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OZET

Giimiis Nanopartikiil Uygulamasi ile Pamukta Solgunluk

Etmeni Verticillium Dahliae Kleb Kontrolii
COKISLEREL, Alp
Yiiksek Lisans Tezi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Lale AKTAS
Temmuz 2019, 75 sayfa

Giimiis nanopartikiiller (AgNP) bir¢ok mikroorganizmaya karsi1 antifungal
ve antibacterial aktiviteye sahiptir. Verticillium dahliae Kleb. pamugun
(Gossypium hirsutum) da dahil oldugu 400 den fazla tarim iirini i¢in oldukca
tehlikeli, toprak kaynakli fungal bir patojendir. Bu ¢alismanin amaci, Verticillum
dahliae Kleb. fitopatojenik fungusu kontroliinde yesil sentezlenmis glimiis
nanopartikiil etkisini aragtirmaktir. AgNPler Laurus nobilis yaprak ekstraktlari
kullanilarak sentezlenmistir. Yesil sentezlenmis giimiis nanopartikiilleri UV-VIS
spektrofotometre, FT-IR, ve ZETA analiz kullanilarak karakterize edilmistir.
Sonuglar, nanopartikiiliin bitki icerigi ile kaplandigini, AgNPlerin ortalama 180
nm boyutunda ve negatif yiiklii oldugu gostermistir. In vitro antifungal aktivite
testi ile AgNP uygulamasmin Verticillium dahlia misel biiyiimesi iizerinde
inhibitor etki belirlenmistir. Serada yetistirilen pamuk bitkileri {izerinde AgNP
etkisi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parameterlere arastirilmistir. Elde
edilen  veriler, fidelere 500 ppm konsantrasyona kadar yapilan
AgNP’uygulamasinin pamukta biiyiime, fotosentetik pigment icerigi ve PSII
aktivitesi lizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini belirlemistir. Ayrica, AgNP
uygulamasinin pamuk fidelerinde oksidatif stresi uyarmadigi tespit edilmistir.
Calismanin sonuclari, defne yaprak ekstraktlar1 kullanilarak yesil sentezlenen
AgNP’iin, pamukta solgunluk hastaligina neden olan Verticillum dahlia fungusu
kontrolinde ¢evre dostu, etkili ve toksik olmayan bir arag olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanopartikiil, Verticillium dahliae, pamuk,

Gossypium hirsutum






ABSTRACT

Application of Silver Nanoparticles for the Control of Cotton

Wilting Disease Factor Verticillium dahliae Kleb
COKISLEREL, Alp
MSc. in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Lale AKTAS

July 2019, 75 pages

Silver nanoparticles (AgNP) possess antifungal and antibacterial activity
against various microorganisms. Verticillium dahliae Kleb. is very dangerous soil
borne fungal pathogen on cotton (Gossypium hirsutum), which has also harmful
effects on more than 400 crops. The present study aimed to evaluate the effects of
green synthesized silver nanoparticles (AgNPs) on the control of phytopathogenic
fungus Verticillum dahliae Kleb. AgNPs were synthesized by green approach by
using Laurus nobilis leaf extract. Green synthesized silver nanoparticles
characterized by using UV-VIS spectrophotometer, FT-IR, and ZETA analysis.
The results indicated that the nanoparticles are naturally coated with phytocontent.
The average size of AgNPs were determined about 180 nm and also negatively
charged (-11 mV). In vitro antifungal activity tests showed that AgNP treatments
inhibited the mycelium growth of Verticillium dahliae. AgNP effects on green
house grown cotton seedlings were analysed by morphological, physiological and
biochemical parameters. Data showed that AgNP did not cause any adverse affect
on growth and photosynthetic pigment contents along with PSII activity of
seedlings up to 500 ppm. Moreover, AgNP treatment did not lead oxidative stress
on cotton seedlings. Results revealed that green synthesized AgNP by using laurel
leaf extracts may serve an eco-friendly, efficient and non-toxic tool to control

wilting disease factor Verticillum dahlia on cotton.

Key Words: Silver Nanoparticle, Verticillium dahliae, cotton, Gossypium

hirsutum
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ONSOZ

Bu tez ¢calismasinda Laurus nobilis (Defne) bitkisinden elde edilen giimiis
nanopartiliillerinin pamukta solgunluk etmeni Verticillium dahliae fungusuna

kars1 olan etkisi degerlendirilmistir.

Yapilan bu c¢alismada, herhangi bir miicadele yontemi bulunmayan bu
hastaliga kars1 kullanilan glimiis nanopartikiiliin bu patojen lizerindeki etkilerinin
belirlenmesi  amaglanmistir. Giimiis nanopartikiilim ~ Verticillium dahliae
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla hem in vitro hemde sera denemeleri

gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore biyosentez yontemiyle elde edilen giimiis
nanopartikiillerin bu patojen {izerinde dikkat ¢ekici etkiye sahip oldugu sonucuna

varilmstir.
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1 GIRIS
1.1 Nanoteknoloji Nedir ?

Nanoteknoloji, nano boyutlarda (1-100 nanometre(nm)) iiretilen, karakterize ve
dizayn edilen, materyaller, araclar veya sistemlerin bilim veya miihendislik
alanlarinda kullanilmasiyla ortaya ¢ikanmis bir kavramdir (Kuzma ve VerHage,
2006). Nanoteknolojinin temelleri Richard Feynman’in 1959 yilinda
gerceklestirdigi bir “There’s Plenty Room at the Bottom” adli konusma ile
atilmigtir. Metrenin milyarda biri 6lgekte olan nano boyut, bir sag telinin kalinlig
yaklagik 100 000 nm boyutunda, bir bakteri hiicresi yaklasik 100 nm boyutunda
ve bir su molekiiliiniin ise 1 nm’nin onda biri boyutunda oldugu diistiniildiigiinde

daha 1yi anlasilabilir.

Nanoteknolojinin gelisimi, 1981 yilinda Gerd Binning ve Heinrich Rohrer’in
taramali tiinelleme mikroskopunu gelistirmesiyle devam etmis ve gilinlimiiz
nanoteknoloji alanindaki gelismelerin temelleri atilmigtir. Sonrasinda 1985 yilinda
Rica Universitesi arastirmacilarinin 60 karbonlu “buckyball” adin1 verdikleri
fullereni kesfi ve ardindan 1991 yilinda Japon bilim adami Lijimanin bu karbon
grafitten karbon nanotiip elde etmesiyle nanoteknoloji alanindaki gelismeler hiz
kazanmustir. 2005 yilindan itibaren, endiistriyel, gida, saglik ve kimyasal bir¢ok
alanda nanoteknolojik materyallerin kullanimi artmaya baglamistir (Sekil 1.1)

(www.gaeu.com).
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Sekil 1.1.1  Nanoteknolojik materyallerin  kullaniminda artis hiz1

(www.gaeu.com).

1.2 Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller veya nanomateryaller metrenin milyarda biri 6l¢ekte, boyutlari
100 nm’den kii¢iikk yapilardir. Sekilde (Sekil 1.2.1) nanomateryaller boyutlari
acisindan diger yapilarla karsilastirmali olarak sunulmustur. Nanoboyutlardaki
materyallerin 6zellikleri ayn1 materyalin biiylik boyutlardaki 6zelliklerinden ¢ok
daha farkli olabilmektedir. 100 nm’den daha kiiciik boyutlarda materyallerin
fizikokimyasal 6zelliklerinde biiyiik 6l¢iide degisiklik goriilebilir; artan yiizey
alan1 ile daha fazla etkilesim, yiiksek ¢Oziinebilirlik, biyouyumluluk,
biyoalinabilirlik ve esneklik, sertlik gibi fizyolojik avantaj saglayan birgok
benzersiz Ozellige sahip olabilmektedirler (Serrano vd. 2014; Varshney ve
Shailender. 2012).


http://www.gaeu.com/
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Sekil 1.2.1 Nanomateryallerin boyutlar1 agisindan diger yapilarla

karsilastirilmast.

Nanopartikiiller 6zelliklerine gore farkli sekillerde siniflandirilabilirler(Sekil
1.2.2.). Temel olarak nanopartikiiller:

e Tek Boyutlu Nanopartikiiller;

Metal oksit nanopartikiiller, metalik nanopartikiiller

e iki Boyutlu Nanopartikiiller;

Karbon nanotiipler
oeUc Boyutlu Nanopartikiiller;

Fullerenler, Quantum dotlar, Polimerik  nanopartikiiller ~ olarak

siiflandirilabilirler.



Sekil 1.2.2. Nanopartikiillerin siniflandirilmasi ve temel olarak kullanim alanlari.

Nanomateryal Kimyasal Uygulama alanlar1
kompozisyon

Karbon Nanotiipler(CNTs) Karbon Cevre, T1p, Endiistriyel
alanlar (Bitki biiytime

oranini arttirici, enerji
depolama, enzim
substrat aktivitesi)

Tip (Enzim-substrat)

Fulleren Karbon
Kozmetik, Insaat yap1
Metal Oksit nanopartikiiller TiO,, FeO,, CuO, malzemesi, Bitki
SiO,, CeO;, biiylime maddesi,

katalitik, enzimatik
aktivite, biyosensor.

Kadmium Selenit

(CdSe) Biyomarkir, Biyotani,
Quantum dots (QDs) Kadmium sulfid medikal goriintiileme.

(CdS)

Kadmium
Selenit/Cinko
Sulfit (CdSe/ZnS)
Metalik nanopartikiil Ag, Au, Fe Antimikrobiyal aktivite,
Biyoremediation,
biyomolekiil
Polimerler konjugasyonu.

Aljinat, kitosan
Ilag dagitim ajami,
kapstilasyon, uzun stireli
aktivasyon

1.3 Nanopartikiillerin Uygulama Alanlar

Gliniimiiz fizik, kimya, biyoloji, materyal bilimi ve biyoteknoloji alanlarindaki
gelismeler, nanoteknolojik alanindaki gelismeleri beraberinde getirmis ve bir¢ok
yeni nanomateryal ortaya c¢ikmistir. Nanoteknoloji alaninda son 20 yilda

meydana gelen biiylik gelisim ve elde edilen nanomateryaller, biyoloji, saglik,



endiistri, gida gibi bir¢ok pazarda yer bulmaya baslamistir (Cizelge 1.3.)
(Mobasser ve Firoozi, 2016).

Diisiik  agirlikli  ancak dayanikli nanomateryaller, insaat ve otomotiv
endiistrisinde 6nemli avantaj saglamaktadir. Tekstil alaninda nanoteknolojinin
kullanimryla hem giinliik kullanim1 olan kiyafetler hem de spor ekipmanlarinin
daha uzun 6miirld, gerilmeye dayanikli, suya kars1 daha direngli olabilme imkani
sunmaktadir. Cep telefonlari, LED TV gibi birgok elektronik alet yapiminda
quantum dotlarin kullanimiyla daha ytiksek goriintii kalitesi alinabilen ekranlar
tiretmek miimkiindiir. Kisacas1 nanomateryallerin kullanimiyla, kozmetik,
endustri, saglik, medikal alanlarinda bir¢ok yenilik saglanmig, bu alanlarda

yapilan nanoteknolojik arastirmalar biiyiik hiz kazanmistir.

Sekil 1.3.1 Nanopartikiillerin genel olarak uygulama alanlari.
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14  Nanopartikiillerin Bitkilerde Kullanimi

Nanoteknolojinin hizla gelismesiyle birlikte ticari olarak kullanilmak tizere 2014
yil1 verilerine gore 1800 den fazla nanoteknolojik iiriin piyasada bulunmaktadir
(Vance et al., 2015). Cevre, saglik endiistriyel alanlarin diginda ziraai alanda da
birgok nanoteknolojik ¢aligma yapilmaktadir. Bitkilerde kullanilmak iizere en
¢ok TUretilen nanomateryallerin basinda ZnO  (¢inkooksit), TiO;
(titanyumdioksit), AuNP (Altin nanopartikiil), AgNP (Giimiis nanopartikiil),
CeO, (Seryumoksit) ve CuNP (bakir nanopartikiil) gelmektedir (Keller vd.
2013).

Yapilan aragtirmalara gore Karbon ve metal bazli nanopartikiillerin bitkiler
tizerinde strese ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna ve bitki protein, yag,
karbonhidrat ve DNAs1 tizerinde etki yaratabilmektedir. Ancak nano boyutta
genis ylzey alani, yiiksek reaktivite gibi benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere
sahip olan nano malzemelerin toksisite konusundaki bilinmezliklerine ragmen,
ziraat enddistrisinde, pestisit, herbisit, nanogiibre olarak kullanimini gérmek ve
ziraai alanda yeni uygulamalarin kesfedilmesini saglamak miimkiindiir (Siddiqui

ve Al-Whaibi, 2015).
1.5 Nanopartikiillerin Fotosentez Mekanizmas1 Uzerindeki Etkileri

Gilinlimiizde fotosentez verimini arttirmak amaciyla birgok caligma
yapilmaktadir (Kirschbaum 2011). Nanobiyoteknoloji alaninda yapilan bir
caligmada arastirmacilar, daha yiiksek fotosentez verimine sahip biyonik bir
bitki gelistirmek amaciyla bitki kloroplastina karbon nanotiip izole ederek
kontrol grubuna oranla 3 kat daha fazla fotosentetik verim elde etmislerdir. Ayn1
caligmada Karbon nanotiiplerin maximum elektron transfer aktivitesi sagladigi
gbzlemlenmis ve bir sinyal molekiilii olan nitrik oksite kars1 duyarlilig1 sagladigi
belirlenmistir (Giraldo vd., 2014). Bir baska c¢alismada ise TiO, nano
partikiillerinin karakteristik olarak fotokatalitik 6zellige sahip oldugu ve boylece
151k absorbansini saglayip 1sik enerjisini elektirik ve kimyasal enerjiye
cevirebildigi ayrica karbondioksit asimilasyonunu indiikledigi gézlemlenmistir,
bunun yan1 sira TiO, nanopartikiiller kloroplastt uzun siireli olarak yaslanmaya

kars1 korudugu belirlenmistir (Hong vd., 2005). TiO, nanopartikiilleri ile yapilan



bir baska caligmada karbondioksit asimilasyonunu saglayan RUBISCO
enziminin aktivitesini artirdigi belirtilmistir (Gao vd. 2006). Ma vd. (2008)’de
TiO2’nin mineral formu olan nanoanatazin karbon reaksiyonu tizerindeki etkisini
belirlemek tizere yaptiklar1 ¢alismalarinda TiO,’nin Rubisco aktivaz mRNA
markir genlerini indiikledigini, bunun sonucunda Rubisco karboksilasyon
aktivitesini artirdigint belirlemislerdir. Ayrica Govorov ve Carmeli (2007),
fotosentetik reaksiyon merkezi Fotosistemll klorofilin  AuUNP ve Ag
nanokristaller ile baglanip 10 kat daha fazla uyarilmis elektron olusturabildigini
bu sayede fotosentetik sistemlerde kimyasal enerji olusumunun metal

nanopartikiiller tarafindan arttirtlabildigini gézlemlemislerdir.
1.6 Nanopartikiillerin Pestisit ve Herbisit Olarak Kullanim

Tarimsal {iretimin, tiim diinyadaki en biiylik sorunlarindan birisi bitki zararlilar
ve patojenlerdir. Bitki zararlilar1 ve patojenlere karst miicadelede kullanilan en
yaygin yontemler; pestisit, herbisit, antibiyotik uygulamalar1 ve dayanikli ¢esit
kullanimidir. Ancak bitki korumada kullanilan kimyasal ilaglarin ekosisteme
olan etkisi son yillarda biiyiik tartisma konusudur. Ayrica, kullanilan kimyasal
ilaclarin ve antibiyotiklerin yikamayla beraber kisa siirede etkisini kaybetmesi
zararhilarla miicadeleyi zorlagtirmakta ve iiretim maliyetini arttirmaktadir.
Arastirmacilar bu nedenlerle zararlilara karsi miicadelede yeni ve etkin

yontemler arayisi igindedir.

Nanoteknoloji destekli uygulamalar ziraai tretimde, daha etkili miicadele
yontemleri ve zararlilara karsi koruma saglayabilme potansiyelindedir.
Zararlilara kars1 miicadelede kullanilan nanosensor ve nanopestisit, nanoherbisit
gibi nanomateryallerin kullaniminin yani sira nano Olgekteki pestisit ve
herbisitlerin akilli tasima sistemleriyle dogrudan olarak enzim-substrat iliskisine
benzer sekilde gerceklestirilen uygulamalarda zararli miicadelelerinde
kullanilmaktadir (Mukal vd. 2009). Ziraai alanda kullanilan nanoteknolojik
triinlerin  sagladig1 avantajlarin  basinda yliksek biyoalinabilirlik, diisiik
biyobozunurluk ve daha iyi niifuz edebilme 6zellikleri bulunmaktadir (Liu vd.
2006). Bu sayede kullanilan aktif molekiiller nano tastyicilarla kombine olarak,
onlem amacgh periyodik olarak yapilan kimyasal uygulamalar yerine sadece

hedefe yonelik kimyasal ila¢g uygulamasi gerceklestirilerek ortaya ¢ikacak



ekolojik zararin oniine gecilebilir (Gruere vd. 2011). Salamanca-Buentello vd.
(2005) ziraai alanda bir¢ok nanoteknolojik uygulamanin oniimiizdeki yillarda

pekeok iilkede yerini alacagini tahmin etmektedirler.
1.7 Nanomateryallerin Bitki Biiyiime ve Gelismesindeki Rolii

Bitkilerle etkilesime giren nanopartikiiller, bitki {lizerinde bir¢ok fizyolojik ve
morfolojik degisiklige neden olabilirler. Bu etkinin farkliliklart nanopartikiiliin
kimyasal yapisina, biiyiikliigiine, nanopartikiiliin aktivitesine ve en onemlisi de
nanopartikiillerin uygulanma konsantrasyonuna baghdir (Khodakovskaya vd.
2012). Ayn1 zamanda nanopartikiillerin etkisi, uygulama yapilan bitkinin tiiriine

gore negatif veya pozitif etki gosterebilmektedir.

Yapilan bir calismada domates bitkisi tohumlarina diisiik konsantrasyonda SiO;
nanopartikiilii uygulamasi yapilmis ve ¢imlenme oraninin kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Siddiqui ve Al-Whaibi 2014). Baska bir
calismada SiO; nanopartikiilii kullanilarak yapilan denemede, abiyotik stress
altindaki Larix olgensis bitkisi fidelerine yapilan uygulama sonucunda elde
edilen bulgulara gore fidelerin biiylimesi ve fide kalitesinin arttig1, bitki
boyunun, kok ¢apinin, ana kok uzunlugunun ve fidelerdeki lateral kok sayisinin
arttigr gézlemlenmistir (Bao-Shan vd. 2004). de la Rosa vd (2013)’de yaptiklari
bir caligmada salatalik, domates ve yonca bitkisi tohumlarina farkh
konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiil uygulamasi yapmislar ve sonug olarak
Zn0O nanopartikiiliiniin yalniz salatalik tohumlariin ¢imlenmesi tizerinde pozitif
etki sagladigini belirtmislerdir. Jaberzadeh vd. (2013)’de TiO; nanopartikiiliiniin
su stresi kosullarinda bugday bitkisinin biiylimesini tesvik ettiini rapor
etmislerdir. Nanopartikiillerin bitki biiylime, gelismesinde ve fotosentez
tizerindeki etkileri birgok literatiir tarafindan desteklenmektedir. Bitki biiylime
ve gelismesinde nanomateryallerin pozitif etki sagladigini rapor eden ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Ancak, ziraai alanda nanomateryallerin kullaniminin
yayginlagmasi, deneme asamasinda olan nanomateryallerin toksisitesi

hakkindaki belirsizliklerin giderilmesiyle birlikte beklenebilinir.



1.8 Nanogiibre

Toprak verimliligi bitki gelisimi i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Topraktaki
sodyum, potasyum, fosfor, azot, siilfiir gibi bilesenler bitki gelisimini
etkilemekte, ayn1 zamanda toprak organik materyaller toprak faunasi i¢in 6nemli
besin ve enerji kaynagi olmaktadir. Topragin fizyolojik yapisin1 korumak iiriin
verimini arttirmasi i¢in zorunludur. Kullanilan kimyasal giibreler kisa vadede
gozlemlendiginde iiriin verimini arttirmakta ancak uzun siireli bilingsiz kimyasal
giibreleme topragin mineral dengesini bozmaktadir dolayisiyla, toprak faunasini,
mineral dengesini, toprak yapisini, topraktaki mikrobiyata ve bitkileri
dolayisiyla ekosistemi etkileyebilmektedir (Six vd. 2002).

Nanoteknolojinin son yirmi yildaki gelisimi ve ziraai alanda kullanimiyla
beraber nanogiibre kavrami ortaya ¢ikmistir. Nanoboyuttaki giibrelerin bitkiler
tarafindan aliniminin daha kolay oldugu ve besin kaybinin azaldig: bildirilmistir.
Bunun yani sira nanopartikiiller, genis yiizey alanina, yiiksek absorbsiyon
kapasitesine ve hedefe yonelik akilli tasima 6zelligine sahiptirler. Kattegoda vd
(2011)’de Gliricidia sepium bitkisi ile yaptiklari ¢alismada iire ile modifiye
edilmis hidroksiapetit nanopartikiilleri kullanilarak topraga azot saliniminin
stirekliligi saglanmis ve sonug¢ olarak ticari giibre ile karsilastirildiginda
nanogiibrenin uygulama giiniinden itibaren 60 giin daha yavas sekilde toprakta
serbest kaldigi gozlemlenmistir. Nanokompozit formdaki N, P, K mineralleri,
mikronutrientler, mannoz ve aminoasitlerin tahil bitkileri tarafindan aliniminin,
kullanilan ticari giibrelere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Jinghua
2004).

1.9 Nanopartikiil Toksisitesi

Nanomateryallerin iretimi ve kullanimindaki artis konusu simdilik sadece
pazarla ve tirlinlerin tiiketimi konusuyla giindemdedir. Bu alandaki hizli gelisim
ve nanomateryallerin tiim diinya c¢apinda hizli sekilde yayilis gdstermeye
baslamis olmasi bir¢ok arastirmaciyr nanomateryallerin yasayan organizmalarla
etkilesimini ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan etkileri arastirmaya sevk etmistir

(Handy vd. 2008; Cullen vd. 2011).
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Nanopartikiil uygulamalarmin farkli ekotosik etkilerinin belirlenmesine yonelik
calismalar yapilmaktadir (Duran vd. 2014). Bugiine kadar yapilmis ve
yapilmakta olan ¢alismalar g6z Oniine alindiginda, nano boyuttaki partikiillerin
kiiciik boyutlar - yliksek aktivite gostermeleri nedeniyle, bulk (yi1gin) haldeki
materyallere gore daha yiiksek toksisiteye neden olduklar1 ortaya konulmustur
(Brayner vd. 2010). Nanoformdaki yapilarin hiicre i¢ine hizli niifuz edebilme
Ozelligi toksik etkide artisin nedenlerinden biridir. Altin veya glimiisiin normal
formlarinda hareketsiz elementler olmalarina karsin, nanoboyutta yiiksek
reaktivite Ozelligi kazanmaktadirlar. Bu durumda herhangi bir organizmanin
nano boyuttaki materyallerden birine maruz kalmasi sonucunda hiicrenin
verecegi tepki, uygulanan nanopartikiiliin partikiil boyutu, ozellikleri ve
uygulanan konstantrasyona gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu faktorler
disinda toksisitenin anlasilabilmesi i¢in yapilacak olan caligmalarda materyalin
neden oldugu tiim etkilesimlerin g6z oniinde bulundurulmalidir (Paschoalino vd
2010).

Nanopartikiiller dogada iki ana formda bulunmaktadirlar; bunlar immobil ve
mobil formlardir. Daha biiyiik boyutta, fonksiyonellestirilmis olarak, kompozit
ya da yiizeyleri kapli olarak -immobil veya serbest halde organizmalarla
etkilesime girebilecekleri mobil form. Toksisite konusunda asil endise yaratan
nokta partikiillerin mobil halidir. Nanopartikiillerin {iretimi ve tiiketiminde,
dogrudan veya besin zinciri yoluyla insanla etkilesimi ka¢cinilmazdir (Hagens vd.

2007; Mihranyan vd. 2012).
1.10  Nanopartikiillerin Biyosentezi

Nanopartikiillerin benzersiz 6zelliklerinin kesfedilip, enerji, saglik, ¢evre, ziraat
gibi alanlarda kullaniminin yayginlagmasiyla birlikte iiretim talebi artmigtir.
Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal sentez yontemlerinde; yiiksek enerji
ihtiyaci, yliksek maliyet, uzun sentez siiregleri gibi dezavantajlari ve en dnemlisi
agir metal birikimiyle beliren kirlilik gibi sebepler, yeni sentez yontemleri
arayislarina neden olmustur. Bu baglamda, kisa siireli sentez asamasi, diisiik
sentez maaliyeti ve toksik olmayan sentez yOntemi gibi avantajlara sahip
biyolojik sentez yontemi Ortaya cikmistir. Bu yeni biyosentez kavramiyla

mikroorganizmalar ve bitkiler gibi dogal kaynaklar nanopartikiillerin sentezinde
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indirgeyici ve kaplayici ajan olarak kullanilabilmektedir. Bitki tiirleri, bakteriler,
mantarlar ve mayalarin nanopartikiil sentezinde kullanilabildigi bilinmektedir
(Jo vd. 2015; Singh vd. 2015a; Castro-longoria vd. 2011; Waghmare vd. 2015;
Singh vd. 2015b). Dogal ham maddeler arasinda sentez i¢in en ¢ok kullanilan
ham madde bitkilerdir, ytliksek fenolik icerigi sayesinde indirgeyici ve kaplayici
ajan olarak kullanilabilmekte bunun yani sira kolay depolanabilme, diisiik enerji
ve kisa zamanda prosesi tamamlayabilme avantaji sayesinde yliksek aktivite ve
stabiliteye sahip ¢evre dostu nanopartikiiller iiretilebilmektedir (Logeswari vd.
2013).

1.11 Giimiis Nanopartikiil

Glimiis nanopartikiil antibakteriyel 0©zelligi nedeniyle tiiketicilerin yogun
kullandigt ticari bir tirtindiir (Jiang vd. 2012). Glimiis ya da giimiis iyonlar1 giiglii
bakterisidal etkileri nedeniyle mikrobiyal aktiviteyi genis 6l¢lide engelleyebilir.
Nanogiimiis uygulamalarinin, bitkilerde hastaliklara neden olan 650°den fazla
mikroorganizma tiirtinii engelleyebilecegi bildirilmistir (Shams vd., 2013; Jiang
vd. 2012). AgNP’lerin olusturdugu bu etkilerin mekanizmasi gliniimiizde tam
anlamiyla agiklanamamistir (Ma, vd., 2015). Glimiis nanopartikiilde dahil olmak
tizere bircok nanopartikiil su ile oksitlenerek anyonlarla kompleks bir yap1
olusturur ve agir metale dontisiir (Siddiqui ve Al-Whaibi 2015). Olusan bu

formun 6nemli 6lgiide toksik etkinin sebebi oldugu ileri siiriilmektedir.

Bu sonuglar AgNP’lerin bitki korumada pestisit formulasyonunda kullanilabilme
olanaklarini kanitlar niteliktedir. AgNP kullanimiyla seralarda bitkinin yetistigi
ortami patojenlerden arindirmak mimkiindiir. Bu yolla bitkinin patojen
istilasindan korunmasi ve hastaliklarin yayilmasi durdurulabilir ve bu siiregte
bitki biiylimesi ve {rlin verimi artirilabilir. Bu konuda yapilan c¢alismalar
AgNP’lerin  patojen  kontroliinde kullaniminda uygun konsantrasyon
belirlenmesinin, bitkide ve besin zinciri yoluyla diger organizmalarda agir metal
miktarinin toksik diizeye ulagsmasinin engellenmesinde o6nemli oldugunu

gostermislerdir.

Vanini, (2013) gen¢ Eruca sativa fidelerinin morfolojik ve proteomiks

degisimlerini degerlendirmek amaciyla bitkileri farkli konsantrasyonlarda AgNP
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ve AgNO; ile muamele etmis ve Ag ve Ag nanopartikiiliin indiikledigi
degisimleri incelemistir. Sonug¢ olarak ortaya ¢ikan veriler, AGQNP ve AgNO;
uygulamasmin kok uzamasinda artis, jacalin ve lesitin protein ailelerinde
indiiklenme, sistein biosentezinde gorevli 2 anahtar enzimde indiiklenme, ROS
detoksifikasyon yollarinda aktivasyonu gibi farkli tepkilere neden oldugunu
bildirmistir. 1ki tip muamalede de siilfiir metabolizmasinda ve redoks
diizenlemeleriyle ilgili proteinlerde degisikler meydana gelmistir. Sadece AgNP
vakuoldeki ve E.R’deki proteinlerin degisimine ve bitki biiyiimesinde artisa
neden olmus ve sonug olarak AgNP oksidatif strese ve spesifik hiicresel
fonksiyonlarda degisime neden oldugu belirlenmistir. Bu etkilerin sadece Ag
iyonlarmin yayilmasiyla ilgili degil ayn1 zamanda boyutlarla da iliskili oldugu

kanisina varilmistir.

Su bitkileri su ekosisteminin anahtar iyelerinden olup besin zincirinin
kontroliinde ve ekosistem sterilizasyonunda Onemli bir yeri tutmaktadirlar.
AgNP’lerin varliginda ekosistem negatif sekilde etkilenebilecegi bilgisi bu
konuda calismalar yapilmasina neden olmustur. Yapilan calismada 72 saat
boyunca belirli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNO;s’e maruz birakilan
Spirodela polyrzhiza’nin morfolojik goriiniimlerinde biiyiik degisikliklerin
ortaya ¢iktig1 gorilmistiir (Jiang vd. 2012). Kontrol grubunda saglikli ve yesil
renkli bireyler bulunurken, giimiis ile muamele gormiis gruplarda fitotoksik
yaralanmalar ve ciddi sekilde klorozis ortaya ¢ikmistir. AgNP muamelesi kok
inhibisyonuna neden olurken bunun yam sira 0.5mg ve Img Ag L™ AgNO;
konsantrasyonlarinda kok absisyonu ortaya ¢ikmustir.  Smg ve 10mg Ag

L~ AgNO; konsantrasyonlarinda kok absisyonu goriilmemistir.

Fotosentetik pigment ve Fv/Fm oranina bakildiginda 72 saat muamele géren
Spirodela polyrhiza’da klorofil a igerigi Ag muamelesi gérmiis biitiin gruplarda
kontrol grubuna gore daha diisitk bulunmustur. Klorofil a/b oranina bakildigi
zaman ise 5mg Ag L™! AgNP ve 1mg L' Ag AgNO3’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda kontrol grubundan daha diisiik klorfil a/b oram
belirlenmistir. Fotosentetik verime bakildiginda ise 5mg L~*AgNP ve AgNO3
uygulanmis bitkilerde zamana bagli olarak fotosentetik verimde azalma

olciilmiistiir. AgNP konsantrasyonu 0.5 mg L™! konsantrasyona ulastiginda
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klorofil a igeriginin 6nemli derecede azaldig1 ve 5mg Ag L~ AgNP ve 1mg
AgNO; muamelelerinde klorfil a/b oranmin diistigli gozlemlenmistir. Bu
verilere dayanarak klorofil a’nin AgNP’ye daha hassas oldugu sonucu ortaya
cikartilabilir

Lemna gibba tiirii iizerinde yapilan bir g¢alismada (Oukorroum vd; 2013)
AgNP’nin bu bitki lizerindeki etkisine bakilmistir. Lemna gibba tiirii sucul
ortama iyi uyum saglamis ve toksik g¢alismalara uygun bir tirdiir. Bu bitki
kirleticilerin toksik etkilerine karsi fotosentez mekanizmalar1 ve biyokiitle
birikimi agisindan son derece hassas bir bitkidir. Yapilan ¢alismada 7 farkl
konsantrasyondaki AgNP’nin biyoakiimiilasyonu sonucu bitkide oksidatif stress
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Boylece AgNP’nin sucul ortamdaki birikimi su
mercimeklerinin yasayabilirligi i¢in bir risk ve potansiyel bir toksisite kaynagi
olabilecegi rapor edilmistir. 7 giin boyunca AgNP’ye maruz brakilan L. gibba
bitkilerinde biiyiimenin engellendigi gdzlemlenmistir. Img ve 10mg L71
konsantrasyonlarda AgNP’ye maruz birakilan L. gibba bitkisinde kontrol
grubuyla kiyaslandiginda yapraklarda %40 ve %50 oraninda azalma

gozlemlenmistir (Oukorroum vd; 2013).

Christian vd. (2012)’da yaptigi bir ¢alismada, AgNP iceren toprakli biiyiime
ortaminda AgNP’nin fitotoksisitesi degerlendirilmistir (Christian vd. 2012).
AgNP bugdaylarda doza bagh olarak siirgiin ve kok uzunlugunda azalmaya
neden olmustur. Dahas1 2.5mg/kg konsantrasyonda NP’ler kok dallanmasini

arttirarak bitki biyokiitlesine etki etmistir.

Bu caligmada da deginilen baska bir nokta yine ise AgNPlerden yayilan Ag
iyonlarinin biyotoksisiteye biiyiik etki yapmasidir. Salinan iyonlar atik sular
acisindan kontaminasyon potansiyeline sahiptir (Christian vd. 2012). NP’ler ya
da iyonlar1 ziraai alanlar1 da kontamine ederek bitki saghigini etkileyebilir. Bu
durumda besin zincirinin etkilenmesi s6z konusudur. Yapilan ¢alismada AgNP
iceren kum matriksinde bugday biiylimesinin inhibe oldugu goriilmiistiir. Doza
bagli olarak siirgiin gelisiminin AgNP etkisiyle negatif etkilendigi belirlenmistir.
Onceki caligmalar ve bu calismanin verileri AgNP’lerden salinan iyonlarin
fitotoksisite i¢in biiyiik bir neden oldugu ayni1 zamanda AgNP’lerin karakteristik

ozellikleri boyutlari, konsantrasyonlarmin, uygulama yonteminin yani sira
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uygulamanin yapildig1 bitki tiiriine gore de degistigini sdylemek miimkiindiir.
AgNP’lerin belirli konsantrasyonlarda tarla ve sera c¢aligmalarinda patojen
gelisimini inhibe ettigi ancak bu inhibisyonun yani sira fitotoksisite olusumunun

da iirtin verimine etki ettigi gortilmektedir.

AgNP uygulamalarinin yapilan ¢aligmalarda goriildiigii gibi hem inhibitor
hemde gelisimi tetikleyici etkileri oldugu goriilmiistiir, bu uygulamalarin
fitotoksik etki mekanizmasi gilinlimiizde hala tam anlamiyla acikliga

kavusmamustir.
1.12  Gossypium hirsutum (Pamuk)

Diinya ve Tiirkiye ekonomisinde dnemli bir paya sahip olan pamuk lif, yag ve
yem bitkisi olarak tiim diinyada bir¢ok endiistri alaninda hammadde olarak
kullanilan ticari 6nemi biiyiik olan bir bitkidir (Gencer vd., 1998; Nacak, 2004).
Ulkemizde Giineydogu Anadolu, Ege, Cukurova, Antalya olmak iizere 4 ana
bolgede toplam 573.000 hektarlik alanda pamuk tarimi yapilmakta ve bu
alanlardan toplam 1.000.000 ton lif pamuk iiretilmektedir. Ulkemiz yillik
779.000 ton pamuk iiretimiyle bu alanda diinyada 7. siray1 alarak 6nemli bir yere
sahip olmustur (ICAC, 2016).

1.13  Verticillium dahliae ve Pamuk Bitkisinde Solgunluk Hastahg:

Verticillium dahliae ekonomik 6nemi olan birgok zirai iirin i¢in tehlikeli bir
patojendir. Pamuk iiretimini tehdit eden hastalik etmenleri arasinda Verticillium
dahliae fungusunun neden oldugu solgunluk hastaligi en énemli hastalik olarak
bilinmektedir (Pegg, 1984). Verticillium dahliae pamuk disinda 400 civarinda
bitki tiiriinii enfekte olup solgunluk hastaligina yol acgabilmektedir (Joaquim ve
Rowe, 1990). Patojen mikroskelrotlar1 sayesinde kullanacagi bir konukgu
olmadan uzun yillar boyunca toprakta canli kalabildiginden enfekte ettigi
bitkilerde solgunluk hastaligina neden olan bu patojenin kontrolii olduk¢a zordur
(Bruehl, 1987; Griffiths, 1970; Wilhelm, 1955). Hastalik etmeni enfekte oldugu
bitkinin kdklerinden endodermise niifuz eder ve transpirasyonla tasinarak ksilem
borularini tikayarak hastalik belirtilerini ortaya ¢ikarir (Rowe ve Powelson,
2002). Hastalikla miicadelede ekonomik bir kimyasal yontem bulunmamaktadir

(Wilhelm vd., 1974). Halen bu hastalikla miicadelede kimyasal kontrol, kiiltiirel



15

onlemler ve biyolojik kontrol gibi miicadele yontemleri kullanilmaktadir. Fakat
hastalik kontroliinde simdiye kadar bildirilen en etkili yontem dayanikli
cesitlerin kullanimidir (Wilhelm vd. 1974; Schnathorst ve Cooper, 1975; El-Zik,
1985; Erdogan vd., 2006). Giiniimiizde Verticillium solgunlugunun diinya
capidaki pamuk iiretiminde sebep oldugu yillik iiriin kaybi tahmini olarak 1.5
milyon balya olarak bildirilmektedir (Nemli, 2003). Bu nedenle yeni miicadele
yontemlerinin belirlenmesi son yillarda 6nemli arastirma konular1 arasindadir

(Conway vd., 1983; Sezgin, 1985; Xiao vd., 1998).

Bu tez ¢alismasinda, pamuk (Gossypium hirsitum) bitkisinde solgunluk
hastaligina neden olan fungus tiirii Verticillum dahliae Kleb iizerinde glimiis

nanopartikiilii uygulamasinn antifungal etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.
2 MATERYAL METOD

2.1  Materyal

2.1.1  Kullamlan Malzemeler

Aseton (Sigma, Germany)

Askorbik asit (Sigma, Germany)

Sodyum Hidroksit (Merck, Germany)

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma, Germany)

Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma, Germany)

Potasyum fosfat dibasic (Sigma, Germany)

Etanol (Sigma, Germany)

Glimiis Nitrat (Sigma, Germany)

Hidrojen peroksit (Sigma, Germany)

Potasyum iyodid (Sigma, Germany)

Potasyum fosfat mono basic (Sigma, Germany)
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S1v1 azot

2.1.2  Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 +4 °C (AEG, Germany)

Derin dondurucu -20 °C (Ugur, Tiirkiye)
Etliv (Heraeus, France)

Fotosentetik verim analizorii (Hansatech, UK)
FT-IR (Shimadzu, Japan)

Hassas terazi (Gec Avery, Australia)
Manyetik karistirict (Stuarts Scientific, UK)
Mikropipet (Thermo, USA)

Mikroskop (Euromax, Netherland)

pH metre (Jenway, UK)

Sogutmali santrifiij (Hettich, Germany)
Spektrofotometre (Thermoscientific, UK)
Su banyosu (VWR, USA)

Vorteks (Fisons, UK)

Zeta-sizer (Malvern, UK)

2.1.3  Fungus Materyali

Verticillium dahliae  Kleb. izolati Ege Universitesi Biyomiihendislik

boliimiinden temin edilmistir.
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2.1.4  Bitki Materyali

Gossypium hirsitum (pamuk) bitkisi Ege Universiresi Biyomiihendislik

boliimiinden tedarik edilmistir.
2.1.5 Giimiis Nanopartikiilii Eldesi

Giimiis nanopartikiilleri E.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Botanik Anabilim

Dal1 Sitoloji ve Genetik Laboratuvari’nda fitosentez yoluyla sentezlenmislerdir.
2.2 Yontemler

2.2.1  Bitki Fidelerinin Yetistirilmesi, Enfeksiyon ve Hasatlarinin

Yapilmasi

Bitki tohumlar1 1 litrelik saksilara, 1:1:1 oraninda perlit, kum ve torf
karisimindan olusan saksilara 10 tohum olacak sekilde ekilmistir. Bitkiler, sera
kosullarinda ortalama sicaklik 28 °C, %70 nem oraninda, 12/12 h
(aydinlik/karanlik) fotoperiyotta her giin sulanarak yetistirilmislerdir. Dort
yaprakli evreye ulastiklarinda govde enjeksiyon yontemiyle 10” konsantrasyonda
10ul hacimde Verticillium dahliae spor soliisyonu enjeksiyonla govdeden
inokiile edilmistir. inokiilasyondan 6 saat sonra foliar spreyleme yoluyla AgNP
muamelesi uygulanmistir. 34 giiniin sonunda deney sonlandirilarak, fotosentetik
verim Olgiimleri yapildiktan sonra bitkiler hasat edilmistir. Hasat sonrasi

ornekler s1v1 azottan gecirilerek ve -20°C de saklanmustir.
222  Kok- Govde Uzunluklarinin ve Yas-Kuru Agirhklarin Olgiilmesi

Hasatlar1 yapilan pamuk bitkilerinin cetvel ile kok ve gdvde uzunluklar
Olciilmiistiir. Uzunluk Sl¢timleri yapilan bitkilerin yas agirliklar olciiliip filtre
kagitlar1 arasinda etiive konulmuslardir. iki gece 65 'C de etiivde bekletilen

bitkilerin daha sonrasinda kuru agirliklar: dl¢tilmiistiir.
2.2.3  Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Glimiis nanopartikiilii, defne (Laurus nobilis L.) bitkisinden sentezlenmistir. 10
g. Laurus nobilis siv1 azotla toz haline getirilmis. 100 mL %60 etanolde 18 saat
bekletilmistir. Falkon tiiplere 40 mL alinan ekstraktlar 4500 rpm 10 dakika 25°C



18

santrifiij edilmistir. 60 mL alinan ekstraktin pH’1 9 a ayarlanmis ve daha sonra
30 mL 5 mM Giimiis nitrat (AgNOs3) eklenmistir. 4 saat sentez i¢in beklenmistir.
Bu silire sonunda ekstrakt her bir eppendorfa 1.5 mL olacak sekilde
paylastirilmis ve 12000 rpm de 15 dakika 25°C de santriflij edilmistir. Santrifiij
sonrast siipernatantlar uzaklastirilmis ve pelletler 1 mL distile suyla {li¢ kez
yikanmistir. Yikama bittikten sonra aseton ile bir yikama daha yapilip klorofiller
uzaklagtirilarak ~ tekrar  santrifiij  islemi  yapilmistir.  Siipernatantlar
uzaklagtirildiktan sonra pelletler bir gece kurumaya birakilmistir. Kuruyan

pelletler suda ¢oziilerek nanopartikiil soliisyonu elde edilmistir.
2.2.4  Giimiis Nanopartikiiliin Karakterizasyonu

Sentezlenen  glimilis  nanopartikiillerinin ~ karakterizasyonu, UV/Vis
spektrofotometre, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) ve Zeta

sizer kullanilarak yapilmstir.
2.2.5  Fotosentetik Verimin Belirlenmesi

Bakteri ve nanopartikiil ile muamele edilmis 4 yaprakli asamadaki pamuk
bitkisinin yapraklar1 klipsler yardimi ile 30 dakika boyunca karanliga adapte
edilmistir. pamuk fidelerinin fotosentetik verimi Hansatech (UK) fotosentetik

verim analizori ile belirlenmistir.
2.2.6  Klorofil I¢eriginin Belirlenmesi

Lichtenthaler (1987) yontemine gore Bitkilerin klorofil a,b ve total klorofil
icerikleri belirlenmistir. 0.1 g bitki yapragi %80’lik aseton ¢ozeltisi ile porselen
havanda buz iizerinde sivi azot eklenerek doviilmistiir. Elde edilen homojenat
filtre kagidi ile siiziilerek tiiplere alinmistir ve 663, 645 ve 470 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbans Ol¢timleri yapilmistir. Klorofil a,b ve

total klorofil icerigi asagidaki formiiller ile belirlemistir.

Klorofil a (mg g™) = [(12.7 x A663) — (2.6 x AB45)] x mL aseton/mg yaprak

miktari

Klorofil b (mg g™) = [(22.9 x A645) — (4.68 x A663)] x mL aseton/mg yaprak

miktar
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Total Klorofil = Klorofil a + Klorofil b
Klorofil a/b= Klorofil a/Klorofil b
Total Karotenoid=1000 x A470-1.90 x Klorofil a-63.14 x Klorofil b/214

2.2.7  Oksidatif Stress Etkisinin Belirlenmesi

2.2.7.1 Hidrojenperoksit (H,0,) iceriginin Belirlenmesi

Sergiev et al. (1997) yontemine gore yapilan denemede 0.1 g bitki yapragi 3 mL
%0.1 trikloroasetik asit (TCA) ile havanlarda sivi azot eklenerek buz iizerinde
homojenize edilmistir. Homojenat 4500 rpm de 30 dk +4 derecede santrifiij
edilmistir. Hazirlanan siipernatantlarin bir kismi lipid peroksidasyonu deneyi
icin hazirlanan silipernatantlarin bir kismi1 hidrojen peroksit miktarinin dl¢tilmesi
icin ayrilmistir. Ayrilan siipernatanttan 0.05 mL tiipe alinmistir. 0.5 mL 10 mM
KH2PO, tamponu ve 1 mL 1M KI eklenen tiipler vortekslenmistir. Hazirlanan
orneklerin 390 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar1 okunmustur.
Kor olarak 0.5 mL %1 TCA, 0.5 mL 10 mM KH,;PO,4 ve 1 mL 1 M KI karisimi
kullanilmis. Hesaplamalar olusturulan standart grafigine gore yapilmistir. Bu

deneyler dort tekrarli olarak yapilmistir.

2.2.7.2 Lipid Peroksidasyonun Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu fiiriinlerinin diizeyi Cakmak and Horst (1991) yontemine
gore malondialdehit (MDA) miktar1 ile belirlenmistir. MDA miktarim
belirlemek i¢in ayrilan  silipernatantlardan  pigment materyallerinden
kaynaklanabilecek farki diizeltmek i¢in tiyobarbitiirik asit (TBA) iceren ve TBA
icermeyen olmak {izere 2 farkli paralel tiip hazirlanmistir. ik tiipte 0.5 mL
siipernatant 1.5 mL %20 TCA (w/v) ile karistirllmistir. Ikinci tiipte ise 0.5 mL
siipernatant 1.5 mL %0.5 TBA igeren %20 TCA (w/v) ile karistirilmistir.
Ornekler 30 dk boyunca su banyosunda kaynatilmistir. Buz banyosunda
sogutulduktan sonra oda sicakligina gelmesi igin birakilmistir. Orneklerin 532 ve
600 nm dalga boyunda absorbanslar1 spektrofotometrede dlctilmiistiir. Deneyler
dort tekrarli olarak yapilmistir. Sonuglar, E= E’s3-E’s00 denklemi iizerinden

hesaplanmastir.
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2.2.8  Invitro Antimikrobiyal Aktivite Testi

Fitosentez yoOntemiyle sentezlenen glimiis nanopartikiiliiniin antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek i¢in, Verticillium dahliae izolatlar1 (Vd11) 25 °C’de 21
giin inkiibe edilerek genglestirilmistir. Tekrardan hazirlanan PDA ortami petri
kaplarina aktarilmadan once 15mL AgNP sivi haldeki PDA ortaminin igine
dokiilerek karigtirllmis ardindan petri kaplarina aktarilarak bir gece oda
sicakliginda bekletilmistir. Ertesi giin geng kiiltiirden delgecler yardimiyla 1cm
capinda parcalar c¢ikarilarak petri kaplarinin ortasina koyulmus 14 giin siire ile

25 C°’de inkiibasyona birakilmaistir.
2.2.9 Istatistiksel Analizler

Pamuk bitkilerinde yapilan ¢esitli analizlerden elde edilen verilerin standart hata
degerlerinin  belirlenmesi  ve  ortalamalar  arasindaki  farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in “Statical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
24.0)” programi  kullanilmigtir.  Ortalamalar  arasindaki  farkliliklarin
degerlendirilmesi p<0.05 Onemlilik derecesinde Tukey HSD testleri ile

yapilmistir.
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3 BULGULAR
3.1 Nanopartikiil Karakterizasyonu

Glmiis nanopartikiilii, defne (Laurus nobilis) bitkisi ekstraktlar1 kullanilarak
sentezlenmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimlere gore, en yiiksek pik degerleri 400
ve 435 nm arasinda elde edilmistir (Sekil 3.1.1). FT-IR analizi sonuglarina gore
absorbanslardaki kaymalar bag degisikliginin gostergeleridir. 3500-3000
araliginda yapilan okumalarda nanopartikiilde absorbans azalmas1 OH baglarinin
ayrildigina isaret etmekte ve olusan C-O baglar1 1250-1000 arasindaki absorbans
degisikligini agiklamaktadir. (Sekil 3.1.2). Nanopartikiil i¢in yapilan Zeta sizer
analizinin sonuglarina gore ise nanopartikiil biiyiikliigi 180 nm ve yiikii -11 mV

oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.3 ve Sekil 3.1.4).

) N
N4 N

N

Absorbans

300 350 400 435 450 500 550 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.1.1. Sentezlenen AgNP nanopartikiiliiniin Spektrofotometrik sonuglar
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Sekil 3.1.2. Sentezlenen AgNP nanopartikiiliiniin FT-IR sonuglar

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1302 Peak 1: 2287 91,7 1279
Pdli: 0,372 Peak 2: 3956 83 1101
Intercept: 0,896 Peak 3: 0,000 0,0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensty (Percent)

Size (d.nm)

[—— Record 1:Agnano1 ———— Record 2 Ag nano 2 Record 8: Ag nano 3|

Sekil 3.1.3. Sentezlenen AgNP nanopartikiiliinlin Zeta-sizer sonuglari
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -11,1 Peak 1: -11,1 100,0 8,90
Zeta Deviation (mV): 8,90 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0167 Pezak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality C
Zeta Motential Distribution
D588 I R N B N T P e e
300000
2
5
S 2000001
@©
3
b_
100000+

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 7: Ag-nano 1 Record 8: Ag-nano 2

Record 9: Ag-nano 3|

Sekil 3.1.4. AgNP nanopartikiiliiniin Zeta Potential sonuglari

3.2 Fotosentetik Verim (Fv/Fm) Belirlenmesi

Fotosistem II’de 1518in maksimum absrobsiyonu ile Fv/Fm oram1 dogru

orantilidir. Bitkiler biyotik veya abiyotik stres kosullarina maruz kaldiklarinda

Fv/Fm oraninda genellikle diisiis gézlenir.

Kurulan sera denemesinde kontrol, Verticillium dahliae ile inokiile edilmis,
AgNP ve fungusit uygulanmis gruplarn fotosentetik verimleri AgNP
uygulamasindan 34 giin sonra fotosentetik verim analizorii (Hansatech, UK) ile
belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 3.2.1°de gosterilmistir. Fv/Fm oran,

uygulama ve kontrol gruplar arasinda 6nemli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil

3.2.1).
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KONTROL V.dahliae AgNP 125 AgNP 250 AgNP 500 FUNGUSIT

Fv/Fm

Sekil 3.2.1. AgNP ve Verticillium dahliae inokiilasyonundan 34 giin sonra elde
Olgiilen Fv/Fm oranlari.

Cizelge 3.2.1. AgNP ve Vertcillium dahliae inokiilasyonundan 34 giin sonra elde
Olciilen Fv/Fm oranlari.

Fv/Fm + SH
Kontrol 0,8475+0,00104
V.dahliae 0,8308+0,00778
AgNP 125 ppm 0,8395+0,00272
AgNP 250 ppm 0,8368+0,00390
AgNP 500 ppm 0,8345+0,00171
Fungusit 0,8375:+0,00312

3.3 Yas ve Kuru Agirhk

Fizyolojik denemelerde yas kuru ve kuru agirlik, kok ve govde uzunlugu, bitki
uygulamalarin bitki biiylime ve gelisme {iizerindeki etkisi degerlendirme
acisindan 6nemli parametrelerdir. Bu ¢alismada Verticillium dahliae ile enfekte
olmus ve AgNP uygulamasina maruz birakilmis gruplarda, yas agirlik ve kuru
agirhk Olgimleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore sekil 3.3.1 de
gosterildigi gibi Verticillium dahliae uygulamasmin yapildigi kontrol (+)
grubunun yas agirliginda; AgNP 125 ppm, AgNP 250 ppm uygulamalariin ve

fungusit uygulamasinin yapildigi gruplara gére anlamli farklilik gdstermistir.
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Fungus enfeksiyonu ile bitkide yas agirlikta 6zellikle 250 ppm Ag uygulamasina
gore onemli bir azalma (%86.9) belirlenmistir. V. dahliae inokiile edilen pamuk
bitkilerinde yas agirligin 125 ppm AgNP uygulamasina gore %72 oraninda daha
diisiik oldugu, 250 ppm AgNP ve fungusit uygulamalarina gore ise sirasiyla
%86.9 ve %70.7 oraninda daha az yas agirliga sahip oldugu goriilmiistiir. Yas
agirliklan dlgiilen bitkiler, 48 saat boyunca 65 °C sicaklikta kurumaya birakilmis
ve agirliklar tekrar tartildiginda, gruplar arasinda kuru agirliklar bakimindan

anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 3.3.1 ve Cizelge 3.3.1.).

18
16 -

b ab
ab
1 ab ab
a
M yas
kuru
a
a a a
a a I - - I
I I

KONTROL V.dahliae  AgNP AgNP AgNP  FUNGUSIT
125ppm 250ppm 500ppm

me
N BN
1

Yas ve Kuru Agirlik (g)
=
o

o N H o)) (o]
1

Sekil 3.3.1. Enfeksiyon sonrast AgNP uygulamasinin, deneme gruplari iizerinde
yas ve kuru agirliga olan etkisi.
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Cizelge 3.3.1. Enfeksiyon sonrast AgNP uygulamasinin, deneme gruplari
tizerinde yas ve kuru agirliga olan etkisi.

Yas Agirlik+=SH Kuru Agirlik+£SH
Kontrol 11,0099+1,53015 2,1620+0,27135
V. dahliae 7,8895+0,97055 1,6872+0,15105
AgNP 125 ppm 13,6013+0,2013 2,6484+0,10430
AgNP 250 ppm 14,7470+0,54300 2,8249+0,10510
AgNP 500 ppm 11,7283+1,11056 2,6504+0,25315
Fungusit 13,4747+1,59380 3,1786+0,48641

34 Kok ve Govde Uzunluklar:

Fizyolojik olarak degerlendirilmek iizere Verticillium dahliae ve AgNP
uygulamasi yapilan gruplarin kok ve govde uzunluklar1 6l¢iilmiistiir, elde edilen
veriler Sekil 3.4.1. ve Cizelge 3.4.1. de gosterilmistir. Bu sonuglara gore; gruplar
arasinda kok uzunluklar1 bakimindan anlamli bir fark olmadigi belirtilmistir.
Govde uzunluklar1 degerlendirildiginde V. dahliae inokiile edilen pamuk
bitkilerinde diger gruplara gore daha kisa govde gelisimi belirlenmistir.
Fungusla enfekte olan bitkilerin, 250 ppm ve 500 ppm AgNP, kontrol ve
Fungusit uygulamalar1 gruplart ile govde uzunlugu agisindan anlamli farklilik
oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen verilere gore (Sekil 3.4.1.) V. dahliae
inokiile edilen pamuk bitkilerinde 250 ppm ve 500 ppm AgNP, kontrol ve
Fungusit uygulamalar1 gruplarina gore gévde uzunlugunun sirasiyla %34, %30,

%25 ve %49 oraninda azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.4.1. Enfekte olan gruplarda AgNP ve fungusit uygulamasinin kok ve
govde uzunluguna olan etkisi

Cizelge 3.4.1. Enfekte olan gruplarda AgNP ve fungusit uygulamasinin kok ve
govde uzunluguna olan etkisi

Kok Uzunlugu Govde Uzunlugu
Kontrol 10,8667 + 1,31698 52,9333 +1,21701
V. dahliae 14,5000 + 1,60728 39,6000 + 0,32146
AgNP 125 ppm 15,1667 + 2,02183 51,6000 + 0,86667
AgNP 250 ppm 13,3667 + 3,25389 51,6000 + 1,83303
AgNP 500 ppm 13,4333 +3,39820 49,4667 + 0,45092

Fungusit 15,3333 + 1,85592 59,1667 + 4,83333
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35 Fotosentetik Pigment Icerigi Analizleri
3.5.1 Klorofil a Miktari

Pamuk bitkisi deney gruplarina ait klorofil a sonuglart Sekil. 3.4.1.1 ve Cizelge
3.4.1.1 de gosterilmistir. Onuglar degerlendirildiginde, en yiiksek klorofil a
miktarininin 125 ppm AgNP uygulanan grupta oldugu belirlenmistir. Bu gruba
gore, kontrol, fungusit ve 250 ppm AgNP uygulanan gruplarda sirasiyla
%37,%26 ve %26 oraninda diisiik oldugu belirlenmistir.

b
ab
a ab

4 - a
a

3_

2_

1_

0 T T T T T

KONTROL V.dahliae AgNP 125 AgNP 250 AgNP500 FUNGUSIT

Klorofil a (mg/g TA)
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Cizelge. 3.4.1.1 Enfeksiyon sonrasi pamuk bitkisinde uygulama yapilan
gruplarin klorofil a miktarlari

Klorofil a +SH
Kontrol 3,1307 + 0,13040
V. dahliae 4,2141 + 0,25038

AgNP 125 ppm 4,9991 + 0,18992
AgNP 250 ppm 3,6816 + 0,36128

AgNP 500 ppm 4,0408 + 0,14473
Fungusit 3,6638 + 0,00535

[statistik olarak

p<0.05 diizeyinde 6nemli farklilik

35.2 Klorofil b Miktarlari

Pamuk bitkisinde klorofil b miktarina iliskin bulgular Sekil 3.4.2.1 ve Cizelge
3.4.2.1°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore; en diisiik klorofil b miktari
125 ppm AgNP uygulamasi yapilan grupta belilenmistir. Bu grubun kl b miktari,
V. dahliae ile enfekte gruba ve fungusit uygulanan bitkilere gore sirasiyla %52
ve %49 daha diisiik bulunmustur.
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klorofil b miktarlar
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Klorofil b Miktarlari+=SH

Kontrol 1,7385+0,14928
V. dahliae 2,2844+0,12807
AgNP 125 ppm 1,5051+0,24452
AgNP 250 ppm 1,7499+0,06207
AgNP 500 ppm 1,8765+0,05084
Fungusit 2,2506::0,09501

3.5.3 Total Klorofil Miktar1

Pamuk bitkisiyle kurulan denemede elde edilen total klorofil miktarin1 gosteren
sonuglar Sekil 3.4.3.1 ve Cizelge 3.4.3.1 de belirtilmistir. V. dahliae ile
enfeksiyonu, 125 ppm AgNP ve Fungusit uygulamasmin kontrol grubuna gore
total klorofil miktarinda sirasiyla %47, %42 ve %48 oraninda artisa neden

oldugu belirlenmistir (p<0.05)
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total klorofil miktarlari
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Cizelge 3.4.3.1 Enfeksiyon sonrasi pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
total klorofil iktarlar

Total Klorofil Miktarlari+=SH

Kontrol 4,7415+0,32425
V. dahliae 6,9817+0,38055
AgNP 125 ppm 6,7334+0,23669
AgNP 250 ppm 5,6235+0,49674
AgNP 500 ppm 5,5371+0,29814
Fungusit 7,0378+0,01767

354 Karotenoid Miktari

Pamuk bitkilerinin total karatenoid miktarlar1 Cizelge 3.4.4.1 ve Sekil 3.4.4.1°de
gosterilmistir. Elde edilen verilere gore, pamuk fidelerinin V. dahliae ile
enfeksiyonu total karatenoid miktarinda 6nemli bir artisa neden olmustur.
Karotenoid miktarindaki istatistiki olarak anlamli fark olusturan bu artis kontrol,
125 ppm ve 250 ppm AgNP uygulama gruplarina gore sirasiyla %54, %51 ve

%351 oraninda gerceklesmistir.
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Cizelge 3.5.4.1 Enfeksiyon sonras1 pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
karatenoid miktarlari.

Karotenoid Miktarlari=SH

Kontrol

V. dahliae
AgNP 125 ppm
AgNP 250 ppm
AgNP 500 ppm

Fungusit

1,3470+0,22674
2,9375+0,31166
1,4455+0,36280
1,4321+0,11661
1,6957+0,13791

2,5782+0,32775

3.5.5 Klorofil a/b Oranlan

Pamuk bitkilerinin klorofil a/b oranlar1 Sekil 3.4.5.1 ve Cizelge 3.4.5.1°de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek klorofil a/b orani 125 ppm
AgNP uygulanan grupta belirlenmistir. Pamuk fideleri yapraklarinda kontrol ve
diger uygulama gruplart arasinda istatistiksel anlamda Onemli fark

belirlenmemistir.
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Cizelge 3.5.5.1 Enfeksiyon sonras1 pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
klorofil a/b orani

Klorofil a/b miktarlari=SH

Kontrol 1,7350+0,04696
V. dahliae 2,1173+0,07098
AgNP 125 ppm 2,5396+0,21550
AgNP 250 ppm 1,9649+0,00795
AgNP 500 ppm 2,0048+0,8611
Fungusit 1,9941+0,05381

3.6  Hidrojen Peroksit Miktari

Abiyotik veya biyotik stres faktorlerinin etkisiyle bitkilerde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) a¢iga ¢ikabilir. Olusan bu ROS tiirevleri bitki hiicresi biitlinliigiine
zarar vererek ve biyotik veya abiyotik stress kosullarinin devami halinde bitkinin
oliimiine yol agabilir. Verticillium dahliae fungusunun pamuk bitkisinde iletim
demetlerini tikamasiyla, bitkide metabolik aktivitenin bozulmasi toksik reaktif
oksijen tiirli olan H,O; miktarinin artmasina neden dolayisyla oksidatif strese
neden olmustur. Elde edilen verilere gore kontrol grubuna gore bitkinin fungusla
enfeksiyonu ve fungusit uygulamalari yapilan gruplarda H,O, miktart sirasiyla
%70 ve %52 oraninda artis gostermistir (Sekil 3.6.1. ve Cizelge 3.6.1)
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Sekil 3.6.1. Enfeksiyon sonrasi pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
H,0O, miktarlar

Cizelge 3.6.1. Enfeksiyon sonras1 pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
H,0O, miktarlari

H,O, miktarlari=SH
Kontrol 1,5879+0,13769
V. dahliae 2,6974+0,09831
AgNP 125 ppm 1,4291+0,03543
AgNP 250 ppm 1,4725+0,07551
AgNP 500 ppm 1,6245+0,04176
Fungusit 2,4107+0,17175

3.7 Lipid Peroksidasyonu Miktar:

Abiyotik ve biyotik stres faktorleri sonucu ortaya ¢ikan ROS’leri bitkilerde
membran yapisindaki doymamis yag asitlerinin ylikseltgenmesine neden olarak,
lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarina neden olmaktadirlar. Lipit
peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan yan tdriinlerden biri olan malondialdehit
(MDA) miktarinin belirlenmesi, oksidatif stres sonucu membran biitiinliigiinde
olusan hasar hakkinda 6nemli bilgi sunmaktadir. Pamuk fidelerinde, uygulama

gruplar1 arasinda en yiiksek MDA miktarlar1 dolayisiyla lipid peroksidasyon
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orant V. dahliae fungusu ile enfeksiyon ve fungusit uygumalar1 yapilan
gruplarda belirlenmistir (Sekil. 3. 7.1. ve Cizelge 3. 7.1). Elde edilen bulgulara
gore fungus enfeksiyonu; kontrol, 125 ppm, 250 ppm ve 500 ppm AgNP
uygulamalarina MDA miktarinda sirastyla %39, %64, %45 ve %42 oraninda

artisa neden olmustur.
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Sekil. 3.7.1. Enfeksiyon sonrasi pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
MDA miktarlar

Cizelge 3.7.1. Enfeksiyon sonras1 pamuk bitkisinde uygulama yapilan gruplarin
MDA Miktarlari

MDA miktarlari+=SH
Kontrol 0,2110+0,02117
V. dahliae 0,3248+0,002981

AgNP 125 ppm  0,1308+0,00240
AgNP 250 ppm  0,1798+0,01184
AgNP 500 ppm 0,2100+0,00529

Fungusit 0,3157+0,00273
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3.8 In vitro Antimikrobiyal Aktivite

Kurulan antimikrobiyal aktivite testinde kontrol herhangi bir uygulama
yapilmayan ve 500 ppm AgNP uygulamasi yapilan Verticillium dahliae
kiiltiirleri 14 giin boyunca inkiibasyona birakildiktan sonra, ortamda misel
gelisimi 2 boyutta (uzunluk ve genislik) dlgtimler ile belirlenmistir. Elde edilen
verilere gore kontrol grubunda misel gelisimi goriilen bolgenin uzunlugu
ortalama 4.8 cm, genisligi ise ortalama 6.4 cm olarak belirlenmistir. AQNP ilave
edilen ortama inokiile edilen Verticillium dahliae kiiltiiriinde ise misel gelisen
bolgenin ortalama uzunlugu 2.75 cm, ve genisligi ise 2.75 cm olarak

Ol¢iilmiistiir. Sonuglar AgNP uygulamasinin misel gelisimini engeledigini ortaya

koymaktadir.

Kontrol (-) AgNP uygulamasi
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

Nanopartikiiller, bitki biiylime diizenleyicisi, fotosentetik verim arttirma,
giibreleme, antioksidan aktiviteleri, bitki koruma ajanlar1 olma o6zellikleriyle
tarimda kullanim potansiyeli gostermektedirler. Nanoteknolojide son 20 yilda
gerceklesen bu hizli gelisme ve ticari olarak kullantmimin yayginlagsmasi,
toksisite konusunda endiselere neden olmustur. Fiziksel yontemlerle elde edilen
nanopartiliillerin, sentez siiresi boyunca ¢ok fazla enerji harcanmasina sebep
olmasi, kimyasal yontemlerle sentezlenen nanopartikiillerin ise stabilizatér ve
kaplayict ajanlar olarak kullanillan kimyasal maddelerin neden oldugu toksisite
sorunu ve iki yonteminde yiiksek maliyetli olmasi, biyolojik sentez kavraminin
poplilaritesini arttirmistir. Biyolojik sentez yontemi biyolojik materyaller
stabilizator ve kaplayici ajan olarak islev gorebildigi, toksisite ve maliyet
acisindan avantajlar saglayabilen yontemlerdir. Kullanilan organizmalar arasinda
bitkiler, 6zellikle de yiiksek fenolik icerige sahip bitkiler biyolojik sentez i¢in en

cok tercih edilen biyolojik materyallerdir.

Pamuk bitkisi dnemli bir endiistriyel ham maddedir, sadece iilkemizde 2011
verilerine gore yillik pamuk iiretimi 1 000 000 tondur, diinya g¢apinda ise
yaklasik 200 milyon ton pamuk tiretimi yapilmaktadir. Pamuk bitkisinde tiretimi
onemli 6l¢iide engelleyen bir patojen olan Verticillium dahliae fungusu, bitkide
iletim elemanlarmi tikayarak su ve besin dolasimini engeller ve bu sekilde
solgunluk hastaligina neden olmaktadir. Verticillium dahliae patojeninin pamuk
disinda, ticari 6neme sahip 400 farkl bitki tiirtinde solgunluk hastaligina neden
oldugu bilinmektedir. Bu patojenin kimyasal veya geleneksel yontemlerle

bilinen bir miicade yontemi bulunmamaktadir.

Nanoteknolojinin gelismesiyle beraber ziraai alanda patojenik hastaliklara kars1
miicadelede nanoglimiisiin kullanimi olduk¢a yayginlasmis ve literatiirde
fitopatojenlere karsi glimils nanopartikiillerin etkisinin rapor edildigi bir ¢ok

calisma yer almistir (Mahdizadeh vd., 2015; Kim vd., 2012).

Bu tez c¢alismasinda Laurus nobilis (defne) bitkisi kullanilarak yesil sentez

yoluyla elde edilen giimiis nanopartikiiliiniin, pamuk bitkisinde solgunluk
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hastaligina neden olan Verticillium dahliae fungusu iizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Calismada; In vivo ve in vitro antifungal aktivite denemesi
gerceklestirilmis, pamuk bitkisinde enfeksiyon sonrasi morfolojik degisimleri
gbzlemlenmis, fotosentetik verim, klorofil igerigi, ROS iretimi ve lipid

peroksidasyon diizeyleri arastirilmistir.

Sentezlenen  glimiis  nanopartikiilin  karakterizasyonu  i¢in  FT-IR,
spectrofotometrik analiz, Zeta sizer ve Zeta potansiyel analizleri yapilmuistir.
Yapilan spectrofotometrik olglime gore glimiisiin karakteristik olan 400 ile 435
nm dalga boyu arasindaki pik sentezlenen giimiisiin liteartiirde belirtilen tipik
plazmon rezonans araligina sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan FT-IR analizi
sonuglari, defne bitkisinden gelen bitki bilesenlerinin ve fenolik maddelerin
sentez sirasinda Ag iyonlart icin stabilizator ve kaplayici ajan olarak gorev
yaptig1 nanopartikiil yapisina katildigimi gostermistir. Nanogiimiisiin boyut ve
elektron yiikiinii belirlemek i¢in yapilan ZETA analizine gore, sentezlenen
giimiis nanopartikiiliiniin 180 nm boyuta sahip oldugu ve partikiil yiikiiniin -
11mV oldugu belirlenmistir, partikiil yiikiiniin O (sifir) degerinden + veya — yone
dogru uzaklagmasi partikiiller arasindaki aglomerasyonun en aza indirgenmesi
icin 6nemli bir degerdir. Bitki tarafindan nanopartikiiliin alinimi, dagitimi ve
birikimi konusundaki en Onemli faktér partikiil boyutudur. Literatiirde
nanopartikiillerin’lerin alinimi tagmimmi ve birikimi ile ilgili ¢ok daha az
arastirma yapilmistir. Nanomateryaller bitkilerde kok ve yapraklardan absorbe
edilebilir. Bu ¢alismada yapraktan sprey seklinde uygulanan AgNP lerin
stomalardan bitkiye giriginin gerceklemesi olasidir. Yapraktan gergeklesen
alimimda ise yaprak stomalar1 aracilig ile igeri alimim gerceklesir ve yaprak
vaskiiler sistemine giris yaptiktan sonra floem aracilifiyla diger bdliimlere
taginir. Kok epidermisine ve endodermine niifiiz ederek ksilem yolu ile diger
organlara tasinabilirler. Hiicresel niifiiz en ¢ok kabul edilen alim modu olsa da
nanopartikiillerin kesin olarak alim mekanizmasi tamamen anlasilamamistir
(Siqqiuidi ve El Wahibi; 2015). Nanopartikiiller kiigiik boyutlarda disiildiigiinde
por boyutu (2-20nm) arasinda olan hiicre hiicre g¢eperinden niifiizu
gerceklesebilir fakat bu por boyutu 20 nm’den biiyilk NP’lerin gegisi igin
smirlayici olabilir (Siqqiuidi ve EI Wahibi; 2015).
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AgNP ve Verticillium dahliae fungusunun pamuk bitkisinde kok, govde, yas
agirlik ve kuru agirlik 6l¢timleri yapilmis elde edilen sonuglara gore, yas agirlik
Verticillium dahliae enfeksiyonu bitkide yas agirlik ve govde uzunlugunda
azalmaya neden olmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan (500 ppm)
AgNP ise giimiis nanopartikiiliiniin pamuk bitkisinde belirli konsantrasyonlarda
bitki biyokiitle artisina sinde pozitif etkisi oldugunu, bitkide kok ve gévde boyu
degisimine olumsuz etkisi olamdigin1 gostermektedir. Bugday bitkisinde
gerceklestirilen bir ¢alismada 0, 25, 50, 75 ve 100 ppm konsantrasyonlarda
AgNP uygulamasi gerceklestirmis ve 75 ppm konsantrasyona kadar bitki yas
agirhginda artis gozlemlenmis ancak 100 ppm AgNP uygulamasinda bitki yas
agirhiginda negatif bir etki gozlemlemislerdir (Igbal vd. 2017). Literatiirde
benzer sekilde glimiis nanopartikiil uygulamasinin belirli konsantrasyonlarda
bitki biyokiitlesini olumlu etkiledigini yiiksek konsantrasyonlarda ise bitki
gelisimine ket vurabildigi seklinde raporlar bulunmasina karsin bu caligmada
uygulanan 500 ppm konsantrasyonun dahi biiyiime gelismeye negatif
etkilememesi, glimiis NP’iin defne ekstraktlar1 kullanilarak yapilan yesil sentezi
ile iliskilendirilebilir. Bulgularimizla paralel sekilde bugday bitkisinde yapilan
baska bir ¢alismada’da 50 ve 75 ppm AgNP uygulamasiin kontrol grubuna
kiyasla bu iki grup arasinda anlamli bir kuru agirhik farkli olmadigini

gozlemlemislerdir (Pallavi vd. 2016).

Fotosistem II tarafindan 680 nm dalgaboylu 1518in maksimum etkinligini
gosteren Fv/Fm oran1 bitkilerde stress kosullarina bagli olarak degisim
gosterebilmektedir. Elde ettigimiz Fv/Fm sonuglarina gore; gruplar arasinda
Fv/Fm oram1 bakimindan anlamli bir fark gozlemlenmemistir. Verticillium
dahliae fungusunun neden oldugu solgunluk hastaliginin ilk asamalarinda
morfolojik olarak tespitinin zor oldugu bilinmektedir. Hastalik ilk etapta ancak
govde boyuna kesitinde goriilebilen iletim demeti karartilariyla anlasilabilir ve
yapraklardaki etkisi ancak 2. Hasat doneminden sonra ortaya c¢ikmaktadir.
Uygulanan glimiis nanopartikiilide Fv/Fm oran1 tzerinde negatif bir etki
gostermemistir. Bu veriler, Jang vd. (2012) yilinda Spirodela polyrhiza bitkisi
Fv/Fm orami iizerinde AgNP’lerin etkisini ortaya koyduklari raporlariyla

pareleldir.
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Enfeksiyon sonrasi gruplardaki klorofil miktarlar1 arasindaki farkliliklart
belirlemek amaciyla gergeklestirilen klorofil analizleri sonuglarina gore gore
klorofil a miktarlarina bakildiginda 125 ppm AgNP uygulamasmin oldugu
grubun, kontrol ve fungusit uygulamasinin oldugu gruplara goére anlamli sekilde
artig gosterdigi belirlenmistir, benzer sekilde Jiang vd (2012) yilinda yaptiklar
calismada AgNP uygulamasinin konsantrasyon miktarindaki artigina bagli olarak
klorofil a miktarinda azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir (Jiang vd,
2012). Klorofil b miktar1 verilerine bakildiginda kontrol grubunun diger gruplara
gore anlamli bir fark gostermedigi, ancak Verticillium dahliae ve fungusit
uygulamasinin yapildigr gruplarinin klorofil b miktarlari, AgNP 125 ppm
uygulamasina gore anlamli sekilde bir artis gosterdigi belirlenmistir. Stress
kosullar1 altinda bitkilerde klorofil a’min 2. halkasindaki metil grubu
oksitlenebilir ve klorofil a klorofil b’ye doniisebilir. Bu durum stresse maruz
kalmis bitkide klorofil b miktarinda artisa sebep olmaktadir (Chettri vd, 1998;
Lichtenthaler vd., 1990). Klorofil a/b oranina bakildiginda sadece 125 ppm
AgNP uygulamasinin diger gruplara gore farklilik gosterdigi, diger 5 grup
arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir. Total karatenoid miktari
sonuglarina bakildiginda ise Verticillium dahliae ve fungusit uygulamasinin
bulundugu gruplarin, kontrol, AgNP 125 ppm ve AgNP 250 ppm
uygulamalarina oranla yiiksek karatenoid igerigine sahip oldugunu
gorilmektedir. Bu durum biyotik stresse maruz kalmis olan bu iki grubun
antioksidant gorevi goren karatenoid (Yilmaz, 2010) miktarindaki artisi
aciklamaktadir. Total klorofil miktar1 verilerine gore kontrol grubunun diger 5
gruba gore farklilik gosterdigi, bu 5 grubun total klorofil miktarindaki artisin
klorofil a’nin b’ye oksitlenmesi ve klorofil a sentezinin devam etmesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bitkiler kisa stireli biyotik ve abiyotik stresse maruz kaldiklarinda olusan ROS
tirevlerinin  olusturacagr  zararlari kendi antioksidant  kapasiteleriyle
engelleyebilirler, uzun siireli stress kosullar1 altinda ROS tiirevlerinin artisi;
membran  yapisinda  peroksidasyonlara, zararli  aldehitlerin  6zellikle
malondialdehit (MDA) ortaya ¢ikmasina ve protein, lipid, niikleik asitlere zarar
gormesine neden olurlar (Edreva 2005). Bu c¢alismada Verticillium dahliae

fungusunun ve yesil sentez yontemiyle elde edilen AgNP’nin pamuk bitkiside
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neden oldugu oksidatif stress etkisini belirlemek amaciyla patojen kaynakli
uyartilarda bitkilerde ilk olusan reaktif oksijen molekiil olarak bilinen H,O;
(Levine vd. 1994; Breusegem ve Dat 2006) miktarlar1 ve dolayli olarak meydana
gelen lipid peroksidasyonu sonucu olusacak olan malondialdehit (MDA)
seviyesi Ol¢limleri yapilmistir. Elde edilen verilere gore kontrol ve 3 farkli
AgNP uygulamasinin oldugu gruplarin arasinda anlamli bir fark olmadigi, ancak
bu gruplarin Verticillium dahliae ve fungusit uygulamalarinin oldugu gruplara
gore anlamli fark gosterdigi belirlenmistir. Verticillium dahliae bitkiler
tarafindan biyotik stres faktorii olarak algilandigi ve be nedenle bitkide H,O;
olusumunun tetiklenmesi miimkiindiir. Bu durum 125, 250, 500 ppm AgNP
uygulamasinin  yapildigi gruplarda Verticillium dahliae patojenine karsi
antifungal aktivitenin oldugunu ve AgNP’nin bitki iizerinde agir metal stresine
neden olmadigimi kanitlar niteliktedir. Denemede gruplarda MDA seviyelerine
bakildiginda ise H,O, miktarlar ile paralel bir grafik ortaya ¢ikmustir, enfekte ve
fungusit uygulama gruplarindaki H,O, artisinin devamliligit membrandaki
lipidlerin peroksidasyonuna sebep olarak MDA seviyesinde artisa sebep olabilir.
AgNP uygulamalarinin oldugu gruplar ve kontrol grubu MDA seviyeleri
arasindaki paralellik AgNP’nin patojen zararini engelledigi sonucuna isaret
edebilir. Benzer sekilde Tani vd. (2018)’da yaptiklar1 ¢alismada Verticillium
dahliae fungusunun patlican bitkisi tizerindeki fizyolojik etkilerini inceledikleri
calismalarinda Verticillium dahliae ile enfekte olan bitkilerin H,O, ve MDA

seviyelerinin artisin1 gézlemlemislerdir.

In vitro antimikrobiyal aktivite denemesi sonuglarina gore, yesil sentez
yontemiyle elde edilen AgNP’nin Verticillium dahliae misel gelisimini inhibe
edebildigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, 180 ppm ve daha yiiksek
konsantrasyonlardaki AgNP uygulamalariyla fitopatojenik Phomopsis sp.
fungusu gelisiminin 6énemli olgiide azaldigi in vitro denemelerde saptanmistir
(Mendes vd. 2014).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler ve yapilan karsilastirilmalar géz Oniine
alindiginda Laurus nobilis ekstraktlarindan yesil sentez yontemiyle elde edilen
AgNP’nin Verticillium dahliae fungusunun neden oldugu solgunluk hastaligina

kars1 miicadelede 125, 250 ve 500 ppm konsantrasyonlarda uygulama yapilmis
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ve hastaligin gelisiminin engellendigi hem in vitro caligmada hem de sera
denemelerinde agikca goriilmiistiir. Ayrica, uygulanan giimiis nanopartikiiliiniin
pamuk bitkisinde toksik bir etkiye neden olmadig1 belirlenmistir. Yapilan tim
denemeler sonucunda, solgunluk hastaligina kars1 miicadelede alternatif bir yol
olarak AgNP kulanimi1 Onerilebilir. Ancak nanopartikiilin karakteristik
Ozelliklerinin ve uygulama miktarinin, toksisite ile bitki koruma arasindaki

sinirlart olusturdugu géz oniinde tutulmalidir.
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