bitki hiicre ve doku kiiltiirleri alternatif bir yol olarak goriilmekte ve
farkl1 in vitro uygulamalar, sekonder metabolitlerin biyosentez ve birikiminin arttirilmasi
icin kullanilmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Yapilan sinirli sayidaki
calismada doku kiiltiirinde besin ortamlarina elisator olarak dahil edilen
nanopartikiillerin (NP) bitki biiyiime, gelisme ve fizyolojisinde o©nemli farklar
olusturdugu, ayrica sekonder iceriklerin biyosentez ve birikimini degistirdigi
gosterilmistir (Marslin vd., 2017). Fakat bitki-NP etkilesimleri yeni bir alan olup bu
konudaki arastirmalar sinirh sayidadir (Fazal vd., 2016). NP’lerin bitkiler tizerindeki
etkisi biiylik ol¢iide bitki tiirii, bitkinin biiylime asamasi, nanopargaciklarin boyut, sekil
ve konsantrasyonu ile uygulama sartlari (sicaklik, siire, ortam) gibi gesitli faktorlere
baghdir (Vanini vd., 2013). Ornegin yapilan bir calismada giimiis nanopartikiillerin
1



(AgNP) 154 mg/I’den sonraki konsantrasyonlarindaki artiga paralel olarak bitki
gelisiminde zararlara neden oldugu bildirilmistir. (Oliveira Timoteo vd., 2019) NP
uygulamalarinin bitkilerdeki sonuglarinin farkliliklar1 dikkate alindiginda, tibbi ve
ekonomik degeri yliksek sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in bitki-NP etkilesimleri ile

ilgili yeni arastirmalarin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda yesil sentez yontemiyle tiretilmis AgNP’lerin S. sclarea bitkisinde
siirgiin rejenerasyonuna ve sekonder igeriklerine olan etkilerinin arastirilmasi
amaglanmustir. Ayrica ortaya ¢ikan etkilerin AgNP kaynakli giimiis (Ag") iyonlar1 ya da
NP yapisindan m1 kaynaklandigini belirlemek amaciyla ayni konsantrasyonlarda giimiis
nitrat (AgNO3) ile de uygulama yapilmis ve sonuglar kontrol ile karsilastirilmali olarak
degerlendirilmistir. Bu amagla bitkiye ait nodal segmentler 3 farkli konsantrasyonda
(0,25,50,100 mg/l) AgNP veya AgNOs ilave edilmis, 1 mg/l meta-topolin (MT) ve 0.2
mg/l indol asetik asit (IAA) iceren Murashige and Skoog (MS) besin ortamlarinda kiiltiire
alimmustir. Kiiltiirden 8 hafta sonra nodal segmentlerden gelisen siirgiinlerin sayis1, boyu,
yas ve kuru agirliklar1 belirlenmistir. /n vitro siirgiinlere ait yapraklarin sekonder igerikleri

gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yontemi ile belirlenmistir.
1.3 Hipotez

Nanobiyoteknolojideki gelismeler NP’lerin tip, eczacilik, gida, kozmetik gibi bir¢ok
alanda kullaniminin yolunu agmistir. Bu alanlardan birisi de tarimsal uygulamalardir.
NP’lerin tarimda pestisit, giibre, sensor, gen aktarim araglar1 ve elisatdr olarak
kullanimina yonelik ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir. AgNP‘ler, antimikrobiyel
ozellikleri ile en ¢ok tercih edilen NP’lerdir. Bitkilerde, AgNP’ler oksidatif strese neden
olurlar ve bitki biiyiime, gelisimi ve sekonder igerikleri etkilerler. Literatiirde, in vitro
kiiltiirlerde besin ortamima ilave edilen AgNP’lerin doza bagli olarak siirgiin
rejenerasyonunu azaltici veya arttirici etkileri oldugu ve sekonder iceriklerde degisimlere
neden oldugu rapor edilmistir. /n vitro kiiltiirlerde AgNP uygulamalarmin etkisi bitkinin
tirti, yas1 ve NP’lerin sekil, boyut, konsantrasyon, uygulama bigimi gibi parametrelere
gore degismektedir. Bu ¢alismada S. sclarea bitkisinin in vitro kiiltiirlerinde AgNP ‘lerin
slirgiin rejenerasyonu ve sekonder metabolit igeriklerine etkisi ilk kez ortaya konulacaktir.

Boylece AgNP’nin in vitro siirgiin kiiltiirlerinde elisatér olarak etkisi belirlenerek, S.

2



sclarea bitkisine ait degerli sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in alternatif bir yontem

gelistirilecektir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Salvia sclarea

Ulkemiz, ¢ok sayida tibbi bitkinin dogal yetisme alanidir, genis kullanim alani ve yiiksek
ekonomik degere sahip pek ¢ok tibbi bitki tiirliniin yetismesi i¢in de uygun bir ekolojiye
sahiptir (Tulukcu 2005a). Salvia cinsi, genellikle aromatik bitkileri igerisinde barindiran
ve 45 farkli cinsi bulunan Lamiaceae/Labiatae (Ballibabagiller) familyasinin en biiyiik ve
onemli cinslerinden birisidir (Senkal, 2012; Yilmaz ve Gokduman 2015). Bu cinsin,
tropik ve subtropik bolgelerde dagilim gosteren toplam 1000’e yakin tiirii oldugu
bilinmekle birlikte lilkemizde yaklasik 90 tiiri bulunmaktadir. Bu tiirlerden birisi olan S.
sclarea ise, Kuzey Afrika ve Orta Asya’daki bazi bolgelerle birlikte genellikle Akdeniz
havzasina 6zgii bir bitkidir (Russo vd., 2013).

Misk adagay1 olarak da bilinen S.sclarea yil boyu hiikiim siiren kisa 6miirlii veya iki yillik
bir otsudur. Genellikle gegirgen ve nemli ya da kuru topragi ve giinesli bolgeleri tercih
eder. Kumlu, killi, tinli topraklarla uyumludur. Kivrimli yamaglar, kayalik bolgeler,
ormanlar, ¢ayir ve tarlalarda goriilmekle birlikte yol kenarlarinda da dogal olarak
bulunabilir. Bitkinin gdvdesi diktir, yilikselerek tepeye dogru dallanir. 50-100 cm
boylarinda agik dikdortgen seklindedir, gdvdenin lizerinde ¢ok sayida tiiy bulunmaktadir.
Yapraklarmin stii burusuk ve yine tiiylerle kapl olup ¢igekleri 15-80 cm uzunlukta
dairesel diziliglidir, her bir daire ise 2 ila 6 arasinda ¢icek icermektedir. Bitkinin tohumlari
kiiciik, oval ya da yass1 sekillidir, renkleri ise koyu kahve ya da siyahtir. Yiiksek miktarda
antioksidan ve antiradikal 6zellige sahip olduklari i¢in uzun yillar bozulmadan kalabilirler
(Grigoriadou vd., 2020; Kutlu, 2015). Tohumlar bahar aylarinda dogrudan disariya

ekilebilmekte haziran ve temmuz aylarinda ise ¢icek agmaktadir.

Insanlar yiizyillardan beri hastaliklara kars1 miicadelede bitkileri kullanmislar ve biiyiik
oranda basarili sonuglar almislardir. Birgogu tesadiifen, bircogu da merak sonucu
denenerek etkileri anlagilan tibbi bitkilerin tedavide kullanimi, kulaktan kulaga yayilarak
giintimiize kadar ulagsmistir (Tulukcu 2005b). Geleneksel tip ve eczacilikta S.sclarea mide

rahatsizliklarinda, kabizligi gidermede, terlemeyi azaltmada, iilser yaralar1 ve goz
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iltihaplarin iyilestirilmesinde, sinir sistemini rahatlatmada, bas agris1 ve uykusuzlugu
gidermede, akrep sokmalarinda ve 6dem attirici olarak kullanilmaktadir. Kuvvetli bir dig
temizleyicisi olarak da bilinen S. sclarea sik i¢ildiginde tiim bedeni giiglendirip kalp krizi
tehlikesini azaltmaktadir (Tulukcu, 2006).

S. sclarea gesitli monoterpen, diterpen (sclareol, manool, salvipison) seskiterpen ve
flavonoidler gibi biyoaktif bilesikler igerir (Ulubelen vd., 1994). Yapilan calismalar
sonucu S. sclarea’nin iyi bir anti-bakteriyal (Cui vd., 2015; Kalemba vd., 2009), anti-
fungal (Hristova vd., 2013), anti- inflamatuar (Moretti vd., 1997), anti-malarial (Ozek
vd., 2010) ve anti-viral (Dikova, 2009) etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica néro-
koruyucu etkisinin oldugu da diisiiniilmektedir (Asadi vd., 2010). Bunlarin yani sira bu
bitkinin esansiyel yag buharmin (aromaterapi) kullanilmasi kan basincinin 6nemli
derecede diisiirlilmesinde etkili olmus ve diger yaglarla kombinasyonunun menstriiel
agriy1 gidermede etkili oldugu teyit edilmistir (Seol vd., 2013). Ayrica bitki igerigindeki
biyoaktif bir bilesik olan sclareol’lin ¢esitli tiimorlere karsi biiyiime inhibisyonu ve
sitotoksik aktivite sergiledigi de bilinmektedir (Glinnewich vd., 2013).

Bitkiye ait esansiyel yaglar ozellikle parfiimeri olmak tizere kozmetik ve gida
sanayilerinde de kullanilmaktadir. S.sclarea tiretimi 6zellikle igeriginde bulunan degerli
bir sekonder metabolit olan sclareol i¢in yapilmaktadir. Sclareol metaboliti, ambroksit
onciil maddesi olarak kullanilmasindan dolay1 parfiimeri sanayii i¢in 6nem arz etmektedir
(Caniard vd., 2012). Cildi temizleme ve ciltteki gozenekleri kiigiiltme 6zelliginden dolay1
kozmetik tiriinlerde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ¢esitli gida tiriinlerinde koku ve
tat verici olarak kullaniliyor olup, c¢ok degerli bir baharat bitkisi oldugu bilinmektedir
(Tulukcu, 2006). Yine yapilan ¢alismalarda bocek uzaklastirict 6zelligi oldugu da ortaya
cikarilmigtir (Conti vd., 2012). Bahsi gecen aromatik ve tibbi 6zellikleri sebebiyle bu
bitkinin yetistiriciligi bir¢cok iilkede yaygin olarak yapilmaktadir. S. sclarea’nin ticari
{iretiminin ana alanlar1 Eski Sovyetler Birligi (Rusya, Ukrayna, Giircistan, Ozbekistan),
ABD, Bulgaristan, Fransa, Cin, Macaristan ve Hindistan’dir (Kuzma vd., 2006; Tulukcu
vd., 2009).

2.2 Sekonder Metabolitler

Bitkiler, primer metabolitlerin temel kaynagini olusturmaktadir. Bunlarin yani sira

onemli fonksiyonlari olan ve primer metabolitlerin son {iriinleri olarak bilinen sekonder



metabolit adinda karmagik kimyasal bilesenler de sentezlerler. Sekonder metabolitler;
ilag, kimya, gida, tekstil, kozmetik ve tarim gibi bir¢ok sektorde ekonomik agidan dnemli

ve yeri doldurulamaz maddelerlerdir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015)

Sekonder metabolit kavrami ilk defa Kossel (1891) tarafindan tanimlanmig, daha sonra
Theis ve Lerdau (2003) sekonder metabolitleri ‘bitkiler tarafindan tretilen, fotosentez
tirtinii olmayip, birtakim fizyolojik mekanizmalarin fonksiyonlariyla olugan ve fotosentez
ya da solunum gibi hayati fizyolojik olaylar i¢in mutlak gerekli olmayan maddeler’
seklinde tarif etmistir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Bu karmasik kimyasallarin
primer metabolitler gibi bitkilerin temel faaliyetlerinde (biiylime, gelisme, iireme,
fotosentez, lirtin doniisiimii gibi) dogrudan etkileri bulunmamakla birlikte en az primer
metabolitler kadar 6nem tasiyan biyoaktif bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkide doku, organ
ve gelisme kisimlarinda spesifik biyosentetik enzimler tarafindan spesifik yollarla
sentezlenirler, fakat organizmada siirekli olarak tiretimleri yoktur, hatta bazi metabolitler

sadece belirli tiirlerde tiretilmektedir (Alaca ve Arslan, 2012).

Onceleri, bu kimyasal maddelerin metabolizmanin islevsiz son iiriinleri yani metabolik
atiklar oldugu diisiiniiliiyordu. Fakat sonradan canli organizmada savunma, ortama uyum,
abiyotik stres faktorlerine karsi koruma, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirme gibi
olduk¢a karmasik mekanizmalarin iirlinleri oldugu anlasildi. Ayrica giiniimiizde insan
sagligina olumlu etkilerinden dolay1 ilag ham maddeleri olarak kullanilmalarinin disinda
cesitli bilimsel, teknolojik ve ticari uygulamalar i¢in de ham madde kaynag1 olustururlar.
Bu sebeple 19 ve 20. yy arastirmacilar1 bu bilesiklere yonelmisler ve boylelikle sekonder
metabolitlerin arastirilmasi ve biiylik miktarlarda tiretimleri i¢in yapilan ¢aligsmalarin 6nii

acilmistir (Cragg ve Newman, 2013).
2.2.1 Sekonder Metabolitlerin Siniflandirilmasi ve Kullanim Alanlari

Sekonder metabolitler genellikle biyosentez yollarina gore siiflandirilirlar ve tablo 2.1
de belirtildigi iizere terpenler, fenoller ve azot ve/veya kiikiirt iceren bilesikler olmak

tizere 3 ana gruba ayrilirlar (Bourgaud vd., 2001).



Tablo 2.1 Sekonder metabolit gruplari ve bazi 6rnekler (Erkoyuncu ve Yorgancilar,
2015’den modifiye edilmistir.)

TERPENOIDLER Sekonder Metabolit Kaynak Bitki Kullanim Alam
Monoterpenler Limonen Citrus tiirleri Gida ve kozmetik
Linalool Lavanta
Seskiterpenler Artemisin Artemisia annua Saglik
Diterpenler Taksol Cin porsugu Saglik
Sclareol S.sclarea Saghk, gida,
kozmetik
Triterpenler Ginsenosit Asya ginsengi Saglik, gida
Dammarenediol Tiitiin
Tetraterpenler Karoten Havug Gida, kozmetik,
Likopen Tatli patates saglik
Politerpenler Kauguk Kara hindiba Otomotiv, tekstil
Steroller Spinasterol Ispanak Saghk
FENOLIK
BILESIKLER
Fenolik asitler Salisilik asit Sogiit Kozmetik, saglik
Kafeik asit Kahve, tar¢in
Kumarinler Kumarin Kumaru Gida, kozmetik,
saglik
Taninler Tannik asit Maz1 mesesi Gida, saglik
Flavanoidler Kersetin Sogan Saglik, gida
Lignin Alkali lignin Akasya Saglhik
Lignanlar Sesamin Susam Gida, saglik
AZOT ICEREN
BIiLESIKLER
Alkaloidler Nikotin Tiitlin Saglik
Kokain Koka bitkisi
Glikozinatlar Sinigrin Karnabahar, lahana, Gida, saglik
brokoli
Dogal kosullarla bitkilerden sekonder metabolit eldesinde birgok zorlukla

karsilasilabilmektedir. Sekonder metabolit iceriklerinin miktar ve kalitesinin iklimsel
kosullardan etkilenmesi, etkili maddelerin bitkilerin belirli gelisim evrelerinde ve az
miktarda iiretilmeleri, dogal floradaki bitkilerin toplanmasindaki zorluklar, bitkilerin
siirekli dogal ortamdan toplanmasi sonucunda nesillerinin zamanla yok olma ihtimali,
istenilen miktarlarda etkili madde {iretimi i¢in genis tarim alanlarina ihtiya¢ duyulmasi
bu zorluklardan baslicalar1 olarak sdylenebilir. Bu gibi benzer nedenlerle sinirlanan

iretim, talep artistn1  karsilayamamaktadir. Bu sorunlarin Oniline geg¢mek igin
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biyoteknolojik yontemler, 6zellikle bitki hiicre ve doku kiiltiirleri alternatif bir yol olarak
goriilmektedir. Farkli in vitro uygulamalar, sekonder i¢eriklerin biyosentez ve birikiminin

arttirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).
2.3 Doku Kiiltiiru

Bitki doku kiiltiirleri, aseptik sartlarda, optimize edilmis yapay bir besin ortaminda, tam
bitkiden veya bitki kistmlarindan (hiicre, doku, organ) elde edilen kiiltiirlerdir. Bitkilerin
bitkiye ait herhangi bir par¢adan eseysiz ¢cogalabilme 6zelliklerine "totipotensi" denir.
Totipotensi, gelisimleri sirasinda bitkileri hayvanlardan ayiran en énemli 6zelliktir. Bu
ozellik sayesinde tek hiicreden organizma iiretilebilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri

hayvansal dokulardan daha ¢ok ve daha hizli iiretilebilirler (Giiven ve Giirsul, 2014).
2.3.1 Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirleri ile Sekonder Metabolit Uretimi

Sekonder metabolitlerin bitki hiicre ve doku kiiltiirleri ile iiretimi geleneksel yontemlere
kiyasla belirgin avantajlara sahiptir. Bu avantajlar; ilgili metabolitin ¢evresel faktorlerden
bagimsiz olarak iiretilebilmesi, hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyalin
elde edilebilmesi, kokeni ne olursa olsun herhangi bir bitkinin in vitro kiiltiire
aliabilmesi, kiiltiir sartlarinin sekonder metabolit iiretimini arttiracak sekilde optimize
edilebilmesi seklinde siralanabilir (Sathuluri ve Gokare, 2002). Ayrica bitki hiicre ve
doku kiiltiirlerinden, sekonder metabolit {iretiminin diginda, bu iriinlerin biyosentez
mekanizmalarinin anlagilmasinda da model olarak yararlanilmaktadir (S6kmen ve Giirel,

2001).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri teknigiyle sekonder metabolit liretiminde 3 ana sistem

bulunmaktadir.

2.3.1.1 Farkhlasmis ve Organize Olmamus Kiiltiirler Ile Metabolit Uretimi

¢ Kallus Kiiltiirleri

Kallus kiiltiirleri, ana bitkiden kesilerek ¢ikarilan doku ve organlarin laboratuvar
kosullarinda kiiltiire alinmasiyla olusan morfolojik diizensizlik gdsteren hiicre
y1gmlaridir. Kallus kiiltiiriiniin baglatildig1 doku pargasinin orijini sekonder metabolitlerin
tiretiminde 6nemlidir (Sokmen ve Giirel, 2001). Crataegus sinaica bitkisiyle yapilan bir
calismada hem kok hem de yapraklardan kallus uyarimi yapilarak antosiyanin igerigine

bakilmis, yapraktan uyarilan kalluslara oranla koklerden uyarilan kalluslarda daha iyi



sonuglar alindig bildirilmistir (Maharik vd., 2009).
e Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, tek hiicrelerinin sivi bir biiyiime ortaminda gelisim
gosterdigi bitki hiicre kiiltiirii teknigidir. Bu kiiltiirler direkt ana bitkiden alinan doku
pargas1 veya Kalluslar ile baslatilabilir. Bitkide sekonder metabolitin yiiksek oranda
bulundugu doku pargasi ile baslatilan kiiltiirlerde basar1 orani1 daha fazla olacaktir

(Sokmen ve Girel, 2001).

2.3.1.2 Farkhilasmis ve Organize Olmus Kiiltiirler ile Metabolit Uretimi
o Kok Kiiltiirleri

Bitki tarafindan tiretilen ilgili metabolitin sentez yerinin kokler oldugu durumlarda, bu
kisimdan alinan pargalarin kiiltiire alinmasiyla gerceklesmektedir. Ayrica bitkinin farkl
dokularinin (nod, gévde, yaprak) kok gelisimi i¢in uyarilmasiyla elde edilen adventif kok
kiiltiirleri de sekonder metabolit liretiminde kullanilmaktadir. Kok kiiltiirleri diger kiiltiir
cesitlerine kiyasla daha hizli, kararli ve iiretim kapasitesi yiliksektir (Erkoyuncu ve

Yorgancilar, 2015).
e Siirgiin Kiiltiirleri

Siirgiin kiiltlirleri nod (bogum) i¢eren sap parcalari, koltuk alt1 veya meristem dokusundan
alinan parcalarin uygun besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla ger¢ceklesmektedir. Siirgiin
kiiltiirleri de kok kiiltiirlerinde oldugu gibi genetik kararlilik, sekonder metabolit
tiretiminde yiiksek kapasite gibi benzer 6zellikleri gosterirler. Hatta siirgiin kiiltiirlerinde,
metabolit birikiminin ana bitkiden daha yiiksek oranda oldugu tespit edilen ¢alismalar da

mevcuttur (Bourgaud.,vd 2001; Patil vd., 2013).
e Embriyo Kiiltiirleri

Bitkilerin tohumlarindan ya da tohum taslaklarindan embriyolarin aseptik kosullarda

izole edilerek yapay besin ortamlarinda kiiltiire alindig1 in vitro tekniktir.
2.3.1.3 Mikrog¢ogaltim

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
kisimlardan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da polen tanesi

vb.) in vitro kosullar altinda yeni bitkiler elde edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Giirel



ve Mansuroglu, 2001).

Mikrogogaltim, 6zellikle ekonomik degeri yiiksek ancak bitki biinyesinde ¢ok diisiik
oranlarda bulunan sekonder metabolitlerin kisa slirede ve her donem iiretilmesine olanak
saglar. Ornegin Catharantus roseus bitkisinin 2 ton yapragindan sadece 1 gram alkaloid
elde edilebilmektedir ve bu miktar ise 16semi hastalarinin sadece 6 hafta boyunca
tedavilerini karsilayabilmektedir. Chang ve ark. (2001) bu tiir iizerinde yaptigi

mikrogogaltim calismalar1 basarili sonuglar vermistir.

Salvia cinslerinde sekonder metabolitlerin bitki hiicre ve doku kiiltiiriiyle elde edilmesi
konusunda yapilan ¢esitli calismalar mevcuttur. S. officinalis L.’ in siirgiin (Santos-Gomes
vd., 2002), S. miltiorrhiza’nin kok (Wu vd., 2007), S. sclarea’nin siirgiin (Kalemba vd.,
2009) ve kok (Kuzma vd.,2006), S. fruticosa’nin kallus, hiicre ve kok (Karam vd., 2003)
kiiltiirlerinde ve S. officinalis, S. virgata ve S. fruticosa hiicre kiiltiirlerinde (Haas vd.,

2014) gerceklestirilen sekonder metabolit ¢aligmalar1 bunlara 6rnek teskil etmektedir.
2.3.2 Elisator Uygulamalar1 ve Sekonder Metabolit Uretiminin Arttirllmasi

Bitki biyoteknolojisi yontem ve uygulamalar1 sadece sekonder metabolitleri tiretmekle
kalmayip ayni zamanda miktarlarini arttirmak i¢in de yeni firsatlar sunar. Biyoteknolojik
yontemlerle sekonder metabolitlerin istenilen miktar ve kalitede tiretimi miimkiin olup bu
durum kiiltiir sartlarmnin optimize edilmesine baghdir. [n vitro kiiltiirlerde besin ortamina
ilave edilen kimyasallar ve stress uygulamalar1 sekonder metabolit igeriklerinde
degisimlere neden olabilmektedir (Ghorbanpour, 2015). Doku kiiltiirii ¢calismalarinda
metil jasmonat kullanilmasmin S. sclarea (Kuzma vd., 2009; Vaccaro vd., 2017), S.
miltiorrhiza (Xiao vd., 2009), S. virgata (Dowom vd., 2017) cinslerinde, coronatine
kullanilmasimin S. sclarea’da (Vaccaro vd., 2017), triacontanol kullanilmasinin S.
officinalis L.’de (Grzegorczyk ve Wysokinska, 2007), Bacillus cereus bakterisi ile
inokiilasyonunun S. miltiorrhiza bunge cinsinde (Wu vd., 2007) sekonder metabolit

iceriklerini arttirdig1 gozlemlenmistir.

Bunlara ek olarak son zamanlardaki ¢alismalar besin ortamina eklenen NP’lerin bitki
biiyiime, gelisme ve fizyolojisini énemli dlgiide etkiledigini gdstermistir. Ornegin; Ag*
iyonlarinin S, miltiorrhiza’nin sacak kok kiiltiirlerinde tanshinone, tanshinone 1,
tanshinone ua ve kriptotanshinone nin verimlerinde 2 kattan fazla artisa neden oldugu

(Zhang vd., 2004), S. virgata’nin in vitro ¢ogaltilmis siirgiinlerinde ise rosmarinik asit
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gibi degerli fenolik bilesiklerinin miktarin arttirdigr bildirilmistir (Dowom vd., 2017).
2.4 Nanoteknoloji

2.4.1 Nanoteknolojinin Tanimi, Tarih¢esi ve Kullanim Alanlar

Nano, Yunanca “ciice” demektir. Nano ile tanimlanan ifadeler, fiziksel bir biiylikliiglin
milyarda birini gosterir (Ozdogan vd., 2006). Nano ile teknoloji kelimelerinin
birlesimiyle olusan nanoteknoloji kavrami ise temel olarak “cok kiigiik maddelerin
teknolojisi” olarak bilinmektedir ve bu terim ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi
tarafindan tanimlanmistir. Nanoteknoloji, 100 nm den daha kiigiikk yapilarin

karakterizasyonu, yapimi ve islenmesi tizerine yogunlagsmis bir teknolojidir.

Maddeye atom ve molekiil seviyesinde yeni Ozellikler kazandirmay1 hedefleyen bu
teknoloji sayesinde maddeler iizerinde biiyiik degisimler saglanabilmektedir. Ornegin
normalde sar1 renkte olan altin, nano boyutlara indirildiginde mavi renkte goriilebilmekte,
normal boyutta asal iken nano boyutta katalitik 6zellikler gostermekte, normal sartlarda
erime sicakligr 1064°C iken 2.5 nm boyutunda 600°C civarinda erimektedir (Beykaya ve
Caglar, 2016).

Richard Feynman’in 1959 yilinda Kaliforniya Teknoloji Enstitiisiinde gerceklestirdigi
“There is plenty of room at the bottom” (Asagida daha ¢ok yer var) adli konusmasinda
nanoteknolojiye deginmis ve dogal yasamdan ornekler vererek ¢ok kiigiik bir hacme ne
kadar ¢ok fonksiyon ve bilginin sigdirilabilecegini géstermistir. Nanoteknoloji, maddenin
temel bilgisindeki eksikliklerin tamamlamasi, yeni uygulamalar vaat etmesi ve yiiksek
kar marj1 gibi nedenlerle biyoteknoloji, farmakoloji, gida, fizik, elektronik, enerji tiretimi,
tekstil, gibi bir¢ok bilim dalinda en popiiler ¢alisma konularindan bir tanesi olmaya aday
haline gelmistir (Rai vd., 2009; Roco, 2007). 1985 yilinda nanometre diizeyinde atom ve
molekiillerin incelemesinde kullanilan “Taramali Tiinelleme Mikroskobu” ve Atomik
Kuvvet Mikroskobunun gelistirilmesiyle de nanoteknolojik ¢alismalar hizla gelismeye

baslamistir (Drexler, 1986).
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Sekil 2.1 Nanoteknolojinin kullanim alanlar1 (Ozdogan vd., 2006°dan modifiye
edilmistir.)

Nanoteknoloji, sekil 2.1°de goriildiigii lizere bircok sektor agisindan Onemlidir.
Glinitimiizde kullanilan nanoteknoloji iirlinlerine birkag Ornek verecek olursak;
cizilmeyen araba boyalari, kir tutmayan kaplamalar, kendi kendini temizleyen camlar,
antibakteriyel ve koku tutmayan tekstil iiriinleri, seffaf koruyucu gilines kremleri bu
tirtinlerden sadece bir kacgidir. (Miller ve Senjen, 2008). Tim bu gelismelerden
anlasilacagi iizere bundan sonra nanoteknolojik tirlinler yasamimizda daha fazla yer

alacaktir.
2.4.2 Nanopartikiiller ve Sentez Yontemleri

Boyutlart 100 nanometrenin altinda kalan NP’ler nanoteknolojinin temelini olugturmakta
olup biyoloji, fizik ve kimyanin miithendislik ile biitiinlestirildigi son yillarin en ilgi ¢eken
alanlarindan birisidir. NP’ler; metal, yar1 iletken, seramik, organik molekiiler topluluk,
polimerik ya da kompozit malzemeler olabilirler. NP’ler, mikropartikiiler sistemlere
kiyasla hiicre icine daha fazla alinmaktadirlar. Bir ¢alismada 100 nm boyutundaki
NP’lerin Caco-2 hiicrelerinden; 1 um boyutundaki mikropartikiillere oranla iki bucuk kat
daha fazla, 10 um boyutundaki mikropartikiillere oranla ise alt1 kat daha fazla hiicre
igerisine alindigini gostermislerdir (Desai vd., 1997). Nanoteknoloji ile yapilmak istenen
materyalin kiiciiltiilerek 6zelliklerini degistirmektir. Herhangi bir materyalin boyutlar

kiiglildiikge Ozellikleri de ger¢ek hallerinden daha farkli olarak degismektedir.
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Dolayistyla NP’leri biiyiik materyallerden ayiran sadece boyutlar1 degildir. Bu yapilar
kimyasal reaktiviteleri, enerji emilimleri ve biyolojik mobiliteleri agisindan da biiyiik

materyallerden farkli bir yap1 ortaya koyarlar (Binti Ida Umaya, 2017; Ko vd., 2014).

Eski Hindularin romatoid artrit tedavisinde kullandiklar1 ilacin igeriginde altin
nanopargaciklarin varligi rapor edilmis olup, NP sentez ve kullaniminin 17. yy’den
oncelere dayandig diistiniilmektedir. Hindularin AuNP’leri yukaridan asagiya ad1 verilen
biyolojik yontemle iirettigi, Micheal Faraday’in ise 1857 yilinda ilk kez kimyasal yontem
olan asagidan yukariya yontemini deneyen kisi oldugu bilinmektedir (Beykaya ve Caglar,
2016).

Dolayisiyla sekil 2.2°de gosterildigi tizere NP tiretiminde kullanilan iki ana yaklasim
bulunmaktadir. Bunlar asagidan yukar1 “bottom up” ve yukaridan asagi “top down”
olarak adlandirilir. Bunlarin haricinde kullanilan iiretim teknikleri bu iki yaklagimin alt

siiflara ayrilmasiyla ¢esitlenmektedir (Ravichandran, 2010).
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I l
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Sekil 2.2 NP sentez yontemleri (Mittal vd., 2013°den modifiye edilmistir.)
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2.4.2.1 Fiziksel ve Kimyasal Sentez
¢ Yukaridan asagiya (top down) yaklasima:

Yukaridan asagiya yaklasimda, nanoiiretim biiyiik yapi ile baslar ve farkli indirgenme
prosesleri ile devam eder. Bu yontemde, kullanilan yontem esas olarak maddeye disaridan
mekanik ve/veya kimyasal islemlerle yiliksek enerji verilmesine dayanmaktadir. Bu islem
sonrasinda malzemenin nano boyutlara inebilecek kadar kiigiik pargaciklara ayrilmasi
hedeflenmektedir (Sekil 2.3). Bu yaklasima verilebilecek en genel ornekler mekanik

ogilitme ve asindirmadir (Beykaya ve Caglar, 2016).
e Asagidan yukariya (bottom-up) yaklasimi:

Asagidan yukariya yaklasimda ise proses tek atomlar ile baglar ve devaminda
nanoyapilar olusturulur. Nanoyapili yapitaslar1 olusturulduktan sonra atomik veya
molekiiler boyuttaki yapilar kimyasal reaksiyonlar ile biiyiitillerek son partikiil
olusumunun gergeklestirilmesi hedeflenir (Sekil 2.3) (Ko vd., 2014; Thakkar vd., 2010).
Nano yapilarin iiretiminde kullanilan ilk yontemlerden biri olan gaz yogunlagtirma

yontemi bottom-up yaklasimiyla calismaktadir.

N b5
. “~ ..1] » _\\ /__(“/ Y \~,
> 5 9 o s A
v ~oT r"’l?j’ v N N\ '/
[4 r,r_;ﬂ /1 ‘\._ /
L }/; G G < 2 R e )
HACIMSEL — y ATOMLAR veya
| PARTIKULLER | MOLEKONL R
| ENERJI ‘
\\’/ '.\/..

Sekil 2.3 Asagidan yukartya ve yukaridan asagiya yaklasimi (Sebahattin ve Burgak,
2008.)

2.4.2.2 Biyolojik Sentez ve Yesil Nanoteknoloji

NP iiretiminde yillarca kullanilan fiziksel- kimyasal yaklasimlar ile kisa siirede ytiksek

¢oziinlrlikli ve istenilen kiigiikliikkte partikiiller tiretilebilmesine karsin bu sistemlerin
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toksik iceriklerinin yiiksek, partikiil verimliliklerinin diigiik ve kullanilan tekniklerin
pahali olmasi gibi olumsuzluklar bilim insanlarimi1 yeni yontemler aramaya itmistir
(Narayanan ve Sakthivel, 2010). Bu konuyla ilgili arastirmalarin baslamasiyla dogada
zaten kendiliginden varolan nanoboyutlardaki madde ve canlilar incelenmis ve
aragtirmalar sonucunda canli hiicrelerden nanotanecik iiretimi esasina dayanan Yesil

Nanoteknoloji terimi ortaya ¢ikmuistir.

Biyosentez, biyolojide ¢ok asamali, enzim katalizli bir islem olup canli organizmalarda
basit bilesiklerin modifiye edilerek biiylik molekiillerin olusturulmasidir. Bu terimin
nanoteknolojideki tanimi ise, virlis, mikrop, alg, maya, mantar, bitki gibi canlh

organizmalar1 kullanarak NP sentezlemektir.

Yesil sentez de olarak bilinen bu yontem, fiziksel ve kimyasal senteze alternatif olarak
metal NP eldesinde kullanilan yaklasimdir (Ahmad ve Sharma, 2012). Yesil sentez
yontemiyle metal nanotanecik iiretiminde indirgen olarak bakteri, alg, yosun, mantar ya

da bitki dziitleri gibi maddeler kullanilabilmektedir.

Metal nanotaneciklerin yesil sentez ile liretiminin basit ve ekonomik olusu, toksik madde
kullanim1 gerektirmemesi, farmakolojik ve biyomedikal uygulamalara uygun, genis
yelpazede ticari liretime elverisli olmasi gibi avantajlarindan dolayr giiniimiizde sikca

kullanilan bir yontem haline gelmistir.
Bir tepkimenin yesil olabilmesi i¢in;

Yenilenebilir hammaddelerden elde edilmis olmasi
Cevresel olmasi

Gtivenli olmast

Tek bir tepkime basamagindan olusmasi

Atik iiretimi gerceklestirmemesi

Uriin ayristirilmasini basit olmasi

N o g bk~ wDd e

% 100 verim vermesi gibi kosullar1 saglamasi gerekmektedir (Dubey vd., 2010;
Philip,2010).

NP iiretiminde diger biyolojik kaynaklara oranla bitkisel 6ziitler daha fazla tercih edilir.
Bitkiler; ucuz, kolay ulasilabilir ve yenilenebilir kaynaklar oldugundan kitlesel sentez ve
dolayisiyla bilyiik oranda ticari iiriin iiretimine olanak saglarlar. Bitkilerin indirgeyici

ozellikleri igerdikleri terpenoidler, flavonlar, ketonlar, aldehidler, amidler ve karboksilik
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asit gibi fitokimyasallardan kaynaklanmaktadir. Indirgeme ozelliklerinin yanisira bu
fitokimyasallar partikiil yiizeyi ile etkilesime girerek NP’lerin stabilize olmasina yardimci
olurlar. Bu sayede bitkisel NP iiretiminde disaridan herhangi bir stabilizasyon ajani
eklenmesine gerek kalmaz. Ayni zamanda bitkisel nanotiretim, tek basamakta gergeklesir,
cok hizli ve ekonomiktir, toksik etkisi bulunmaz. Bu sekilde {iretilen nanomateryallerin
biyomedikal alanlarda kullanim potansiyeli yiiksektir, medikal ve tibbi uygulamalarla da

uyumludur (Keshari vd., 2021).
2.4.3 Giimiis Nanopartikiiller

Metalik NP’ler, nanoteknolojide ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bu grupta yer alan
AgNP’ler, gida raf Omrii uzatma, gida paketleme, tibbi, biyomedikal ve kozmetik
endiistrilerinde kullanilmaktadir (Bilgili, 2014).

Ag" metali aslinda ¢ok eski ¢aglardan beri insanligin kullanimindadir. Antibakteriyel
ozelligi sayesinde antik ¢aglarda siit icerisine atilan giimiis paralarla siitiin raf omrii
uzatilmis; gidalar, gimiis kaplarda saklanarak muhafaza edilmistir. Ayrica yanik ve iilser
tedavisinde de giimiis kullanilmistir. Antibakteriyel 6zelliginin yaninda antifungal ve
antiviral o6zellikler tasimasi onu genis spektrumlu bir antimikrobiyal madde haline

getirmistir (Duncan, 2011).

Malzemenin boyutlarinin nanometreye indirgenmesiyle benzersiz elektrik, optik ve
mekanik 6zelliklere sahip yeni malzemeler olusur. Mesela AgNP’lerin bu kadar kiiciik
boyutlara indirgenmesi onun, bakteri, viriis ve mantarlar {izerindeki yok etme ve uzun

siire koruma aktivasyonunu inanilmaz derecede arttirmaktadir.
2.4.4 Nanopartikiilerin Sekonder Metabolit Iceriklerine Etkisi

Son zamanlardaki ¢aligmalar bitki biiylimesi, gelisimi ve fizyolojisinin NP’lerden 6nemli
Olciide etkilendigini gostermistir (Marslin vd., 2017). Ancak cevresel veya laboratuvar
kosullarinda biyolojik olarak aktif bilesiklerin iceriklerinin arttirilmasina NP’lerin etkisi
yeni bir alan olup bu konudaki aragtirmalar sinirh sayidadir (Fazal vd., 2016). Az sayidaki
caligmalarda bakir oksit (CuO) NP’leri (Javed vd., 2017) ve AgNP’lerin (Golkar
vd.,2019) Stevia rebaudiana‘nin in vitro kiiltiirlerinde stevioside igerigini arttirdigi,
P.vulgaris’in kallus kiiltiirlerinde Au ve AgNP’lerin naftalin asetik asit (NAA) ile birlikte
muamelesinin fenolik birikimi ve flavonoid igerigini maksimum seviyede indiikledigi

(Fazal vd., 2016), Artemisia annua sag¢ kok kiiltiirlerinde de, 20 giin siireyle 900 mg /I
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AgNP muamelesinden sonra artemisin iceriginin 3.9 kat arttig1 bildirilmistir (Zhang vd.,
2013). A. thaliana’da ise AgNP’lere cevap olarak, antosiyanin ve flavonoid biyosentetik

genlerinin ekspresyon artmistir (Garcia-Sanchez vd., 2015).

Literatiirdeki siirli sayidaki bu caligmalar NP’lerin sekonder metabolitlerin iiretimini
arttirmak i¢in molekiiler elisatorler olarak kullanilabilecegi yoniinde umut verici sonuglar
ortaya koymuslardir. S. officinalis bitkilerinde nano-titanyum dioksidin dogal
antioksidanlarin biyosentezi ve sekonder metabolizmay1 gelistirmek i¢in elisator olarak
kullanilabilecegi Onerilmistir (Ghorbanpour, 2015). Bununla birlikte, NP’lerin bitkiler
tizerindeki etkisi biiylik 6l¢iide bitki tiirii, bitkinin biiylime asamasi, NP’lerin boyut, sekil
ve konsantrasyonu ile uygulama sartlart (sicaklik, siire, ortam) gibi gesitli faktorlere
baghidir (Vanini vd., 2013). Ayrica, Campomanesia rufa bitkisinde AgNP
uygulamalarinin diisiik konsantrasyonlarda (0.385, 0.77 vel.54 mg/l ) herhangi bir etki
gostermemesine ragmen 15.4 mg/l ‘den sonraki konsantrasyonlarda artigsa paralel bitki
gelisiminde zararlara neden oldugu bildirilmistir (Oliveira Timoteo vd., 2019). NP
uygulamalarinin bitkilerdeki sonuglarmin farkliliklar1 dikkate alindiginda, tibbi ve
ekonomik degeri yiiksek sekonder metabolitlerin {iretimi icin bitki-NP-etkilesimleri ile

ilgili yeni arastirmalarin yapilmasi gereklidir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Salvia sclarea Tohumlari

S. sclarea tohumlar1 Zeytinburnu Tibbi Bitkiler Bahgesinden saglanmustir.
3.1.2 Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar tablo 3.1 de belirtilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan kimyasallar

= MS

» Siikroz
= Agar

= AgNOs
= NaOH
= EtOH

= MT

= |AA

= HCI

» Hekzan ¢oziiciisl
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3.1.3 Cihazlar
Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar tablo 3.2 de listelenmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan cihazlar

=  Ph metre

* Biyogiivenlik kabini

= Hassas Terazi

*  Santrifijj

* Manyetik karistiric

= Sonikator

= Ultrasonik su banyosu

» fklimlendirme dolab1

= Shaker

= Evaporator

» Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi cihazi

= Uv-Vis spektrometresi

=  Otoklav
3.2 Yontem

3.2.1 Giimiis Nanopartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu

AgNP sentezi Erisen ve Yiica (2019) tarafindan yapilan yesil sentez yontemi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Sentez i¢in yapilan ¢calismalar asagida belirtilmistir.
3.2.1.1 1M 100 ml AgNOs3 Cozeltisinin Stok Olarak Hazirlanmasi

100 ml 1 molarlik AgNO3 ¢6zeltisi hazirlamak igin 16.99 gr AgNO3 (169.9gr/l) hassas
terazide tartildi ve 100 ml dH.O’da ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti, oto-oksidasyonu
engellemek amaciyla koyu renkli cam sisede saklandi. Sentezde kullanilan 10 mM

AgNOs ¢ozeltisi stok ¢ozeltiden 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.
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3.2.1.2 S. sclarea Yapraklarindan Oziit Hazirlanmasi

Yesil sentez yontemiyle AgNP sentezinde S. sclarea yapraklarina ait 6ziit kullanilmistir.
Yapraklar YTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Doku Kiiltiirii Laboratuvarmdaki bitki

biiylitme odasinda bulunan S. sclarea bitkilerinden saglanmistir.

Sekil 3.1 AgNP sentezinde kullanilan S. sclarea bitkisi

Bitkinin yapraklari toplanmis ve tartilmistir. Yapraklar cesme suyuyla yikandiktan sonra
fazla suyun uzaklastirilmasi amaciyla bir siire kurutma kagidi iizerinde bekletilmistir.
Suyu uzaklastirilan ve erlen igerisine kiigiik pargalara ayrilan yapraklara 1 gr:10 ml
(bitki:distile su) oraninda distile su eklenerek manyetik karistiricida yaklagik 30-40
dakika boyunca kaynatilmistir. Bu sekilde hazirlanan karigim Whattmann no:1 filtre
kagidindan siiziilerek falkon tiiplere aktarilmig ve 6000 rcf ‘de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Boylece diger partikiiller uzaklastirilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kistm
toplanarak fiziksel bir sterilizasyon yontemi olan filtre sterilizasyonu yontemiyle steril
hale getirilmistir. Bu islem esnasinda kabin igerisinde ¢alisilmig ve tek kullanimlik seliiloz

nitrat membran filtresi kullanilmistir.
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3.2.1.3 Giimiis Nanopartikiil Sentezi

AgNP sentezi icin yaprak 0ziitli ve 10 mM’lik AgNO3 ¢ozeltisi, 1 ml:9 ml oraninda
(AgNO3 ¢ozeltisi: bitki 6ziitii) karistirilarak oda sicakliginda ve karanlik ortamda bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisim steril santrifiij tiiplerine
paylastirilarak 10.000 rcf’de 1 saat boyunca santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi ise
stipernatant kisim uzaklastirilmis ve tiiplerin dibinde kalan NP kisimlar1 karanlik ortamda

kurumaya birakilmustir.
3.2.1.4 Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

AgNP sentezinin baglamasi c¢ozeltinin acik sar1 renkten kahverengiye olan renk
degisimiyle gozlemlenmistir. AgNP’lerin sentezinin dogrulanmasi ise UV-Vis
spektrometresi kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenen AgNP’lerin morfolojileri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM analizi Yildiz Teknik Universitesi

Merkez Laboratuvart ‘ndan hizmet alim1 yoluyla yapilmstir.

3.2.2 Doku Kiiltiirii Calismalari

3.2.2.1 Cahsma Ortami, Alet ve EKipmanlarin Sterilizasyonu

Calismalar biyogiivenlik kabininde gerceklestirilmistir. Calismalardan 10 dakika once

kabin havalandirilmasi agilmis ve %70’lik alkol ile temizlenmistir.

Caligmalar esnasinda kullanilacak alet ve ekipmanlar ( pens, magenta, cam tiipler) 121
OC*de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Uygulamalar sirasinda kullanilan pens

ve bistiiriler aralikl olarak alkol ve alevden gegirilerek steril kalmalar1 saglanmistir.

3.2.2.2 Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Olarak Hazirlanmasi ve

Sterilizasyonu

Calismada kullanilan MT ve IAA bitki biiylime diizenleyicilerinden stok soliisyonlar
(Img/ml ) hazirlanmistir. Stok ¢ozelti i¢in bitki biiyliime diizenleyicilerinden 10 mg
tartildi ve ¢oziinmeleri i¢cin MT {izerine 1-2 damla sodyum hidroksit (NaOH), [AA lizerine
ise yine 1-2 damla etanol (EtOH) damlatilmistir. Coziinme gergeklesince tizerleri 10 ml
ye distile su ile tamamlanmistir. Biyogiivenlik kabininde tek kullanimlik seliilaz filtre
kullanilarak sterilizasyonlar1 gergeklestirilmis ve daha sonra kullanilmak tizere +4

derecede saklanmistir.
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3.2.2.3 Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismalarda temel besin ortami olarak % 3 siikroz igeren ve % 0.7 agar ile katilastirilarak
hazirlanan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortam1 kullanilmistir. AGQNP ve AgNOs igeren
besin ortamlarinda gézlenen katilasma sorunu sebebiyle % 0.7 olan agar miktar1 % 0.9’a
¢ikartlmistir. Siirgilin rejenerasyonu i¢in eksplantlar 1 mg/l MT ve 0.2 mg/l IAA igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmis olup, AgNP ilavesinin bitki biiylime ve gelisimi ile
sekonder metabolit iceriklerine etkilerinin belirlemesi amaciyla tablo 5’de belirtilen
konsantrasyonlarda AgNOs veya AgNP besin ortamlarina eklenmistir. Tablo 3.3’de
belirtilen her bir deneme konsantrasyonu i¢in 4 magenta (4x7) besin ortami

hazirlanmistir.

Siirgilin rejenerasyonlari besin ortami1 hazirlik asamasinda; eklenen AgNP ve AgNOs * {in
tamamen c¢oziinmedigi goézlemlenmis ve eklenen madde konsantrasyonu arttikca
¢Oziinme hizinin azaldigi goriilmiistiir. Bu sorunun oOniine gegmek icin ¢ozeltiler
ultrasonik su banyosunda 10-30 dakika arasinda sonikasyon islemine tabi tutulmustur.
Tam ¢oziinmenin gergeklesmesi icin ise sonikator cihazi (5-10 dakika) kullanilmustir.
Coziinme gergeklesince Ph’1 5.6-5.8’e ayarlanan cozeltiler sterilizasyon i¢in 121 °C de
20 dakika otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi ise besin ortamlar1 kabine alinmig, bitki

biiyiime diizenleyicileri eklnmis ve magentalara dokiilerek katilagmaya birakilmustir.
3.2.2.4 Tohumlarmn Yiizey Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

S. sclarea tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, ilk asamada %20 ‘lik ticari ¢amagir suyu
icerisine alman tohumlarmin manyetik karistirict vasitasiyla 5 dakika boyunca
karistirilmasiyla saglanmistir. Ardindan steril distile su igerisine aktarilan tohumlar yine
karistiric1 araciligiyla 5 dakika boyunca karistirilarak durulanmis ve bu islem 3 kez

tekrarlanmustir.

Cimlenme asamasinda bazi tohumlarda kontaminasyon olustugu goézlemlendigi icin
yiizey sterilizasyonu prosediiriinde degisiklige gidilerek camasir suyu ¢ozeltisi %25°e,
sterilizasyon siiresi ise 10 dakikaya ¢ikartilmistir.

Sterilizasyonu gerceklestirilen tohumlar ¢imlenme i¢in bitki biiylime diizenleyici

icermeyen MS ortamina (MS0) aktarilmistir. Fakat diisiik ¢imlenme yiizdesi nedeniyle

yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlar MSO besin ortamina aktarim 6ncesinde 1/2
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stvi MS ile 1slatilmig steril kagitlar arasinda ¢imlendirilmistir. Bu uygulama sonucunda

tohumlarin tamamina yakininin ¢imlendigi belirlenmistir.
3.2.2.5 Aseptik Fidelerin Eldesi ve Eksplant izolasyonu

MSO ortammna aktarilarak ¢imlendirilen tohumlar 24°C’de 16 saat aydinlik / 8 saat
karanlik fotoperiotta 4000 lux floresans 11k altinda, iklimlendirme dolabinda
¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlardan aseptik fideler elde edilmistir. 8-9 haftalik

kiltlir sonunda aseptik fidelerin nod bolgeleri ¢ikarilarak eksplant olarak kullanilmistir.
3.2.2.6 In Vitro Siirgiinlerin Cogaltin ve Kiiltiirii

Tablo 3.3’de belirtilen her bir deneme konsantrasyonu i¢in 4 magenta besin ortami (4x7
adet) hazirlanmis ve her bir magentaya aseptik fidelerden elde edilen 5 adet eksplant
yerlestirilmistir.

Nodal segmentler besin ortamlarina aktarildiktan sonra tiim kiiltiirler 24°C’de 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiotta 4000 lux floresans 1sik altinda, iklimlendirme

dolabinda tutulmustur.

Tablo 3.3 /n vitro siirgiin cogaltiminda kullanilan besin ortam1 konsantrasyonlar:

Konsantrasyon (mg/L):
AgNP AgNOs
i
u 25 -
L
= 50 -
L
E 100
i -
- 25
- 50
- 100
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3.2.2.7 Giimiis Nanopartikiil ve Giimiis Nitrat’in Siirgiin Biiyiime ve Gelisimine

Etkisinin Belirlenmesi

AgNP ve AgNOs’iin bitki biiyiime ve gelisimine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla

kiltiirden yaklasik 8 hafta sonra agsagidaki parametreler degerlendirilmistir.
e Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
e Siirgiin boyu (cm)
e Siirgiin yas ve kuru agirlig1 (mg)

Besin ortamindan alinan siirgiinlerin yas agirliklart hassas terazide tartilarak
belirlenmistir. Stirgiinler oda sicakliginda 2 hafta kurutma kagidi tizerinde kurutulduktan

sonra kuru agirliklart belirlenmistir.
3.2.2.8 Verilerin Analizi

Doku kiiltiirti galismalarinda denemeler 4 tekerriirlii olarak kurulmus olup her tekerriirde
5 eksplant kiiltiire alinmustir. Elde edilen verilerin Varyans Analizleri SPSS for Windows
(versiyon 23.0) programi kullanilarak yapilmis, uygulamalar arasindaki farkliliklar

(p<0.05) Duncan Coklu Karsilastirma testi ile belirlenmistir.

3.2.3 Sekonder Metabolit i¢cerik Analizi
3.2.3.1 Maserasyon Yontemi ile Bitki Eksrat1 Eldesi

S. sclarea yapraklari laboratuvarda oda sicakliginda kurutulmus ve kii¢iik parcalar haline
getirilerek erlen kaplarina aktarilmistir. Ardindan 1:10 (yaprak materyali: hekzan
¢oziiclisli) oraninda hekzan ¢oziiciisii eklenmis ve yaklasik 1 saat boyunca ultrasonik su
banyosu kullanilarak masere edilmistir. Maserasyon sonrasi ekstrat, filtre kagidindan
(whatman no:2) siiziilmiistiir (sekil 3.2). Filtrasyon sonras1 ise hekzan ¢oziisii, evaporator
cihaz1 kullanilarak 40 °C diisiik vakum basinci altinda uzaklastirilmistir (Sekil 3.3).
Boylece ham ekstre elde edilmistir. Hekzan ekstratlarinin bilesenleri, GC-MS
kromotografik yontemiyle belirlenmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3 Evaporator cihazi

3.2.3.2 GC-MS Analizi

GC- MS analizi Erisen vd., (2020) belirttigi sekilde gerceklestirildi. Hekzan 6zleri, n-
hekzan ile (GC-grade, Merck) ile 1:100 oraninda seyreltildi. Tasiyic1 gaz olarak helyum
(1.0 ml/dk), kolon olarak ise Innowax FSC kapiler kolonu (60mx0.25 mm, 0.25m film
kalinligi) kullanildi. Hekzan ekstre bilesenlerinin belirlenmesi ise n-alkan serilerinin
literatiir ile karsilastirilmasi ve kiitle spektrum karsilagtirilmalariyla yapildi. Analizler iki

tekrarl gerceklestirildi.
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Sekil 3.4 GC-MS cihaz
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A

SONUC VE ONERILER

4.1 Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

AgNP’lerin sentezi metod da belirtildigi gibi Erisen ve Yiica (2019)’a gore yapilmustir.
AgNP olusumunun tespiti, AQNOs ¢ozeltisi ile S. sclarea bitki 6ziitiiniin reaksiyonundan
24 saat sonra UV-Vis spektral analizle dogrulanmistir. Olusan tepe noktasi (peak) AGNOs3
iin AgNP halinde indirgendigini gostermektedir (Sekil 4.1).

2.2 -
&
817
3
=
©
212
o
3
<
0.7
0-2 | | | |
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Sekil 4.1 Sentezlenen AgNP’lerin absorbans intensisitesi

Sentezlenen =~ AgNP’lerin  morfolojilerini  belirlemek icin  SEM  analizleri
gerceklestirilmistir.  Analiz sonucunda AgNP’lerin kiiresel morfolojide olduklar1 ve

boyutlarmin ise 10 ile 100 nm arasinda degistigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Sentezlenen AgNP’lere ait SEM goriintiisii (bar=1pum)

4.2 Giimiis Nanopartikiil ve Giimiis Nitrat’in Siirgiin Rejenerasyonuna
Etkisi

S. sclarea bitkisinde AgNP uygulamalarmin siirgiin rejenerasyonuna olan etkilerini
belirlemek amaciyla 25, 50, 100 mg/l AgNP ile 1 mg/l MT ve 0.2 mg/l IAA i¢eren MS
besin ortamlarinda nodal segmentler kiiltiire alindi. Buna ek olarak AgNP uygulamasinda
ortaya ¢ikacak etkinin nanopartikiillerden salinan Ag* iyonlarindan mi1 kaynaklandigini
yoksa NP yapisinin m1 etkili oldugunu belirlemek amaciyla ayni konsantrasyonlarda
AgNOQOgz iceren MS besin ortamlariyla da denemeler kuruldu. Kiiltiirden yaklasik 8 hafta
sonra eksplant basina silirglin sayilari, siirgiin boyu ve siirglin yas agirliklar1 belirlendi.

Stirgiinlerin kuru agirliklari ise oda sicakliginda 2 hafta kurutulduktan sonra belirlendi.

AgNP ve AgNO3z uygulamalarinin eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan herhangi bir
istatistiksel farklilik meydana getirmedigi tespit edildi (Tablo 4.1). Bununla birlikte
uygulamalarin slirglin boyuna etkisinin 0.01, yas ve kuru agirhiga etkisinin ise 0.05

diizeyinde istatistiksel farklilik gosterdigi belirlendi.
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Tablo 4.1 AgNP ve AgNO3 uygulamalarin S. sclarea’da siirgiin rejenerasyonuna
etkisine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgiin Boyu Yas Agirhk Kuru Agirhk
Varyasyon Basina (mm) (mg) (mg)
Kaynaklarn | S.D Siirgiin
Sayisi
(adet)
KO F. K.O. F. K.O. F. KO. | F
Genel 21
Uygulama 2 245 170 170.18 | 11.19** 25.92 8.01* 0.20 5.46*
Hata 18 144 1.19 3.23 0.03

*p<0.05 **p<0.01
Calismada istatistiksel farklilik belirlenen siirglin boyu, yas ve kuru agirlik degerleri
arasindaki farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek i¢in ise Duncan testi yapilmistir. Bu

sonuclar tablo 4.2 de verilmistir.

Tablo 4.2 AgNP ve AgNOs uygulamalarinin S. sclarea’da siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant
Uygulamalar Basina Siirgiin Boyu  Yas Agirhk Kuru
Siirgiin Sayisi (mm) (mg) Agirhk
(adet) (mg)
Kontrol 3.66 18.29 2" 5.33ab 0.36b
AgNP 3.88 1161b 6.80 a 0.64 a
AgNOs 2.86 6.45 ¢ 341D 0.35b

Ayni siitunda fakli harflerle gdsterilen gruplar arasinda p < 0.01" veya 0.05 diizeyinde anlamli
faklilik vardir.

Uygulamalarin eksplant bagina siirgiin sayisina olan etkisi incelendiginde istatistiksel bir

farklilik olmamasina karsin, eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan en yiiksek sonug

(3.88 adet) tablo 4.2 ‘de goriildiigii gibi AgNP uygulamalarindan elde edilmistir.
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Siirgiin boyu bakimindan ise en iyi sonug 18.29 mm ile kontrol grubundan elde edilmistir.
Budegeri 11.61 mm ile AgNP uygulamalar1 takip etmektedir. En diisiik sonuglar ise (6.45
mm) AgNO3 uygulamalarindan elde edilmistir (tablo 4.2).

Yas ve kuru agirlik parametrelerin her ikisi i¢inde en iyi sonuglar sirasiyla 6.80 mg ve

0.64 mg olmak iizere AgNP uygulamalarindan elde edilmistir.

Son donemlerde NP’ler, bitki biiylime ve gelisimini arttirmadaki potansiyel kullanimlar
sebebiyle dikkat cekmektedir. Fakat bitki-NP etkilesimleri hala tam olarak anlagilamamis
olup bildirilen ¢calismalarda NP’lerin bitki biiylime ve gelisimine farkli etkilerin (arttirici-
azaltici- notr) oldugu rapor edilmistir (Marslin vd., 2017). NP'lerin bitkiler tizerindeki
etkisi NP boyutuna, sekline, tiiriine, konsantrasyonuna, bitkinin NP'ye maruz kalma
siiresine gore farklilik gosterirken aym1 zamanda bitkilerin yas1 ve tiirline gore de
degisebilmektedir (Vannini vd.,2013). Antimikrobiyal etkileri ile dikkat ¢eken
AgNP'lerin hayvanlar iizerindeki etkileri ile ilgili cok sayida ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen, bitkiler lizerindeki etkisine iliskin ¢alismalar azdir. AgNP 'lerin reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimini arttirarak bitkiyi oksidatif strese soktugu bilinmektedir ( Cheng
vd., 2010; Tripathi vd., 2012). Bu konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada; in vitro sartlarda
yetistirilen patates bitkisinde farkli konsantrasyonlarda AgQNP ve AgNOs'iin etkileri, ROS
iretimi ve oksidatif stres tepkileri acgisindan incelenmistir. Bunun sonucunda her iki
uygulamada da toplam ROS ve siiperoksit anyonlarinin 2 mg/lI'den daha yiiksek
konsantrasyonlarda arttig1 ve yine her iki uygulamanin da patates fideleri iizerinde

oksidatif stres olusturdugunu goriilmiistiir (Homaee vd. 2016).

Baska bir calismada ise Aloe vera oziitii kullanilarak yesil sentez yontemiyle sentezlenen
AgNP ile AgNO3’lin farkli konsantrasyonlarmin (I ve 3 mM) hardal bitkisine etkisi
aragtirtlmistir.  Siirglin - uzunlugu bakimindan elde edilen sonuglar kontrol ile
karsilagtirildiginda hem AgNP'lerin hem de AgNOg'liin hardal fidelerinin biiylimesini
azalttig1 fakat AgNP'nin hardal fideleri iizerindeki zararl etkisinin AgNOzs'ten daha az
oldugu bildirilmistir (Vishwakarma vd., 2017). Calismalarla paralel olarak bu ¢calismada
da siirgiin sayisi, slirgiin boyu, yas ve kuru agirlik bakimindan AgNP uygulamalarindan
elde edilen sonuglar AgNOs uygulamalarina gore daha iyidir. AgNP'lere oranla
AgNOgz’iin biiylime iizerindeki olumsuz etkisinin daha fazla olmasinin sebebi bitkiler

tarafindan alinan Ag" iyonlarindaki artis olabilir ( Harris ve Bali, 2008).
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AgNP ve AgNO3 uygulamalarinin farkli konsantrasyonlarin etkisi de istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. ~ Yapilan bu degerlendirmeler sonucunda, uygulama x
konsantrasyonlarin eksplant basina siirgiin sayisi, slirgiin boyu, yas agirlik ve kuru
agirligina etkisinin her dort parametre bakimindan da 0.01 diizeyinde anlamli farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar tablo 4.3’de gosterilmistir. Istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar arasindaki 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla Duncan testi

yapilmistir. Sonuglar tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.3 Farkli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNOs uygulamalarinin S. sclarea’da
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari

Eksplant Siirgiin Boyu Yas Agirhk | Kuru Agirhk

Basina (mm) (mg) (mg)
Varyasyon Siirgiin
Kaynaklari S.D. | Sayisi (adet)

KO. F.  KO. F K.O. F. K.O. F.
Genel 21
Uygulama 6  3.97 7.84* 8560 11.95%* 1507 10.76** 0.12  4.90**
X
Konsantrasyon - B,
Hata 14 0.50 7.16 1.40 0.02
**p<0.01

Eksplant basina siirgiin say1s1 bakimindan en iyi sonuglar eksplant basina 4.73 adet siirgiin
olusumuyla 25 mg/l AgNOs uygulamalarinda kiiltiire alinan nodal segmentlerden elde
edilmistir. Fakat kontrol (3.66 adet), 25 mg/l AgNP (4.40 adet) ve 100 mg/l AgNP (4.06
adet) iceren ortamlarda elde edilen sonuglar da 25 mg/l AgNOzuygulamasiyla ayni grupta

yer almislardir.

18.29 mm ile siirgiin boyu bakimindan ise en iyi sonug kontrol grubundan elde edilmistir.
Bununla birlikte 25 mg/l AgNP (14.08 mm) i¢eren ortamdan elde edilen sonuglar kontrol
ile aynm1 grupta yer almaktadir. En diisiik sonug ise 50 mg/l AgNO3z (2.78 mm)

uygulamasindan elde edilmistir.

Yas agirliga bakildiginda ise 50 ve 100 mg/l AgNOs uygulamalar1 disindaki tim
uygulamalar kontrol ile ayni grupta yer alip istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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olusturmamiglardir. Bununla birlikte en yiiksek sonug¢ 50 mg/l AgNP (7.53 mg)

uygulamasindan elde edilmistir.

Kuru agirlik bakimindan da en iyi sonug yas agirlikta oldugu gibi 50 mg/l AgNP (0.74
mg) uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik sonu¢ ise 50 mg/l AgNOs (0.14 mg)

uygulamasindan elde edilmistir.

Tablo 4.4 Farkli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNOz uygulamalarinin S. sclarea’da
stirglin rejenerasyonuna etkisi

Uygulamalar ~ Konsantrasyon Eksplant  Siirgiin Yas Kuru
(mgll) Basina Boyu Agirhk  Agirhk
Siirgiin (mm) (mg) (mg)
Sayisi
(adet)
Kontrol - 3.66 ab 18.29 a 533a 0.35bc
25 4.40 ab 1408ab 650a 0.6lab
AgNP 50 320bc  9.28bc  753a 0.74a
100 4.06 ab 11.45b 6.38a 0.56ab
25 473 a 11.89b 6.12a 0.57ab
AGNOs 50 153 ¢ 278d  280b  0.l4c
100 2.33 bc 4.67 cd 1.32b  0.34bc

Ayni siitunda faklr harflerle gosterilen gruplar arasinda p < 0.01 diizeyinde anlamli faklilik vardir.

2019 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada in vitro sartlarda muz bitkisine ait eksplantlar farkli
konsantrasyonlarda (0, 1, 5,10, 50, 100 ve 200 mg/l) AgNP veya AgNO3 ile muamele
edilmis ve sonuglart karsilastirilmistir. Sonuglarda diisiik konsantrasyonlarda ( 1 ve 5
mg/l) hem AgNP'nin hem de AgNOs'iin muz fidelerinin biiyiimesi ve gelismesi (taze ve
kuru agirlik, kok sayist ve kok uzunlugu) agisindan olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir.
Fakat her ikisi de ytliksek konsantrasyonlarda inhibe edici bir etki yaratmistir (Marva vd.,
2019).
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Baska bir calismada yesil sentez yontemiyle {iretilen ¢inko oksit (ZnO) NP’lerinin tibbi
bir bitki olan S. officinalis L. bitki tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide biiylimesi {lizerine
etkisi arastirtlmistir. Farkli dozlarda ZnONP uygulamasi sonucunda S. officinalis L.
tohumlarinin ¢imlenmesi %90-94, govde uzunlugu 1.86-2.92 cm ve siirglin uzunlugu
1.01-1.98 cm arasinda olmustur. En yiiksek kok ve siirgiin uzunlugu 2.5 mg ZnONP
uygulamasindan elde edilmistir (Zubeyir vd., 2021).

Bu tez ¢alismasinda siirgiin boyu bakimindan benzer sonuglar elde edilmekle birlikte
eksplant basina siirgiin sayist ile yas ve kuru agirlik bakimindan AgNP dozlarinin
(eksplant basina siirgiin sayisinda 50 mg/l uygulamas: hari¢) arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. AGQNO3 uygulamasinda ise doz artis1 azaltict

bir etki yaratmaistir.

AgNP ve AgNOs iceren ortamlarda gelisen siirgiinler morfolojik 6zellikleri bakimindan
da incelenmistir. Kontrol grubuna goére 25 mg/l AgNP igeren ortamlarda az sayida da olsa
vitrifike siirgiinlerin gelistigi goriilmistiir. 25 mg/l AgNO3 igeren ortamlarda gelisen
slirglinlerde ise 25 mg/l AgNP’ ye gore daha fazla sayida vitrifikasyon gozlemlenmistir.
50 AgNP ve AgNOs igeren ortamlarin her ikisinde de siirgilinlerde vitrifikasyon yaninda
nekroz olusumlari goriilmiistiir. 100 mg/l AgNP ve AgNO3 igeren ortamlardaki siirgiinler
ise 50 mg/l AgNP ve AgNOs iceren ortamlardaki siirgiinlere gore daha saglikli oldugu,
fakat 25 mg/l konsantrasyonlarina gore vitrifikasyon oraninin daha fazla siirgiinde oldugu
belirlenmistir. Ayrica 100 AgNOs igeren ortamlarda 1-2 siirgiinde kok olusumu da
gorilmistir (Sekil 4.3).

33



Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNOs uygulamalarinin in vitro siirgiin
rejenerasyonuna etkisi. Kontrol (a), 25 mg/l AgNP (b,c,d), 25 mg/l AgNO3 (e), 50 mg/I
AgNP (f), 50 mg/l AgNOs (g), 100 mg/l AgNP (h), 100 mg/l AgNOs (1) igeren besin
ortamlarinda gelisen siirgiinler.

4.3 Giimiis Nanopartikiil ve Giimiis Nitrat’in Sekonder Metabolit
Icerigine Etkisi
S. sclarea bitkisinin in vitro siirgiinlerine ait yaprak eksplantlarinda sekonder metabolit

icerikleri GC-MS analizi ile belirlenmistir. Analiz sonuglari tablo 4.5’de gosterilmistir
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Tablo 4.5 Farkli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNO3z uygulamalarinin S. sclarea bitkisinin sekonder metabolit igeriklerine etkisi

No RT RRI RRI Icerik Kontrol 25 50 100 25 mg/l 50 mg/I 100
Lit. (%) mg/I mg/I mg/l AgNO3 AgNO3 mg/I
AgNP  AgNP AGNP (%) (%) AgNOs3

(%0) (%) (%0) (%)
1 38.821 1834 1830 Tridecanal - - - 0.5 - - -
2 43.719 2023 2025 2-Pentadecanone - - - 0.4 - - -

3 45945 2115 2107 (E)-2-Tetradecanal 2.3 - 1.1 0.5 0.6 0.9 0.5

4 48.141 2209 2200 Docosane - - - - - - 0.8
5 49.898 2287 2287 Sandaracopimaradiene - - - 0.3 - - -

6 50405 2309 2300 Tricosane 1.8 - - - - 2.8 2.2

7 52922 2412 2400 Tetracosane 4.3 - - - - 6.6 3.4

8 55.904 2515 2500 Pentacosane 6.7 - - - 35 8.7 5.8
9 58.183 2582 2583 Methyl linolenate - 2.5 - 0.4 - - -
10 58.519 2591 2594 9-Hexacosene - 1.0 - 0.8 2.1 - -
11 59.617 2619 2622 Phytol tr tr 3.2 2.2 tr tr tr

12 59.628 2619 2600 Hexacosane 8.2 - - - 3.6 - 2.1

13 64.039 2722 2744 Heptacosane 111 10.6 10 7.6 105 13.7 11.6



9¢

Tablo 4.5 Farkli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNO3 uygulamalariin S. sclarea bitkisinin sekonder metabolit
iceriklerine etkisi (devami)

14 59.962 2627 2640 Hexacosene - 2.6 - 1.9 1.5 12.0 7.0
15 67.041 2787 Squalene 24 10.6 6.4 5.7 4.9 1.6 -

16 68.834 2823 2822 Octacosene 10.7 - - 1.1 2.0 131 9.3
17 69.338 2833 2822 Pentadecanoic acid 4.0 7.2 7.0 6.3 55 1.4 4.2
18 73.359 2912 2931 Hexadecanoic acid 15 12.1 14.1 7.0 6.1 2.0 3.7
19 74.063 2925 2942 Nonacosene 11.0 9.9 10.8 1.3 10.4 124 10.8
20 74.789 2939 2950 9-Nonacosene - - - 8.2 - - -

21 79.482 3025 3000 Triacontane 6.6 - - - - 9.3 5.2
22 81.038 3053 3063 Octadecanoic acid 18.1 247 28.8 32.1 28.3 3.2 22.1
23 82.679 3081 3100 Hentriacontane - - 4.9 5.6 - -

24 85512 3217 3200 Dotriacontane 10.7 145 12.7 4.1 4.5 4.0 34




Bu sonugclar degerlendirildiginde; yag asitlerinin baskin oldugu belirlendi. Oktadekanoik
asit ve pentadekanoik asit 50 mg/l AgNOs ile muamele edilmis bitkiler harig, analiz edilen
tiim ekstrelerin ana bilesigiydi. Hekzadekanoik asit igerigi ise kontrol bitkileri (% 1.5) ile
karsilastirildiginda; 6zellikle 25 (% 12.1) ve 50 mg/1 (% 14.1) AgNP olmak iizere AgNP
ve AgNOs‘iin tiim konsantrasyonlar1 bazinda dnemli artig gosterdi. Oktadekanoik asit,
pentadekanoik asit ve hekzadekanoik asit doymus fosfolipid yag asitleridir ve kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda AgNP'lerle muamele edilmis bitkilerde 6nemli 6l¢iide
artmiglardir. Bu doymus yag asitleri, fosfolipid cift tabakasinin bilesenleridir. Bu
bilesenlerdeki artis, stres kosullarina uyum saglamak i¢in membran sentezinin isareti
olabilir (Zhang vd., 2018).

AgNP ve AgNO3s uygulamalar1 sekonder igerigi hem kalitatif hem de kantitatif olarak
etkilemistir. Ornegin; Tridekanal (% 0.5), 2-Pentadekanon (% 0.4), sandarakopimaradin
(% 0.3) ve 9-Nonakosen (% 8.2) metabolitleri sadece 100 mg/l AgNP uygulamasindan
elde edilen siirgiinlerde belirlenmistir. Dokosan igeriginin ise kontrol grubu dahil higbir
deneme grubunda gozlemlenmedigi sadece 100 mg/l AgNOsz konsantrasyonunda % 0.8
oraninda tespit edildi. Bu durumun tam tersi olarak skualen metabolitinin ise, 100 mg/|
AgNO3 uygulamasi hari¢ tiim bitki ekstraktlarinda farkli seviyelerde varlig1 belirlendi.
En diisiik skualen seviyesi, 50 mg/l AgNOs (% 1.6) uygulamasinda tespit edildi. Kontrol
bitkileri (% 2.4) ile karsilastirildiginda, 25 mg/l AgNOs (% 4.9) ve AgNP (% 5.7-10.6)
uygulamalrinda 6nemli skualen seviyeleri tespit edildi. Triterpen grubuna dahil olan
skualen lipid 6zelliklere sahiptir. Antioksidan, antibakteriyel, antikanser, antifungal,
detoksifiye edici ve kardiyoprotektor gibi bircok 6zelligi sebebiyle de ilag ve kozmetik

endiistrilerinde kullanilmaktadir (Lozane-Grande vd., 2018).

S. sclarea’nin diger bir degerli metaboliti olan fitol, diterpen grubuna ait olup klorofilin
parcalanmasinda rol oynar. Kozmetik, ev temizlik maddeleri ve koku dtretiminde
kullanilir (Erisen vd., 2020). Mevcut ¢alismada, kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda
fitol, AgNOz (25, 50 ve 100 mg/1) ve 25 mg/l AgNP uygulamalarinda iz miktarda olmakla
birlikte 50 mg/l AgNP (% 3.2) ve 100 mg/l AgNP (% 2.2) konsantrasyonlarinda artmistir.
Fitol seviyesinin artmasi, klorofil bozulmasinin bir isaretidir. Klorofil bozulmasindan
kaynaklanan fitol, lipidleri oksidatif hasardan koruyan tokoferol sentezinde bir Oncii
olarak kullanilir. Ayrica fitol, oksidatif stres i¢cin koruyucu bir mekanizma olabilir. Ek

olarak, strese karsit bitki savunmasinin biyolojik belirteci olarak kullanmilir (Zhang
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vd.,2018).

Baz1 bilesik seviyeleri kontrole gore AgNOz3’lere kiyasla AgNP’lere yanit olarak daha
fazla artmis ve azalmistir. AgNP uygulamasi ile artan bilesikler fitol, skualen,
pentadekanoik asit, heksadekanoik asit, oktadekanoik asit, tridekanal, 2-pentadekanon,
sandaracopimaradiene ve 9- nonakosen’dir. Trikosan, tetrakosan, pentakosan,
heksakosan ve triakontan dahil olmak iizere bazi bilesik seviyeleri ise AgNP muamelesi
ile onemli Olgiide azalmistir. Benzer baska bir sonug salatalik bitkisiyle yapilan bir
calismada belirlenmistir. Salatalik bitkisi farkli konsantrasyonlarda AgNP veya AgNOs
‘e maruz birakilmis ve sekonder igeriklerindeki degisimin belirlenmesi amaciyla GC-MS
yontemi kullanilmisir. Analiz sonuglarina gore Ag+ iyonlar1 bazi degisikliklere sebep olsa
da karbazol, laktuloz, rafinoz, sitrakonik asit, laktamit, asetanilid ve p-benzokinon ‘un
AgNP'ye 6zgii olarak degistigi belirlenmistir (Zhang vd., 2018). Sonug olarak AgNP ve
AgNO3 uygulamalarinin sekonder icerikteki farkli etkileri nano boyutlara 6zgii bir

tepkinin varligimni gostermektedir.

Genel olarak S. sclarea bitkisinin in vitro kiiltiirlerinde siirgiin rejenerasyonunda eksplant
basina siirgiin sayist bakimindan 25 mg/l AgNOs uygulamasi en yiiksek sonuglari
verirken, siirgiin boyunda en yiiksek sonuglar kontrolden alinmistir. Fakat 25 mg/l AgNP
uygulamasi ikinci en 1y1 sonuglar1 vererek kontrol ile ayn1 grupta yer almistir. Yas ve
kuru agirlik bakimindan ise AgNP uygulamalari pozitif etki yapmistir. AgNO3z (25 mg/I
hari¢) uygulamalar1 tiim parametrelerde inhibe edici etki gostermistir. Uygulamalar
sekonder metabolit i¢eriklerini hem kalitatif hem de kantitatif olarak etkilemistir. Skualen
ve fitol gibi degerli metabolitlerin miktarlar1 doza bagli olarak AgNP uygulamalarinda
artig gostermistir. S. sclarea bitkisinde degerli metabolitlerin in vitro siirgiin kiiltiirleri ile
tiretiminde AgNP’ler elisator olarak dnerilebilir. Gelecek ¢alismalarda S. sclarea’da farkli
konsatrasyonlarin, farkli NP’lerin ve farkli uygulama sekillerinin etkisinin ortaya
konulmasi in vitro kiiltiirlerle sekonder metabolit iiretiminin arttirilmasina katki

saglayabilir.
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