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Aspir (Carthamus tinctorius L.) diinyanin bir¢ok yerinde tarimi yapilan kurak ve yart kurak
bolgelerde de yetigebilen yagli tohumlu bir bitkidir. Bitkiler i¢in temel besin elementi olan bor (B) un asir1
alim1 bor stresine yol agmaktadir. Bor toksisitesi, aspir bitkisinin gelisimini ve verimini olumsuz etkileyen
bagslica abiyotik stres faktorlerinden biridir. Bu ¢aligmada, ¢evre dostu ve hizli bir yontem olan mikrodalga
destekli yesil sentez yaklagimi kullanilarak aspir bitkisinden giimiis nanopartikiil (Ag NP) sentezlenmistir.
Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu; UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi, Taramali
Transmisyon Elektron Mikroskobu (STEM), Enerji Dagilimli X-15m1 Spektroskopisi (EDX), Fourier
Déniisiimlii Kiziltesi Spektrofotometresi (FTIR), Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-
MS), Zeta Potansiyeli ve X-1s1n1 Kirinimi (XRD) ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, Dinger ve Kog42
isimli iki aspir genotipi kullanilarak B stresi ve Ag NP uygulamasi sonucu meydana gelen morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal yanitlar degerlendirilmistir. Bitki genotiplerine 50 ppm Ag NP ve 2, 4 ve § mM
olmak iizere farkli B konsantrasyonlari uygulanarak toplam 16 deney grubu olusturulmustur. Deney sonucu
elde edilen veriler, Ag NP ve artan B konsantrasyonlarinin aspir bitkisinin gelisimi {izerine etkilerini ortaya
koymustur. Artan konsantrasyonlarda B uygulamalari bitki nispi su (RWC) igeriginin azalmasina, toplam
klorofil ve toplam karotenoid miktarlarinda kayiplara, fotosentetik aktivitenin diigmesine ve yapraklarda
H,0; igeriginde artisa neden olarak nekrotik zonlarin olusumunu tetiklemistir. Genotipler stres sirasinda
aciga cikan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye edebilmek icin antioksidan savunma sistemlerini
etkin bir sekilde devreye sokmustur. Klorofil floresansi 6lgiimlerinden elde edilen sonuglarda ise, artan B
dozlarinda fotosistemler hasar gormiis ve fotosentez kapasitesi azalmisken, NP uygulamalarinin, 8mM B
uygulamasina kadar bitkinin fotosentetik aparatlarin1 korumak icin katki sagladigi belirlenmistir. Elde
edilen tim veriler birlikte degerlendirildiginde Kog42 ¢esidi B toksisitesine daha toleransli olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismanin bulgular1; uygulanan NP konsantrasyonu, NP uygulama siiresi, bitki genotipi,
uygulama yapilan bitki organ1 ve ayrica bitkiye NP uygulama seklinin de tarimsal bitkilerde NP
uygulamalarina bagl olusacak yanitlar1 6nemli 6l¢iide degistirebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aspir (Carthamus tinctorius L.), Bor Stresi, Giimiis Nanopartikiil, Yesil
Sentez
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Safflower (Carthamus tinctorius L.) is an oilseed plant cultivated in many parts of the world and
can grow in arid and semi-arid regions. Excessive uptake of boron (B), which is an essential nutrient
element for plants, leads to boron toxicity stress. Boron toxicity is one of the major abiotic stress factors
that adversely affect the growth and productivity of safflower. In this study, silver nanoparticles (Ag NP)
were synthesized from safflower using a microwave-assisted green synthesis approach, which is an
environmentally friendly and rapid method. The synthesized nanoparticles were characterized by UV-
Visible Spectrophotometer, Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM), Energy-Dispersive X-
ray Spectroscopy (EDX), Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FTIR), Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), Zeta Potential, and X-ray Diffraction (XRD). In this study, the
morphological, physiological, and biochemical responses induced by boron stress and Ag NP application
were evaluated using two safflower genotypes, namely Dinger and Kog42. A total of 16 experimental
groups were established by applying 50 ppm Ag NP and boron concentrations of 2, 4, and § mM to the
plant genotypes. The data obtained from the experiment revealed the effects of Ag NP and increasing boron
concentrations on the growth of safflower. The application of B at increasing concentrations led to a
reduction in relative water content (RWC), decreases in total chlorophyll and total carotenoid levels, and a
decline in photosynthetic activity, while causing an increase in H»O, content in the leaves, thereby
triggering the formation of necrotic zones. The genotypes effectively activated their antioxidant defense
systems to detoxify the reactive oxygen species (ROS) generated under stress conditions. According to the
results obtained from chlorophyll fluorescence measurements, increasing boron doses caused damage to
the photosystems and reduced photosynthetic capacity, whereas the application of NP contributed to the
protection of the photosynthetic apparatus up to the 8 mM B treatment. When all the data were evaluated
together, the Kog42 genotype was identified as being more tolerant to boron toxicity. The findings of this
study indicate that the applied NP concentration, the duration of NP treatment, the plant genotype, the plant
organ to which NP are applied, and the mode of application can all significantly influence the responses of
agricultural crops to NP treatments.

Keywords: Aspir (Carthamus tinctorius L.), Boron Stress, Silver Nanoparticles, Green
Syntehesis
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1. GIRIS

Bitkilerin biiylime ve gelismesi i¢in gerekli olan ¢evresel kosullarin optimal
araligin disina ¢ikmasi durumu stres olarak adlandirilmaktadir. 1980 yilinda Levitt, stresi
“canli organizmalarda uyarici etki olusturabilen ¢evresel faktor” olarak tanimlamigtir
(Calanca, 2016; Jalil ve Ansari, 2019; Levitt, 1980). Bitkiler hem biyotik hem de abiyotik
stresler olmak tizere iki farkli stres tliriine maruz kalirlar. Son yillarda; kiiresel 1sinma,
antropojenik faaliyetler ve iklim degisikligi gibi ¢evresel faktorlerin artmasiyla birlikte
abiyotik stres kosullar1 da daha sik ve yogun sekilde gozlemlenmektedir (Tanveer ve ark.,
2020).

Bor (B) bitki biiylime ve gelisimi i¢in temel mikro besin elementlerinden biridir.
Bitkilerin tiim gelisim evrelerinde ihtiyag duyulmakla birlikte 6zellikle {ireme
organlarinin gelisimi, ¢igeklenme ve tohum olusumu sirasinda B gereksinimi belirgin
sekilde artmaktadir (Rasheed, 2009; Rerkasem, 1996). Hiicre ¢eperinin biitlinliigiiniin
korunmasi1 ve yapisal stabilitenin saglanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Nejad ve
Etesami, 2020). Bitkilerde B’un optimum konsantrasyon araligi olduk¢a dardir (0,5-2,0
ppm). Bu sinirlarin altindaki degerler B eksikligi, lizerindeki degerler ise B toksisitesi
olarak tanimlanmaktadir (Arslan ve ark., 2022). Bitkilerde B toksisitesi; yaprak
genislemesinin, fotosentetik verimin ve meyve olusumunun azalmasma neden olarak
iiriin verimliligini ciddi sekilde simnirlandirmaktadir (Arslan ve ark., 2022; Day ve ark.,
2017). Ayrica; hiicre ¢eperinin biitlinliigiiniin bozulmasina, metabolik bozukluklulara ve
oksidatif strese neden olarak bir¢ok fizyolojik siireci etkiler. Ozellikle kurak veya yari
kurak bolgelerde toprakta asir1 B birikimi goriiliir. Yiiksek B seviyesine sahip topragi
tyilestirmek zor oldugundan dolayi, bu 6nemli bozuklukla basa ¢ikmak icin uygun
stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Princi ve ark., 2016).

Gilinlimiizde teknolojik 1ilerlemelerle birlikte yayginlasan nanoteknolojik
yaklagimlar, stres kosullarinin bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerini azaltarak
siirdiriilebilir tarim icin Onemli katkilar sunmaktadir (Dilnawaz ve ark., 2023).
Nanopartikiiller (NP); kiigiik boyutlar1, yiiksek ylizey alani-hacim orani ve yiiksek
reaktiviteleri gibi 6zellikleri nedeniyle genis uygulama alanlarina sahiptir (Arruda ve ark.,
2015; Wang ve ark., 2016). NP’ler, bitkiler iizerinde kimyasal, fiziksel ve biyolojik
degisikliklere neden olabilir ve bu degisikler biiylime ve gelisim siireglerini olumlu veya
olumsuz yonde etkileyebilir. Farkli bitki tiirleri {lizerinde yapilan caligmalar, NP

etkilerinin; partikiil boyutu, uygulama konsantrasyonu, kimyasal bilesimi, stabilitesi ve



morfolojik yapis1 gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilecegini ortaya
koymustur (Dilnawaz ve ark., 2023; Rastogi ve ark., 2017).

En yaygin kullanilan nanopartikiillerden biri olan giimiis nanopartikiiller (Ag NP);
antimikrobiyal, antifungal, proliferatif ve biyouyumluluk oOzellikleri nedeniyle bitki
biyoteknolojisinde yogun ilgi gérmektedir (Pulit-Prociak ve Banach, 2016). Ag NP’leri
sentezlemek i¢in kullanilan geleneksel yontemler hem ¢evre hem de insan sagligina zarar
verebilen toksik kimyasallar1 ve pahali fiziksel siire¢leri icermektedir (Hamid ve ark.,
2025). Bitkiler, mikroorganizmalar, algler gibi biyolojik kaynaklari kullanarak yesil
sentez yontemi ile NP eldesi zararsiz etkileri nedeniyle umut vadeden bir yaklasimdir (Jha
ve ark., 2023; Savvidou ve ark., 2024). Tip ve gida endiistrisinin yani sira tarimsal
iiretimde de etkileri giderek artan Ag NP’lerin bitki stresleri tizerindeki etkilerine yonelik
cesitli calismalar yapilmistir (Khalid ve ark., 2022; Igbal ve ark., 2020). Ag NP’ler,
konsantrasyona bagli olarak bitkileri iyilestirici etkiler gosterebilir ancak yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkilere neden olabilir. NP’lerin bitkiye alim ve birikim sekli
toksisite derecesini kritik diizeyde belirler (Yan ve Chen, 2019; Tripathi ve ark., 2024).

Aspir (Carthamus tinctorius L.), cok yonlii kullanim alanlarina sahip énemli bir
bitkidir. Tohumlarindaki yiliksek yag iceriginin yani1 sira flavonoid, fitosteroller,
tokoferoller ve fenolik asitler gibi zengin fitokimyasal maddeler de barindirir. Bitkinin
ciceklerinden elde edilen kartamin ve kartamidin pigmentleri dogal boya yapiminda
kullanilirken neredeyse tiim kisimlar1 tibbi amaglar icin degerlendirilebilir. Aspir,
kuraklik, soguk ve tuzluluk gibi streslere dayanikli bir bitkidir (Chang ve ark., 2025;
Golkar, 2018; Hussain ve ark., 2016; Manvelian ve ark., 2021).

Bu tez ¢alismasinda, B stresine maruz kalan aspir bitkisinin (Carthamus tinctorius
L.) iki farkl1 genotipi (Dinger ve Kog¢42) lizerinde yapilan Ag NP uygulamalarinin etkileri
incelenmistir. B stresinin ve Ag NP’lerin aspir ¢esitlerinde biliylime parametreleri,
pigment, membran peroksidasyonu, prolin ve H>O: igerigi, fotosentez parametreleri ve

antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Aspir (Carthamus tinctorius L.) Bitkisi

Eski ¢aglardan beri yetistirilen aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢igekli bitkilerin
en biiylik familyas1 olan Asteraceae (Papatyagiller) familyasina ait yagl tohumlu bir
bitkidir (Singh ve Nimbkar, 2007). Carthamus cinsi 10, 11, 12, 22 ve 32 ¢ift kromozoma
sahip yaklasik 25 tiir ve alt tiir icermektedir (Cizelge 1.1). Bu tiirler arasinda 2n = 24
kromozom sayisina sahip olan C. tinctorius ticari olarak yetistirilen en yaygin tiirdiir
(Singh ve Nimbkar, 2016; Yesilyurt ve ark., 2020). Genel olarak aspir ismiyle bilinen
bitkinin sahte safran, devedikeni safrani, haspir, kusum, honghua gibi isimleri de

bulunmaktadir (Li Dajue ve Miindel, 1996; Gautam ve ark., 2014).

Cizelge 1.1. Carthamus tinctorius L. Tiirlinlin Sistematigi

Alem Planiac
Bolim Magnoliophvia
Sumf Maenoliopsida
Takum Asterales
Familya Asieraceae
Cins Carthamus L.
Tiir Carthamus tinctorius L.

Aspir bitkisi, dikenli ve dikensiz olmak iizere iki formu bulunan, tek yillik bir
uzun giin bitkisi olarak siniflandirilir (Emongor ve Oagile, 2017; Gautam ve ark., 2014).
Cimlenme siiresi sicakliga bagli olarak 3-8 giin arasinda degisir ve bu siireci rozet asamast
takip eder. Rozet agsamasi, aspir bitkisinin ana fenolojik asamalarindan biri olarak kabul
edilir. Bu asamada; zemin seviyesine yakin ¢cok sayida yaprak tretilir, gliclii kokler gelisir
ve bitki topragin derinliklerine niifuz etmeye baslar (Li Dajue ve Miindel, 1996). Bu
asamadan sonra gdvde hizla uzar ve dallanir. Govde dik, silindirik yapida yiizeyi
plirlizsiiz ve tilysiizdiir. Koke yakin olan kism1 daha kalin olup yukariya dogru incelir.
Yapraklar koyu yesil renkte, sapsiz, tiiysiiz, oval veya oval-mizrak seklindedir. Orta
damar1 belirgin olan yapraklar, govde tlizerinde alternath bir dizilim ve pennat
damarlanma yapisi gosterir (Emongor ve Oagile, 2017; Smith, 1996; Zhou ve ark., 2014).
Bitki, birincil, ikincil ve ti¢linciil dallara sahip olup her dal, yesil oval braktelerden olusan

involukrum ile ¢evrili sar1, turuncu veya kirmizi renkli kapitulumlarla sonlanir (Sekil 2.1).



Dis brakteler ayrik, yaprak seklinde ve bazen dikenlidir. i¢ brakteler ise birlesik, oval ve
genellikle kisa beyaz tiiylerle kaplidir. Konik yapili involukrumun iist kisminda, ¢icek tag
tiiplerinin ¢iktig1 kiiclik bir apikal agiklik bulunur. Reseptakiil (¢icek tablasi), diiz ve genis
bir yap1 olup yogun bir sekilde ¢igek brakteleri ile kaplidir. Bu yapi tizerinde diizenli bir
dizilim sergileyen ¢ok sayida c¢icek bulunmaktadir. Aspir bitkisinin ¢igeklenme donemi
yaklasik bir ay siirer. {1k olarak birincil kapituluma bagh dallar ¢icek agar, ardindan ikincil
ve tglncil kapitulumlarin ¢igceklenmesi gergeklesir (Singh ve Nimbkar, 2007; Smith,
1996). Aspir cigeginin rengi, ¢igeklenme siireci boyunca genellikle gecis halindedir. En
yaygin fenotipte, cicek tomurcugunun agilmasinin ardindan tag¢ yapraklari; erken
cigeklenme evresinde sari, tam cigceklenme evresinde turuncu ve son ¢i¢eklenme
evresinde kirmizi renge doniismektedir (Yan ve ark., 2022). Bitki, her biri 0.01 ile 0.444
g agirhiginda olan, beyaz, parlak ve piiriizsiiz yapiya sahip kalin perikarp igeren aken adi
verilen meyvelere sahiptir (Emongor ve Oagile, 2017; Gautam ve ark., 2014). 2-3 m
derinlige kadar biiyiliyebilen kazik kok sistemi sayesinde toprak derinliklerinde bulunan
besin veya neme kolaylikla ulasabilmektedir. Ayrica kazik kok sistemi sayesinde kurak

ve yari-kurak topraklarda da yetisebilmektedir (Isigigiir ve ark., 1995).

Sekil 2.1. Aspir bitkisinin ¢esitli ¢cicek morfolojisi gortintiisii (Yan ve ark., 2022)

Aspir farkli ¢evre kosullarina uyum saglayabilmesi nedeniyle diinyanin
bircok yerinde yetistirilmektedir (Hussain ve ark., 2016). Aspir tohumu Tiirkiye,

Kazakistan, Rusya, Meksika, Hindistan, Cin ve Amerika Birlesik Devletleri’nde iiretilip



tiiketilmekte ve diinya ¢apinda dagitimi yapilmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii’niin (FAO) 2023 verilerine gére; Tiirkiye’de 32.130 hektar alanda aspir ekimi
yapilmakta ve 39.000 ton iiretim kapasitesi ile iilkemiz diinyada 6. sirada yer almaktadir

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. 2023 FAOSTAT verilerine gore diinya aspir iiretim yiizdeleri

Aspir hem gida sektoriinde hem de endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilan
ozellikle aspir yagi iiretimiyle dikkat ¢ceken onemli bir bitkidir. Aspir tohumlarinda
yaklasik %38-48 yag, %15-22 protein ve %]11-22 lif bulunur. Elde edilen aspir yagi,
renksiz ve kokusuz bir 6zellige sahiptir. Bu yag hem doymus hem de doymamis yag
asitlerini biinyesinde barindirmaktadir (Sarkar ve ark., 2025). Farkli aspir
genotiplerinden elde edilen yaglarda, yag asidi profilleri bakimindan ¢esitlilik
gozlemlenmekte olup bu profiller genellikle tekli doymamis yag asitleri ve coklu
doymamis yag asitleri olarak iki ana grupta siniflandirilmaktadir. Aspir yaginda en
yiiksek oranda bulunan yag asidi, %70 oraninda linoleik asittir. Linoleik asidi, %14
oraninda bulunan ve doymamus bir yag asidi olan oleik asit izlemektedir. Bunlar1 doymus
yag asitleri olan %4,25 oraninda palmitik asit ve %3,15 oraninda stearik asit takip
etmektedir (Khan ve ark., 2024). Aspir yagi1 6zellikle yiiksek oranlarda igerdigi oleik ve
linoleik asit gibi doymamus yag asitleri sayesinde kalp sagligi1 lizerinde olumlu etkiler
gostermekte ve kolesterol seviyelerinin dengelenmesine katki saglamaktadir. Bu
ozellikleri nedeniyle, aspir yagi yemeklik yag olarak dogrudan tiiketime uygun bir bitkisel
yagdir. Bunun yani sira, aspir yag1 hem tek basina hem de diger yaglarla karistirilarak

biyodizel iiretiminde de yaygin bigimde kullanilmakta bu yoniiyle hem enerji sektorii hem



de siirdiiriilebilirlik a¢isindan 6nemli bir potansiyel tagimaktadir (Khalid ve ark., 2017;
Shahid ve ark., 2020; Yeilaghi ve ark., 2012).

Giiniimiizde aspir bitkisinden linoleik asit ve oleik asit gibi temel yag asitlerinin
yani sira flavonoidler, alkaloidler, steroidler, kinokalkonlar, fenolik bilesikler ve
glikozitler gibi yaklasik 200 farkl: fitokimyasal izole edilmis ve tanimlanmistir (Adamska
ve Biernacka, 2021). Bu bilesikler, bitkinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin
olusumunda rol oynamanin yani sira, boceklere ve patojen mikroorganizmalara karsi
koruma saglamakta ve ayrica ¢esitli farmakolojik etkilere ortaya koymaktadir. Yapilan
bir¢ok caligmada aspir bitkisinde bulunan bilesiklerin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
kanser, analjezik, kolesterol diizenleyici ve kardiyovaskiiler etkileri gosterilmistir (Chang
ve ark., 2025; Chen ve ark., 2022; Yan ve ark., 2022).

Tiim bu kullanim alanlarinin yan1 sira, aspir yaginin ¢ikarilmasindan sonra geriye
kalan kiispe, yiliksek protein icerigi nedeniyle hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir.
Kurutulmus yapraklari bitkisel cay tretiminde, ciceklerinden elde edilen dogal
pigmentler ise tekstil ve boya endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica, zengin bilesen
profili sayesinde aspir, yiiz ve sa¢ kremleri, sampuanlar ve viicut losyonlar1 gibi ¢esitli
kozmetik tiriinlerin tiretiminde de kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, siis bitkisi olarak
da yetistirilmektedir (Hussain ve ark., 2016; Mani ve ark., 2020; Shahid ve ark., 2020;
Yan ve ark., 2022).

2.2. Bitki Stres Faktorleri

Stres, ¢esitli uyaranlarin olusturdugu tehdit olarak tanimlanir. Baska bir deyisle
cevresel etmenler ile homeostaz arasindaki tutarsizliga “stres” denir (Nick, 2024). Bitkiler
yasamlar1 boyunca 151k, su, karbon ve temel besin maddeleri gibi cesitli ¢evresel biiyltime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerden verimli ve kaliteli tiriinler elde etmek i¢in bu
cevresel etmenlerin optimum diizeyde olmasi gerekmektedir. Bu etmenlerdeki ¢ok kiiciik
artis veya azalislar bitki fonksiyonlarinda degisikliklere neden olmaktadir (Hatfield ve
Prueger, 2015; Zhang ve ark., 2020). Hayvanlardan farkli olarak aktif yer degistirme
ozelligi gosteremeyen, kokleri ile topraga bagli olan bitkiler dis uyaranlarla
karsilastiklarinda hareket edemezler. Dolayisiyla bitkilerin hayatta kalabilmesi ve
gelisebilmesi i¢in dis uyaranlari algilamak ve bu uyaranlara karst hiicresel, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde savunma mekanizmalarn gelistirmeleri

gerekmektedir (He ve ark., 2018; Waadt ve ark., 2022; Wang ve ark., 2003).



Bitki stresleri biyotik ve abiyotik olarak iki gruba ayrilmaktadir. Tuzluluk, kuraklik,
agir metaller, asir1 sicaklik, ultraviyole radyasyon gibi bitki biiyiimesi ve verimini
optimum seviyelerin altina diisiiren etmenler “abiyotik stres” faktorleridir (Cramer ve
ark., 2011; Kumari ve ark., 2022; Wang ve ark., 2003). Bitkilerin cografi dagilimini
etkileyen bu cevresel faktorlerin yani sira bakteri, mantar, virlis ve boceklerin
etkilesimiyle bitkiler “biyotik streslere” de maruz kalirlar. Biyotik ve abiyotik stresler,
diinya capindaki tarimsal iiriinlerin verim kaybinin en biiyiik nedenlerindendir (Zhao ve
ark., 2020).

Stres faktorleri bitkilerin degisen cevresel kosullarina bagl olarak ¢ok yonlii ve
karmagik yanitlar gelistirmesine neden olur. Bitkiler ¢esitli ¢evresel uyaranlara maruz
kaldiklarinda dis ortamdan hiicre i¢ine bilginin iletilmesi ve uygun adaptif yanitlarin
baslatilmasinda sinyal iletim yollar1 rol oynar. Her bir stres etmeni kendine 6zgii bir sinyal
iletim zinciri araciligtyla algilanir ve buna bagli olarak uygun adaptif cevaplar aktive
edilir. Bitkinin strese verdigi cevaplar bitkinin gelisimsel durumuna, etkilenen dokuya ya
da organa, stresin siddetine, siiresine, gecmis stres deneyimlerine bagl olarak degisen
dinamik bir siirectir (Cramer ve ark., 2011; Nick, 2024). Bitkilerin biiylime ve
gelismesine miidahale etmeden strese dayanma kapasitesi ise stres faktorlerinin tiirline ve
konsantrasyonuna baghdir (Nawaz ve ark., 2023). Bu sinyal iletim siireclerinde, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) gibi ikincil haberciler 6nemli bir rol oynar. ROS, serbest radikal ve
radikal olmayan molekiilleri kapsar. Bitki hiicresinde gerceklesen fizyolojik siireclerin
diizenlenmesinde rol alan sinyal iletim aglarinin temel bilesenlerindendir. Bu sinyal
iletim siireglerinde, ROS gibi ikincil haberciler hem sinyalin tasinmasinda hem de
savunma yanitlariin baglatilmasinda 6nemli gorevler iistlenir. ROS’lar, bitki
hiicrelerinde mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarinda gergeklesen ¢esitli metabolik
aktivitelerin yan iirlinleri olarak olusur. Bitki stres kosullarina maruz kaldiginda, ROS
diizeyleri onemli derecede artar ve bu artis lipid peroksidasyonun siddetlenmesine,
membran ve niikleik asitlerde hasara ve protein denatiirasyonu gibi oksidatif stresin
gelismesine neden olur (Venzhik ve ark., 2024). Bitkiler, oksidatif stresi dengelemek
amaciyla hem enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenleri igeren 6zgiin bir savunma
sistemine, yani antioksidan sisteme sahiptir. Enzimatik antioksidan sistem; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX)ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimleri igerirken; enzimatik olmayan sistem ise
karotenoidler, askorbik asit (C vitamini), a-tokoferoller gibi molekiilleri kapsar (Khan ve

Khan, 2017).



2.2.1. Abiyotik stres

Abiyotik stres faktorleri tarimsal {irlinlerin veriminin %50-70 oraninda
azalmasina neden olmaktadir. Gliniimiizde iklim degisikligi, insan faaliyetleri ve yetersiz
tarim uygulamalar1 nedeniyle bu sorunlar daha da kdotiilesmektedir (Junedi ve ark., 2023).
Abiyotik stres; bitkilerde cesitli degisikliklere yol agar ve bu degisiklikler bitkilerin
bliylime, gelisme ve ilireme yetenegini engelleyerek {iiretkenliklerini olumsuz ydnde
etkiler. Abiyotik stres kosullar1 ayni zamanda ROS olusumunun baslica nedenlerindendir.
Normal fizyolojik kosullarda, ROS'un iiretimi ile detoksifikasyonu arasinda bir denge
bulunur. Ancak stres altinda bu denge bozulur ve hiicre i¢i ROS seviyeleri artar. Bu
durum, hiicre bilesenlerine zarar vererek proteinlerin yapisini ve islevini bozar ve

fitotoksisiteye yol acabilir (Jalil ve Ansari, 2019; Zhao ve ark., 2020).

2.2.1.1. Bor stresi

Bor (B), bitki biiylime ve ayn1 zamanda gelismesi i¢in gerekli olan temel mikro
besin elementlerinden biridir. B’un optimum diizeyde gereksinimi iz miktarlarla sinirl
oldugundan dolay1 diger besin elementlerinden farkli olarak ‘mikro’ besin elementi
olarak degerlendirilmektedir. Periyodik tabloda 13. grupta yer alan B yar1 metal
(metaloid), kiiciik atom boyutu (4,39 cm?®mol), iic degerlik elektronu ve yiiksek
iyonlagma enerjisine sahiptir. Ozellikle hiicre ¢eperi bilesenleri agisindan kritik éneme
sahip olan B, rhamnogalakturonan II (RG-II) bilesiklerinin ¢apraz baglanmasinda gorev
alarak pektin yapisinin stabilizasyonunu saglar. Bu sayede B, hiicre ¢eperi yapisinin
korunmasi, hiicre boliinmesi, bitki biiyiime ve gelisiminin siirdiiriilmesi, verimliligin
artirllmas1 ve cesitli metabolik siireclerin diizenlenmesi gibi pek cok hayati islevde
onemli roller istlenir (Rodriguez ve ark., 2009; Hua ve ark., 2021; Kohli ve ark., 2023;
Miwa ve Fujiwara, 2010; Princi ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2024). B’un bitkilerde
oynadig1 temel rol ilk olarak 1923 yilinda Warington Vicia faba iizerinde yaptigi
calismalar ile ortaya konmustur (Warington, 1923).

Toprakta B, borik asit [B(OH)s] veya borat [B(OH)4'] olarak bulunur (Brdar ve
Jokanovi'c, 2020; Landi ve ark., 2019). Borik asit, zayif bir asit olup pH 7’nin altinda
cogunlukla ¢oziinmemis formda kalir. Ancak toprak alkali hale geldikce suyla etkilesime
girerek borat anyonunu dontisiir. Bu dontisiim, toprak pH’1nin B formu tizerindeki etkisini

ve dolayistyla B’un bitki tarafindan alinimin1 dogrudan etkiler (Rodriguez ve ark., 2009).



B bitki kokleri tarafindan yliiksiiz borik asit olarak alinir ve bitkiler tarafindan iyonik
sekilde alinmayan tek elementtir (Princi ve ark., 2016). B’un topraktan bitki dokularina
alinmasi B seviyesine bagl olarak ii¢ farkli mekanizma ile gergeklesir. (i) Kokler, B’u
genellikle borik asit formunda plazma membrani boyunca pasif difiizyonla alir. Bu
mekanizma  toprakta yeterli veya asir1  bor bulundugunda  gerceklesir.
(i) NIP (Nodulin 26-benzeri igsel proteinler) gibi belirli kanal proteinleri araciligiyla
gerceklesen kolaylagtirilmis tasinim ve (iii) diisik B kosullarinda aktiflesen BOR
tastyicilan (yiiksek afiniteli borat tasiyici proteinler) tarafindan gergeklestirilen enerjiye
bagimli aktif taginim da bu siiregte rol oynar (Sekil 2.3). B alindiktan sonra ksilem
hiicreleri araciligiyla transpirasyon akimiyla birlikte slirglinlere taginir ve genellikle yash
yapraklarda birikir. Ayn1 zamanda floem yoluyla hem iireme hem de vejetatif dokulara
da iletilebilmektedir. Ayrica 6zellikle seker alkolii (sorbitol, mannitol) iireten bitkilerde
B bu bilesiklerle kompleks olusturarak floem yoluyla tasiabilir (Brdar-Jokanovic, 2020;
Kohli ve ark., 2023; Li ve ark., 2023; Miwa ve Fujiwara, 2010; Princi ve ark., 2016;
Rodriguez ve ark., 2009; Srivastava ve ark., 2025).
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Sekil 2.3. B'un transmembran boyunca taginmasinin molekiiler mekanizmalar1 1) H;BO5’{in lipit
¢ift tabakasi boyunca pasif diflizyonu 2) H;BOj3 *iin kanal benzeri major i¢sel proteinler
araciligiyla kolaylastirilmig gecirgenligi 3) Diisiik bor tedariki kosullarinda indiiklenen, enerjiye
bagiml yiiksek afiniteli bir tagima sistemi araciligryla H3BOs3’{in taginmasi (A). Bitki koklerinde
B taginmasinin sematik modeli (B) (Dannel ve ark., 2002).

Toprak c¢ozeltisinde B’un optimum diizeyi bitki tiiriine gore degisiklik
gostermekle birlikte genellikle 0,5-2,0 ppm araliginda kabul edilmektedir. Bu araligin
altindaki degerler B eksikligi, {tizerindeki degerler ise B toksisitesi olarak
degerlendirilmektedir. Diger temel besin maddelerine gore B eksikligi ve B toksisite
arasindaki konsantrasyon daha dardir. B’un hem eksikligi hem de fazlalig1 bitkilerde

strese neden olmaktadir (Arslan ve ark., 2022; Zhao ve ark., 2024). Baz1 iilkelerde B
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eksikligi, bazi lilkelerde ise B toksisitesi onemli bir tarimsal sorundur. Topraktaki B, suda
kolayca ¢oziinebilen borik asit formunda bulundugundan yagisin ve toprak yapisinin
etkisiyle hareketlidir. Bu nedenle, ¢ok yagis alan ve nemli bolgelerde B topraktan
yikanarak B eksikligine yol acar. Hindistan’in kuzeybatisi, Japonya, Banglades ve
Brezilya bu eksiklikten etkilenen baslica bolgelerdir. Buna karsilik, kurak ve yar1 kurak
bolgelerde B toprakta birikerek toksik diizeylere ulasabilir. Tiirkiye, Giiney Avustralya,
Akdeniz iilkeleri, Kaliforniya ve Sili gibi iilkelerde B toksisitesi ¢esitli tarim alanlarinda
bildirilmistir (Brdar-Jokanovic, 2020; Miwa ve Fujiwara, 2010). Topraklar tarafindan
aliman B miktarin1 ve topraklardaki B biyoyararlaniminmi etkileyen faktorler arasinda
toprak pH'1, dokusu, nemi ve sicakligr uygulamalar1 yer alir (Garcia-Sanchez ve ark.,

2020).

2.3. Bitkilerdeki Bor Toksisitesi

Bor toksisitesi, genellikle yiiksek B igeren yeralti sularinin buharlagmasi sonucu
kurak ve yar1 kurak bolgelerde B’un iist toprakta asir1 birikmesiyle dogal olarak ortaya
cikar. Ayrica, B agisindan zengin suyla sulanan ve/veya asir1 giibrelenen topraklarda, B
genellikle bitkiler icin toksik seviyelere birikir. Bu durum, bitkinin metabolik
gereksinimlerini asan diizeyde B alimi ve dokularda birikimiyle birlikte hiicrelere zarar
verecek konsantrasyonlara ulagsmasi sonucunda gelisir (Hua ve ark., 2021; Princi ve ark.,
2016; Zhao ve ark., 2024).

B toksisitesi, bitkilerde cesitli fizyolojik ve morfolojik bozulmalara yol acar (Sekil
2.4). Lipid peroksidasyonun artmasi, siirgiin ve kok biiylimesinin azalmasi, fotosentetik
aktivitenin diismesi ve yapraklardaki klorofil igeriginin azalmasi, bu toksisitenin
karakteristik semptomlar1 arasinda yer almaktadir. B toksisitesinin ilk belirtileri yaprak
uclarinda goriilen klorotik veya nekrotik lezyonlardir. Bu durumun temel nedeni, B’un
bitkide tasinim seklidir. B, bitkide transpirasyon yolu ile tasindig1 i¢in terleme akiginin
sonlandig1 yaprak uclarinda birikir (Rodriguez ve ark., 2009). Ozellikle asir1 B birikimi
bitkilerde, karbondioksit (COz) asimilasyonu, fotosistem II fotokimyasi, karbonhidrat
metabolizmas1 ve antioksidan savunma sistemleri gibi temel fizyolojik siirecleri olumsuz
etkilemektedir. B toksisitesi yalnizca yapisal hasara yol agmakla kalmaz ayn1 zamanda
ROS’un olusumu yoluyla hiicresel hasara neden olur ve oksidatif strese de yol agar. Bu
durum, hiicre zarlarinin biiyiimesine, membran gegirgenliginin bozulmasina ve enzim

inaktivasyonuna yol acar. Siddetli toksisite kosullarinda 6zellikle hassas tiirlerde B’un
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6limciil etkilere neden olabilecegi de bildirilmistir (Hua ve ark., 2021; Rodriguez ve ark.,
2009; Siiliis ve Leblebici, 2022; Zhao ve ark., 2024).

Toksisite mekanizmalar1 hala tam olarak agikliga kavusmamis olsa da B’un cis-
konfigiirasyonunda birden fazla hidroksil grubu iceren bilesiklere baglanma yetenegi,

toksisite agisindan 6nemli goriilmektedir (Princi ve ark., 2016).

Su Kaybi Artar : azalma N
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_____________________
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Sekil 2.4. Bitkilerde B toksisitesine mekanizmasinin gematik gosterimi (Zhao ve ark., 2024)

2.4. Nanoteknolojinin Tarih¢esi, Tanimi ve Uygulama Alanlari

Nano-bilimin giiglii bilimsel temeli, nano-6l¢ek araligmmin 6nemi ve nano-
malzemelerin/ cihazlarin gelecekte sunabilecegi firsatlar ilk kez fizik¢i Richard Feynman
(1959) ve Nobal Laurette (1965) tarafindan fark edilip vurgulanmistir. Nanoteknoloji
terimi 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan ilk defa kullanilmistir (Rao ve ark., 2020;
Shang ve ark., 2019). Nanoteknoloji kelimesi Yunanca ‘“dwarf-clice” anlamina
gelmektedir. Nanoteknoloji, 1-100 nm boyut araligina sahip nanoparcaciklar ile nano
Olcekte arastirmalar yaparak yeni bilimsel yaklasimlar sunan mevcut teknolojilerden
binlerce kat daha kiigiik cihazlar olusturmak icin, bireysel atomlar1 ve molekiilleri kontrol
ederek malzeme gelistiren bilim alanidir (Azim ve ark., 2022; Khanna, 2013; Wang ve

ark., 2016). Nanoteknolojik c¢aligmalar giiniimiizde olduk¢a 6nemli alanlara hizmet
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ederek bilimsel ¢alismalara katkilar sunmaktadir. Ilag arastirmalari, tip, kimya, malzeme
bilimi ve tarim gibi ¢esitli alanlarda nanoteknolojik gelismelerden yararlanilmakta ve
giincel gelismeler ile birgcok ¢evresel soruna ¢éziimler bulunmaktadir. Nanobiyoteknoloji
boyuta bagli nitelikleri, yiiksek yiizey-hacim orani ve spesifik optik 6zellikleriyle bitki
koruma uygulamalarma iligskin biliylik umutlar vadetmektedir (Duhan ve ark., 2017;
Tripathi ve ark., 2015; Tunca, 2015). Modern tarim yontemlerinin ekosistem tizerindeki
zararl etkileri endise yaratmaktadir. Bu baglamda nanoteknolojik ¢alismalar tarim ve
ziraat sektoriinde kullanilan geleneksel uygulamalardan kaynakli olumsuzluklarin
ortadan kaldirilmasinda da onemli bir rol oynayacaktir. Giin gectikge dnem kazanan
nanoteknoloji alaninin; kiiresel 1sinma, artan sanayilesme, dengesiz niifus artis1 ve
antropojenik bozulmalarla birlikte hizla artis gosteren cevre kirliligine karsi ¢oziim
olusturabilecegi  diisiiniilmektedir. =~ Nanoteknolojinin ~ tarimda  kullaniminin
yayginlastirilmasiyla besin kaybini en aza indirmek, bitki patojenlerini tanimlamak,
pestisit kalintilarin1 tespit etmek, stres faktorlerinin etkilerini azaltmak ve verimi artirmak
amaclanmaktadir (Kim ve ark., 2018; Rao ve ark., 2020; Tripathi ve ark., 2017).
Nanoteknolojik calismalar nanopartikiiller, nanokompozitler, nano-kapsiiller, nano-
gbozenekli malzemeler, nanolifler, fullerenler, nanoteller, tek duvarli ve ¢ok duvarli
(karbon) nanotiipler ve molekiiler elektronik gibi nano-yapili malzemeleri kapsamaktadir

(Ayuk ve ark., 2017).

2.5. Nanopartikiiller ve Simiflandirilmasi

Nanoteknoloji ~ biliminden uzun  siirelerdir  yararlanilmasina  ragmen
nanopartikiillerin tarim alaninda kullanilma fikri yakin zamanda ortaya ¢ikan yeni
teknolojik bir gelismedir. NP boyutlar1 nedeniyle tarim i¢in olduk¢a hassas ve
stirdiiriilebilir bir arag¢ olarak kullanilir (Ernst ve ark., 2023; Shang ve ark., 2019). Kii¢iik
boyutu ve NP’lerin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan yiiksek yiizey-hacim oranlari
nedeniyle nanopartikiiller biyolojik bilesenlerle kolaylikla etkilesime girebilir. Bir
nanopartikiiliin kendisinden biiyiik ve hacimli malzemeden farkli olmasinin temel nedeni
NP ile iligkili atomlarin biiyiik bir kisminin yiizeyde meydana gelmesidir. Yiizey
alani/hacim orani arttik¢a tanecigin yiizeyindeki atomlarin davranigi tanecigin i¢indeki
atomlara gore daha giiclii hale gelir. NP’ler, bu nedenle 6nemli Gl¢lide artan yiizey
alan/hacim oranindan yararlanir. NP’lerin yiizey alani arttik¢a biyolojik etkinlikleri de

artabilmektedir. Parcaciklar kiigiildiikce kuantum mekanigi davranisi sergilerler ve
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boyutlar1 dalga boyundan daha kiigiik oldugu i¢in NP’ler 15181 engellemez (Begum ve
ark., 2022; Khanna, 2013; Kundu ve ark., 2020; Tarafdar, 2020) Tarimsal arastirmalar
icin nanopartikiillerin yiiksek reaksiyon potansiyeli, ylizey alan1 genisligi, farkl
sekillerde olabilmesi ve maliyeti gibi avantajlar1 nedeniyle biiylik ilgi gérmektedir
(Dilnawaz ve ark., 2023).

NP’ler kaynagina gore genel olarak {i¢ ana sinifa ayrilir: Dogal, antropojenik ve
tasarlanmis (miihendislik) NP’ler. Dogal NP’ler insandan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan
antropojenik NP’ler ise insan etkisiyle olusan nanomalzemelerdir. Dogal NP’ler, diinyada
yasam baglamadan 6nce var olmustur ve tiim ekosistemde bulunur. Gelisen ve evrimlesen
tim yasam formlar1 hem dogal hem de antropojenik kaynaklardan dolay1 hep var olan
baz1 nanopartikiil tiirlerine maruz kalmistir ve bu nedenle varliklarini tolere etmek igin
mekanizmalar gelistirmislerdir. Dogal NP’ler ¢ok cesitli ve diizensizdir, tasarlanan
NP’ler ise ¢ubuk, tabaka, kiiresel, dendrimer ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler gibi
istenilen ozelliklerde olabilmektedir (Kumar ve ark., 2022). Dogal olarak bulunan
NP’lerin en yaygin tiirleri silikat kil mineralleri, fullerenik bilesikler ve siyah karbondan
olusurlar (Khanna, 2013; Kundu ve ark., 2020; Rao ve ark., 2020). Insan tarafindan
tasarlanan, tiretilen ve biiytik ilgi goren diger bir sinif ise mithendislik iiriinii NP’lerdir.
Tasarlanmig NP’ler amaca uygun olarak farkli sekil ve boyutta sentezlenebilirler
(Khanna, 2013). Bu NP’lerin bitkiler lizerinde etkisi bitki bliylime asamalarina, yonteme
ve maruz kalma siiresine gore degisiklik gosterir (EI-Moneim ve ark., 2021). Genel olarak
NP’ler metal, alasim, seramik, metal oksit, nitriir, karbiir gibi maddelerden olugmaktadir
(Ayuk ve ark., 2017).

NP’ler yapisal 6zelliklerine gore ii¢ sinifa ayrilirlar: organik, karbon bazli ve
inorganik NP’ler (Ealia ve Saravanakumar, 2017). Organik NP’ler protein, karbonhidrat,
lipit veya polimer gibi organik bilesiklerden olusur. Bu sinifa dendrimerler, lipozomlar,
miseller ve ferritin gibi protein kompleksleri 6rnek verilebilir. Karbon bazli NP’ler,
yalnizca karbon atomlarindan olusur; fullerenler, karbon siyahi ve karbon kuantum
noktalari bu grupta yer alir. Inorganik NP’ler ise metal, seramik ve yar1 iletken yapilidir.
Metal NP'ler (6rnegin Cu, Ag, Au) genis bir optoelektronik etkiye sahiptir ve faset, boyut,
sekil kontrollii iiretimleri sayesinde 1ileri teknolojide Onemli yer tutar.
Seramik NP’ler, 1s1 ve sogutma ile sentezlenen metalik olmayan katilardir; amorf,
gozenekli veya ici dolu yapida olabilirler ve fotokataliz gibi alanlarda kullanilir.

Yar iletken NP’ler, genis bant araliklar1 sayesinde optoelektronik 6zellikler gosterir ve
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fotokatalitik sistemler ile elektronik cihazlarda énemli uygulamalara sahiptir (Joudeh ve

Linke, 2022; Khan ve ark., 2017).

2.6. Nanopartikiillerin Yesil Sentezi ve Karakterizasyonu

Nanopartikiil sentezi ve uygulama alanlar1 basl basina bir ¢alisma alani olup
fiziksel, biyolojik, kimyasal ve hibrit proseslerle ana bagliklar1 altinda ¢esitli yontemlerle
nanopartikiil sentezlenebilir. Fiziksel yontemleri iceren yukaridan asagiya (top-down)
yaklagim ve kimyasal ile biyolojik yontemleri igeren asagidan yukariya (bottom-up)
yaklagim olmak {izere sentez prosediirii iki temel yaklasimi igerir (Huston ve ark., 2021;
Junedi ve ark., 2023; Khanna, 2013; Namakka ve ark., 2023). Nanopartikiillerin fiziksel
ve kimyasal yontemlerinin kullanilmasi tarim ve saglik alanlarinda sinirli kalmistir.
Bunun baglica nedenleri; toksik kimyasallarin kullanilmasi, pahali ekipman ve cihazlarin
gerekliligi, yiiksek sicaklik, basing ve enerji gibi zorlu isleme kosullari, harcanan zaman,
zararli yan {iriinlerin olusumu, yiliksek maliyet, ¢evre tizerindeki zararl etkileri sentezin
zorluklarmi  artirmaktadir.  Yesil sentez fiziksel ve kimyasal yoOntemlerle
karsilastirildiginda zararsiz bir yol olarak kabul edilir ve nanopartikiil sentezinde bir¢ok
avantaj saglar (Begum ve Jayawardana, 2023).

Yesil sentez, nanopartikiil liretiminde ¢evreye zarar vermeyen ve siirdiiriilebilir
bir yontem sunar. Bu sentez yontemi toksik kimyasallarin kullanimini sinirlarken
indirgen ajan olarak dogal ve yenilenebilir kaynaklar1 kullanir. Bitkiler, algler,
mikroorganizmalar, mayalar ve mantarlar gibi biyolojik ajanlar hem indirgeme ajani hem
de stabilizator olarak gdrev yaparak nanopartikiil sentezini miimkiin kilmaktadir. Bu
ajanlar arasinda Ozellikle bitkiler, farkli sekil ve boyutlarda kararli nanopartikiiller
iretebilme yetenekleri sayesinde daha sik tercih edilmektedir. Bitkilerin yaprak, meyve,
kok, govde ve tohum gibi farkli organlari, igerdikleri zengin fitokimyasal bilesikler
nedeniyle yesil sentez siireclerinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Azameti ve
Imoro, 2023; Deka ve ark., 2025; Haji ve ark., 2025).

Mikrodalga destekli sentez nanopartikiil iiretiminde son yillarda 6ne ¢ikan
yenilik¢i ve siirdiiriilebilir bir yontem olarak dikkat c¢ekmektedir. Bu yontemde
mikrodalga radyasyonu, reaksiyon ortamindaki polar molekiiller ve iyonlarla dogrudan
etkileserek hizli ve hacimsel bir 1sitma saglar. Bu sayede reaksiyon siireleri giinlerden
dakikalara veya hatta saniyelere kadar diiserken, enerji tiiketimi de 6nemli 6l¢iide azalir

(Kheradmandfard ve ark., 2025). Mikrodalga isitmanin lokalize ve segici yapisi,
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reaksiyon kosullar iizerinde hassas bir kontrol imkani sunar bu da homojen boyutta,
yiiksek kristallikte ve saf nanopartikiillerin elde edilmesini kolaylagtirir. Ayrica bu
yontem, son 1s1l islem gerektirmemesi, ol¢eklenebilirligi, tekrarlanabilirligi ve farkli
morfolojilerde partikiillerin sentezlenmesine olanak tanimasi agisindan da geleneksel
sentez yontemlerine gore ustiinliik tagimaktadir (Nguyen ve ark., 2023; Nageswara Rao
ve ark., 2024). Reaksiyon kinetiginde gozlenen hizlanma, ¢ekirdeklenme ve biiylime
asamalarmin etkin sekilde kontrol edilmesini saglarken, partikiil agregasyonunu da
minimuma indirir. Dolayisiyla mikrodalga destekli sentez, sadece verim ve liriin kalitesini
artirmakla kalmaz; ayn1 zamanda diisiik maliyetli, ¢cevre dostu ve zaman agisindan verimli
bir alternatif olarak One ¢ikar. Bu baglamda, o6zellikle giimiis nanopartikiil (Ag NP)
sentezinde yaygin olarak tercih edilen bu yontem, modern nanoteknolojik uygulamalar
icin umut vadeden bir yaklasim sunmaktadir (Jahan ve Isildak, 2021; Sreeram ve ark.,
2008).

Nanopartikiiller nanopartikiiliin boyutu, morfolojisi, ylizey 6zellikleri, dagilim ve
kompozisyon gibi 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla ¢esitli tekniklerle karakterize edilir.
Karakterizasyon i¢in kullanilan teknikler; ayirma tekniklerine dayali karakterizasyon,
mikroskop tekniklerine dayali karakterizasyon ve spektrofotometrik tekniklerine dayali
karakterizasyon olmak fiizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Ayirma tekniklerine dayali
karakterizasyon temel olarak nanopartikiillerin boyutlarmma bagli olarak yapilan bir
karakterizasyon yontemidir. En ¢ok tercih edilen yontemlerden biri olan mikroskopi
tekniklerine dayali karakterizasyonda boyut, sekil ve pargacik toplanmast degerlendirilir.
Spektrofotometrik tekniklerine dayali karakterizasyon ise pargacik toplanmasi ve
ortalama pargacik boyutu hakkinda bilgi verir (Arruda ve ark., 2015). UV-Goriiniir
Spektrofotometri (UV-Vis), Enerji Dagilimhi X-1smn1 Kirinimi (XRD), Fourier
Dontigiimlii  Kizilotesi  Spektroskopisi (FTIR), Zeta Potansiyeli, Enerji Dagilim
Spektroskopisi (EDS), Elektron Mikroskoplar1 karakterizasyon islemleri i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Jaison ve ark., 2023).

2.7. Giimiis Nanopartikiiller
Glimiis, antik ¢aglardan beri kirlenmeyi 6nlemek i¢in su depolamada kullanilmis

ve glinlimiizde ticareti en ¢ok yapilan nanomalzemedir (Borase ve ark., 2014). Glimiis

nanopartikiiller, diger metal nanopartikiillere kiyasla yliksek kararliliklar1 ve diisiik
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kimyasal reaktiviteleri nedeniyle en ¢ok tercih edilen nanopartikiiller arasinda yer
almaktadir (Deka ve ark., 2025; Kharissova ve ark., 2013).

Ag NP’ler, bakteriler, mantarlar, virtisler ve algler dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu biyosidal aktivite gostermektedir. Bu
ozellikleri sayesinde Ag NP’ler tarimda bitki patojenlerinin kontroliinde, giines kremleri,
gida ambalajlari, antibakteriyel kaplamalar ve su aritma sistemleri gibi ¢esitli ticari ve
endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Amooaghaie ve ark., 2015; S.
Kumar ve ark., 2023). Son yillarda, Ag NP'ler tarim sektoriinde ¢evre dostu uygulamalari

nedeniyle 6nemli bir ilgi gérmektedir (Alabdallah ve Hasan, 2021).

2.8. Nanopartikiillerin Bitkiye Alim1 ve Tasimimi

Nanopartikiillerin bitki tarafindan etkin bir sekilde alinmasi bitki igerisindeki
islevselliklerinin saglanabilmesi agisindan biiyiikk Onem tagimaktadir. NP'ler bitki
dokularina kok dokularindan veya toprak iistii dokulardan (6rnegin; kiitikiil, stomalar,
hidatodlar ve trikrom) girebildigi gibi yara bolgelerinden de girebilir (Sekil 2.5). Bununla
birlikte, benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere sahip belirli nanopartikiiller, nanotasiyici
olarak hareket etmekten ziyade dogal olarak bitki biiylimesini ve stres direncini artirir.
Nanopartikiillerin biyolojik islevi, fizikokimyasal ozelliklerine, uygulama yOntemine
(toprak, yaprak ve hidroponik) ve kullanilan konsantrasyona baglidir. NP'ler bitki
kokleriyle etkilesime girdikten sonra hava kisimlarina tasinir ve hiicresel veya hiicre alt1
organellerde birikir. Bitki kokleri tarafindan topraktan NP'lerin adsorpsiyonu,
biyoakiimiilasyonun ilk adim1 olarak tanimlanabilir (Ali ve ark., 2021). Kok dokularinda
bulunan ekzodermis ve endodermiste bulunan suberin (su ge¢irmez madde) nanopartikiil
alimin1 kisitlayan 6nemli bir fizyolojik bariyer olusturur. Ancak, yanal koklerin gelisimi
sirasinda bu bariyerin zayiflamasi apoplastik baypas yoluyla nanopartikiillerin ksilem
dokusuna ulagmasin1i ve bodylece bitki icinde etkin bir sekilde tasinmasini

kolaylastirmaktadir (Dilnawaz ve ark., 2023; Tanveer ve ark., 2020).
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Sekil 2.5. Nanopartikiillerin bitkiye alim1 ve taginmasi (A) bitkiye girerken karsilastiklart boyut
smirlandirmalari (B) (Wang ve ark., 2016).

2.9. Nanopartikiillerin Bitki Uzerindeki Etkileri

Nanopartikiiller; bitki biliylimesini, gelisimini ve {retkenligini artirmada
potansiyel tasiyan araclar olarak one ¢ikmaktadir. Ayrica, abiyotik ve biyotik stres
kosullarmin  hafifletilmesine katki sagladiklar1 igin, tarimsal uygulamalarda
nanobiyoteknolojik yaklasimlarin kullanimi giderek artmaktadir. Bununla birlikte,
nanopartikiillerin bitkiler {izerindeki etkileri biiylik 6l¢iide uygulama konsantrasyonuna
baghdir; optimum diizeylerde biiylimeyi tesvik edici etki gosterirken, yiiksek
konsantrasyonlarda ise biliyiimeyi olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle,
nanopartikiiller tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi ve biyokiitle olusumu {izerinde hem
olumlu hem de olumsuz etkiler gosterebilmektedir (Azameti ve Imoro, 2023; Krishnaraj
ve ark., 2012; Yasmin ve ark., 2021). Ag NP’ler besin eksikliklerinin {listesinden gelerek,
enzimatik siirecleri artirarak ve abiyotik stresler altinda bitki biiyltimesini tesvik eden
bakterilerin bitki koklerine yapigsmasina yardimci olarak mahsul stres toleransini artirdigi
gosterilmistir (Alabdallah ve Hasan, 2021). Aksine NP’lerin yiiksek konsantrasyonlarda
birikimi ve agregasyonu bitkilerin hiicresel yapisini, fizyolojik ve biyokimyasal
stireglerini ve molekiiler diizensizlikleri degistirerek iriin verimliligini

azaltan fitotoksisiteye neden olur (Gowtham ve ark., 2024).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phytotoxicity
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu tez calismasinda kullanilacak olan aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisine ait
tohumlar T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Aragtirma
Enstitiisiic Mudiirliigii tarafindan temin edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda “Dinger ve

Kocg42” isimli iki farkl aspir ¢esidi kullanilmustir.

3.2. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

3.2.1. Bitki yetistirme kosullar:

Aspir tohumlarindan morfolojik olarak diizgiin ve boyutlar1 birbirine yakin olanlar
secilmis ve iki saat boyunca distile suda bekletilmistir. Tohumlar segilerek saksilara

ekilmis ve iki giin araliklarla sulama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.2. Aspir yapraklarimin hazirlanmasi ve ekstraksiyonu

Morfolojik olarak olgunlagmis bitki yapraklar1 30 giin biiyiitiilmiis ve hasat
edildikten sonra sterilizasyon amaciyla dnce %70 etil alkolle (EtOH) ardindan iki kez
distile suyla yikanmistir. Steril kosullarda gerceklestirilen yikama islemlerinin ardindan
bitki yapraklar1 iki giin boyunca etiivde 80°C’de kurutulmustur ve kurutulan bitki
yapraklar1 havanda ogiitlilmiistiir. 0,8 gram 6giitiilmiis bitki, 16 mL %80 EtOH igerisinde
bir saat boyunca oda sicakliinda manyetik karistirici iizerinde ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Ekstraksiyon isleminden sonra Whatman kagidindan (no:1) gecirilerek
stizme islemi yapilmistir. Elde edilen bitki ekstrakti, Ag NP sentezinde indirgen ajan ve

stabilizator olarak kullanilmak tizere +4°C’de saklanmuistir.

3.2.3. Giimiis nanopartikiillerin yesil sentezi

Gilimiis nanopartikiiller yesil sentezinin optimize edilebilmesi amaciyla; AgNO3

derisimi, AgNO3 ve bitki ekstraktit hacimsel orani, pH, sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi

parametreler belirlenmis ve bu dogrultuda sentez islemi gergeklestirilmistir.
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Glimiis nanopartikiil sentezi igin giimiis iyonu (Ag") kaynagi olarak %99 saflikta
glimiis nitrat (AgNQO3, Carlo Erba) kullanilmistir. 5 mM AgNOs ¢ozeltisine, 1 mL bitki
ekstrakti damla damla eklenerek manyetik karistirict tizerinde 10 dakika boyunca
karnigtirllmistir. Daha sonra karisimin pH’1 7 olacak sekilde 0,1 M sodyum hidroksit
(NaOH) ile ayarlanmistir. NP kararliliginin ve veriminin diisiik olmasi nedeniyle
reaksiyon laboratuvar tipi mikrodalga cihazi (Mars 6 One Touch Technology) ile 1s1
kontrollii olarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler esit miktarlarda tiiplere
dagitilmis ve cihaza yerlestirilmistir. Jahan ve Isildak’in ¢alismalarinda kullandigir 300
Watt giiclinde 25 dakika boyunca 90°C’ye kadar sicaklik artisinin saglandigi program
uygulanmistir (Sekil 3.1) (Jahan ve Isildak 2021).

Reaksiyon sonunda aglomere olan nanopartikiilleri uzaklastirmak i¢in 10 dakika
boyunca 9000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Aglomerasyondan ayrilan Ag NP

siispansiyonu, sonraki deneylerde kullanilmak tlizere +4°C’de saklanmustir.

AgNO. + Bitki
Ekstrakt
Mikrodalga Yontemiyle Giimiig
Nanopartikiil Sentezi Nanopartikiil

Sekil 3.1. Ag NP’lerin mikrodalga destekli yesil sentezinin sematik gosterimi
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3.2.4. Giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu

3.2.4.1. Ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis) analizi

Giimiis nanopartikiil olusumu UV-Gériiniir Bolge Spektroskopisi (UV-Vls,
Agilent Technologies Cary 60) kullanilarak 200-800 nm dalga boyu araliginda ylizey
plazmon rezonans (YPR) bandinin takibi ile belirlenmistir. UV-Vis, nanopartikiillerin

olusumunu dogrulamak i¢in en basit ve hizli yontemdir (Reda ve ark., 2019).

3.2.4.2. Taramah gecirimli elektron mikroskobu (STEM) analizi

Ag NP’lerin morfolojik 6zelliklerini (ylizey, boyut, sekil ve agregasyon gibi)
yiiksek ¢oziiniirliikte incelemek i¢in Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM,
ZEISS Gemini SEM 500) kullanilmigtir. Nanopartikiil siispansiyonundan 10-20 pL 6rnek
aliarak bakir grid tabakalar1 lizerine damlatilmis ve kurumaya birakilmistir. Ardindan,

STEM cihazi ile goriintiiler elde edilmistir.

3.2.4.3. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) ve enerji dagilmh
X-151m1 (EDX) analizi

Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM, ZEISS Gemini SEM
500) kullanilarak Enerji Dagilim X-151m1 (EDX) analizi i¢in nanopartikiil slispansiyonu
karbon bant iizerine damlatilarak 4,4 nm kalinliginda iridyum ile kaplanmistir. Ardindan

nanopartikiil igerigindeki elementler ve ylizdesel bilesimleri belirlenmistir

3.2.4.4. indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) analizi

Sentezlenen NP’lerde Ag konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Indiiktif
Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS, Aligent Technologies 7900)
kullanilmistir. Analiz 6ncesinde 100 pL NP 6rnegine 1 mL derisik hidroklorik asit (HCI)
eklenmis, ardindan uygun oranlarda deiyonize su ile seyreltmeler yapilarak o6l¢iim

yapilmustir.
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3.2.4.5. Zeta potansiyeli analizi

Glimiis nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin belirlenmesi i¢in zeta potansiyeli 6l¢tim
cihazi (MALVERN Nano ZS90) kullanilmistir. Zeta potansiyeli, nanopartikiillerin
koagiilasyon egilimi ve ylizey reaktivitesini degerlendirmek icin giivenilir bir parametre

olarak kabul edilmektedir (Rastogi ve ark., 2017).

3.2.4.6. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FTIR) ve X-is1m

difraktometresi (XRD) analizi

Fourier Doniistimli Kizilotesi Spektrometresi (FTIR, Thermo Scientific-Nicolet
IS20) ve X-151n1 Difraktometresi (XRD, PANalytical EMPYREAN) analizleri i¢in Ag
NP’ler ve bitki ekstrakti etiivde 2 giin boyunca kurutulmustur. Bitki ekstraktindaki ve
NP siispansiyonundaki yer alan fonksiyonel gruplari aydinlatmak amaciyla FTIR,
sentezlenen Ag NP’lerin kristal yapisin1 ve faz kompozisyonunu belirlemek amaciyla
XRD analizi gergeklestirilmistir. XRD kirinimi dlgiimleri, 260 = 5-90 derece araliginda
yapilmistir.

3.3. Bor ve Giimiis Nanopartikiil Uygulamalari i¢in Bitki Yetistirme Kosullar:

Benzer morfolojiye sahip, embriyo ve tohum kabugu saglam olan secilmis
tohumlar %5°lik sodyum hipoklorit (NaClO) ile sterilize edildikten sonra distile su ile 5
kez yikanmig ve imbibisyon saglanmasi amaciyla iki saat boyunca distile suda
bekletilmistir. Aspir genotiplerine ait tohumlar perlit ile doldurulmus viyollerde 7 giin
cimlendirildikten sonra iklim odasinda kontrollii kosullar altinda hidroponik bir ortam
saglayan 2 Hoagland soliisyonu iceren saksilara aktarilmistir. Deney diizenegi, her grup
i¢in bir saksida 4 viyol ve her viyolde 4 bitki olacak sekilde planlanmis olup bu diizende
toplam 16 deney grubu olusturulmustur (Sekil 3.2). 15 giin kontrollii kosullar altinda
biiyliyen bitkilere, Arslan ve ark’larinin aspir bitkisi ilizerinde yaptigi daha onceki
calismadan hareketle 2 mM, 4 mM, 8 mM konsantrasyonlarinda B uygulanmistir. Ag Np
konsantrasyonu ise, ICP-MS sonugclarina gére 50 ppm olarak belirlenmis ve bu deger
Sharma ve ark.’nin en iyi biiyiime profilini rapor ettigi konsantrasyonla da uyumludur
(Arslan ve ark., 2022; Sharma ve ark., 2012). Bor kaynagi olarak borik asit (H3;BO;3,
Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Bir hafta boyunca uygulamaya tabi tutulan aspir bitki
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yapraklarina iki giin arayla toplam iki kez Ag NP piiskiirtme yontemiyle uygulanmistir.
Nanopartikiiller, bitkinin ylizeyine piiskiirtiildiikten sonra kolay ve etkili bir sekilde emilir
(Ghiyasi ve ark., 2023). Ag NP adhezyon etkinligini saglamak amaciyla Tween-20
kullanilmistir. Ayrica her iki glinde bir bor igeren Hoagland besin ¢ozeltisi yenilenmistir.

29. giiniin sonunda tiim gruplar hasat edilmis ve dl¢limler yapilmistir.

0.Gun 7.Gun 22.Gun 29.Gln

Dinger

Kog 42

Sekil 3.2. B ve Ag NP uygulamalarina ait deneme diizenegi semast

3.4. Olciim ve Analizler
3.4.1. Morfolojik ol¢iimler
3.4.1.1. Bitki boyu ve yaprak sayis1 olciimleri
Kontrol ve uygulama gruplarindaki aspir bitkilerinin kok hizasindan siirgiin ucuna
kadar olan uzunluklari cetvel yardimiyla dlgiilerek bitki boyu (cm. bitki™!) 3 tekrarli (n=3)

olacak sekilde belirlenmistir. Yaprak sayilar1 (adet. bitki') her grup igin 6 tekrarli (n=6)

olacak sekilde sayilarak not edilmistir.
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3.4.1.2. Taze ve kuru agirhk (biyokiitle) dl¢iimleri

Aspir bitkilerinin yapraklar1 hasat zamaninda dort tekrarli olacak sekilde (n=4)
tartilarak taze agirliklar1 (TA) belirlenmistir. Daha sonra ayni yapraklar 80°C’de etiivde
24 saat bekletildikten sonra tekrar tartilarak kuru agirliklar: (KA) tespit edilmistir.

3.4.2. Fizyolojik olciimler

3.4.2.1. Nispi su iceriginin belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarindaki bitkilerin yapraklarinda nispi su igerigini
(NSI) belirlemek amaciyla hasattan hemen sonra taze agirliklar1 dlgiilmiistiir. Daha sonra
yapraklar su dolu petri kaplarinda 24 saat bekletilerek turgor durumundaki agirliklar:
Ol¢iilmiis ve son olarak 80°C’de etlivde kurutularak kuru agirliklart belirlenmistir. Nispi
su igerigi asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Smart ve Bingham, 1974):

NSI (%) = [(Taze agirhik-Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik-Kuru agirlik)] x 100

3.4.2.2. Klorofil a fluoresans kinetiklerinin él¢iimii

Aspir bitkilerindeki fotosentetik sistemlerin enerjisel durumlarinda meydana
gelen degisiklileri degerlendirmek amaciyla polifazik klorofil a floresans Ol¢limleri,
HandyPEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech Instruments Ltd.) florimetre cihazi
kullanilarak her uygulama grubundan 6 tekrarli (n=6) olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.
Hasat edilmeden oOnce yapraklara 6zel klipsler kullanilarak 30 dakikalik karanlik
adaptasyon siireci uygulanmistir. Bu siire zarfinda Fotosistem II (PSII) reaksiyon
merkezlerinin tamamen okside héale gelmesi saglanmis ve ardindan floresans verileri

kaydedilmistir.

3.4.2.3. Bitkideki bor birikiminin belirlenmesi

Her bir uygulama icin hasat edilen yaprak ornekleri deiyonize suda ii¢ kez
yikandiktan sonra 3 tekrarli (n=3) olacak sekilde ve 80°C’de 48 saat boyunca
kurutulmugtur. 0,1 g tartilan 6rnekler tiiplere konulacak ve iizerlerine 10 mL ytiksek

saflikta 1 M Nitrik Asit (HNO3) eklenmistir. Mikrodalgada cihazinda (Mars 6 One Touch
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Technology) 1030-1800 Watt giiclinde 20-25 dakika boyunca 200°C’ye kadar sicaklik
artisinin saglandigi program kullanilmistir. Ardindan alinan 6rnekler ultra saf su ile 25
mL son hacim olacak sekilde seyreltilmistir. G6zenek biiylikliigii 45 mikron olan filtreler
ile stizme islemi yapilmis ve son olarak ICP-MS cihazi (ICP-MS, Aligent Technologies
7900) ile B dlgtimleri gergeklestirilmistir.

3.4.3. Biyokimyasal olciimler

3.4.3.1. Yapraklardaki fotosentetik pigment iceriklerinin belirlenmesi

Aspir yaprak dokularindaki toplam klorofil (Chl a+b) ve karotenoid
(ksantofil+fkaroten) miktarlar1 Lichtenthaler’a gore belirlenmistir (Lichtenthaler, 1987).
Kontrol, stres ve nanopartikiil uygulamasi yapilan her grup i¢in 3 tekrarli (n=3) olarak
yiiriitiilen deneyde bitkilerden yaprak diskler (R=0,6 cm) alinarak 1 ml saf aseton (%100,
v/v) igeren 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine konulmustur. Ornekler, pigment
ekstraksiyonunun saglanmasi amaciyla +4°C’de karanlikta yaklasik bir hafta
bekletilmistir. Ekstraksiyon siirecinin ardindan tiipler 1400 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek pigmentlerin siipernatanta geg¢mesi saglanmistir. Elde edilen ¢dozeltilerin
absorbans degerleri 470, 644,8 ve 661,6 nm dalga boylarinda spektrofotometrik
(Shimadzu UV 1800) olarak 6l¢tilmiistiir.

Klorofil a (Chl a) = (11,24 x A661,6) - (2,04 x A644,8)

Klorofil b (Chl b) = (20,13 x A644,8) - (4,19 x A661,6)

Toplam klorofil (Chl a+b) = (7,05 x A661,6) - (18,09 x A644,8)
Karotenoid = [(1000 x A470) — (1,9 x Chl a) - (63,14 x Chl b)] /214

3.4.3.2. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksidaz (H2O2) miktarini belirleyebilmek i¢in Liu ve ark.’in yontemi
kullanilmistir (Liu ve ark., 2010). H>O; miktarin1 belirlemek amaciyla, her grup 6rnek
icin 0,1 gram yaprak dokusu sivi azotla birlikte havanda ezilerek 6giitiilmistiir. Elde
edilen bitki 6ziitii igerisine deney tiipiine alinmadan 6nce 2 mL deney tiipiine alindiktan
sonra 1 mL olacak sekilde toplamda 3 mL homojenizasyon tamponu (180 mL aseton
icerisinde 25 mM konsantrasyonda 250 pL siilfiirik asit) eklenerek homojenizasyon

saglanmistir. Tamponla homojenizasyonun ardindan 6rnekler, 5 dakika boyunca 4°C’de
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5000 g’de santrifiij edilmistir. Ardindan, elde edilen siipernatanttan 50 pL alinarak, her
ornege 950 puL eFOX reaktifi; (250 uM ferro amonyum siilfat, 100 uM xylenol orange,
100 uM sorbitol ve %1 etanol) eklenmistir. Ornekler 15 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletildikten sonra 550 ve 800 nm dalga boylarinda absorbans degerleri
spektrofotometrik (Shimadzu UV 1800) olarak odlgiilmiistiir. H>O» konsantrasyonlari,

bilinen derisimlerde hazirlanmis standart egrisi yardimiyla hesaplanmaistir.

3.4.3.3. Lipid peroksidasyon (TBARS) miktarimin belirlenmesi

Aspir bitkisinde lipid peroksidasyon (TBARS) diizeyinin belirlenebilmesi igin
malondialdehit (MDA) miktar1 Olclilmiistir. MDA miktarin1 belirleyebilmek i¢in
Madhava Rao ve Sresty tarafindan onerilen yontem kullanilmigtir (Madhava Rao ve
Sresty, 2000). Her grup i¢in, 0,1 g yaprak dokusu i¢in 500 puL %0,1’lik trikloroasetik asit
(TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenat 5 dakika boyunca 4°C’de 10,000 g’de
santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatanttan 250 pL. alinmistir. Siipernatant igeren her
tiipe %0,5 tiobarbitiirik asit (TBA) igeren %20’lik TCA’dan olusan 1 mL reaksiyon
karigimi eklenmistir. Karigim, 95°C’de 30 dakika su banyosunda inkiibe edildikten sonra
oda sicakliginda sogutulmus. Ardindan tekrar 5 dakika boyunca 4°C’de 10,000 g’de
santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantin absorbans degerleri 532 ve 600 nm dalga
boylarinda spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Absorbans degerleri, MDA
konsantrasyonu e=155 mM™! cm™"” lik ekstinksiyon katsaysi iizerinden hesaplanmistir ve

sonuglar nmol g™! TA cinsinden ifade edilmistir.

3.4.3.4. Prolin iceriginin belirlenmesi

Kontrol, stres ve nanopartikiil uygulamasi yapilan bitkilerden alinan 0,1 g yaprak
ornekleri 3 mL %3’lik stilfosalisilik asit (SSA) cozeltisi ile homojenize edilmistir.
Homojenat 5 dakika boyunca 4°C’de 5000 g’de santrifiij edilmis ve elde edilen
stipernatantin 1 mL’si deney tiipline aktarilmistir. Siipernatanta 1 mL glasiyel asetik asit
ve 1 mL ninhidrin reaktifi (1,25 g ninhidrin, 30 mL glasiyel asetik asit, 20 mL 6 M fosfirik
asit) eklenmis ve tiipler iyice karigtirllmistir. Karisim, 95°C’de 75 dakika boyunca su
banyosunda inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda sogumasi beklenmis ve ardindan 4
mL toluen eklenerek iyice karistirilmistir. Bir siire bekledikten sonra {istte olusan toluenli

stvi fazdan Ornekler almmarak 520 nm dalga boyunda absorbans oOl¢iimleri
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gerceklestirilmistir. Her bir 6rnekteki prolin konsantrasyonunu belirlemek i¢in standart

egrileri olusturulmus ve sonuglar pmol prolin g! TA cinsinden ifade edilmistir.

3.4.3.5. Antioksidan izoenzim aktivitesi olciimleri

3.4.3.5.1. Total protein miktarinin belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in Oncelikle toplam protein miktarinin
saptanmast gerekmektedir. Protein konsantrasyonlari Bradford’un yontemi kullanilarak
sigir serum albiimini (BSA) standardi kullanilarak tespit edilmistir (Bradford, 1976).
Hazirlanan Bradford ¢6zeltisine hazirlandiktan sonra % oraninda saf su ile seyreltilmis
orneklerden 50 pL eklenmistir. Karisimlar, oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dakika
inkiibe edildikten sonra, 595 nm dalga boyunda iki tekrarli olacak sekilde (n=2) absorbans

Olctimleri gergeklestirilmistir.

3.4.3.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) izoenzimlerinin elektroforetik

ayrimi ve aktivite tayini

Yaprak ornekleri (50 pg), %5°lik toplayici jel ve %12°1ik ayiricr jel igeren, 4°C’de
ve sabit 120 mA akim altinda native poliakrilamid jel elektroforezi (native PAGE)
yontemiyle ylriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasinda siiperoksit dismutaz (SOD)
1izoenzimlerinin belirlenmesi Beauchamp ve Fridovich’in yontemine gore riboflavin ve
nitroblue tetrazolium (NBT) ile boyama yapilarak gerceklestirilmistir (Beauchamp ve
Fridovich, 1971). SOD izoenzimleri, potasyum siyaniir (KCN) ve H;O: iceren
tamponlarda ayr1 ayr inkiibe edilmesi ile belirlenmistir. Potasyum siyaniir (KCN),
Cu/Zn-SOD’un inhibisyonu i¢in; H20O2 ise hem Fe-SOD hem de Cu/Zn-SOD’un
inhibisyonu amaciyla kullanilmistir. Mn-SOD aktivitesi ise her iki inhibitore kars direng

gbstermis ve inhibitor igeren kosullarda da aktivite gostermeye devam etmistir.

3.4.3.5.3. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi ve

aktivite tayini

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi 1970 yil1 Bergmeyer’in kullandig1 yonteme gore
240 nm dalga boyunda 180 saniye boyunca H>O; tiikenme hiz1 takip ederek belirlenmistir
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(Bergmeyer, 1970). Enzim 6rnegi, 0,1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7),
deiyonize su ve %0,3 H>O; iceren reaksiyon karigimi hazirlanmistir. CAT aktivitesi,
dakikada harcanan pmol H>O» olarak ifade edilmistir.

CAT izoenzimlerinin belirlenmesi Woodbury ve ark.’in ydntemine gore
gerceklestirilmistir (Woodbury ve ark., 1971). Katalaz aktivitesinin gorsel olarak tespiti
icin Prusya Mavisi temelli renklenme yontemi kullanilmigtir. Bunun i¢in jel, hidrojen
peroksit (H202) ve potasyum ferrisiyaniir (K3[Fe(CN)g]) iceren ¢ozeltiyle inkiibe

edilmistir.

3.4.3.5.4. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi ve

aktivite tayini

Peroksidaz (POX) enzim aktivitesi 1973 yili Herzog ve Fahimi’in kullandig:
yonteme gore belirlenmistir (Herzog ve Fahimi, 1973). Bu yontemde, POX enziminin
H>O, varliginda 3’-3’diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) substratini oksitlemesi
esas alinmistir. Reaksiyon karisimi; DAB ¢ozeltisi, enzim ekstrakti ve %0,6’lik H20:
icerecek sekilde hazirlanmis ve karisim 465 nm dalga boyunda 180 saniye boyunca
absorbans artis1 spektrofotometrik olarak takip edilmistir. Ozgiin enzim aktivitesi,
dakikada tiiketilen mikromol H>O> miktar1 {izerinden hesaplanarak pmol ml™ dk™
cinsinden ifade edilmistir.

Peroksidaz izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi, Seevers ve ark.’1in yontemine
gore gerceklestirilmistir (Seevers ve ark., 1971). Ayn1 miktarda protein igeren 6rnekler
(50 pg), %10’luk native PAGE yliklenmis ve elektroforez islemi 4°C’de sabit 120 mA
akim altinda yritiilmiistiir. Elektroforezin ardindan jeller, peroksidaz aktivitesine bagl
olarak bantlarin ortaya ¢ikmasini saglamak amaciyla benzidin ve H20: igeren, pH 5
olacak sekilde ayarlanmis 200 mM sodyum asetat tamponunda 15 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Boyama sonrasinda jeller deiyonize su ile yikanarak analiz i¢in hazir hale

getirilmigtir.

3.4.3.5.5. Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) izoenzimlerinin elektroforetik

ayrimi ve aktivite tayini

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi 1981 yili Nakano ve Asada’nin

kullandig1 yonteme gore 290 nm dalga boyunda 180 saniye boyunca izlenen absorbans
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azalmasi esas alinarak hesaplanmistir (Nakano ve Asada, 1981). Enzim 6rnegi, 50 mM
Na-P tamponu (pH 7), 0,5 mM askorbat, 0,1 mM EDTA Naz ve 1,2 mM H>O> igeren
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Enzim aktivitesi, APX 2,8 mM™! cm™’lik ekstinksiyon
katsayis1 dikkate alinarak planmis ve enzim aktivitesi, dakikada okside olan 1 mmol ml!
askorbat olarak ifade edilmistir.

APX izoenzimlerinin belirlenmesi Mittler ve Zilinskas’in yOntemine gore
gerceklestirilmistir (Mittler ve Zilinskas, 1993). Esit miktarda protein i¢eren yaprak
orneklerini (50 pg) jellere yiiklenmis ve sabit akim altinda elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin ardindan jeller, 2 mM askorbat iceren 50 mM
potasyum fosfat tamponunda (pH 7) yaklasik 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu
islemden sonra jeller, 4 mM askorbat ve 2 mM hidrojen peroksit igeren 50 mM potasyum
fosfat tamponuna (pH 7,8) aktarilmis ve 20-35 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda jeller 1 dakika tamponda yikandiktan sonra, 28 mM TEMED ve 2,5 mM NBT
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponuna aktarilmig ve 1s1k altinda 10-20 dakika

uygulanarak bantlarin gozle goriingr hale gelmesi saglanmaistir.

3.4.3.5.6. Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi

ve aktivite tayini

Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi Foyer ve Halliwell’in yontemine gore
340 nm dalga boyunda 180 saniye boyunca NADPH’in oksidasyonunun izlenmesiyle
belirlenmistir (Foyer ve Halliwell, 1976). Enzim 6rnegi, 0,2 M Na,HPO4 ve 0,2 M
NaH2POy igeren Na-fosfat tamponu, 0,005 M okside glutatyon (GSSG) ve 5 ml tampon
ile tamamlanmis olan 0,0012 M NADPNa4 iceren reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
Enzim aktivitesi, GR ekstinksiyon katsayisi (6,2 mM™ cm™) kullanilarak hesaplanmistir
ve dakikada indirgenen 1 mmol/ml GSSG miktar1 olarak ifade edilmistir.

GR, izoenzimlerinin belirlenmesi Hou ve ark.’1in yontemine gore %7,5°lik native
PAGE kullanilarak gergeklestirilmistir (Hou ve ark., 2004). Esit miktarda protein iceren
yaprak drneklerinin (50 pg) elektroforezi tamamlandiktan sonra jeller, 4 mM GSSG, 1,5
mM NADPH ve 2 mM 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) i¢eren 10 mM Tris-
HCI tamponunda (pH 7,9) 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan, jeller 50 mM
Tris-HCI tamponu (pH 7,9) ile kisa siireli olarak durulanmis ve GR izoenzimleri; 1,2 mM

MTT (tiazolil mavi tetrazolium bromiir), 1 mM 2,6-dikloroindofenol (DCIP) ve 1,6 mM
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N-metilfenazonyum metil siilfat (PMS) iceren boyama c¢ozeltisinde 5 dakika inkiibe

edilerek negatif goriintiileme yontemiyle goriiniir hale getirilmistir.

3.5. istatistiksel Analizler

Tim deneyler her bir uygulama i¢in en az ii¢ tekrar (n=3) olacak sekilde
diizenlenmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri, GraphPad Prism (siiriim
10.2.3) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler, iki yonlii varyans analizi (Two-
way ANOVA) ile analiz edilmis ve ANOVA sonrasinda gruplar arasindaki farkliliklarin
hangi uygulamalardan kaynaklandigin1 belirlemek amaciyla Tukey’nin ¢oklu
karsilagtirma testi uygulanmistir. Tiim sekillerdeki ¢ubuklar ortalamalarin + standart

hatalarini temsil etmektedir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Aspir bitkisi kullanilarak mikrodalga destekli yesil sentez yontemiyle Ag NP
sentezlenmistir. Renksiz 5 mM AgNO;s c¢ozeltisine bitki ekstrakti damla damla
eklendikten sonra karisimin rengi yesil renkte olup pH ayarlamasi ve ardindan
mikrodalga isleminden sonra kahverengiye donmiistiir (Sekil 4.1). Reaksiyon sonrasi
renk degisimi Ag NP olusumunun bir gdstergesi olarak kabul edilmistir (Srikar ve ark.,
2016). Mikrodalga ile 1s1l islem Ag" iyonlarinin metalik Ag’e indirgenmesini
kolaylastirmistir ve reaksiyon daha kisa zamanda ger¢eklesmistir (Sreeram ve ark., 2008).
Oncelikli degerlendirme, NP siispansiyonunun stabilitesinin takibi (¢cékme potansiyeli)
ile yapilmistir. Biophytum sensitivum (Joseph ve Mathew, 2015), Elephantopus
scaber (Francis ve ark., 2018) ve Ananas (Anis ve ark., 2023) gibi ¢esitli bitki eksraktlar
kullanilarak gergeklestirilen glimiis nanopartikiil sentez ¢caligmalarinda da benzer renkler

gdzlemlenmistir.

Sekil 4.1. AgNO; ¢ozeltisinin bitki ekstrakti ile karistirilmasindan sonraki ilk goriiniim (pH ayar1 dncesi)
(A), pH ayar1 yapildiktan sonraki goriinim (mikrodalga uygulamasi 6ncesi) (B), Mikrodalga ile

sentezleme sonrasi glimiis nanopartikiillerin gértintimii (C)

4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1. Ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis) analizi

Aspir bitkisi kullanilarak sentezlenen Ag NP’lerin olusumu UV-Goriiniir Bolge

spektroskopisi ile elde edilen absorpsiyon spektrumlarmin izlenmesi yoluyla

dogrulanmistir. UV-Vis spektroskopisi ile yapilan analiz sonuglarinda kesik ¢izgiyle



31

gosterilen spektral bant aspir ekstraktina aittir. Siyah renk ile gosterilen spektral bant ise
sentezlenen Ag NP’ye ait olup 425 nm’de karakteristik bir absorbans piki sergilemistir
(Sekil 4.2). Bu dalga boyu literatiirde giimiis nanopartikiiller i¢in tipik yiizey plazmon
rezonansi (YPR) sinyali olarak tanimlanmakta olup NP’lerin olusumunu dogrulamistir
(Amooaghaie ve ark., 2015). Metalik yapili Ag NP’ler bol miktarda serbest elektrona
sahiptir ve elektronlar 151k dalgalariyla rezonansa girdiklerinde kolektif titresimler
olusturur. Bu kolektif elektron titresimler YPR olarak adlandirilir. YPR, elektromanyetik
dalgalara yanit olarak iletim bandi elektronlarinin kolektif salinimlarini yakalar ve bu
sayede metal iyonlarmin indirgenmesini ile nanopartikiillerin olusumunu dogrular
(Amooaghaie ve ark., 2015; Haji ve ark., 2025). YPR absorbansi olusan partikiillerin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, boyutuna, sekline, parcaciklar aras1 mesafelerine son

derece duyarlidir (Jagtap ve Bapat, 2013).
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Sekil 4.2. Aspir bitkisi ekstrakti ve Ag NP’e ait UV-Vis absorbans spektrumlari

4.2.2. Taramah gecirimli elektron mikroskobu (STEM) analizi

Ag NP’lerin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarini yansitan STEM gdriintiisii
Sekil 4.3’te verilmistir. NP’lerin kiiresel formda oldugu, boyutlarinin ortalama 16,89 nm
civarinda bulundugu ve aglomerasyon gozlemlenmesine ragmen genel olarak

monodisperse dagilim sergiledikleri belirlenmistir. STEM goriintiileri kullanilarak
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ImageJ programi ile 50 nanopartikiiliin boyutu 6l¢iilmiis ve bu verilerden boyut dagilim

grafigi olusturulmustur.

A
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Sekil 4.3. Ag NP’lerin STEM goriintiisii (A) ve boyut dagilim grafigi (B)

4.2.3. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) ve enerji dagilmh

X-151n1 (EDX) analizi

Ag NP’lerin morfolojisinin ve NP siispansiyonunun elementel igeriginin
belirlenmesi amaciyla FE-SEM cihazi kullanilarak NP’lerin goriintiileri elde edilmis ve

EDX analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen goriintiilerde NP’lerin yiizey morfolojisinin
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genel olarak homojen bir dagilim sergiledigi ancak bazi bolgelerde kismi
aglomerasyonlarin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Bu bulgular, TEM analiz
sonuclartyla da uyumlu olup birbirini destekler niteliktedir. Ag NP’lerin varligim
dogrulamak amaciyla gergeklestirilen EDX analizinde %46,6 Ag tespit edilmistir. Ayrica
%27,5 oksijen (O), %13,2 sodyum (Na), %10,7 potasyum (K) ve %2 kalsiyum (Ca)
elementleri de belirlenmistir. Ag disinda tespit edilen elementlerin aspir ekstraktinda

bulunan organik bilesiklerinden kaynaklandig diistiniilmektedir.

EHT = 2.00 kV Sighal A = InLens

WD= 5.1mm Mag = 40.00 KX
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Powered by Tru-Q &

Sekil 4.4. Ag NP’lerin FE-SEM goriintiisii (A) ve EDX analizi (B)
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4.2.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

FTIR analizi hem sentezlenen Ag NP’lerin hem de bitki ekstraktina ait
fonksiyonel gruplari tanimlamak i¢in kullanilmistir (Sekil 4.5). Aspir ekstraktina ait FTIR
spektrumu, bitki kokenli bilesiklerde yaygin olarak bulunan cesitli fonksiyonel gruplara
karsilik gelen belirgin absorbans bantlar1 ortaya koymustur. Aspir ekstraktinin FTIR
spektrumunda sirasiyla; 3279,95-3010,81-2924,75-2853,55-2395,50-1734,90-1652,94-
1613,51-1506,13-1382,55-1267,08-1169,84-1041,89-824,26-768,71-552,51cm™  dalga
sayilarinda pikler elde edilmistir. 3279,95 cm™ de gdzlemlenen belirgin pik polifenolik
bilesikler, alkoller veya karboksilsilik asitlerde bulunan hidroksil gruplart (-OH) ait O-H
gerilme titresimine karsilk gelmektedir. 2924,75 cm™ dalga sayisindaki pik, alkil
zincirlerine ait olan alifatik C-H gerilme titresimlerini temsil eder. 1041,89  cm™*deki
pik ise C—O baglarinin varligini isaret etmektedir. Bu spektral veriler ekstraktin yapisinda
flavonoidler, fenolik bilesikler ve polisakkaritler gibi fitokimyasallarin bulundugunu
acike¢a ortaya koymustur (Hamid ve ark., 2025; Rodriguez-Félix ve ark., 2021).

Ag NP’lere ait FTIR spektrumunda sirasiyla 3309,37-3011,37-2921,78-2853,35-
2397,52-2016,66-1734,45-1611,01-1516,26-1373,89-1169,84-1049,90-823,87 ve
606,71 cm™ dalga sayilarinda karakteristik pikler gézlemlenmistir. 3309,37 cm™ dalga
sayisindaki genis pik —OH gruplarinin varligina isaret etmektedir. 2921,78 ve 2853,35
cm’deki pikler, biyoaktif bilesikler ile giimiis iyonlar1 arasinda olasi etkilesimleri
gostermektedir. 1734,45 cm™'*de gdzlemlenen belirgin pik ise karbonil gruplarinin (C=0)
gerilme titresimlerine karsilik gelmekte ve bu gruplarin Ag® iyonlarinin metalik Ag’e
indirgeme siirecinde rol oynamis olabilecegini ortaya koymustur (Hamid ve ark., 2025).

Ekstrakt spektrumundan farkli olarak ortaya ¢ikan 606,71 cm™ dalga sayisindaki
pik, Ag NP’ nin metalik titresimlerine karsilik gelmektedir (Gharibshahi ve ark., 2017).
Ag NP ve aspir bitkisi ekstraktina ait FTIR spektrumlar1 karsilastirildiginda, fonksiyonel
gruplar Ag-organik bilesik etkilesimi nedeni ile beklenen kii¢lik kaymalar ile beraber
benzer yerlerde goriilmiistiir. Bu sonug, NP iceriginde, indirgeyici ve stabilize edici

molekiiller olarak, bitki ekstrakti iceriginin varligin1 gostermektedir.
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4.2.5. Zeta potansiyeli analizi

Zeta potansiyeli 6l¢iim cihazi ile giimiis nanopartikiillerin yiizey yiikleri -36,99 +
1,04 mV olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.6). Bu negatif zeta potansiyeli, partikiiller arasindaki
elektrostatik itmeyi gostermektedir ve bu da kolloidal kararhiliklarma katkida
bulunmaktadir. Literatiire gore, +30 mV'den yiiksek veya -30 mV'den diisiik zeta
potansiyeline sahip nanopartikiiller kararli kabul edilir. Zeta potansiyelinin negatif
degerleri, Ag NP'lerin ylizeylerindeki molekiillerin negatif yiikli oldugunu
gostermektedir (Savvidou ve ark., 2024).
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No File Name Repet. No MeasTime pH Zeta Potential (mV) Surface Zeta Potential(mV) Mobility (cm2/Vs) E. Field (V/cm)
1 agnp _20250116_102515 1 10:25:15 NA -36.04 NA -2.795e-004 -10.49
2 agnNp _20250116_102515 2 10:25:15 NA -36.81 NA -2.871e-004 -10.49
3 AgNP 20250116_102515 3 10:25:15 NA -38.11 NA -2.972e-004 -10.49
Average -36.99 -2.879e-004 -10.49

Sekil 4.6. Ag NP zeta potansiyeli grafigi

4.2.6. X-151m1 difraktometresi (XRD) analizi

Sentezlenen Ag NP’nin kristal yapisini belirlemek amaciyla XRD analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.7). Elde edilen XRD deseninde, sirastyla (111), (200), (220)
ve (311) kristal diizlemlerine karsilik gelen 38,43°, 44,97°, 64,83° ve 77,56° degerlerinde
belirgin kirnim tepe noktalar1 gosterilmistir (JCPDS No. 89-3722) (Abreu ve ark., 2020;
Hermanto ve ark., 2024). Spektrumda gozlenen bu keskin ve yogun pikler Ag NP’lerin
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kiiclik boyutlu ve yiiksek kristallik diizeyine sahip oldugunu agikca ortaya koymaktadir
(AbdulWahid ve ark., 2025). Genellikle 35° altindaki piklerin ekstrakt icerigindeki
organik bilesenlerden kaynaklandigi rapor edilmektedir (Khan ve ark., 2020).
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Sekil 4.7. Ag NP’e ait XRD deseni

4.2.7. indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) analizi

Ag NP siispansiyonlarindaki Ag konsantrasyonu ICP-MS analizi sonucunda
69,847+8,5 ppm olarak tespit edilmistir. Bu deger bitkiye uygulama konsantrasyonunun

belirlenmesinde temel alinmistir.
4.3. Bor ve Giimiis Nanopartikiil Uygulamalar1 Olciim ve Analizleri
4.3.1. Morfolojik ol¢iimler
4.3.1.1. Bitki boyu ve yaprak sayis1 olciimleri
Dinger ve Kog42 ¢esitlerine uygulanan farkli bor konsantrasyonlarinin ve Ag
NP’nin bitki boyu {izerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.8). Her iki genotipte de artan B

konsantrasyonuna bagli olarak bitki boylarinda belirgin bir azalma gdzlenmemistir.

Aksine Dinger grubunda 4 mM B ve § mM B uygulamalar1 2 mM B uygulamasina kiyasla
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strastyla %16,8 ve %11,1 oraninda artis gostermistir. Ancak hem Dinger hem de Kog¢42
gruplarinda Bor ile uygulanan NP uygulamalarinda 4 mM B ve 8 mM B
konsantrasyonlarina gére anlamli azalmalar belirlenmistir. Dinger ve Kog¢42 genotipleri
karsilastirildiginda 2 mM B+NP, 8 mM B ve 8 mM B +NP uygulamalarinda genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

Yaprak sayis1 bakimindan yapilan karsilastirmalar sonucunda Dinger genotipinde
kontrol ve 2 mM B uygulamalariyla birlikte yapilan nanopartikiil uygulamalarinda
anlaml diizeyde artiglar gozlemlenirken, 8 mM B uygulamasiyla birlikte yapilan
nanopartikiill uygulamasinda (8 mM-+NP) ise azalma meydana gelmistir. Kog42
genotipinde ise hem 2 mM B+NP hem de 8 mM B+NP uygulamalari, nanopartikiil
uygulanmamis (2 mM B, 8§ mM B) gruplarina gore anlamli diizeyde azalma gostermistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde bitki boyu ve yaprak sayisi iizerine etkisi

4.3.1.2. Taze ve kuru agirlik (biyokiitle) olciimleri

Taze ve kuru agirlik dl¢limleri sonucunda stres ve nanopartikiil uygulamalarinin
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.9). Taze agirlik verileri incelendiginde Dinger genotipinde kontrol
ve 8 mM B uygulamasi arasinda anlamli bir farklilik saptanmis olup bunun diginda her
iki genotipte de uygulama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlemlenmemistir.
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Kuru agirlik verilerine gére hem Dinger hem de Kog42 genotiplerinde kontrol ve
uygulama gruplarindaki bitkilerin yaprak kuru agirliklart karsilastirildiginda; 2 mM B, 4
mM B ve 8 mM B uygulamalarinin kontrol grubuna (C) kiyasla istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azalislara neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica Kog¢42 genotipinde, 8
mM B+NP uygulamasi kendi kontrol grubuna (C+NP) gore %28,6 oraninda anlamli bir
azalma gosterirken Dinger genotipinde ise %16,7 oraninda bir azalma meydana gelmistir.

Bor toksisitesinin birincil fenotipik etkisi genellikle bitki kuru agirliginda azalma
seklinde gorilmektedir. Bugday iizerinde yapilan ¢alismalarda, kontrol grubuna kiyasla
bor uygulamalart sonucunda kuru agirlikta azalmalar meydana geldigi bildirilmis olup,
bu durum elde ettigimiz verilerle de uyumludur (Princi ve ark., 2016; Turan ve ark.,

2009).
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Sekil 4.9. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde taze ve kuru agirlik iizerine etkisi

4.3.2. Fizyolojik olciimler

4.3.2.1. Nispi su i¢eriginin belirlenmesi

Aspir genotiplerinde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda hem B hem de Ag NP
uygulamalarinda yaprak 6rneklerinde nispi su igeriginde (RWC-Relative Water Content)
kademeli olarak azalmalar gézlemlenmistir (Sekil 4.10). Hem Dinger hem de Kog¢42
genotiplerinin 6zellikle 4 mM B ve 8§ mM B uygulamalar1 kontrol grubuna kiyasla
istatiksel olarak anlamli azaliglar ortaya koymustur. Ayrica her iki genotipte de C+NP
uygulamasina kiyasla 2 mM B+NP, 4 mM B+NP ve § mM B+NP gruplarinda azalmalar
meydana gelmistir. Bu azalislar i¢inde 6zellikle 8 mM B+NP sirasiyla %25,5 (Dinger) ve
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%20,2 (Kog42) oranlarinda azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bir yapragin
nispi su igerigi tam turgidite durumunda maksimum su tutma kapasitesine gore bitkinin
gercek su igeriginin bir Olgiisiidiir. Stres kosullar1 altinda nispi su igeriginin azaldigini
gosteren pek cok ¢alisma olmakla birlikte bu parametre 6zellikle kuraklik ve sicaklik stres
kosullarinda stres derecesini gosterebilir. Stresli ortamlarda yapraklarin turgidligini
koruyarak stresi en aza indirgeme yetenegine sahip bir genotip, fizyolojik avantajlara

sahip olacaktir (Mullan ve Pietragalla, 2012).

858 c E 2mMB (54 4mMB EH8mMB
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Sekil 4.10. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde yaprak nispi su igerigi lizerine etkisi

4.3.2.2. Klorofil a floresans kinetiklerinin ol¢timii

Klorofil floresans1 parametrelerinin analizi, bitkilerin strese karsi tolerans
diizeyini belirlemek ve degerlendirmek i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Ayn1 zamanda bu yontem, fotosentetik siirecler sirasinda bitkinin fizyolojik
durumunu degerlendirmede 6nemli bir aragtir (Sdnchez ve ark., 2008). Yiiksek B
konsantrasyonlarinda yaprak kenarlarinda nekroz olusumuyla birlikte fotosentetik alan,
klorofil igerigi ve dolayisiyla fotosentez hizi azalir (Princi ve ark., 2016).

Karanlik kosullara adapte edilen aspir yapraklarinda, Fotosistem II'nin (PSII)
maksimum  kuantum  verimliligini  belirlemek amaciyla Fv/Fm parametresi
degerlendirilmistir (Sekil 4.11). Dinger ve Kog42 genotipleri arasinda anlamli bir fark
gbozlemlenmemistir. Ancak her iki genotipte de 8 mM B ve 8 mM B-+NP uygulama
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gruplari, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermistir. Her iki genotipte de artan B konsantrasyonlarinda PSII verimliligini
olumsuz etkilendigi goriilmektedir. Fv/Fm sonu¢larimiz Landi ve ark.’in feslegen ile

yaptiklar1 ¢alisma ile paralellik gostermektedir (Landi ve ark., 2013).

EEc E2mMB B4 4mMB  EHE8mMB
C-NP 2 mM B+NP 4mMB+NP [l 8 MM B+NP

Fv/iFm

Sekil 4.11. B ve Ag NP uygulamalarimin aspir genotiplerinde PSII’nin potansiyel fotokimyasal verimliligi
Fv/Fm tizerine etkileri

Elektron taginiminin maksimum verimliligini yansitan ETo/ABS orani, absorbe
edilen 151k enerjisinin ne kadarinin PSII iizerinden elektron taginimi i¢in kullanildigin
ifade eder. ETo/ABS degeri her iki ¢esitte de 8§ mM B+NP uygulamasi altinda anlamli bir
azalma gostermistir (Sekil 4.12A). Dinger ¢esidinde, 2 mM B+NP ve 8 mM B+NP
uygulamalari arasinda %23,7, 4 mM B+NP ve 8§ mM B+NP uygulamalar arasinda ise
%25,4 oraninda azalma gézlemlenmistir. Kog42 ¢esidinde ise benzer sekilde s6z konusu
uygulamalar arasinda sirasiyla %22,9 ve %18,7 oraninda diisiisler kaydedilmistir.

Reaksiyon merkezi basina absorbe edilen enerji miktarini ifade eden ABS/RC
parametresi, her iki ¢esidin kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gostermemistir
(Sekil 4.12B). Ancak Dinger ve Kog¢4?2 cesitleri arasinda 2 mM B, 4 mM B ve § mM B
uygulamalan karsilastirildiginda anlaml fark gézlemlenmistir. Dinger ¢esidinde 8 mM
B+NP uygulamasi, kendi grubu igerisindeki diger tiim uygulamalara kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir artig gostermistir. Benzer sekilde Kog42 c¢esidinde hem 8 mM B hem
de 8 mM B+NP uygulamalar diger Kog¢42 uygulamalarina gére anlamli diizeyde artiglar

sergilemistir.
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TRo/RC parametresi, bir reaksiyon merkezi basina tuzaklanan enerji miktarini
ifade eder (Sekil 4.12C). Elde edilen sonuglara gore, Dinger genotipinde 2 mM B
uygulamasi kontrol grubuna (C) gore azalig gosterirken 4 mM B ve 8 mM B uygulamalari
artis gostermistir. Ayrica NP uygulamalar1 kendi gruplar ile karsilagtirildiginda kontrol
grubuna gore azalirken 8 mM B uygulamasinda artig géstermis olup, 2 mM B ve 4 mM
B uygulamalarinda anlamli farklar gostermemistir. Kog¢42 cesidinde ise 8 mM B
uygulamasi, 2 mM B ve 4 mM B uygulamalarina gére; 8 mM B+NP uygulamasi ise 2
mM+NP B, 4 mM B+NP ve 8§ mM B uygulamalarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek TRo/RC degerleri ortaya koymustur.

DIo/RC, her bir reaksiyon merkezi basina eksitasyon enerjisinin fotokimyasal
olmayan yollarla yayilimimi ifade eden bir parametredir. Iki genotip karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark 8 mM B ve 8 mM B+NP uygulamalarinda belirgin olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.12D). 8 mM B uygulamasi Kog¢42 ¢esidinde Dinger ¢esidine
kiyasla %26,3 oraninda artis gostermistir. Dinger ¢esidinde 8 mM B+NP uygulamasi, 8
mM B uygulamasima goére %34,5 oraninda artis kaydedilmistir. Ko¢42 cesidinde ise
%15,3 azalig gostermistir.

Bitkilerin gevresel strese karsi verdigi fotosentetik yaniti1 degerlendirmede yaygin
olarak kullanilan Pl.ps, fotosentezin 1s1k reaksiyonlarindaki birgok basamagini bir araya
getiren 6nemli bir parametredir. iki genotip arasinda Pl.ps degerleri agisindan 8 mM B
uygulamasi hari¢ anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 4.12E). Her iki genotipte de
8 mM B ve § mM B+NP uygulamalar1 hem kontrol grubuna hem de diger uygulamalara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma goéstermistir. Bununla birlikte, NP
uygulamalari kendi gruplariyla kiyaslandiginda tek anlamli fark Dinger ¢esidinde 8 mM
B uygulamasi tespit edilmistir.

Aspir genotiplerinde stres ve NP uygulamalarmin yapraklardaki toplam
performans indeksi (Plio) tizerindeki etkileri incelendiginde, ¢esitlerin kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.12F). Ancak hem
Dinger hem de Kocg42 ¢esitlerinde 8 mM B ve 8 mM B+NP uygulamalari kendi kontrol
gruplarina kiyasla anlamli diizeyde azalma gostermistir. Her iki genotipte de 2 mM B+NP
ile 8 mM B+NP ve 4 mM B+NP ile 8 mM B+NP uygulamalari arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklar gézlemlenmistir. Ayrica Kog¢42 cesidinde, 2 mM B ile § mM B ve 4 mM
B ile 8 mM B uygulamalar1 arasinda da anlamli farkliliklar kaydedilmistir. NP
uygulamalar1 kendi gruplariyla kiyaslandiginda tek anlamli fark Dinger genotipinde 8

mM ile 8 mM B+NP uygulamalari arasinda gézlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Bor ve giimiis nanopartikiil uygulamalarinin aspir genotiplerinde transportunun maksimum
verimi (ETo/ABS) (A), aktif reaksiyon merkezinin verimli anten biiyiikligii (ABS/RC) (B), baslangigtaki
yakalanan enerji akisi (TRo/RC) (C), fotokimya dis1 enerji kayb1 (DIo/RC) (D), performans indeksi (PLabs)

(E) ve toplam performans indeksi (Pli) (F) parametreleri {izerine etkisi
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Farkli cevresel streslerin fotosentez lizerindeki etkileri, fotosentetik aparatlardaki
degisikliklerin tespiti ve anlamlandirilabilmesi i¢in noninvaziv bir ara¢ olan klorofil a
(Chl a) floresans kinetigi 6l¢iimleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Chl a floresansi ile
fotokimyasal siireclerin Olg¢iilmesi, bitkilerin maruz kaldigi stresin yogunlugu hakkinda
bize genel bir fikir vermektedir (Faseela ve ark., 2020) Fotosentez arastirmalarinda en
cok kullanilan parametre olan Fv/Fm, karanlia adapte olmus yapraklarda bitkilerin
“stres”ini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir ve bir¢ok c¢alismada c¢ok
degerli oldugu kanitlanmistir (Schansker ve ark., 2014). Bu parametre, PSII'nin ¢evresel
uyaranlara dogrudan veya dolayli olarak yiiksek duyarliligini yansitir. Fv/Fm'deki
azalma, PSII'nin fotoinhibisyonunu temsil eder. Bu calismadan elde edilen bulgular
Fv/Fm’de genel olarak degisim olmadigim1 ancak 8§ mM B ve 8 mM B+NP
uygulamalarinda genotiplerde anlaml1 azalis1 gdstermektedir. Yapilan baska ¢alismalarda
da aycicegi ve Graptophyllum reticulatum bitkilerinde farkli stres uygulamalarinda
Fv/Fm’in degismedigi bildirilmistir (Ciompi ve ark., 1996; Thach ve ark., 2007). Bu
kosullar altinda Fv/Fm degerindeki azalma, PS II’nin elektron verici bolgesi ile iligkili
olabilir.

PAR (Fotosentetik aktif radyasyon) enerji emilimini ve elektron taginimini
karakterize eden JIP testi parametreleri dort ana gruba ayrilabilir: (1) temel 6l¢iilen ve
hesaplanan degerler (2) kuantum verimleri ve olasiliklar (3) enerji akislar1 ve (4) canlilik
indeksleri (PI) (Kalaji ve ark., 2016). Fotosentezin 1sik reaksiyonlar1 ile PSII'den
kaynaklanan Chl floresan indiiksiyon gegici siireci arasindaki iligki, JIP yaklasimi
kullanilarak analiz edilebilir. JIP testinde hesaplanan parametrelerin bir kismi;
numunelerin Ol¢ililen alanindaki (CS) reaksiyon merkezi (RC) basina 1s1k enerjisinin
emilimi (ABS), uyarilma enerjisinin tutulmas: (TR) ve uyarilma enerjisinin elektron
tasinmasia (ET) doniisiimii ile ilgilidir (Faseela ve ark., 2020.). Burada ABS enerji
akisindaki absorpsiyonu ifade ederken, RC ise aktif reaksiyon merkezlerini
belirtmektedir. Bu ¢alismada elektron taginiminin maksimum kuantum verimini ifade
eden ETo/ABS (8 mM B+NP) ile Performans indeksleri (§ mM B ve 8 mM B+NP)
anlamli derecede azalis gosterirken; ABS/RC, TRo/RC ve DIo/RC (8 mM B) 6nemli
oranda artig gostermistir. ABS/RC oranindaki artis, muhtemelen bazi PSII reaksiyon
merkezlerinin inaktivasyonu, aktif RC'lerdeki azalma veya anten boyutunun artmasindan
kaynaklanmaktadir. DIo/RC’deki artis ise stres kosullarina bagl olarak anten klorofilde
enerji kaybi artisindan kaynaklanabilmektedir. Ayrica stres kosullar1 altinda DIo/RC’nin

artmasi absorplanan fazla 1s1k enerjisinin 1s1 seklinde yayilmasi ile fotosentetik aparatlarin
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fotooksidasyondan korunmasina katki saglamak icin olabilir. ABS/RC ile DIo/RC
parametrelerinin birlikte artmasi en yliksek bor uygulamasinda bitkilerin kendini agir1
1siktan  korumasi adma gergeklesmis olabilir. Canlilik indeksleri olarak bilinen
performans indeksleri (Plas ve Pliwoti), yapisal ve islevsel kriterleri birlestiren birkag
bagimsiz parametrenin c¢arpiminit temsil eder. Bu kriterler arasinda reaksiyon
merkezlerinin yogunlugu, birincil fotokimyanin kuantum verimlili§i ve elektron
tasiniminda uyarilma enerjisinin doniisiimii yer alir (Kalaji ve ark., 2016). Plas sadece
PQ (plastokinon) havuzuna elektron tasinimi ile iliskili iken, Pltotal “biitiin dogrusal
elektron taginimu ile iliskilidir. Yapilan 8 mM B ve 8 mM B+NP uygulamalarinda her iki
genotipte de Plaps ve Pliotal degerleri anlamli oranda azalmistir. Bu azalislar, solunum ve
oksijen salinim oranlarindaki diisiis, klorofil ve karotenoid pigment igerigindeki
azalmalar ile iliskili olabilir. Ayrica bitki canlilig1 ile ilgili gii¢lii ve kapsamli parametreler
olan Plabs ve Pliota’deki bu azalma reaksiyon merkezlerinin inaktif hale gelmesi ve kinon

a’dan elektron transferinin azalmasi nedeniyle de gerceklesebilir (Faseela vd., 2020).

4.3.2.3. Bitkideki bor birikim analizi

Bor stresi uygulanan aspir genotiplerinde B konsantrasyonuna bagli olarak yaprak
dokularinda anlamli bir birikim gézlemlenmistir (Sekil 4.13). En yiiksek B birikimi
Kog¢42 genotipinde 8 mM B+NP olan uygulamasinda tespit edilmis olup, 5879,6 ppm
miktarindadir. Dinger genotipinde, 4 mM B ve 8 mM B kontrol grubuna (C) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artiglar gostermektedir. 2 mM B+NP, 4 mM B+NP ve 4 mM
B+NP kontrol grubuna (C+NP) kiyasla istatistiksel olarak anlamli artiglar gostermektedir.

Kog42 genotipinde ise 2 mM B, 4 mM B ve 8§ mM B kontrol grubuna (C) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artislar gostermektedir. 2 mM B+NP, 4 mM B+NP, 4 mM
B+NP ve 4 mM B+NP kontrol grubuna (C+NP) kiyasla istatistiksel olarak anlamli artislar

gostermektedir.
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Sekil 4.13. Aspir genotiplerinde yaprak dokularindaki bor akiimiilasyonu

Bu ¢alismada B ve NP uygulamalarinda her iki genotipte de yaprakta B miktar1
artis gostermistir Ag NP uygulamasi kendi kontrol (C+NP) ve B uygulamalar ile
kiyaslandiginda B’un kokten alinip yapraklara tasinmasinda kademeli olarak artirict bir
etki olugsmustur. Baska calismalarda da B’un yapraklarda koklere oranla daha yiiksek
miktarlar da birikim gosterdigi belirtilmistir (Arslan ve ark., 2022). Floem akis1 ile
birlikte geng yapraklara taginan B NP’{in de artiric1 etkisiyle birlikte yapraklarda gozle

gorilir nekrotik lekeler olusturmustur.

4.3.3. Biyokimyasal ol¢ciimler

4.3.3.1. Yapraklardaki fotosentetik pigment iceriklerinin analizi

Stres kosullar1 ve Ag NP altinda yetistirilen aspir genotiplerinde toplam klorofil
(Chl atb) ve toplam karotenoid miktarlari incelenmistir (Sekil 4.14). Toplam klorofil
verilerine gore her iki genotipin kontrolleri (C, C+NP) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark belirlenmemistir. Ayrica, genotipler arasinda diger uygulamalar arasinda da
anlamli farklar belirlenmistir.

Dinger genotipinde kontrol grubuna (C) kiyasla B uygulama gruplar1 anlamh

diizeyde azalmistir. 2 mM B+NP grubu, kontrol grubuna (C+NP) gore istatistiksel olarak
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anlamli bir artis gosterirken; 4 mM+NP ve 8 mM B+NP gruplarinda ise anlaml1 azalmalar
tespit edilmistir. Ayrica, 2 mM B+NP ile 4 mM B+NP ve 8§ mM B-+NP arasinda ve 4 mM
B+NP ile 8 mM B+NP arasinda anlamli diizeyde farkliliklar kaydedilmistir. Aymi
genotipte 2 mM B ile 8§ mM B ve 4 mM B ile 8 mM B uygulamalar1 arasinda da
istatistiksel agidan anlamli farklar tespit edilmistir.

Kog42 genotipinde 2 mM B+NP ve 4 mM B+NP uygulamalari kontrol grubuna
(C+NP) gore anlamli diizeyde artis gostermisken, 8 mM B+NP anlamli diizeyde azalig
gostermistir. NP icermeyen stres uygulamalari incelendiginde, kontrol grubu (C) ile
karsilagtirildiginda anlamli farklilik yalnizca 2 mM B uygulamasinda olmustur. Ayni
zamanda 2 mM B+NP ile 8 mM B+NP arasinda ve 4 mM B+NP ile § mM B+NP arasinda
anlamli farkliliklar bulunmustur. Kog¢42 genotipinde 8 mM B ile 8 mM B+NP
uygulamalar1 arasinda da anlamli bir fark gézlenmis ve nanopartikiil uygulamasinin
toplam klorofil miktarin1 6nemli 6lgiide etkiledigi bu degerin yaklasik %50,8 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir.

Toplam karotenoid miktarlar1 incelendiginde Dinger ve Kog¢42 genotipleri
arasinda anlaml farklar goriilmiustiir (Sekil 4.14). Dinger genotipinde, kontrol grubuna
(C) kiyasla 4 mM B ve 8 mM B uygulamalar1 sirastyla %27 ve %35,6 oranlarinda azalma
gostermistir ve bu diisiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Benzer sekilde,
C+NP ile 8 mM B+NP uygulamalar1 arasinda da %38,8 oraninda bir azalma gergeklesmis
ve anlamhi fark olusmustur. Stres kosullar1 ile nanopartikiil uygulamalarn
karsilastirildiginda, 4 mM B ile 4 mM B+NP uygulamalar1 arasinda, nanopartikiil
uygulamasiyla birlikte %3 1,4 oraninda bir artis belirlenmistir. Ayni sekilde, 8 mM B ile
8 mM B+NP karsilastirmasinda %101 oraninda bir artis ile toplam karotenoid miktarinda
anlamli bir yiikselis saptanmustir.

Kog42 genotipinde, kontrol gruplari (C ve C+NP) arasinda istatistiksel olarak ¢cok
yuksek diizeyde anlamli bir fark gézlenmistir. 4 mM B ve 8§ mM B uygulamalari, kontrol
grubuna (C) kiyasla sirasiyla %26 ve %27,5 oranlarinda diisiis géstermistir. Buna karsilik,
2 mM B+NP ve 4 mM B+NP uygulamalari, kontrol grubuna (C+NP) gore sirastyla %42,6
ve %39,8 oranlarinda artis sergilemistir. Ayn1 genotipte, 2 mM B ile 4 mM B ve 2 mM B
ile 8 mM B arasinda da anlaml farklar belirlenmistir. Ayrica, 2 mM B+NP ile 8 mM
B+NP ve 4 mM B+NP ile 8§ mM B+NP uygulamalar arasinda da anlamli diizeyde
farkliliklar tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde toplam klorofil (Chl a+b) ve karatenoid
icerigi lizerine etkisi

Bitkilerde fotosentetik pigmentler, 15181 toplamak ve absorbe 15181 fotosentetik
reaksiyon merkezlerine aktarmakla sorumlu olup ve konsantrasyonlari fotosentetik
verimlilikle iliskilidir (Zhao ve ark., 2017). Bitkilerde bor stresi uygulamalar1 dikkate
alindiginda Dinger genotipinde toplam klorofil igerigi anlamali oranda azalmistir.
Pigment igerigindeki bu azalma, stres uygulamalarini takiben fotosentetik aktivitenin
azalmasiin nedenlerinden biri olabilir. Bu azaliglar pigment sentezinin azalmasindan
kaynaklanabilecegi gibi, klorofilin parcalanmasindan da ileri gelebilir. Kocg42
genotipinde ise 2 mM B ve 4 mM B uygulamalarini takiben NP uygulamalarinda klorofil
a+b igerigindeki artig, genotipin strese ragmen fotosentez etkinligini devam ettirmeye
calistigin1 gostermektedir. Ayrica en yiiksek B uygulamalarinda her iki genotip i¢in de
belirgin bir azalis s6z konusudur. Stres kosullarinda 15181n meydana getirdigi oksidatif
hasardan tilakoid membranlar1 korumakla gorevli karotenoidlerin miktar1 6zellikle 4 mM
B ve 8 mM B uygulamalarinda her iki genotipte de 6nemli oranda azalirken, bu stresler
ile NP uygulamalarindaki karotenoid artisi hem klorofil pigmentlerini hem de fotosistem
I ve Il’yi1 fotooksidasyondan korumak ve ayrica ROS detoksifikasyonuna yardim etmek
amaci i¢in gerceklesmis olabilir.

Dinger grubunda, B konsantrasyonunun artmasiyla birlikte toplam klorofil
miktarinda bir azalma gdézlemlenmistir. Bu durum, literatiirde raporlanan verilerle de
uyumludur. Toplam klorofil igerigindeki bu diislis, muhtemelen B toksisitesinin
tetikledigi reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu sonucu, tilakoid
zarinda meydana gelen yapisal hasarlardan kaynaklanmaktadir. Ayni kosullarda

karotenoid iceriginde de es zamanli bir azalma saptanmistir. Karotenoid diizeylerindeki
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bu azalma, fotosentetik sistemi fotokorumada rol oynayan ve ayni1 zamanda antioksidan
ozellik gosteren antosiyaninlerin birikimiyle iligkili olabilir (Landi ve ark., 2013). 2024
yilinda Nassarawa ve ark,’in pamukta B toksisitesiyle birlikte Ag NP uygulamasi sonucu

elde ettikleri toplam klorofil verileri ile uyum gostermistir (Nassarawa ve ark., 2024).

4.3.3.2. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin analizi

Bor stresi ve nanopartikiil uygulanan aspir bitkilerindeki aktif oksijen tiirii olan
H>0; miktarlarindaki degisim incelenmistir (Sekil 4.15). Dinger ¢esidinde kontrol
grubuna gore 2 mM B stresinde 6nemli degisiklikler olmazken 4 mM B ve 8 mM B
stresine maruz kalan bitkilerde anlaml1 diizeyde artiglar goriilmiistiir. Fakat 4 mM B ve 8
mM B uygulamalarina NP dahil oldugunda sirastyla H>O; igerikleri %27,3 ve %57,8
oranlarinda azalmistir.

Kog42 cesidinde kontrol gruplari arasinda da anlamli fark gdzlemlenmistir.
Ayrica, 4 mM B ve 8 mM B uygulamalar1 kontrol grubuna (C) kiyasla anlamli degisiklik
gostermistir. Ek olarak, nanopartikiil uygulamalarindan sadece 2 mM B+NP kontrol
grubuna (C+NP) kiyasla anlamli fark sergilemistir. Her iki genotipte de kontrol gruplari
hari¢ B ile verilen Ag NP H,O; verilerinde azalisa neden olmustur.

Bitkiler i¢in 6nemli bir sinyal molekiilii olan H2O; yliksek konsantrasyonlara
ulagtiginda bitki icin zararli etkiler gostermektedir. Bitkilerde hidrojen peroksitin
olusumu genellikle; (1) siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyon ya da (i1)
siiperoksit radikali iizerinden kendiliginden olmak iizere 2 yoldan gerceklesir. Ozellikle
4 mM B ve 8 mM B uygulamalarinda her iki genotipte meydana gelen bu artislar bu
artisin  SOD  aktivitesinden daha ote siiperoksit radikali {izerinden gerceklestigini
gostermektedir. Bitkinin stres kosullari altinda yagamsal metabolik faaliyetlerini devam
ettirebilmesi i¢in H2O2 miktarinin seviyesinin az olmasi énemlidir. Bu baglamda Kog42

genotipi B stresinin tistesinden gelmek adina daha iyi bir performans sergilemistir.
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Sekil 4.15. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde H»O» igerigi lizerine etkisi

4.3.3.3. Lipid peroksidasyon (TBARS) miktarimin analizi

Genotiplerin TBARS diizeylerini degerlendirmek amaciyla MDA 6lglimleri
gerceklestirilmis ve elde edilen veriler TBARS igerigi olarak sunulmustur (Sekil 4.16).
Dinger genotipinde uygulama gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
Ko¢42 genotipinde 4 mM B uygulamasi kontrol grubuna (C) gore %19,8 oraninda ve 8
mM B uygulamasi ise %65,2 oranda anlamli bir artig gostermistir. Ayrica, 2 mM B ile 4
mM B uygulamalari arasinda %?20,5 oraninda ve 2 mM B ile 8 mM B uygulamalar
arasinda da %66,4 oraninda anlamli bir artis kaydedilmistir. Stres kosullarda bitkinin lipid
peroksidasyonunun gostergelerinden olan bu molekiiller, genel olarak artis gosterse de
ozellikle Kog¢4?2 cesidindeki 8 mM B uygulamasindaki artis istatistiksel olarak anlamlidir.
Membran hasarinin bu oranda az olmasi, antioksidant savunma sistemlerinin etkin bir
sekilde calistigini gostermektedir.

Ek olarak Ag NP’ler MDA ve H;O: gibi stres belirteclerinin ekspresyonunu
azalttigl goriilmistiir. B toksisitesi altinda zar yapist ve biitiinliiglinii bozarak
gecirgenliginin artmasiyla birlikte MDA oranin artiglar goriiliir. Deney sonuglarimiz
Karabal ve ark.’mn Hordeum vulgare ile yaptigi caligmayla benzerlik gosterip, B
toksisitesiyle birlikte artan zar gecirgenligi ile MDA verilerimizde pozitif bir korelasyon

gbzlemlenmistir (Karabal ve ark., 2023).
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Sekil 4.16. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde TBARS igerigi iizerine etkisi

4.3.3.4. Prolin iceriginin analizi

B stresi ve Ag NP uygulamalar1 yapilan aspir genotiplerinde prolin igerigi
incelendiginde genotiplerin kontrol gruplari (C ve C+NP) arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklar tespit edilmistir (Sekil 4.17). Ayrica, 2 mM B, 2 mM B+NP ve 4 mM
B+NP uygulamalar1 agisindan da genotipler arasinda anlamli diizeyde farkliliklar
gbzlemlenmistir.

Dinger genotipinde 2 mM B, 4 mM B ve 8 mM B uygulamalar1 kontrol grubuna
(C) gore anlamh diizeyde artis gostermistir. Benzer sekilde, 4 mM B+NP ve 8 mM B+NP
uygulamalari da kontrol grubuna (C+NP) gore anlamli farklilik olusturmustur. Ayrica, 2
mM B ile 4 mM B, 2 mM B ile 8§ mM B, 2 mM B+NP ile 4 mM B+NP ve 2 mM B+NP
ile 8 mM B+NP uygulamalar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklar tespit
edilmistir.

Kog42 genotipinde ise 2 mMB, 4 mM B ve 8 mM B uygulamalari, kontrol
grubuna (C) gore anlaml diizeyde artis gostermistir. Bunun yani sira, 2 mM B+NP, 4
mM B+NP ve 8§ mM B+NP uygulamalar1 da kontrol grubuna (C+NP) kiyasla anlamli
bulunmustur. Ayrica, 2 mM B ile 4 mM B, 2 mM B ile 8 mM B ve 2 mM B+NP ile 8
mM B+NP uygulamalari arasinda da anlaml diizeyde farkliliklar kaydedilmistir.

Bitkilerde stres cevabinin bir bagka gdstergesi de prolin gibi kiigiik molekiiller
olan ozmolitlerin sentezidir. Bu molekiiller, stres kosullarina maruz kalmis bitki

hiicrelerinin turgorunu koruyarak, ROS'a kars1i tampon gorevi gorerek ve redoks
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homeostazini siirdiirerek bitkilerin strese dayanimini artirmayi saglar (Szabados and
Savouré, 2010). Her iki genotip i¢in de oOzellikle artan B uygulamalarinda prolin
miktarindaki artiglar ve bu artislarin antioksidan savunma enzimleri ile uyumu, B
stresinin listesinden gelmek i¢in diger savunma bilesiklerine katki saglamak icin
gerceklesmis olabilir. Artan prolin seviyesi ile birlikte yiiksek H2O2 konsantrasyonlari,
toksik B uygulamalarina karsi bitkilerin ortak bir tepkisidir (Gunes ve ark., 2006).
Ozellikle, 4 mM B ve iizeri konsantrasyonlarda B uygulamalari ile birlikte NP etkilesimi
prolin artis1 ile birlikte degerlendirildiginde, prolin artisinin bitkilerde suyu biinyede

tutmasina yardimci olarak, nispi su igeriginde dramatik bir azalma yerine kademeli bir

azalmay1 desteklemistir.

BE C B 2mMB Y 4mMB EJ8mMB
C-NP 2 mM B+NP 4mMB+NP [l 8 mMB+NP
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Sekil 4.17. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde prolin igerigi lizerine etkisi

4.3.3.5. Antioksidan izoenzim aktivitesi ol¢iimleri

4.3.3.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) izoenzimlerinin elektroforetik

ayrimi ve aktivite tayini

B ve Ag NP uygulamasi yapilan aspir genotiplerinde SOD aktiviteleri
incelendiginde iki genotip arasinda anlamli farkliliklar goriilmistiir (Sekil 4.18). Dinger
genotipinde 4 mM B ve 8§ mM B uygulamalar1 kontrol grubuna (C) kiyasla toplam SOD

aktivitesinde azalig gosterirken Kog¢42’de artis goriilmiistiir. Dinger genotipinde NP
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uygulamalari bor toksisitesinde anlamli degisiklikler olusturmazken Kog¢42 genotipinde
2 mM B uygulamasinda anlaml diizeyde artisa, 4 mM ve 8 mM B uygulamalarinda
anlamli diizeyde azalisa neden olmustur.

B toksisitesi ve Ag NP uygulamalarinin SOD izoenzimleri lizerindeki degisimler
sekil 4.18’de gosterilmistir. Dinger genotipinde 2 SOD, Kog 42 genotipinde 4 SOD band1
belirlenmistir. Dinger genotipinde yaprak dokularinda Cu/Zn-SOD (I, II) ve Kog42
genotipinde yaprak dokularinda, Mn-SOD, Cu/Zn-SOD (I, II) ve Fe-SOD izoenzim
bantlar1 belirlenmistir. Gelismis bitkilerde SOD enziminin ii¢ izoformu bulunur. Bunlar,
aktif bolgelerinde tasidiklar1 metal iyonlarina gore siniflandirilir: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD
ve Fe-SOD. Bu izoenzimler hiicrenin farkli bélmelerinde yer alir. Fe-SOD genellikle
kloroplastlarda; Mn-SOD, mitokondri ve peroksizomlarda; Cu/Zn-SOD ise sitozolde,
kloroplastlarda ve peroksizomlarda bulunur (Alscher ve ark., 2002).

Dinger genotipinde Ag NP’lerin B toksisitesi iizerinde anlami degisiklikler
olusturmamasi Liu ve ark.’in Ag NP ile antioksidan enzimlerin etkilesimlerini
arastirdiklari caligma ile tutarlilik géstermistir (Liu ve ark., 2020). Ayrica Gupta ve ark.’in
Oryza sativa lizerinde Ag NP uygulamasinin SOD aktivitesinde herhangi bir degisiklik
yapmadigini gozlemlemislerdir (Gupta ve ark., 2018). Strese kars1 ilk savunma hatti olan
SOD enziminde B toksisitesine kars1 artisin olmamasi ve genotipler arasinda farkli olmasi
diger antioksidan enzimlerine kiyasla daha inaktif oldugunun ve bitki ¢esitlerine karsi
farklilik olusturdugunu diisiindiirmiistiir (Liu ve ark., 2020). Benzer sekilde Hordeum
vulgare’nin hem dayanikli hem hassas ¢esidinde yapilan bir ¢alismada SOD aktivitesinde

onemli dlgtide degisiklikler gozlemlenmemistir (Karabal ve ark., 2003).

Cw/Zn-S0D1
Cu/Zn-SOD2 Ec E2mMB BN 4mMB  EEBmMB

EZ CNP S 2mMBNP 4mMB+NP [l 8 MMB+NP
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Mn-SOD1

Cu/Zn-SOD1
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Fe-SOD1
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Sekil 4.18. B ve Ag NP uygulamalarinin aspir genotiplerinde siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzimlerinin
bant yogunlugu Dinger (A) Kog42 (B) ve toplam SOD aktivitesi {izerine etkileri
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4.5.3.5.2. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi ve

aktivite tayini

Aspir genotiplerinde CAT enzim aktivitesi analiz edildiginde her bir uygulama
grubu kendi i¢inde genotipler arasinda karsilastirildiginda 8 mM B+NP uygulama grubu
hari¢ diger tim uygulama gruplarinda anlamh farkliliklar tespit edilmistir (Sekil 4. 19).
Dinger genotipinde, 2 mM B, 4 mM B ve 8 mM B uygulamalar1 kontrol grubuna (C) gore
anlaml diizeyde farklilik gostermistir. Ayrica, 2 mM B + NP, 4 mM B + NP ve 8§ mM
B+NP uygulamalart da kontrol grubuna (C + NP) kiyasla istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azalmistir. Stres gruplarina NP uygulamalarinda ise kontrol grubunda artis
gbzlemlenirken, 2 mM B ve 4 mM B uygulamalarinda azaliglar meydana gelmistir.

Kog¢42 genotipinde 4 mM B+NP ve 8 mM B+NP de kontrol grubuna (C+NP) goére
anlamli diizeyde azalmistir. 2 mM B+NP ile 4 mM B+NP, 2 mM B+NP ile 8§ mM B+NP
ve 4 mM B+NP ile 8§ mM B+NP uygulamalari arasinda da istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir. Ayrica, kontrol ve 2 mM B ile birlikte NP uygulamasiyla
birlikte toplam CAT aktivitesinde artis olurken, 4 mM B ve 8 mM B uygulamalarinda
azalis meydana gelmistir.

B stresi ve Ag NP uygulamalarina maruz birakilan aspir bitkisinde CAT
izoenzimine ait belirgin bir bant gézlemlenmistir. CAT enzim aktivitesinde azalis CAT1
izoenzim yogunlugundaki azalmayla da dogrulanmstir.

Aspir bitkisinin B maruziyeti 6zellikle 4 mM B uygulamasindan sonra CAT enzim
aktivitesinde azaliglara neden olmustur. Elde ettigimiz sonuclar Molassiotis ve ark.’in
caligmalari ile uyumludur (Molassiotis ve ark., 2006). Yiiksek diizeyde B uygulamasinin
CAT aktivitesini inhibe ettigine yonelik bulgularimiza dayanarak, iki olas1 ardisik
mekanizma One siiriilebilir: 1) peroksizomlarda H>O> birikiminin oksidatif bir patlamay1
tetiklemesi ve bunun sonucunda CAT aktivitesinin baskilanmasi veya i1) borun dogrudan
CAT enzimine baglanarak enzimatik aktiviteyi engellemesi. Her iki durumda da telafi
edilemeyen diizeyde hiicresel oksidan iiretimi sonucunda ortaya ¢ikan H>O; birikimi,
biiylime geriligiyle iliskilendirilebilecek 6dnemli bir stres faktorii olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Del Rio ve ark., 2003; Molassiotis ve ark., 2006). Katalaz aktivitesindeki azalma, Ag
NP’ler tarafindan salinan Ag (I) iyonlarmin enzimdeki dar kanallarla cevrili aktif
merkezde bulunan amino asit kalintilariyla etkilesimiyle agiklanabilir. Bu etkilesim,
H202’nin aktif merkeze erisimini engelleyerek ¢oziiniir CAT aktivitesinin azalmasina

neden olabilir (Liu ve ark., 2020).
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Sekil 4.19. Bor stresi altindaki aspir bitkisine uygulanan nanopartikiillerin katalaz (CAT) izoenzimlerinin
bant yogunlugu Dinger (A) Kog42 (B) ve toplam CAT aktivitesi {izerine etkileri

4.5.3.5.3. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi ve

aktivite tayini

Aspir genotiplerinde POX enzim aktivitesi sonuglarina gére ayni uygulama
diizeylerinde genotipler arasinda yapilan karsilastirmalarda C+NP, 2 mM B, 4 mM B, 4
mM B+NP ve 8§ mM B+NP uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
tespit edilmigtir. (Sekil 4.20). Dinger genotipinde kontrol gruplari arasinda (C ve C+NP)
nanopartikiil uygulamasiyla birlikte %23,8 oraninda POX enzim aktivitesinde azalma
meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubu (C) ile kiyaslandiginda anlamli farklilik sadece
2 mM B uygulamasinda gozlemlenmis olup diger stres uygulamalarinda istatistiksel
olarak anlamli farklar tespit edilmemistir. Ek olarak, 8 mM B+NP uygulamasinin kontrol
grubuna (C+NP) gore %31,8 oraninda arttig1 gozlemlenmistir. 2 mM B nanopartikiiliin
etkisiyle (2mM B+ NP) POX enzim aktivitesini %64,3 oraninda artis gostermistir.

Kog¢42 genotipinde 2 mM B ve 4 mM B uygulamalar1 kontrol grubuna (C) gore
strastyla %25,4 ve %25,3 oraninda azalmistir. Ayrica, 2 mM B+NP, 4 mM B+NP ve 8
mM B+NP uygulamalar1 kontrol grubuna (C+NP) gore sirasiyla %14,8, %74,2 ve
yaklasik %100 oraninda artis gdstermistir. Nanopartikiil uygulamasiin etkisi ayn1 B
konsantrasyonundaki gruplar karsilastirildiginda 2 mM B+NP uygulamasi 2 mM B

uygulamasina gore %28,5 oraninda, 4 mM B-+NP uygulamasi 4 mM B uygulamasina gore
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%94,8 oraninda ve 8§ mM B+NP uygulamasi ise 8§ mM B uygulamasina gore %57,2
oraninda POX enzim aktivitesinde artig saglamistir.

POX aktivitesi i¢in boyanan native PAGE jelleri, artan B konsantrasyonuyla
yetistirilen aspir bitkisinde belirgin bir POX izoenzimine ait bantlar gézlemlenmistir.
Dinger genotipinde 7 POX izoenzim bandi Kog¢42 genotipinde 6 adet POX izoenzim
band1 olugsmustur.

Her iki genotipte de Dingcer 4 mm B uygulamasi hari¢ Ag NP ‘lerin POX arttirdig1
gbzlemlenmektedir. Bu ¢alisma Corylus avellana iizerinde yapilan ¢alisma sonuclari ile

benzerlik gostermektedir (Jamshidi ve ark., 2016).
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Sekil 4.20. Bor stresi altindaki aspir bitkisine uygulanan nanopartikiillerin peroksidaz (POX)
izoenzimlerinin bant yogunlugu Dinger (A) Kog¢42 (B) ve toplam POX aktivitesi iizerine etkileri

4.5.3.5.4. Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) izoenzimlerinin elektroforetik

ayrimi ve aktivite tayini

Aspir genotiplerinde APX enzim aktivitesi analiz edildiginde her bir uygulama
grubu kendi iginde genotipler arasinda karsilagtirildiginda tiim uygulama anlamh
farkliliklar tespit edilmistir (Sekil 4. 21). Hem Dinger hem Kog42 genotiplerinde kontrol
gruplar1 (C ve C+NP) arasinda anlaml farklar goriilmiis olup, NP etkisiyle azalmalar
meydana gelmistir. Dinger genotipinde 2 mM B uygulamasinin kontrol grubuna (C) gore
%43,5 oraninda azalmaya neden oldugu goézlemlenmis olup 4 mM B ve 8§ mM B
uygulamalarinda anlamli farkliliklar tespit edilmemistir. Ayrica, 4 mM B+NP ve § mM
B-+NP gruplar1 da kontrol grubuna (C+NP) gore anlamli diizeyde farklilik olusturmustur.
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8 mM B+NP uygulamasi 8 mM B uygulamasma kiyasla %82,2 oraninda arttig1
gozlemlenmektedir.

Kog¢42 genotiplerinde kontrol ve NP nin kontrol grubu arasinda %68 oraninda bir
azalma gozlemlenmistir. Aksine, stres gruplarina NP uygulamasiyla birlikte APX aktivite
diizeylerinde artislar meydana gelmistir. Ag NP uygulamasiyla birlikte APX enzim
aktivitesindeki artig Gupta ve ark’in ¢aligmasiyla benzerlik gostermektedir (Gupta ve ark.,
2018).

APX izoformlarim1 goriintiilemek i¢in boyanan native PAGE jelleri, artan B
konsantrasyonuyla yetistirilen aspir bitkisinde belirgin bir APX izoenzimine ait bir bant
(APXT1) gozlemlenmistir. APX enzim aktivitesinde artig APX1 izoenzim yogunlugundaki

artmayla dogrulanmistir.
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Sekil 4.21. Bor stresi altindaki aspir bitkisine uygulanan nanopartikiillerin askorbat peroksidaz (APX)
izoenzimlerinin bant yogunlugu Dinger (A) Kog42 (B) ve toplam APX aktivitesi {izerine etkileri

4.3.3.5.5. Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi

ve aktivite tayini

Aspir genotiplerinde GR enzim aktivitesi sonuglarina gore genotipler arasinda
belirgin farklhiliklar gozlemlenmistir (Sekil 4.22). Genotipler arasinda 4 mM B %86
oraninda ve 8 mM B+NP %80,6 oraninda Ko¢42 genotipinde Dinger genotipine gore
azalig gosterirken, 2 mM B uygulamas1 %178,7 oraninda ve 4mM B+NP uygulamasi
%67,7 oraninda Kog42 genotipinde artmustir. Dinger genotipinde 4 mM B kontrol
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grubuna (C) gore 4 katindan fazla artis gdsterirken 8 mM B kontrol grubuna gore %46,3
oraninda azalis gostermistir. 8mM B+NP kontrol grubuna (C+NP) gore 3 katindan fazla
art1s saglamistir. 2 mM B nanopartikiiliin etkisiyle (2mM B+NP) GR enzim aktivitesini
%34,6 artirmis, 4 mM B nanopartikiiliin etkisiyle (4mM B+NP) %76,4 azalmistir.

Kog¢42 grubunda 2 mM B kontrol grubuna (C) gore 2 katindan fazla artis
gosterirken 4 mM B kontrol grubuna gore 2 katindan fazla azalis gosterilmistir. 4 mM
B+NP ise kontrol grubuna gore (C+NP) %100’liikk bir artis gostermistir. 2 mM B
nanopartikiiliin etkisiyle (2mM B+NP) GR enzim aktivitesini %46,5 azaltirken, 4 mM B
nanopartikiiliin etkisiyle (4mM B+NP) %80,9 arttirmistir. Caligma sonuglarimiz Karabal
ve ark.”in yapmis olduklari ¢aligma ile uyumludur (Karabal ve ark., 2003).

GR aktivitesi i¢in boyanan native PAGE jelleri, artan B konsantrasyonuyla
yetistirilen aspir bitkisinde belirgin bir GR izoenzimine ait bantlar gézlemlenmistir.
Dinger genotipinde 3 GR izoenzim bandi Ko¢42 genotipinde 4 adet GR izoenzim bandi

olusmustur.
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Sekil 4.22. Bor stresi altindaki aspir bitkisine uygulanan nanopartikiillerin glutatyon rediiktaz (GR)
izoenzimlerinin bant yogunlugu Dinger (A) Kog¢42 (B) ve toplam GR aktivitesi iizerine etkileri

Tuzluluk, kuraklik, agir metaller, yiiksek 151k ve asir1 sicaklik gibi ¢esitli abiyotik
faktorleri bitkilerde bir dizi olumsuz etkiye neden olur ve yiiksek reaktiviteye sahip
reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) agir1 iiretimine yol acar. Normal biiyiime kosullar1 altinda,
bitkilerdeki antioksidan savunma sistemi bilesenlerinin koordineli etkisiyle ROS iiretimi
ve ROS’larin temizlenmesi arasinda bir denge vardir (Hasanuzzaman ve ark., 2020b).
ROS’larin diisiik seviyede iiretimi, bitki acgisindan stres adaptasyon mekanizmalari,

hiicresel proliferasyon ve farklilasma gibi bir¢ok biyolojik siirecte olumlu bir cevap
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olusturmak igin gerek hiicre ici gerekse hiicreler aras1 sinyal siireclerinde rol oynar. Ote
yandan, ROS iiretimi ile temizleme arasindaki dengesizlik, stres kosullari altinda
oksidatif hasara yol acarak normal hiicresel fonksiyonu engeller, karbonhidratlar, lipitler,
proteinler ve DNA gibi biyomolekiillere zarar verir ve sonunda hiicre 6liimiine neden
olur. Antioksidanlar, abiyotik streslerde kritik bir rol oynayan ROS'u temizlemek icin
hayati bilesenler olarak kabul edilir. Bitkiler, farkli abiyotik stresler altinda ROS'larin
asirt uretimini azaltmak i¢in ¢ok yOnlii bir antioksidan savunma agi gelistirmistir.
Antioksidan savunma sistemi, diisiik molekiiler agirlikli birkag antioksidan (AsA,
askorbat; GSH, glutatyon; protein olmayan amino asitler; fenolik bilesikler; a-tokoferol
ve bazi alkaloidler) ile antioksidan enzimlerden (SOD, CAT, POX, APX, MDHAR,
monodehidroaskorbat rediiktaz; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GR, glutatyon
rediiktaz; GPX, glutatyon peroksidaz; GSt, glutathione S transferaz) olugsmaktadir. Bu
antioksidan enzimler, bitki hiicrelerinin farkli bolgelerinde bulunur ve ROS'u detoksifiye
etmek icin birlikte calisirlar (You ve Chan, 2015). SOD, siiperoksit radikalini H>O>'ye
dontistiirerek ilk savunma hatti gorevini tstlenirken; CAT, APX ve GPX daha sonra
H>O2'yi detoksifiye eder. Stres kosullarinda ozellikle 4 mM B ve 8§ mM B
uygulamalarinda her iki genotipte artan H>O» miktar1 ile birlikte Kog42 ¢esidine artan
SOD aktivitesi ile uyumludur. Yine ayn1 ¢esitte 2mM B ve 4 mM B uygulamalarinda
katalaz aktivitesindeki artig ile POX enzimleri arasinda bu uygulamalardaki denge, H>O>
tiretimi ve detoksifikasyonu arasindaki birlikte saglanmasina yardimci olmak igin
gerceklesmis olabilir. Dinger ¢esidinde ise artan Bor konsantrasyonuna bagli olarak
H>0O>'deki artis SOD’da azalma POX’da enzim miktarindaki ¢cok az degisim ve katalaz
aktivitesindeki azalma gibi nedenlerden otiirii anlamli bir sekilde detoksifikasyon
gerceklesmemistir. Fotosentez verileri ve antioksidan enzim aktiviteleri birlikte
degerlendirildiginde, strese bagli olarak protein sentezi kapasitesinde azalmalar meydana
gelebilir ve bu durumda fotosistemler arasindaki tiim fotosentetik elektron tasima siireci
degisebilir. Sonug itibariyle plastokinon havuzunun azalmasi ile birlikte PSII’nin

fotoinhibisyonu ve ROS olusumunun tetiklenmesi gerceklesmis olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda, farkli B konsantrasyonlarina maruz birakilan aspir bitkisine
puskiirtme yontemiyle uygulanan Ag NP’lerin bitki biiylimesi ve verimi lizerindeki
etkileri incelenmistir.

Aspir yiiksek linoleik ve oleik asit igerikleri ile bitkisel yag {iretimi agisindan
iilkemizde ve diinyada 6nemli {iretim kapasitesine sahip olan yagli tohumlu bir bitkidir.
Bunun yani sira tip, kozmetik, endiistri, biyodizel, gida gibi pek c¢ok iiretim alanlarina da
sahiptir. Soguk kuraklik, tuzluluk gibi streslere dayanikli oldugu i¢in kurak ve yar1 kurak
topraklarda yetisebilen aspir 1liman bolge bitkisi olup alternatif alanlarda
yetistirilebilmektedir.

B, bitkilerde normal biiyiime ve gelisme i¢in ¢ok kiiclik miktarlarda gerekli olan
mikro besin elementidir. Glinlimiizde 6zellikle kurak bolgelerde yer alan topraklarinda
borun konsantrasyonu topragin yiizeye yakin kisimlarinda toksik olabilecek diizeylere
kadar yiikselmektedir. B eksikligi ile toksisitesi arasindaki aralik, diger elementlere gore
¢ok daha dardir. B agisinda kritik seviyeler topragin tiiriine, pH degerine, su durumuna,
dokuya, hava nemine ve sicakligina, bitki tiiriine ve genotipe bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Bu bakimdan ele alindiginda, bitkiler tiim biiylime asamalarinda yiiksek
B konsantrasyonlarina esit derecede duyarli degildir. Calismamizda elde edilen bulgular,
yiksek B konsantrasyonlarinin aspir yapraklarinda oksidatif hasara yol acarak
antioksidan enzimlerin yanitini indiikledigini gostermektedir.

Uygulama alanlar1 olduk¢a hizli yayilan NP’lerin tarimsal iiretim sistemleri
tizerinde de 6nemli bir yer edinmistir. NP’ler bitki streslerine kars1 direng artirici etkisinin
yani sira fazla konsantrasyonlarda toksik etki olugturmaktadir.

Bu calisma kapsaminda artan B konsantrasyonlarina maruz kalan aspir
genotiplerinde yesil sentez yolu ile elde edilmis Ag NP’lerin etkileri incelenmistir. Artan
konsantrasyonlarda B uygulamalar1 bitki nispi su iceriginde azalma, pigment kayb1 ve
fotosentetik aktivitede azalma ile birlikte yapraklarda H>O: igeriginde artisa neden olarak
nekrotik zonlarin olusumunu tetiklemistir. Genotipler stres sirasinda agiga ¢ikan reaktif
oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak i¢in antioksidan savunma sistemlerini etkin bir sekilde
devreye sokmustur. Klorofil floresansi dl¢timlerinden elde edilen sonuglarda ise, artan B
dozlarinda o6zellikle B uygulamalarinda fotosistemler hasar goérmiis ve fotosentez

kapasitesi azalmigken, NP uygulamalari ile birlikte 8 mM B uygulamasina kadar bitkinin
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fotosentetik aparatlarint  korumak icin katki saglamistir. Ancak en yiiksek B
uygulamasinda artik NP uygulamasi bile hasar1 telafi etmede yeterli olmamustir.

Tim sonuglar bir arada degerlendirildiginde, azalan fotosentetik aktiviteye
ragmen stres kosullarinda daha iyi fotosentetik performans gosteren, antioksidan enzim
kapasitesini diger genotipe gore daha anlamli artiran, yaprak su icerigini daha yiiksek
tutabilen ve H»0;’i daha stabil tutabilen Kog¢42 c¢esidi daha toleranshi olarak
belirlenmistir.

Bunun yani sira NP uygulamalari i¢in, bitkilerde stres kosullarinin iyilestirilmesi
ya da NP uygulamalarinin stres etkisini daha da arttirmasi agisindan yapilan pek ¢ok
degerlendirme mevcuttur. Bu calismanin bulgulart deneme diizeni, uygulanan NP
konsantrasyonu, NP uygulama siiresi, bitki genotipi, bitkinin biiyiime evresi, uygulama
yapilan bitki organ1 ve ayrica bitkiye NP uygulama seklinin de tarimsal bitkilerde NP
uygulamalarina bagli olusacak yanitlart O6nemli Ol¢lide degistirebilecegini ortaya

koymaktadir.

5.2. Oneriler

e Ulkemizde B toksisitesine maruz kalan topraklarda aspir bitkisinin fitoremediasyon
araci olarak da kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

e Bitkilerde stresin olusturdugu etkiler ve nanopartikiillerin bu siireclerdeki rollerinin
anlasilmasinda bu ¢alisma kapsaminda yapilan fizyolojik ve biyokimyasal analizlere
destek olarak molekiiler analizlerin de yapilmasi, toksisite ya da stres etkisinin
azaltilmasi baglaminda siirecin anlagilmasina katki saglayacaktir.

e 50 ppm Ag NP konsantrasyonundan daha diisiik dozlarda uygulamalar yapilarak stres
etkisini indiikleyici etkinin yani sira stres altindaki bitkiler lizerinde nanopartikiillerin
tyilestirici etkilerinin olup olmadigini anlagilabilecektir.

e Bitki verimi lizerindeki etkilerin daha kapsamli degerlendirilebilmesi i¢in, ayni deney
diizenekleri kullanilarak daha uzun siireli yetistirme ¢alismalar1 yapilarak aspir

tohumlarindaki yag icerigi karsilastirmali olarak analiz edilebilir.
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