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ÖZET 

Gümüş Nanopartikül Uygulaması İle Pamukta Solgunluk 

Etmeni Verticillium Dahliae Kleb Kontrolü 

ÇOKĠġLEREL, Alp 

Yüksek Lisans Tezi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Lale AKTAġ 

Temmuz 2019, 75 sayfa 

GümüĢ nanopartiküller (AgNP) birçok mikroorganizmaya karĢı antifungal 

ve antibacterial aktiviteye sahiptir. Verticillium dahliae Kleb. pamuğun 

(Gossypium hirsutum) da dahil olduğu 400 den fazla tarım ürünü için oldukça 

tehlikeli, toprak kaynaklı fungal bir patojendir. Bu çalıĢmanın amacı, Verticillum 

dahliae Kleb. fitopatojenik fungusu kontrolünde yeĢil sentezlenmiĢ gümüĢ 

nanopartikül etkisini araĢtırmaktır. AgNPler Laurus nobilis yaprak ekstraktları 

kullanılarak sentezlenmiĢtir. YeĢil sentezlenmiĢ gümüĢ nanopartikülleri UV-VIS 

spektrofotometre, FT-IR, ve ZETA analiz kullanılarak karakterize edilmiĢtir. 

Sonuçlar, nanopartikülün bitki içeriği ile kaplandığını, AgNPlerin ortalama 180 

nm boyutunda ve negatif yüklü olduğu göstermiĢtir. In vitro antifungal aktivite 

testi ile AgNP uygulamasının Verticillium dahlia misel büyümesi üzerinde 

inhibitor etki belirlenmiĢtir. Serada yetiĢtirilen pamuk bitkileri üzerinde AgNP 

etkisi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parameterlere araĢtırılmıĢtır. Elde 

edilen veriler, fidelere 500 ppm konsantrasyona kadar yapılan 

AgNP’uygulamasının pamukta büyüme, fotosentetik pigment içeriği ve PSII 

aktivitesi üzerinde olumsuz bir etkisi olmadığını belirlemiĢtir. Ayrıca, AgNP 

uygulamasının pamuk fidelerinde oksidatif stresi uyarmadığı tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın sonuçları, defne yaprak ekstraktları kullanılarak yeĢil sentezlenen 

AgNP’ün, pamukta solgunluk hastalığına neden olan Verticillum dahlia fungusu 

kontrolünde çevre dostu, etkili ve toksik olmayan bir araç olarak 

kullanılabileceğini ortaya koymuĢtur.  

Anahtar Kelimeler: GümüĢ nanopartikül, Verticillium dahliae, pamuk, 

Gossypium hirsutum 
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ABSTRACT 

Application of Silver Nanoparticles for the Control of Cotton 

Wilting Disease Factor Verticillium dahliae Kleb 

ÇOKĠġLEREL, Alp 

MSc. in Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Lale AKTAġ 

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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ÖNSÖZ 

Bu tez çalıĢmasında Laurus nobilis (Defne) bitkisinden elde edilen gümüĢ 

nanopartilüllerinin pamukta solgunluk etmeni Verticillium dahliae fungusuna 

karĢı  olan etkisi değerlendirilmiĢtir. 

Yapılan bu çalıĢmada, herhangi bir mücadele yöntemi bulunmayan bu 

hastalığa karĢı kullanılan gümüĢ nanopartikülün bu patojen üzerindeki etkilerinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. GümüĢ nanopartikülün Verticillium dahliae 

üzerindeki etkisini belirlemek  amacıyla hem in vitro hemde sera denemeleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlara göre biyosentez yöntemiyle elde edilen gümüĢ 

nanopartiküllerin bu patojen üzerinde dikkat çekici etkiye sahip olduğu sonucuna 

varılmıĢtır. 
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1  GİRİŞ 

 Nanoteknoloji Nedir ? 1.1

Nanoteknoloji, nano boyutlarda (1-100 nanometre(nm)) üretilen, karakterize ve 

dizayn edilen, materyaller, araçlar veya sistemlerin bilim veya mühendislik 

alanlarında kullanılmasıyla ortaya çıkanmıĢ bir kavramdır (Kuzma ve VerHage, 

2006). Nanoteknolojinin temelleri Richard Feynman’ın 1959 yılında 

gerçekleĢtirdiği bir ―There’s Plenty Room at the Bottom‖ adlı konuĢma ile 

atılmıĢtır. Metrenin milyarda biri ölçekte olan nano boyut, bir saç telinin kalınlığı 

yaklaĢık 100 000 nm boyutunda, bir bakteri hücresi yaklaĢık 100 nm boyutunda 

ve bir su molekülünün ise 1 nm’nin onda biri boyutunda olduğu düĢünüldüğünde 

daha iyi anlaĢılabilir. 

Nanoteknolojinin geliĢimi, 1981 yılında Gerd Binning ve Heinrich Rohrer’in 

taramalı tünelleme mikroskopunu geliĢtirmesiyle devam etmiĢ ve günümüz 

nanoteknoloji alanındaki geliĢmelerin temelleri atılmıĢtır. Sonrasında 1985 yılında 

Rica Üniversitesi araĢtırmacılarının 60 karbonlu ―buckyball‖ adını verdikleri 

fullereni keĢfi ve ardından 1991 yılında Japon bilim adamı Lijimanın bu karbon 

grafitten karbon nanotüp elde etmesiyle nanoteknoloji alanındaki geliĢmeler hız 

kazanmıĢtır. 2005 yılından itibaren, endüstriyel, gıda, sağlık ve kimyasal birçok 

alanda nanoteknolojik materyallerin kullanımı artmaya baĢlamıĢtır (ġekil 1.1) 

(www.gaeu.com).   
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ġekil  1.1.1 Nanoteknolojik materyallerin kullanımında artıĢ hızı   

(www.gaeu.com). 

 Nanopartiküllerin Sınıflandırılması 1.2

Nanopartiküller veya nanomateryaller metrenin milyarda biri ölçekte, boyutları 

100 nm’den küçük yapılardır. ġekilde (ġekil 1.2.1) nanomateryaller boyutları 

açısından diğer yapılarla karĢılaĢtırmalı olarak sunulmuĢtur. Nanoboyutlardaki 

materyallerin özellikleri aynı materyalin büyük boyutlardaki özelliklerinden çok 

daha farklı olabilmektedir. 100 nm’den daha küçük boyutlarda materyallerin 

fizikokimyasal özelliklerinde büyük ölçüde değiĢiklik görülebilir; artan yüzey 

alanı ile daha fazla etkileĢim, yüksek çözünebilirlik, biyouyumluluk, 

biyoalınabilirlik ve esneklik, sertlik gibi fizyolojik avantaj sağlayan birçok 

benzersiz özelliğe sahip olabilmektedirler (Serrano vd. 2014; Varshney ve 

Shailender. 2012).   

http://www.gaeu.com/
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ġekil  1.2.1 Nanomateryallerin boyutları açısından diğer yapılarla 

karĢılaĢtırılması. 

Nanopartiküller özelliklerine göre farklı Ģekillerde sınıflandırılabilirler(ġekil 

1.2.2.). Temel olarak nanopartiküller: 

 Tek Boyutlu Nanopartiküller; 

Metal oksit nanopartiküller, metalik nanopartiküller 

 İki Boyutlu Nanopartiküller; 

Karbon nanotüpler 

 Üç Boyutlu Nanopartiküller; 

Fullerenler, Quantum dotlar, Polimerik nanopartiküller olarak 

sınıflandırılabilirler. 
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ġekil 1.2.2. Nanopartiküllerin sınıflandırılması ve temel olarak kullanım alanları. 

 

Nanomateryal Kimyasal 

kompozisyon 

Uygulama alanları 

   

Karbon Nanotüpler(CNTs) 

 

Karbon 

 

Çevre, Tıp, Endüstriyel 

alanlar (Bitki büyüme 

oranını arttırıcı, enerji 

depolama, enzim 

substrat aktivitesi) 

 

 

Fulleren 

 

Karbon 

Tıp (Enzim-substrat) 

 

 

Metal Oksit nanopartiküller 

 

 

TiO2, FeO2, CuO, 

SiO2, CeO2 

Kozmetik, ĠnĢaat yapı 

malzemesi, Bitki 

büyüme maddesi, 

katalitik, enzimatik 

aktivite, biyosensör. 

 

 

 

Quantum dots (QDs) 

 

 

Kadmium Selenit 

(CdSe) 

Kadmium sulfid 

(CdS) 

Kadmium 

Selenit/Çinko 

Sulfit (CdSe/ZnS) 

 

Biyomarkır, Biyotanı, 

medikal görüntüleme. 

 

 

Metalik nanopartikül 

 

 

Polimerler 

 

Ag, Au, Fe 

 

 

 

Aljinat, kitosan 

 

Antimikrobiyal aktivite, 

Biyoremediation, 

biyomolekül 

konjugasyonu. 

 

Ġlaç dağıtım ajanı, 

kapsülasyon, uzun süreli 

aktivasyon 

 Nanopartiküllerin Uygulama Alanları 1.3

Günümüz fizik, kimya, biyoloji, materyal bilimi ve biyoteknoloji alanlarındaki 

geliĢmeler, nanoteknolojik alanındaki geliĢmeleri beraberinde getirmiĢ ve birçok 

yeni nanomateryal ortaya çıkmıĢtır. Nanoteknoloji alanında son 20 yılda 

meydana gelen büyük geliĢim ve elde edilen nanomateryaller, biyoloji, sağlık, 
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endüstri, gıda gibi birçok pazarda yer bulmaya baĢlamıĢtır (Çizelge 1.3.) 

(Mobasser ve Firoozi, 2016). 

DüĢük ağırlıklı ancak dayanıklı nanomateryaller, inĢaat ve otomotiv 

endüstrisinde önemli avantaj sağlamaktadır. Tekstil alanında nanoteknolojinin 

kullanımıyla hem günlük kullanımı olan kıyafetler hem de spor ekipmanlarının 

daha uzun ömürlü, gerilmeye dayanıklı, suya karĢı daha dirençli olabilme imkanı 

sunmaktadır. Cep telefonları, LED TV gibi birçok elektronik alet yapımında 

quantum dotların kullanımıyla daha yüksek görüntü kalitesi alınabilen ekranlar 

üretmek mümkündür. Kısacası nanomateryallerin kullanımıyla, kozmetik, 

endüstri, sağlık, medikal alanlarında birçok yenilik sağlanmıĢ, bu alanlarda 

yapılan nanoteknolojik araĢtırmalar büyük hız kazanmıĢtır.  

ġekil 1.3.1 Nanopartiküllerin genel olarak uygulama alanları. 

 

SAĞLIK 

Kanser belirleme ve tanısında 
nanomateryaller, biyomarkır 
ve görüntülemede kullanılır 

Au ve SiO2 partikülleri ile 
hedef organa istenilen ilacın 
taşınımının sağlanmasında 

kullanılması 

Hastalıkların önlenmesinde ve 
kontrolünde nanoteknolojik 

araştırmaların yapılması 

Hastalık kontrolünde ve 
yönetiminde 

nanobiyosensörlerin 
kullanılması 

GIDA VE 
KOZMETİK 

Uzun raf ömrünü sağlamak 
amacıyla gıda 

paketlemesinde, sıcaklık 
görüntülemesi için 

nanosensörlerin kullanımı, 
gıda koruması için nanokil 

Nanokapsüller kullanarak 
nutrientlerin 

biyokullanılabilirliğini 
arttırmak 

Nanoboyuttaki tozlar ile ek 
gıda besinlerinin alınımını 

arttırır 

TiO2 ve ZnO eklenmiş kremler 
ile güneş ışınlarının blokesi 

İNSAN VE 
ÇEVRE 

SAĞLIĞI 

Su kanallarına 
nanomateryallerin 

eklenmesiyle su saflaştırma 

Pestisit taşınımında 
nanokapsüllerin kullanılması 

Tekstil ürünlerinde 
nanoteknolojik uygulamalarla, 

antimikrobiyal koruma 

Nanotüpler ile güneş 
panellerinin verimini 

arttırmak 

TEKNOLOJİ VE 
ENDÜSTRİ 

Led ekranların çözünürlüğünü 
arttırmak amacıyla Quantum 

dotların kullanımı 

Boya, kaplama ve primerlere, 
eklenti 

İnşaat ve yapı malzemelerinin 
fizyokimyasal yapısını 

geliştirme 

Daha hafif ve dayanıklı 
otomotiv malzememelerinin 

yapımı 
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 Nanopartiküllerin Bitkilerde Kullanımı 1.4

Nanoteknolojinin hızla geliĢmesiyle birlikte ticari olarak kullanılmak üzere 2014 

yılı verilerine göre 1800 den fazla nanoteknolojik ürün piyasada bulunmaktadır 

(Vance et al., 2015). Çevre, sağlık endüstriyel alanların dıĢında ziraai alanda da 

birçok nanoteknolojik çalıĢma yapılmaktadır. Bitkilerde kullanılmak üzere en 

çok üretilen nanomateryallerin baĢında ZnO (çinkooksit), TiO2 

(titanyumdioksit), AuNP (Altın nanopartikül), AgNP (GümüĢ nanopartikül), 

CeO2 (Seryumoksit) ve CuNP (bakır nanopartikül) gelmektedir (Keller vd. 

2013).  

Yapılan araĢtırmalara göre karbon ve metal bazlı nanopartiküllerin bitkiler 

üzerinde strese ve reaktif oksijen türleri (ROS) oluĢumuna ve bitki protein, yağ, 

karbonhidrat ve DNAsı üzerinde etki yaratabilmektedir. Ancak nano boyutta 

geniĢ yüzey alanı, yüksek reaktivite gibi benzersiz fizikokimyasal özelliklere 

sahip olan nano malzemelerin toksisite konusundaki bilinmezliklerine rağmen, 

ziraat endüstrisinde, pestisit, herbisit, nanogübre olarak kullanımını görmek ve 

ziraai alanda yeni uygulamaların keĢfedilmesini sağlamak mümkündür (Siddiqui 

ve Al-Whaibi, 2015). 

 Nanopartiküllerin Fotosentez Mekanizması Üzerindeki Etkileri 1.5

 Günümüzde fotosentez verimini arttırmak amacıyla birçok çalıĢma 

yapılmaktadır (Kirschbaum 2011). Nanobiyoteknoloji alanında yapılan bir 

çalıĢmada araĢtırmacılar, daha yüksek fotosentez verimine sahip biyonik bir 

bitki geliĢtirmek amacıyla bitki kloroplastına karbon nanotüp izole ederek 

kontrol grubuna oranla 3 kat daha fazla fotosentetik verim elde etmiĢlerdir. Aynı 

çalıĢmada karbon nanotüplerin maximum elektron transfer aktivitesi sağladığı 

gözlemlenmiĢ ve bir sinyal molekülü olan nitrik oksite karĢı duyarlılığı sağladığı 

belirlenmiĢtir (Giraldo vd., 2014). Bir baĢka çalıĢmada ise TiO2 nano 

partiküllerinin karakteristik olarak fotokatalitik özelliğe sahip olduğu ve böylece 

ıĢık absorbansını sağlayıp ıĢık enerjisini elektirik ve kimyasal enerjiye 

çevirebildiği ayrıca karbondioksit asimilasyonunu indüklediği gözlemlenmiĢtir, 

bunun yanı sıra TiO2 nanopartiküller kloroplastı uzun süreli olarak yaĢlanmaya 

karĢı koruduğu belirlenmiĢtir (Hong vd., 2005). TiO2 nanopartikülleri ile yapılan 
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bir baĢka çalıĢmada karbondioksit asimilasyonunu sağlayan RUBISCO 

enziminin aktivitesini artırdığı belirtilmiĢtir (Gao vd. 2006). Ma vd. (2008)’de 

TiO2’nin mineral formu olan nanoanatazın karbon reaksiyonu üzerindeki etkisini 

belirlemek üzere yaptıkları çalıĢmalarında TiO2’nin Rubisco aktivaz mRNA 

markır genlerini indüklediğini, bunun sonucunda Rubisco karboksilasyon 

aktivitesini artırdığını belirlemiĢlerdir. Ayrıca Govorov ve Carmeli (2007), 

fotosentetik reaksiyon merkezi FotosistemII klorofilin AuNP ve Ag 

nanokristaller ile bağlanıp 10 kat daha fazla uyarılmıĢ elektron oluĢturabildiğini 

bu sayede fotosentetik sistemlerde kimyasal enerji oluĢumunun metal 

nanopartiküller tarafından arttırılabildiğini gözlemlemiĢlerdir. 

 Nanopartiküllerin Pestisit ve Herbisit Olarak Kullanımı 1.6

Tarımsal üretimin, tüm dünyadaki en büyük sorunlarından birisi bitki zararlıları 

ve patojenlerdir.  Bitki zararlıları ve patojenlere karĢı mücadelede kullanılan en 

yaygın yöntemler; pestisit, herbisit, antibiyotik uygulamaları ve dayanıklı çeĢit 

kullanımıdır. Ancak bitki korumada kullanılan kimyasal ilaçların ekosisteme 

olan etkisi son yıllarda büyük tartıĢma konusudur. Ayrıca, kullanılan kimyasal 

ilaçların ve antibiyotiklerin yıkamayla beraber kısa sürede etkisini kaybetmesi 

zararlılarla mücadeleyi zorlaĢtırmakta ve üretim maliyetini arttırmaktadır. 

AraĢtırmacılar bu nedenlerle zararlılara karĢı mücadelede yeni ve etkin 

yöntemler arayıĢı içindedir. 

Nanoteknoloji destekli uygulamalar ziraai üretimde, daha etkili mücadele 

yöntemleri ve zararlılara karĢı koruma sağlayabilme potansiyelindedir. 

Zararlılara karĢı mücadelede kullanılan nanosensör ve nanopestisit, nanoherbisit 

gibi nanomateryallerin kullanımının yanı sıra nano ölçekteki pestisit ve 

herbisitlerin akıllı taĢıma sistemleriyle doğrudan olarak enzim-substrat iliĢkisine 

benzer Ģekilde gerçekleĢtirilen uygulamalarda zararlı mücadelelerinde 

kullanılmaktadır (Mukal vd. 2009). Ziraai alanda kullanılan nanoteknolojik 

ürünlerin sağladığı avantajların baĢında yüksek biyoalınabilirlik, düĢük 

biyobozunurluk ve daha iyi nüfuz edebilme özellikleri bulunmaktadır (Liu vd. 

2006). Bu sayede kullanılan aktif moleküller nano taĢıyıcılarla kombine olarak, 

önlem amaçlı periyodik olarak yapılan kimyasal uygulamalar yerine sadece 

hedefe yönelik kimyasal ilaç uygulaması gerçekleĢtirilerek ortaya çıkacak 
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ekolojik zararın önüne geçilebilir (Gruere vd. 2011). Salamanca-Buentello vd. 

(2005) ziraai alanda birçok nanoteknolojik uygulamanın önümüzdeki yıllarda 

pekçok ülkede yerini alacağını tahmin etmektedirler. 

 Nanomateryallerin Bitki Büyüme ve Gelişmesindeki Rolü 1.7

Bitkilerle etkileĢime giren nanopartiküller, bitki üzerinde birçok fizyolojik ve 

morfolojik değiĢikliğe neden olabilirler. Bu etkinin farklılıkları nanopartikülün 

kimyasal yapısına, büyüklüğüne, nanopartikülün aktivitesine ve en önemlisi de 

nanopartiküllerin uygulanma konsantrasyonuna bağlıdır (Khodakovskaya vd. 

2012). Aynı zamanda nanopartiküllerin etkisi, uygulama yapılan bitkinin türüne 

göre negatif veya pozitif etki gösterebilmektedir. 

Yapılan bir çalıĢmada domates bitkisi tohumlarına düĢük konsantrasyonda SiO2 

nanopartikülü uygulaması yapılmıĢ ve çimlenme oranının kontrol grubuna göre 

daha yüksek olduğu gözlemlenmiĢtir (Siddiqui ve Al-Whaibi 2014). BaĢka bir 

çalıĢmada SiO2 nanopartikülü kullanılarak yapılan denemede, abiyotik stress 

altındaki Larix olgensis bitkisi fidelerine yapılan uygulama sonucunda elde 

edilen bulgulara göre fidelerin büyümesi ve fide kalitesinin arttığı, bitki 

boyunun, kök çapının, ana kök uzunluğunun ve fidelerdeki lateral kök sayısının 

arttığı gözlemlenmiĢtir (Bao-Shan vd. 2004). de la Rosa vd (2013)’de yaptıkları 

bir çalıĢmada salatalık, domates ve yonca bitkisi tohumlarına farklı 

konsantrasyonlarda ZnO nanopartikül uygulaması yapmıĢlar ve sonuç olarak 

ZnO nanopartikülünün yalnız salatalık tohumlarının çimlenmesi üzerinde pozitif 

etki sağladığını belirtmiĢlerdir. Jaberzadeh vd. (2013)’de TiO2 nanopartikülünün 

su stresi koĢullarında buğday bitkisinin büyümesini teĢvik ettiğini rapor 

etmiĢlerdir. Nanopartiküllerin bitki büyüme, geliĢmesinde ve fotosentez 

üzerindeki etkileri birçok literatür tarafından desteklenmektedir. Bitki büyüme 

ve geliĢmesinde nanomateryallerin pozitif etki sağladığını rapor eden çok sayıda 

çalıĢma bulunmaktadır. Ancak, ziraai alanda nanomateryallerin kullanımının 

yaygınlaĢması, deneme aĢamasında olan nanomateryallerin toksisitesi 

hakkındaki belirsizliklerin giderilmesiyle birlikte beklenebilinir. 
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 Nanogübre 1.8

Toprak verimliliği bitki geliĢimi için önemli rol oynamaktadır. Topraktaki 

sodyum, potasyum, fosfor, azot, sülfür gibi bileĢenler bitki geliĢimini 

etkilemekte, aynı zamanda toprak organik materyaller toprak faunası için önemli 

besin ve enerji kaynağı olmaktadır. Toprağın fizyolojik yapısını korumak ürün 

verimini arttırması için zorunludur. Kullanılan kimyasal gübreler kısa vadede 

gözlemlendiğinde ürün verimini arttırmakta ancak uzun süreli bilinçsiz kimyasal 

gübreleme toprağın mineral dengesini bozmaktadır dolayısıyla, toprak faunasını, 

mineral dengesini, toprak yapısını, topraktaki mikrobiyata ve bitkileri 

dolayısıyla ekosistemi etkileyebilmektedir (Six vd. 2002).  

Nanoteknolojinin son yirmi yıldaki geliĢimi ve ziraai alanda kullanımıyla 

beraber nanogübre kavramı ortaya çıkmıĢtır. Nanoboyuttaki gübrelerin bitkiler 

tarafından alınımının daha kolay olduğu ve besin kaybının azaldığı bildirilmiĢtir. 

Bunun yanı sıra nanopartiküller, geniĢ yüzey alanına, yüksek absorbsiyon 

kapasitesine ve hedefe yönelik akıllı taĢıma özelliğine sahiptirler. Kattegoda vd 

(2011)’de Gliricidia sepium bitkisi ile yaptıkları çalıĢmada üre ile modifiye 

edilmiĢ hidroksiapetit nanopartikülleri kullanılarak toprağa azot salınımının 

sürekliliği sağlanmıĢ ve sonuç olarak ticari gübre ile karĢılaĢtırıldığında 

nanogübrenin uygulama gününden itibaren 60 gün daha yavaĢ Ģekilde toprakta 

serbest kaldığı gözlemlenmiĢtir. Nanokompozit formdaki N, P, K mineralleri, 

mikronutrientler, mannoz ve aminoasitlerin tahıl bitkileri tarafından alınımının, 

kullanılan ticari gübrelere oranla daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Jinghua 

2004). 

 Nanopartikül Toksisitesi 1.9

Nanomateryallerin üretimi ve kullanımındaki artıĢ konusu Ģimdilik sadece 

pazarla ve ürünlerin tüketimi konusuyla gündemdedir. Bu alandaki hızlı geliĢim 

ve nanomateryallerin tüm dünya çapında hızlı Ģekilde yayılıĢ göstermeye 

baĢlamıĢ olması birçok araĢtırmacıyı nanomateryallerin yaĢayan organizmalarla 

etkileĢimini ve bunun sonucunda ortaya çıkan etkileri araĢtırmaya sevk etmiĢtir 

(Handy vd. 2008; Cullen vd. 2011). 
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Nanopartikül uygulamalarının farklı ekotosik etkilerinin belirlenmesine yönelik 

çalıĢmalar yapılmaktadır (Duran vd. 2014). Bugüne kadar yapılmıĢ ve 

yapılmakta olan çalıĢmalar göz önüne alındığında, nano boyuttaki partiküllerin 

küçük boyutlar - yüksek aktivite göstermeleri nedeniyle, bulk (yığın) haldeki 

materyallere göre daha yüksek toksisiteye neden oldukları ortaya konulmuĢtur 

(Brayner vd. 2010). Nanoformdaki yapıların hücre içine hızlı nüfuz edebilme 

özelliği toksik etkide artıĢın nedenlerinden biridir. Altın veya gümüĢün normal 

formlarında hareketsiz elementler olmalarına karĢın, nanoboyutta yüksek 

reaktivite özelliği kazanmaktadırlar. Bu durumda herhangi bir organizmanın 

nano boyuttaki materyallerden birine maruz kalması sonucunda hücrenin 

vereceği tepki, uygulanan nanopartikülün partikül boyutu, özellikleri ve 

uygulanan konstantrasyona göre değiĢiklik gösterebilmektedir. Bu faktörler 

dıĢında toksisitenin anlaĢılabilmesi için yapılacak olan çalıĢmalarda materyalin 

neden olduğu tüm etkileĢimlerin göz önünde bulundurulmalıdır (Paschoalino vd 

2010). 

Nanopartiküller doğada iki ana formda bulunmaktadırlar; bunlar immobil ve 

mobil formlardır. Daha büyük boyutta, fonksiyonelleĢtirilmiĢ olarak, kompozit 

ya da yüzeyleri kaplı olarak -immobil veya serbest halde organizmalarla 

etkileĢime girebilecekleri mobil form. Toksisite konusunda asıl endiĢe yaratan 

nokta partiküllerin mobil halidir. Nanopartiküllerin üretimi ve tüketiminde, 

doğrudan veya besin zinciri yoluyla insanla etkileĢimi kaçınılmazdır (Hagens vd. 

2007; Mihranyan vd. 2012). 

 Nanopartiküllerin Biyosentezi 1.10

Nanopartiküllerin benzersiz özelliklerinin keĢfedilip, enerji, sağlık, çevre, ziraat 

gibi alanlarda kullanımının yaygınlaĢmasıyla birlikte üretim talebi artmıĢtır. 

Nanopartiküllerin fiziksel ve kimyasal sentez yöntemlerinde; yüksek enerji 

ihtiyacı, yüksek maliyet, uzun sentez süreçleri gibi dezavantajları ve en önemlisi 

ağır metal birikimiyle beliren kirlilik gibi sebepler, yeni sentez yöntemleri 

arayıĢlarına neden olmuĢtur. Bu bağlamda, kısa süreli sentez aĢaması, düĢük 

sentez maaliyeti ve toksik olmayan sentez yöntemi gibi avantajlara sahip 

biyolojik sentez yöntemi ortaya çıkmıĢtır. Bu yeni biyosentez kavramıyla 

mikroorganizmalar ve bitkiler gibi doğal kaynaklar nanopartiküllerin sentezinde 
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indirgeyici ve kaplayıcı ajan olarak kullanılabilmektedir. Bitki türleri, bakteriler, 

mantarlar ve mayaların nanopartikül sentezinde kullanılabildiği bilinmektedir 

(Jo vd. 2015; Singh vd. 2015a; Castro-longoria vd. 2011; Waghmare vd. 2015; 

Singh vd. 2015b). Doğal ham maddeler arasında sentez için en çok kullanılan 

ham madde bitkilerdir, yüksek fenolik içeriği sayesinde indirgeyici ve kaplayıcı 

ajan olarak kullanılabilmekte bunun yanı sıra kolay depolanabilme, düĢük enerji 

ve kısa zamanda prosesi tamamlayabilme avantajı sayesinde yüksek aktivite ve 

stabiliteye sahip çevre dostu nanopartiküller üretilebilmektedir (Logeswari vd. 

2013).  

 Gümüş Nanopartikül 1.11

GümüĢ nanopartikül antibakteriyel özelliği nedeniyle tüketicilerin yoğun 

kullandığı ticari bir üründür (Jiang vd. 2012). GümüĢ ya da gümüĢ iyonları güçlü 

bakterisidal etkileri nedeniyle mikrobiyal aktiviteyi geniĢ ölçüde engelleyebilir. 

NanogümüĢ uygulamalarının, bitkilerde hastalıklara neden olan 650’den fazla 

mikroorganizma türünü engelleyebileceği bildirilmiĢtir (Shams vd., 2013; Jiang 

vd. 2012). AgNP’lerin oluĢturduğu bu etkilerin mekanizması günümüzde tam 

anlamıyla açıklanamamıĢtır (Ma, vd., 2015). GümüĢ nanopartikülde dahil olmak 

üzere birçok nanopartikül su ile oksitlenerek anyonlarla kompleks bir yapı 

oluĢturur ve ağır metale dönüĢür (Siddiqui ve Al-Whaibi 2015). OluĢan bu 

formun önemli ölçüde toksik etkinin sebebi olduğu ileri sürülmektedir.  

Bu sonuçlar AgNP’lerin bitki korumada pestisit formulasyonunda kullanılabilme 

olanaklarını kanıtlar niteliktedir. AgNP kullanımıyla seralarda bitkinin yetiĢtiği 

ortamı patojenlerden arındırmak mümkündür. Bu yolla bitkinin patojen 

istilasından korunması ve hastalıkların yayılması durdurulabilir ve bu süreçte 

bitki büyümesi ve ürün verimi artırılabilir. Bu konuda yapılan çalıĢmalar 

AgNP’lerin patojen kontrolünde kullanımında uygun konsantrasyon 

belirlenmesinin, bitkide ve besin zinciri yoluyla diğer organizmalarda ağır metal 

miktarının toksik düzeye ulaĢmasının engellenmesinde önemli olduğunu 

göstermiĢlerdir.  

Vanini, (2013) genç Eruca sativa fidelerinin morfolojik ve proteomiks 

değiĢimlerini değerlendirmek amacıyla bitkileri farklı konsantrasyonlarda AgNP 
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ve AgNO3 ile muamele etmiĢ ve Ag ve Ag nanopartikülün indüklediği 

değiĢimleri incelemiĢtir. Sonuç olarak ortaya çıkan veriler, AgNP ve AgNO3 

uygulamasının kök uzamasında artıĢ, jacalin ve lesitin protein ailelerinde 

indüklenme, sistein biosentezinde görevli 2 anahtar enzimde indüklenme, ROS 

detoksifikasyon yollarında aktivasyonu gibi farklı tepkilere neden olduğunu 

bildirmiĢtir. Ġki tip muamalede de sülfür metabolizmasında ve redoks 

düzenlemeleriyle ilgili proteinlerde değiĢikler meydana gelmiĢtir. Sadece AgNP 

vakuoldeki ve E.R’deki proteinlerin değiĢimine ve bitki büyümesinde artıĢa 

neden olmuĢ ve sonuç olarak AgNP oksidatif strese ve spesifik hücresel 

fonksiyonlarda değiĢime neden olduğu belirlenmiĢtir. Bu etkilerin sadece Ag 

iyonlarının yayılmasıyla ilgili değil aynı zamanda boyutlarla da iliĢkili olduğu 

kanısına varılmıĢtır. 

Su bitkileri su ekosisteminin anahtar üyelerinden olup besin zincirinin 

kontrolünde ve ekosistem sterilizasyonunda önemli bir yeri tutmaktadırlar. 

AgNP’lerin varlığında ekosistem negatif Ģekilde etkilenebileceği bilgisi bu 

konuda çalıĢmalar yapılmasına neden olmuĢtur.  Yapılan çalıĢmada 72 saat 

boyunca belirli konsantrasyonlarda AgNP ve AgNO3’e maruz bırakılan 

Spirodela polyrzhiza’nın morfolojik görünümlerinde büyük değiĢikliklerin 

ortaya çıktığı görülmüĢtür (Jiang vd. 2012). Kontrol grubunda sağlıklı ve yeĢil 

renkli bireyler bulunurken, gümüĢ ile muamele görmüĢ gruplarda fitotoksik 

yaralanmalar ve ciddi Ģekilde klorozis ortaya çıkmıĢtır. AgNP muamelesi kök 

inhibisyonuna neden olurken bunun yanı sıra 0.5mg ve 1mg Ag     AgNO3 

konsantrasyonlarında kök absisyonu ortaya çıkmıĢtır.  5mg ve 10mg Ag 

    AgNO3 konsantrasyonlarında kök absisyonu görülmemiĢtir. 

Fotosentetik pigment ve Fv/Fm oranına bakıldığında 72 saat muamele gören 

Spirodela polyrhiza’da klorofil a içeriği Ag muamelesi görmüĢ bütün gruplarda 

kontrol grubuna göre daha düĢük bulunmuĢtur. Klorofil a/b oranına bakıldığı 

zaman ise 5mg Ag      AgNP ve 1mg     Ag AgNO3’den daha yüksek 

konsantrasyonlarda kontrol grubundan daha düĢük klorfil a/b oranı 

belirlenmiĢtir. Fotosentetik verime bakıldığında ise 5mg    AgNP ve AgNO3 

uygulanmıĢ bitkilerde zamana bağlı olarak fotosentetik verimde azalma 

ölçülmüĢtür. AgNP konsantrasyonu 0.5 mg     konsantrasyona ulaĢtığında 
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klorofil a içeriğinin önemli derecede azaldığı ve 5mg Ag     AgNP ve 1mg 

AgNO3 muamelelerinde klorfil a/b oranının düĢtüğü gözlemlenmiĢtir. Bu 

verilere dayanarak klorofil a’nın AgNP’ye daha hassas olduğu sonucu ortaya 

çıkartılabilir 

Lemna gibba türü üzerinde yapılan bir çalıĢmada (Oukorroum vd; 2013) 

AgNP’nin bu bitki üzerindeki etkisine bakılmıĢtır. Lemna gibba türü sucul 

ortama iyi uyum sağlamıĢ ve toksik çalıĢmalara uygun bir türdür. Bu bitki 

kirleticilerin toksik etkilerine karĢı fotosentez mekanizmaları ve biyokütle 

birikimi açısından son derece hassas bir bitkidir. Yapılan çalıĢmada 7 farklı 

konsantrasyondaki AgNP’nin biyoakümülasyonu sonucu bitkide oksidatif stress 

ortaya çıktığı belirlenmiĢtir. Böylece AgNP’nin sucul ortamdaki birikimi su 

mercimeklerinin yaĢayabilirliği için bir risk ve potansiyel bir toksisite kaynağı 

olabileceği rapor edilmiĢtir. 7 gün boyunca AgNP’ye maruz brakılan L. gibba 

bitkilerinde büyümenin engellendiği gözlemlenmiĢtir. 1mg ve 10mg     

konsantrasyonlarda AgNP’ye maruz bırakılan L. gibba bitkisinde kontrol 

grubuyla kıyaslandığında yapraklarda %40 ve %50 oranında azalma 

gözlemlenmiĢtir (Oukorroum vd; 2013).  

Christian vd. (2012)’da yaptığı bir çalıĢmada, AgNP içeren topraklı büyüme 

ortamında AgNP’nin fitotoksisitesi değerlendirilmiĢtir (Christian vd. 2012). 

AgNP buğdaylarda doza bağlı olarak sürgün ve kök uzunluğunda azalmaya 

neden olmuĢtur.  Dahası 2.5mg/kg konsantrasyonda NP’ler kök dallanmasını 

arttırarak bitki biyokütlesine etki etmiĢtir.  

Bu çalıĢmada da değinilen baĢka bir nokta yine ise AgNPlerden yayılan Ag 

iyonlarının biyotoksisiteye büyük etki yapmasıdır. Salınan iyonlar atık sular 

açısından kontaminasyon potansiyeline sahiptir (Christian vd. 2012). NP’ler ya 

da iyonları ziraai alanları da kontamine ederek bitki sağlığını etkileyebilir. Bu 

durumda besin zincirinin etkilenmesi söz konusudur. Yapılan çalıĢmada AgNP 

içeren kum matriksinde buğday büyümesinin inhibe olduğu görülmüĢtür. Doza 

bağlı olarak sürgün geliĢiminin AgNP etkisiyle negatif etkilendiği belirlenmiĢtir. 

Önceki çalıĢmalar ve bu çalıĢmanın verileri AgNP’lerden salınan iyonların 

fitotoksisite için büyük bir neden olduğu aynı zamanda AgNP’lerin karakteristik 

özellikleri boyutları, konsantrasyonlarının, uygulama yönteminin yanı sıra 
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uygulamanın yapıldığı bitki türüne göre de değiĢtiğini söylemek mümkündür. 

AgNP’lerin belirli konsantrasyonlarda tarla ve sera çalıĢmalarında patojen 

geliĢimini inhibe ettiği ancak bu inhibisyonun yanı sıra fitotoksisite oluĢumunun 

da ürün verimine etki ettiği görülmektedir. 

AgNP uygulamalarının yapılan çalıĢmalarda görüldüğü gibi hem inhibitör 

hemde geliĢimi tetikleyici etkileri olduğu görülmüĢtür, bu uygulamaların 

fitotoksik etki mekanızması günümüzde hala tam anlamıyla açıklığa 

kavuĢmamıĢtır. 

 Gossypium hirsutum (Pamuk)  1.12

Dünya ve Türkiye ekonomisinde önemli bir paya sahip olan pamuk lif, yağ ve 

yem bitkisi olarak tüm dünyada birçok endüstri alanında hammadde olarak 

kullanılan ticari önemi büyük olan bir bitkidir (Gencer vd., 1998; Nacak, 2004). 

Ülkemizde Güneydoğu Anadolu, Ege, Çukurova, Antalya olmak üzere 4 ana 

bölgede toplam 573.000 hektarlık alanda pamuk tarımı yapılmakta ve bu 

alanlardan toplam 1.000.000 ton lif pamuk üretilmektedir. Ülkemiz yıllık 

779.000 ton pamuk üretimiyle bu alanda dünyada 7. sırayı alarak önemli bir yere 

sahip olmuĢtur (ICAC, 2016).  

 Verticillium dahliae ve Pamuk Bitkisinde Solgunluk Hastalığı 1.13

Verticillium dahliae ekonomik önemi olan birçok zirai ürün için tehlikeli bir 

patojendir. Pamuk üretimini tehdit eden hastalık etmenleri arasında Verticillium 

dahliae fungusunun neden olduğu solgunluk hastalığı en önemli hastalık olarak 

bilinmektedir (Pegg, 1984). Verticillium dahliae pamuk dıĢında 400 civarında 

bitki türünü enfekte olup solgunluk hastalığına yol açabilmektedir (Joaquim ve 

Rowe, 1990). Patojen mikroskelrotları sayesinde kullanacağı bir konukçu 

olmadan uzun yıllar boyunca toprakta canlı kalabildiğinden enfekte ettiği 

bitkilerde solgunluk hastalığına neden olan bu patojenin kontrolü oldukça zordur 

(Bruehl, 1987; Griffiths, 1970; Wilhelm, 1955). Hastalık etmeni enfekte olduğu 

bitkinin köklerinden endodermise nüfuz eder ve transpirasyonla taĢınarak ksilem 

borularını tıkayarak hastalık belirtilerini ortaya çıkarır (Rowe ve Powelson, 

2002). Hastalıkla mücadelede ekonomik bir kimyasal yöntem bulunmamaktadır 

(Wilhelm vd., 1974). Halen bu hastalıkla mücadelede kimyasal kontrol, kültürel 
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önlemler ve biyolojik kontrol gibi mücadele yöntemleri kullanılmaktadır. Fakat 

hastalık kontrolünde Ģimdiye kadar bildirilen en etkili yöntem dayanıklı 

çeĢitlerin kullanımıdır (Wilhelm vd. 1974; Schnathorst ve Cooper, 1975; El-Zik, 

1985; Erdoğan vd., 2006). Günümüzde Verticillium solgunluğunun dünya 

çapındaki pamuk üretiminde sebep olduğu yıllık ürün kaybı tahmini olarak 1.5 

milyon balya olarak bildirilmektedir (Nemli, 2003).  Bu nedenle yeni mücadele 

yöntemlerinin belirlenmesi son yıllarda önemli araĢtırma konuları arasındadır 

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

Bu tez çalıĢmasında, pamuk (Gossypium hirsitum) bitkisinde solgunluk 

hastalığına neden olan fungus türü Verticillum dahliae Kleb üzerinde gümüĢ 

nanopartikülü uygulamasınn antifungal etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

2 MATERYAL METOD 

 Materyal 2.1

 Kullanılan Malzemeler 2.1.1

Aseton (Sigma, Germany) 

Askorbik asit (Sigma, Germany) 

Sodyum Hidroksit (Merck, Germany) 

Tiyobarbitürik asit (TBA) (Sigma, Germany) 

Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma, Germany) 

Potasyum fosfat dibasic (Sigma, Germany) 

Etanol (Sigma, Germany) 

GümüĢ Nitrat (Sigma, Germany)  

Hidrojen peroksit (Sigma, Germany) 

Potasyum iyodid (Sigma, Germany) 

Potasyum fosfat mono basic (Sigma, Germany) 
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Sıvı azot 

 Kullanılan Cihazlar 2.1.2

Buzdolabı +4 
o
C (AEG, Germany) 

Derin dondurucu -20 
o
C (Uğur, Türkiye) 

Etüv (Heraeus, France) 

Fotosentetik verim analizörü (Hansatech, UK) 

FT-IR (Shimadzu, Japan) 

Hassas terazi (Gec Avery, Australia) 

Manyetik karıĢtırıcı (Stuarts Scientific, UK) 

Mikropipet (Thermo, USA) 

Mikroskop (Euromax, Netherland) 

pH metre (Jenway, UK) 

Soğutmalı santrifüj (Hettich, Germany) 

Spektrofotometre (Thermoscientific, UK) 

Su banyosu (VWR, USA) 

Vorteks (Fisons, UK) 

Zeta-sizer (Malvern, UK) 

 Fungus Materyali 2.1.3

Verticillium dahliae Kleb. izolatı Ege Üniversitesi Biyomühendislik 

bölümünden  temin edilmiĢtir. 
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 Bitki Materyali 2.1.4

Gossypium hirsitum (pamuk) bitkisi Ege Üniversiresi Biyomühendislik 

bölümünden tedarik edilmiĢtir. 

 Gümüş Nanopartikülü Eldesi 2.1.5

GümüĢ nanopartikülleri E.Ü. Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Botanik Anabilim 

Dalı Sitoloji ve Genetik Laboratuvarı’nda fitosentez yoluyla sentezlenmiĢlerdir. 

 Yöntemler 2.2

 Bitki Fidelerinin Yetiştirilmesi, Enfeksiyon ve Hasatlarının 2.2.1

Yapılması 

Bitki tohumları 1 litrelik saksılara, 1:1:1 oranında perlit, kum ve torf 

karıĢımından oluĢan saksılara 10 tohum olacak Ģekilde ekilmiĢtir. Bitkiler, sera 

koĢullarında ortalama sıcaklık 28 ºC, %70 nem oranında, 12/12 h 

(aydınlık/karanlık) fotoperiyotta her gün sulanarak yetiĢtirilmiĢlerdir. Dört 

yapraklı evreye ulaĢtıklarında gövde enjeksiyon yöntemiyle 10
7 

konsantrasyonda 

10µl hacimde Verticillium dahliae spor solüsyonu enjeksiyonla gövdeden 

inoküle edilmiĢtir. Ġnokülasyondan 6 saat sonra foliar spreyleme yoluyla AgNP 

muamelesi uygulanmıĢtır. 34 günün sonunda deney sonlandırılarak, fotosentetik 

verim ölçümleri yapıldıktan sonra bitkiler hasat edilmiĢtir. Hasat sonrası 

örnekler sıvı azottan geçirilerek ve -20
º
C de saklanmıĢtır. 

 Kök- Gövde Uzunluklarının ve Yaş-Kuru Ağırlıkların Ölçülmesi 2.2.2

Hasatları yapılan pamuk bitkilerinin cetvel ile kök ve gövde uzunlukları 

ölçülmüĢtür. Uzunluk ölçümleri yapılan bitkilerin yaĢ ağırlıkları ölçülüp filtre 

kağıtları arasında etüve konulmuĢlardır. Ġki gece 65 
º
C de etüvde bekletilen 

bitkilerin daha sonrasında kuru ağırlıkları ölçülmüĢtür. 

 Gümüş Nanopartikül Sentezi 2.2.3

GümüĢ nanopartikülü, defne (Laurus nobilis L.) bitkisinden sentezlenmiĢtir. 10 

g. Laurus nobilis sıvı azotla toz haline getirilmiĢ. 100 mL %60 etanolde 18 saat 

bekletilmiĢtir. Falkon tüplere 40 mL alınan ekstraktlar 4500 rpm 10 dakika 25°C 
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santrifüj edilmiĢtir. 60 mL alınan ekstraktın pH’ı 9 a ayarlanmıĢ ve daha sonra 

30 mL 5 mM GümüĢ nitrat (AgNO3) eklenmiĢtir. 4 saat sentez için beklenmiĢtir. 

Bu süre sonunda ekstrakt her bir eppendorfa 1.5 mL olacak Ģekilde 

paylaĢtırılmıĢ ve 12000 rpm de 15 dakika 25°C de santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj 

sonrası süpernatantlar uzaklaĢtırılmıĢ ve pelletler 1 mL distile suyla üç kez 

yıkanmıĢtır. Yıkama bittikten sonra aseton ile bir yıkama daha yapılıp klorofiller 

uzaklaĢtırılarak tekrar santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Süpernatantlar 

uzaklaĢtırıldıktan sonra pelletler bir gece kurumaya bırakılmıĢtır. Kuruyan 

pelletler suda çözülerek nanopartikül solüsyonu elde edilmiĢtir. 

 Gümüş Nanopartikülün Karakterizasyonu 2.2.4

Sentezlenen gümüĢ nanopartiküllerinin karakterizasyonu, UV/Vis 

spektrofotometre, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) ve Zeta 

sizer kullanılarak yapılmıĢtır.  

 Fotosentetik Verimin Belirlenmesi 2.2.5

Bakteri ve nanopartikül ile muamele edilmiĢ 4 yapraklı aĢamadaki pamuk 

bitkisinin yaprakları klipsler yardımı ile 30 dakika boyunca karanlığa adapte 

edilmiĢtir. pamuk fidelerinin fotosentetik verimi Hansatech (UK) fotosentetik 

verim analizörü ile belirlenmiĢtir. 

 Klorofil İçeriğinin Belirlenmesi  2.2.6

Lichtenthaler (1987) yöntemine göre Bitkilerin klorofil a,b ve total klorofil 

içerikleri belirlenmiĢtir. 0.1 g bitki yaprağı %80’lik aseton çözeltisi ile porselen 

havanda buz üzerinde sıvı azot eklenerek dövülmüĢtür. Elde edilen homojenat 

filtre kağıdı ile süzülerek tüplere alınmıĢtır ve 663, 645 ve 470 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede absorbans ölçümleri yapılmıĢtır. Klorofil a,b ve 

total klorofil içeriği aĢağıdaki formüller ile belirlemiĢtir. 

Klorofil a (mg g
-1

) = [(12.7 x A663) – (2.6 x A645)] x mL aseton/mg yaprak 

miktarı 

Klorofil b (mg g
-1

) = [(22.9 x A645) – (4.68 x A663)] x mL aseton/mg yaprak 

miktarı 
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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 

 Oksidatif Stress Etkisinin Belirlenmesi 2.2.7

2.2.7.1 Hidrojenperoksit (H2O2) İçeriğinin Belirlenmesi  

Sergiev et al. (1997) yöntemine göre yapılan denemede 0.1 g bitki yaprağı 3 mL 

%0.1 trikloroasetik asit (TCA) ile havanlarda sıvı azot eklenerek buz üzerinde 

homojenize edilmiĢtir. Homojenat 4500 rpm de 30 dk +4 derecede santrifüj 

edilmiĢtir. Hazırlanan süpernatantların bir kısmı lipid peroksidasyonu deneyi 

için hazırlanan süpernatantların bir kısmı hidrojen peroksit miktarının ölçülmesi 

için ayrılmıĢtır. Ayrılan süpernatanttan 0.05 mL tüpe alınmıĢtır.  0.5 mL 10 mM 

KH2PO4 tamponu ve 1 mL 1M KI eklenen tüpler vortekslenmiĢtir. Hazırlanan 

örneklerin 390 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansları okunmuĢtur. 

Kör olarak 0.5 mL %1 TCA, 0.5 mL 10 mM KH2PO4 ve 1 mL 1 M KI karıĢımı 

kullanılmıĢ. Hesaplamalar oluĢturulan standart grafiğine göre yapılmıĢtır. Bu 

deneyler dört tekrarlı olarak yapılmıĢtır. 

2.2.7.2 Lipid Peroksidasyonun Belirlenmesi 

Lipid peroksidasyonu ürünlerinin düzeyi Cakmak and Horst (1991) yöntemine 

göre malondialdehit (MDA) miktarı ile belirlenmiĢtir. MDA miktarını 

belirlemek için ayrılan süpernatantlardan pigment materyallerinden 

kaynaklanabilecek farkı düzeltmek için tiyobarbitürik asit (TBA) içeren ve TBA 

içermeyen olmak üzere 2 farklı paralel tüp hazırlanmıĢtır. Ġlk tüpte 0.5 mL 

süpernatant 1.5 mL %20 TCA (w/v) ile karıĢtırılmıĢtır. Ġkinci tüpte ise 0.5 mL 

süpernatant 1.5 mL %0.5 TBA içeren %20 TCA (w/v) ile karıĢtırılmıĢtır. 

Örnekler 30 dk boyunca su banyosunda kaynatılmıĢtır. Buz banyosunda 

soğutulduktan sonra oda sıcaklığına gelmesi için bırakılmıĢtır. Örneklerin 532 ve 

600 nm dalga boyunda absorbansları spektrofotometrede ölçülmüĢtür. Deneyler 

dört tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Sonuçlar, E= E’532-E’600 denklemi üzerinden 

hesaplanmıĢtır. 
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 In vitro Antimikrobiyal Aktivite Testi 2.2.8

Fitosentez yöntemiyle sentezlenen gümüĢ nanopartikülünün antimikrobiyal 

aktivitesini belirlemek için, Verticillium dahliae izolatları (Vd11) 25 °C’de 21 

gün inkübe edilerek gençleĢtirilmiĢtir. Tekrardan hazırlanan PDA ortamı petri 

kaplarına aktarılmadan önce 15mL AgNP sıvı haldeki PDA ortamının içine 

dökülerek karıĢtırılmıĢ ardından petri kaplarına aktarılarak bir gece oda 

sıcaklığında bekletilmiĢtir. Ertesi gün genç kültürden delgeçler yardımıyla 1cm 

çapında parçalar çıkarılarak petri kaplarının ortasına koyulmuĢ 14 gün süre ile 

25 C°’de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 İstatistiksel Analizler 2.2.9

Pamuk bitkilerinde yapılan çeĢitli analizlerden elde edilen verilerin standart hata 

değerlerinin belirlenmesi ve ortalamalar arasındaki farklılıkların 

değerlendirilmesi için ―Statical Package for Social Sciences (SPSS for Windows 

24.0)‖ programı kullanılmıĢtır. Ortalamalar arasındaki farklılıkların 

değerlendirilmesi p<0.05 önemlilik derecesinde Tukey HSD testleri ile 

yapılmıĢtır.  
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3      BULGULAR 

  Nanopartikül Karakterizasyonu  3.1

GümüĢ nanopartikülü, defne (Laurus nobilis) bitkisi ekstraktları kullanılarak 

sentezlenmiĢtir. Spektrofotometrik ölçümlere göre, en yüksek pik değerleri 400 

ve 435 nm arasında elde edilmiĢtir (ġekil 3.1.1). FT-IR analizi sonuçlarına göre 

absorbanslardaki kaymalar bağ değiĢikliğinin göstergeleridir. 3500-3000 

aralığında yapılan okumalarda nanopartikülde absorbans azalması OH bağlarının 

ayrıldığına iĢaret etmekte ve oluĢan C-O bağları 1250-1000 arasındaki absorbans 

değiĢikliğini açıklamaktadır. (ġekil 3.1.2). Nanopartikül için yapılan Zeta sizer 

analizinin sonuçlarına göre ise nanopartikül büyüklüğü 180 nm ve yükü -11 mV 

olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 3.1.3 ve ġekil 3.1.4). 

 

 

ġekil 3.1.1. Sentezlenen AgNP nanopartikülünün spektrofotometrik sonuçları 
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ġekil 3.1.2. Sentezlenen AgNP nanopartikülünün FT-IR sonuçları 

 

ġekil 3.1.3.  Sentezlenen AgNP nanopartikülünün Zeta-sizer sonuçları 
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ġekil 3.1.4. AgNP nanopartikülünün Zeta Potential sonuçları 

 Fotosentetik Verim (Fv/Fm) Belirlenmesi 3.2

Fotosistem II’de ıĢığın maksimum absrobsiyonu ile Fv/Fm oranı doğru 

orantılıdır. Bitkiler biyotik veya abiyotik stres koĢullarına maruz kaldıklarında 

Fv/Fm oranında genellikle düĢüĢ gözlenir.  

Kurulan sera denemesinde kontrol, Verticillium dahliae ile inoküle edilmiĢ, 

AgNP ve fungusit uygulanmıĢ grupların fotosentetik verimleri AgNP 

uygulamasından 34 gün sonra fotosentetik verim analizörü (Hansatech, UK) ile 

belirlenmiĢtir. Elde edilen değerler Çizelge 3.2.1’de gösterilmiĢtir. Fv/Fm oranı, 

uygulama ve kontrol grupları arasında önemli bir fark gözlemlenmemiĢtir (ġekil 

3.2.1).  
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ġekil 3.2.1. AgNP ve Verticillium dahliae inokülasyonundan 34 gün sonra elde 

ölçülen Fv/Fm oranları. 

Çizelge 3.2.1. AgNP ve Vertcillium dahliae inokülasyonundan 34 gün sonra elde 

ölçülen Fv/Fm oranları. 

 
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 

 

 Yaş ve Kuru Ağırlık 3.3

Fizyolojik denemelerde yaĢ kuru ve kuru ağırlık, kök ve gövde uzunluğu, bitki 

uygulamaların bitki büyüme ve geliĢme üzerindeki etkisi değerlendirme 

açısından önemli parametrelerdir. Bu çalıĢmada Verticillium dahliae ile enfekte 

olmuĢ ve AgNP uygulamasına maruz bırakılmıĢ gruplarda, yaĢ ağırlık ve kuru 

ağırlık ölçümleri yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre Ģekil 3.3.1 de 

gösterildiği gibi Verticillium dahliae uygulamasının yapıldığı kontrol (+) 

grubunun yaĢ ağırlığında; AgNP 125 ppm, AgNP 250 ppm uygulamalarının ve 

fungusit uygulamasının yapıldığı gruplara göre anlamlı farklılık göstermiĢtir. 
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Fungus enfeksiyonu ile bitkide yaĢ ağırlıkta özellikle 250 ppm Ağ uygulamasına 

göre önemli bir azalma (%86.9) belirlenmiĢtir. V. dahliae inoküle edilen pamuk 

bitkilerinde yaĢ ağırlığın 125 ppm AgNP uygulamasına göre %72 oranında daha 

düĢük olduğu, 250 ppm AgNP ve fungusit uygulamalarına göre ise sırasıyla 

%86.9 ve %70.7 oranında daha az yaĢ ağırlığa sahip olduğu görülmüĢtür. YaĢ 

ağırlıkları ölçülen bitkiler, 48 saat boyunca 65 
o
C

 
sıcaklıkta kurumaya bırakılmıĢ 

ve ağırlıkları tekrar tartıldığında, gruplar arasında kuru ağırlıklar bakımından 

anlamlı bir fark gözlemlenmemiĢtir (ġekil 3.3.1 ve Çizelge 3.3.1.). 

 

ġekil 3.3.1. Enfeksiyon sonrası AgNP uygulamasının, deneme grupları üzerinde 

yaĢ ve kuru ağırlığa olan etkisi. 
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Çizelge 3.3.1. Enfeksiyon sonrası AgNP uygulamasının, deneme grupları 

üzerinde yaĢ ve kuru ağırlığa olan etkisi. 

  

YaĢ Ağırlık±SH 

 

Kuru Ağırlık±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 

  
 

 

   

 Kök ve Gövde Uzunlukları 3.4

Fizyolojik olarak değerlendirilmek üzere Verticillium dahliae ve AgNP 

uygulaması yapılan grupların kök ve gövde uzunlukları ölçülmüĢtür, elde edilen 

veriler ġekil 3.4.1. ve Çizelge 3.4.1. de gösterilmiĢtir. Bu sonuçlara göre; gruplar 

arasında kök uzunlukları bakımından anlamlı bir fark olmadığı belirtilmiĢtir. 

Gövde uzunlukları değerlendirildiğinde V. dahliae inoküle edilen pamuk 

bitkilerinde diğer gruplara göre daha kısa gövde geliĢimi belirlenmiĢtir. 

Fungusla enfekte olan bitkilerin, 250 ppm ve 500 ppm AgNP, kontrol ve 

Fungusit uygulamaları grupları ile gövde uzunluğu açısından anlamlı farklılık 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Elde edilen verilere göre (ġekil 3.4.1.) V. dahliae 

inoküle edilen pamuk bitkilerinde 250 ppm ve 500 ppm AgNP, kontrol ve 

Fungusit uygulamaları gruplarına göre gövde uzunluğunun sırasıyla %34, %30, 

%25 ve %49 oranında azaldığı belirlenmiĢtir.  
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ġekil 3.4.1. Enfekte olan gruplarda AgNP ve fungusit uygulamasının kök ve 

gövde uzunluğuna olan etkisi 

Çizelge 3.4.1. Enfekte olan gruplarda AgNP ve fungusit uygulamasının kök ve 

gövde uzunluğuna olan etkisi 

 Kök Uzunluğu Gövde Uzunluğu 

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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 Fotosentetik Pigment İçeriği Analizleri  3.5

 Klorofil a Miktarı 3.5.1

Pamuk bitkisi deney gruplarına ait klorofil a sonuçları ġekil. 3.4.1.1 ve Çizelge 

3.4.1.1 de gösterilmiĢtir. Onuçlar değerlendirildiğinde, en yüksek klorofil a 

miktarınının 125 ppm AgNP uygulanan grupta olduğu belirlenmiĢtir. Bu gruba 

göre, kontrol, fungusit ve 250 ppm AgNP uygulanan gruplarda sırasıyla 

%37,%26 ve %26 oranında düĢük olduğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.4.1.1  Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

klorofil a miktarları   
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Çizelge. 3.4.1.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan 

grupların klorofil a miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ġstatistik olarak  

p<0.05 düzeyinde önemli farklılık 

 Klorofil b Miktarları 3.5.2

Pamuk bitkisinde klorofil b miktarına iliĢkin bulgular ġekil 3.4.2.1 ve Çizelge 

3.4.2.1’de gösterilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre; en düĢük klorofil b miktarı 

125 ppm AgNP uygulaması yapılan grupta belilenmiĢtir. Bu grubun kl b miktarı, 

V. dahliae ile enfekte gruba ve fungusit uygulanan bitkilere göre sırasıyla %52 

ve %49 daha düĢük bulunmuĢtur.  

 

ġekil 3.4.2.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

klorofil b miktarları 
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 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 
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Çizelge 3.5.2.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

klorofil b miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Total Klorofil Miktarı 3.5.3

Pamuk bitkisiyle kurulan denemede elde edilen total klorofil miktarını gösteren 

sonuçlar ġekil 3.4.3.1 ve Çizelge 3.4.3.1 de belirtilmiĢtir. V. dahliae ile 

enfeksiyonu, 125 ppm AgNP ve Fungusit uygulamasının kontrol grubuna göre 

total klorofil miktarında sırasıyla %47, %42 ve %48 oranında artıĢa neden 

olduğu belirlenmiĢtir (p<0.05)  

 

ġekil 3.4.3.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

total klorofil miktarları  
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 Klorofil b Miktarları±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 

  

 

a 
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Çizelge 3.4.3.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

total klorofil  iktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Karotenoid Miktarı 3.5.4

Pamuk bitkilerinin total karatenoid miktarları Çizelge 3.4.4.1 ve ġekil 3.4.4.1’de 

gösterilmiĢtir. Elde edilen verilere göre, pamuk fidelerinin V. dahliae ile 

enfeksiyonu total karatenoid miktarında önemli bir artıĢa neden olmuĢtur. 

Karotenoid miktarındaki istatistiki olarak anlamlı fark oluĢturan bu artıĢ kontrol, 

125 ppm ve 250 ppm AgNP uygulama gruplarına göre sırasıyla %54, %51 ve 

%51 oranında gerçekleĢmiĢtir.  

 

ġekil 3.5.4.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

karatenoid miktarları. 
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 Total Klorofil Miktarları±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 
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Çizelge 3.5.4.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

karatenoid miktarları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Klorofil a/b Oranları 3.5.5

Pamuk bitkilerinin klorofil a/b oranları ġekil 3.4.5.1 ve Çizelge 3.4.5.1’de 

gösterilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre en yüksek klorofil a/b oranı 125 ppm 

AgNP uygulanan grupta belirlenmiĢtir. Pamuk fideleri yapraklarında kontrol ve 

diğer uygulama grupları arasında istatistiksel anlamda önemli fark 

belirlenmemiĢtir.  

 

ġekil 3.5.5.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

klorofil a/b oranı 
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 Karotenoid Miktarları±SH 

  

Kontrol  1,3470±0,22674 

 

V. dahliae 2,9375±0,31166 

 

AgNP 125 ppm 1,4455±0,36280 

 

AgNP 250 ppm 1,4321±0,11661 

 

AgNP 500 ppm 1,6957±0,13791 

 

Fungusit 2,5782±0,32775 
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Çizelge 3.5.5.1 Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

klorofil a/b oranı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Hidrojen Peroksit Miktarı 3.6

Abiyotik veya biyotik stres faktörlerinin etkisiyle bitkilerde reaktif oksijen 

türleri (ROS) açığa çıkabilir. OluĢan bu ROS türevleri bitki hücresi bütünlüğüne 

zarar vererek ve biyotik veya abiyotik stress koĢullarının devamı halinde bitkinin 

ölümüne yol açabilir. Verticillium dahliae fungusunun pamuk bitkisinde iletim 

demetlerini tıkamasıyla, bitkide metabolik aktivitenin bozulması toksik reaktif 

oksijen türü olan H2O2 miktarının artmasına neden dolayısyla oksidatif strese 

neden olmuĢtur. Elde edilen verilere göre kontrol grubuna göre bitkinin fungusla 

enfeksiyonu ve fungusit uygulamaları yapılan gruplarda H2O2 miktarı sırasıyla 

%70 ve %52 oranında artıĢ göstermiĢtir (ġekil 3.6.1. ve Çizelge 3.6.1) 

 

 Klorofil a/b miktarları±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 
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ġekil 3.6.1. Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

H2O2  miktarları 

Çizelge 3.6.1. Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

H2O2 miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Lipid Peroksidasyonu Miktarı 3.7

Abiyotik ve biyotik stres faktörleri sonucu ortaya çıkan ROS’leri bitkilerde 

membran yapısındaki doymamıĢ yağ asitlerinin yükseltgenmesine neden olarak, 

lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarına neden olmaktadırlar. Lipit 

peroksidasyonu sonucu açığa çıkan yan ürünlerden biri olan malondialdehit 

(MDA) miktarının belirlenmesi, oksidatif stres sonucu membran bütünlüğünde 

oluĢan hasar hakkında önemli bilgi sunmaktadır. Pamuk fidelerinde, uygulama 

grupları arasında en yüksek MDA miktarları dolayısıyla lipid peroksidasyon 

0

1

2

3

KONTROL V.dahliae AgNP 125 AgNP 250 AgNP 500 FUNGUSİT

H
2
O

2 
  İ

çe
ri

ği
 (

µ
m

o
l-1

 T
A

) 

a a a 
a 

b 
b 

 H2O2 miktarları±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 
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oranı V. dahliae fungusu ile enfeksiyon ve fungusit uygumaları yapılan 

gruplarda belirlenmiĢtir (ġekil. 3. 7.1. ve Çizelge 3. 7.1). Elde edilen bulgulara 

göre fungus enfeksiyonu; kontrol, 125 ppm, 250 ppm ve 500 ppm AgNP 

uygulamalarına MDA miktarında sırasıyla %39, %64, %45 ve %42 oranında 

artıĢa neden olmuĢtur.  

 

ġekil. 3.7.1. Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

MDA miktarları 

Çizelge 3.7.1. Enfeksiyon sonrası pamuk bitkisinde uygulama yapılan grupların 

MDA Miktarları 
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 MDA miktarları±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 

a 



36 
 

 

 In vitro Antimikrobiyal Aktivite  3.8

Kurulan antimikrobiyal aktivite testinde kontrol herhangi bir uygulama 

yapılmayan ve 500 ppm AgNP uygulaması yapılan Verticillium dahliae 

kültürleri 14 gün boyunca inkübasyona bırakıldıktan sonra, ortamda misel 

geliĢimi 2 boyutta (uzunluk ve geniĢlik) ölçümler ile belirlenmiĢtir. Elde edilen 

verilere göre kontrol grubunda misel geliĢimi görülen bölgenin uzunluğu 

ortalama 4.8 cm, geniĢliği ise ortalama 6.4 cm olarak belirlenmiĢtir. AgNP ilave 

edilen ortama inoküle edilen Verticillium dahliae kültüründe ise misel geliĢen 

bölgenin ortalama uzunluğu 2.75 cm, ve geniĢliği ise 2.75 cm olarak 

ölçülmüĢtür. Sonuçlar AgNP uygulamasının misel geliĢimini engelediğini ortaya 

koymaktadır. 

                   

 

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kontrol (-)  AgNP uygulaması  
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4  SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

Nanopartiküller, bitki büyüme düzenleyicisi, fotosentetik verim arttırma, 

gübreleme, antioksidan aktiviteleri, bitki koruma ajanları olma özellikleriyle 

tarımda kullanım potansiyeli göstermektedirler.  Nanoteknolojide son 20 yılda 

gerçekleĢen bu hızlı geliĢme ve ticari olarak kullanımının yaygınlaĢması, 

toksisite konusunda endiĢelere neden olmuĢtur. Fiziksel yöntemlerle elde edilen 

nanopartilüllerin, sentez süresi boyunca çok fazla enerji harcanmasına sebep 

olması, kimyasal yöntemlerle sentezlenen nanopartiküllerin ise stabilizatör ve 

kaplayıcı ajanlar olarak kullanıllan kimyasal maddelerin neden olduğu toksisite 

sorunu ve iki yönteminde yüksek maliyetli olması, biyolojik sentez kavramının 

popülaritesini arttırmıĢtır. Biyolojik sentez yöntemi biyolojik materyaller 

stabilizatör ve kaplayıcı ajan olarak iĢlev görebildiği, toksisite ve maliyet 

açısından avantajlar sağlayabilen yöntemlerdir. Kullanılan organizmalar arasında 

bitkiler, özellikle de yüksek fenolik içeriğe sahip bitkiler biyolojik sentez için en 

çok tercih edilen biyolojik materyallerdir. 

Pamuk bitkisi önemli bir endüstriyel ham maddedir, sadece ülkemizde 2011 

verilerine göre yıllık pamuk üretimi 1 000 000 tondur, dünya çapında ise 

yaklaĢık 200 milyon ton pamuk üretimi yapılmaktadır. Pamuk bitkisinde üretimi 

önemli ölçüde engelleyen bir patojen olan Verticillium dahliae fungusu, bitkide 

iletim elemanlarını tıkayarak su ve besin dolaĢımını engeller ve bu Ģekilde 

solgunluk hastalığına neden olmaktadır. Verticillium dahliae patojeninin pamuk 

dıĢında, ticari öneme sahip 400 farklı bitki türünde solgunluk hastalığına neden 

olduğu bilinmektedir. Bu patojenin kimyasal veya geleneksel yöntemlerle 

bilinen bir mücade yöntemi bulunmamaktadır. 

Nanoteknolojinin geliĢmesiyle beraber ziraai alanda patojenik hastalıklara karĢı 

mücadelede nanogümüĢün kullanımı oldukça yaygınlaĢmıĢ ve literatürde 

fitopatojenlere karĢı gümüĢ nanopartiküllerin etkisinin rapor edildiği bir çok 

çalıĢma yer almıĢtır (Mahdizadeh vd., 2015; Kim vd., 2012). 

Bu tez çalıĢmasında Laurus nobilis (defne) bitkisi kullanılarak yeĢil sentez 

yoluyla elde edilen gümüĢ nanopartikülünün, pamuk bitkisinde solgunluk 
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hastalığına neden olan Verticillium dahliae fungusu üzerindeki etkisi 

araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada; In vivo ve in vitro antifungal aktivite denemesi 

gerçekleĢtirilmiĢ, pamuk bitkisinde enfeksiyon sonrası morfolojik değiĢimleri 

gözlemlenmiĢ, fotosentetik verim, klorofil içeriği, ROS üretimi ve lipid 

peroksidasyon düzeyleri araĢtırılmıĢtır.  

Sentezlenen gümüĢ nanopartikülün karakterizasyonu için FT-IR, 

spectrofotometrik analiz, Zeta sizer ve Zeta potansiyel analizleri yapılmıĢtır. 

Yapılan spectrofotometrik ölçüme göre gümüĢün karakteristik olan 400 ile 435 

nm dalga boyu arasındaki pik sentezlenen gümüĢün liteartürde belirtilen tipik 

plazmon rezonans aralığına sahip olduğu belirlenmiĢtir. Yapılan FT-IR analizi 

sonuçları, defne bitkisinden gelen bitki bileĢenlerinin ve fenolik maddelerin 

sentez sırasında Ag iyonları için stabilizatör ve kaplayıcı ajan olarak görev 

yaptığı nanopartikül yapısına katıldığını göstermiĢtir. NanogümüĢün boyut ve 

elektron yükünü belirlemek için yapılan ZETA analizine göre, sentezlenen 

gümüĢ nanopartikülünün 180 nm boyuta sahip olduğu ve partikül yükünün -

11mV olduğu belirlenmiĢtir, partikül yükünün 0 (sıfır) değerinden + veya – yöne 

doğru uzaklaĢması partiküller arasındaki aglomerasyonun en aza indirgenmesi 

için önemli bir değerdir. Bitki tarafından nanopartikülün alınımı, dağıtımı ve 

birikimi konusundaki en önemli faktör partikül boyutudur. Literatürde 

nanopartiküllerin’lerin alınımı taĢınımı ve birikimi ile ilgili çok daha az 

araĢtırma yapılmıĢtır. Nanomateryaller bitkilerde kök ve yapraklardan absorbe 

edilebilir. Bu çalıĢmada yapraktan sprey Ģeklinde uygulanan AgNP lerin 

stomalardan bitkiye giriĢinin gerçeklemesi olasıdır. Yapraktan gerçekleĢen 

alınımda ise yaprak stomaları aracılığı ile içeri alınım gerçekleĢir ve yaprak 

vasküler sistemine giriĢ yaptıktan sonra floem aracılığıyla diğer bölümlere 

taĢınır. Kök epidermisine ve endodermine nüfüz ederek ksilem yolu ile diğer 

organlara taĢınabilirler. Hücresel nüfüz en çok kabul edilen alım modu olsa da 

nanopartiküllerin kesin olarak alım mekanizması tamamen anlaĢılamamıĢtır 

(Siqqiuidi ve El Wahibi; 2015). Nanopartiküller küçük boyutlarda düĢüldüğünde 

por boyutu (2-20nm) arasında olan hücre hücre çeperinden nüfüzu 

gerçekleĢebilir fakat bu por boyutu 20 nm’den büyük NP’lerin geçiĢi için 

sınırlayıcı olabilir (Siqqiuidi ve El Wahibi; 2015).  
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AgNP ve Verticillium dahliae fungusunun pamuk bitkisinde kök, gövde, yaĢ 

ağırlık ve kuru ağırlık ölçümleri yapılmıĢ elde edilen sonuçlara göre, yaĢ ağırlık 

Verticillium dahliae enfeksiyonu bitkide yaĢ ağırlık ve gövde uzunluğunda 

azalmaya neden olmuĢtur. Yüksek konsantrasyonlarda uygulanan (500 ppm) 

AgNP ise gümüĢ nanopartikülünün pamuk bitkisinde belirli konsantrasyonlarda 

bitki biyokütle artıĢına sinde pozitif etkisi olduğunu, bitkide kök ve gövde boyu 

değiĢimine olumsuz etkisi olamdığını göstermektedir. Buğday bitkisinde 

gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada 0, 25, 50, 75 ve 100 ppm konsantrasyonlarda 

AgNP uygulaması gerçekleĢtirmiĢ ve 75 ppm konsantrasyona kadar bitki yaĢ 

ağırlığında artıĢ gözlemlenmiĢ ancak 100 ppm AgNP uygulamasında bitki yaĢ 

ağırlığında negatif bir etki gözlemlemiĢlerdir (Iqbal vd. 2017). Literatürde 

benzer Ģekilde gümüĢ nanopartikül uygulamasının belirli konsantrasyonlarda 

bitki biyokütlesini olumlu etkilediğini yüksek konsantrasyonlarda ise bitki 

geliĢimine ket vurabildiği Ģeklinde raporlar bulunmasına karĢın bu çalıĢmada 

uygulanan 500 ppm konsantrasyonun dahi büyüme geliĢmeye negatif 

etkilememesi, gümüĢ NP’ün defne ekstraktları kullanılarak yapılan yeĢil sentezi 

ile iliĢkilendirilebilir. Bulgularımızla paralel Ģekilde buğday bitkisinde yapılan 

baĢka bir çalıĢmada’da 50 ve 75 ppm AgNP uygulamasının kontrol grubuna 

kıyasla bu iki grup arasında anlamlı bir kuru ağırlık farklı olmadığını 

gözlemlemiĢlerdir (Pallavi vd. 2016).  

Fotosistem II tarafından 680 nm dalgaboylu ıĢığın maksimum etkinliğini 

gösteren Fv/Fm oranı bitkilerde stress koĢullarına bağlı olarak değiĢim 

gösterebilmektedir. Elde ettiğimiz Fv/Fm sonuçlarına göre; gruplar arasında 

Fv/Fm oranı bakımından anlamlı bir fark gözlemlenmemiĢtir. Verticillium 

dahliae fungusunun neden olduğu solgunluk hastalığının ilk aĢamalarında 

morfolojik olarak tespitinin zor olduğu bilinmektedir. Hastalık ilk etapta ancak 

gövde boyuna kesitinde görülebilen iletim demeti karartılarıyla anlaĢılabilir ve 

yapraklardaki etkisi ancak 2. Hasat döneminden sonra ortaya çıkmaktadır. 

Uygulanan gümüĢ nanopartikülüde Fv/Fm oranı üzerinde negatif bir etki 

göstermemiĢtir. Bu veriler, Jang vd. (2012) yılında   Spirodela polyrhiza bitkisi 

Fv/Fm oranı üzerinde AgNP’lerin etkisini ortaya koydukları raporlarıyla 

pareleldir.  
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Enfeksiyon sonrası gruplardaki klorofil miktarları arasındaki farklılıkları 

belirlemek amacıyla gerçekleĢtirilen klorofil analizleri sonuçlarına göre göre 

klorofil a miktarlarına bakıldığında 125 ppm AgNP uygulamasının olduğu 

grubun, kontrol ve fungusit uygulamasının olduğu gruplara göre anlamlı Ģekilde 

artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir, benzer Ģekilde Jiang vd (2012) yılında yaptıkları 

çalıĢmada AgNP uygulamasının konsantrasyon miktarındaki artıĢına bağlı olarak 

klorofil a miktarında azalmaya neden olduğunu rapor etmiĢlerdir (Jiang vd, 

2012). Klorofil b miktarı verilerine bakıldığında kontrol grubunun diğer gruplara 

göre anlamlı bir fark göstermediği, ancak Verticillium dahliae ve fungusit 

uygulamasının yapıldığı gruplarının klorofil b miktarları, AgNP 125 ppm 

uygulamasına göre anlamlı Ģekilde bir artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir. Stress 

koĢulları altında bitkilerde klorofil a’nın 2. halkasındaki metil grubu 

oksitlenebilir ve klorofil a klorofil b’ye dönüĢebilir. Bu durum stresse maruz 

kalmıĢ bitkide klorofil b miktarında artıĢa sebep olmaktadır (Chettri vd, 1998; 

Lichtenthaler vd., 1990). Klorofil a/b oranına bakıldığında sadece 125 ppm 

AgNP uygulamasının diğer gruplara göre farklılık gösterdiği, diğer 5 grup 

arasında anlamlı bir fark olmadığı görülmektedir. Total karatenoid miktarı 

sonuçlarına bakıldığında ise Verticillium dahliae ve fungusit uygulamasının 

bulunduğu grupların, kontrol, AgNP 125 ppm ve AgNP 250 ppm 

uygulamalarına oranla yüksek karatenoid içeriğine sahip olduğunu 

görülmektedir. Bu durum biyotik stresse maruz kalmıĢ olan bu iki grubun 

antioksidant görevi gören karatenoid (Yılmaz, 2010) miktarındaki artıĢı 

açıklamaktadır. Total klorofil miktarı verilerine göre kontrol grubunun diğer 5 

gruba göre farklılık gösterdiği, bu 5 grubun total klorofil miktarındaki artıĢın 

klorofil a’nın b’ye oksitlenmesi ve klorofil a sentezinin devam etmesinden 

kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

Bitkiler kısa süreli biyotik ve abiyotik stresse maruz kaldıklarında oluĢan ROS 

türevlerinin oluĢturacağı zararları kendi antioksidant kapasiteleriyle 

engelleyebilirler, uzun süreli stress koĢulları altında ROS türevlerinin artıĢı; 

membran yapısında peroksidasyonlara, zararlı aldehitlerin özellikle 

malondialdehit (MDA) ortaya çıkmasına ve protein, lipid, nükleik asitlere zarar 

görmesine neden olurlar (Edreva 2005). Bu çalıĢmada Verticillium dahliae 

fungusunun ve yeĢil sentez yöntemiyle elde edilen AgNP’nin pamuk bitkiside 
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neden olduğu oksidatif stress etkisini belirlemek amacıyla patojen kaynaklı 

uyartılarda bitkilerde ilk oluĢan reaktif oksijen molekül olarak bilinen H2O2 

(Levine vd. 1994; Breusegem ve Dat 2006) miktarları ve dolaylı olarak meydana 

gelen lipid peroksidasyonu sonucu oluĢacak olan malondialdehit (MDA) 

seviyesi ölçümleri yapılmıĢtır. Elde edilen verilere göre kontrol ve 3 farklı 

AgNP uygulamasının olduğu grupların arasında anlamlı bir fark olmadığı, ancak 

bu grupların Verticillium dahliae ve fungusit uygulamalarının olduğu gruplara 

göre anlamlı fark gösterdiği belirlenmiĢtir. Verticillium dahliae bitkiler 

tarafından biyotik stres faktörü olarak algılandığı ve be nedenle bitkide H2O2 

oluĢumunun tetiklenmesi mümkündür. Bu durum 125, 250, 500 ppm AgNP 

uygulamasının yapıldığı gruplarda Verticillium dahliae patojenine karĢı 

antifungal aktivitenin olduğunu ve AgNP’nin bitki üzerinde ağır metal stresine 

neden olmadığını kanıtlar niteliktedir. Denemede gruplarda MDA seviyelerine 

bakıldığında ise H2O2 miktarları ile paralel bir grafik ortaya çıkmıĢtır, enfekte ve 

fungusit uygulama gruplarındaki H2O2 artıĢının devamlılığı membrandaki 

lipidlerin peroksidasyonuna sebep olarak MDA seviyesinde artıĢa sebep olabilir. 

AgNP uygulamalarının olduğu gruplar ve kontrol grubu MDA seviyeleri 

arasındaki paralellik AgNP’nin patojen zararını engellediği sonucuna iĢaret 

edebilir. Benzer Ģekilde Tani vd. (2018)’da yaptıkları çalıĢmada Verticillium 

dahliae fungusunun patlıcan bitkisi üzerindeki fizyolojik etkilerini inceledikleri 

çalıĢmalarında Verticillium dahliae ile enfekte olan bitkilerin H2O2 ve MDA 

seviyelerinin artıĢını gözlemlemiĢlerdir. 

In vitro antimikrobiyal aktivite denemesi sonuçlarına göre, yeĢil sentez 

yöntemiyle elde edilen AgNP’nin Verticillium dahliae misel geliĢimini inhibe 

edebildiği sonucuna varılmıĢtır. Benzer Ģekilde, 180 ppm ve daha yüksek 

konsantrasyonlardaki AgNP uygulamalarıyla fitopatojenik Phomopsis sp. 

fungusu geliĢiminin önemli ölçüde azaldığı in vitro denemelerde saptanmıĢtır 

(Mendes vd. 2014).  

Bu tez çalıĢmasında elde edilen veriler ve yapılan karĢılaĢtırılmalar göz önüne 

alındığında Laurus nobilis ekstraktlarından yeĢil sentez yöntemiyle elde edilen 

AgNP’nin Verticillium dahliae fungusunun neden olduğu solgunluk hastalığına 

karĢı mücadelede 125, 250 ve 500 ppm konsantrasyonlarda uygulama yapılmıĢ 
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ve hastalığın geliĢiminin engellendiği hem in vitro çalıĢmada hem de sera 

denemelerinde açıkça görülmüĢtür. Ayrıca, uygulanan gümüĢ nanopartikülünün 

pamuk bitkisinde toksik bir etkiye neden olmadığı belirlenmiĢtir. Yapılan tüm 

denemeler sonucunda, solgunluk hastalığına karĢı mücadelede alternatif bir yol 

olarak AgNP kulanımı önerilebilir. Ancak nanopartikülün karakteristik 

özelliklerinin ve uygulama miktarının, toksisite ile bitki koruma arasındaki 

sınırları oluĢturduğu göz önünde tutulmalıdır.    
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