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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

GUMUS NANOPARTIKUL (AgNP) UYYGULAMALARININ OGULOTU
(Melissa officinalis L.) BITKISINDE DOKU KULTURU VE SEKONDER
METABOLIT BiRiKiMi UZERINE ETKILERI

Goncagiil KAPDAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Yasemin COSKUN

Nanopartikiiller (NP), bitki biyoteknolojisinde bilinen biyoelisitérlerdir ve bitkilerin
sahip olduklar1 fiziksel 6zellikleri iyilestirmek amagh kullanilarak bitkiler lizerinde
olumlu etkiler gdstermektedir. Bitki doku kiiltlirii tekniginin son yillarda
popiilaritesini koruyan nanoteknoloji alaniyla i¢ ige olup NP'lerin uygulanmasi,
kallus indiiksiyonunda, organogenezde, somatik embriyojenezde, somaklonal
varyasyonda, genetik transformasyonda, ikincil metabolit tiretiminde ve mikrobiyal
kontaminantlarin eksplantlardan basariyla uzaklastirilmasina yol agmis ve NP'lerin
olumlu roliinii gostermistir.

Bu calismada, tip, eczacilik, parfiimeri, kozmetik ve gida sanayinde ¢ok sayida
kullanim alanina sahip olan ogulotunun (Melissa officinalis L.), ¢ogaltim1 sirasinda
olugsan sorunlarin giderilmesi ve tohumlarinm ¢ok kii¢iik yapida olmasi nedeniyle
tarlada dilizenli bir ekime imkan vermemesi sorununa karsm kallus Kkiiltiiri
yontemleriyle igerdigi sekonder metabolit miktarlarinmn artirilmasi amaglanmustir.
Denemelerde kalluslar, ogulotu yaprak eksplantlarindan farkli miktarlarda (0, 25, 50,
75 ve 100 pg/l) giimiis nanopartikiilii (AgNP) ve 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l NAA
iceren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Kalluslar iki kez ayni ortamda alt
kiiltiire alindiktan sonra kallus olusum oranlar1 (%), agirliklar1 (g) ve caplar1 (cm)
Olgiliip, ayrica yapilar1 ve renkleri tespit edilmistir. Ogulotuna ait bazi 6nemli
fenolik bilesikler (rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, proto-katesik asit,
hesperidin ve p-kumarik asit) HPLC, neral, geranial gibi aromatik yaglar ise GC-MS
cihazlar1 ile tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, kallus olusum oranlar1 tiim AgNP uygulamalarinda
kontrol grubuna gore artig gostermistir. En yiliksek kallus olusum oran1 50 pg/l (%
97.8) AgNP iceren ortamlarda olmustur. Kontrol grubuna (0.051 g - 0.8 cm) gore en
fazla kallus agwrhgir (0.196 g) ve kallus capr (1.1 cm) yine 50 pg/l AgNP
uygulamasinda goriilmiistiir. Bu uygulamada kallus yapis1 siki ve rengi ise yesil
olarak tespit edilmistir. Ayrica neral ve geranial gibi bazi aromatik bilesiklerin ve
diger onemli fenolik bilesiklerin {iretimi iizerine AgNP uygulamalarinin olumlu
etkilerde bulundugu, kontrol grubuna kiyasla cogu AgNP uygulamalarinda daha
yiksek degerlerin elde edildigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, aromatik
bilesiklerden neral ve geranial bilesiklerinin 25 pg/l AgNP uygulamasinda 6nemli
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derecede arttig1 belirlenmistir. Kafeik asit, klorojenik asit, proto-katesik asit,
hesperidin ve p-kumarik asit gibi fenolik bilesiklerde de en fazla artis 75 pg/l AgNP
uygulamasinda goriilmiistiir. Rosmarinik asit bilesiginde ise en fazla artis 50 pg/l
AgNP uygulamasinda tespit edilmistir.

Sunulan bu ¢alismamizda, M. officinalis L. bitkisi kallus kiiltiiriinde uygulanan farkli
AgNP konsantrasyonlarinin, kallus olusumu ve oranlarinda, fenolik ve aromatik
bilesik miktarlarinda artisa sebep oldugundan olumlu etkiler sergiledigi goriilmiistiir.
Bu g¢alisma ile AgNP uygulamalarmin ogulotu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin in
vitro calismalarinda sekonder metabolitlerinin istenilen kalite ve miktarda tiretimini
artirmada kullanilabilecek etkili bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku Kiiltiirti, Giimiis Nanopartikiill (AgNP), Melissa
officinalis L., Ogul Otu, Sekonder Metabolit

2023, 71 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECTS OF SILVER NANOPARTICLE (AgNP) APPLICATIONS ON
TISSUE CULTURE AND SECONDARY METABOLITE ACCUMULATION
IN LEMON BALM (Melissa officinalis L.)

Goncagiil KAPDAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Yasemin COSKUN

Nanoparticles (NP) are bio elicitors known in plant biotechnology and show positive
effects on plants when used to improve the physical properties of plants. The
application of NPs, intertwined with the field of nanotechnology, which has
maintained its popularity in plant tissue culture technique in recent years, has led to
the successful removal of microbial contaminants from explants in callus induction,
organogenesis, somatic embryogenesis, somaclonal variation, genetic transformation,
secondary metabolite production, and demonstrated the positive role of NPs.

In this study, it is aimed to eliminate the problems that occur during the reproduction
of lemon balm (Melissa officinalis L.), which has many uses in medicine, pharmacy,
perfumery, cosmetics and food industries. At the same time, it is aimed to increase
the amount of secondary metabolites it contains by callus culture methods, despite
the problem that it does not allow regular planting in the field due to its very small
structure. In the experiments, calli were obtained from lemon balm leaf explants
from MS nutrient media containing different amounts (0, 25, 50, 75 and 100 pg/l) of
silver nanoparticle (AgNP) and 2.0 mg/l BAP and 1.0 mg/l NAA. After the calli were
subcultured twice in the same medium, the rate of callus formation (%), their weight
(9) and diameter (cm) were measured, and their structures and colors were
determined. Some important phenolic compounds (rosmarinic acid, caffeic acid,
chlorogenic acid, proto-catechic acid, hesperidin and p-coumaric acid) belonging to
the lemon balm were detected by HPLC, and aromatic oils such as neral and geranial
were detected by GC-MS devices.

According to the results obtained, callus formation rates increased in all AgNP
applications compared to the control group. The highest rate of callus formation was
in media containing 50 pg/1 (97.8%) AgNP. Compared to the control group (0.051 g
- 0.8 cm), the highest callus weight (0.196 g) and callus diameter (1.1 cm) were
observed in 50 pg/l AgNP application. In this application, the callus structure was
determined as compact and its color was green. In addition, it was determined that
AgNP applications had positive effects on the production of some aromatic
compounds such as neral and geranial and other important phenolic compounds, and
higher values were obtained in most AgNP applications compared to the control
group. However, it was determined that neral and geranial compounds of aromatic
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compounds increased significantly in 25 ng/l AgNP application. The highest increase
in phenolic compounds such as caffeic acid, chlorogenic acid, proto-catechic acid,
hesperidin and p-coumaric acid was observed in 75 pg/l AgNP application. The
highest increase in rosmarinic acid compound was detected in 50 pg/l AgNP
application.

In our present study, it was observed that different AgNP concentrations applied in
the callus culture of M. officinalis L. plant had positive effects on callus formation
and rates, causing an increase in the amount of phenolic and aromatic compounds. In
this study, it was determined that AgNP applications are an effective method that can
be used to increase the desired quality and amount of secondary metabolites in in
vitro studies of medicinal and aromatic plants such as lemon balm.

Keywords: Tissue Culture, Silver Nanoparticle (AgNP), Melissa officinalis L.,
Lemon balm, Secondary Metabolite
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1. GIRIS

Gelisen teknolojinin siirekli hiz kazanmastyla birlikte her alanda yiiksek teknolojiye
olan ilginin artmasi, bilim insanlarmi yeni malzeme ve lretim yOntemleri i¢in
aragtirmaya zorlamistir. Bu siiregte de yeni ve hizla gelisen bir teknoloji alan1 olan
nanoteknoloji 6n plana ¢ikmistir. Nano sozciigii, “clice” anlamina gelen yunanca bir
kelimedir. Bilim ve teknolojinin 6n eki olarak yer almasiyla nanobilim ve

nanoteknoloji terimleri ortaya ¢ikmistir (Keiper, 2003; Ormanoglu vd., 2021).

Nanoteknoloji, maddeye atom ve molekiil seviyesinde gelismis veya tamamen yeni
fiziksel, kimyasal ve biyolojik oOzellikler kazandwran bir teknoloji halini
almistir. Nanoteknoloji, terim olarak ilk kez 1974 yilinda, Norio Taniguchi tarafindan,
malzemelerin atom ya da molekiil boyutunda islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve
bozulmasi olarak tanimlanmistir (Hey, 1999). Nanoteknoloji ile fonksiyonel, hizli,
iletken, seffaf, temiz, az yer kaplayan, az enerji sarf eden, mukavemetli, diisiik
maliyetli ve olaganiistii yeni 6zelliklere sahip maddelerin en iyi sekilde iiretilmesi
miimkiindiir. Nanoteknoloji, bilim ve teknolojik uygulamalarmin pek c¢ok alanini
kapsayan olduk¢a umut ve heyecan verici, yenilik¢i, bilimsel ve ekonomik biiylime

alan1 olan bir molekiiler teknolojisidir (Ers6z vd., 2018).

Nanobilim, nanometre diizeyinde (0.1-100 nm g¢apinda) materyallerin nano 6l¢ekte
sentezlenmesine, degistirilmesine ve manipiile edilmesine olanak sagladigi i¢in cogu
alan bu bilimden yararlanmaktadwr (Ers6z vd., 2018). Nanoteknolojinin
yayginlagmasiyla, malzeme ve imalat sektorii, havacilik ve uzay arastirmalari, nano
elektrik-elektronik ve bilgisayar teknolojileri, ¢evre ve enerji, tip ve saglik sektord,
biyoteknoloji, biyoloji, kimya, fizik, tarim ve gida gibi alanlarda yeni {riinler
gelistirilerek, giiniimiiziin liretim siirecleri ve yontemleri de degismektedir (Yu vd.,
2016). Tim bunlarin bilinmesiyle, nanoteknoloji {izerine ¢aligma yapan iilkelerin
ulusal ve uluslararasi rekabet giiciiniin artirilmasinda, bu alana kars1 duyulan 6neme
her gegen giin daha fazla deginilmektedir. Bununla birlikte sahip oldugu yiiksek
potansiyelden o6tiirii iilkeler agisindan 6nemli bir kalkinmislik araci ve refah diizeyi

olarak da goriilmektedir (Tiiylek, 2018).



Nanoteknolojinin yaygin olarak goriilen ve alanlarindan biri olan biyoteknolojinin de
kullanilmasiyla, birgok basarili ¢aligmalar kayit altina alinmistir. Medeniyetin
baslangicina kadar uzanan biyoteknoloji teknikleri yeni bir olgu olmamakla birlikte,
insanlar i¢in daha kolaylik saglayan ve daha fazla iiriin eldesinin imkan verdigi, canli
organizmalarin ya da onlara ait herhangi bir kismimin kullanimin1 kapsayan her tiirlii
teknoloji olarak isimlendirilmektedir (Bansal vd., 2012). Biyoteknolojinin saglik,
cevre, mithendislik ve tarim gibi degisik alanlarda yaygin olarak kullanima baglanmasi,
1970’lerden sonraki hiicre doku kiiltiiriiniin, genetik araclarin ve 6zellikle rekombinant
DNA teknolojisinin gelismesinden sonra ivme kazanip modern teknoloji halini

almistir (Awais vd., 2010).

Biyoteknolojinin tarimda kullanilmasi, iiretim ya da iirlinlerin islenmesi siireclerinde
organizmalarin genetigini anlamaya yarayan ve modifiye etmeye imkan saglayan
birgok arag ve yaklasimi kapsamaktadir. Insan popiilasyonunda yasanan siirekli artis
da besin kaynaklar1 tizerinde ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Popiilasyon artisindaki
yasanan durum dolayisiyla ihtiya¢ duyulan besinlerin karsilanmasi i¢in yaklasik 2050
yilma kadar yiizde yetmis bir artigla besin iiretiminde gereksinim oldugu
ongoriilmektedir (Delaney, 2015). Bundan dolay1 bitki biyoteknolojisindeki ugraslar,
bitki verim ve Kkalitesinin artirilmasma ya da stabilize edilmesine, pestisitlere,
hastaliklara, biyotik ve abiyotik strese karsi direncin artirilmasina ve bitkilerdeki besin
iceriginin artirilmasini igermektedir (James, 2002; Coghlan, 2003; Cordell vd., 2009;
Khan ve Khan, 2010; Wu vd., 2018). Yapilan caligmalarda da bitki biyoteknolojisinde
son zamanlarda popiiler olan hiicresel {iriinler ve nano-biyoteknolojinin kullanimi

ilizerine odaklanilmustir.

Giin gegtikce yapilan caligmalarla, insan ve hayvanlarin besin kaynagi olan tarim
alaninda nanoteknolojinin uygulanmasinin énemli bir role sahip oldugu belirtilmistir.
S6z konusu alanda, atomik ve molekiiler diizeyde manipiile edilen bir alan olmasindan
dolay1, kullanildig1 bir¢ok uygulama alaninin yaninda tarim alaninda da kullanilarak
onemli caligmalar ve gelismeler meydana getiren bir bilim haline geldigi
vurgulanmstir (Gogos vd., 2012). Hayvancilik ve tarimda kullanilabilir arazi kitliklar1,
iklim degisiklikleri, kisitlanmig su kaynaklari vs. gibi faktorler verimde onemli

derecede olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Bu etkenlerden dolay1 milyarlarca
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insanin besin ihtiyaglarmin giderilmesi i¢in besin {iretiminin artirilmasi gibi

calismalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Djanaguiraman vd., 2018).

Bitkiler i¢in oldukg¢a 6nemli bir yere sahip olan ve biyoteknolojik bir doga bilimi olan
doku Kkiiltiirii teknigi ile tarim alanindaki eksikliklerin giderilmesi ve ayrica
nanoteknolojik uygulamalar1 ¢aligmalara dahil ederek daha etkili ¢calismalar yapmak
bilim insanlar1 tarafindan hedeflenmistir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile hastaliksiz
bitki tiretimi, ¢cogalmasi zor olan bitki genotiplerinin hizlica ¢ogaltilmasi, bitki genom
transformasyonu ve dnemli derecede ticari degere sahip bitki kaynakli metabolitlerin
iretimi gergeklestirilmektedir. Bu teknikler; kallus kiiltiirli, organogenesis, embriyo
kiiltlirii, hiicre siispansiyon kiiltiirti, protoplast kiiltlirii, sacak kok kiltiird,
biyoreaktorler ve biyotransformasyon olarak smiflandirilmaktadir (Espinosa-Leal vd.,

2018).

Son yillarda, olduk¢a fazla calisma bulunan bitki doku kiiltiiri alaninda,
nanoteknolojik uygulamalarin meydana getirdigi olumlu girdileri 6ne siiren ¢ok sayida
caligma bulunmaktadir. Nanopartikiillerin (NP’lerin) bu alanda uygulanmasiyla da
bitkilerdeki; biiylime ve buna bagl olarak verimin artmasi, korumanin saglanmasi,
tohum ¢imlenmesindeki iyilestirmeler, genetik modifikasyonunun saglanmasi ve
bilesik tiretiminin gelistirilmesi gibi bir¢ok 6zellikler meydana gelmistir (Wang vd.,
2016).

Glimiis (Ag), bakterilere ve diger mikroorganizmalara karsi gosterdigi aktivite
sebebiyle uzun yillardir birgok alanda antibakteriyel uygulamalarda kullanilmaktadir
(Xu vd., 2012). Antibakteriyel 6zelligi sayesinde nanopestisit, nanolosyon ve nanojel
gibi degisik uygulamalarda en sik kullanilan materyaldir. Bu uygulamalardan dolay1
bu materyal, iyonik ve NP formunda dogaya salinmaktadir. Ag’iin nanopartikiiler
formu, bitkilerde ve hayvanlarda toksisiteye sebep oldugu i¢in etkileri cesitli
yonlerden analiz edilmistir (Ahmed vd., 2016). Bitkilerin dis etkenlerden
korunmasindaki en etkili NP de, AgNP’leridir. Tarim alaninda ¢ok fazla kullanilan ve
kiiresel bir tehlike olusturmaya baglayan herbisit ve pestisitlere alternatif ¢éziimler

aragtirtlmaktadir. Bu ilaglar yerine antimikrobiyal ajanlar olarak AgNP’lerin



kullaniminin daha ekonomik ve etkili oldugu yapilan arastirmalarda goriilmektedir

(Kim vd., 2017).

NP’lerin bitki hiicre ve organ kiiltiiriinde in vitro sartlarda sekonder metabolit
iretiminde avantaji da kanitlanmistir. Hiicre ve organ kiiltiirlerindeki sekonder
bilesiklerin i¢erikleri, nano elisitdrlerin ve onciilerin dahil edilmesi, kiiltiir ortamindaki
bilesenlerinin optimizasyonu ve uygun kiiltliir kosullarinin saglanmasiyla artis
gerceklestirilmistir. Sekonder metabolitler, bitkilerden elde edilen, onlarin yasamsal
fonksiyonlar1 tizerinde primer metabolitler gibi etkileri bulunmayan, buna karsin basta
ilag sanayisi olmak iizere; gida, kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik
acidan ¢ok Onemli ve yeri doldurulamaz kimyasallar olarak bilinmektedir (Wink,
1999).

Sekonder metabolitler ¢ok sayida bilesigi igeren zengin bir grup olup, bu grup
icerisinde yer alan fenolik bilesikler iistlenmis olduklar1 roller nedeniyle biiyiik 6nem
tasimaktadirlar. Nitekim fenolik bilesiklerin, antikanserojen ve antimikrobiyal etkiler
gostererek insan sagligi tizerinde olumlu etkilerde bulunduklar1 belirlenmistir (Khalil
vd., 2007). Ayrica fenolik bilesiklerin, serbest radikaller olarak adlandirilan ve niikleik
asitlere, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirarak cesitli tahribatlara neden
olan bilesikleri kendilerine baglayarak gii¢lii antioksidan etkiler gosterdikleri de
bilinmektedir (Zhao vd., 1999; Khalil vd., 2007). Insan saglig1 iizerine olan etkilerinin
yaninda, fenolik bilesiklerin bitkilerde kuraklik, tuzluluk, ultraviyole (UV) 1smlar1 gibi
farkli stres ortamlarina karst koyma, mikroorganizmalar ile herbivorlara karsi
savunma ve bitkilerde tozlasma sirasinda bocekleri kendine ¢ekme gibi bir¢ok 6nemli

olayda da gorev aldiklar1 bilinmektedir (Lila, 2005).

Sekonder metabolitlerin yiiksek miktarlarda tiretilmesi i¢in kullanilan stratejilerden
birini, metabolit iiretimini artirict uygulamalarla birlikte yapilan kallus kiiltiirleri
olusturmaktadir. Nitekim bazi stres yapict faktorler uygulandiginda sekonder
metabolitleri fazla miktarlarda {retmeyen kalluslardan daha yiiksek miktarlarda
tiretimin gerceklestirilebilecegi goriilmektedir (Antognoni vd., 2007). Bu amagla
kiiltiir ortamimin degistirilmesi, genetik mithendislik uygulamalari, 151k, jasmonik asit,

ozon, agir metal, etilen, kitosan ve sakkaroz uygulamalar1 gibi pek ¢ok uygulama
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yapilabilmektedir (Collin, 2001, Jun-Ge vd., 2006; Antognoni vd., 2007; Ahmed ve
Baig, 2014).

Melissa officinalis L. (limon nanesi, ogul otu, kovan otu) Lamiaceac (Labiatae)
familyasinin Melissa genusuna ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Ispanya ve Dogu
Avrupa’da igerdigi yiiksek orandaki esansiyel yaglardan dolay1 kiiltiire alinmig, limon
kokulu tibbi ve aromatik bir bitkidir. Cagimizda yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda ise;
stres yatistirici, spazmolitik ve antibakteriyel etkileri yani sira sinir hastaliklari,
gastrointestinal bozukluklar, uyku sorunlari, asir1 heyecanlanma iizerine olumlu
fonksiyonlar1 hakkinda raporlar yayinlanmistir (Kennedy vd., 2002). Ogulotunun, yan
etkileri ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamistir (Wong vd., 1998). M. officinalis,
merkez ve giiney Avrupa ile Anadolu’da (Akdeniz ve Dogu Anadolu) yaygin olarak
yetisen bir bitki olmasinin yani sira tanidigi 6zellikler nedeni ile de diinyada

yetistiriciligi yapilmaktadir (Dastmalchi vd., 2008).

M. officinalis L. subsp. officinalis ekstraktlarinda bulunan fenolik madde igeriginin
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve kanser riskini azalttigi belirtilmistir
(Dastmalchi vd., 2008). Bu bitki tizerindeki fitokimyasal ¢alismalar, M. officinalis
L.’nin sinarosid, kosmosin, ramnositrin, izokuersetin, ursolik ve oleanolik asit, kafeik
ve rosmarinik asit gibi flavonoidlerce ve esansiyel yag (neral ve jeranial gibi)
bakimindan zengin oldugunu gostermistir (Carnat vd., 1998; Herodez vd., 2003). M.
officinalis, agirlikli olarak bir kafeik asit esteri (3,4-dihidroksifenil laktik asit) olan
rosmarinik asiti icermektedir. Rosmarinik asit antienflamatuar etkiye sahiptir. Ayrica
antioksidatif, antimutajen, antibakteriyel ve antiviral Ozellige sahip oldugu da
bilinmektedir. Diger fenolik bilesiklerde oldugu gibi, kanser hastaligini (timor
olusumunu) 6nlemede rolii olan rosmarinik asit, ayn1 zamanda antioksidan etkisinden

dolay1 kozmetik endiistrisinde de kullanilmaktadir (Pereira vd., 2005).

Bu tez calismasinda, ogulotu bitkisinin ¢ogaltimi sirasinda olusan sorunlarin
giderilmesi ve tohumlarinin ¢ok kiiciikk yapida olmasi nedeniyle tarlada diizenli bir
ekime imkan vermemesi sorununa karsin kallus kiiltiirii yontemleriyle icerdigi
sekonder metabolitlerin  miktarinin artirilmast amaglanmistir. Nanoteknolojik

uygulamalardan olan AgNP uygulamalarinin ogulotu bitkisinin doku kiiltiiriinde
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kallus olusumu ve 6zellikle sekonder metabolit miktarlarma etkileri iizerine herhangi
bir literatiire rastlanmamistir. AgNP uygulamalar:t ile ogulotu bitkisinin doku
kiiltiiriinde kallus ortamina ¢esitli konsantrasyonlar1 ilave edilerek kallus olusturma
konusundaki etkileri karsilastirilmis ve sekonder metabolit {iretimini tesvik edici bir

yontem olarak kullanilma olanaklar1 arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Nanoteknolojinin Tanim ve Uygulama Alanlan

Nanoteknoloji, nano ve teknoloji terimlerinin birlesmesiyle olusmus 21. yiizyilin en
popiiler teknolojisi haline gelmistir. "Nano”, herhangi bir fiziksel boyutun milyarda
biri (1 nm=10° m / 1 m=10° nm) anlamma gelen Yunanca "ciice" kelimesinden
tiremistir (Keiper, 2003). Nanoteknoloji, herhangi bir maddenin atomik-molekiiler
diizeyde miihendisliginin yapilarak yepyeni fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler
kazandirilmas: olarak tanimlanmaktadir. 1959 yilinda Richard Feynman, bir¢ok
alanda atomik ve molekiiler boyutlarda, yeni imalatlar yapilarak daha 6nemli hale
gelen yeni kesiflerin olabilecegi fikrini nanoteknoloji terimini kullanmadan dile
getirmistir. Bu fikrinden sonra Feynman, modern nanoteknolojinin fikir babasi olarak
kabul edilmistir. Richard Feynman’in bu goriisiinden sonra 1974 yilinda, Norio
Taniguchi nanoteknoloji terimini ilk kez kullanarak, malzeme ve cihazlarin atomik,
molekiiler veya supramolekiiler yapilar diizeyinde imalati, kullanilmas1 ve bir¢ok yeni
Ozelliklerinden yararlanilmasi olarak tanimlamistir. Bir baska tanimlamasi ise
malzemelerin bir atomik veya bir molekiiler seviyede islenmesi, birlestirilmesi,

ayrilmasi ve bozulmasi olayidir (Erséz vd., 2018).

Nanoteknoloji arastirmalari, nano 6lgekteki maddelerin, hayal edilmeyen ve yeni
islevlere izin veren belirli 6zellikleri nedeniyle biliyiik umutlar doguran multidisipliner
bir bilim olarak kayitlara gecmistir. Nanoteknoloji tip, saglik, eczacilik, ziraat, gida,
cevre, mithendislik, biyoloji, kimya, fizik, materyal bilimi ve biyoteknoloji gibi bir¢cok
alanda kullanilarak hayatimizi kolaylastiran ve olumlu kilan bir bilim haline gelmistir
(Yu vd., 2016). Nanoteknolojinin, 6ncelikli etkisi malzeme ve aygitlardaki boyutlarin
azalmasi ardindan ise dayanikli, hafif, liretiminde minimum enerji gerektiren vs.
olarak sdylenebilir. Kullanildig1 alanlarda oldukga carpici gelismelere imkan sagladig:
goriilen nanoteknoloji, yapilan uygulamalarin sayismin kisitli olmasma ragmen
gelecek adina daha ¢ok ¢aligmalarla daha genis alanlara yayilabilecegi apagik ortadadir.
Nanoteknolojik uygulamalarin gergeklesmesi ve sonrasinda da artisiyla birlikte
nanomateryaller/nanomalzemeler, pek c¢ok tiiketici {irlinii i¢in kullanilmaya

baslanmustir (Demirbilek, 2015).



Nanoteknolojinin asil amaclari; nano dlgekteki yapilarin analizi, fiziksel 6zellikleriyle
incelenmesi, nano  Olgekli  cihazlarin  gelistirilmesi,  yeni  yapilarin
olusturulmasi/iiretilmesi ve arastirilan uygun yontemlerle makroskobik ve nanoskopik
arasinda iligki kurulmasidir. Bilindigi tizere her maddenin kendine 6zgii kimyasal,
fiziksel, mekanik vb. ¢ok cesitli 6zellikleri vardir fakat makro diizeydeki davranisi ile
nano diizeydeki davramis1t arasinda Onemli farklar bulunmaktadir. Kuantum
etkilerinden dolay1 da, nano 6l¢ekteki maddeler makro 6lgekte olan maddelere gore

daha farkli 6zelliklere sahip oldugu soylenebilir (Mousavi ve Rezaei, 2011).

Gilintimiizde bilinen tanimma goére, en az bir boyutu 100 nanometreden (nm) kii¢lik
olan ya da bu kii¢ilk malzemelerin bir araya gelmesiyle olusan yapilar olarak
adlandirilan  nanomalzemeler; mikro ve makro boyutlu benzerleri ile
karsilastirildiginda iletkenlik, dayaniklilik, reaktivite, optik gibi fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden dolay1 olaganiistii davraniglar sergilemektedirler. Cevre, saglik, tip gibi
bazi alanlarda ise bu boyut araliklari 0.3 nm ile 300 nm arasinda degiskenlik

gostermektedir (Ciftci ve Altimkut Uncuoglu, 2019).

Nanomalzemeler yapilarina, sekil ve boyutlarina, kimyasal bilesenlerine ve uygulama
alanlarina gore farkli smiflara ayrilmaktadir. NP’ler, nanokristaller, nanotiipler,
nanocubuklar, nano ince filmler ve nanoteller bu smiflar1 olusturan Onemli
yapilardandir. Nanomalzemeler giinliik hayatimizda siirekli kullanimlarina ihtiyag
duydugumuz malzemelerdir. Ornegin, demir oksit (Fe2Os) NP kozmetik sektorii
tirtinlerinde, titanyum dioksit (TiO2) NP ve ¢inko oksit (ZnO) NP giines kremlerinde,
aliminyum (Al) NP sampuan ve temizlik sektorii iiriinlerinde ve diger NP de diger
bircok alanlarda kullanilmaktadir (Remedios vd., 2012). Nanomalzemeler, sahip
oldugu yiiksek yiizey-hacim orani ile biiyiik dnem tasimaktadir. Ilag sanayi, sensérler,
katalizorler, optik materyaller vs. gibi alanlarda uygulamalar1 bulunmaktadir
(Haverkamp ve Marshall, 2009). Nanomateryallerin islevleri ve kullanim alanlar1

NP'lerin boyut ve bilesimine gore degiskenlik gostermektedir (Haverkamp vd., 2007).

Giliniimiizde siklikla kullanilan nanoteknolojik {irlinlerin temel tasi olan ve son
donemlerde biiylik 6neme sahip olan NP’ler, 19. ylizyilin ortalarinda arastirilmaya

baslanmistir (Ersoz vd., 2018). NP’ler, dogada kendiliginden olusabilen ya da kazara
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salinan, 1-100 nm arasindaki uzunluklara sahip olan ve ince yapili parcaciklar olarak
tanimlanmaktadir (Ramsden, 2011). NP’ler; organik bazli nanomateryaller (miseller,
polimer NP’ler, dendrimerler, lipozomlar), inorganik bazli nanomateryaller (titanyum
dioksit, demir oksit, ¢inko oksit, glimiis, altin, kuantum noktalar1), karbon bazli
nanomateryaller (karbon nanofiberler, grafen, fullerenler, karbon nanotiipler) ve
kompozit bazli nanomateryaller (polilaktik asit, kitosan, hidroksietil metakrilat) olarak
smiflandirilmiglardir (Jeevanandam vd., 2018). NP’ler, diger ticari materyallerden
ustiin ve farkh 6zellikler tasimaktadir. Cekici 6zelliklere sahip olan bu yapailar, yiizey
atomlarinin benzeri olmayan karakterleri, etkili kuantum boyutlari, elektronik
yapilarinin boyutlar1 ve hacimsel olarak daha biiyiik parcacik boyuttaki yapilarla
karsilastirma yapildiginda yiizey/hacim oranlarmin genisligi belirgin 6zelliklere sahip
oldugunun gostergeleridir (Liveri, 2006; Nowack ve Bucheli, 2007; Haverkamp ve
Marshall, 2008; Dietz ve Herth, 2011).

NP’ler, ¢ok kiiciik yapilarindan dolay1 benzeri olmayan bir¢ok farkli parametrelere
(fizikokimyasal ve morfolojik 6zel yapilara) sahiptir (Haverkamp vd., 2007). Bu
ozelliklerinden dolayr nanoteknolojinin temelini olusturarak; cesitli sanayi tiretim
dallarinda, kozmetikte, biyomedikal alaninda (Uskokovi¢, 2015), tarim alaninda,
otomotiv alaninda, miicevhercilikte, elektrokimyasal sensorler ve biyosensor (Yu vd.,
2016) uygulamalarinda, tip alaninda (Zhu vd., 2016) spor malzemelerinde, ev
aletlerinde, insaat malzemelerinde ve daha bir¢ok alanda kullanilarak popiilaritesini

kazanmustir ve ticarilestirilmistir (Buzea vd., 2007).

NP’ler uygulama alanlarma gore ¢ok fazla “anti-” 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler
basta antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiparazit ve antikanser olmakla beraber,
fotonik ya da kataliz alanlarda uygulamalara da rastlanmistir (Miazek vd., 2015).
NP’lerin bu 6zelliklere sahip olmasi tarim alaninda oldukc¢a dikkat ¢ekmis olup birgok
calismayla olumlu sonuglara yer vermistir (Cift¢i ve Altinkut Uncuoglu, 2019).

2.2. Bitkisel Sistemlerde Kullanilan Nanopartikiiller

Fitopatolojik olarak yeni yaklasimlar ve gelismelerin ortaya ¢ikmasmda etkili olan

nanoteknoloji, bircok farkl etki mekanizmalarina ve ¢ok kiigiik boyutlara sahip olan
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NP ile bitki hastaliklarin miicadelesinde etkin bir kontrol saglamaktadir (Atakan ve
Ozkaya, 2018). Pestisit veya herbisitlerin salimmnm izlenmesi icin gelistirilmis
sistemlerin kullanilmasi da bu alan ile saglanmaktadir. Nanomateryallerin bitkisel
sistemlere uyarlanmasi ile; tarimdaki kimyasallarin kontrolii, istenilen DNA, protein
veya aktivator gibi biyomolekiillerin hedef alana iletiminin programlanabilmesi ve
oldukca fazla islevsellik kazandirilmasi olasidir (Fraceto vd., 2016; Kottegoda vd.,
2017). Nanoteknolojinin tarimda kullanimi ile daha iyi, verimli ve kaliteli ¢ikt1 i¢in
bitki hastaliklar1 ve biiylimesi yOnetilebilmekte ve bunun yani sira bitki patojen

teshisi/tespiti ve mahsul korumasi da saglanabilmektedir (Kashyap vd., 2016).

NP’lerin, genetik miihendisligine uygun kosullarda modifiye edilmeleri ile tohum
cimlenmesinde, bitki biiyiime ve gelismesindeki etkileri ve toksik etkili tarimsal
kimyasallarin belirlenmesindeki etkileri gosterilmistir (Nuruzzaman vd., 2016).
Ardindan nanobiyoteknoloji ile de kimyasallarin tarimdaki yogun kullanimi ve genetik
miihendisligi alaninda farkli bir mekanizmayla tarimsal {iretimin siirdiiriilebilir hale
gelmesi hedef alinmistir (Kah vd., 2018; White ve Gardea-Torresdey, 2018; Kah vd.,
2019).

Bitkiler NP’ler ile ¢evre arasindaki baglantiy1 saglamada oldukc¢a 6nemli olan ara
birimlerdir. Bitkiler NP’leri yapilarma alip tasiyabilir ve bazi organlarinda
biriktirebilirler. Bugiine kadar sinirli sayida bitki tiirii, NP’lerin etkilerinin arastirildigi
caligmalara konu olmustur (Tripathi vd., 2017). Bitkisel sistemlerde kullanilan NP’ler,
kimyasal bilesim (organik/inorganik), boyut, konsantrasyon, ylizey alani, hacim,
koken, olusum gibi O6zelliklerine bakilarak belirlenmektedir. Bu NP’ler baslica;
Titanyum Dioksit (TiO2) NP, Cinko Oksit (ZnO) NP, Karbon Nanotiipler (CNT),
Silikon Dioksit (SiO2) NP, Altin (Au) NP, Glimiis (Ag) NP’lerdir (Cift¢i ve Altinkut
Uncuoglu, 2019).

NP'lerin, bitkiler ile etkilesiminde meydana getirdigi biiyiime ve gelisim
etkileri, olumlu ya da olumsuz olarak degisiklik gostermektedir. Bitkilerde meydana
gelen bu fizyolojik ve morfolojik degisiklikler hem bitki tiirline, bliyiime evresine ve
hidrofobik/hidrofilik 6zelliklerine hem de kullanilan NP’lerin boyutuna, sekline,

yiizey alanina, konsantrasyonuna ve kimyasal bilesimine bagli olarak degiskenlik
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gosterdigi belirtilmektedir (Ma vd., 2010; Sharifi vd., 2012). NP’ler bitkilerdeki
senesens zamanini, ¢icek ve meyve verme zamanini, absisyon ve dormansiyi etkiledigi
de gozlemlenmistir (Gardea-Torresdey vd., 2004; Vernay vd., 2008; Thul ve Sarangi,
2015).

TiO2 NP, gesitli bitki tiirlerinde fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinde
baz1 biiyiik etkiler meydana getirmistir. Bitkiler lizerinde uygulanan bu NP ile
fotosentetik ve klorofil olusma oraninda ve antioksidan ve rubisko enzim
aktivitelerinde iyilesmeler olusturuldugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda da
mahsul veriminde artislarin saptandigr bildirilmistir (Abdel Latef vd., 2018; Gohari
vd., 2020). ZnO NP, bitkilerde tohum ¢imlenme hizi, biiyiime hizi, biiylime siiresi,
metabolizma ve gelisim gibi etkileri birgok ¢alisma ile gosterilmistir. Ayrica bitkide
daha erken meyve verme ve daha yiiksek klorofil icerme ozelligi
gozlemlenmistir (Cift¢i ve Altinkut Uncuoglu, 2019). CNT sayesinde, bitkilerde var
olan hastaliklarin en kisa siirede hizlica yok edilmesi, olusacak hastaliklarin 6niine
gecilmesi ve bitkinin topraktan alacagi ve ihtiyaci olan besin elementlerinin
emiliminin yiiksek miktarda artirilmasi saglanabilmektedir. SiO2 NP, bitkide
c¢imlenme, fide gelisimi, protein, klorofil ve fenoller gibi organik bilesiklerin
iiretiminin artis1 gibi etkileri bulunmaktadir (Suriyaprabha vd., 2002; Sabaghnia ve
Janmohammadi, 2015). AuNP bitkilerde, boyut, yaprak yiizeyi ve sayisi, klorofil ve
seker igerik miktarmin artis1 gozlemlenmistir (Arora vd., 2012; Gopinath vd., 2014).

Gilimiis iyonu ve giimiis bazli bilesikler toksik bir yapiya sahip olduklari i¢in
mikrobiyal tiirlere kars1 giiclii bir biyosidal etki gostermektedirler. Ciinkii bunlar genis
yiizey alanlarinda oldukg¢a biiyiik bir etkiye sahip reaktif tiirlerdir (Ghosh vd., 2012;
Malabadi vd., 2012). AgNP, kendine 6zgii algilama, katalitik, optik ve antimikrobiyal
ozelliklerinden ve ¢esitli biyomolekiillerin tespiti ve biyolojik doniistimlerin izlenmesi
icin verimli algilayic1 olmasindan dolay1 en ¢ok ¢aligilan tiirlerden biridir (Batley vd.,
2013; Sharma vd., 2014; Sharma vd., 2015). Giiniimiizde AgNP’ler ¢ok ¢esitli ticari
iirlinlerde bulunan ve en ¢ok iiretilen nanomalzemelerdir (Ahamed vd., 2010).
AgNP'lerin uygun konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenmesi (Barrena vd., 2009; Shelar
ve Chavan 2015) ve bitki biiylimesini (Sharma vd., 2012; Kaveh vd., 2013; Vannini

vd., 2013) artirmada, fotosentetik verimliligi ve klorofil igeriginin iyilestirilmesinde,
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su ve giibre kullaniminin artirilmasi (Sharma vd., 2012; Hatami ve Ghorbanpour 2013)

gibi pek cok alanda tarim i¢in 6nemli etkileri rapor edilmistir (Sadak, 2019).

Nanoteknolojide, metal ve metal oksit NP antimikrobiyal, antibakteriyel ve antiviral
gibi ozellikler tasimasindan dolayi, bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda gerekli
sterilizasyon etkinligi gostererek dnemli bir yere sahiptir (Wang vd., 2017). Bu yiizden
bitki doku kiiltiirii asamasinda AgNP basta olmak {iizere bir¢ok NP cesitinin
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya konmustur (Beyth
vd., 2015).

2.3. Bitki Doku Kiiltiirii Tekniklerinde Nanopartikiillerin Kullanim

Diinya niifusunun hizli bir sekilde artis1 ve iklimde goriilen degisiklikler besin
kaynaklar1 i¢in olduk¢a 6nemli bir tehdit unsurudur. Bu yiizden, canli yasami ig¢in
gerekli besin kaynaklarinin siirekliligi, kalitesi, faydasi ve daha bir¢ok olumlu girdileri
icin bitki biyoteknolojisinden yararlanilmaktadir. Biyoteknoloji bakteri ve viriisleri ele
alan, bitkisel ve hayvansal organizmalarda ve diger mikroorganizmalarda
uygulanabilen bir teknolojidir. Tarimsal biyoteknolojinin modern hali ise liretim ya da
irlinlerin iglenmesi siireglerinde organizmalarin genetigini anlamaya yarayan ve
modifiye etmeye imkan saglayan bir¢ok ara¢ ve yaklasimi kapsamaktadir. BitKi
biyoteknolojisinde ¢esitli genetik miihendisligi ve doku kiltiirii teknikleri
kullanilmaktadir. Bu teknoloji, bitkilerden elde edilmek istenen verimin artirilmasinda,
bitkilerde olusan hastaliklarin  korunmasinda, pestisitlerin ~ 6nlenmesinde,
biyotik/abiyotik strese karsi direncin artirilmasinda ve bitkilerdeki onemli besin
iceriklerinin artirilmasinda biiylik rol oynamaktadir (James, 2002; Coghlan, 2003;
Cordell vd., 2009; Khan ve Khan, 2010).

Bitki biyoteknolojisinin en 6nemli ticari degere sahip cogaltim arag ve teknikleri, bitki
hiicre, doku ve organ kiiltiirleri teknikleridir. Bitki doku kiiltiirii; yeni bir doku, bir
bitki veya bitkisel bir {irlin elde etmek amaciyla, bir bitkinin tiimiiniin ya da hiicre,
doku ve organ gibi kisimlarinin yapay besin ortamlarinda steril sartlara uygun kiiltiire
alinmasi islemi olarak ifade edilmektedir (Onay vd., 2012). Bitki doku kiiltiiriiniin as1l

temelini totipotensi olusturmaktadir. Totipotensi, bitki hiicrelerinde bulunan genetik
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bilgilerin biitiin bir bitki liretebilme yetenegi olarak ifade edilmektedir. Bitki doku
kiiltiirli izerine yapilmis ilk calisma ise 1902 yilinda Gottlieb Haberlandt tarafindan
totipotensi kavramina dayanarak yapilmistir (Dias vd., 2016). Bitki doku kiiltiiriiniin
uygulanmasindaki asil amag; ¢ogaltimi kolay olmayan bitkilerin ¢ogaltimi/klonal
olarak hizli ¢ogaltimi, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi, hastalikli bitkilerin
patojenlerden armdirilmasi, bitkideki gen kaynaklarmin muhafaza edilmesi,
somaklonal varyantlarin, ikincil bilesiklerin (sekonder metabolitlerin) ve haploid
bitkilerin elde edilmesidir (EI Meskaaoui, 2013).

Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin amaglarindan biri olan sekonder metabolit tiretimi son
derece Onemli bir yere sahiptir. Sekonder metabolitler, bitkinin temel yasamsal
islevleri ile dogrudan iligkisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri
ile dogrudan iligkili primer metabolitler (aminoasitler, organik asitler ve niikleotitler)
kadar onemli bilesiklerdir. Sekonder metabolitler bitkilerin, ¢cevresel kosullara uyum
saglama, savunma, korunma, hayatta kalma, neslini siirdiirme ve ekosistemle
iliskilerini diizenlemelerinde yardimci olurlar (Tiring vd., 2021). Sekonder
metabolitler, basta ila¢ sanayisi olmak iizere; gida, kozmetik ve zirai miicadele
sektorlerinde ekonomik agidan ¢cok dnemli ve yeri doldurulamaz kimyasallar olarak

belirtilmektedir (Wink, 1999).

Bitki doku kiiltlirii tekniginin son yillarda popiilaritesini koruyan nanoteknoloji
alaniyla i¢ ice olup NP'lerin uygulanmasi, mikrobiyal kontaminantlarin eksplantlardan
basariyla uzaklastirilmasina yol a¢cmis ve NP'lerin kallus indiiksiyonunda,
organogenezde, somatik embriyojenezde, somaklonal varyasyonda, genetik
transformasyonda ve ikincil metabolit liretiminde olumlu roliinii gostermistir. Son
yillarda bitki doku kiiltiirli alaninda, nanoteknolojik uygulamalarin meydana getirdigi
olumlu girdileri belirten ¢ok sayida caligmalar bulunmaktadir. NP'lerin bahsi gecen
alanda uygulanmasiyla; bitkilerdeki tohum ¢imlenmesinin iyilestirilmesi, bitki
korumasinin saglanmasi, bitki biiyiime ve veriminin artirilmasi, biyoaktif bilesik
dretiminin gelistirilmesi, bitki genetik modifikasyonunun saglanmasi gibi 6zellikler

meydana gelmistir (Wang vd., 2016).
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NP'lerin bitki doku kiiltiirii tizerindeki olumlu etkileri; kallus indiksiyonu, kdklenme,
yiizey dezenfeksiyonu, kok biiylimesi, somaklonal varyasyon, ikincil metabolitlerin
gelistirilmesi, organogenez ve genetik transformasyon yoniinde olabilmektedir (Kim
vd., 2017). Elisitorler kaynaklarina gore biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Bitki doku kiiltlirii c¢aligmalarinda bir hiicre kiiltiiriiniin ortaya
c¢ikmasinda fiziksel faktor olarak kabul edilen elisitorler sorumludur. Bu nedenle
kallus kiiltiirlerinde biyotik veya abiyotik elisitorlerin uygulanmasi, biyoteknolojik
hiicre kiiltiirlerinde ana yontem olarak kabul edilmektedir (Zhao vd., 2005). Elisitorler
tarafindan kullanilan mekanizma, ikincil metabolitlerin iiretimini hem niceliksel hem
de niteliksel olarak etkileyebilmektedir (Giri ve Zaheer, 2016). Nanomalzemeler, hem
besin maddeleri hem de elisitorler olarak hiicre kiiltiirlerine eklenmeye uygundur (Kim
vd., 2017) ve nano-elisitorlerin hiicre kiiltiirleri tizerindeki olumlu etkilerini bildiren
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Poborilova vd., 2013; Raei vd., 2014; Chamani
vd., 2015; Talankova-Sereda vd., 2016; Vahide vd., 2021).

2.4. Melissa officinalis L. (Ogulotu) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Tirkiye’nin, cografi konumu ve iklim ¢esitliligi g6z 6niinde bulunduruldugunda, tarim
alaninda olduk¢a elverisli oldugu ve ayrica zengin bir floraya sahip oldugu
bilinmektedir. Tiirkiye genelinde yaklagik 11000 bitki taksonu oldugu ve 500
kadarinimn alternatif tip alaninda kullanildig1 belirtilmistir (Goktas ve Gidik, 2019). Bu
da tibbi ve aromatik bitki yoniinden genis bir alana sahip oldugunu gdstermektedir
(Kazil vd., 2010). Ulkemizde, tibbi ve aromatik bitkilerin en ¢ok yayilis gosterdigi
bolgeler ise Akdeniz, Marmara, Dogu Karadeniz ve Giineydogu Anadolu ve Ege
bolgeleridir (Yildiztekin vd., 2019).

Gecmisten giiniimiize ¢esitli amaglarla kullanilan tibbi ve aromatik bitkiler, ilag, tarim,
kozmetik, parfiimeri, gida ve tekstil gibi bir¢cok alanda kullanilarak insanliga fayda
saglamaktadir (Goktas ve Gidik, 2019). Tibbi ve aromatik bitkiler bu tiir endiistriyel
kullanimlar igin yetistirilmektedir fakat bazilar1 hala dogadan yabani olarak
toplanmaktadir. Kontrolsiizce yapilan toplamalarin bu bitki tiirlerine zarar vermesi
bitkilerin geleceginin tehlike altina girmesine sebep olmustur. Tibbi ve aromatik

bitkilerin bahsi gecen ¢ogu alanda kullanilmasi ve giin gectikge bu talebin artmis
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olmasi, yenilenebilir endiistriyel {iriin kaynaklarinin yani sira bitki biyogesitliligini
koruma ihtiyaci olusturmustur. Bundan dolay1 dogadan kontrolsiizce ve asirt miktarda
toplanan Onemli bitki tiirlerinin tarimma gecilip popiilasyonunun artirilmasi

zorunluluk haline gelmistir (Yildiztekin vd., 2019).

Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alan ve pek ¢ok alanda yararlanilan bitkilerden
birisi de M. officinalis L. (ogulotu)’dir. M. officinalis L., Lamiaceae (Labiatae)
familyasinin Melissa genusuna ait ve ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Melissa cinsinin ti¢
alt tiiri (subspecies=ssp.) bulunmakta olup (ssp. officinalis, ssp. altissima, ssp.
inodora), bunlardan sadece ssp. officinalis tibbi ve ticari degere sahip bir bitki olarak
kullanilmaktadir (Katar ve Giirbiiz, 2008). M. officinalis L., ismini yunancada “Melitto”
kelimesinden almis olup bal arisi anlami tagimaktadmr. Bitkinin c¢igekleri arilar
tarafindan cezbedici bulundugu icin en kaliteli ve lezzetli bal {iretimi bu ¢iceklerle
beslenen arilar tarafindan yapilmaktadir. Bu ylizden aricilikta, ogul ekmede etkili

oldugu bilinen bu bitki ogul otu ismiyle de bilinmektedir.

Ogul otunun morfolojik yapis1 incelendiginde, bitkinin boyu, gévdesi ve yaprak boyu
genotip ve gevre faktorlerine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Bitki boyu genelde
1,5 metreye kadar ulasabilir ve 0,5-1,0 metreye kadar da yayilis gosterebilmektedir.
Bitki yapraklar1 ise kalp seklinde ve tizeri salgi tiiyleri ile kaplhidir. Alt yapraklar iist
yapraklara gore daha biiyiik formda olup dekussat dizilim gostermektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Melissa officinalis L’nin genel gériintimii (Tarbigem, 2018)

Yapraklar limon kokulu oldugu i¢in halk arasinda limon otu olarak da bilinmektedir.

Cigeklerti, kii¢iik ve beyaz veya acik sar1 renginden lila rengine kadar olgunlasmaktadir
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(Sekil 2.2) (Topdemir vd., 2018). M. officinalis, merkez ve giiney Avrupa ile
Anadolu’da (Akdeniz ve Dogu Anadolu) yaygin olarak yetisen bir bitki olmasinin yani
sira tagidigi 6zellikler nedeni ile de diinyada yetistiriciligi yapilmaktadir (Dastmalchi
vd., 2008).

Sekil 2.2. Melissa officinalis L. bitkisinin ¢igeklenmis gériiniimii (Tarbigem, 2018)

M. officinalis L’nin kimyasal igerigindeki ugucu yag orani diger Lamiaceae ailesine
ait iiyelere gore oldukca diisiiktiir ve bu oran %0.02 - %0.30 arasinda degismektedir.
Bitkinin tibbi ve ekonomik degerinin yiiksek olup ugucu yag oraninin bu kadar diisiik
olmasi, bitki liretim maliyetini ve piyasadaki fiyatmni yiiksek kilmaktadir. Bitkinin
sahip oldugu ugucu yaglardaki temel bilesenler; yag iceriginin yaklagik %96’sm1
olusturan sitral (geranial ve neral), sitronellal, linalool, geraniol, B-pinen, a-pinen, j3-
karyofilen ve B-karyofilen oksittir (Sar1 ve Ceylan, 2002; Saglam vd., 2004). M.
officinalis L. iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligma ve arastirmalar sonucu fenolik
bilesikler ve terpenler gibi fitokimyasallar da tespit edilmistir (Allahverdiyev vd., 2004;
Moradkhani vd., 2010). Polifenolik bilesikler, rosmarinik asit (RA) de dahil olmak
lizere biiyiilk miktarlarda kafeik asit tiirevleri, trimerik bilesikler ve luteolin-7-0-

glukozid gibi flavonoidler de bitkinin i¢erdigi ugucu yaglardandir (Encalada vd., 2011).

M. officinalis L. nin; antispazmodik, antibakteriyel, antiviral, antifungal, (Farahani vd.,
2009), antimikrobiyal, antidepresif, antispazmolitik (Basta vd., 2005; Hussain vd.,
2011; Vitullo vd., 2011;), antitiimoral (De Sousa vd., 2004) ve antioksidatif (Labuda
vd., 2002) etkileri oldugu belirtilmistir. Ayrica yiiksek ates, bas agrisi, migren, bas
donmesi, kulak agrisi, kronik bronsiyal katar, hazimsizlik, kolik, bulanti, uykusuzluk,

iilser, histeri ve hipertansiyon gibi sorunlarda da etkisini gostermistir (Herodez vd.,
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2003; Uzun vd., 2004). Bitkinin yatistirici/sakinlestirici, hafizayr giiclendirici
etkilerinin yani sira, sinirlilik, anemi, senkop, halsizlik, tiroid, epilepsi, depresyon ve
psikoz tedavilerinde de etkili oldugu soylenmistir (Kagar vd., 2010; Chaiyana ve
Okonogi, 2012; Miraj vd., 2017). Yan etkileri ile ilgili herhangi bir bilgiye
rastlanmamistir (Wong vd., 1998).

2.5. Bitki Doku Kiiltiiriinde Nanopartikiiller ile Yapilan Cahsmalar

Dehghani-Aghchekohal vd. (2022), yapmis olduklar1 ¢calismada, AgNP'lerin (50 ve
100 mg/l) Carum carvi hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ikincil metabolitler tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. GC/MS ve GC/FID sonuglari, AgNP'lerin C. carvi'nin hiicre
stispansiyon kiiltlirlerinde ikincil metabolitleri giiclii bir sekilde etkiledigini
gostermistir. Sonuglara gore, 50 mg/1 konsantrasyonundaki AgNP'ler, kontrole
kiyasla p-simen ve karvon igerigini arttirmistir. Bitkilerin 100 mg/1 AgNP'lere maruz
kalmasi ise, timol ve karvakrol {iretimini tetiklemistir. Bu ¢alisma, AgNP'lerin elisitor
olarak hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kullanilmasinm, in vitro sekonder

metabolitlerin tiretimini tesvik etmek i¢in etkili bir yontem oldugunu gostermistir.

Hayat vd. (2021), tibbi bir bitki olan Artemisia absinthium (pelin otu) bitkisinin kallus
kiiltlirlerinde, NP’lerin biyokiitle birikimi, sekonder bilesik iiretimi, antioksidatif
enzim ve antioksidan aktivite {izerine etkilerini belirlemek amaciyla caligmalar
yapmiglardir. Bunun i¢in kiiltiir ortamina biyolojik olarak tiretilmis NP'ler (Ag ve Cu)
veya her iki NP'nin (Ag ve Cu) kombinasyonuna farkli oranlarda (1:2, 2:1, 1:3 ve 3:1)
thidiazuron (TDZ) (4 mg/l) eklemislerdir. Ag ve Cu NP'ler, indirgeme ve kapatma
maddesi olarak Moringa oleifera yapraklari kullanilarak sentezlenmistir ve ayrica UV-
Goriiniir spektroskopi ve SEM ile karakterize edilmistir. Ag ve Cu NP'lerin (1:2, 2:1)
ve 4 mg/l TDZ'min 30 pg/l siispansiyonu, kontrol (%86) ile karsilastirildiginda %100
biyokiitle birikimi gostermistir. AgNP'ler ile kombinasyon halinde TDZ, biiyiime
kinetiginin log fazlarmda biyokiitleyi arttirmustir. Tek basina CuNP'ler, kallus
kiiltiirlerinde siiperoksit dismutaz aktivitesini (0.56 nM/dk/mg taze agirlik) ve
peroksidaz aktivitesini (0.31 nM/dk/mg taze agirlik) arttrmistir. Bununla birlikte, Ag
ve Cu NP'lerin TDZ ile kombinasyonu, toplam fenolik (7.31 ng/g kuru agirlik) ve
flavonoid igeriklerini (9.27 pg/g kuru agirhik) artirmigtir. Ayrica, antioksidan aktivite
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Ag ve Cu NP'ler (3:1) ile giliglendirilmis ortamda en yiiksek (%86) olmustur. Bu
caligma, biyolojik olarak iiretilmis tekli NP'lerin (Ag ve Cu) veya her iki NP'nin (Ag
ve Cu) bir kombinasyonunun farkli oranlarda (1:2, 2:1, 1:3 ve 3:1) TDZ (4 mg/]) ile
birlikte A. absinthium kallus kiiltiirlerinde kallus gelisimi, endojen enzimlerin tiretimi,
enzimatik olmayan bilesenler ve daha fazla antioksidan aktivite iizerine ilk verileri

saglamustir.

Vahide vd. (2021), Betula pendula (hus agaci) hibritinin gévde kallus kiiltiirlerinde
elisitor olarak kitosan nanolif (CTS-N), kitin nanolif (CT-N) ve seliiloz
nanoliflerini (Cellul-N) kullanarak betulin ve betulinik asit tiretimi iizerinde biyo
NP’lerin etkilerini incelemislerdir. Hus agaci1 kabugu 6rneklerine, li¢ farklt WPM, NT
ve BS5 kiiltiir ortaminda iic hormon uygulamasi yapilmistir. Kallus olusumunun
maksimum yiizdesini saglayan seg¢ili ortamda (1.5 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/l BAP ile
zenginlestirilmis NT ortami) kalojenez tekrarlanarak 5 ay boyunca gozlemlenmistir.
Kalluslar 0.5, 0.75 ve 1 mg/1 lik farkli konsantrasyonlarda, CTS-N, CT-N ve Cellul-N
iceren ortamda yeniden kiiltiirlenerek belirli zaman araliklarinda yas ve kuru agirliklar1
belirlenmistir. Ayrica betulin ve betulinik asit seviyeleri HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) ile belirlenmistir. Sonug olarak, en yiiksek betulin (0,7 mg/1)
miktar1 % 0,5 Cellul-N ile bir giinliik uygulamada elde edilmistir. En yiiksek betulinik
asit miktar1 (0,98 mg/1) ise 3 giin boyunca % 0,5 CT-N ile muamele edilen kalluslarda
elde edilirken, kontrol muameleleri i¢in karsilik gelen agirliklar sirastyla 0,08 mg/1 ve

0,002 mg/1 olgtilmiistiir.

Begum vd. (2020) yaptiklar1 ¢calisgmada, Fagonia indica bitkisinin kallus kiiltiirlerinde
elisitor olarak kullanilan farkli konsantrasyonlardaki kimyasal (kim) ve biyolojik (bio)
olarak sentezlenmis AgNP’lerin etkisini arastirmislardir. Calismada, AgNP’lerin
kallus biyokiitlesi ve kalluslardan ekstrakte edilen toplam fenolik (TPC) ve flavonoid
icerigi (TFC) ve antioksidan aktivitesi lizerindeki etkileri karsilastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore genel olarak, bioAgNP'ler, biyokiitle birikimi, fenolik bilesikler
ve flavonoidleri tetikleme acgisindan olumlu sonuglar géstermistir. KimAgNP'lerin ara
konsantrasyonlar1 da ayrica TPC ve TFC iiretimini olumlu etkilemistir. Ayrica, farkl
bio AgNP konsantrasyonlarmin antioksidan aktiviteyi de arttirdigini ortaya koymustur.

Bu c¢alismada, bioAgNP'lerin optimal konsantrasyonlarinda maksimum hiicre
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bliylimesi ve sekonder metabolit iiretimi elde edilmistir. Yesil sentezlenmis
AgNP'lerin kullanim1 da, sentez ve uygulama sirasinda daha az toksisite

gosterdiginden kimAgNP’lere gére daha umut verici bulunmustur.

Fatima vd. (2020), Artemisia annua L.'nin kok, siirgiin ve yapragindan elde edilen
kalluslarda  sekonder metabolitlere ve antioksidan aktivitelerine farkli
konsantrasyonlarda ZnO, CuO ve CoO NP’lerin etkisini incelemislerdir. Kallus
biyokiitlesi yiiksek NP konsantrasyonlarindan etkilenmistir. Fenolik icerik, siirgiin
kallusunda 0.1 mg/l CuUONP uygulamasinda maksimum olarak (60 pg) gézlenmistir.
Toplam  antioksidan  aktivite, —kok  kallusunda 0.1  mg/l  ZnONP
uygulamasinda maksimum olarak (33 pg) gozlenmistir. Kok kallusunda 0,05 mg/|
CoONP konsantrasyonunda toplam indirgeme giicii maksimum olarak (33 pg)
gbzlenmistir. Siirglin kallusunda maksimum radikal siipiirme aktivitesi 0.05 mg/l
ZnONP de goézlenmistir. Rutin, gallik asit ve kafeik asit ornekleri HPLC ile
belirlenmistir. Bu ¢alisma, CuONP'lerin A. annua bitkisinde sekonder metabolitlerin

uyarilmasi lizerinde olumlu etkiye sahip oldugu sonucuna varmaistir.

Karakas (2020), AgNP'lerin farkli konsantrasyonlarmin (0, 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l)
Isatis constricta bitkisinin in vitro yetistirilen siirgiinlerinin yapraklarindaki indigo,
indirubin ve triptantrin bilesiklerinin iiretimi {iizerindeki etkilerini arastirmustir.
Uygulamadan sonraki 5 giinde 2 mg/l AgNP (1003 £ 11.42 ng/g) ile desteklenmis MS
ortaminda olusan stirgiinlerin yapraklarinda indigo tiretimi kontrol uygulamasmin 1.15
kat1 (869 + 8.33 pg/g) olmustur. Triptantrin iiretimi tiim AgNP uygulamalarinda artis
gostermistir. Ancak en yiiksek artis 2 mg/l (4,59 + 0,046 ng/g) konsantrasyonunda
gbzlenmis ve bu artis kontroliin 1,71 kat1 (2,68 + 0,031 pg/g) kadar olmustur. Bu
calisma, in vitro ortamda AgNP uygulamalarinin farkli konsantrasyonlar1 ve uygulama
siirelerinin |. constricta'nin yaprak eksplantinda indigo, indirubin ve triptantrin tiretimi
tizerinde farkl etkiler gosterdigini gostermistir. AgNP uygulamalarmimn, in vitro
kosullarda indirubin miktarin1 azalttig1 i¢in {iretiminde etkili olmazken, indigo ve

triptantrin iiretiminde miktarlarini artirdigindan dolay1 olumlu etki gostermistir.

Ali vd. (2019), Caralluma tuberculata bitkisinin kallus kiiltiirlerinde NP’lerin

biyokiitle ve antioksidan sekonder metabolit iiretimine etkilerini arastirmak i¢in farkl
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oranlarda AgNP'ler ve bitki biiylime diizenleyicileri (PGR'ler) eklemislerdir. Sonuglar,
cesitli AgNP konsantrasyonlarinin, MS (Murashige ve Skoog) ortaminda PGR'ler ile
birlestirildiginde kallus ¢ogalmasini 6nemli 6l¢iide etkiledigini ve kallus biyokiitlesini
onemli Ol¢iide arttirdigini géstermistir. En yiiksek taze (0.78 g/l) ve kuru (0.051 g/l)
kallus biyokiitle birikimi, 0.5 mg/l 2,4-D art1 3.0 mg ile kombinasyon halinde 60 pg/1
AgNP'lerde, in vitro olarak yetistirilen kiiltiirlerde gdzlenmistir. MS ortamina
eklenmis 90 pg/l AgNP'lerin kallus kiiltiirlerinin fitokimyasal analizi, kallusta sirasiyla
daha yiiksek fenolik iiretimi (TPC: 3.0 mg), flavonoidler (TFC: 1.8 mg), fenilalanin
amonyaliz aktivitesi (PAL: 5.8 U/mg) ve antioksidan aktivite (%90) gostermistir.
Ayrica, MS ortaminda kallus ¢ogalmasi icin tek basina ilave edilen AgNP'lerin daha
yiiksek seviyesinde (90 ug/l), siiperoksit dismutaz (SOD: 4.8 U/mg), peroksidaz (POD:
3.3 U/mg), katalaz (CAT: 2.5 U/mg) ve askorbat peroksidaz (APX: 1.9 U/mg) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirmistir. Bu ¢aligmani, AgNP'lerin, oldukga
sifali ve nesli tehdit altinda bir bitki olan C. tuberculata'nin kallus kiiltiirlerinde
biyoaktif antioksidanlarm arttirilmasi i¢in etkin bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu protokol, C. tuberculata'da bitki biyokiitlesinin ve farmakolojik olarak

giiclii metabolitlerin endiistriyel tiretimi i¢in kullanilabilir bulunmustur.

Ebadollahi vd. (2019), perlit NP'lerinin ve TiO2/perlit nanokompozitlerinin (NC'ler)
Hypericum perforatum kallus kiiltiirlerinin biiyiime 6zellikleri ve sekonder metabolit
iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Perlit NP'lerin ve TiO2/perlit NC'lerin kiiltiir
ortamma 25-200 mg/l konsantrasyon arahiginda eklenmesi, H. perforatum
kalluslarinin biiylime 6zellikleri tizerinde olumsuz bir etki géstermedigi belirtilmistir.
GC-MS analizine gore, perlit NP'lerinin ve TiO2/perlit NC'lerinin neden oldugu stres,
ucucu bilesiklerin ¢esit, miktar ve sayisinda artisa neden olmustur. In vitro yetistirilen
bitkilerden elde edilen kalluslar, nanomateryal stres kosullar1 altinda tarlada
yetistirilen bitkilerden elde edilen kalluslara gére daha fazla ugucu bilesikler iiretmistir.
Istenilen nanomalzemelerin ortaya ¢ikarilmasi altinda kallus kiiltiirlerinde, hiperisin
ve psOdohiperisin liretimi gdzlemlenmistir. Sonug¢ olarak, perlit NP'lerinin ve
TiO2/perlit NC'lerinin, H. perforatum'un Kkallus kiiltiirlerinde ugucu bilesikler,
hiperisin ve psddohiperisin iiretimi i¢in etkili elisitorler olarak kabul edilebilecegini

gostermektedir.
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Mosavat vd. (2019), yaptiklart ¢alismada 3 farkli Thymus tirii (T. vulgaris, T.
daenensis ve T. kotschyanus) ve Zataria multiflora bitkisi tizerinde ZnO NP'lerin
kallus ¢ogalmasi ile timol ve karvakrol liretimi iizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Bu amagla, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (PGR'ler) igeren MS besiyerinde kallus
indiiksiyonu gerceklestirilmistir. Kallus biiylimesinin optimizasyonundan sonra, farkl
ZnONP konsantrasyonlarinin (100 ve 150 mg/l) etkileri arastirilmistir. 2 mg/l 2,4-
diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 1 mg/l kinetin (Kin) i¢ceren MS ortamu, T.
kotschyanus'ta onemli Olgiide en yiiksek taze kallus agirligini (0.18 g) ortaya
cikarmistir. Benzer kosullardaki en yiiksek kallus biiyiime hiz1 (0,079 mm/giin) T.
vulgaris'te saptanmustir. Ayrica 2,5 mg/l 2,4-D igeren MS'de, en yiiksek kallus
indiiksiyonu (%92,50) T. kotschyanus tarafindan saglanmistir. Yiiksek performansli
stvi kromatografisi (HPLC) ile degerlendirilen en yiiksek timol (22,8 mg/l) ve
karvakrol (0,68 mg/l) icerigi ile ilgili olarak en iyi sonuglar T. kotschyanus ve T.

daenesis tiirlerinde goriilmistiir.

Chung vd. (2018), Cucumis anguria sacak kok kiiltiirlerinde fenolik bilesik tiretimini
arttirmak icin giimiis iyonunun (Ag+) ve biyolojik olarak sentezlenmis AgNP'lerinin
elisitor olarak etkisini arastirmislardir. AgNP'lerle muamele edilen sagak koklerin,
Ag+ ile muamele edilenlere gore 6nemli 6l¢iide, daha yiiksek miktarda fenolik bilesik
(flavonoller, hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitler), toplam fenolik ve flavonoid
iceriklerinin iiretildigi goriilmiistiir. AgNP'lerin sagak kok kiiltiirlerinde fitokimyasal

iiretimi artirmak i¢in etkili bir elisitor olabilecegi ongoriilmiistiir.

Javed vd. (2018), tibbi bir bitki olan Stevia rebaudiana (seker otu)’nin yaprak
eksplantlarindan olusan kalluslarin rejenerasyonu i¢in bitki biiyiime diizenleyicilerine
sahip MS ortaminda ZnO ve CuO NP etkilerini arastirmuslardir. ZnO ve CuO
NP’lerinin farkli konsantrasyonlarda bulunmasi, farkli rejenerantlarda farkl
fizyolojilerin ortaya ¢ikmasmna neden olmustur. 1 ve 10 mg/l, gesitli fizyolojik
parametreler agisindan en iyi ZnO ve CuO NP konsantrasyonlar1 olarak tespit
edilmigtir. Steviol glikozitleri hi¢bir kallus uygulamasinda tespit edilememistir. Ayrica,
farkli ZnO ve CuO NP konsantrasyonlar1 altinda S. rebaudiana'nin fitokimyasal
ozelliklerinden yararlanilmistir. En yiliksek toplam fenolik icerik (TPC), toplam
flavonoid igerigi (TFC), toplam antioksidan kapasite (TAC) ve 1,1-difenil-2-
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pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal temizleme aktivitesi 100 mg/l ZnONP’lerinde
elde edilirken, TPC, TAC, TRP ve DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi en yiiksek
10 mg/l CuO NP konsantrasyonunda elde edilmistir. Bununla birlikte, en yiiksek TRP
ZnO uygulamasinda ve en yiiksek TFC CuO uygulamasinda, sirastyla 50 ve 100
mg/l'de elde edilmistir. Bu g¢alisma, CuONP’lerin, ZnONP’lerine kiyasla Stevia
kalluslar1 i¢in daha toksik oldugunu agik¢a gostermektedir. Ayrica ¢esitli tibbi
bitkilerde ticari olarak dnemli ikincil metabolitlerin gelistirilmesi i¢in ZnO veya CuO

NP uygulamalarinin kullanimi i¢in gelecekteki calismalar i¢in 151k tutmaktadir.

Bhat ve Bhat (2016), Capsicum frutescens bitkisinde AgNP uygulamasimnim kapsaisin
miktarma etkisini arastirmistir. Bunun i¢in farkli hormon kombinasyonlar1 (5 mg/1 BA
+ 0.1 mg/l NAA, 5 mg/l adenin siilfat + 0.1 mg/l NAA, 5 mg/l Ba + 3 mg/l AgNP, 2
mg/l 2,4-D + 1 mg/1 kinetin) bulunana kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir. Caligmanin 3.
ve 6. giinlerinde 3 mg/l AgNP kullanilan ortamlarda kapsaisin miktarinda iki kat artig
goriilmiistiir. Yapilan baska bir ¢alismada ise Jamshidi vd. (2016), Corylus avellana
hiicre slispansiyon kiiltiiriinde 5 mg/l AgNP uygulamasmin taksol {iretimini oldukca
arttirdigini belirtmistir. Ancak, 2.5 ve 10 mg/l1 AgNP ile yapilan muamele, hiicrelerin

taksol iiretim potansiyelini sirasiyla kontrole gore %60 ve %56 azaltmistir.

Fazal vd. (2016), Prunella vulgaris L. bitkisinde yaptiklari ¢alismada, farkli oranlarda
(1:2, 1:3, 2:1 ve 3:1) Ag ve Au NP'leri, tek bagina veya kombinasyon halinde naftalin
asetik asit (NAA) ile kallus kiltiirii gelisimi ve sekonder metabolitlerin iiretimi
iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Ag (30 pg/l), AgAu (1:2) ve AgAu NP’ler (2:1),
NAA (2,0 mg/1) ile kombinasyon halinde kontrole (%95) kiyasla kallus ¢ogalmasimi
(%100) artirmistir. Test edilen farkli NP'ler arasinda, NAA igeren veya icermeyen
AuNP'ler, biiyiime kinetiginin log fazlarinda (35-42 giin) daha yiiksek biyokiitle
artiginda etkili olmustur. AgAu (1:3) ve AuNP'ler tek basina, toplam protein igerigini
(855 ug-BSAE/mg-taze agirlik (FW)), siiperoksit dismutaz (0,54 nM/dak/mg-FW) ve
peroksidaz (0,39 nM/dak/mg-FW) enzimlerini kallus kiiltiirlerinde artirmistir. NAA
ile kombinasyon halindeki AgAu NP'ler (1:3), fenoliklerin (TPC 9,57 mg/g-kuru
agirlik (DW)) ve flavonoid (6,71 mg/g-DW) iceriginin maksimum birikimini
indiiklemigtir. Ayrica, NAA icermeyen AgAuNP'ler (3:1) antioksidan aktiviteyi
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(%87.85) arttirmistir. Bu ¢alisma, P. vulgaris'te NP etkisinin kallus kiiltiirii gelisimi

ve dogal antioksidanlarin {iretimi tizerindeki ilk kanit1 sunmaktadir.

Chamani vd. (2015), Lilium ledebourii'de bazi biyoaktif bilesenlerin birikiminin MS
ortamindaki ZnONP'lerin konsantrasyonuna bagli degistigini ortaya koymuslardir.
Flavonoidlerin, fenoliklerin ve antosiyaninlerin en yiiksek igerigi sirasiyla, 25, 75 ve
100 mg/l ZnONP eklenen MS ortamlarinda elde edilmistir. Bagka bir ¢alismada ise
Javed vd. (2017), S. rebaudiana'nin filiz kiiltiirlerinin steviol glikozid birikimi, MS
ortaminda giiclendirilmis 1 mg/l ZnONP’leri ile biiyiik oranla 1yilestirilmistir. Ayrica,
ZnONP uygulamasiyla toplam flavonoid ve fenolik igerigi de yiikselmistir. Fakat daha
yliksek ZnONP konsantrasyonlar1 fitotoksik etkiler yiliziinden ikincil metabolit

iiretimini azaltmistir.

Shakeran vd. (2015), Datura metel bitkisinin sa¢ak kok kiiltiirlerinde biyotik (Bacillus
cereus ve Staphylococcus aureus) ve abiyotik (AgNOz ve AgNP) elisitorlerin atropin
iiretimi tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Sacak kok kiiltiirleri 12, 24 ve 48 saat
elisitorlere maruz birakilmis ve tiim elisitorlerin, biyokiitle birikimini ve atropin
iretimini etkiledigi tespit edilmistir. Test edilen elisitorler arasinda, AgNP’lerin sagak

koklerde atropin igerigini artirmada en etkili elisitdr oldugu belirlenmistir.

Raei vd. (2014), 0.625 mg/l AgNP veya 120 mg/l TiO2NP’leri ile etkilesime gegen
Aloe vera siispansiyon hiicrelerinin aloin igerigi agisindan yiiksek bir artis yasadigini
gozlemlemistir. En yiiksek aloin igerigi TiO2NP muamelesinden sonra goriilmiistiir.
Poborilova vd. (2013), tarafindan tiitiin bitkisinde yapilan ¢alismada, Al.O3NP'lerin
(10 - 100 mg/ml) siispansiyon kiiltiirii fenolik i¢erigini 6nemli miktarda yiikselttigi
goriilmiistiir. Hiicrelerde fenolik birikimi, doz ve kullanim siiresine bagli olmustur.

Zhang vd. (2013), Artemisia annua sagak kok kiiltiirlerindeki artemisinin igerigi
iizerinde AgNP'lerin etkisini incelemislerdir. Kiiltiirler 3 giin boyunca 900 mg/1
AgNP'lerle muamele edilince artemisinin igerigi 1.67 mg/g kuru agirliktan, 2.86 mg/g
kuru agirliga ylikselmistir. AgNP uygulamalari, 20 giinliik sacak kok kiiltiirlerinde
artemisinin tiretimini 13.3 mg/I ye yiikselterek, kontrol grubuna gore %3.9 oraninda
artis saglamistir. Bu sonuglar, AgNP’lerin, bitki sekonder metabolitlerinin liretimi i¢in

bitki biyoteknolojisinde yeni ve etkili bir elisitor olarak kullanilabilecegini
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gostermektedir. Benzer bir ¢alismada ise en yiiksek artemisinin igerigi (kontrol ile 2.2
katina ¢ikmistir) 5 mg/l CoNP'lerle 24 saat muamele edilen A. annua hiicre

stispansiyon kiiltlirlerinde de gdzlemlenmistir.

24



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez caligmasinda, bitkisel materyal olarak M. officinalis L. (0gulotu) tiiriine ait fideler
kullanilmistir. Fideler yerel fidancilardan temin edilmis olup, 3:1 oraninda torf
topragrkum karigimi ile saksilara dikimleri yapilmistir. Fideler denemelerde
kullanilincaya kadar gelisimlerini saglamak i¢in Biyoloji Boliimiine ait Bitki
Biyoteknolojisi Laboratuvari’nda bitki biliyiime odasinda uygun sartlarda
yetistirilmistir (Sekil 3.1). Haftada 2 kez diizenli olarak sulamalar1 yapilmistir.
Yetistirilme kosullar1 olarak; 16 / 8 saat (1s1k / karanlikta), 24 + 2°C / 18 &+ 2°C (1s1k /
karanlik) sicaklik, 12 000 likks 151k siddeti ve % 51-54 nem oranmi (PeakTeach 3695)

ayarlanmistir. Eksplant ¢esidi olarak yetistirilen bitkinin geng yapraklar1 kullanilmistir.

Sekil 3.1. Bitki bilyiime odasinda yetistirilen M. officinalis L. (Ogulotu) bitkileri

3.2. Yontem

3.2.1. Ortam sterilizasyon kosullar

Denemelerin gerceklestirildigi laboratuvarin zemin temizligi her islem Oncesi
seyreltilmis ticari ¢amasir suyu ile yapilmistir. Her ¢alisma Oncesinde steril kabin
kapaginda bulunan UV-C lamba '5-1 saat calistirilarak kabin sterilizasyonu

saglanmistir. Ayrica, ¢alisma Oncesinde steril kabin i¢i %70’lik etil alkol ile silinmis
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ve 10 dakika (dk) bos olarak calistirilmistir. Caligsmalarda kullanilacak malzemelerin
(cam beherler, cam petriler, pinsetler ve saf su) sterilizasyonu ise, 121 °C’de, 1.1 atm

basingta (1 kg/cm?), 40 dk boyunca otoklavda gerceklestirilmistir.

3.2.2. Yaprak eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu i¢in 30-40 giinliik fidelerden secilen geng yapraklar
ilk 6nce makas yardimiyla saplarindan kesilerek temiz beherlere aktarilmistir. Daha
sonra akan c¢esme suyu altinda 2-3 kez yikanarak toprak kalintilarindan iyice
arindirilmig, sonrasinda ise steril kabine aktarilmistir. Steril kabin igerisindeki yaprak
eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu onceden 121°C’de, 1.1 atm basingta (1 kg/cm?)
ve 40 dk siireyle otoklavlanmis steril beherler igerisinde yapilmistir (Sekil 3.2). Bunun
icin ilk etapta eksplantlar %70’lik etil alkol icerisinde 1 dakika bekletilmis, ardindan
5 kez birer dk siireyle steril saf su ile durulanmistir. Ikinci etapta, temiz behere
aktarilan eksplantlar %10’luk NaOCl ¢6zeltisi ve iki damla Tween-20 eklenerek 5 dk
boyunca islem yapilmistir. Son igslem etabinda ise 5 kez birer dk siireyle steril saf su

ile yikanarak eksplant yiizey sterilizasyon islemi tamamlanmaistir.

Sekil 3.2. Yaprak eksplantlarinin steril kabin igerisindeki yiizey sterilizasyonu

3.2.3. AgNP iceren besin ortamlarinin hazirlanmasi

Yapilan g¢aligmalarda, besin ortamlarmnin hazirlanmasi i¢in steril erlenmayerler

kullanilmustir. Kiiltiir ortami olarak hazir (Sigma M9274-1L) MS (Murashige ve
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Skoog, 1962) besin ortami kullanilmigtir. Besin ortamina, bitki biiyliime
diizenleyicilerinden 2.0 mg/l BAP (Sigma B3274-50ml) ve 1.0 mg/l NAA (Sigma
N1641-50ml), 1.0 mg/ml'lik stok soliisyonlarindan almarak eklenmistir. Ayrica, AGNP
[Sigma-Aldrich 730807- 40nm (TEM)] lerin ¢esitli konsantrasyonlar1 (0, 25, 50, 75 ve
100 pg/l) 0.02 mg/ml olarak hazirlanmis stok soliisyonlarindan alinarak besin ortamina
ilave edilmistir. Daha sonra ortam pH’1 5.8 olacak sekilde, NaOH (0.1 ve/veya 1 N)
veya HCI (0.1 ve/veya 1 M) ¢ozeltileri ile ayarlanmigtir (Sekil 3.3.a). Erlenmayerlerde
hazirlanan ortamlarin agizlar1 yeterli miktarda pamuk ve aliiminyum folyo ile
kapatilarak sterilizasyon islemleri i¢in otoklava konulmustur. Otoklav, 121 °C’de, 1.1
atm basingta (1 kg/cm?) ve islem siiresi 20 dk olarak ayarlanmistir. Sterilizasyon igslemi
tamamlanan kiltiir ortamlarmin dagitimlari, tek kullanimlik steril plastik petri
kaplarma (90 mm) 2/3 oraninda (~ 20 ml) olacak sekilde steril kabinde
gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.b).

Sekil 3.3. Besin ortamlarinin hazirlanmasi (a) pH ayarlanmasi ve (b) besin ortaminin
petrilere dokiilmesi

3.2.4. Eksplantlarin kiiltiir ortamina ekimi ve kallus olusumundan sonra

ol¢iimlerinin yapilmasi

Sterilizasyon islemleri sonrasinda yaprak eksplantlari, steril bistiiri yardimiyla 0.5-1

cm? parcalara ayrilmistir. Daha sonra, kallus gelisimi i¢in hazirlanan MS ortamlarma
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steril pinset ile ekimleri yapilmistir (Sekil 3.4.a). Her bir petriye ortalama 16 eksplant
esit araliklarla yerlestirilmistir (Sekil 3.4.b).

Sekil 3.4. (a) Yaprak eksplantlarmin MS ortamima ekilmesi ve (b) petri kabina
yerlestirilen ogulotu yaprak parcalari

Tiim petrilerin etrafi kontaminasyon riskini onlemek amaciyla parafilm ile iki tur
cevrilerek sarilmistir. Kallus olusumu i¢in tiim petriler inkiibatore yerlestirilerek, 30-
35 giin siireyle 25+£2°C sicaklikta ve karanlik kosullarda tutulmustur. 30-35 giin
sonunda olusum gosteren kalluslarm kallus olusum oranlar1 (%), caplart (cm),
agirliklar1 (g) 6lgiiliip renk (beyaz, yesil veya kahverengi) ve tipleri (sik1 veya gevsek)
belirlenmistir. Sonrasinda tiim kalluslar sekonder metabolit analizi i¢in falkon tiiplere

alinmustir.

Kallus olusum oranlari; ekimi yapilan her bir petrideki kallus olusturan 6rnekler

say1lmis ve yiizde oranlar1 hesaplanmigtir:

Kallus olusum orani (%) = (Kallus olusturan eksplantlarin sayisi / petrideki toplam

eksplant sayis1) X 100

Kallus ¢aplarmin ol¢iimii (Sekil 3.5.a); steril kabin icerisinde her bir kallusun cetvel

yardimiyla dlgtimleri (cm) yapilmustir.

Kallus ¢ap1 (cm) = Vuzunluk x Vgenislik
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Kallus agirliklarinin 6lgiimii (Sekil 3.5.b); steril kabin igerisinde her bir kallusun

hassas terazi yardimiyla agirliklar: (g) 6l¢iilmiistiir.

Kallus renkleri; kalluslarin beyaz, yesil ya da kahverengi renkleri morfolojik olarak

tespit edilmistir.

Kallus tipleri; kalluslarin sik1 ya da gevsek yapist morfolojik olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.5. Steril kabin icerisinde kalluslarin (a) ¢aplarinin ve (b) agirhiklarinm 6l¢iimii

3.2.5. Kalluslarda olusan sekonder metabolitlerin tayini

Kallus olusumundan sonra gelisimlerinin devam etmesi icin kiiltiirler iki kez ayni
ortamda alt kiiltiire alinmistir. Kalluslar (hiicrelerin hizli biliylime sathalarmnin
olduklarr alt kiiltiiriin 12. giiniinde), ugucu yag analizi ve fenolik bilesiklerin tayini i¢in

steril kapakli falkon tiiplerine alinarak -20 °C'de depolanmustir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Steril falkon tiiplerine alman kalluslar
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Numune hazirlama islemleri SDU-YETEM (Yenilik¢i Teknolojiler Uygulama ve
Arastirma Merkezi) tarafindan gergeklestirilmistir. Kalluslardaki sekonder metabolit
miktarinin belirlenmesi amaciyla almman kallus ornekleri, havanda sivi azot
kullanilarak iyice ezilmistir. Siv1 azotla ezilen 6rneklerden 2 g alinarak iizerine 10
ml %96’lik etil alkol ilave edilerek 2 dakika siireyle homojenizatorde karigtirilmistir.
Ardindan 1 gece 45°C’deki su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler, 5
dk siireyle 4000 d/d’de santrifiij edilerek fenolik bilesikleri i¢eren siipernatant kisim
almarak 45°C’de tamamen kuruncaya kadar rotary evaporatdrde ugurulmustur (Cetin
vd., 2011). Daha sonra ekstrantlar metil alkolde ¢oziilerek Ol¢iim i¢in hazir hale
getirilmistir. Fenolik madde analizi HPLC (Cizelge 3.1), ugucu yag analizleri ise GC-
MS/SPME (Cizelge 3.2) cihazlar1 ile Olgiilmistiir. Analizler, SDU-YETEM'de
yapilmistir.

Cizelge 3.1. Fenolik bilesiklerin 6l¢iildiigii HPLC cihazinin 6zellikleri

Parametreler Ozellikler

Marka Shimadzu

Dedektor DAD dedektor (Amax = 278nm)
Otomatik

ornekleyici SIL-10AD v

Sistem kontrol

o SCL-10Avp

unitest

Pompa LC-10ADvp

Gaz armdirici DGU- 14A

Kolon firmi CTO-10Avp

Kolon Agilent Eclipse XDB-C18 (250 x 4,60 mm) 5 mikron
Mobil faz A: %3 asetik asit, B: Metanol
Akis hizi 0.8 ml/dakika

Kolon sicaklig1 30°C

Enjeksiyon hacmi | 20 mikrolitre
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Cizelge 3.2. Aromatik bilesiklerin 6l¢iildiigli GC-MS/SPME cihazinin 6zellikleri

Parametreler

Ozellikler

Shimadzu (Japan) GC- 2010 Plus

Kullanilan Cihaz Shimadzu GCMS-QP2010 SE (Dedektor)
Enjeksiyon Blogu 250 °C

Dedektor 250 °C

Akis Hizi 1,61 ml/dakika

Dedektor 70 eV

Iyonlastirma Tiirii El

Kullanilan Gaz Helyum

Restek Rx-5Sil MS 30 m* 0.25 mm, 0.25 um
katalog no: Restek 13623

40 °C de 2 dakika bekledikten sonra 250 °C’ye
dakikada 4 °C’lik artisla ulastyor. 250 °C’de 5 dakika
bekliyor.

Wiley, Nist, Tutor, FFNSC

Fused silica SPME fiber CAR/PDMS numune 60 °C

Kullanilan Kolon

Sicaklik Programi

Kullanilan Kiitiiphaneler

SPME Sartlar1 de fibersiz 15 dakika fiber ile 30 dakika bekletilip 250°
C de desorbe edilir. Katalog no: supelco 57318
SPME VIAL Supelco 27159 15 mL clear PTFE /Silicone septa Cap

3.2.6. Veri Analizi

Denemeler, Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore 3 tekrarlamali olarak
yiirlitiilmiistiir. Her bir tekrarda bir ¢esit deneme i¢in 30 petri kullanilmistir. Bir petriye
ortalama 16 eksplant yerlestirilmistir. Eksplant tipi olan yaprak parcalarinin AgNP'nin
farkli konsantrasyonlarinda kallus kiiltliriine ve sekonder metabolitlere olan etkileri
karsilagtirilmistir. Toplamda 5 ¢esit deneme kurulmustur;

1. MS + 2.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA (Kontrol)

2. MS +2.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA + 25 pg/l AgNP

3. MS + 2.0 mg/l BAP + 1.0 mg/| NAA + 50 ng/l AgNP

4. MS +2.0 mg/l BAP + 1.0 mg/Il NAA + 75 pg/l AgNP

5. MS + 2.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA + 100 png/l AgNP
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Elde edilen verilerin SPSS (ver:23.0) paket programindan yararlanilarak istatistiksel
degerlendirilmesi varyans analizi (ANOVA) ve Duncan’s Multiple Range Testine gore

yapilmistir. Sonuglar SPSS ortaminda p<0.05 6nem diizeyinde tanimlanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Ogulotu bitkisine ait yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslara farkli
konsantrasyonlarda uygulanan AgNP’lerin kallus olusumu, agirhigi, ¢api, yapisi ve
rengi ile fenolik ve aromatik bilesiklerin birikimi {izerine olan etkilerini arastiran bu
tez calismasinda elde edilen sonuglar asagida sekil ve gizelgeler halinde verilmistir.
AgNP’lerin en etkili dozununun belirlenmesi icin MS ortamma ¢esitli
konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 75 ve 100 pg/l) AgNP ve bitki biliylime
diizenleyicilerinden BAP (2.0 mg/l) ve NAA (1.0 mg/l) eklenerek toplamda 5 farkli

uygulama yapilmistir.

4.1. Ogulotu Bitkisinde AgNP Uygulamalarinin Kallus Olusumu, Agirhgi, Capa,
Yapisi ve Rengi Uzerine Etkileri

Arastirmada kallus kiiltiiriinde incelenen 6zellikler kallus olusum oranlari, agirliklari,
caplari, yapilar1 ve renkleri olup, denemelerde 5 farkli AgNP uygulamasi sonucunda
kallus olusum oranlarinin istatistiksel olarak 6nemli derecede degistigi goriilmiistiir
(p<0.05). Farkli konsantrasyonlarda uygulanan AgNP ile kallus yapilar1 sik1 bir yap1
olustururken (Sekil 4.1), kallus olusum oranlari, agirliklari, renkleri ve caplar1

farkliliklar gostermistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. AgNP uygulamalarinm kallus olusumu, agirligi, ¢api, yapisi ve rengi
lizerine etkisi

Kallus Kallus Kallus
Olusum - o Kallus Kallus
Uygulamalar Oram Agirhg Capr Yapist Rengi
00) @ | (m)
_ ) _ 1k1 ahverengi
’ mg/lZ? 'Tl:/’-llAnglgllll’:l A 93.8 0.187° 0.9° Sik1 Beyaz Yesil
; mg/ggﬁzzlArg%l):lAN o7.8° | 0196 | 11* | Sik Yesil
i mg”758 ﬁﬁ%? AAT 92.4° 0.152° 0.8b¢ Stki | Kahverengi Yesil
. . . 1K1 anverengl Y €51
i mgl;oEszpT;/% 21g%IPTAA+ 87.9° 0.145¢ 0.7° Stki | Kahverengi Yesil

*Her bir siitunda farkl harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak énemli derecede
farklilik bulunur (p<0.05).
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Sekil 4.1. Ogulotu (Melisssa officinalis L.) bitkisinde farkli AgNP uygulamalarmda olusan
kalluslar a) 0 ug/1 AgNP (kontrol), b) 25 pg/l AgNP, ¢) 50 ug/l AgNP, d) 75 ng/l
AgNP, ¢) 100 pg/l AgNP
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4.1.1. AgNP uygulamalarinin kallus olusumu iizerine etkKisi

Yapilan uygulamalarda farkli AgNP konsantrasyonlarinin (0, 25, 50, 75 ve 100 ug/l)
kallus olusumu tizerine etkileri Sekil 4.2°de verilmistir. Sekil incelendiginde, en
yiiksek kallus olusum orani %97.8 ile 50 pg/l AgNP’nin kullanildigi uygulamada
tespit edilmistir. Bu uygulamay1 25 ve 75 pg/l AQNP konsantrasyonlarinin takip ettigi
ve bu uygulamalarda kallus olusum oranlarinin sirasiyla %93.8 ve %92.4 oldugu
gorlilmiistiir. En disik kallus olusum orani ise %78.7 ile kontrol grubunda
saptanmigtir.  Sekil incelendiginde kallus olusum oram1 T{izerinde AgNP
uygulamalarmin olumlu bir etkisinin oldugu ve bu olumlu etkinin 50 pg/l AgNP
uygulamasina kadar konsatrasyon artisi ile dogru orantili olarak arttigi, 75 ve 100 pg/1
AgNP uygulamalarinda ise azaldigi tespit edilmistir.

B Kallus olusum oram
b a b

=
o
<)

(0]
o

D
o

S
o

N
o

o

Kallus olusum orani (%)

100

25 50 75
AgNP konsantrasyonu (pg/l)

Sekil 4.2. AgNP uygulamalarmin kallus olusumu iizerine etkisi

4.1.2. AgNP uygulamalarinin kallus agirhgi iizerine etkisi

Kallus agirligi bakimmdan yapilan istatistiksel analizler sonucunda, AgNP
uygulamalari ile kallus agirhgmim 6nemli derecede degistigi goriilmiistir (p<0.05).
Sekil 4.3’te goriildiigi gibi, tim AgNP uygulamalar1 kallus agirliklarini dnemli
derecede artirmus, en yiiksek kallus agirligi 0.196 g ile 50 pg/l AgNP uygulamasi ile
elde edilmistir. Bu degerin en diisiik degerin goriildiigii kontrol grubuna (0.051 g)
kiyasla 3.84 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. 50 pg/l AgNP uygulamasini 0.187
g ile 25 pg/l AgNP uygulamas: takip ederken, 75 ve 100 pg/l AgNP
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konsantrasyonlarinda bu uygulamalara gore sirasiyla 0.152 ve 0.145 g kallus

agirliklari ile bir diisiis goriilmiistiir.

@ Kallus agirhgi
D a

o
L i e
[N n )

Kallus agirhg (g)
o
o

e
0 @
0

Sekil 4.3. AgNP uygulamalarinin kallus agirligi tizerine etkisi

100

25 50 75
AgNP konsantrasyonu (ng/l)

4.1.3. AgNP uygulamalarinin kallus ¢api iizerine etkisi

Arastrmada farkli konsantrasyonlardaki AgNP uygulamalarinin kallus c¢ap1
tizerindeki etkisi Sekil 4.4’te sunulmustur. Kallus gaplar1 0.7 ve 1.1 cm arasinda
degisiklik gostermistir. Kallus ¢apinin en yiiksek oldugu uygulama 1.1 cm ile 50 pg/1
AgNP konsantrasyonu iken, en diisiikk kallus ¢ap1 ise 0.7 cm ile 100 ug/l AgNP
konsantrasyonunda dlgiilmiistiir. 25 pg/l AgNP uygulamasinda kallus ¢ap1 0.9 cm iken,
kontrol grubu ve 75 pg/l AgNP uygulamasinda bu oran 0.8 cm olarak tespit edilmistir.

O Kallus ¢cap1

15
£
N2
=
[
>4
» 0,5
=
G
N> ' I '

100
AgNP konsantrasyonu (ug/I)

Sekil 4.4. AgNP uygulamalarmin kallus ¢api tizerine etkisi
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AgNP uygulamalarmin farkli konsantrasyonlar1 arasinda, 50 pg/l AgNP uygulamasiin
en fazla kallus olusturdugu ve yine en yiiksek kallus agirligi ile en uzun kallus ¢apmnin
bu uygulamada 6lgiildiigii tespit edilmistir. Kontrol grubunun (0.0 pg/l AgNP) ise en
diistik kallus olusumu gosterdigi ve kallus agirhgmin da diger uygulamalara gére daha

az oldugu saptanmustir (p<0.05).

4.1.4. AgNP uygulamalariin kallus yapis1 ve rengi iizerine etkisi

Uygulamalar  sonrasinda  yapilan  morfolojik  gozlemlere  gore, farkl
konsantrasyonlarda uygulanan AgNP’lerin kallus olusum oranlarinda degiskenlik
gosterdigi ancak kallus yapisinin tiim uygulamalarda siki formda oldugu tespit

edilmistir.

Kalluslar iizerinde gozlemlenen renkler ise; kontrol grubunda kahverengi, 25 pg/l
AgNP konsantrasyonu uygulamasinda beyaz-yesil, 50 ug/l AgNP konsantrasyonu
uygulamasinda yesil, 75 ve 100 pg/l AgNP konsantrasyonlar1 uygulamalarinda ise

kallus renkleri kahverengi-yesil olarak tespit edilmistir.

4.2. AgNP Uygulamalarimin Ogulotu Kallus Kiiltiiriinde Fenolik Bilesikler
Uzerine Etkisi

Yapilan in vitro uygulamalarda M. officinalis yaprak eksplantlarmin MS ortamina
ekilmesi sonucu meydana gelen kalluslarin analizleri sonrasinda, HPLC cihaz1 ile
rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, proto-katesik asit, hesperidin ve p-kumarik
asit seklinde tespit edilen 6 fenolik bilesigin degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Buna
gore, ogulotu yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslardan 6lgiilen fenolik bilesik
miktarlarmin farkli AgNP uygulamalarina gére 6nemli derecede degistigi tespit

edilmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.2. AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin fenolik bilesikler iizerine olan

etkileri
AgNP
K;)rnas;a_n- Rosmarinik | Kafeik | Klorojenik lf;rtOt?l'( Hesperidin Kunr:)l;ﬁrik
asit (ng/g) | asit (ug/g) | asit (ugg) | oo (ng/e) \
yonlari asit (ng/g) asit (ng/g)
(ng/h
Kontrol 1693.0° 34.8¢ 4.7° 3.5¢ 3.94 0.6™
25 2313.5¢ 38.4¢ 5.4° 4.6° 4.1° 0.5°
50 2776.5° 40.5° 6.1° 5.4° 7.3 0.7°
75 2653.6° 46.7° 9.42 7.3 7.22 1.32
100 2469.5° 34.9¢ 6.4° 5.1° 5.8° 0.5°

*Her bir siitunda farkl1 harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak énemli derecede farklilik
bulunur (»p<0.05).

4.2.1. AgNP uygulamalarinin rosmarinik asit miktar iizerine etkisi

Arastirmada, ogulotu yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslardaki rosmarinik asit

miktarmin kontrol grubunda 1693.0 pg/g olarak tespit edilirken, yapilan tim AgNP

uygulamalarmin kontrole gore rosmarinik asit miktarmi 6nemli dlgiide artirdigi

belirlenmistir (p<0.05). Elde edilen veriler Sekil 4.5’te sunulmustur.

e

25

( Rosmarinik Asit]

2776,5

2313,5/¢~ ——
16$V*
0 d

1500 -

a

50

26536 o505
b C
75 100

AgNP konsantrasyonu (ug/l)

Sekil 4.5. AgNP uygulamalarinin rosmarinik asit miktar1 lizerine etkisi
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Kalluslardaki en yiiksek rosmarinik asit miktar1 2776.5 pg/g ile 50 pg/l AgNP
konsantrasyonu uygulamasinda tespit edilmistir. Bu deger, 50 pug/l AgNP varliginin
kontrol grubuna gore rosmarinik asit miktarini 1,6 kat artirdigini géstermistir. Bu artisi
2653.6, 2469.5 ve 2313.5 pg/g ile swrastyla 75, 100 ve 25 pg/l AgNP uygulamalar1
takip etmistir.

4.2.2. AgNP uygulamalarinin kafeik asit miktari iizerine etkisi

Ogulotu yaprak eksplantlarindan olusan kalluslarda meydana gelen kafeik asit miktar1
Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, 25, 50 ve 75 pg/l AgNP uygulamalarindaki artisa paralel
olarak artis gostermistir (p<0.05). En yiiksek kafeik asit miktar1 46.7 pg/g ile 75 pg/l
AgNP uygulamasinda goriilmistiir. Diger uygulamalarda ise bu oran sirasiyla 50 pg/1
AgNP konsantrasyonunda 40.5 ug/g ve 25 pg/l AgNP konsantrasyonunda 38.4 ug/g
sekilde artis gostermistir. En diisik kafeik asit miktar1 ise 100 pg/l AgNP
konsantrasyonunda 34.9 pg/g ve kontrol grubunda 34.8 ug/g olarak tespit edilmistir.

| Kafeik Asit |

5 40,5 =
2 38,4 % =
g 40 34,8 l:—ﬁ/a\&lﬁ
2 3 - c b -
5 d d
<
= 20
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0 25 50 75 100
AgNP konsantrasyonu (ng/l)

Sekil 4.6. AgNP uygulamalarinin kafeik asit miktari izerine etkisi

4.2.3. AgNP uygulamalarimin klorojenik asit miktar iizerine etKisi

Aragtirmada incelenen bir diger fenolik bilesik de klorojenik asit olup, Sekil 4.7°deki
verilerin incelenmesinden de goriildiigii gibi tiim AgNP uygulamalarinda klorojenik
asit miktarinda kontrol grubuna gore bir artis tespit edilmistir. En yliksek klorojenik

asit miktar1 9.4 pg/g ile 75 pg/l AgNP uygulamasinda oldugu ve bu oranm kontrol
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grubuna (4.7 pg/g) kiyasla 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Diger uygulamalarda
da klorojenik asit miktar1 kontrol grubuna gore artig gostermistir. 100, 50 ve 25 pg/l
AgNP uygulamalarinda ise klorojenik asit miktar1 sirasiyla 6.4 pg/g, 6.1 pg/g ve 5.4
ug/g olarak elde edilmistir.

[ Klorojenik Asit]
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Sekil 4.7. AgNP uygulamalarinin klorojenik asit miktari {izerine etkisi
4.2.4. AgNP uygulamalarinin protokatesik asit miktari iizerine etkisi
Yaprak kalluslarinda tespit edilen bir diger fenolik bilesik protokatesik asittir. Sekil

4.8’de gorildiigii gibi, yapilan tiim AgNP uygulamalarinin yaprak kalluslarindaki
protokatesik asit miktarini kontrole kiyasla artrmis oldugu belirlenmistir (p<0.05).

[ Protokatesik Asit ]
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Sekil 4.8. AgNP uygulamalarinin protokatesik asit miktar1 iizerine etkisi
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Hicbir AgNP uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda 3.5 pg/g ile tespit edilen
protokatesik asit miktari, arastirmada elde edilen en diisiik deger olarak belirlenmistir.
Artisin en etkili oldugu konsantrasyon 75 pg/l AgNP uygulamasi olmustur. Bu
konsantrasyon uygulamasi ile elde edilen en yiliksek protokatesik asit miktar1 7.3
pug/g’dir ve kontrol grubuna gore 2.1 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Diger
uygulamalar olan 50 pg/l, 100 ug/l ve 25 ug/l AgNP konsantrasyonlarinda bu oranlar
sirastyla 5.4 pg/g, 5.1 pg/g ve 4.6 pg/g seklinde tespit edilmistir.

4.2.5. AgNP uygulamalariin hesperidin miktari iizerine etkisi

Arastirmada ogulotu bitkisine ait yaprak parcalarina yapilan AgNP uygulamalarinin
hesperidin miktar1 {izerine etkileri Sekil 4.9’da sunulmustur. Farkli AgNP
konsantrasyonlar1 uygulamalarindaki en diisiik hesperidin miktar1 kontrol grubunda
3.9 ug/golarak saptanmistir. Caligmada tiim AgNP uygulamalarinda bir artis goriilmiis
olup, en yiiksek hesperidin miktarlar1 50 ve 75 pg/l AgNP konsantrasyonlarinda 7.3
ug/g ve 7.2 ng/g olarak tespit edilmistir. Hesperidin miktar1 diger uygulamalar olan
100 pg/l AgNP konsantrasyonunda 5.8 ug/g ve 25 pg/l AgNP konsantrasyonunda 4.1
ug/g olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. AgNP uygulamalarinin hesperidin miktar1 iizerine etkisi
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4.2.6. AgNP uygulamalarmin p-kumarik asit miktar iizerine etkisi

Aragtirmada son olarak incelenen fenolik bilesik p-kumarik olup, diger incelenen
biitiin fenolik bilesiklerden farkli olarak kontrol grubuna (0.6 pg/g) kiyasla 25 ve 100
ug/l AgNP uygulamalarinda 0.5 pg/g olarak azaldigi tespit edilmistir. Sekil 4.10
incelendiginde AgNP konsantrasyonlarmin p-kumarik asit miktar1 {izerine olan en
etkili konsantrasyonun 1.3 ug/g ile 75 ug/l oldugu ve kontrol grubuna kiyasla p-
kumarik asit miktarinda 2.2 kat artis oldugu gorilmistir. 50 pg/l AgNP

uygulamasinda elde edilen p-kumarik asit miktar1 ise 0.7 pg/g olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. AgNP uygulamalarmin p-kumarik asit miktari tizerine etkisi

4.3. AgNP Uygulamalarimin Ogulotu Kalluslarinda Aromatik Bilesikler Uzerine
Etkisi

Aromatik bilesik miktar1 iizerine ogulotu yaprak eksplantlarina uygulanan farkli AgNP
konsantrasyonlarinin etkilerinin de incelendigi arastirmada, istatistiksel analiz
sonucunda aromatik bilesik miktarmin yapilan uygulamalara gore 6nemli derecede
degistigi tespit edilmistir (p<0.05). GC-MS/SPME cihazina gore elde edilen
sonuglarda toplamda 71 adet aromatik bilesik tespit edilmistir. Bu aromatik bilesikler
en fazla monoterpenler ve seskiterpenler olmak iizere, aldehit, keton, hidrokarbon ve

diger tiirevleri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. AgNP uygulamalarmin ogulotu bitkisinde aromatik bilesik
simiflandirmalarina etkisi
Aromatik Bilesik AgNP Konsantrasyonu (ug/l)
Siniflandirmasi

(%) 0 25 50 75 100
Monoterpen 42.69 66.54 49.12 28.53 40.14
Seskiterpen 31.96 6.91 22.42 31.58 21.49
Aldehit 3.79 7.21 7.93 13.97 11.57
Keton 1.31 0.9 0.49 1.26 0.97
Hidrokarbon 0.69 0.26 0.92 1.74 1.14
Diger 19.54 18.44 19.54 23.01 26.27

Her bir uygulamanin aromatik bilesik igerigi %100 olarak degerlendirilmis ve 71

bilesigin toplamma esdeger olmasi temelinde hesaplanarak nispi yilizde olarak

verilmistir. Bilesiklere ait tiirevler ve farkli konsantrasyonlardaki her bir toplam

degerleri Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4. AgNP uygulamalarinin ogulotu kalluslarinda tespit edilen aromatik

bilesikler tizerine etkisi

Alikonma Aromatik AgNP Konsantrasyonu (ug/l)
No zamani Bilesikler Simiflandirma
(dk.) (%) 0 25 50 75 | 100
1 1.514 | Dimetil siilfit // 2- Organo 17.53¢ | 17.449 | 18.11° | 20.62° | 21.772
Tiyapropan stlfur
2 1.639 Izobiitanal Aldehit 0.04° | 0.007 | 0.11° | 0.06° | 0.15°
3 1.773 3-Metil-2- Keton 0.04¢ 0.04¢ 0.00¢ 0.10° 0.262
pentanon
4 2.257 3-Metilbiitanal Aldehit 0.49¢ | 0.279 | 1.42¢ | 2932 | 2.08°
5 2.349 2-Metilbiitanal Aldehit 0.22¢ | 0.11° | 0.79° | 1.36% | 0.96°
6 4.662 Heksanal Aldehit 0.82¢9 | 1.62¢ | 2.11° | 3.01® | 2.05°
7 5.549 Furfural Aldehit 0.60° | 0.86% | 0.00° | 0.24° | 0.56°
8 6.164 2-Heksanal Aldehit 0.97¢ | 2.67% | 1.03¢ | 1.04° | 1.81°
9 7.340 Stiren Benzen 0.09° | 0.00° | 0.06° | 0.29% | 0.00°
10 7.764 Heptanal Aldehit 0.04¢ | 0.17°¢ | 0.15¢ | 0.28° | 0.87®
11 | 7941 3-(Metil Tio) Aldehit 0.11° | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.36
propiyonaldehit
12 9.911 Benzaldehit Aldehit 0.34¢ 1.41° 0.69°¢ 2.402 1.19°
13 10.859 3-Oktanon Keton 1.072 | 0.79° | 0.49° | 0.31¢ | 0.71°
14 11.000 B-Mirsen Monoterpen | 0.46*¢ | 0.56° | 0.32° | 0.00 | 1.38
15 12.036 2,3-Dimetil Keton 0.13% 0.00¢ 0.00°¢ 0.392 0.00¢
siklohekzanon
16 12.499 Limonen Monoterpen | 0.09¢ | 0.18" | 0.21° | 0.19* | 1.25°
17 13.071 Benzen Flavonoit 0.73> | 0.26° | 0.30° | 0.88" | 1.26%
asetaldehit

18 15.009 Rosefuran Furan 0.10% | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
19 15.513 Nonanal Aldehit 0.16° | 0.10° | 0.00° | 0.00° | 0.322
20 16.985 3,3,5-Trimetil- Diger 0.08° 0.142 0.07° 0.00¢ 0.04°
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1,4-hekzadien

21 17.155 2,2-Dimetil-3,4- Keton 0.07¢ | 0.07¢ | 0.00° | 0.00° | 0.00°
oktadienal
22 17.328 B-Sitronellal Monoterpen | 0.23% | 0.06° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
23 17.685 trans-p-Mentha- Monoterpen 0.25% | 0.29% | 0.17° | 0.00° | 0.25°
1(7),8-dien-2-ol
24 18.007 Etil benzoat Ester 0.34° | 0.16° | 0.13° | 0.00¢ | 0.53%
25 18.400 Carane, 4,5- Monoterpen 0.35¢ | 0.59* | 0.37¢ | 0.00¢ | 0.46°
epoxy-, trans
26 19.172 Dodekan Hidrokarbon | 0.19% | 0.00° | 0.19% | 0.20*° | 0.17°
27 20.582 Z-Sitral (B) Monoterpen | 14.13° | 18.92% | 12.58° | 11.229 | 10.79°
(Neral)
28 | 21.272 Metil sitronellat Monoterpen | 0.06% | 0.05% | 0.00° | 0.00° | 0.00°
29 21.689 E-Sitral (A) Monoterpen | 22.68¢ | 35.49% | 28.98° | 11.48° | 15.87¢
(Geranial)
30 | 23.545 Metil geranat Monoterpen | 4.29° | 9.78% | 5.90° | 5.49° | 7.41°
31 25.524 Linalil asetat Monoterpen | 0.06% | 0.08% | 0.00° | 0.00° | 0.00°
32 25.903 B-Elemene Seskiterpen 0.25° | 0.00° | 0.00° | 0.07° | 0.09°
33 26.290 Tridekan Hidrokarbon | 0.25% | 0.00¢ | 0.18° | 0.18° | 0.10°
34 26.908 Karyofilen Seskiterpen 1.41% | 0.49° | 0.19° | 0.92° | 0.24¢
35 | 28.011 Farmesen Seskiterpen 0.10° | 0.00° | 0.00° | 0.12° | 0.00°
<(E)-B->
36 | 28.115 a-Humulen Seskiterpen 0.08 | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
37 28.241 2,6-di-tert- Monoterpen | 0.09® | 0.00° | 0.17% | 0.00° | 0.09°
Biitilkinon
38 28.570 a-Muurolen Seskiterpen 0.80* | 0.10° | 0.00¢ | 0.54> | 0.00¢
39 29.181 Eremofilen Seskiterpen | 28.15% | 6.10¢ | 22.23" | 28,592 | 20.97°
40 | 29.421 a-Selinen Seskiterpen 0.93* | 0.15° | 0.00° | 1.03* | 0.19°
41 29.621 Biitillenmis Fenol 0.67° | 0.17¢ | 0.35¢ | 0.54° | 0.80°
hidroksi toliien
42 | 29.801 Kiiparen Seskiterpen 0.11° | 0.00° | 0.00° | 0.24* | 0.00°
43 | 32.665 Tetradekan Hidrokarbon | 0.07% | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
44 | 34.404 Valerenal Seskiterpen 0.13* | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
45 | 35.603 Pentadekan Hidrokarbon | 0.09% | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00°
46 44.950 Dehidrobietan Hidrokarbon | 0.09% | 0.07% | 0.00° | 0.00° | 0.00°
47 1.820 Hekzan Hidrokarbon | 0.00° | 0.03° | 0.00° | 0.00° | 0.18
48 1.925 3-Bromopropen Hidrokarbon | 0.00° | 0.08° | 0.00° | 0.00° | 0.20°
49 11.060 | (3E)-2,6-Dimetil- | Monoterpen 0.00° | 0.10* | 0.00° | 0.00° | 0.00°
3,5-heptadien-2-ol
50 11.578 Felandren Monoterpen 0.00¢ | 0.12° | 0.15° | 0.08° | 0.89
51 12.307 Simol Monoterpen 0.00¢ | 0.15° | 0.14° | 0.09° | 0.77
52 12.815 cis-Osimen Monoterpen 0.00¢ | 0.07° | 0.00° | 0.00° | 0.50°
53 13.216 B-trans-Osimen Monoterpen 0.00¢ | 0.10° | 0.00¢ | 0.00¢ | 0.18°
54 18.460 Naftalen Hidrokarbon 0.00° | 0.08° | 0.00° | 0.20* | 0.11°
55 32.120 Karyofilen oksit Seskiterpen 0.00° | 0.07¢ | 0.00° | 0.00° | 0.00°
56 1.433 2-Propenal Aldehit 0.00° | 0.00° | 0.63® | 0.00° | 0.00°
57 6.627 o0-Ksilen Hidrokarbon 0.00° | 0.00° | 0.15° | 0.29% | 0.00°
58 8.801 a-Pinen Monoterpen | 0.00° | 0.00° | 0.13* | 0.00° | 0.00°
59 12.961 Metil 2-etil Hidrokarbon 0.00¢ | 0.00¢ | 0.14° | 0.00¢ | 0.27°
hekzanoat
60 15.314 | 3,7-Dimetildekan Diger 0.00° | 0.00° | 0.10° | 0.17% | 0.08
61 19.667 2,4- Aldehit 0.00° | 0.00° | 1.00° | 2.65% | 1.22°
Dimetilbenzaldehit
62 20.881 m-Di-tert- Hidrokarbon | 0.00¢ | 0.00¢ | 0.26° | 0.41% | 0.11°
biitilbenzen
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63 2.700 2,3-Pentanedion Diketon 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.34* | 0.00°
64 3.884 Toliien Hidrokarbon 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.07*¢ | 0.00°
65 6.335 Etil benzen Hidrokarbon 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.15* | 0.00°
66 10.997 Fenkon Monoterpen | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.46% | 0.00°
ve Keton
67 15.529 2,6,11- Hidrokarbon 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.16% | 0.00°
Trimetildodekan
68 | 30.152 B-Guaien Seskiterpen 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.14% | 0.00°
69 30.603 | 1-Klorotetradekan | Hidrokarbon 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.08% | 0.00°
70 11.672 & 3-Karen Monoterpen | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.26°
71 13.634 y-Terpinen Monoterpen 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.00° | 0.13%

*Her bir satirda farkl harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak énemli derecede farklilik
bulunur ( p<0.05).

AgNP uygulamalarinin ogulotu kalluslarinda tespit edilen aromatik bilesiklerden
kontrol grubunda en fazla miktarda olgiilen, Neral (Z-sitral, sitral B), Geranial (E-
sitral, sitra-A) ve Eremofilen’dir. Neral ve Geranial, turunggiller familyasmm ana
lezzet bilesenlerinden olup, bazi ugucu yaglarin bilesiminde bulunur. Asiklik
monoterpenlerin 6nemli bir iiyesi olan sitral, dogada sitral a (geranial, E-izomer) (I)
ve sitral b (Neral, Z-izomer) (Il) olarak isimlendirilen iki izomerin karigimi olarak
bulunur. Sitral, antibakteriyal, antifungal, antiviral, spazmolitik gibi farmakolojik
aktiviteler gésteren ve A vitamininin kimyasal sentezinde de kullanilan fakat vitamin

aktivitesine sahip olmayan bir terpendir.

Cizelge 4.4 incelendiginde, Neralin sadece %18.92 ile 25 pg/l AgNP uygulamasinda
kontrol grubuna (%14.13) gore 1.34 kat artis gosterdigi, diger AgNP uygulamalarinda
ise Neralin kontrol grubuna gore azaldig tespit edilmistir. En diisilk Neral miktari
%10.79 ile 100 pg/l AgNP uygulamasinda goriilmiistiir. Diger uygulamalar olan 50 ve
75 ng/l AgNP konsantrasyonlarinda bu oranlar sirastyla %12.58 ve %11.21 olmustur.
Diger sitral tiirevi olan Geranial ise yine 25 pug/l AgNP uygulamasinda %35.49 ile en
yiiksek degerde olup, kontrol grubuna (%22.68) gore 1.56 kat artis gostermistir. 50
png/l AgNP uygulamasi da %28.98 oraninda tespit edilerek kontrol grubuna gore artis
gostermistir. 100 ve 75 pg/l AgNP uygulamalarinda ise sirasiyla %15.87 ve %11.48

degerleri ile kontrol grubuna gore azalis gdzlemlenmistir.

Aragtirmadaki diger 6nemli bilesiklerden olan Eremofilen ise bir seskiterpendir ve
antibakteriyel aktivite gdstermesi nedeniyle dnemli bir yere sahiptir. Cizelge 4.4’e

gore, Eremofilenin en yiiksek degeri %28.59 ile 75 pg/l AgNP uygulamasinda tespit
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edilmigtir. Kontrol grubunda ise bu oran %28.15 olup, 75 pg/l AgNP uygulamasi
arasinda istatistiksel bir fark bulunamamaistir (p<0.05). Diger uygulamalar olan 50 pg/1,
100 pg/l ve 25 ng/l AgNP konsantrasyonlarinda sirastyla bu oran %22.23, %20.97 ve
%6.10 olarak tespit edilmistir.

Arastirmada incelenen bir diger aromatik bilesik olan B-Mirsen, en fazla 100 pg/l
AgNP uygulamasinda %1.38 olarak tespit edilmistir. AgNP’nin bu uygulamasinda
kontrol grubuna (%0.46) gore 3 kat artis goriilmiistiir. Diger bir monoterpen olan
Limonen bilesiginde ise 100 pg/l AgNP uygulamasinda %1.25 olarak tespit edilen
aromatik bilesik miktar1 kontrol grubuna (%0.09) gore yaklasik 14 kat artis
gostermistir. Bir bagka monoterpen sinifina dahil olan metil geranat bilesigi 25 pg/l
AgNP uygulamasinda %9.78 olarak belirlenmis ve bu oran kontrol grubuna (%4.29)
gore yaklasik 2.3 kat artig gostermistir. Diger uygulamalarda da metil geranat

miktarinda artislar gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).

Monoterpen siiflandirmasina ait olan B-Sitronellal ve seskiterpenlerden B-Elemene,
Karyofilen ve a-Selinen bilesiklerinin AgNP uygulamalarindaki miktarlar1 kontrol
grubuna gore daha diisiik olmustur. 25 pg/l AgNP uygulamasinda %0.06 olarak tespit
edilen B-Sitronellal, kontrol grubunda %0.23 olarak belirlenmistir. Diger
uygulamalarda ise hi¢ goriilmemistir. Bahsedilen seskiterpenlerde ise dzellikle 50 pg/1

AgNP uygulamasinda énemli diisiisler gézlemlenmistir.

Kontrol grubunda bulunmayan fakat AgNP uygulamalar1 ile tespit edilen aromatik
bilesikler de olmustur. Felandren, Simol, cis-Osimen, B-trans-Osimen, o-Pinen, B-
Guaien ve y-Terpinen kontrol grubunda olmayip ¢esitli AgNP uygulamalarinda tespit
edilen 6nemli aromatik bilesiklerdir (p<0.05). Felandren ve Simol monoterpen siifina
giren onemli bilesiklerden olup 100 pg/l AgNP uygulamasinda sirasiyla %0.89

ve %0.77 oraninda tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ogulotu bitkisi ile gergeklestirilen bu c¢alismada, nanoelisitér olarak kullanilan
AgNP’lerin in vitro ortamda kallus olusumu ile tibbi ve ekonomik olarak degerli olan
sekonder metabolitlerin birikimine olan etkileri incelenmistir. Arastirmamizda,
AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin bitkideki sekonder metabolitlerin miktarini,
kallus olusum oranini, kallus ¢apin1 ve kallus agirligini 6nemli derecede etkiledigi

tespit edilmistir.

Son yillarda bitkilerdeki sekonder metabolitlerin ticari dnemlerinin artmasi, doku
kiiltlirii teknolojisiyle iiretimini artrma yollarinin arastirilmasma neden olmustur
(Tiwari ve Rana, 2015). Fenolik bilesikler, genellikle ¢cevresel stres kosullarinda bitki
adaptasyonunda yer alir (Farah ve Donangelo, 2016). Ugucu yag olarak bilinen
aromatik bilesikler ise karakteristik tat ve koku ozellikleri ile biyolojik aktivitelere
sahiptir. Sckonder metabolitler, bitki metabolizmasida ultraviyole radyasyona,
patojen, parazit veya boceklere karsi savunmada (Dai ve Mumper, 2010),
pigmentasyonda, herbivorlara karsi korunmada, ¢imlenmenin diizenlenmesinde,
biliylime ve gelismede 6nemli roller oynamaktadir. Ayrica insanlar tarafindan ilag
yapiminda ve tipta tedavi amagh kullanilmaktadir (Cowan, 1999; Greathead, 2003;
Silva ve Fernandes Junior, 2010; Samarth vd., 2017).

Doku Kkiiltiirii ile nanoteknolojinin entegrasyonu ve NP'lerin uygulanmasi, kallusun
uyarilmasinda, sekonder metabolitlerin iiretiminde, somatik embriyogenezde,
organogenezde, mikrobiyal kontaminantlarin ortadan kaldirilmasinda ve genetik
transformasyonda olumlu etkiler géstermistir (Singh ve Ahamad, 2022). Sekonder
metabolitlerin 6nemi goéz Oniine alindiginda, bu metabolitlere karsi duyulan
ihtiyaglarin siirekliligi ve sentezi i¢in in vitro ortamda elisitorlerden stres faktorii
olarak yararlanilmaktadir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa vd., 2010; Karatag vd.,
2016). Ek olarak, nano-elisitorler kullanilarak yapilan kallus kiiltiirlerinin, bitkilerdeki
alkaloid (Fouad vd., 2021), flavonoid ve fenolik bilesikleri (Khan vd., 2021) artirmak
icin umut verici bir strateji oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada ise ogulotu yaprak
eksplantlarindan elde edilen kalluslardan aromatik ve fenolik bilesiklerin iiretimini

artirmak amaciyla nanoelisitor olarak AgNP’leri kullanilmigtir.
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Calismamizda, ogulotu bitkisine ait kallus kiiltiiriinde AgNP uygulamalarinin hem
kallus indiiksiyonunu hem de sekonder metabolitlerin artigin1 6nemli 6lgiide etkiledigi
belirlenmistir. Buna gore kiiltiir ortamima uygulanan NAA ve BAP hormonlarmin ve
farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kallus indiiksiyonu {izerine olan etkilerinin
belirlenmesine yonelik kallus olusum orani, kallus agirligi, kallus ¢ap1 ve kallus rengi
gibi degerler incelenmistir. Arastirmada ogulotu kallus kiiltiirlinde kullanilan
AgNP’lerin her bir konsantrasyonu kallus olusum oraninda olumlu bir etki gosterdigi
tespit edilmistir. En etkili konsantrasyon 50 pg/l AgNP olmustur ve kallus olusum
oran1 %97.8 ile kontrol grubuna (%78.7) kiyasla 1.24 kat artmustir. Kallus agirhiginda
da farkli AgNP uygulamalarinin her bir konsantrasyonunda olumlu etkiler goriilmiis
ve olusum oranindaki gibi en etkili konsantrasyonun 50 pg/l AgNP oldugu
saptanmustir. Bu konsantrasyonda kallus agirlig1 0.196 g olarak kaydedilmis ve kontrol
grubuna (0,051 g) gore 3,84 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. NP’lerin elisitor
amach kullanildig1 diger doku kiiltlirii ¢alismalarinda da kallus olusumu ve taze
agirhgmda olumlu etkilerin oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara paralel
olarak Javed vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada diisiik konsantrasyonda
ZnONP’lerinin Stevia rebaudiana’da kallus kiiltirti indiiksiyonu ve biyokiitle
olusumu {izerinde onemli bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Shehzad vd.
(2021)’nin yaptiklar1 bir calismada, yaygm olarak siit devedikeni olarak bilinen
Silypum marianum L. kok eksplantlar1 tizerinde ZnONP'leri ve farkli 1s1k
kombinasyonlar1 uygulanmistir. Kiiltiirlerin, 0.15 mg/l ZnONP iceren ortam iizerinde
biiyiitiilmesi ardindan ilk iki hafta boyunca karanlikta birakilmislardir. Ardindan
normal 1g18a aktarildiginda, kallus ¢ogalmasinda (FW: 2294 mg) Onemli bir artis
gozlemlendigi belirtilmistir. Yine yapilan baska bir ¢calismada, El-Saber vd. (2021),
MNP'lerin ortama eklenmesi ile Ginkgo biloba L. (mabet agaci)’nin kallus
olusumunda artis saglandigmi ve kallus taze agirhigmin arttigini belirtmislerdir.
Benzer sekilde Kavianifar vd. (2018), Linum usitatissimum L. (keten) bitkisinde
miisilaj iiretimi lizerine yaptiklar1 bir caligmada, MS ortaminin ZnONP’ler ile
desteklenmesinin, kallus taze agirli1 artiginda etkili oldugunu ve en yiiksek kallus taze
agirligmimn (0.79 g) 5 mg/L ZnONP konsantrasyonunda elde edildigini belirtmiglerdir.
Ayrica bu konsantrasyon uygulamasinda %2.8 oranla en fazla miisilaj tiretiminin (22.3
mg) gergeklestirildigi de bildirilmislerdir. Nazir vd. (2021), Ocimum basilicum
(feslegen) bitkisinin kallus kiiltiiriinde, 10 mg/l CuONP'lerle desteklenmis MS
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ortaminda yetistirilen kallusun biyokiitlesinde bir artig oldugunu tespit etmislerdir. Bir
baska calismada ise Brassica napus L. (kanola) bitkisinin kallus indiiksiyonunda,
hipokotil eksplantlar1 kiiltire almmistir. ZnONP'lerin etkisini dogru bir sekilde
degerlendirmek i¢cin ZnONP'lerin, ZnO yigin parcaciklarinm (BP'ler) ve Zn?
iyonlarinin doku kiiltiirii {lizerindeki etkisini karsilagtirmali olarak arastirilmistir.
Sonrasinda sonug olarak, sadece 10 mg/l ZnONP konsantrasyonunda kallus taze
agirhiginm 6nemli 6l¢lide arttig1 tespit edilmistir (Mousavi Kouhi ve Lahouti, 2018).
Bu sonuglardan da anlasildigi lizere NP’lerin farkli boyut veya konsantrasyonunun,
farkli bitkilerde uygulanmasiyla kallus olusumu ve taze agirhig izerindeki etkilerinin
olumlu oldugu belirlenmistir. Calismamizdaki farkli konsantrasyonlardaki AgNP
uygulamalarmin en yiiksek kallus olusumu ve agirliginin 50 pg/1 konsantrasyonunda

Olciildigii tespit edilmistir.

Arastrmamizda, uygulanan AgNP konsantrasyonlarmnin ogulotu kallus ¢ap1
tizerindeki en yiiksek orani 1.1 cm olarak 50 pg/l uygulamasmda kaydedilmistir. Bu
artig1 ardindan 25 ng/l AgNP konsantrasyonu (0.9 cm) takip etmistir. 75 pg/l (0.8 cm)
ve 100 pg/l (0.7) AgNP konsantrasyonlarinda ise kontrol grubuna kiyasla (0.8 cm)
herhangi bir artis goézlemlenmemistir. Yapilan uygulamalar ardindan farklh
konsantrasyonlardaki AgNP’lerin kallus olusumlarinda degisiklik gosterirken kallus
yapisinin sadece siki formda oldugu tespit edilmistir. Bu da AgNP uygulamalarinin
kallus yapisi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini gostermistir. Kallus
renklerinde ise; kontrol grubunda kahverengi, 25 pg/l ile beyaz-yesil, 50 pg/l ile yesil,
75 ve 100 ug/l AgNP ile kahverengi-yesil olarak tespit edilmistir.

Arastirmada yapilan in vitro uygulamalarda ogulotu kalluslarinin analizleri sonrasinda
rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin ve p-kumarik
asit gibi 6 adet fenolik bilesik saptanmistir. Farkli AgNP uygulamalarma gore bu
bilesiklerdeki miktarlarin kontrole gére dnemli derecede arttigi tespit edilmistir. Buna
gore, kalluslardaki rosmarinik asit miktar1 kontrol grubunda 1693.0 pg/g iken AgNP
uygulamasinda en ytiksek birikimin 2776.5 ng/g ile 50 pg/l konsantrasyonunda oldugu
belirlenmistir. En yiiksek kafeik asit miktar1 46.7 pg/g ile 75 ng/l AgNP
uygulamasinda goriilmiis ve kontrol grubunda bu oran 34.8 pg/g olarak tespit

edilmigtir. Yine 75 pg/l AgNP uygulamasinin en yiiksek miktarda (9.4 pg/g) birikim
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gosterdigi bilesik klorojenik asittir ve kontrol grubunda bu oran 4.7 pg/g seklinde
gorilmistir. 75 pg/l AgNP uygulamasinin en etkili oldugu diger bir bilesik ise
protokatesik asit miktarinda goriilmiistiir. Bu miktar 7.3 pg/g seklinde tespit edilirken
kontrol grubunda 3.5 pg/g olarak tespit edilmistir. Hesperidin miktari tizerindeki en
etkili konsantrasyonlar da; 50 pg/l ve 75 pg/I’dir ve bu konsantrasyonlardaki birikim
miktarlar1 da sirasiyla 7.3 ug/g ve 7.2 ng/g’dir ve kontrol grubunda kaydedilen oran
da 3.9 ug/g’dir. Son olarak AgNP uygulamalarmdan 75 pg/l konsantrasyonu p-
kumarik asit miktar1 {izerinde de en etkili konsantrasyon olarak saptanmistir ve elde

edilen miktar 1.3 pg/g ile kontrol grubundan (0.6 pg/g) fazla oldugu tespit edilmistir.

Elde ettigimiz bulgulara gore yapilan diger ¢caligmalara paralel olarak NP’lerin elisitor
amagcli kullanilmasiyla fenolik bilesiklerin artisindaki etkileri 6rtiismektedir. Zhang vd.
(2013), in vitro kosullarda Artemisia annua (yavsan otu)'nin tiiylii kok kiiltiirlerinde
elisitor olarak kullanilan AgNP’lerin artemisinin iretimini kontrole gore 3,9 kat
artirdiklarini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Nazir vd. (2021), Ocimum basilicum
(feslegen) bitkisinin kallus kiiltiirtinde, 10 mg/l CUONP'lerin kontrole kiyasla daha
yiiksek rosmarinik asit (11.4 mg/g DA), sikorik asit (16.6 mg/g DA), siyanidin (2.02
mg/g DA), peonidin (1.18 mg/g), 6jenol (0.21 mg/g DW), metil 6jenol (0.17 ng/g DW),
savikol (0.30 pg/g DW) ve metil savikol (0.17 ug/g DW) iiretimiyle sonu¢landigini
gostermistir. Bir baska ¢alismada, Calendula officinalis L. (aynisefa) bitki pargalarina
uygulanan 0.4 mM AgNP ve 100 uM Methyl Jasmonate (MeJA) ile bitkideki en
yiiksek saponin igerigi, kontrol grubuna kiyasla %177 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir (Ghanati ve Bakhtiarian, 2014). Khattab vd. (2022), Lavandula officinalis
eksplantlarma uygulanan diigiik konsantrasyonlardaki AgNP ve SiNP’lerin kumarin
bilesiminde kontrole kiyasla en yiliksek artisin goriildiigli tespit edilmistir. Yine,
Ghanati ve Bakhtiarian (2014) ve Spinoso-Castillo vd. (2017), AgNP'lerin
uygulanmasmin sirasiyla Calendula officinalis ve Vanilla planifolia eksplantlarinda
saponin ve toplam fenolik bilesiklerin tiretimini arttirdigint bildirmistir. Solanum
tuberosum eksplantlar1 iizerinde yapilan bir arastrma da, AgNP'lerin in vitro
eklenmesinin antosiyanin, flavonoid ve diger fenoliklerin seviyesini artirdig1 tespit
edilmistir (Homaee ve Ehsanpour, 2015). Bunlara ek olarak Ramezannezhad vd. (2019)
de, Echinacea purpurea yaprag: ve kdk eksplantlarinin kallus indiiksiyonu igin MS

ortaminda biiyiitiilmesi ardindan kikorik asit liretimi i¢in elisitor olarak AgNP'lerin
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varliginda hiicre siispansiyon Kkiiltlirii dretilmistir. 2 mg/lI'de AgNP'lere maruz
birakildiktan sonra en yiiksek miktarda sikorik asidin kdk siispansiyon kiiltiiriinde
iretildigi saptanmugtir. Ayni sekilde Li vd. (2020), gelismis kereviz yapraklarina
uygulanan 5 mg/l selenyum NP'lerin toplam antioksidan kapasiteyi (%46.7), apigenin,
p-kumarik asit, ferulik asit, toplam fenoller (%21,4) ve C vitamini (%26.7), luteolin
ve kaempferol gibi toplam flavonoidleri (%50) artirdigin1 bulmuslardir. EI-Saber vd.,
(2021), farkli boyutlardaki MNP'lerin Ginkgo biloba L. kallusuna uygulanmasiyla,
fenolik bilesik sayisi lizerinde net bir etkisi oldugunu tespit etmistir. Kuersetin,
kemferol, p-kumarik asit, rutin ve kafeik asit bilesenlerinin maksimum degerlerin, 2
ppm + 10.77 nm boyut ile ol¢iildiigiinii tespit etmislerdir. Bunlarm yani sira Shehzad
vd. (2021) tarafindan, Silypbum marianum L. iizerine yapilan ¢alismada, yalnizca
0.15 mg/1 konsantrasyonundaki ZnONP lerinin silimarin tiretimini (14.6 £+ 0.023 mg/g)
ve ikincil metabolit icerigini 6nemli 6lgiide artirdig1 saptanmistir. Yapilan tiim bu
arastirmalara gore fenolik bilesik tliretiminde NP’lerin etkili bir elisitor olarak

kullanilmasi, arastrmamizdaki elde ettigimiz bulgularla benzerlik géstermektedir.

Ugucu yaglarin bilesimi esas olarak bitki genotipine baglhdir, ancak bilesimi, giinese
maruz kalma, bitki yasi, fide toplama yontemi veya ucucu yag izolasyon yontemi gibi
gelisimsel ve c¢evresel faktorlerin etkisi altinda farklilik gosterebilmektedir
(Wesotowska vd., 2015; Wesotowska vd., 2016). M. officinalis L. limon kokulu
olmasindan dolayr Melissa genusundaki en bilindik tiirdiir. Bitki, % 36 oraninda
sitronellal ve yaklasik % 12 oraninda da Neral ve Geranial gibi yaglar1 yiiksek oranda
icermesiyle kiiltiire alimmuis olup tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alarak birgok
calismaya konu olmustur (Carnat vd., 1998; Kennedy vd., 2002; Kagar vd., 2010; Ili¢
vd., 2022). Arastirmamizda AgNP uygulamalarinin ogulotu kalluslarindaki aromatik
bilesiklerin birikimi iizerine olan etkileri incelendiginde; tespit edilen aromatik
bilesiklerden Neral ve Geranial miktarlarinda degigkenlik gosterdigi belirlenmistir.
Ucgucu yaglar, ¢cok sayida ugucu bilesigin karisimindan olusmakta ve bu karigimda
monoterpenler ve seskiterpenler genelde baskin olmaktadir (De Falco vd., 2013). Sitral,
antibakteriyal (Morris vd., 1979; Onawunmi vd., 1984), antifungal (Batt vd., 1983),
antiviral (Koch-Heitzmann ve Schultze, 1984; Dorner, 1985), spazmolitik (Koch-
Heitzmann ve Schultze, 1984) gibi farmakolojik o6zellikleri ile monoterpenler

grubunda yer alan 6nemli bir ugucu yagdir. AgNP uygulamalarmda bu ugucu yaglarin
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etkileri ise su sekilde sonuglanmistir: Neral bilesigi en yiiksek degerini (%18.92)
sadece 25 pg/l konsantrasyonunda gostermistir. Diger konsantrasyonlarda bu bilesigin
miktar1 kontrol grubuna (%14.13) kiyasla azaldig1 saptanmistir. Geranial bilesigi ise
en yliksek degerini (%35.49) yalnizca 25 ve 50 ug/l konsantrasyonunda (%28.98)
sergilemistir ve bu oranlar kontrol grubuna (%22.68) kiyasla artig gostermistir.
Calismamiza paralel olarak Mosavat vd. (2019), NP’lerin aromatik bilesiklerdeki
etkisini gosteren caligmalarinda Thymus tiirlerinde (T. vulgaris, T. daenensis ve T.
kotschyanus) ve Zataria multiflora da 100 ve 150 mg/l ZnONP konsantrasyonlarinin
timol ve karvakrol tiretimi tizerinde olumlu etki gsterdigini belirtmislerdir. En yiiksek
timol (22.8 mg/l) ve karvakrol (0.68 mg/l) igerigi ile ilgili olarak, sirasiyla en iyi
sonuglarin T. kotschyanus ve T. daenesis de oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde
Andujar vd., (2023), farkli seviyelerdeki (0.0-37.5 mg/l) AgNP'lerin Stevia
rebaudiana bitkisi iizerine uygulanmasi sonucu en yiiksek diterpen miktarinin, 12.5
mg/l AgNP'lerin uygulanmasiyla elde edildigi ve AgNP'lerin bitkideki diterpen
iretimini tesvik etmek i¢in elisitor olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Hatami
vd. (2016) ve Ghanati ve Bakhtarian (2013), dogal kosullar altinda biiyiiyen bitkilere
metal NP uygulanmasinin, dokularindan ekstrakte edilen esansiyel yag iceriginde
degisiklige yol agtigini tespit etmislerdir. Bu bilgiye dayanarak Wesolowska vd. (2019)
yaptiklar1 ¢alismada in vitro kiiltiirlerde iiretilen Lavandula angustifolia’da Au ve Ag
nanokolloidlerin ugucu yaglarin bilesimini etkiledigini dogrulamistir. Sonug olarak, en
yiiksek borneol (9%16.46) ve 1,8-sineol (%4.58) konsantrasyonlari, 50 mg/dm*AuNP
ile takviye edilmis besiyerinde yetistirilen bitkilerden izole edilen ugucu yagda elde
edilmistir. Biyiitme ortamina 50 mg/dm* AgNP'l eklenmesi, yagdaki y-kadinen
(%6.08) ve karyofillen oksit (%12.23) igerigini artirmustir. Ayrica, MS ortaminda
yetistirilen lavantadan elde edilen ugucu yaglarmn, B-pinen (%3.14), a-pinen (%1.46),
p-simen (%1.39), kamfen (%1.08) ve 6-3-caren agisindan daha zengin oldugu tespit
edilmistir (%0.93).

Aragtirmamizdaki diger bir Onemli aromatik bilesik B-mirsen’dir. Limon otu,
serbetgiotu ve minegicegi de dahil olmak tlizere bir¢ok bitkinin ugucu yagin
bilesiminde bulunan hos kokulu bir monoterpendir. Parfiim iiretiminde ve gida
endiistrisinde aroma katki maddesi olarak uzun siiredir kullanilan ugucu yaglarm bir

bilesenidir. B-mirsen, anti-lilser, anksiyolitik, antioksidan, yaslanma karsiti, iltihap
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onleyici, analjezik Ozellikler ve aktivite mekanizmalar1 mevcuttur (Surendran vd.,
2021). Caligmamizda elde edilen B-mirsen miktari, en fazla (%1.38) 100 pg/l AgNP
uygulamasinda tespit edilmis ve bu oranin kontrol grubuna (%0.46) kiyasla 3 kat artig

gostermistir.

Limonen bilesigi ise antikanser Ozellige sahip monoterpenoid bilesiktir. Bu
aragtirmada uygulanan AgNP’lerden limonen birikiminde en etkili konsantrasyonun
100 pg/1 oldugu goriilmiistiir. Kontrole (%0.09) kiyasla 1.25 oraninda artis gosterdigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara istinaden benzer sekilde Ebodallahi vd. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hypericum perforatum Kkallus kiiltiir ortamina 25—
200 mg/l konsantrasyon araliginda perlit NP'ler ve TiO2 /perlit NC'lerin eklenmesi
sonucu, NP’lerin bitkide stres olusturmasiyla ucucu bilesiklerin ¢esit, miktar ve
sayisinda artisa neden oldugu ve hiperisin ve psddohiperisin iiretiminde de etkili bir
elisitor oldugu saptanmistir. Bunlara ek olarak, baska bir ¢alismada, Ag+’nin Salvia
miltiorrhiza'nin tiiyli kok kiiltiirtinde ikincil metabolit tiretimini uyarmak i¢in abiyotik
bir elisitor olarak kullanilmigtir. Kiiltiiriin ortaminda 15-40 uM Ag>S>03 uygulanmasi,
tanshinon ve kriptotanshinonun verimlerinde 2 kattan fazla artisla sonuglanmistir. Bu
uyarici etki Ag+ dozuna, Ag+min Kkiiltiire eklendigi giine ve tanshinon tiirlerine
bagliyken, ii¢ tanshinonun (TT) toplam verimi esas olarak Ag+ dozuna bagli oldugu
ve en yiiksek degerin 30 uM'de elde edildigi goriilmiistiir. Ozellikle Ag+ uygulamasi
ile TT verimi kontrole (7.3 mg/l'ye kars1 55.7 mg/l) gore 6.6 kat arttig1 bildirilmistir
(Zhang vd., 2004).

Aragtirmada tespit edilen diger bir bilesik ise B-sitronellal’dir. Sitronellal ugucu yagi,
cok eski yillardan bu yana bitkisel sivrisinek repellentleri veya bocek savar olarak
kullanilan 6nemli bir monoterpenoid bilesiktir (Kim vd., 2005). Ayrica, antibakteriyel
etki ve sedatif etki (Koch-Heitzmann ve Schultze, 1984) gosterdigi de ¢ok eskiye
dayanan ¢aligmalarda gosterilmistir. Calisgmamizdaki AgNP uygulamalarinin diger
bilesiklerde gosterdigi olumlu etkiyi B-sitronellal’de gostermemistir. Analizler sonucu
B-sitronellal miktar1 kontrol grubuna (%0.23) kiyasla daha diisiikk olmustur. Yalnizca
25 ng/l AgNP uygulamasimda %0.06 olarak tespit edilen B-sitronellal miktari, diger
uygulamalarda hi¢ gdriilmemistir. Bu sonuca benzer olarak Wesolowska vd. (2019)

de, 10 ve 50 mg/dm*® AgNP'ler ile desteklenmis besiyerinden edle edilen L.
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angustifolia bitkisindeki ugucu yaglarda bulunan linalool (%0.30-0.77), 1,8-sineol
(%2.80—4.58) ve kafur (%2.05-2.79) igerigi, kontrole gore ¢ok daha diisiik olmustur.
Calismamizda yine terpenler grubunda yer alan B-Elemene, Karyofilen ve a-Selinen
bilesikleri de, uygulamalar sonrasinda kontrol grubuna kiyasla miktarlarinda diisiis
goriilen Dbilesiklerdendir. Antibakteriyel 0Ozellige sahip olan Eremofilen ise
seskiterpenler arasinda dnemli bir yere sahiptir. AgNP konsantrasyon uygulamalar1
sonrasinda bu bilesigin miktar1 en yliksek 75 pg/I’de %28.59 oraninda saptanmistir
fakat kontrol grubuna (%28.15) gore istatistiksel bir fark goriillememistir.

Son olarak, kontrol grubunda goriilmeyen fakat AgNP uygulamalari sonrasinda elde
edilen, Felandren, Simol, cis-Osimen, B-trans-Osimen, o-Pinen, PB-Guaien ve y-
Terpinen gibi aromatik bilesikler de tespit edilmistir. Bu sonuca benzerlik gosteren bir
calismada 10 mg/dm®> AgNP'ler ile takviye edilmis kiiltiir ortaminda lavanta
dokularindan ekstrakte edilen yagda, kontrol grubunda gézlemleneyen 13 tane bilesik
tespit edilmistir. Ayrica kiltiir ortamima AuNP'lerin ve AgNP'lerin eklenmesi,
molekiiler agirlig1 daha diisiik olan bilesiklerin (a- ve B-pinen, kamfen, &-3-karen, p-
simon, 1,8-sineol, trans-pinokarveol, kamfor ve borneol) azalmasina ve bunlarin yerini
daha yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerin (t- ve a-kadinol 9-sedranon, kadalen, a-
bisabolol, cis-14-nor-Muurol-5-en-4-one, (E,E)-farnesol) olusmasma neden olmustur.
Kisaca, NP ile kiiltiir ortaminda in vitro ¢ogaltilan bitkilerden ekstrakte edilen yaglarda,
kontrol ortaminda yetistirilen bitkilerden elde edilen yagda bulunmayan cesitli
bilesikler tanimlanmistir (Wesolowska vd., 2019). Sonuglar, kiiltiir ortamina farkl
AgNP konsantrasyonlariin eklenmesinin somaklonal varyasyon olusturdugu ve farkl

esansiyel yaglari elde etmek igin kullanilabilecek bir yontem oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda ogulotu (M. officinalis L.) bitkisinin doku kiiltiiriinde
kallus olusumu, ¢ap1 ve agirhigi ile neral ve geranial gibi bazi aromatik bilesikler ve
diger onemli fenolik bilesiklerin tlretimi iizerine AgNP uygulamalarinm olumlu
etkilerde bulundugu, kontrol grubuna kiyasla ¢ogu AgNP uygulamalarinda daha
yiiksek degerlerin elde edildigi tespit edilmistir. Kallus olusum orani (%97.8), kallus
agirhigi (0.196 g) ve capt (1.1 cm) icin en etkili konsantrasyon 50 pg/l AgNP
uygulamasinda goriilmiistiir. Tim AgNP uygulamalarinda siki kallus yapist

goriiliirken, kallus rengi artan AgNP uygulamalar: ile kahverengi — beyaz - yesil
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arasinda degiskenlik gostermistir. AGNP uygulamalarmin fenolik bilesikler tizerinde
olumlu etkisi olmustur. Kafeik asit, klorojenik asit, proto-katesik asit, hesperidin ve p-
kumarik asit bilesiklerinde en fazla artis 75 pg/l AgNP uygulamasinda goriilmiistiir.
Rosmarinik asit bilesiginde ise en fazla artis 50 pg/l AGNP uygulamasinda tespit
edilmistir. AGNP uygulamalarinin aromatik bilesiklerin birikimi {izerine olan etkileri
incelendiginde, neral ve geranial bilesiklerinin 25 pg/l AgNP uygulamasinda 6nemli
derecede arttig1 belirlenmistir. Ayrica, kontrol grubunda olmayan bazi Onemli
aromatik bilesiklerin de AgNP uygulamalar1 ile yaprak eksplantindan elde edilen

kalluslarda goriilmesi sekonder metabolit potansiyelini artiracagini diistindiirmiistiir.

Sunulan bu ¢alismamizda, bitki biyoteknolojisinden yararlanarak bitkilerin sahip
olduklar1 fitokimyasal bilesikleri artirmak amacli nano elisitérlerden AgNP’leri
kullanarak glintimiiziin son teknolojik ¢alismalar1 arasinda yer almak hedeflenmistir.
Gerek saglik gerekse ekonomik acidan degerli sekonder metabolitlere sahip M.
officinalis L. bitkisi tizerinde uygulanan farkli oranlardaki AgNP konsantrasyonlarinin,
bitki doku kiiltiirti tekniklerinde gdstermis oldugu verimlilik ile elde edilen kallus
olusumlar1 ve artis oranlarmin, fenolik ve aromatik bilesiklerdeki miktarlarin, yapilan
uygulamalar ve analizler sonucunda olumlu etkiler sergiledigi gozlemlenmistir.
Bitkideki sekonder metabolitlerin istenilen kalite ve miktarda iiretimine yonelik olarak

duyulan ihtiyacin karsilanmasi, yapilan bu ¢aligma ile desteklenecegi diistiniilmektedir.
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