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ÖZET 

Doktora Tezi 

Arap sümbülü (Muscari neglectum Guss.) bitkisinin in vitro kültüründe nekrozu önlemek 

için yavaş hormon salınımı yapan biyomateryal bazlı taşıyıcı sistemlerinin geliştirilmesi 

Muhammad MUJTABA 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Khalid Mahmood Khawar BHATTI ve Eş danışman Prof. Dr. Murat KAYA 

In vitro doku kültürü sırasında, reaktif Oksijen türleri (ROS) aracılı oksidatif doku 

kararması, araştırılan eksplantların rejenerasyon kabiliyetini sınırlayan başlıca kısıtlamalar 

arasında yer almaktadır. Bu fenomenin arkasındaki ana neden, ROS ve fitohormon hemostaz 

gardiyanının bozulmasıdır. Bu durum dokularda aşırı ROS birikmesine neden olup ciddi 

hücre ve doku hasarına yol açmaktadır. Mevcut tez çalışmasında, M. negelectum Guss.'un 

doku kararmasını kontrol etmek için yeni bir çözüm geliştirilmiştir. Bu amaç için üç farklı 

biyomateriyal tabanlı taşıyıcı, sırasıyla, G. macandrewii'den γ-APTES’ile işlevselleştirilmiş 

biyosilika boncuklar, Juglans regia'dan sporopollenin ve karides atığından kitin izole edilip 

farklı analitik araçlarla karakterize edilmiştir. İki farklı fitohormon (BAP ve NAA), izole 

edilmiş taşıyıcı sistemler içinde başarıyla enkapsüle edilmiştir. Sonuçlara göre, taşıyıcı 

sistemler, BAP ve NAA'nın sert dış koşullardan korunmasında önemli bir rol oynamıştır. 

BAP ve NAA'nın kontrollü salımı, eksplantların normal büyümesiyle sonuçlanmıştır. 

Geliştirilen her üç taşıyıcı sistemin tümü hem simüle edilmiş tampon hem de doku kültürü 

koşullarında kontrollü salım modelleri sergilemiştir. Yükleme yüzdeleri, halihazırda 

geliştirilmiş birçok taşıyıcı sistemden daha yüksek kaydedilmiştir. Ayrıca, tez çalışmanın 

hipotezi fizikokimyasal, enzimatik ve enzimatik olmayan analizlerle de desteklenmiştir. 

BAP ve NAA'nın kontrollü salımı, eksplantların normal büyümesiyle sonuçlanmıştır.  

2020, 205 sayfa 

Anahtar kelimeler: Fitohormonlar, yavaş salım, biyosilika, sporopollenin, kitin 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

Development of biomaterial based carrier systems for the slow release of hormones to 

prevent necrosis during in vitro culture of grape hyacinth (Muscari neglectum Guss.)  

Muhammad MUJTABA 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Khalid Mahmood Khawar BHATTI and Co-Supervisor Prof. Dr. Murat KAYA 

During the in vitro propagation, reactive Oxygen species (ROS) mediated oxidative tissue 

browning is among the major constraints limiting the regeneration ability of explants under 

investigation. The main reason behind this phenomenon is the disturbance of ROS and 

phytohormones hemostats gradient that leads to the excessive accumulation of ROS in tissue 

causing serious cell and tissue damage. In the current thesis, a novel solution has been 

developed to control the tissue browning of M. negelectum Guss. Three different 

biopolymeric based carriers i.e., γ-APTES functionalized biosilica microbeads from G. 

macandrewii, sporopollenin from Juglans regia and chitin from shrimp waste were isolated 

and characterized through different analytical tools. Two different phytohormones (BAP and 

NAA) were successfully encapsulated inside the isolated carrier systems. The carrier 

systems played an important role in protecting the loaded BAP and NAA. All the three 

carrier systems displayed controlled release patterns for the loaded phytohormones in both 

simulated buffer and tissue culture conditions. The encapsulation percentages were recorded 

higher from many already developed carrier systems. The thesis hypothesis was also 

supported and confirmed by physicochemical enzymatic and non-enzymatic assays. 

Controlled release of BAP and NAA resulted in normal growth with higher regeneration 

from explants compared to the direct application of plant growth regulators. 

2020, 205 pages 

Keywords: Phytohormones, controlled release, biosilica, sporopollenin, chitin 
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1 GİRİŞ 

In vitro duyarsızlık olarak adlandırılan engelleyici faktörlerden birisi oksidatif kararma olup 

doku kültürü koşullarında birçok bitki türü, in vitro koşullarda rejenerasyonuna olumsuz 

şekilde etkilenmektir (1). Son yıllardaki araştırmalar aşırı ROS (Reaktif Oksijen Türleri) 

üretiminin in vitro koşullarda, büyümenin engellenmesi, hücre ölümü, zayıf rejenerasyon, 

sürgünlerin kaçışı (explant escape) ve diğer bitki metabolik yollarının etkilenmesi gibi 

birçok yönden sınırlandırıcı bir faktör olduğunu ortaya koymaktadır. In vitro koşullarda 

yapılan çalışmalarda kararma şiddeti, hembitki türleri ve çeşitlerine bağlı olduğu kadar 

hemde dokunun fizyolojik durumuna göre değişmekte ve bitki büyümesini ciddi ölçüde 

sınırlamaktadır.  

Doku kararmasının esas nedeni, doku ve kültür ortamlarında fenolik bileşiklerin birikmesi 

ve ardından bu bileşiklerin oksitlenmesidir. Ayrıca, eksplant hazırlığı sırasında yaralanma 

gibi in vitro mekanik hasarlar, ROS seviyesinde bir artışa neden olmakta ve buna bağlı olarak 

eksplanttan rejenerasyon ve kallus oluşumu sırasında kararma meydana gelmektedir (2). 

Stres koşullarında hücrelerde zincir şekilde üretilen ROS, polar oksin ve sitokin 

taşıyıcılarının baskılanması yoluyla büyüme düzenleyicilerin yeniden dağıtılması üzerinde 

etkili olabilmektedir. Kültür ortamlara büyüme hormonlarının dışardan takviyesi, kültür 

ortamında bitkilerin rejenere olmasına ve canlı kalmasına katkı sağlamaktadır. Ancak, 

rejenerasyon başlangıcından kısa bir süre sonra (3-4 gün) eksplantlarda kararma başlamakta 

ve nihayetinde kök ve gövde oluşum aşamasında, kallusun büyüme ve farklılaşma veriminde 

azalma meydana gelmektedir. Doku kültür ortamına dışardan büyüme düzenleyicilerinin 

takviyesi durumunda da doku kararması meydana gelmektedir, ancak bu kararma 1) 

uygulanan hormonların ani salımı 2) ışık, sıcaklık ve pH gibi çevresel faktörlerin etkisi ile 

hormonların işlevsiz hale gelmesinden kaynaklanmaktadır (3).  

Biyomalzeme alanındaki yeni gelişmeler ve son teknolojiler, malzemelerin detaylı 

karakterizasyonuna olanak sağlamıştır. Bunun sonucu olarak biyomalzeme teknolojisi bitki 

bilimi de dahil olmak üzere yaşam bilimlerinin farklı dallarında uygulamaya girmiştir. 

Uygulanan zirai kimyasalların (herbisit, pestisit, büyüme düzenleyici maddeleri vb.) bitki 

tarafından yavaş ve sürdürülebilir bir şekilde alınması ve sonrasında kullanılması için 

kontrollü salınım sistemlerinin geliştirilmesi oldukça önemlidir. Bu bağlamda son yıllarda, 

bitki yetiştirmede kullanılan söz konusu kimyasalların miktarının azaltılması için biyobazlı 
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taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesi oldukça dikkat çekmektedir (4). Bu kapsamda bitki 

gelişimi için gerekli olan besin maddelerinin ve büyüme düzenleyicilerinin yavaş 

salınımlarını sağlayarak erken kayıplarını önlemek için biyomalzemelerin modifikasyonu ile 

bir takım taşıyıcı sistemler geliştirilmiştir. Diğer bir ifade ile biyomalzeme bazlı salınım 

sistemleri arasında, kontrollü ve sürdürülebilir salınım avantajına sahip kargo dağıtım 

sistemleri olarak önem kazanmıştır. 

Bu tezin amacı fitohormon taşıyıcı sistemlerin geliştirileceği farklı kaynakların temini, bu 

taşıyıcı sistemlerin izolasyonu, kapsamlı fizikokimyasal karakterizasyonu, taşıyıcı 

sistemlere bitki büyüme ve düzenleyici maddelerinin yüklenmesi, bu hormonların in vitro 

ve Muscari neglectum (Arap sümbülü) bitki doku kültürü çalışmalarında ROS kaynaklı 

kararmanın engellenmesi amacıyla kontrollü salım deneylerinin gerçekleştirilmesi ve bu 

deneylerin teyitidir. 
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2 KURAMSAL TEMELLER 

2.1 BİTKİLERDE DOKU KARARMASI 

Oksidatif stres kaynaklı nekrotik hücre ölümü bitki doku kültürü çalışmaları yaparken ortaya 

çıkan en yaygın sorunlardan biridir (5). Nekroz, rejenerasyon ve çoğalma mekanizmalarını 

etkileyerek doku ölümüne yol açmaktadır (6). Doku kararmasının oluşumu ve sıklığı türden 

türe ve çeşide göre değişmektedir. Ayrıca, doku kararması, doku veya bitkinin fizyolojik 

durumuyla da ilişkilidir (7). Tüm bu faktörler, araştırmacıların bitki büyümesini, gelişimini 

ve rejenerasyonuna manipüle etme becerilerinin kısıtlanmasına neden olmaktadır (Şekil 

2.1.) (8). Oksidatif doku kararmasının arkasında yatan temel neden, çeşitli fenolik 

bileşiklerin doku kültür ortamlarında aşırı birikmesi ve ardından bu fenolik bileşiklerin 

oksitlenmesidir (9).  

 
Şekil 2.1. Doku kültürü sırasında meydana gelen doku kararması. 

Tuzluluk, kuraklık, metal toksisitesi, aşırı sıcaklık, hava kirleticileri, ultraviyole-B (UV-B) 

radyasyonu, pestisitler ve patojen enfeksiyonu gibi çeşitli çevresel faktörlere maruz kalma, 

bitkilerde oksidatif strese neden olur ve bu da birden fazla şekilde oksijen temas sonucu 

üzerinde oluşan yaralar ile reaktif oksijen türleri (ROS) üretimi yoluyla bitki hücrelerinde 

hidroksil radikallerini, tekli oksijeni ve hidrojen peroksiti içerir ve hücresel metabolizmada 

fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler mekanizmalarda bazı değişikliklere yol açan sinyal 

yollarını aktive etmektedir. Doku kültür koşullarda, fenolik bileşikler bitkinin özel 

dokularında sentezlenmekte ve yara, stres veya mikroorganizmalar gibi herhangi bir dış 

etmene karşı birincil savunma tepkisi olarak işlev görmektedir (10). Bilindiği üzere doku 

kültürü prosedürlerinin çoğu kesilmiş doku parçalarının, çeşitli fenolik bileşiklerin 

üretilmesine ve salınmasına yol açan simüle edilmiş ve stresli koşullarda kültürlenmesini 
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içermektedir (11). Bu toksik bileşiklerin dokularda aşırı birikimi hücre hasarına ve 

nihayetinde bitki ölümüne yol açmaktadır (11, 12).  

 

Şekil 2.2. ROS’un bitki üzerinde etkileri ve hücre içi biriki (13). 

Doku kültürü sırasında karşılaştıkları kısıtlamaları göz önünde bulundurarak, kültür 

ortamındaki doku kararmasını önlemek veya azaltmak için yeni protokollerin geliştirilmesi 

ve optimizasyonu üzerinde yoğunlaşmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Günümüze kadar, 

araştırmacılar kararma ve doku ölümünü azaltmaya yönelik bazı önemli ilerlemeler 

kaydetmiştir (14-17). Bunlar, kültür koşullarının ve ortam bileşenlerinin sık sık 

manipülasyonunu içermektedir. Örnek olarak, karanlık koşullarda büyütülen dokularda, ışık 

altında büyüyen dokulara kıyasla daha düşük oranda kararma kaydedilmiştir (18). Bu durum 

ise, dokulardaki su moleküllerini iyonize ederek OH ve H2O2 gibi fenolik bileşiklerin ve 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimine yol açan ışık noksanlığına atfedilebilmektedir 

(Şekil 2.2.) (19).  

Alternatif bir yaklaşım, büyüme ortamının bileşiminin değiştirilmesi ile doku kararmasının 

azaltılmasının sağlanabileceği konusunda önemli sonuçlar elde edilmiştir (20, 21). 

Araştırmacılar, kültür ortamlarında farklı bitki büyüme düzenleyicileri konsantrasyonlarını 

test etmişler ve bu deneylerden olumlu sonuçlar elde etmişlerdir (9, 22). Ayrıca, 

antioksidanların uygulanması, fenolik bileşiklerin zararlı etkilerini azaltmak için daha hedef 

odaklı bir yaklaşım olarak rapor edilmiştir (23). 
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Şekil 2.3. Bitkilerde ROS üretimi ve programlı hücre ölümü. 

Doku kararması sırasında ortaya çıkan radikal molekülleri nötralize etmek için askorbik asit, 

melatonin ve sitrik asit gibi çok sayıda antioksidan kullanılmıştır (24-26). Bazı durumlarda 

stres altındaki dokulardan zararlı fenolik bileşiklerin salındığı rapor edilmiştir. Salınan bu 

fenolik bileşiklerin sağlıklı dokular etrafında da birikerek kararmaya yol açtığı bildirilmiştir. 

Ortamdan bu tür zararlı fenolik bileşiklerin uzaklaştırılması amacıyla aktif kömür ve 

polivinilpirolidon (PVP), gibi farklı emici malzemeler kullanılmıştır (17, 27). Tüm bu 

yaklaşımlar, farklı protokol aşamalarında dokuların alt kültürlenmesini içermektedir. Söz 

konusu alt kültürün, bitki dokusunu daha da zorlayarak sorunu artırdığı düşünülmektedir.  

Yukarıda belirtilen yaklaşımlar, doku kararmasının bir dereceye kadar hafifletilmesine 

yardımcı olurken, problem hala devam etmektedir. Bu nedenle oksidatif kararma problemini 

tamamen çözmek için yeni protokollere ve metodolojilere ihtiyaç duymaktadır. Mevcut 

eğilimlere ve sorunun üstesinden gelmek için olası çözümlere geçmeden önce, doku 

kararması sürecine dahil olan mekanizmaları tanımlamak gerekmektedir. 
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2.2 DOKU KARARMA MEKANİZMALARI 

Bitki rejenerasyonu ile ilgili olarak, ıslah, ekonomik açıdan önemli bitki türlerinin 

biyoteknolojik kullanımı için önemli bir sınırlayıcı faktör olabilir ve aynı zamanda in vitro 

koruma tekniklerinin daha geniş uygulamasına zarar verebilir. In vitro koşullarda çlalışmalar 

yaparken bitki hücrelerinin, dokularının ve organlarının doku kültürü manipülasyonlarına 

yanıt verememesi “in vitro rekalsitrans” olarak bilinmektedir (28). İn vitro rekalsitrans, 

hücresel yetersizlik ve nekroz gibi birçok faktör tarafından kontrol edilmekte ancak yine de 

bu sorunun kesin nedenleri belirsizliğini korumaktadır. Oksidatif doku kararması, in vitro 

rekalsitrans ve nekroz, in vitro koşullar altında genel doku rejenerasyon sürecini ciddi 

şekilde etkilemektedir (1). 

Yukarıda bahsedildiği gibi, şimdiye kadar araştırmacılar tarafından, doku kararmasının 

altında yatan ana etmenin, kültür edilen dokularda stres durumuna bağlı olarak aşırı 

miktarlarda ROS sentezi olduğu belirlenmiştir. ROS’un aşırı birikimi, dokularda hücre 

ölümüne ve nekroza neden olmaktadır. 

Literatür raporlarına göre ROS, birkaç reaktif molekülden oluşmaktadır (29-32). Bu 

moleküller, reaksiyonlarında yüksek derecede reaktif (hidroksil radikal) ve daha az reaktif 

(süperoksit ve hidrojen peroksit) olarak kategorize edilebilir. ROS, düşük moleküler ağırlıklı 

ve eşleşmemiş bir elektrona sahip moleküllerdir (Şekil 2.3.). ROS ve serbest radikaller, 

hücrelerde bulunan biyomoleküllerin çoğu ile reaksiyona girmekte ve serbest radikal 

üretiminin zincirleme reaksiyonunun başlamasına neden olmaktadır. Serbest radikal 

sentezinin bu zincirleme reaksiyonunu durdurmak için, bu moleküllerin ya başka bir serbest 

molekül ya da süpürücü bir molekül (antioksidanlar) ile karşı karşıya gelmesi gerekmektedir.  

Redoks aktivitesi, normal koşullarda proliferasyon, transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu 

veya gen ifadesi gibi çok sayıda hücresel süreçte hayati bir rol oynamaktadır. Ancak 

oksidatif stres durumunda, bu olumlu etki negatif hale gelebilmekte ve doku kararmasına 

neden olabilmektedir.  

ROS, tüm aerobik organizmalar tarafından üretilmekte ve parçalanmaktadır, bu durum ise 

ROS’un, ya normal hücre işlevi için gerekli olan fizyolojik konsantrasyonlarında ya da 

oksidatif stres olarak adlandırılan aşırı miktarlarda birikimlere yol açmaktadır (33-35). Aşırı 
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ROS üretimi genellikle oksidatif strese, hücre fonksiyonunun kaybına ve nihayetinde de 

proteinler, lipidler ve DNA dahil çeşitli biyomoleküllerle etkileşimi nedeniyle apoptoza veya 

nekroza yol açmaktadır (36). Normal hücresel süreçlerin devamı için oksidan ve antioksidan 

moleküllerin arasında bir dengenin oluşması gerekmektedir (37). 

2.2.1 ROS’UN SENTEZ YOLAKLARI 

Bitki hücresinde büyük hasarlara neden olan en belirgin ROS radikalleri arasında süperoksit 

radikali (O2
—), hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil radikaller (OH′) ve peroksil radikali 

bulunmaktadır (RO'2) (38). In vivo sentezlenen süperoksit, büyük ölçüde süperoksit dismutaz 

(SOD) ile katalize edilmekte veya enzimsel olmayan dismutasyon yoluyla H2O2'ye 

dönüştürülmektedir (39). H2O2'nin glikolat oksidaz tarafından enzimatik üretimi rapor 

edilmiştir (40). H2O2 ve O2'nin sınırlı reaktivitesine rağmen, H2O2 hücrede moleküler 

hedefleri bulabilmekte ve doğrudan hasara neden olabilmektedir. H2O2'nin zar geçirgenliği 

O2'den daha yüksek olduğu rapor edilmiştir (41). Literatür raporlarında, hidroksil radikalinin 

(OH′) oksidatif doku kararmadan sorumlu reaktif türler arasında en aktif bir tür olduğu 

bildirilmiştir.  

OH′ radikalinin oluşumu üç farklı mekanizma ile gerçekleşmektedir (42).  

i) İlk sentez mekanizmasında, hidroksil radikalinin (OH′) üretimi sırasında, demir ve bakır 

gibi katalitik geçiş metal iyonlarına ihtiyaç duyulmaktadır. Bu metal iyonları, hidroksil 

radikalinin (OH′) üretim sürecini katalize etmekte ve oksidatif doku kararmasına neden 

olmaktadır (43). 

ii) Bir diğer mekanizma ise, hidroksil radikali (OH′) üretimi, dokuların hidroksil radikal 

(OH′) üretimini uyaran iyonlaştırıcı radyasyona maruz kalmasıyla gerçekleşmektedir. 

Radikalin sentezi, dokunun hücreleri içindeki su molekülünün iyonlaşma yoluyla bölünmesi 

ile gerçekleşmektedir. Bu mekanizmanın üretim hızı veya verimi, bir öncekine göre nispeten 

yavaştır (44). 

iii) üçüncü olarak ise hidroksil radikalinin (OH′) sentezi de sırasıyla O2
— serbest radikal 

nitrik oksit (NO) ve hipokloröz asidin (HOCl) reaksiyonu ile gerçekleşmektedir (45). 
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2.3 ROS BİRİKİMİNİN, ENDOJEN BİTKİ BÜYÜME DÜZENLEYİCİLERİNİN 

HEMOSTAZ GRADİENTİNİ OLUMSUZ ŞEKİLDE ETKİLEMESİ 

Bitki büyüme hormonları arasında yer alan oksin, rejenerasyon aşamasında bitkinin 

büyümesinde ve gelişmesinde önemli rol oynamaktadır. Oksin ve oksinin dağılım oranlarına 

bağlı olarak bitki büyümesi, apikal (tepe tomurcuğu hakimiyeti) ve vasküler gelişimi, tropik 

yanıtlar ve organ oluşumu gibi gelişimsel süreçlerin pek çok safhasında kilit rol 

oynamaktadır (46). Bitkilerde, oksin biyosentezi çoklu aşamalardan oluşmakta olup ve bu 

aşamalarda bitki türleri ve çeşitlerine özgü oksin üretilmektedir (47). Oksin, hidatodların 

yanı sıra yaprakların kenarları boyunca mezofil hücre adacıklarında üretilmektedir (48).  

Yaygın bir oksin formu olan indol-3-asetik asit (IAA) ise indol öncülerinden triptofan (Trp) 

bağımlı veya Trp-bağımsız olmak üzere iki yolakla sentezlenmektedir (49, 50). Bitki 

büyümesi ve gelişimi, büyük ölçüde oksin seviyelerinin ve dağılımının zamansal-uzamsal 

kontrolüne bağlıdır (51). Bu nedenle, oksin dengesi, bitki büyümesinin ve gelişiminin en iyi 

şekilde kontrol edilmesini sağlayan farklı mekanizmalarla yönetilmektedir. Bu 

mekanizmalar arasında oksinin de novo biyosentezi, taşınımı, bozulması ve konjugasyon-

dekonjugasyon reaksiyonları bulunmaktadır (46).  

İndükleyici ajanlara maruz bırakılarak oksidatif stres oluşturulan Arabidopsis fidelerinde, 

oksin hemostazında değişiklikler gözlenmiştir. Oksin hemostazındaki bu değişiklere bağlı 

olarak tohum kabuğunun hızlı açılması, kök uzamasının engellenmesi, kotiledon sayısının 

azalması ve yaprak genişlemesi gibi fizyolojik değişiklikler yaşanmıştır (52). ROS 

seviyeleri, oksin gradientlerine, hassasiyetine, oksinin oksidatif bozulmasına (53), 

taşınmasına, dağılımına (54, 55), oksin taşıyıcı PIN-FORMED (PIN) proteinlerinin 

polariteleri ve hücreler arası oksin akışının yönünden etkilemektedir (56-58).  

Bazen ROS birikiminin in vitro koşullarda oksin hemostazı üzerindeki olumsuz etkilerini 

dengelemek için, bitki kültür ortamlarına dışarıdan oksinler ve sitokinler gibi bazı bitki 

büyüme düzenleyicileri ilave edilmektedir. Büyüme hormonlarının dışardan takviyesi, 

kültür ortamında bitkilerin rejenere olmasına ve canlı kalmasına katkı sağlamaktadır. Ancak, 

rejenerasyon başlangıcından kısa bir süre sonra (3-4 gün) yeni oluşan dokularda kararma 

başlamakta ve bunun sonucunda kök ve gövde oluşum aşamasında, kallusun büyüme ve 

farklılaşma veriminde azalma meydana gelmektedir.  
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Doku kültür ortamına dışardan büyüme düzenleyicilerinin takviyesi durumunda dokuda 

kararma meydana gelmektedir, ancak bu kararma i) uygulanan hormonların ani salımı ii) 

ışık, iii) sıcaklık ve iv) pH gibi çevresel faktörlerden dolayı hormonların işlevsiz hale 

gelmesinden kaynaklanmaktadır (59). Doku kültüründe ilave edilen bitki büyüme 

düzenleyicilerinin ani salımı nedeniyle oluşan doku kararmasını önlemek amacıyla ise 

askorbik asit, melatonin veya sitrik asit gibi antioksidan maddelerin (60), sorbentlerin (aktif 

kömür veya PVPP gibi) eklenmesi veya ortamdaki hormon konsantrasyonunun 

değiştirilmesi gibi stratejiler geliştirilmiştir (60). Fenolik bileşiklerden kaynaklanan 

kararmayı azaltmaya yönelik bir strateji ise eksplantın sık aralıklarla alt-kültürlere alınması 

gerekmektedir. Ancak, birçok bitki türlerinde bu alt-kültür uygulamaları ise eksplantların 

daha fazla strese girmesine neden olmaktadır (61). 

2.4 DOKU KARARMASINI ÖNLEMEK İÇİN STAREJİLER 

2.4.1 ANTİOKSİDANLARIN UYGULANMASI 

Oksidatif stres, çeşitli stres koşullarına maruz kalan tüm aerobik organizmalarda hücresel 

hasara neden olan ana unsurlardan biri olarak bildirilen bir fenomendir (62). Süperoksit 

radikalleri, H2O2 ve OH radikalleri gibi reaktif oksijen türlerinin lipid peroksidasyonunda, 

membran hasarında ve dolayısıyla yaprak yaşlanmasında önemli bir rol oynadığı 

bilinmektedir. Yaprak yaşlanması sırasında serbest radikal süpürme aktivitesindeki azalma 

ile proteinler, fosfolipidler ve pigmentlerin serbest radikaller tarafından parçalanabileceği 

gösterilmiştir (63).  

Serbest radikaller hem hayvan hem bitki hücrelerinde programlanmış hücre ölümünde 

önemli görevler üstlenmektedir (64). Antioksidan koruma, karotenoidler, askorbik asit, 

tokoferol, glutatyon, sistein, fenolikler ve flavonoidler gibi bileşikleri ve süperoksit dismutaz 

(SOD), guiacol peroksidaz (GPX) ve askorbat peroksidaz (APX) katalaz (CAT) ve glutatyon 

redüktaz (GR) dahil olmak üzere bir dizi enzimi içermektedir (65). 

SOD'un, O2¯’yi H2O2 ve O2'ye dönüştürülmesini katalize ettiği için antioksidan sistemLerde 

önemli bir rol oynadığına düşünülmektedir (66). H2O2'nin suya dönüşümü, APX ve GR'yi 

içeren askorbat-glutatyon döngüsü ile sitozol ve kloroplastlarda gerçekleşmektedir (67). 

Bitki hücreleri bu oksidatif hasara karşı askorbat peroksidaz, glutatyon redüktaz ve 
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süperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin yanı sıra glutatyon, karotenoidler, askorbat 

ve α-tokoferol gibi enzimatik olmayan bileşikler tarafından korunmaktadır (68). 

Poliaminlerde stres koşullarına yanıt olarak kolayca indüklenmekte ve bundan dolayı bitki 

hücrelerini oksidatif hasara karşı korumada rolü olduğunu rapor edilmiştir (69). 

Yapılan bir çalışmada patlıcanın ekstraktı ve taze kesilmiş dokularında enzimatik kararmayı 

kontrol eden antioksidanların etkisi incelenmiştir. Deneyin ilk aşamasında askorbik asit, 

sitrik asit, perasetik asit, kalsiyum klorür, siklodekstrin, sistein, heksametafosfat ve 4‐

heksilresorsinolün antioksidan etkisi, patlıcan ekstrakt ve pelletlerinde farklı 

konsantrasyonlarda incelenmiştir. Hem ekstrakt hem de pelette siklodekstrin, sistein ve 

heksilin 10 mM’lık konsantrasyonları etkili olmuştur. Askorbik asit (20 mM), sitrik asit (50 

mM) ve perasetik asit (50 mM) ile muamele edilen numunelerde ise enzimatik kararmanın 

etkili bir şekilde kontrol altına alınabilmesi için daha yüksek konsantrasyonlara ihtiyaç 

olduğunu rapor edilmiştir. Daha sonra, askorbik asit, sitrik asit, perasetik asit, siklodekstrin, 

sistein ve heksil'in raf ömrü uzatmasındaki rollerinin araştırılması için farklı 

konsantrasyonlarda 5°C'de saklanmış taze kesilmiş patlıcan dokuları üzerinde 

uygulanmıştır. Sistein, %1 konsantrasyonda uygulandığında 5 °C'de patlıcan dokuların raf 

ömrünü 9 güne kadar uzattığı kaydedilmiştir. Sonuçlara göre askorbik asit ve hekzil 

konsantrasyonlarındaki artışın doku kararmasıyla doğru orantılı olduğunu rapor edilmiştir 

(70).  

Ndakidemi, Mneney (24) tarafından yapılan bir çalışmada, nesli tehdit altında bir ağaç türü 

olan Brachylaena huillensis (Asteraceae)'de ölümcül doku kararmasını önleyerek 

rejenerasyon hızını arttırmak için askorbik asit uygulanmıştır. Dokular, 6-benzilaminopurin 

(BAP) ile birlikte farklı konsantrasyonlarda askorbik asit ile muamele edilmiştir. Sonuçlar, 

fenolik bileşiklerin üretiminde önemli bir azalma olduğunu ortaya koymuştur. En iyi kontrol,  

BAP ile zenginleştirilmiş odunsu bitki besiyerine askorbik asidin 200-250 mg/litre oranında 

eklenmesiyle elde edilmiştir. 

Misra, Toppo (71) tarafından yapılan benzer bir çalışmada, 15-20 günlük kültürlemeden 

sonra nodal eksplantlarda doku kararması gözlenmiştir. Doku kararması ve nekroz 

problemini çözmek için glutatyon, askorbik asit, tokoferol ve sistein gibi farklı antioksidan 

ajanlar besiyerinde ayrı ayrı ve bileşim halinde kullanılmıştır. Sonuçlar, fenolik bileşiklerin 
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üretiminde önemli bir azalma olduğunu ortaya konmuştur. En iyi kontrol, askorbik asidin 

BAP içeren odunsu bitki besiyerine 200-250 mg/litre oranında eklenmesiyle elde edilmiştir.  

Benzer bir çalışmada, 15-20 günlük kültürlemeden sonra nodal eksplantlarda doku karaması,  

glutatyon, askorbik asit, tokoferol ve sistein gibi farklı antioksidan ajanlar, doku kararması 

ve nekroz problemini önlemek amacıyla besiyerinde ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 

uygulanmıştır (24). İndirgenmiş glutatyon ve askorbik asidin dahil edilmesi, mükemmel 

yaprak gölgelik alanına sahip çoğalan filizler, taze, yeşil ve herhangi bir alt kültür olmadan 

yapmadan 40 güne kadar rejeneratif kalmıştır. Öte yandan, süperoksit dismutaz gibi 

antioksidan enzimlerin aktiviteleri, kontrol sürgünlerinde daha yüksek olduğu izlenmiştir, 

bu da doku kararması/nekrozun oksidatif stres ile ilişkili olduğunu kanıtlanmıştır. Ayrıca 

kontrol sürgünlerinde daha yüksek H2O2 ve fenolik bileşik oranı bu delili desteklemiştir. 

Anthony, Senaratna (72), tarafından yapılan başka bir çalışmada, Conostephium pendulum 

eksplantlarının embriyojenik yeterliliğini artırmadaki antioksidan etkilerini incelemek için 

üç antioksidan test yapılmıştır. Antioksidanlar, bitki eksplantlarına doğrudan ön muamele 

ve kültür ortamLarına eklenme olmak üzere iki farklı yol ile uygulanmıştır. Elde edilen 

sonuçlara göre, tri-potasyum sitrat ve sitrik asit ile ön işleme tabi tutulan kalluslarda nekroz 

oranında önemli azalma kaydedilmiştir. Kültür ortamına dahil edilen tri-potasyum sitrat ve 

sitrik asit kombinasyonu, fenolik kararmayı önemli ölçüde azaltmıştır, ancak bu 

uygulamanın somatik embriyoların sayısı üzerinde önemli bir etkisi gözlenmemiştir. Bu 

durum, doku kararmasının önlenmesinin eksizyon sırasında oksijen ile teması azaltarak 

mümkün olabileceğini düşündürmektedir. 

Askorbik asit ayrıca cv. Mzuzu yerel muz eksplantlarının hazırlanması sırasında ölümcül 

doku kararmasını kontrol etmek için de kullanılmıştır. Bu çalışmada, 6-benzilaminopurin 

(BAP) ile bileşim halinde uygulanan farklı askorbik asit konsantrasyonları kararmanın 

etkisini önlemiştir (73). 

2.4.2 MOLEKÜLER İNHİBİSYON VE MEDİA MANUPULASYONU  

Fenolik bileşiklerin birikimi ve oksidasyonu doku kararmasının ana öncüleri olmasına 

rağmen, doku kararması ayrıca fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) aktivitesi ile de yakından 

ilişkilidir (6, 9). PAL, fenilalanini trans-sinnamik aside dönüştürerek fenolik bileşiklerin 
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daha fazla sentezi için substrat sağlayan ilk özel enzimler arasında yer almaktadır (10). Bir 

dizi çalışma, doku kararması olayı sırasında veya öncesinde PAL aktivitesinin arttığını 

bildirmiştir. Doku kararmasının önlenmesine yönelik çalışmalar, büyük ölçüde PAL 

aktivitesinin azaltılmasına dayanmaktadır (6, 9, 10).  

Yukarıda bahsedildiği üzere, fenolik oksidasyonun bir sonucu olarak üretilen radikal 

molekülerini temizlemek için bir dizi antioksidan uygulanmaktadır. Ancak, oksidasyon 

sonucunda oluşan kararmayı azaltmak için ana mantıksal yaklaşımın, doku kararma olayı 

sırasında daha yüksek PAL aktivitesini önlemek veya azaltmak olduğunu bilinmektedir. 

Yeni bir yaklaşım ise, aktif bir PAL inhibitörü olan aminoindan-2-fosfonik asit (AIP) 

eklenerek PAL’ın inhibe edildiği raporlarda bildirilmiştir. 

AIP, Artemisia annua'nın kültür ortamına eklenmiş ve elde edilen sonuçlar, kültür 

koşullarında doku büyümesine eşlik eden doku kararmasında önemli bir düşüş olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu veriler, AIP ile fenilpropanoid biyosentezinin inhibe edilmesinin, A. 

annua'da doku kararmasını azaltmak için etkili bir yaklaşım olduğunu göstermektedir.  

Ulmus americana ve Acer saccharum ile yapılan diğer araştırmalar, bu yaklaşımın birçok 

türde etkili olduğunu ve oksidatif karmanın gelişiminin kısıtladığı biyoteknolojik 

sistemlerde geniş bir uygulamaya sahip olabileceğini göstermektedir (18).  

Doku kararması, sağlıklı fidelerin gelişme oranını engellediği için endüstriyel olarak önemli 

süs bitkilerinin kültüre alınmasında ve çoğalmasında büyük bir zorluk haline gelmektedir. 

Bu durum, önemli bir tıbbi ve süs bitkisi olan Ağaç şakayıklar için de (Paeonia suffruticosa 

Andrews) geçerlidir. Şakayıkların mikro kültürü, in vitro çoğaltma sırasında PAL aktivitesi 

ile hızlandırılan oksidatif kararma nedeniyle kısıtlanmıştır. Bu çalışmada araştırıcılar, 

oksidatif kararma olayı sırasında farklı şekilde ifade edilen bir dizi geni analiz etmişlerdir. 

Transkriptom dizilimi ile taze yaprak sapından ve üç tür kararmış yaprak sapından toplam 

218,957 unigen elde edilmiştir. Bu transkriplerin ortalama dizi uzunluğu 446 bç ve N50 için 

493 bç olarak kaydedilmiştir. Fonksiyonel açıklama analizi, sırasıyla 43,428, 45,357, 

31,194, 30,019 ve 21,357 unigenler NCBI-NR veri tabanı, Swiss-Prot, KOG, GO ve KEGG 

kullanılarak anote edilmiştir. Toplamda 33 farklı eksprese olan genin (DEG), kallus 

kararması ile potansiyel olarak ilişkili olduğu tanımlanmıştır. Bu farklı eksprese olan genler 

arasında, 12 genin fenolik bileşiklerin biyosentezine katıldığı, üç genin fenolik bileşiklerin 



13 

 

oksidasyonuna dahil olduğu ve altı genin kallus rejenerasyonuna katıldığı tahmin 

edilmektedir. Dahası, taze yaprak sapında altı transkripsiyon faktörünün ve ağaç 

şakayıklarında işlenmiş üç yaprak sapında farklı şekilde ifade edildiği gözlenmiştir (74). 

Stres koşulları sırasında PAL aktivitesinin inhibisyonu, çeşitli diğer bitki sistemLerinde AIP 

ile önlenmiştir (75-77). Kamelya sinensis var. Sinensis’in in vitro çoğaltması sırasında doku 

kararması büyük bir problem haline gelmektedir. Bu kararmanın ana nedeni fenolik 

bileşiklerin birikimidir ve kararmayı önlemek amacıyla en iyi strateji olarak PAL inhibitörü 

olan AIP, test edilmiştir. Kontrol deneyi olarak, antibiyotikler bir grup çay eksplantlarına 

uygulanmıştır. Bu bileşikler, farklı konsantrasyonlarda 6-benzilaminopurin ve tidiazuron ile 

birlikte normal bitki büyüme ortamında uygulanmıştır. Veriler, 2 µM AIP'nin doku 

kararmasını etkili bir şekilde engellediğini, EGC bolluğunu önemli ölçüde azaltabildiğini ve 

kallus indüksiyonunu ve büyümesini büyük ölçüde iyileştirdiğini ortaya konmuştur.  

Jones and Saxena (18) doku kültürü ortamına AIP eklenmesinin şeker akçaağacı (Artemisia 

annua) ve amerikan karaağacında doku kararmasını önlediği gösterilmiştir. Benzer şekilde, 

kesilmiş marul yaprağının orta damardaki di-kafeoil tartarik ve 5-kafeoilkinik asit kaynaklı 

kararmanın AIP uygulaması nedeniyle azaldığı rapor edilmiştir.  

Yukarıda belirtilen tüm bu yaklaşımlar, bitkilerde stres indüksiyonu olasılığını artıran ve 

nihayetinde bitkilerde oksidatif kararmaya yol açan sürekli alt kültürlerin yapılmasını 

gerektirmektedir. Ayrıca uygulanan biyomoleküller veya antioksidanlar zamanla 

aktivitelerini kaybetmekte ve oksidatif kararma bitkiye yeniden saldırmaktadır. Bu tür 

yaklaşımlar, kısa süreli kültürleme gerektiren bitkiler için faydalı olabilmektedir ancak daha 

uzun süre kültür koşullarında kalması gereken bitkiler, çeşitli biyomoleküllerin veya 

antioksidanların uzun süreli aktivitesine ihtiyaç duymaktadır. Fakat ışık, ısı ve pH'daki 

değişiklikler gibi belirli dış etkenler bu molekülleri parçalamaktadır. Bu nedenle bu 

moleküllerin bu tür çevresel etkilerden korunması gerekmektedir. 

2.5 BİTKİ BİLİMİNDE BİYOMALZEMELERİN KULLANIMI 

Bitki biliminin su, gübre (azotlu, fosforik, potasik gübreler ve organometal) ve pestisit 

uygulamalarını eksik veya yanlış yönetimlerin kullanılmasıyla nedeniyle besin kayıpları, 

patojenler ve düşük ürün verimi gibi bir dizi zorlukla karşı karşıya olduğu iyi bilinmektedir. 
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Yoğun miktarda gübre kullanımı hem çevre hem de sağlık sorunlarına neden olmaktadır ve 

bu soruna, çiftçiler tarafından makro ve mikro besinlerin uygulanmaları yoluyla çözüm 

sunulmaktadır. Benzer sorunlar, bazı bitkilerin (süs bitkileri, tıbbi ürünler ve tahıllar) in vitro 

çoğaltılması sırasında da yaşanabilmektedir; burada ROS aracılı doku kararmasına neden 

olmakta ve eksplantların sağlıklı rejenerasyonunda önemli bir kısıtlayıcı güç haline 

gelmektedir.  

Araştırmacılar, durumun üstesinden gelmek için, ortam içeriğindeki değişiklikler 

(hormonlar normalde farklı konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda uygulanır), çeşitli 

antioksidanların uygulanması, ortama salınan fenolik bileşiklerin emilimi için absorbanların 

uygulanması ve PAL enzimLerini inhibe edici moleküllerin kullanımı gibi çözümler 

üretmiştir. Ancak tüm bu alternatif yaklaşımlar, büyük deneysel çalışma, zaman, para ve en 

önemlisi eksplantlarda strese neden olan alt kültürlenmeyi gerektirmektedir. Ayrıca bu 

biyomoleküller, antioksidanlar ve hormonlar uyguladıktan kısa bir süre içinde ışık, sıcaklık 

ve yüksek pH koşulları gibi birtakım faktörlerden dolayı etkinliklerini yitirmektedir. Mevcut 

durum göz önüne alındığında hem besin kayıplarını hem de çevre ve sağlık tehlikelerini 

ortadan kaldırarak daha güvenli ve ekonomik alternatif yaklaşımları gerektirmektedir.  

 

Şekil 2.4. Malzeme bazlı taşıyıcıların bitkilerdeki çeşitli uygulamaları (78). 

Biyomateriyal bilimi ve nanoteknolojideki mevcut gelişmeler biyomalzemelere, bitki 

bilimLeri de dahil olmak üzere farklı alanlardaki uygulamaları açısından yeni perspektifler 

kazandırmaktadır (Şekil 2.4.). Besinler, fungisitler, fitohormonlar ve gübreler gibi farklı 
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biyomoleküllerin salımı için bu biyo-bazlı materyallerin kullanılması, biyo-uyumluluk, 

toksik olmama ve biyomoleküller için afinite, verimli kapsülleme, uzun süreli salınım vb. 

çeşitli avantajlar sunmaktadır (78). 

Şimdiye kadar çok sayıda çalışma biyopolimerleri, bitkilerin ihtiyaç duyduğu farklı 

moleküllerin kontrollü salımı amacıyla başarılı bir şekilde kullanılabileceğini göstermiştir. 

Bu biyopolimerlerin kullanımı, sadece belirli streslerin azaltılmasına katkıda bulunmakla 

kalmayıp, aynı zamanda farklı bitkilerin büyümesini ve verimini de önemLi ölçüde teşvik 

etmektedir. Biyolojik olarak parçalanabilirlik, toksik olmama ve biyouyumluluk gibi istenen 

özelliklerin yanı sıra farklı bitki ortamlarında yük taşıma kapasitesine sahip yeni 

malzemeleri ortaya çıkarmak için kapsamlı araştırmalar devam etmektedir. Şimdiye kadar 

farklı biyopolimerler, biyolojik köken, toksik olmama, ekonomiklik, biyolojik olarak 

parçalanabilirlik ve biyo-uyumluluk gibi çekici özellikleri ve benzersiz fizikokimyasal 

özellikleri sayesinde araştırmacıların dikkatini çekmiştir. Bu biyopolimerler arasında 

kitosan, selüloz, kitin ve lignin, farklı bitkilerde nano taşıyıcılardan elisitörlere kadar farklı 

formlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. 

 

2.5.1 BİYOMALZEME BAZLI TAŞIYICILAR 

Biyomalzeme alanındaki yeni gelişmeler ve son teknolojiler, malzemelerin detaylı 

karakterizasyonuna olanak sağlamıştır (79). Uygulanan zirai kimyasalların (herbisit, pestisit, 

büyüme düzenleyicileri vb.) bitki tarafından yavaş ve sürdürülebilir bir şekilde alınması ve 

sonrasında kullanılması için kontrollü salınım sistemlerinin geliştirilmesi oldukça önemlidir 

(80, 81). Farklı biyopolimerik taşıyıcılar yoluyla kontrollü salım, buharlaşmayı kısıtlayarak 

aktif bileşenlerin kaybını ve etkinliğini arttırmakta, ayrıca kontaminasyon risklerini de çevre 

ve sağlık açısından önemli ölçüde önlemektedir. 

Biyopolimerik taşıyıcılar, kapsüllenmiş moleküller (fitohormonlar, besinler, gübre, 

fungisitler) için koruyucu bir ortam sağlayıp bu moleküllerin kontrollü salımını 

gerçekleştirmektedir (Şekil 2.5.) (82, 83). Günümüze kadar selüloz, kitin, kitosan, kollajen, 

aljinat ve nişasta dahil olmak üzere çok çeşitli biyopolimerler, tarımsal kimyasalların 

kontrollü salımı için nanotaşıyıcılar olarak uygulanmıştır (84). Çalışmalar ayrıca selüloz 
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kullanımının nişasta veya lignin türevleri kadar kapsamlı olmadığını göstermektedir (85). 

Bu bağlamda son yıllarda, bitki yetiştirmede kullanılan söz konusu kimyasalların miktarının 

azaltılması için biyobazlı taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesi oldukça dikkat çekmektedir.  

Bu amaçla, tez çalışması kapsamında kitin fiberler, sporopollenin ve biyosilika boncuk 

olmak üzere biyomalzeme temelli üç farklı fitohormon taşıyıcı sistem seçilmiştir. 

 

Şekil 2.5. Polimerik taşıyıcıların salımdaki olumlu etkileri ve koruma mekanizması. 

2.5.1.1 Kitin 

Kitin selülozdan sonra yeryüzünde en bol bulunan ikinci polimer olarak bilinmektedir. Kitin 

kabuklulardan eklembacaklılara kadar birçok organizma için temel yapısal desteği 

sağlamaktadır ve alfa (α), beta (β) ve gama (γ) olmak üzere üç kristalografik formda 

bulunmaktadır. α ve β en yaygın olarak bulunan kitin formlarıdır ve farklı kaynaklardan bol 

miktarda ve kolaylıkla izole edilebilmektedir. Bununla birlikte, gama kitinin kaynakları çok 

sınırlı olup, doğru karakterizasyonu bile uzun yıllar boyunca gerçekleştirilememiştir. Bu 

nedenle son 16 yılda, tüm araştırmacılar, gama kitinin varlığı ve kimyası hakkında çok az 

bilgi veren yayınlanmış bir araştırma sonucu üzerinde hemfikir olmuşlardır (86). Ancak, 

güncel mevcut analitik araçlarla desteklenen ve tüm fizikokimyasal özellikleri bildiren yeni 

bir rapor bu durumu değiştirmiştir. Rapora göre, gama kitin alfa kitine fizikokimyasal 

özellikleri açısında benzerlik göstermektedir (87). 
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Kitin, 1–4 bağlarla bağlanmış 2-amino-2-deoksi-d-glikoz ve 2-asetamido-2-deoksi-d-glikoz 

monomerlerinden oluşan doğrusal bir polimerdir. Yapısal olarak α ve γ, kitinin β formuna 

kıyasla fizikokimyasal özellikler açısından birbirine yakınlık göstermektedir. Moleküler 

ağırlık, biyolojik ve fizikokimyasal özellikler, saflık, kaynaktan kaynağa ve ayrıca 

ekstraksiyon yöntemine göre değişiklik göstermektedir (88).  

 

Şekil 2.6. Kitin ve kitosan izolasyonu. 

Kitosan, kitinin deasetillenmiş bir türevidir ve zincir boyunca uzanan amino grupları 

sayesinde daha işlevsel bir polimerdir (89). Kitosan, gıda kaplamaları, gıda ambalajları, 

karışım kompozit üretimi ve benzeri birçok uygulama alanında yararlı olmasını sağlayan 

mükemmel bir film oluşturma özelliğine sahiptir. Kitosanın başlıca özellikleri arasında 
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toksik olmayan (LD50 = 16 g/kg sıçanlarda) muko yapışkanlığı (90), hemostatik, film 

oluşturma yeteneği (91), mükemmel adsorpsiyon matrisi, antiviral, antibakteriyel, antifungal 

(92), antioksidan (93), antikolesterolemik (94) gibi özellikleri sayesinde birçok uygulamada 

dikkat çekici bir bileşen haline getirmektedir.  

2.5.1.1.1 Kitinin bitki bilimindeki uygulamaları 

Kitin bitkilerde biyopestisitler, biyo gübreler ve tohumlarda, gıdalarda ve kaplamada tarım 

filmi gibi farklı uygulamalara sahiptir. Kitosan ayrıca, herhangi bir mikrobiyal hastalık 

durumunda bitkilerin doğal bağışıklık sistemini tetiklediği için farklı bitki hastalıklarına 

karşı bir uyarıcı olarak büyük ölçüde kullanılmıştır. Mahsul üretimini geliştirmek için bir 

dizi kitosan bazlı polimerler tasarlanmıştır. Toprağa kitin eklenmesi mikrobiyal toplulukları 

hem bollukta hem de yapı olarak geliştirmektedir. Bununla birlikte, bitkilerdeki tüm bu iyi 

uygulamalarına rağmen, suda veya zayıf asitlerde çözünür olmaması nedeniyle kitinden bu 

tür uygulamalarda yüksek verimlerde yararlanılamamaktadır.  

2.5.1.1.2 Antimikrobiyal aktivite  

Kitosanın toprak zenginleştirme ürünü olarak kullanılması, Fusarium solgunluğu (95, 96) 

ve gri küf (97, 98) gibi birçok mantar hastalığının önemli ölçüde kontrol altına alınmasını 

sağlamıştır. Kitosan ayrıca hem biyotrofik hem de nekrotrofik patojenlere karşı etkisini 

göstermiştir. Kitosan uygulamasının ayrıca oomycete patojenlerine karşı da etkili olduğu 

tespit edilmiş ve biberlerde Phytophthora capsici (99) ve patateste Phytophthora infestans 

(100) patojenlerine karşı önemli sonuçlar elde edilmiştir. Karideslerden izole edilen kitinin, 

patates yumrularında kabuklanma hastalığına neden olan patojen Streptomyces patojeninin 

inhibisyonu için başarı ile kullanıldığı ve hastalık yoğunluğunun %22'den %4'e düşürüldüğü 

rapor edilmiştir (101). 

Kitosan ayrıca, bitkilerde birçok viral hastalığa karşı antiviral aktiviteye sahiptir (102). 

Ancak literatürde kitosanın antiviral etkisinin, doğrudan ya da diğer moleküller aracılığıyla 

dolaylı olarak gerçekleşip gerçekleşmediği konusunda kısıtlı bilgi bulunmaktadır. Kitin bazlı 

formülasyonların toprağa dahil edilmesi, fitopatojenik nematod türleri olan Meloidogyne 

arenaria ve Heterodera glisinlerinin seviyelerini önemli ölçüde azaltmıştır. Bu azalma 

oranı, ticari bulunan nematokistlerden (örneğin, ClandoSan® 618) daha yüksek olarak 
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kaydedilmiştir. Ayrıca, domates üzerinde yapılan bir çalışmada, kitin ilavesiyle bitki 

büyümesi iyileştirilirken, başarılı bir nematod kontrolü gözlenmiştir (103). 

2.5.1.1.3 Kitinin bitki büyümesi, gelişimi, beslenmesi ve abiyotik strese karşı direnci 

üzerindeki rolü 

Kitin bazlı formülasyonların uygulanması, haşere ve hastalık kontrolü üzerindeki etkilerden 

bağımsız olduğu düşünülen çeşitli tarım ve süs bitkilerinde gelişmelerle sonuçlanmıştır. 

Kitinin uygulamasının, daikon turpları (Raphanus sativus) (104), lahana (Brassica oleracea) 

(105), soya fasulyesi filizi (106), tatlı fesleğen (107), asma (108), Gerbera ve Dendrobium 

orkideleri gibi süs bitkilerde (109) büyümeyi önemli ölçüde artırdığı rapor edilmiştir.  

Bittelli ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada (110), kitosan ile muamele edilmiş 

biber bitkilerinde %26-43 oranında su kullanıldığını bildirilmiştir. Bu sonuçlar 

araştırmacıları, kitosanın bitkiler üzerinde anti-transpirasyon etkiye neden olduğu sonucuna 

götürmektedir. Bu durum kitosanın, aşırı su kaybının istenmediği tarımsal uygulamalarda 

büyük ölçekte kullanım potansiyeli taşındığını göstermektedir. Ayrıca araştırma sonuçları 

kitosan uygulamalarının , stomaların açılma ve kapanma mekanizmasında önemli bir role 

sahip olan ABA ve jasmonik asitin (111) konsantrasyonlarında artış sağladığını rapor 

etmişlerdir (112). 

Bazı bahçe bitkileri üzerinde kitin ve kitosan uygulaması çiçeklenmeyi de tetiklemektedir. 

Yapılan bir çalışmada, kitosanın (deasetilasyon seviyeleri; %70-90) Dendrobium 

orkidelerine 1-100 mg/L konsantrasyonlarında uygulanması, vejetatif büyümede hiçbir 

değişikliğe neden olmaksızın erken çiçeklenmeye neden olmuştur (113).  

Yapılan benzer bir çalışmada, toprak zenginleştirme ajanı olarak kitosan uygulamasından 

sonra, Passiflora edulis'te erken çiçeklenme oranın önemli ölçüde arttığı bildirilmiştir (114).  

Kitosan ve kitinin tohum oluşumu sırasında embriyojenezin indüksiyonunda rol oynadığı 

düşünülmektedir, ancak kesin mekanizma bilinmemektedir. Literatür verilerinde mısır ve 

buğday tohumlarının kitin ile işlenmesinden sonra çimlenme oranının iyileştiği 

kaydedilmiştir (115, 116).  
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Kitosan, çok sayıda literatür raporu ile belgelenmiş olan güçlü bir antioksidan polimerdir 

(117). Kitosan oligomerleri üzerinde bulunan hidroksile amino grupları, onları hidroksil 

radikalleri, hidrojen peroksit ve anyon süperoksit için son derece etkili süpürücüler haline 

getirmektedir (117). Ancak, stresli yetiştirme ortamlarında kitin bazlı işlemlerin bitkilerin 

hayatta kalmasını ve performansını nasıl arttırdığına dair yayınlanmış bir kanıt 

bulunmamaktadır. Stresli ortamlarda kitosan ile muamele edildikten sonra pirinç bitkilerinin 

büyümesinde ve üretiminde önemli bir artış bildirmiştir (113). Bu artışın nedeni olarak, 

kitosanın stomatal aktivite ve transpirasyon hızı üzerindeki etkilerine göstermekte ve 

dolaysıyla kitosan bitkilerde transpirasyon oranlarının azalmasına neden olmaktadır. 

2.5.1.1.4 Kitin ve kitosan bazlı salım sistemleri 

Birçok çalışma kitin ve kitosanın, farmasötik ilaçlar, biyomoleküller, nutrasötikler ve böcek 

ilaçları gibi etken maddelerinin salımı için kullanıldığını bildirmiştir. Şimdiye kadar 

bitkilerde, kitinin doğrudan bir salım malzemesi olarak ya da bitki hormonlarının kültür 

ortamına salımına yönelik herhangi bir çalışma rapor edilmemiştir. Ancak araştırmacıların 

kitosan bazlı taşıyıcıları, farklı bitki büyüme düzenleyicileri ve diğer tarımsal kimyasalların 

kontrollü salımı için kullandıkları çalışmalar büyük ölçüde rapor edilmiştir (113). 

Bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin salımı  

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres cevabının ve toleransının altında yatan mekanizmalar 

oldukça karmaşıktır. Fitohormonlar, yüksek verime sahip, çeşitli streslere karşı dirençli 

bitkiler üretmek için tercih edilen bir yöntemdir. Fitohormonlar, çok düşük 

konsantrasyonlarda üretilen, ancak bitkilerde çeşitli hücresel süreçleri düzenleyebilen 

moleküllerdir. Fitohormonlar, bitkilerin abiyotik stres yanıtı sırasında anahtar roller 

oynamakta, çeşitli sinyal iletim yollarını koordine etmektedir (113). 

Pereira, Silva (118) tarafından yapılan bir çalışmada, giberellik asidin kontrollü salınımı için 

kitosan / aljinat ve kitosan / tripolifosfat nano taşıyıcılar kullanılmıştır. Nano taşıyıcılar, 

giberellik asit için %100 kapsülleme etkinliği göstermiştir. Kullanılan nano taşıyıcılarla, 60 

gün boyunca giberellik asidin stabilitesi korunmuş ve her iki taşıyıcı için farklı salım 

kapasitesi gözlemlenmiştir. Salımdaki bu farklıkları pH ve sıcaklık gibi faktörlere bağlı 

olduğu rapor edilmiştir.  
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Phaseolus vulgaris kullanılarak yapılan biyoaktivite analizleri, kitosan / aljinat / giberellik 

asit nanopartiküllerinin yaprak alanını ve klorofil ve karotenoid seviyelerini artırmada en 

etkili olduğunu ortaya konmuştur. 

 Pereira, Sandoval-Herrera (119) tarafından yapılan benzer bir çalışmada, giberellik asitin 

salımı için γ-poliglutamik asit / kitosan nanopartiküller kullanılmıştır. Çalışma sonuçlarına 

göre giberellik asit, %60 değerindeki genel kapsülleme verimi ile nanopartiküllere başarıyla 

yükleniştir. TEM ve SEM görüntüleri, bitki hormonunun homojen dağılımını ve 

nanopartiküllere yüklendiğini doğrulamıştır. Çalışmada, 48 saatte %58 değerinde kümülatif 

salım belirlenmiş ve kapsüllenmiş giberellik asitin, yapraklarda ve ana ve yan kök 

gelişiminin indüksiyonunda serbest hormona göre daha verimli olduğu kaydedilmiştir.  

Quiñones, García (120) tarafından, brassinosteroidlerin kontrollü salımı için kitosan 

mikrokürelerin kullanımı bildirilmiştir. Kitosan mikroküreler sodyum trifosfat varlığında 

koaservasyon-çapraz bağlama yoluyla üretilmiş ve kapsülleme verimi %10 ila %50 arasında 

kaydedilmiştir. Etanol ve su (pH 7.0) ortamında salım oranı, 10 saat boyunca sabit bir salım 

göstermiştir. 

2.5.1.1.4.1 Fungusit salımı 

Araştırmacılar, fungusit, insektisit ve herbisitlerin kontrollü salınımı için yeni mikro ve nano 

taşıyıcılar geliştirmektedir. Bu bileşiklerin kontrollü salımına duyulan ihtiyaç, bitkiler 

üzerinde uygulama sırasında karşılaşılan bir dizi problemden kaynaklanmaktadır. Bu 

sorunlar arasında bozulma, sızıntı, buharlaşma, kullanılan pestisit miktarı, uygulama sayısı 

ve toksik yan etkiler yer almaktadır (121). Araştırmacılar, tarım kimyasallarının etkinliğini, 

çözünürlüğünü ve stabilitesini arttırabilen bu mikro ve nano taşıyıcıların, küçük boyutları ve 

yüksek yüzey alanları sayesinde yukarıda belirtilen sorunların üstesinden gelmek için faydalı 

olabileceğini düşünmektedir. 

Chauhan, Dilbaghi (122) tarafından yapılan bir çalışmada, heksakonazolün kontrollü 

salınımı için kitosan nanopartiküller kullanılmıştır. Nanopartiküller, iyotropik jelleşme 

olarak bilinen ve yaygın olarak kullanılan tekniklerle geliştirilmiştir. Fungisitin kapsülleme 

etkinliği %73 olarak kaydedilmiş ve salım deneyi pH 4.0 ve pH 7'de gerçekleştirilmiştir. pH 

4'te gerçekleşen salımın, 10 saat süren pH 7'ye kıyasla hızlı olduğu belirlenmiştir.  
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 Yapılan başka bir çalışmada pestisit yavaş salınımı için kitosan kaplı silika nanopartiküller 

kullanılmıştır (123). Kapaksız ve kapaklı silika nanopartiküller için kapsüllüme verimliliği 

sırasıyla %26,7 ve %40,3 olarak kaydedilmiş ve sistem tarafından başarılı ve kontrollü bir 

salım gerçekleştirilmiştir. 

2.5.1.2 Biyosilikanın bitkilerdeki uygulamarı 

Biyomineraloji, doğal olarak oluşan biyomineralizasyon, demineralizasyon ve 

remineralizasyon fenomenleriyle ilgilenen disiplinler arası bir araştırma dalıdır. 

Biyomineralizasyonun modern tanımı, "canlı organizmaların çok işlevli özelliklere sahip 

mineraller ürettikleri temel biyolojik süreçtir" (113). Biyominirallerin, çoğunlukla 

hayvanlar tarafından üretilmektedir. Silikon doğal hali ile silisik asit formunda 

bulunmaktadır. Tatlı su ve okyanuslarda, silisik asit konsantrasyonları 10 ila 180 μM 

arasında değişmekte ancak 2 μM'nin üzerindeki konsantrasyonlarda ve doğru pH'ta, bu doğal 

silisik asit otopolimerizasyon sürecinden geçmekte ve silikaya dönüşmektedir (113). Bu 

nedenle silikonun dış ortamlardan alınması ve canlı hücreler tarafından biyosilika'ya 

dönüştürülmesi çok özel bir biyokimyasal mekanizma gerektirmektedir. Bu karmaşık 

biyokimyasal süreçler, farklı yüzey morfolojileri ve özellikleri ile farklı yapısal 

geometrilerde biyosilika oluşumuna neden olmaktadır. Şimdiye kadar biyosilika'nın farklı 

yapısal organizasyonlarına doğada rastlanmıştır. Biyosilika, diatomlar, süngerler ve bitkiler 

gibi farklı organizma formlarından izole edilebilmektedir. 

2.5.1.2.1 Biyosilikanın kaynakları 

Modern silika üretim döngüsüne büyük ölçüde fitoplankton salgılayan silis hakimdir ve buna 

örnek olarak diatomlar verilebilmektedir. Günümüzde diatomlar, diğer tüm kaynaklar 

arasında en kapsamlı araştırılan organizmalardır. Bu tek hücreli mikro algler, asidik kaplıca 

suları (pH 1.5, 88°C) (113) ve Antarktika denizlerindeki buz bazlı köpükler içinde –20°C’lik 

ekstrem koşullarda bile organik şablonlar kullanarak silisli hücre duvarlarını 

üretebilmektedir (113, 124).  

Biyosilika üreten organizmaların bir diğer grubu ise, tüm mevcut süngerlerin %95'ini içeren 

demosponglardır (Demospongiae Sollas 1885) (125). Süngerlerin iskeleti, ayrı liflerde 

kollajen benzeri bir protein süngeriyle veya gevşek bir şekilde kümelenmiş ve eğik kolajın 

liflerle birbirine bağlanan monoaksonik ve tetraksonik silisli spiküllerden oluşmaktadır.  
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Biyosilikanın yapı ve kompozisyonu, hafif yapılar, fotonik nanomalzemeler, sensörler, 

laboratuvarda çip yapıları, biyoyakıtlar, enerji depoları ve ilaç salımı için malzemelerin 

oluşturulması ve tasarımına ilişkin çeşitli biyomimetik sentez yaklaşımlarına ilham vermeye 

devam etmektedir (126-133). 

2.5.1.2.2 Silikatein aracılı biyosilika sentezi 

Morse ve arkadaşları tarafından, farklı organizmalarda biyosilika üretiminden sorumlu olan 

silikatin proteini tanımlanmıştır (134). Silikatin, silikanın silikon alkoksitlerden sentezini 

katalize eden enzimatik olarak aktif bir proteindir. Silikatein, diğerlerinin yanı sıra 

demospong golf topu süngeri (Tethya aurantium) ve münzevi yengeç süngerinde (Suberites 

domuncula) bir protein olarak tanımlanmıştır (135-137). Biyosilika oluşumu sırasında 

silikatinin aktif rolü birçok çalışmada deneysel olarak kanıtlanmıştır. Silikateinin silikatein 

-α, -β ve –γ olarak bilinen üç izoformu bilinmektedir. Demosponge S. domuncula'dan (137) 

silikatein-α geninin birincil protein translasyon ürünü, bir sinyal dizisi, bir propeptid ve 

olgun, enzimatik olarak aktif proteinden oluşmaktadır.  

Silikatein, enzimatik olarak sentezlenen ürün için hem bir enzim hem de bir iskelet görevi 

görmektedir (138). Mekanik olarak, silikatein ile katalize edilen polikondensasyon 

reaksiyonu, katalize edilmemiş reaksiyona benzemekte, ancak daha düşük 

konsantrasyonlarda ve nötr pH koşullarında gerçekleşebilmektedir. Katalitik triadin üç 

amino asidini de içeren silikatein aracılı polikondensasyon için bir reaksiyon mekanizması 

önerilmiştir (138). 

2.5.1.2.3 Bitkilerde uygulamaları 

Bugüne kadar, zirai kimyasalların yavaş salınımı için kapsüller, mikroküreler ve 

nanopartiküller şeklinde birçok nanoformülasyon geliştirilmiştir. Bu nanoformülasyonlar ya 

inorganik bileşiklerden sentetik olarak üretilmekte ya da doğal kaynaklardan elde 

edilmektedir.  

Bildirilen tek bir çalışmada biyosilika, biyokömür ve saman külü ile karıştırılmıştır. Bu 

karışım daha sonra pestisitlere eklenmiştir. Biyosilika, gözenekli bir mikro/nanoyapıya 

sahiptir ve bu nedenle, bitki yapraklarının pürüzlü yüzeyi tarafından tutulma eğiliminde olan 

çok sayıda pestisit molekülünü adsorbe edebilmekte ve yapraklar üzerinde yüksek bir 
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yapışma performansı sergilemektedir, bu nedenle pestisit kaybı azalmakta, bitki için yeterli 

pestisit sağlanmakta ve pestisitin kirlilik riski önemli ölçüde azaltılabilmektedir (139).  

2.5.1.2.4 Tezde kullanılan biyosilika 

Biyosilika, morfogenetik olarak aktif ve biyouyumlu doğal inorganik bir polimerdir. 

İnorganik iskeletlerini oluşturmak için silisli süngerlerde bir silikatin aracılık ettiği 

reaksiyonu ile oluşmaktadır (140). İçi boş gözenekli silika küreler, daha yüksek 

enkapsülasyon kapasitesi sağlayabilmeleri ve kontrollü salım kinetiği göstermeleri 

nedeniyle, ilaç ve gen salımı için büyük dikkat çekmektedir. 

Ancak, bugüne kadar hiçbir çalışmada, in vitro bitki kültür sırasında bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin (fitohormonların) kontrollü salımı için sünger silika 

mikrokürelerinin kullanıldığı rapor edilmemiştir. Mevcut tezde, in vitro bitki kültürü 

sırasında ROS birikimini önlemek için sitokin ve oksin fitohormonlarının kontrollü salınımı 

için sünger-mikroküreleri taşıyıcı ve salım sistemleri olarak ilk kez kullanılmıştır.  

Çalışmada Geodiidae familyasına ait Geodia macandrewii mikroküre (oval, yuvarlak, vs.) 

şeklindeki sterrasters yapılarının kimyasal modifikasyonu sonucu, gözenekli mikro cam 

boncukların üretimi yapılmıştır. Ardından bu üretilen mikrokürelere belirlenen 

konsantrasyonlarda oksin ve sitokin fitohormonların enkapsülasyonu yapılmış ve in vitro 

bitki kültüründe kontrollü salımı incelenmiştir. 

2.5.1.2.5 Silika/Biyosilika yüzey işlevselleştirilmesi 

Hidrofilik silanol grubuna sahip silika makro ve nanopartiküller, substrat erişilebilirliğini 

kısıtlayarak istenen özelliklerin azalmasına neden olmaktadır. Silika ve biyosilikanın farklı 

uygulamalarda kullanılması için silika yüzeyini organik ve inorganik gruplarla 

işlevselleştirmek için bir dizi çalışma yapılmıştır. Bugüne kadar, silika / biyosilikanın yüzey 

aktivasyonu / işlevselleştirilmesi için iki yöntem yaygın olarak benimsenmiştir. Bu 

yöntemler, doğrudan birlikte yoğunlaşma sentezi (direct co-condensation synthesis) ve 

sentez sonrası aşılama olarak bilinmektedir (141). Sentez sonrası aşılama yöntemi, silis 

yüzeyine organosilan gruplarının eklenmesini içermektedir. Bu yöntem, silikanın yapısal 

bütünlüğüne herhangi bir zarar vermediğinden, silikanın işlevselleştirilmesi için yaygın 

olarak benimsenmiştir (142). 
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3-aminopropyltriethoxysilane (3-APTES), silika yüzeyini modifiye etmek için en sık 

kullanılan ajanlar arasında yer almaktadır. Bu ajan, kimyasal olarak reaktif amino gruplarını 

(−NH2) silikon bazlı substratlara bağlayan bir organosilan bağlama türüdür. −NH2 uç 

gruplarının mevcudiyeti, DNA, proteinler ve diğer biyomoleküller gibi birçok molekül için 

bağlayıcı bölge görevi görmektedir. Silika yüzeyinde bu amino gruplarının yokluğunda, 

biyomoleküllerin silikaya karşı çok düşük bir afinitesine sahip olduğunu bilinmektedir. 

Ayrıca, sulu koşullarda, bu gruplar SiO2'nin negatif yüklerini tersine çevirerek negatif yüklü 

moleküller için daha aktif hale getirmektedir (141). 

Benzer şekilde, mevcut tezde biyosilika G. macandrewii 'den izole edilmiştir. İzole edilen 

byiosilika boncuklar, NAA ve BAP'ın kontrollü salımı için taşıyıcı olarak kullanılmıştır. 

Yüzey, biyosilika boncuklarının yükleme verimliliğini artırmak için APTES kullanılarak 

işlevselleştirilmiştir. 

2.5.1.3 Sporopollenin 

Bitkilerde, değerli genetik materyaller polen taneleri olarak bilinen özel koruyucu yapılar 

tarafından taşınmaktadır. Polen tanelerinin yapısı ve morfolojisi türden türe büyük ölçüde 

değişiklik göstermektedir (143). Polen tanelerinin yapısı intine (iç katman) ve exine (dış 

katman) olarak adlandırılan iki katmandan oluşmaktadır. Polen tanesinin yapısı, 

sporopollenin adı verilen bir polimerden oluşmaktadır. Sporopollenin, sert ve sağlam yapısal 

özellikleri sayesinde bitkiler aleminin elması olarak da adlandırmaktadır (144).  

Sporpollenin, polen tanelerinin asit ve baz işlemleriyle mikrokapsül formunda kolayca izole 

edilebilmektedir. Asit ve baz işlemleri, proteinin ve diğer genetik materyallerin polen 

taneleri boşluğundan uzaklaştırılmasını sağlamaktadır. Ek olarak, kloroform işlemi, kalan 

lipitlerin veya renk pigmentlerinin çıkarılmaktadır. Sporpollenin, olağanüstü kimyasal 

direnç, yüksek termal stabilite, iç malzemeleri çıkardıktan sonra alerjik olmama ve doğada 

binlerce yıl bozulmadan kalabilme gibi muazzam özellikler sergileyen çapraz bağlı bir 

biyopolimerdir (145). 

2.5.1.3.1 Uygulama alanları 

Sporopollenin, ilaç salımı, kozmetik, farmasötik ve gıda endüstrileri gibi farklı alanlarda bir 

dizi farklı uygulamaya sahiptir (146). Homojen boyut ve dar gözenek dağılımı, 
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sporopollenini yavaş salımı için mükemmel bir materyal haline getirmektedir. Bir dizi 

çalışma, sporopolleninin farklı ilaç türleri için yavaş salım potansiyelini ortaya koymuştur. 

Sporopollenin, kapsüllenmiş malzeme (ilaçlar) için sert pH'lara, ışığa ve yüksek sıcaklığa 

karşı koruyucu bir kalkan sağlamaktadır. Kapsülleme verimliliği ve salım potansiyelleri 

farklı türlerde gözenek dağılımı ve gözenek morfolojisi nedeniyle türden türe değişiklik 

göstermektedir. Mujtaba, Sargin (145) tarafından, Platanus orientalis'in polenlerinden 

sporopollenin mikro kafesini izole edilmiştir. İzole edilen sporopolleninlerin fizikokimyasal 

özellikleri, FT-IR, TGA ve SEM gibi analitik tekniklerle doğrulanmıştır. Yükleme kapasitesi 

pasif yükleme tekniği için %8,2 ve buharlaştırmalı yükleme tekniği için %23,7 olarak 

belirlenmiştir. Bu çalışmalar, P. orientalis'ten sporopolleninin, ilaç yükleme ve kontrollü 

salım çalışmaları için uygun bir taşıyıcı olarak önerilebileceğini ortaya çıkarmıştır. 

Sporopollenin, polen tanelerinin dış kabuğundan ekstrakte edilen doğal bir biyopolimerdir 

(147). Sentetik ve diğer biyobazlı malzemelerle karşılaştırıldığında, sporopollenin asidik ve 

bazik ortamda yüksek stabilite, düşük maliyet, büyük iç boşluklu monodispers makro 

gözenekli partiküller, homojen boyutlar sergilemek gibi çeşitli avantajlara sahiptir (148).  

Sentetik olarak bu tarz geometrik özellikleri taşıyan malzemelerin enkapsülasyon 

uygulamalarına yönelik sentezi zor ve maliyetli bir işlemdir. Bu yönlerden sentetik taşıyıcı 

sistemlere kıyasla sporopollenin biyolojik olarak uyumludur ve doğal makro/mikro 

gözenekleri sayesinde ilaç salım sistemi olarak kullanılmaktadır. Sporopolleninin ilaç salım 

sistemleri olarak kullanım potansiyeli kısıtlı sayıda araştırmacı tarafından rapor edilmiştir 

(146). Bununla birlikte, sporopollenin aracılı kontrollü fitohormon salımına yönelik bir 

çalışma literatürde daha önce rapor edilmemiştir.  

Bu bağlamda mevcut tez çalışmasında, in vitro bitki kültürü sırasında fitohormonların 

sporopolleninin ile enkapsülasyonu ve kontrollü salınım potansiyeli ilk kez ortaya 

konulacaktır. Bu amaçla Juglans regia'nın sporopollenleri fitohormon taşıyıcı sistemler 

olarak seçilmiştir. J. regia monad tip polenler olup, 26-50 µm arasında değişen (orta boy) 

boyutlara sahiptir ve porate sınıfında yer almaktadır. Polenin şekli daireseldir ve düzensiz 

katlanma özelliği sergilemektedir. Polenin yüzeyinde bulunan porların sayısı>6'dır. J. regia 

polenlerinin, bu tür bitki uygulamaları için uygun bir materyal olmasını sağlayan en büyük 
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avantaj doğada bol miktarda bulunması ve dolayısıyla kolaylıkla temin edilebilmesidir 

(149).  

2.5.1.4 Muscari neglectum Guss. 

Mevcut tez çalışmasında M. neglectum (Arap sümbülü) model bitki olarak seçilmiştir. Arap 

sümbülü Hyacinthaceae (Sümbülgiller) familyasına aittir ve bataklık alanlar, tarlalarda 

yaşayan soğanlı, otsu bir bitki türüdür. Endemik M. neglectum Guss. Muscari türleri arasında 

en güzel kokulu bitkidir ve süs bitkisi olma potansiyeli yüksektir. Anavatanının Akdeniz, 

Kuzey Afrika, Güney Afrika, Güney Doğu ve Orta Asya ülkelerinin (Türkiye ve Yunanistan 

da dahil) olduğu bilinmektedir (Şekil 2.7.)(150).  

 

Şekil 2.7. Muscari neglectum Guss. bitkisinin dünya üzerine dağlım haritası (151).  

 

Türkiye'de (Denizli, Karabük ve Antalya vb.) bulunan 25 muscari türünden, M. neglectum 

da dahil olmak üzere on tür endemiktir (152). Çok sayıda muscari türü süs bahçe bitkisi 

olarak kullanılmaktadır (Şekil 2.8.). Ancak, M. neglectum türünün kesme çiçek ve açık bahçe 
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bitkisi olarak ticari amaçla kullanımı henüz yaygınlaşmamıştır. Türkiye soğanlı çiçek 

ihracatı konusunda önemli bir yere sahiptir. Hollanda, Türkiye’den çok sayıda yabani 

soğanlı çiçek türünü ithal etmekte ve bazı küçük işlemlerden sonra yeniden etiketleyerek 

tüm dünya pazarlarına ihraç etmektedir. Dolayısıyla, Hollanda bu ticaretin nihai 

faydalanıcısıdır. Günümüzde, M. neglectum popülasyonları, doğal kaynaklar üzerinde artan 

baskı, sürdürülemez tarım, ormancılık uygulamaları, hızlı kentleşme, artan sanayi 

faaliyetleri ve fosil yakıt tüketimine bağlı olarak artan CO2 kirliliği dâhil olmak üzere, 

abiyotik ve biyotik stresler nedeniyle büyük baskı altında bulunmaktadır. Türkiye'de M. 

neglectum türü ex situ koruma için, ihracat yasaklı bitki türleri listesine dahil edilmiştir 

(153). Geçmiş literatür çalışmaları M. Comosum (154, 155), M. Botryoides (156), M. 

Armeniacum (157) M. armeniacum, M. azureum, M. latifolium, M. moschatum, M. 

neglectum, M. paradoxum, M. tubergenianum (158), M. macrocarpum (159), M. Aucheri 

(160), türleri üzerinde birkaç in vitro çoğaltma çalışma ile sınırlıdır. Son zamanlarda yapılan 

bir çalışmada (161), eksplant olarak olgunlaşmamış embriyoları kullanarak M. muscarimi 

türünün in vitro rejenerasyonunu rapor etmişlerdir. Ama doku kararma gibi sorunlardan 

dolayı rejenerasyon verimliğindeki düşüşler hala bu bitki için optimize bir çoğaltma 

protokolü bulunmamaktadır. Bu nedenle tez çalışmada, M. neglectum bitkilerini kentsel 

peyzaj planlama ve benzeri alanlarda ticari süs bitkisi olarak kullanılabilir hale getirmek için 

biyomalzeme destekli kullanışlı ve hızlı bir in vitro rejenerasyon tekniği geliştirilmiştir.  

 

Şekil 2.8. Muscari neglectum Guss. bitkisi (162). 
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3 GEREKÇE VE AMAÇ 

Bitkilerin in vitro kültürü sırasında doku kararması ortaya çıkan en yaygın sorunlardan 

biridir. Doku kararması, istenen sonuçlar için ilgili eksplantların manipüle edilmesini 

zorlaştırmaktadır. Oksidatif kararma olarak da bilinen doku kararmasının, fenolik 

bileşiklerin birikmesi ve oksidasyonundan kaynaklandığına inanılmaktadır (18).  

Bitki hücresi ve dokusu içinde bu fenolik bileşiklerin yoğun birikimi ve oksidasyonu 

hücrelerin coğalamsına engellemekte, doku ve eksplantların rejeneratif kabiliyetini 

azaltmaktadır (163-166). Şimdiye kadar yapılan çalışmalar, fenolik oksidasyon sürecine 

dahil olan reaktif oksijen türleri (ROS), fenolik bileşikler ve oksidatif enzimlerin 

varlığı/etkisi gibi doku kararmasından sorumlu birçok faktörü ortaya çıkarmıştır (167-169).  

ROS, hücreler arası iletişim gibi bitkinin farklı süreçlerinde önemli roller oynamaktadır. 

Bununla birlikte, in vitro  kültür sırasında yaralanma, soğuk, UV ışığı, tuzluluk, kuraklık ve 

patojenler ile kontaminasyon gibi farklı stres koşullarına yanıt olarak ROS seviyeleri 

artmaktadır (170). Eksplant hazırlığı sırasındaki mekanik hasarın, kallus indüksiyonu 

sırasında kararmaya neden olan ana faktör olduğu düşünülmektedir. Kültür koşullarda bitki 

hücresi, belirli bir ROS seviyesini korumakta ve bunu yalnızca hücreler arasındaki iletişim 

ve hücre içindeki diğer bazı önemli görevler için kullanmaktadır (171). ROS ayrıca sitokinler 

ve oksinler gibi endojen fitohormonların taşınmasında bilinen bir işleve sahiptir (172).  

ROS’un aşırı birikimini dengelemede hücre içi fitohormonların rolü çok önemlidir. Hücre 

içi fitohormonlar biriken ROS moleküllerini detoksifiye etmek için belirli enzimatik yolları 

aktive etmektedir. Biyotik veya abiyotik stres durumunda, endojen fitohormonların 

konsantrasyonuna kıyasla ROS üretimi yüksek seviyelere çıkmaktadır. ROS ve hücre içi 

fitohormonların homeostaz gradiyentinin bozulması, dokuların nihai oksidatif kararmasına 

yol açan yolakları tetiklemektedir (173). ROS ve hücre içi fitohormonların homeostaz 

gradiyentinin dengeli bir şekilde korunması gerekmektedir.  

Şimdiye kadar araştırmacılar, bu durumun üstesinden gelmek için bir dizi önleyici stratejileri 

savunmuşlardır. Bu stratejiler, oksidatif kararma sırasında PAL aktivitesini inhibe etmek için 

moleküler inhibitörlerin eklenmesini, fazla ROS moleküllerini temizlemek için farklı 
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antioksidanların uygulanması, farklı fitohormonlarla kültür ortamının manipülasyonunu ve 

salgılanan fenolik bileşikler için absorbanların kullanımını içermektedir. 

Fitohormonların ortama uygulanması, kararmayı önlemek için en sık uygulanan 

yöntemlerden biridir. Ancak bu yöntem kısa bir süre sonra etkisin kaybetmektedir. Bunun 

nedeni uygulanan fitohormonların bozulması ve ani salımıdır, dolaysıla fitohormonlar, 

bitkiler tarafından ihtiyaç anında (abiyotik stres) kullanılamaz hale gelmektedir. 

In vitro kültür sırasında doku kararmasını kontrol etmek için,  yeni ve daha sürdürülebilir 

önleyici stratejilerin belirlenmesine yönelik gerçekleştirilen  bu tez çalışmasında; 

a) Eksplantların ROS aracılı oksidatif kararmasını önlemek için kültür 

ortamında fitohormonların bozulmadan ve sürekli olarak verilmesine yönelik 

biyouyumlu ve toksik olmayan taşıyıcı sistemleri geliştirilmesi, 

b) Ve bu amaca ulaşmak için, mükemmel fizikokimyasal özellikleri nedeniyle 

işlevselleştirilmiş biyosilika, sporopollenin ve kitin gibi 1-NAA ve 6-BAP 

yüklü yeni biyopolimerik taşıyıcı sistemlerin izolasyonu ve test edilmesi, 

c) M. neglectum Guss'un in vitro kültür koşulunda geliştirilen taşıyıcı 

sistemlerin doku kararma önleyici etkisinin analiz edilmesi, 

tezin gerekçesini oluşturmaktadır.  

Bilgimiz dahilinde dünya literatüründe ilk çalışma özelliğinde olan bu araştırma 

sonuçlarıyla, 1-NAA ve 6-BAP gibi fitohormonlar için yeni biyomateriyal tabanlı taşıyıcı 

malzemelerin geliştirilmesi ve M. neglectum Guss. gibi ekonomik bir süs bitkisinin 

kullanılmasıyla doku kültürü sırasında ROS aracılı doku kararmasının önlenmesi 

hedeflenmiştir. 
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4 MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1 MATERYAL 

Tezde kullanılacak kitin, biyosilika boncuklar ve sporopollenin taşıyıcı sistemlerin 

geliştirilmesi amacıyla üç farklı kaynaktan örnek toplanmıştır. Bitki sporopollenin bazlı 

taşıyıcının geliştirilmesi için Juglans regia bitki türü seçilmiştir. Biyosilika boncuklar 

Geodiia macandrewii cinsine ait süngerden üretilmiştir. Çalışmada kullanılan hidroklorik 

asit (HCl), sodyum hidroksit (NaOH), kloroform, metanol, Sodyum hipoklorit (NaOCl), etil 

alkol ve hidroflorik asit gibi kimyasallar ise Merck (ABD)’dan temin edilmiştir.  

4.2 YÖNTEM 

4.2.1 SPOROPOLLENİN İZOLASYONU 

Sporopollenin izolasyonu için 10 g J. regia polenleri, 50°C' de 2 saat 4M HCl çözeltisi ile 

muamele edilmiştir. 110 µm gözenek boyutuna sahip filtre kâğıdı ile nötral pH ya ulaşıncaya 

kadar saf su ile yıkama yapılmıştır. Ardından 4 M NaOH çözeltisi ile 150°C' de 6 saat 

proteinlerin uzaklaşması için bekletilmiştir. Filtre kağıdı ile pH nötrelenize oluncaya kadar 

saf su ile numuneler 2x tekrarlanarak durulanmıştır. Daha sonra asit ve bazla muamele edilen 

polen örnekleri, kloroform: metanol: su çözeltisi (4: 2: 1 v:v:v) ile 1 saat boyunca oda 

sıcaklığında (24±1 °C) bekletilmiştir. Son olarak, sporopollenin numuneleri saf su ile iyice 

yıkanmıştır ve etüvde 48 saat boyunca bekleterek 60°C'de kurutulmuştur (145). 

4.2.2 KİTİN İZOLASYONU 

Karides örnekleri boyutlarına göre ayrılmış ve saf su ile yıkanarak vücut yapıları üzerindeki 

olası partiküller uzaklaştırılmıştır. Sonrasında kitin fiberlerin elde edilmesi amacıyla 

sırasıyla dekolorizasyon, deproteinizasyon ve demineralizasyon işlemleri uygulanmıştır.  

4.2.2.1 Demineralizasyon 

Yapıda bulunan kalsiyum karbonatı uzaklaştırmak için 2M HCl kullanılarak 

demineralizasyon işlemi yapılmıştır (174).  
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4.2.2.2 Deproteinizasyon 

Kitinle kuvvetli kovalent bağ ile bağlanan proteinleri çözmek için örnekleri 2M NaOH ile 

muamele edilmiştir. Örnekler %1’lik NaOCl çözeltisinde bekletilerek proteinlerin yapıdan 

tamamen uzaklaşması sağlanmıştır. Ardından elde edilen kitin örnekleri sonra saf su ile pH 

nötral (7,0) olana kadar yıkanmış olup kurutulmuştur (175). 

4.2.2.3  Dekolorizasyon 

Örnekler, üzerinde bulunan pigment türü bileşikleri uzaklaştırmak için %1’lik NaOCl 

çözeltisi ile 2 saat boyunca muamele edilmiştir (176). 

4.2.3 BİYOSİLİKA BONCUKLARIN SÜNGERDEN İZOLE EDİLMESİ 

4.2.3.1 Asit uygulama ile minerallerin uzaklaştırılması 

Biyosilika boncukların süngerden izole edilmesi için daha önce literatürde rapor edilen bir 

protokol takib edilmiştir (177). Süngerin yapısında bulanan silika harici mineral ve benzeri 

yapıların uzaklaştırılması işlemi için 2M’lık HCl çözeltisinde oda sıcaklığında 2 saat 

muamele edilmiştir. Ardından saf su ile nötral pH’ya ulaşıncaya kadar süzülmüştür. Bu 

basamakta süngerin yapısında bulunan mineral ve benzeri yapıların uzaklaştırılması 

sağlanmıştır. 

4.2.3.2 Baz uygulaması ile protein ve benzeri yapıların uzaklaştırılması 

 Bu basamakta mineral ve benzeri yapılarından arındırılmış olan numuneye, 2M NaOH 

çözeltisi ile bir reflux sistemi içerisinde 100°C’de 2 saat muamele edilmiştir. Ardından 

protein ve benzeri yapıların uzaklaştırılması amacıyla yine saf su ile nötral pH’ya ulaşıncaya 

kadar süzülerek yıkanmıştır. 

4.2.3.3 Alkol uygulaması ile renk giderimi 

 Burada %10’luk etil alkol çözeltisinde oda sıcaklığında 1 saat bekletilen örnekler ardından 

saf su ile nötral pH’ya ulaşıncaya kadar süzülerek yıkanmıştır. Bu basamakta elde edilen 

cam boncukların yüzeyinde kalabilecek herhangi bir pigment veya benzeri yapının 

uzaklaştırılması gerçekleştirilmiştir. 
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4.2.3.4 Hidroflorik asit çözeltisi ile camın üst katmanlarının aşındırılması  

İstenilen yüzey geometrisine sahip gözenekli mikro cam kürelerin üretimini sağlamak için 

50 mg cam boncuklara %25’lik hidroflorik asit çözeltisi ile oda sıcaklığında 20 dk. muamele 

edilmiştir. Ardından saf su ile nötral pH’ya ulaşıncaya kadar süzülerek yıkanmıştır. Daha 

sonra oda sıcaklığında kurutulmuştur.  

4.2.4 IŞIK MİKROSKOBU ANALİZİ 

İzole edilmiş sporopollenin ve silika cam mikroküre örnekler ışık mikroskop altında 

incelenmiştir. Bu amaçla LEICA DM 4000 B Led markalı mikroskop kullanılmıştır. Analiz 

oda sıcaklık koşullarda gerçekleştirmiştir.  

4.3 STOK FİTOHORMON ÇÖZELTİSİ HAZIRLAMA (BAP, NAA) 

Naftalin asetik asit (NAA) ve 6-Benzylaminopurine (BAP) hormonlarının stok çözeltileri, 

enkapsülasyon ve salım çalışmaları için hazırlanmıştır. Kısaca 900 mg BAP ve NAA, 0.1333 

N Sodyum Hidroksit (NaOH: 300 ml) çözeltisi içerisinde 3:1 oranında çözülmüştür. 

Hazırlanan stok çözeltiler, sonraki deneylerde kullanılmak üzere 4°C'de muhafıza edilmiştir. 

4.4 BİYOSİLİKA BONCUKLARIN 3-AMİNOPROPİLTRİETOKSİSİLAN (3-

APTES) İLE İŞLEVSELLEŞTİRİLMESİ 

60 mL saf etanol ve silan bağlayıcı maddesi γ-APTES (yüzey hidroksil sayısına karşılık 

gelen miktarda) hacimce eşit oranlarda (v/v) karıştırılmıştır. 10 g biyosilika boncuklar 

hazırlanan bu çözeltisi içerisinde eklenerek, karışımın reaksiyona girmesi için 70°C’ye 

ayarlanan su banyosunda 2 saat süre ile inkübe edilmiştir. Süre sonunda, numune bir 

manyetik karıştırıcı kullanılarak 80°C'de 40 dk. süre ile karıştırılmıştır. Örnekler 

soğutulduktan sonra santrifüj işlemine tabi tutulmuştur (10.000 rpm ve 10 dk.). Santrifüj 

işlemi sonrası elde edilen pelletler, reaksiyona girmemiş γ-APTES’in uzaklaştırılması için 

saf etanol ile 2 veya 3x durulanmış, ardından 110°C'de 2 saat kurutulmuş ve sonra 

işlevsellendirilmiş silika elde edilmiştir. 
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4.5 BAP VE NAA'NIN KİTİN, BİYOSİLİKA BONCUKLARA VE 

SPOROPOLLENİNE ENKAPSÜLAYONU 

Bu çalışmada, BAP ve NAA, Mundargi, Tan (178) tarafından bildirilen protokolde bazı 

değişiklikler yapılarak pasif yükleme tekniği ile kitin, biyosilika cam mikrokürelere ve 

sporopollenin içerisine enkapsüle edilmiştir. BAP ve NAA'nın sporopollenin, kitin ve silika 

mikro kürelere enkapsülasyonu için her bir taşıyıcıdan 90 mg alınarak yukarıda belirlenen 

konsantrasyonlarda (3:1) hazırlanan BAP ve NAA stok hormon (her bir malzeme için 50 

mL) çözelti içerisinde 10 dk. vorteks işlemine tabi tutulmuş ve ardından 250 rpm’de 48 saat 

oda sıcaklığı koşullarında karıştırılmıştır. Enkapsüle edilmiş BAP ve NAA örnekleri, 110 

µm gözenek çaplarına sahip Whatman filtre kağıdı kullanılarak filtre edilmiştir. Örnekler 

60°C’ye ayarlanan etüvde 2 saat süre ile kurutulmaya bırakılmıştır. Daha sonra kurutulan 

sporopollenin mikrokapsülleri, kitin ve biyosilika cam mikroküreler, +4°C'de diğer 

karakterizasyon deneyleri için muhafaza edilmiştir. 

4.6 ENKAPSÜLASYON VERİMLİLİĞİNİN BELİRLENMESİ 

BAP ve NAA’nın deneme de kullanılan üç farklı taşıyıcı malzemelere yüklenme 

verimliliğinin (enkapsülasyon verimi) değerlendirilmesi için Mundargi, Tan (178) 

tarafından bildirilen yöntem takip edilmiştir. Kalibrasyon eğrisini elde etmek için BAP ve 

NAA’nın farklı standart konsantrasyonları (5, 10, 15, 20 ve 25 μg/ml) hazırlanmıştır. Bu 

çözeltilerin absorbansı, UV-vis spektrofotometre (Agilent- CN22804011) kullanılarak 285 

nm'de ölçülmüş ve R2 değerleri hesaplanmıştır. Yükleme verimliliğinin hesaplanması 

çalışmalarında, 2 mg hormon yüklü mikro taşıyıcılar 3 mL PBS (pH 7.4) içerisinde süspanse 

edilmiştir. Süspansiyonlar 10 dakika süre ile vortekslenmiş ve ardından 6 dakika boyunca 

3000 rpm'de santrifüjlenmiştir (Hettich Universal Santrifüj). Daha sonra süspansiyon 

halindeki mikro taşıyıcı numunelerinin her biri, SONICS vibra cell sonikator kullanılarak 15 

dakika süreyle (60 genlik) sonike edilmiştir. Mikro taşıyıcı numunelerinin her birinin 

süpernatantları 125 μm gözenek boyutlu Whatman filtre kağıtları kullanılarak filtre 

edilmiştir. Çözeltideki BAP ve NAA miktarı (μg/mL), Agilent 8453 UV-vis 

spektrofotometre (285 nm'de) yardımı ile belirlenmiştir. Enkapsülasyon verimliliği 

aşağıdaki denklemler kullanılarak hesaplanmıştır: 
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𝐵𝐵𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔) =
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑥 𝑠𝑒𝑦𝑟𝑒𝑙𝑡𝑚𝑒 𝑓𝑎𝑡ö𝑟ü)

𝐸ğ𝑖𝑚 𝑥 1000
 

𝐵𝐵𝐷 𝑦ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒𝑠𝑖 (%) =
İ𝑙𝑎ç 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤

İ𝑙𝑎ç 𝑦ü𝑘𝑙ü 𝑡𝑎ş𝚤𝑦𝚤𝑐𝚤 𝑘ü𝑡𝑙𝑒𝑠𝑖
 𝑥 100  

𝐵𝐵𝐷 𝑦ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒 𝑣𝑒𝑟𝑚𝑖𝑙𝑖ğ𝑖 (%) =
𝐻𝑒𝑠𝑎𝑝𝑙𝑎𝑚𝑎 𝑖𝑙𝑎ç 𝑦ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒

𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑘 𝑖𝑙𝑎ç 𝑦ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒
 𝑥 100 

BBD = Bitki büyüme düzenleyici madde 

4.7 BAP VE NAA YÜKLÜ TAŞIYICILARLA in vitro SALIM ÇALIŞMALAR 

Pasif yükleme tekniği kullanılarak hazırlanan BAP ve NAA yüklü taşıyıcılardan, pH 7.4 ve 

5.8’e ayarlanan (PBS) iki farklı simüle edilmiş in vitro bitki kültür ortamına salım 

çalışmaları, 120 saatlik inkübasyon süresi boyunca salımın takibi ile gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 4.1.). Bu amaçla kısaca, 5 mg hormon yüklü mikro taşıyıcılar, 5 ml PBS tamponu (5.8 

ve 7.4) içerisinde süspanse edilmiş, daha sonra süspansiyonlar, diyaliz torbalarına 

(SERVAPOR®, MWCO 12000-14000) aktarılmıştır. Her bir numunenin eklendiği diyaliz 

torbaları, salım ortamı olarak hazırlanan 50 ml PBS tampon (pH 7.4 ve 5.8) içerisine 

aktarılmış ve 100 rpm ve 25°C'e ayarlanan çalkalamalı inkübatör (BELLC, Shel Lab) 

kullanılarak 168 saat boyunca karıştırılmıştır. Mikro taşıyıcılardan simüle edilmiş ortama 

salınan BAP ve NAA miktarını hesaplamak için, farklı zaman aralıklarında (5 dk., 15 dk., 

30 dk., 1. saat, 2. saat, 6. saat, 18. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat, 120. saat, 144. saat ve 168. 

saat) salım ortamından 2 ml numune alınmış ve aynı miktarda taze PBS tampon çözeltisi 

ortama ilave edilmiştir. Toplanan numunelerin, ortama salınan BAP ve NAA miktarına 

karşılık gelen absorbansı, 285 nm'de bir UV-VIS spektrofotometre kullanılarak ölçülmüştür. 

Ayrıca, her bir mikro taşıyıcıya yüklenen NAA ve BAP miktarlarına karşılık gelen saf NAA 

ve BAP (1.333 N NaOH içinde çözülmüş 3mg/mL hormon) konsantrasyonları PBS içerisine 

eklenmiş ve in vitro salım çalışmaları için kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Tüm deneyler 

üç tekerrürlü olarak yürütülmüş ve veriler ortalama ± SD (SD: standart sapma) olarak 

sunulmuştur. Aşağıda verilen denklemler NAA ve BAP hormonların kümülatif yüzde 

salımını hesaplamak için kullanılmıştır. 
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𝐵𝐵𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛𝑢 (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) = (𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑥 𝐸ğ𝑖𝑚) ± 𝑘𝑒𝑠𝑖ş𝑖𝑚 

𝐵𝐵𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔) = (𝐾𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 𝑥 Çö𝑧ü𝑛𝑚𝑒 𝑘ü𝑣𝑒𝑡 ℎ𝑎𝑐𝑚𝑖) 

𝐾ü𝑚ü𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 𝑠𝑎𝑙𝚤𝑚 (%) = (
Ö𝑟𝑛𝑒ğ𝑖𝑛 𝑎𝑙𝚤𝑛𝑑𝚤ğ𝚤 ℎ𝑎𝑐𝑖𝑚 (𝑚𝑙)

𝐾ü𝑣𝑒𝑡 ℎ𝑎𝑐𝑚𝑖 (𝑚𝑙)
 𝑥 𝑃(𝑡 − 1) + 𝑃𝑡 

BBD = Bitki büyüme düzenleyici madde 

Pt, t zamanındaki serbest salınım oranını. P (t-1), t’den önceki serbest salınım oranını 

belirtilmektedir. 

 

Şekil 4.1. Tampon ortamlarda fitohormonoların salım deney planı. 

4.8 SALIM KİNETİĞİ ÇALIŞMALARI 

Literatür çalışmalarında, farklı ilaçların in vitro salımını rapor edilmiştir (145, 177). İn vitro 

salım, ilaç salım çalışmalarının önemli bir unsurudur. Salınan ilaçların in vitro salınım 

davranışını daha iyi anlamak için farklı matematiksel modeller uygulanmıştır (145). Mevcut 

tez çalışmasında, BAP ve NAA'nın biyosilika boncuklar, sporopollenin ve kitinden salım 

kinetiklerini karşılaştırmak için sıfır derece (First order), birinci derece (Second order) ve 

Higuchi kinetik modelleri kullanılmıştır. Sıfır derece, birinci derece ve Higuchi kinetik 

modellerini hesaplamak için aşağıdaki denklemler kullanılmıştır. 

Sıfır derece kinetik modeli aşağıda verilen denkleme göre hesaplanmıştır; 
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𝑄𝑡 =  𝑄0 +  𝐾0𝑡 

Qt, t zamanında salınan kümülatif ilaç miktarına karşılık gelmektedir; Q0, ortamdaki 

başlangıç ilaç miktarına karşılık gelmektedir, k0, sıfır dereceli salım sabitini temsil eder ve t, 

zamandır. PH 5.8 ve 7.4'te üç taşıyıcıdan BAP ve NAA'nın salım kinetiğini hesaplamak için, 

zamana (12 saat) karşı kümülatif ilaç salımı miktarı grafiği çizilmiştir. 

Birinci derece kinetik modeli aşağıda verilen denkleme göre hesaplanmıştır (179); 

𝑙𝑜𝑔𝑄𝑡 = 𝑙𝑜𝑔𝑄0 + 𝑘1𝑡/2.303 

Qt, t zamanında salınan kümülatif ilaç miktarına karşılık gelir; Q0, çözeltideki ilk ilaç 

miktarını temsil eder, k1, birinci derece salım sabitine karşılık gelmektedir ve t, zamandır. 

Üç taşıyıcıdan BAP ve NAA'nın salım kinetiğini belirlemek amacıyla ilacın kümülatif 

yüzdesinin logaritması, zamana karşı çizilmıştır. k1 / 2.303 doğrunun eğimini vermektedir. 

Higuchi modeli, zaman denkleminin basitleştirilmiş karekökü ile hesaplanmıştır. Model, 

Fickian difüzyon mekanizmasına dayanmaktadır (180). 

𝑄𝑡 =  𝑄0 +  𝑘𝐻𝑡1/2 

Burada kH, Higuchi sabiti ve t, zamandır. Salınan ilacın kümülatif miktarı, ilaç salım 

kinetiğini açıklamak için zamanın kareköküne göre çizilmiştir. 

4.9 MUSCARİ NEGLECTUM GUSS. DOKU KÜLTÜRÜ OPTİMİZASYONU 

M. neglectum için doku kültürü optimizasyon çalışmaları, % 5 ve % 10 olmak üzere iki farklı 

sodyum hipoklorit konsantrasyonunda gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, sodyum hipoklorit 

muamelesi 10, 20 ve 30 dk. olmak üzere üç farklı inkübasyon süresi için gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen veriler baz alınarak daha ileri doku kültürü çalışmaları için optimum 

konsantrasyon ve inkübasyon süresi seçilmiştir. 

4.9.1 ÖRNEK HAZIRLAMA 

M. neglectum sıvı kültürünü optimize etmek için toplanan soğanların, kum ve diğer 

safsızlıklardan arındırılması için ticari deterjan ve steril su kullanılmıştır. Daha sonra 
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soğanların dış kabuğu, bisturi yardımı ile çıkarılmış ve soyulmuş soğanlar dört eşit parçaya 

bölünmüştür (Şekil 4.2.). 

 

Şekil 4.2. Muscari neglectum Guss. soğanların hazırmlanması. 

4.9.2 MS HAZIRLANMASI 

M. neglectum soğanları hazırlandıktan sonra, doku kültürü çalışmaları için  

kullanılacak olan MS-0 medium, 30 mg/L sukrozun steril su içinde çözülmesi ile 

hazırlanmıştır. Daha sonra çözeltiye 4,13 mg/L oranında Murashige ve Skoog mediumu 

(MS) (Duchefa-M0222) ilave edilmiştir. Hazırlanan doku kültürü mediumu 350 rpm'de ve 
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oda sıcaklığında karıştırılmış, nihai pH'ı 5,8 olarak ayarlanmış ve 121°C'de 20 dakika 

boyunca otoklav yardımı ile steril edilmiştir. 

4.9.3 MUSCARİ NEGLECTUM GUSS. SOĞANLARININ STERİLİZASYONU 

M. neglectum Guss. soğanlarının sterilizasyonu bir Laminer flow içerisinde 

gerçekleştirilmiştir. Deneye başlamadan önce, kabin içerisi %70 etanol ve ardından 30 

dakikalık UV ile sterilize edilmiştir. Kesilen soğanlar, 1 ml Tween 20 içeren %5 ve %10 

sodyum hipoklorit ile muamele edilmiştir. Bu muamele 10, 20 ve 30 dakika boyunca ortam 

koşullarında 120 rpm'e ayarlanan manyetik karıştırıcı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Belirtilen sürelerin sonunda soğanlar steril su kullanılarak üç kez yıkanmıştır. M. neglectum 

soğanlarının sterilizasyonunun test edilmesi için, steril MS ortamı içeren magenta kutuları 

kullanılmıştır. Sterilizasyon için gerekli sayıda magenta kutular otoklavlanmıştır (121°C'de 

20 dk. boyunca). Her magenta kutuya yaklaşık olarak 30 mL hazırlanan MS-0 ortamı 

eklenmiştir. Daha sonra 250°C’de ısı ile sterilize edilmiş penset yardımıyla 3-4 adet soğan 

parçası, MS içeren magentalara yerleştirilmiştir. Daha sonra dokuların konuşlandırıldığı 

magenta kutulara, mikroorganizma ve diğer safsızlıkların steril kültür ortamına girmesini 

önlemek için streç film ile sarılmıştır. Magenta kutular, 100 rpm ve 25°C’ye ayarlanan 

thermoshaker içerisinde 7 gün boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda doku 

kültürü ortamında herhangi bir kontaminantın olup olmadığı incelenmiştir.  

4.10 DOKU KÜLTÜRÜ ORTAMLARDA YAVAŞ SALIM 

4.10.1 SIVI MS ORTAMLARINDA DOKU KÜLTÜRÜ 

M. neglectum soğanları hazırlandıktan sonra, doku kültürü çalışmaları için kullanılacak olan 

MS-0 medium, 30 mg/L sükrozun steril su içinde çözülmesi ile hazırlanmıştır. Daha sonra 

çözeltiye 4,13 mg/L oranında Murashige ve Skoog mediumu (MS) ilave edilmiştir. 

Hazırlanan doku kültürü ortamı 350 rpm'de ve oda sıcaklığında karıştırılmış, nihai ortam 

pH'ı 5,8 olarak ayarlanmış ve 121°C'de 20 dk. boyunca otoklavda steril edilmiştir.  

Doku kültürü için gerekli sayıda magenta kutular 121°C'de 20 dakika otoklavlanmıştır. Her 

magenta kutuya hazırlanan MS ortamından yaklaşık olarak 30 mL eklenmiştir. Daha sonra 

250°C’de ısı ile sterilize edilmiş penset yardımıyla 3-4 adet soğan parçası, MS-0 içeren 

magenta kutulara ekilmiştir. Daha sonra dokuları içeren magenta kutular, mikroorganizma 
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ve diğer safsızlıkların steril kültür ortamına girmesini önlemek için streç film ile sarılmıştır. 

Magenta kutuları, 100 rpm ve 25°C’ye ayarlanan termo çalkalayıcı içerisinde 4 gün boyunca 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda doku kültürü ortamında herhangi bir 

kontaminasyonun olup olmadığı kontrol edilmiştir.  

4.10.2 KÜLTÜR ORTAMLARDA SALIM DENEYLERİ 

Belirlenen süre (4 gün) sonunda kontamine olmayan magenta kutuları salım deneyi için 

seçilmiştir. Pasif yükleme tekniği kullanılarak hazırlanan BAP ve NAA yüklü taşıyıcılardan, 

bitki kültür ortamına salım çalışmaları, 168 saat inkübasyon süresi boyunca salımın takibi 

ile gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla kısa, 2 mg fitohormon (NAA, BAP) içeren mikro 

taşıyıcılar (silika boncuk, sporopollenin ve kitin), 5 ml PBS tamponu (5.8) içerisinde 

süspanse edilmiş, daha sonra süspansiyonlar, diyaliz torbalarına (SERVAPOR®, MWCO 

12000-14000) aktarılmıştır. Her bir örneğin eklendiği diyaliz torbaları, bitki dokularını 

içeren sıvı MS ortamlarının içerisine aktarılarak 100 rpm ve 25°C'e ayarlanan çalkalamalı 

inkübatör yardımıyla 168 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. Mikro taşıyıcılardan 

kültür ortamına salınan BAP ve NAA miktarını hesaplamak için, farklı zaman aralıklarında 

(5 dk., 15 dk., 30 dk., 1. saat, 2. saat, 6. saat, 18. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat, 120. saat, 

144. saat ve 168. saat) salım ortamından 2 ml numune alınmış ve aynı miktarda taze PBS 

tampon çözeltisi ortama ilave edilmiştir.  

Toplanan örneklerin, ortama salınan BAP ve NAA miktarına karşılık gelen absorbansı, 285 

nm'de bir UV-VIS spektrofotometre kullanılarak ölçülmüştür. Ayrıca, her bir mikro 

taşıyıcıya yüklenen NAA ve BAP miktarlarına karşılık gelen saf NAA ve BAP (1.333 N 

NaOH içinde çözülmüş 3mg/ml) konsantrasyonları PBS içerisine eklenmiş ve kültür salım 

çalışmaları için kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Tüm deneyler üç tekerrürlü olarak 

yürütülmüş ve veriler ortalama ± SD (SD: standart sapma) olarak sunulmuştur. Aşağıda 

verilen denklemler NAA ve BAP hormonların kümülatif yüzde salımını hesaplamak için 

kullanılmıştır. 

𝐵𝐵𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛𝑢 (𝑚𝑔/𝑚𝑙) = (𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 ×  𝐸ğ𝑖𝑚) ± 𝑘𝑒𝑠𝑖ş𝑖𝑚 

𝐵𝐵𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔)  =  (𝐾𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 ×  Çö𝑧ü𝑛𝑚𝑒 𝑘ü𝑣𝑒𝑡 ℎ𝑎𝑐𝑚𝑖) 
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𝐾ü𝑚ü𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 𝑠𝑎𝑙𝚤𝑛𝚤𝑚 (%) =  (
Ö𝑟𝑛𝑒ğ𝑖𝑛 𝑎𝑙𝚤𝑛𝑑𝚤ğ𝚤 ℎ𝑎𝑐𝑖𝑚𝑚𝑙 (𝑚𝑙)

𝐾ü𝑣𝑒𝑡 ℎ𝑎𝑐𝑚𝑖 (𝑚𝑙)
) ×  𝑃 (𝑡 − 1) +  𝑃𝑡 

BBD = Bitki büyüme düzenleyici madde 

Pt, t zamanındaki serbest salınım oranını. P (t-1), t’den önceki serbest salınım oranını 

belirtilmektedir. 

4.11 BİYOSİLİKA MİKRO KÜRELERİN, SPOROPOLLENİN VE KİTİNİN 

FİZİKOKİMYASAL KARAKTERİZASYONU 

4.11.1 FOURİER DÖNÜŞÜM KIZILÖTESİ SPEKTROSKOPİ/ ZAYIFLATILMIŞ 

TOPLAM YANSIMA KIZILÖTESİ SPEKTROSKOPİ (FT-IR/ATR) 

Tün örnekler için FT-IR spektrumları, iç yansıma elmas kristal lens içeren ve Zayıflatılmış 

Toplam Yansıtma (ATR) teçhizatı ile donatılmış bir Perkin Elmer markalı FT-IR 

spektrometresi kullanılarak kaydedilmiştir. Spektral aralığı, 8 cm-1 çözünürlük ile 600 ile 

4000 cm-1 arasında sabitlenmiştir. 

4.11.2 XRD (X-IŞINI KIRINIM ANALİZİ) 

Taşıyıcıların kristal yapıları, Cu-Kα radyasyonu kullanılarak bir Bruker AXS D8 Advance 

difraktometre ile donatılmış X-ışını kırınım cihazı ile analiz edilmiştir. Analiz 2θ'da 40 kV 

ve 30 mA'da 10-70° tarama açısı aralığında gerçekleştirilmiştir. Step boyutu 0,04 ve step 

başına süre 353 sn. olarak ayarlanmıştır.  Analiz, oda sıcaklığında gerçekleşmiştir. 

4.11.3 TARAMALI ELEKTRON MİKROSKOBU (SEM) ANALİZİ 

Taşıyıcıların yüzey morfolojisi, ZEISS LS-10 Life Science Taramalı Elektron Mikroskopu 

kullanılarak belirlenmiştir. Fotoğraf çekilmeden önce altın kaplama yapılmış ve görüntüler 

500X-50.000X büyütmeler arasında çekilmiştir. 

4.11.4 TERMOGRAVİMETRİK ANALİZİ (TGA) 

Taşıyıcıların ısıl kararlılıklarını ölçmek ve fitohomonların kapsüllenmesini doğrulamak için 

termogravimetrik analiz yapılmıştır. Analiz, 30-900°C (Exstar-TG/DTA 7300) aralığında 

10°C/dk'lık bir ısıtma hızında nitrojen atmosferi altında gerçekleştirilmiştir. 
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4.11.5 ENERJİ DAĞILIM X-IŞINI SPEKTROSKOPİSİ (EDX) 

Biyosilika mikrokürelerin γ-APTES ile işlevselleştirilmesini ve üç taşıyıcı tarafından bitki 

büyüme ve düzenleyici maddelerin kapsüllenmesini doğrulamak amacıyla Enerji Dağılım 

Spektroskopisi analizi gerçekleştirilmiştir. Her numune için enerji dağılım spektrumu 20 kV 

ve 5.000X büyütmede (EDAX-Octane Pro) elde edilmiştir. 

4.11.6 DİFERANSİYEL TARAMALI KALORİMETRE (DSC) 

Numunelerin termal özellikleri Mettler Toledo DSC822e (Schwerzenbach, İsviçre) 

aracılığıyla araştırılmıştır. Her test için 50 mg numune, N2 atmosferi altında hermetik 

alüminyum tavada 25 ila 900°C'de ısıtılmıştır. Isıtma 5°C /dk. da yapılmıştır. 

4.11.7 NİNHİDRİN DENEYİ 

Fonksiyonelleştirilmiş biyosilika mikro küreler üzerinde yüzey amin gruplarının varlığını 

doğrulamak için ninhidrin deneyi yapılmıştır. Ninhidrin reaktifi, etanol içinde %5 (ağırlık / 

hacim) bir çözelti olarak hazırlanmıştır. PBS (pH 7.4, 10 mM) içinde bir PBS boş veya 20 

mg/ml nanopartikül çözeltisinin 1 ml’lik bir numunesi, 1 ml ninhidrin reaktifi ile 

karıştırılmıştır. Çözelti, 78 °C'lik bir su banyosunda 20 dk. süreyle inkübe edilmiş ve daha 

sonra 10 dk. boyunca soğumaya bırakılmıştır. Süre sonunda numunelerin görsel olarak renk 

değişikliği açısından değerlendirilmiş ve renk değişimi (koyu mor) pozitif bir sonuç olarak 

kabul edilmiştir (181). 

4.12 FOTOSENTETİK PİGMENTLERİN TAYİNİ 

4.12.1 KLOROFİL  

M. neglectrum dokuları (100 mg), %80 aseton (Merck) ile homojenize edilmiş ve ekstraklar, 

1 ml aseton ile süzülmüştür. Numuneler daha sonra 10 dk. süre ile 10000 rpm'de 

santrifüjlenmiştir. Süpernatanlar, 1.5 ml efendorp tüplerine aktarılmıştır ve Beckman 

sürgülü DU 730 Life Sciences UV / VIS Spektrofotometresi kullanılarak 663 nm ve 645 nm 

dalga boyunda okunmuştur. Klorofil içeriği aşağıda verilen formül kullanılarak 

hesaplanmıştır (182). Her okumadan önce, cihaz %80 aseton ile kör okuma kullanılarak 

sıfırlanmıştır.  
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𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 (𝑚𝑔/𝑔)  =  (12.7 𝑥 𝐴663) −  (2.69 𝑥 𝐴645) 𝑥 𝐻 / 𝐴 𝑥 10000 

𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑏 (𝑚𝑔/𝑔)  =  (22.91 𝑥 𝐴645) −  (4.68 ∗  𝐴663) 𝑥 𝐻 / 𝐴 𝑥 10000 

𝑇𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 =  𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 +  𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑏 

4.12.2 KAROTENOİD MİKTAR TAYİNİ 

Karotenoid konsantrasyonu, 450 nm dalga boyunda (Beckman Coulter DU 730 Life 

Sciences UV/VIS Spektrofotometre) klorofil miktarının belirlenmesinde kullanılan ekstrakt 

okunmuş ve Jaspars formülü izlenerek hesaplanmıştır (182). 

𝐾𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑 (𝑚𝑔/𝑔)  =  (4.07 ×  𝐴450 −  (0.0435 ×  𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 + 0.367 ×  𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑏) 

4.12.3 ΒETA-KAROTEN MİKTAR TAYİNİ 

β-karoten miktar tayini için 100 mg numune 1 ml aseton-heksan (92: 3, v : v) karışımı içinde 

1 dk. homojenize edilip süzülmüştür. Filtratların absorbansı 453, 505 ve 663 nm'de 

kaydedilmiştir (182). β-karoten içeriğinin hesaplanması için aşağıdaki denklem 

kullanılmıştır.  

𝛽 − 𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛 (𝑚𝑔/𝑔)/100 𝑚𝑔 = 0.0458 𝑥 𝐴663 + 0.372 𝐴505 –  0.0806 𝑥 𝐴453 

4.12.4 LİKOPEN MİKTAR TAYİNİ 

Likopen miktar tayini için 100 mg numune 1 ml aseton-heksan (92:3) (Sigma Aidrich ABD) 

karışımı içinde 1 dk. süre ile homojenize edilmiş ve süzülmüştür. Filtrelenmiş ekstraklar 

453, 505 ve 663 nm'deki absorbans değerlerinde ölçülmüştür. Likopen miktarını hesaplamak 

için aşağıdaki formül kullanılmıştır (182). 

𝐿𝑖𝑘𝑜𝑝𝑒𝑛 (𝑚𝑔/𝑔)  =  0.216 𝑥 𝐴663 –  0.304 𝑥 𝐴505 +  0.452 𝑥 𝐴453 

4.13 TOPLAM FENOLİK BİLEŞİKLERİN TAYİNİ 

Toplam fenolik konsantrasyonun belirlenmesi için daha önce birkaç yazar tarafından 

bildirilen standart bir metodoloji takip edilmiştir (18). Yeni kesilmiş M. neglectum  

eksplantları (100 mg) su ile homojenize edilmiştir. Daha sonra örnekler 1,5 ml mikro 
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santrifüj tüpüne (Fisher Scientific, Canada) aktarılmıştır. Doku çözücü oranı 1:10 olacak 

şekilde her tüpe bir ekstraksiyon çözücüsü (1: 1: 1 su: metanol: aseton) aliquotu ilave 

edilmiştir. Tüpler daha sonra vortekslenmiş ve su banyosuna yerleştirilerek üç saat süreyle 

sonikasyona tabi tutulmuştur. Süre sonunda tüpler, 22,2 g'de 10 dk. santrifüjlenmiştir. Her 

numuneden alınan süpernatant, yeni bir mikro santrifüj tüpüne aktarılmıştır. 100 µl numune 

900 µL distile su ile karıştırılmıştır. Her numuneye 1 ml Folin ve Ciocalteu fenol reaktifi 

eklenmiş ve örnekler 5 dk. inkübe edilmiştir. Daha sonra her numuneye 2 ml Na2CO3 (0,25 

M) ilave edilmiş ve karanlık ortamda 90 dk. inkübe edilmiştir. 765 nm'de absorbans 

ölçülmüş, tüm numuneler kör kullanılarak standardize edilmiştir. 

4.14 ENZİM AKTİVİTESİ TAYİNİ 

4.14.1 ENZİM AKTİVİTESİ İÇİN M. NEGLECTUM SOĞANININ 

HOMOJENİZASYONU 

M. neglectum Guss. soğan dokularındaki enzim aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla -

80°C’de muhafaza edilen numuneler soğuk zincir bozulmadan tartılıp sıvı azot yardımı ile 

parçalanarak toz haline getirilmiştir. Ardından her bir numune ağırlığının 3 katı kadar 

homojenat tamponu (pH:7,2 50 mM Potasyum-fosfat) eklenerek homojenize edilmiştir. Elde 

edilen homojenat 4°C ve 15000 rpm’de 1 saat süreyle santrifüj edilmiştir. Süre sonunda üstte 

kalan süpernatant enzim çözeltisi olarak kullanılmıştır (183). 

4.14.2 M. NEGLECTUM SOĞANININ PROTEİN TAYİNİ (BRADFORD 

YÖNTEMİ) 

M. neglectum soğan dokularının protein tayininde Bradford yöntemi kullanılmıştır (183).  

Bradford yöntemi, Coomassie Brillant (parlak mavisi) Blue G-250 boyasının farklı 

konsantrasyondaki protein çözeltilerindeki asidik ve bazik gruplar ile etkileşerek farklı 

şiddette mavi renk oluşturması esasına dayanmaktadır. Standart olarak ise, farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan BSA (Bovine Serum Albumin) kullanılmıştır. Numunelerin 

protein tayini için cam tüplere 100 µL homojenat eklenmiş ve kör olarak enzim yerine saf 

su kullanılarak son hacim 5 mL olacak şekilde Coomassie Brillant Blue G-250 boyası 

eklenilerek iyice vortekslenmiştir (184). Her bir numune 3 tekerrürlü olarak çalışılmış ve 

ardından 10 dk. süre ile inkübasyona bırakılmıştır. Örnekler 3 ml hacimde kuvars küvetlere 
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alınarak UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo Scientific) 595 nm dalga boyunda okumalar 

alınmış ve absorbans değerleri kaydedilmiştir. BSA protein konsantrasyonları için elde 

edilen ortalama absorbans değerleri baz alınarak bir standart eğri çizilmiş ve y= ax ± b 

denklemi oluşturulmuştur. M. neglectum numunelerinin farklı konsantrasyonları için 

kaydedilen absorbans değerleri denklemde yerine konularak protein tayini 

gerçekleştirilmiştir. 

4.14.3 M. NEGLECTUM SOĞANININ SÜPEROKSİT DİSMUTAZ (SOD) ENZİM 

AKTİVİTESİ  

M. neglectum soğan dokularının SOD enzim aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla  Sun, 

Oberley (185) tarafından belirtilen yöntem bazı küçük modifikasyonlar yapılarak takip 

edilmiştir. 0,3 mmol/L ksantin stok çözeltisi 52 ml (400 mmol/L Na2CO3 ile hazırlanmıştır), 

0,6 mmol/L EDTA 20 mL, 150 µmol/L NBT 20 ml, 1g/L BSA 6 ml alınarak reaktif karışım 

hazırlanmış ve bu reaktif karışımdan 245 µL alınarak üzerine 10 µL homojenat ilave edilmiş 

ve ardından 40 µL distile su ilave edilmiştir. Daha sonra 2 mol/L (NH4)2SO4 soğuk çözelti 

ile seyreltilen 0,167 EU/ml olan Ksantin oksidaz enzim çözeltisinden 5 µL eklenmiştir. 

Örnekler 25oC’ye ayarlanan su banyosunda 20 dk. boyunca inkübe edilmiş ve üzerine 100 

µL 0,8 mmol/L CuCl2 ilave edilerek reaksiyon sonlandırılmıştır. Kör olarak reaktif ve 

kontrol olarak homojenatsız karışım kullanılmıştır. Reaksiyonun sonlandırılmasının 

ardından 560 nm’de Multiskan GO (Thermo Scientific) cihazında absorbans değerleri 

okunmuştur. 

% İ𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛 =  ((𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝐴𝑏𝑠 − 𝑁𝑢𝑚𝑢𝑛𝑒𝑛𝑖𝑛 𝐴𝑏𝑠)) / (𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝐴𝑏𝑠) 𝑥100 

𝐸𝑈/𝑚𝐿 = (% İ𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛)/(50𝑥(0,01)) 

0, 01: Kullanılan Homojenat miktarı (mL) 

50,0: NBT’nin %50’sini indirgeyen aktivite 

4.14.4 M. NEGLECTUM SOĞANININ PEROKSİDAZ (POX) ENZİMİ AKTİVİTESİ  

M. neglectum soğan dokularının POX enzim aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla Desser, 

Himmelhoch (186) tarafından tanımlanmış olan metot takip edilmiştir. 50 mM Potasyum 
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fosfat tamponu, 100 mM Guaiacol ve 0,0017% (w/w) Hidrojen Peroksit, pH 7.0 son hacim 

100 mL olacak şekilde saf su ile hazırlanmıştır. Son hacim 3,035 mL olacak şekilde kuvars 

küvetlere tampon ve 35 µL homojenat eklenmiştir. Kör olarak enzimsiz karışım 

kullanılmıştır. Örneklerin, UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo Scientific) 470 nm dalga 

boyunda 1 dk. daki absorbans artışı kaydedilerek absorbans farkı belirlenmiştir. Örneklerin, 

enzim aktivitesi aşağıda belirtilen formüller takip edilerek hesaplanmıştır. 

A = ε. b. c 

c = A/(ε. b) 

A: 1 dk. sonunda okunan absorbans  

B: Işığın geçtiği mesafe 

C: Konsantrasyon (µmol/mL) 

Ε: Ekstinksiyon katsayısı (5000 M-1 x cm-1) 

4.14.5 M. NEGLECTUM SOĞANININ KATALAZ (CAT) ENZİM AKTİVİTESİ  

M. neglectum soğan dokularının CAT enzim aktivitesi, Aebi (187) tarafından belirletilen 

metodoloji üzerinde bazı küçük modifikasyonlar yapılarak belirlenmiştir. 25 mM Potasyum 

fosfattan (KH2PO4, pH:7.0) 1400 µL ve 15 mM H2O2’den 1500 µL kullanılarak bir karşım 

hazırlanmış ve üzerine pipetaj yapılan soğan doku homojenatı 100 µL olacak şekilde 

eklenmiştir. Numuneler ve kör (enzimsiz karışım) UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo 

Scientific) 240 nm dalga boyundaki absorbans düşüşü kaydedilerek 1 dk. sonundaki 

absorbans farkı belirlenmiştir. Enzim aktivitesi aşağıdaki formül kullanılarak EU/mL 

cinsinden hesaplanmıştır. 

𝐸𝑈/𝑚𝐿: (𝛥𝑂𝐷/(0,0396)) ∗ (𝑉𝑡/𝑉𝑒) 

Vt: Toplam hacim 

Ve: Enzim (homojenat) hacmi 
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5 ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1 IŞIK MİKROSKOP ANALİZİ 

Sporopollenin, karides kitin ve biyosilika boncuklar ışık mikroskobu ile ayrı ayrı analiz 

edilmiştir (Şekil 5.1.). Işık mikroskobu ile sporopollenin oluşumu da doğrulanmıştır. Hem 

polen hem de sporopollenin mikroskop altında analiz edilmiş ve iç genetik materyalin 

polenlerden başarıyla uzaklaştırıldığı tespit edilmiştir. 

 

Şekil 5.1. Işık mikroskop altında a, b) J. regia polenleri ve c, d) sporopollenlerin görüntüleri 

Işık mikroskobu görüntüleri, asit ve baz muamelelerinden sonra sporopollenin iç 

boşluklarının açık olduğunu ortaya konmuştur. İzole polenlerin ortalama çapı yaklaşık 200 

µm olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 5.2. a) Geodia macandrewii. Sünger, b, d) Geodia macandrewii süngerin’den izole 

edilmiş silika cam mikrokürelerin ışık mikroskop görüntüleri c) Geodia macandrewii 

süngerin’den izole edilmiş silika cam mikrokürelerin dijital görüntü. 

Biyosilika boncukları ışık mikroskobu görüntüleri üst katmanın başarılı bir şekilde 

uzaklaştırıldığını ve böylece boncukların gözenekli katmanının açığa çıktığı belirlenmiştir 

(Şekil 5.2.). Ayrıca, bu sonuçlar ilerde bahse edilecek SEM, FTIR ve EDX analiz sonuçlar 

tarafından da desteklenmiştir. 

5.2 YÜKLEME VERİMLİLİĞİ 

BAP ve NAA'nın yükleme etkinliği metodolojide verilen denklem kullanılarak 

hesaplanmıştır. Sonuçlara göre BAP için, üç taşıyıcı da NAA'ya kıyasla daha yüksek bir 

yükleme verimi kaydedilmiştir (Şekil 5.3.). Polen-NAA'nın enkapsülasyon verimi %16,70, 

toplam yüklü hormon ise %22,79 olarak kaydedilmiştir. Aynı şekilde sporopollenin-BAP 

için bu değerler %50,29 ve %80,29 olarak kaydedilmiştir. Biyosilika boncuk-NAA için, 

kapsülleme ve toplam hormon yüklenme verimliliği sırasıyla %22,79 ve %36,46 olarak 

kaydedilmiştir (Şekil 5.5.). Biyosilika boncuk-BAP için, bu değerler %49,64 ve %79,41 

olarak belirlenmiş olup, biyosilika boncuk-NAA'nınkinden nispeten daha yüksek bir verim 

kaydedilmiştir. Kitin için hem BAP hem de NAA değerleri beklendiği gibi daha yüksek 
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oranlarda kaydedilmiştir. Kitin-NAA durumunda, kapsülleme verimliliği ve hormon 

yüklemesi sırasıyla %25,22 ve %40,36 olarak belirlenmiştir. Kitin-BAP için ise bu değerler 

%68,91 ve %110,25 olarak kaydedilmiştir (Şekil 5.4.). 

 

 
Şekil 5.3. Biyosilika, Kitin ve Sporopolleninin hormon yükleme oranları (%). 

 

 
Şekil 5.4. Biyosilika bonucklar, Kitin ve Sporopolleninin enkapsülasyon verimliliği. 
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Şekil 5.5. Kitin, sporopollenin ve biyosilika’nın toplam hormon yükleme oranları (µg mg-1). 

5.3 DOKU KÜLTÜRÜ OPTİMİZASYONU 

Yapılan denemeler sonucunda en iyi sonuçlar %5 sodyum hipoklorit ile 30 dk. süre ile 

muamele edilen M. neglectum soğan örnekleri için kaydedilmiştir. Diğer iki parametre için 

soğan kültürü ortamlarında kontaminasyon kaydedilmiştir (Şekil 5.6.). 
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Şekil 5.6. Sterilizasyon çalışmalarında kaydedilen kontaminasyon görüntüleri. 

5.4 BAP VE NAA YÜKLÜ TAŞIYICILAR İLE GERÇEKLEŞTİRİLEN in vitro 

SALIM ÇALIŞMALARI 

NAA ve BAP'ın in vitro salım çalışması, 5.8 ve 7.4 olmak üzere iki farklı pH koşulunda 

gerçekleştirilmiştir. Bu, tez çalışmasında kullanılan üç polimerik taşıyıcının yavaş salınım 

yeteneğini doğrulamak için bir ön kontrol çalışmasıdır. In vitro bitki kültürü sırasında gerekli 

pH 5,6-5,8 civarındadır (Şekil 5.7.). Mevcut çalışmada kullanılan pH koşulları da in vitro 

kültür koşullarına göre seçilmiştir. Ayrıca, mevcut çalışmada, taşıyıcıların yavaş salım 

kapasitelerindeki pH'ya bağlı değişiklikleri doğrulamak için nötr pH 7,4’ de kullanılmıştır. 

Sonuçlar Çizelge 5.1'te verilmiştir. 
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Şekil 5.7. BAP ve NAA yüklü biyosilika boncukları ile gerçekleştirilen farklı tampon 

ortamlarında (pH 5,8) salım çalışmaları. 

Sonuçlar, kitin, biyosilika ve sporopolleninden tampon çözeltilerinde kapsüllenmiş bitki 

büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü salımını gerçekleştiğini ortaya çıkarmıştır 

(Şekil 5.8.). Kitinden bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin salınımı, sporopollenin ve 

biyosilikadan nispeten daha hızlı gerçekleşmiştir. Bu görüngü, kullanılan kitinin yapısal 

morfolojisine bağlantılı olduğu düşünülmektedir. Burada karideslerden izole edilen kitin, 

derin gözenekleri olmayan sıkı bir şekilde paketlenmiş lifli bir yapıya sahiptir. Bu tip yüzey 

morfolojisi, bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin yalnızca yüzeyde adsorpsiyonuna yol 

açmıştır. Ayrıca, biyosilika ve sporopollenin mükemmel enkapsülasyon yüzdesi ve daha 

kontrollü salım patenleri sergilemiştir. 
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Şekil 5.8. BAP ve NAA yüklü sporopollenin ile gerçekleştirilen farklı tampon ortamlarında 

(pH 7,4) salım çalışmaları. 

Biyosilikanın yüzeyindeki mükemmel gözenekleri, biyosilika yapısının merkezi boşluğu 

içinde BAP ve NAA'nın kapsüllenmesine teşvik etmiştir. Ek olarak, 3-APTES ile yüzeyin 

işlevselleştirilmesi, biyosilikanın kapsülleme verimliliğini artırarak daha fazla BAP ve NAA 

molekülünün bağlanmasına yardımcı olmuştur. Aynı şekilde, sporopollenin yüzeyindeki 

gözenekler, mikro kafeslerin boşluğu içinde BAP ve NAA'nın kapsüllenmesini 

kolaylaştırmıştır (Şekil. 5.9.). Üç taşıyıcının tümü için kümülatif salım değeri, serbestçe 

uygulanan BAP ve NAA'dan daha düşük kaydedilmiştir. Ek olarak, ilk iki saatte, tüm 

taşıyıcılar nispeten daha yüksek bir BAP ve NAA salımı sergilenmiştir. 
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Şekil 5.9. BAP ve NAA yüklü kitin ile gerçekleştirilen farklı tampon ortamlarında (pH 7,4) 

salım çalışmaları. 

Bu ilk ani salım etkisi, yüzeysel olarak bağlanmış fitohormonlara bağlı olduğunu 

düşünülmektedir. İki saat sonra, 168 saate kadar sabit bir salım paterni gözlemlenmiştir. Öte 

yandan, serbestçe uygulanan BAP ve NAA için salım modeli yukarı yönde olup, iki saat 

içinde BAP ve NAA'nın tam salımını izlenmiştir. Genel olarak, üç taşıyıcı da her iki pH 

koşulunda BAP ve NAA için yavaş bir salım göstermiştir. 
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Çizelge 5.1. BAP ve NAA yüklü taşıyıcılarla pH 5.8 ve pH 7.4’te in vitro salım. 

Numuneler pH 5.8’da ilk iki 

saat sonunda 

salım (%) 

5.8 pH’da168 

saat sonunda 

salım (%) 

7.4 pH’da ilk iki 

saat sonunda salım 

(%) 

7.4 pH’da 168 

saat sonunda 

salım (%) 

Biyosilika boncuk-NAA 48.23 52,19 28,36 52,68 

Serbest Kontrol 70.23 71,72 62,98 77,71 

Biyosilika boncuk-BAP 51,34 51.24 31,63 29,67 

Serbest Kontrol 72, 43 78.12 48,23 51,86 

Sporopollenin-NAA 15,12 14,40 20,45 20,11 

Serbest Kontrol  42,36 41,04 50,45 48,23 

Sporopollenin-BAP 29,90 29,18 31,32 33,11 

Serbest Kontrol 65,12 58,88 52,21 54,23 

Kitin-NAA 60,77 49.45 57,61 53,15 

Serbest Kontrol 76,57 71,12 70,12 77,65 

Kitin-BAP 36,18 47,39 29,12 37,58 

Serbest Kontrol 57,45 59,15 54,45 60,53 

5.5 KÜLTÜR ORTAMLARINDA SALIM DENEYLERİ 

M. neglectrum Guss.'ın in vitro kültür sırasında nekrozun üstesinden gelebilmesi için, kültür 

ortamında kitin, biyosilika ve sporopolleninin aracılı NAA ve BAP fitohormonlarınbitki 

büyüme ve düzenleyici maddelerin salım gerçekleştirilmiştir (Çizelge 5.2.). Seçilen 

biyomateriyal tabanlı taşıyıcılar hem BAP hem de NAA için kontrollü bir salım modeli 

sergilemiştir. Kitin salınım yüzdesi, biyosilica ve sporopolleninden daha yüksek kaydedildi. 

Bu, lifli yüzey morfolojisine bağlı olduğunu düşünülmektedir (Şekil 5.10.). 
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Şekil 5.10. BAP ve NAA yüklü biyosilika boncukları ile gerçekleştirilen Muscari 

neglectum doku kültür ortamlarında kümülatif salım çalışmaları.. 

Kitin içindeki gözenek ve boşluk eksikliğinden dolayı, BAP ve NAA adsorpsiyonu yalnızca 

lifler tarafından gerçekleşir. Lifli yapıdan salınım daha hızlı bir şekilde gerçekleşmiştir 

(Şekil 5.12.). Bunu neden ise hiçbir morfolojik veya geometrik kuvvet kontrol etmemesidir. 

Kitinden BAP ve NAA salımı sırasıyla %44,34 ve %60,32 olarak kaydedilmiştir. Öte yandan 

biyosilika'dan salım yüzdesi 168 saatin sonunda %43,98 (NAA için) ve %30,40 (BAP için) 

olarak kaydedilmiştir. Bu, her iki hormonun serbest salınımından önemli ölçüde daha düşük 

bulunmuştur.  
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Şekil 5.11. BAP ve NAA yüklü sporopollenin ile gerçekleştirilen Muscari neglectum doku 

kültür ortamlarında kümülatif salım çalışmaları. 

Ayrıca, deneyin ilk iki saatinde, yüzeysel olarak eklenmiş BAP ve NAA'ya bağlı yüksek 

oranda bir salım atışı kaydedilmiştir. Sporopollenin için salınım yüzdesi, 168 saatin sonunda 

%36,83 (NAA için) ve%35,12 (BAP için) olarak kaydedilmiştir. Bu salım, M. neglectum 

kültürü ortamına serbestçe uygulanan BAP ve NAA'ninkinden önemli ölçüde daha düşük 

olarak gözlemlenmiştir (Şekil 5.11.). İlk iki saat boyunca ilk yüksek oranda salım artışı, BAP 

ve NAA'nın kültür ortamına aniden salınması ile ilişkili bulunmuştur..  
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Şekil 5.12. BAP ve NAA yüklü kitin ile gerçekleştirilen Muscari neglectum doku kültürü 

ortamlarında kümülatif salım çalışmaları. 

 

 

 

 

 



59 

 

Çizelge 5.2. BAP ve NAA yüklü taşıyıcılarla doku kültürü ortamlarında salım. 

Nümüne İlk iki saat sonunda salım 

(%) 

Serbest 

salım 

168. saat sonunda salım 

(%) 

Serbest 

salım 

Biyosilika boncuk-

NAA 

48.24 65.16 43.98 72.31 

Biyosilika boncuk-

BAP 

35.31 45.12 30.40 64.23 

Sporopollenin-NAA 28.12 48.91 36.83 65.34 

Sporopollenin-BAP 28.34 45.12 35.12 76.12 

Kitin-NAA 53.12 70.23 60.32 81.56 

Kitin-BAP 38.12 59.56 44.34 63.13 

5.6 SALIM KİNETİĞİ ÇALIŞMALARI 

BAP ve NAA iki farklı pH koşulunda (5,8 ve 7,4) biyosilika boncuklar, sporopollenin ve 

kitinden salımının kinetik parametreleri, kinetik modellerinden (Birinci derece, sıfır derece 

ve Higuchi) hesaplanmıştır. 

pH 5.8'de biosilika boncuklar, sıfır derecesinde ve Higuchi'de en iyi korelasyon katsayısını 

(R2) göstermiştir (Çizelge 5.3.). Aynı şekilde, sporopollenin için her üç modelde de en iyi 

korelasyon katsayısı (R2) kayededilmiştir. Kitin için her üç modelin hepsinde neredeyse 

benzer bir korelasyon katsayısı (R2) ortaya çıkardı. Tüm kinetik parametre sonuçlar, üç 

biyomateryal tabanlı taşıyıcıdan salınımın Fickian difüzyon yoluyla gerçekleştiği ortaya 

koymuştur. 

Çizelge 5.3. NAA ve BAP yüklü biyomateriyal tabanlı taşıyıcıların kinetik parametreleri 

(PBS pH: 5.8). 

Kinetik modeller  

(PBS pH: 5.8) 

Sıfır derece 

(Zero-order)  

Birinci derece  

(First-order) 

Higuchi 

R2  R2 R2 

Biyosilika boncuk-BAP 0,955 0,602 0,928 

Biyosilika boncuk-NAA 0,902 0,643 0,895 

Sporropollenin-BAP 0,915 0,924 0,907 

Sporopollenin-NAA 0,901 0,901 0,785 

Kitin-BAP 0,888 0,886 0,882 

Kitin-NAA 0,818 0,821 0,797 
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pH 7.4'te biosilika boncuklar her üç modelde de en iyi korelasyon katsayısını (R2) 

göstermiştir ve R2 0,900'ün üzerinde kaydedilmiştir (Çizelge 5.3.). Aynı şekilde, 

sporopollenin-BAP her üç modelde de en iyi korelasyon katsayısını (R2) göstermiştir. 

Sporopollenin-NAA için R2, her üç modelde de 0,900'ün altında kaydedilmiştir. Kitin için 

üç modelin hepsinde neredeyse benzer bir korelasyon katsayısı (R2) ortaya çıkarmıştır. Tüm 

kinetik parametre sonuçlarından, üç biyomateryal bazlı taşıyıcıdan salınımın Fickian 

difüzyonundan kaynaklandığı sonucuna varılabilir. Bu sonuçlar, farklı kaynaklardan 

sporopolleninin farklı terapötik ilaçlar için bir taşıyıcı olarak kullanıldığı önceki literatür 

raporlarıyla uyumlu olarak bulunmuştur (145, 188). 

Çizelge 5.4. NAA ve BAP yüklü biyomateryal tabanlı taşıyıcıların kinetik parametreleri 

(PBS pH: 7.4).  

Kinetik modeler 

 (PBS pH: 7.4) 

Sıfır derece  

(Zero-order) 

Birinci derece 

(First-order) 

Higuchi 

R2  R2 R2 

Biyosilika boncuk-BAP 0,907 0,904 0,939 

Biyosilika boncuk-NAA 0,970 0,971 0,954 

Sporropollenin-BAP 0,928 0,925 0,952 

Sporopollenin-NAA 0,885 0,884 0,872 

Kitin-BAP 0,890 0,887 0,957 

Kitin-NAA 0,966 0,967 0,942 

 

5.7 BİYOSİLİKA BONCUKLARIN, SPOROPOLLENİN VE KİTİNİN 

FİZİKOKİMYASAL KARAKTERİZASYONU 

5.7.1 NİNHİDRİN ANALİZ 

Ninhidrin testi, yüzeyde γ-APTES moleküllerinin aşılanmış olduğunu doğrulamak için 

uygulanmıştır. Mor-mavi renk, biyosilika boncukların yüzeyinde γ-APTES moleküllerinin 

başarılı bir şekilde aşılanmasını doğrulayarak kaydedilmiştir. Bu sonuçlar önceki literatür 

ile uyumlu olarak kaydedilmiştir (189). 
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Şekil 5.13. Biyosilika boncukların γ-APTES’ile işlevsellştirme mekanizması. 

5.7.2 FOURİER DÖNÜŞÜM KIZILÖTESİ SPEKTROSKOPİ/ ZAYIFLATILMIŞ 

TOPLAM YANSIMA KIZILÖTESİ SPEKTROSKOPİ (FT-IR/ATR) 

Fourier-transform kızılötesi spektroskopi (FTIR), farklı malzemelerin kızılötesi 

spektrumunun soğurulması veya yayılması hakkında bilgi edinmek için kullanılan analitik 

bir tekniktir. Geniş bir spektral aralıkta yüksek çözünürlüklü bir veri toplanmakta, bu da onu 

dağınık spektrometreye göre daha avantajlı hale getirmektedir. Zayıflatılmış toplam yansıma 

(ATR), katı veya ince film numunelerinin hacim özelliklerinden ziyade yüzey özelliklerini 

ölçmek için kullanılan FTIR spektrofotometrenin bir aksesuarıdır. Genel olarak, ATR, 

numune koşullarına bağlı olarak yaklaşık 1 veya 2 mikrometre penetrasyon derinliğine 

sahiptir. 

Mevcut çalışmada, seçilen taşıyıcıların BAP ve NAA'nın kapsüllenmesinin doğrulaması 

amacıyla bu bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin yüklü olduğu biyosilika, kitin ve 

sporopollenin numuneleri için FT-IR/ATR analizi gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, sporopollenin 

ve işlevselleştirilmiş biyosilika üretimi de FT-IR / ATR analizi ile doğrulanmıştır.  

5.7.2.1 Biyosilika boncuk  

Biyosilika boncukların, γ-APTES fonksiyonelleştirilmiş biyosilika boncukların, NAA yüklü 

biyosilika boncukların ve BAP yüklü biyosilika boncukların FT-IR / ATR spektrumları Şekil 

5.14'te gösterilmiştir. Dört farklı biyosilika örneğinin spektrumlarında ∼1050 cm-1'de geniş 
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bir pik kaydedilmiştir. Bu pik Si—O—Si gerilmesinin varlığına bağlanabilmektedir. ∼1525 

cm-1'de gözlenen küçük bir N-H bağlanma piki NH2 gruplarının varlığından 

kaynaklanmaktadır. N—H gerilmesine karşılık gelen pikin O—H gruplarının 3500 cm− 

1'deki gerilme titreşimleri ile örtüşmesi beklenmektedir. Biyosilika γ-APTES ile muamele 

edildikten sonra ∼950 cm-1'de küçük bir pik oluştuğu bilinmektedir (190). Bu pikin 

görünümü, silis yüzeyinde silanol gruplarının varlığına karşılık gelmektedir. Biyosilikanın 

yüzeyinde silanol gruplarının varlığı, yüzeydeki serbest -OH gruplarının mevcudiyetini 

doğrulamıştır. BAP spektrumlarında 1634 cm-1 ve 1633 cm-1'de gözlenen pikler, sırasıyla 

BAP ve NAA'nın enkapsülasyonunu doğrulayan ν (C N) titreşimlerine karşılık 

gelmektedir. 

 

Şekil 5.14. Biyosilika boncuk, biyosilika boncuk/ γ-APTES ve hormone yüklü biyosilika 

boncuk için fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopi/ zayıflatılmış toplam yansıma kızılötesi 

spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu. 

5.7.2.2 Sporopollenin 

J. regia poleni, sporopollenin ve fitohormon yüklü sporopolleninlerin FT-IR/ATR 

spektrumları, farklı izolasyon ve enkapsülasyon aşamalarında meydana gelen kimyasal 

değişiklikleri açıklamak için ölçülmüştür. J. regia poleninin, spektrumlarında 3276 cm-1'de 
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gözlenen geniş pik O-H bağı ile ilişkilendirilmiştir. 2918 cm-1 ve 2850 cm-1'de gözlenen iki 

keskin pik ise alifatik C—H germe titreşimlerine karşılık gelmektedir. Polisakkarit emilimi 

ise 1032 cm-1'de keskin bir pike atfedilebilmektedir. 1641 cm-1'deki zayıf pik ise, polenin β-

tabaka protein yapılarının amid I bağlantısından kaynaklanmaktadır (191). 1541 cm−1 ve 

1512 cm−1'de zayıf pik C—N ve N—H bükülmesine karşılık gelmektedir.  

Şimdiye kadar, sporopolleninin kesin kimyasal yapısı tam olarak tanımlanmamıştır, ancak 

araştırmacılar, yapı ile birlikte bazı fonksiyonel grupları tanımlamışlardır. Bu fonksiyonel 

grupların, uzun yağ asitlerini ve aromatik grupları içerdiği bilinmektedir (146, 192, 193).  J. 

regia polenin kimyasal yapısında asit ve baz muamelesinden sonra bazı değişiklikler 

gözlenmiştir (Şekil 5.16.). Bu değişiklikler, bazı piklerin kayması ve kaybolmasıyla birlikte 

yeni IR pikleri şeklinde yansımıştır. Polen spektrumundaki O-H bağında gözlenen geniş pik 

3276 cm-1'den 3341 cm-1'e kaymıştır. 1675 cm-1'de gözlenen keskin pik ise, 

sporopollenindeki karbonil fonksiyonel gruplara karşılık gelmektedir. 1573 cm-1'de 

gözlenen pik (alifatik C-C germe), sporopollenindeki doymamış yağ asit yapılarını temsil 

etmektedir. 1511 cm-1'de ki pik de sporopolleninde karakteristik C-C gerilmesine 

atfedilmektedir. Sporopolleninin aromatik doğası, ester bağlı n-karboksilik asit 

monomerlerinin alkalin hidrolizinden kaynaklanmaktadır (194). 

BAP ve NAA'nın IR spektrumları kaydedilmiş ve sonuçlar Şekil 5.15'da gösterilmiştir. BAP 

spektrumlarında 1687 cm-1'de gözlenen keskin pik, ν (C N) titreşimlerine karşılık 

gelmektedir. 1197 cm-1'de bir C—O gerilme piki kaydedilmiştir. Ek olarak, 930 cm-1'de 

keskin bir C-C bükülme piki ve 775 cm-1'de keskin bir C—H piki kaydedilmiştir. NAA'nın 

IR spektrumları da BAP'ın kine benzer birkaç pik vermiştir. NAA spektrumlarında, 1603 

cm-1'de keskin bir C-C gerilme piki, 1445 cm-1'de güçlü bir O—H bükülme piki ve 1712 cm-

1'de küçük bir C-O germe piki gözlenmiştir. Ayrıca, 680 ve 650 cm-1'de bölünmüş pikler C-

C bükülmesi olarak kaydedilmiştir. 
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Şekil 5.15. BAP ve NAA için fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopi/ zayıflatılmış toplam 

yansıma kızılötesi spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu. 

BAP ve NAA yüklü sporopolleninin (sporopollenin-BAP ve sporopollenin-NAA) FT-IR 

spektrumları Şekil 5.7'de gösterilmiştir. Her iki fitohormonun varlığı, sporopollenin-NAA 

ve sporopollenin-BAP spektrumlarında yeni piklerin ortaya çıkması ve bazı mevcut piklerin 

kaymasıyla doğrulanmıştır. Sporopollenin-BAP spektrumunda, ν (C N) titreşimlerine 

karşılık gelen 1660 cm-1'de yeni küçük bir pik ortaya çıkmıştır. 1262 cm-1'de bir C—N 

gerilme piki, 1377 cm-1’ ye kaymıştır. Bu değişim BAP'ın varlığından kaynaklanmaktadır. 

Ayrıca, BAP'ın kimyasal bağına bağlı olarak 1112 cm-1'de ki pik 1105 cm-1'e kaymıştır. 

Sporopollenin-NAA spektrumunda, ν (C—N) titreşimlerine karşılık gelen 1660 cm-1'de yeni 

bir küçük pik ortaya çıkmıştır. Ek olarak, NAA'nın varlığına karşılık gelen 1437 cm-1'de 

küçük bir O—H bükülme piki de ortaya çıkmıştır. 1203 cm-1'de C—O ve 1152 cm-1'de C—

N gerilme pikleri, NAA'nın yapıya dahil edilmesiyle daha keskin hale gelmiştir. 

Spektrumlarda, sporopollenin yapısındaki NAA'nın varlığını güçlü bir şekilde doğrulayan 

yeni bir C-H bükülme piki de belirlenmiştir. 
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Şekil 5.16. Polen, Sporopollenin ve hormon yüklü sporopollenin için fourier dönüşüm 

kızılötesi spektroskopi/ zayıflatılmış toplam yansıma kızılötesi spektroskopi (FT-IR/ATR) 

spektrumu. 

5.7.2.3 Kitin 

Kitin saflığı ve kitine BAP ve NAA kapsüllemesinden sonra meydana gelen kimyasal 

değişikliklerin gözlemlenmesi amacıyla FT-IR analizinden yararlanılmıştır (Şekil 5.17.). 

Kitinin IR spektrumlarında, 3438 cm-1'de majör bir pik gözlenmiştir ve bu pik O—H’a 

atfedilmektedir. 3256 cm-1 ve 3098 cm-1'de ki iki pik C O⋯NH  bağına karşılık 

gelmektedir (195). Literatürde, α kitin için üç karakteristik pik bulunmaktadır, yani 1650 cm-

1, 1620 cm-1 ve 1554 cm-1, amid I (C O ikincil amid gerilmesi), amid II (N H bükülmesi, 

C N gerilmesi) olarak tanımlanmıştır (196). Mevcut çalışmada bu pikler 1653 cm-1, 1629 

cm-1 ve 1547 cm-1 olarak kaydedilmiştir. Bu sonuçlar, izole edilmiş kitinin a-kitin olduğunu 

doğrulamıştır. 1360 cm-1 'de gözlenen pik simetrik CH3 ve CH bükülmesini temsil ederken, 

1005 cm-1 'de gözlenen daha keskin pik C O gerilmesine gerilmesine bağlanabilir (197). 

Kitin-NAA'da, 1629 cm-1 'deki pik NAA’dan dolayı 1625 cm-1 'e kaymıştır. Ayrıca NAA 

kapsüllemeden sonra 1448 cm-1 ve 876 cm-1 'deki pikler daha yoğun hale gelmiştir. Kitin-

BAP spektrumlarında 1457cm-1, 1158 cm-1, 775 cm-1 'de pikler BAP adsorpsiyonundan 
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sonra daha yoğun hale gelmiştir. Sonuçlar daha önceki literatür ile uyumlu olarak 

gözlenmiştir (198). 

 

Şekil 5.17. Kitin ve fitohormon yüklü kitinin fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopi/ 

zayıflatılmış toplam yansıma kızılötesi spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu. 

5.7.3 XRD (X-IŞINI KIRINIM ANALİZİ) 

X Işını Kırınımı, sıklıkla XRD olarak kısaltılmakta ve kristalin malzemelerin yapısını analiz 

etmek için kullanılan tahribatsız bir analiz yöntemidir. XRD analizi, kristal yapının 

incelenmesi yoluyla, bir malzemede bulunan kristalin fazlarını tanımlamak ve böylece 

kimyasal bileşim bilgilerini ortaya çıkarmak için kullanılmaktadır. Bu çalışmada, BAP ve 

NAA'nın kapsüllenmesinden sonra seçilen taşıyıcıların faz değişimleri hakkında bilgi almak 

için BAP ve NAA yüklü Biyosilika, kitin ve sporopollenin numuneleri için XRD analizi 

yapılmıştır. Ayrıca, sporopollenin ve γ-APTES ile işlevselleştirilmiş biyosilika da XRD 

analizi ile doğrulanmıştır.  
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5.7.3.1 Biyosilika boncuk 

BAP ve NAA yüklü biyosilika, biyosilika-APTES ve biyosilika boncuklar için XRD analizi 

gerçekleştirilmiştir. Difraktogramlar Şekil 5.18'de gösterilmiştir. Doğal biyosilika boncuklar 

için, 22° merkezli maksimum yoğunluk ile 16° ile 35° arasında 2θ’ da tek bir geniş pik 

gözlemlenmiştir. Diğer piklerin yokluğu, G. macandrewii'den izole edilmiş biyosilikanın 

nihai saflığını göstermiştir. Biyosilika ve biyosilika-APTES difraktogramları arasında 

önemli bir fark gözlenmemiştir. γ-APTES ile modifikasyondan sonra, 22° 'deki geniş amorf 

silis piki, pikin yoğunluğunda hafif bir azalma olsa da bozulmadan kalmıştır. Yoğunluktaki 

bu azalma aynı zamanda silikanın makroskopik düzeninin işlevselleşmeye bağlı olarak 

azalmasının bir sonucudur (199). Bu, γ-APTES'in biyosilika yapısını değiştirmediğini 

göstermiştir. Bu sonuçlar aynı zamanda aşılama reaksiyonunun baskın olarak silikanın dış 

yüzeyinde (yani, genellikle katmanların kenarlarında) maksimum ve katman arası boşlukta 

minimum modifikasyon ile gerçekleştiğini göstermiştir (200). NAA ve BAP yüklü 

biyosilika örnekleri için, 19° 'de küçük bir pik gözlemlenmiştir. Bu yeni gözlenen pik, 

biyosilikadaki NAA ve BAP'ın varlığı nedeniyle ortaya çıkmıştır. Önceki yapılan bir 

çalışmada da XRD pikini 19,5° 'de bildirmişlerdir ve bu çalışmanın sonuçları ile benzer 

olduğu gözlenmiştir (198). 
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Şekil 5.18. Biyosilika boncuk, Biyosilika boncuk/ γ-APTES ve hormon yüklü biyosilika 

boncuğun X-ışını Kırınım difraktogramları. 

5.7.3.2 Sporopollenin 

J. regia polen, sporopollenin ve BAP, NAA yüklü sporopollenin için XRD analizi 

yapılmıştır (Şekil 5.19.). J. regia poleninin difraktogramında iki ana pik (20° ve 26°) ve üç 

küçük pik (27°, 29° ve 30°) gözlenmiştir. Gözlemlenen bu pikler, polenin kristal yapısını 

tanımlamaktadır. XRD analizi, J. regia poleninden, sporopollenin mikro kafeslerinin başarılı 

bir şekilde izole edildiğini doğrulamıştır. Sporopollenin difraktogramında 27°, 29° ve 30°'de 

pikler kaybolmuştur. 20° ve 26° 'de sadece iki pik kaydedilmiştir. Sporopolleninde 18°'de 

yeni bir pik ortaya çıkmıştır. Sporopolleninlerin difraktogramından küçük piklerin 

kaybolması, genetik materyalin, lipitlerin, proteinlerin ve diğer pigmentlerin polenden 

tamamen uzaklaştırıldığını doğrulamıştır. Sporopollenin-BAP ve sporopollenin-NAA'da 18° 

ve 26°'de yansıma piklerinin yoğunluklarında bir azalma kaydedilmiştir. Bu, moleküler 
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düzeyde sporopollenin ve bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin etkileşimine karşılık 

dayandırabilir. Bu sonuçlar önceki ilgili literatür ile uyumludur (201). 

 

Şekil 5.19. Polen, sporopollenin ve hormon yüklü sporopolleninin X-ışını Kırınım 

difraktogramları. 

5.7.3.3 Kitin 

Kitinin XRD pikleri, 2θ aralığında toplam altı yansıma göstermiştir. Majör pik yansımaları 

9° ve 19°'de kaydedilirken, minör pikler ise 12°, 20°, 23° ve 27°'de kaydedilmiştir (Şekil 

5.20.). Tüm bu XRD yansımaları, α-kitin için karakteristik yansıma pikleri olarak rapor 

edilmektedir (87). NAA ve BAP yüklenmiş kitinin difraktogramlarında büyük bir fark 

gözlenmemiştir. Çünkü 19°'da NAA ve BAP'a karşılık gelen XRD yansıması, kitinin doğal 

pik noktasıdır. Bununla birlikte, kitin-NAA ve kitin-BAP difraktogramlarındaki piklerin 

yoğunluklarındaki azalma, BAP ve NAA'nın moleküler düzeyde kitin ile etkileşimini 

yansıtmıştır. 
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Şekil 5.20. Kitin ve hormon yüklü kitin’in X-ışını kırınım difraktogramları. 

5.7.4 TARAMALI ELEKTRON MİKROSKOBU (SEM) ANALİZİ 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM), görüntü oluşturmak için bir yüzey üzerinde 

odaklanmış elektron ışık demetini taramaktadır. Işık demetindeki elektronlar, yüzey yapısı 

ve bileşimi hakkındaki verilere ulaşmak için kullanılabilecek farklı sinyaller üreterek 

numune ile etkileşime girmektedir. SEM'de elde edilen maksimum çözünürlük, elektron ışık 

demeti boyutu ve elektron ışınının örnek ile etkileşim hacmi gibi birçok faktöre bağlıdır. 

Atomik çözünürlük sağlayamasa da bazı SEM'ler 1.0 nm'nin altında çözünürlüğe 

ulaşabilmektedir. Tipik olarak, modern tam boyutlu SEM'ler 1-20 nm arasında bir 

çözünürlük sağlarken, masaüstü sistemler 20 nm veya daha fazla çözünürlük 

sağlayabilmektedir.  

Bu çalışmada, seçilen fitohormon taşıyıcılarının yüzey morfolojileri SEM aracılığıyla analiz 

edilmiştir. BAP ve NAA'nın enkapsüllendiği de SEM analizi ile doğrulanmıştır. Ek olarak, 

biyosilika ve sporopollenin gözenekli yapıların açığa çıkarılması da SEM analizi ile 

doğrulanmıştır. 
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5.7.4.1 Biyosilika boncuk 

Gözenekli biyosilika boncuklar, G. macandrewii doğal süngerin korteks yapısından hafif bir 

hidrojen flüorür çözeltisi ile muamele edildikten sonra elde edilmiştir. Stereo mikroskop 

görüntülerinden de gözlenebileceği üzere, sterassterler dış kortekste yoğun bir şekilde 

paketlenmiştir. Bu küresel boncukların altında iğne benzeri yapılar da mevcuttur. Bu iğneye 

benzeyen yapılar oyuktur ve biyosilikadan oluşmaktadır. Orijinal boncuk yapılarının dış 

çıkıntıları vardır ve bu çıkıntıların altında orta boşluğa açılan kanallar bulunmaktadır. 

Hidrojen flüorür (HF) işleminden önce bu gözenekler, koruyucu bir tabaka ile kaplıdır. HF 

işlemi tabakayı aşındırarak bu gözeneklerin açılmasına neden olmaktadır (Şekil 5.21.). 

Gözenekli boncukların çapları 209,4 ± 38,5 µm ve boncukların yüzeyindeki gözeneklerin 

(kanalların) çapları ise 2,3 ± 1,1 µm'dir. Tüm kanallar (yaklaşık 3000 adet) birbirine temas 

etmeyen bağımsız bir merkezi boşluğa açılmaktadır (140). SEM görüntüleri ile başarılı bir 

şekilde gözenekli biyosilika boncuk izolasyonunun yapıldığı doğrulanmıştır. BAP ve NAA 

yüklenmiş biyosilika boncukların görüntüleri, Şekil 5.21'de gösterilmiştir. Fitohormonlar 

biyosilika boncukların gözeneklerinin içinde ve yüzeyinde açıkça görülebildiği için BAP ve 

NAA'nın kapsüllenmesi bu görüntülerden doğrulanmıştır. 
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Şekil 5.21. Süngerden Sterraster (orijinal boncuk) izolasyonu ve ardından gözenekli 

biyosilika boncukların üretimi. a) Çalışmada kullanılan sünger türü (G. macandrewii) ve 

üzerinde sterrasterler; b) süngerin dış kabuğundan içe doğru bir bölüm; c, d) Sterrasterlerin 

SEM görüntüleri. Sterrasterlerin ve kanalların merkezindeki boşluğu. Görüldüğü gibi 

kanallar dışarıya açılmıyor; e, f) hidrojen flüorür muamelesinden sonra. Kanallar boşluk 

çekirdeğine açılıyor ve gözenekli biyosilika boncuklar ortaya çıkıyor. Tüm kanallar, 

boncuğun ortasında açıkça bir boşluğa açılmaktadır. 
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Şekil 5.22. SEM görüntüleri; a, b) hidrojen flüorür uygulamasından sonra gözenekli 

biyosilika boncukları, c, d) fitohormon yüklü biyosilika boncukları 

5.7.4.2 Sporopollenin 

J. regia polenleri, polenin yüzeyi boyunca dağılmış kapalı yüzeysel porlar ile yuvarlak üçgen 

bir şekle sahiptir. Polenlerin boyutu yaklaşık olarak 38 µm olarak ölçülmüştür. Porlar 

sporopolleninde asit ve baz muamelesinden sonra ortaya çıkmıştır. NAA ve BAP 

enkapsüllenmiş sporopollenin de SEM ile analiz edilmiştir. Porların içinde ve sporopollenin 

yüzeyinde fitohormonlar gözlenmiştir (Şekil 5.23.). SEM mikrografları başarılı bir şekilde 

BAP ve NAA'nın sporopollenine homojen olarak enkapsüllendiğini göstermiştir. 
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Şekil 5.23. SEM görüntüleri; a) polen, b) sporopollenin c, d) hormon yüklü sporopollenin 

5.7.4.3 Kitin 

İzole edilen kitinin yüzey morfolojisi SEM ile analiz edilmiştir (Şekil 5.24.). SEM 

mikrografları, kitinin gözenekli ve lifli yüzey morfolojisine sahip olduğunu göstermiştir. Bu 

mikro gözenekler kitinin yüzeyi boyunca dağılmıştır ve yüzeyinde kalın lifler de 

gözlenmiştir. Kitin üzerinde BAP ve NAA'nın adsorpsiyonu ve buna bağlı olarak yüzeyin 

tamamen BAP ve NAA ile kaplandığı görülmüştür. Fitohormon yüzeysel kalıntıları, kitinin 

yüzeyi boyunca gözlenmiştir. Ayrıca, fitohormonlar, kitin yüzeyindeki gözenekli yapılar 

tarafından da adsorbe edilmiştir. 



75 

 

 

Şekil 5.24. SEM görüntüleri; a, b) kitin, c) hormon yüklü kitin fiberleri 

5.7.5 ENERJİ DAĞILIMLI X-IŞINI SPEKTROSKOPİSİ (EDX) 

Enerji dağılımlı X-ışını spektroskopisi (EDX), katı yüzeylerin temel bileşimini analiz etmek 

için kullanılmaktadır. X ışını emisyonu, yüzeyin yüksek enerjili yüklü parçacık ışınıyla veya 

odaklanmış bir X ışını ışınlanmasıyla uyarılmaktadır. Bir atomun elektronik yapısının 

uyarılması, her elementin benzersiz bir özelliği olan kendine özgü bir X-ışını emisyonu 

üretebilmektedir. Bu nedenle, referans spektrumlarla karşılaştırma yoluyla element 

tanımlamasına izin veren bir "parmak izi" veya "imza" spektrumu elde edilebilmektedir.  

Mevcut çalışmada, kimyasal modifikasyonlardan (yalnızca biyosilika boncuklar için) ve 

BAP ve NAA'nın enkapsüllenmesinden (üç taşıyıcı için) sonra yüzey değişikliklerini 

doğrulamak için tüm taşıyıcılar EDX aracılığı ile analiz edilmiştir. 
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5.7.5.1 Biyosilika boncuk 

γ-APTES ile biyosilika boncukların yüzey işlevselliği EDX analizi yapılarak doğrulanmıştır 

(Şekil 5.25). O (%51,57) ve Si'nin (%48,43) iki güçlü sinyali, modifiye edilmemiş biyosilika 

boncuklar için kaydedilmiştir (Şekil 5.24.). Başka herhangi bir sinyalin olmaması, biyosilika 

boncuk örneklerinin saflığını doğrulamıştır. γ-APTES ile yüzey modifikasyonundan sonra, 

O ve Si' nin yanı sıra C (% 3,77) ve N (% 1,11) için ekstra sinyaller kaydedilmiştir. C ve 

N'un varlığı, biyosilika örneklerindeki aminopropilden kaynaklanmaktadır (202). Si ve O 

konsantrasyonundaki hafif bir azalma, bu serbest grupların aminopropile bağlanmasına 

atfedilmiştir. BAP'ın biyosilika boncuklara enkapsüllenmesi de EDX ile doğrulanmıştır. 

Biyosilika boncuklar-NAA'nın spektrumlarında güçlü bir C (%47,17) sinyali kaydedilmiştir. 

C içeriğindeki bu belirgin artış, NAA'nın (C12H10O2) varlığından kaynaklanmaktadır. NAA 

enkapsüllemesinden sonra genel N, O ve Si konsantrasyonları azalmıştır. Bu, NAA ve yüzey 

ana grupları arasındaki bağ oluşumuna dayandırılmıştır. Benzer şekilde, biyosilika 

boncuklar-BAP spektrumu N (%1,61) ve O (%37,74) artışını ortaya çıkarmıştır. N 

konsantrasyonundaki bir artış, biyosilika boncuklarda BAP (C12H11N5) varlığından 

kaynaklanmaktadır. 

 

Şekil 5.25. EDX spektrumları; Biyosilika boncuk, Biyosilika boncuk- γ-APTES, Biyosilika 

boncuk- γ-APTES/NAA ve Biyosilika boncuk- γ-APTES/BAP (BB: Biyosilika boncuk). 

5.7.5.2 Sporopollenin 

Polen ve sporopolleninin EDX spektrumu, J. regia poleninin sporopollenine dönüşümü 

hakkında önemli bilgiler ortaya çıkarmaktadır (Şekil 5.26). Polen için güçlü C (%63,63), N 

(%2,05), O (%26,27) ve Na (%7,40) sinyalleri kaydedilmiştir.  Sporopollenin'de, organik 
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genetik materyallerin, lipitlerin ve renk pigmentlerinin uzaklaştırılmasından dolayı, N 

(%2,05’dan %1,06’a) ve Na' da (%7,40’dan %2,19’a) belirgin bir düşüş kaydedilmiştir. 

Ayrıca, sporopolleninde C ve O konsantrasyonlarında artış gözlenmiştir. EDX analizi, BAP 

ve NAA'nın sporopollenin mikro kafesleri içine başarılı bir şekilde enkapsüllendiğini 

göstermiştir. Sporopollenin-BAP spektrumlarındaki N (%5,04) artışı, BAP (C12H11N5) 

varlığından kaynaklanmaktadır. Sporopollenin-BAP ile karşılaştırıldığında, sporopollenin-

NAA spektrumları yüksek C konsantrasyonu (%62,79) ve düşük bir N konsantrasyonu 

(%1,78) göstermiştir. Elementlerin konsantrasyonlarındaki bu değişiklikler NAA 

(C12H10O2) varlığına karşılık gelmektedir.  

 

Şekil 5.26. EDX spektrumları; Polen, Sporopollenin, Sporopollenin-BAP ve Sporopollenin-

NAA. 

5.7.5.3 Kitin 

EDX spektrumları, BAP ve NAA bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kitine başarılı bir 

şekilde enkapsülle edildiğini göstermiştir (Şekil 5.27.). Yalnızca kitin (herhangi bir 

fitohormon içermeyen) C (%42,33), N (%7,44), O (%46,72) ve Na (%3,50) için güçlü pikler 

sergilemiştir. Bu piklerin yoğunlukları, BAP ve NAA yüklendikten sonra dalgalanma 

göstermiştir. Kitin-BAP için, C konsantrasyonu BAP (C12H11N5) varlığına bağlı olarak 

artmıştır (%42,33'ten %60,87'ye). Ayrıca, kitin yüzeyi tarafından BAP’ın başarılı 

adsorpsiyonuna işaret eden O konsantrasyonu azalmıştır. Benzer şekilde, N (%7,44'ten 

%11,45'e) konsantrasyonundaki artış, NAA'nın kitin yüzeyi tarafından başarılı bir şekilde 

adsorpsiyonunu kanıtlamıştır.  
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Şekil 5.27. EDX spektrumları; Kitin, Kitin-NAA ve Kitin-BAP. 

5.7.6 TERMOGRAVİMETRİK ANALİZİ (TGA) 

Termogravimetrik analiz (TGA), bir numune sabit bir oranda ısıtıldığında oluşan ağırlık 

değişimini izleyerek bir malzemenin termal stabilitesini ve uçucu bileşen fraksiyonunu 

belirlemek için kullanılan analitik bir tekniktir. TGA, önceden belirlenmiş ısıtma hızı ve 

sıcaklık koşulları altında ısıtmaya tabi tutulan nanomalzemeler ve polimer kompozitlerle 

ilişkili termal olayları anlamak için değerli bir araç görevi görmektedir.  

Bu teknik, malzemenin kimyasal bileşimi hakkında bilgi vermektedir, çünkü farklı 

elementler ve bileşikler farklı bozulma sıcaklıkları göstermektedir. Bu çalışmada, NAA ve 

BAP'ın enkapsülasyonu veya adsorpsiyonundan sonra tüm numunelerin saflıklarını ve 

kimyasal değişimlerini öğrenmek için TGA analizi yapılmıştır. 

5.7.6.1 Biyosilika boncuk 

Biyosilika boncukların termal özellikleri TGA analizi ile değerlendirilmiştir (Şekil 5.28.). 

Modifiye edilmemiş biyosilika boncuklar için kütle kaybı iki aşamada kaydedilmiştir. İlk 

bozulma 120 °C' nin altında %1,75 olarak belirlenmiştir (Çizelge 5.5.). Bu bozulma, silika 

yapıdan adsorbe edilmiş suyun buharlaşmasından kaynaklanmaktadır. İkinci kütle kaybı ise 

%5,13 olarak 120°C ile 900°C arasında gözlenmiştir. Bu kütle kaybı, artık organik maddenin 

biyosilika boncuklarının yüzeyinden ayrışmasına bağlanabilmektedir. Bu sonuçların önceki 

literatür raporlarıyla da uyumlu olduğu görülmüştür (140, 203). γ-APTES ile modifiye 

edilmiş biyosilika boncuklar için, ilk bozulma piki 0-100°C olarak kaydedilmiştir. NAA ile 

enkapsüllenmiş biyosilika boncuklar için üç degradasyon aşaması kaydedilmiştir. %2,44'lük 

ilk bozulma 120°C'nin altında kaydedilmiştir. Bu bozulma, biyosilika yapısından su 
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buharlaşmasına bağlanabilmektedir.  %51,75 civarında ikinci bozulma 224°C'de 

kaydedilmiştir. Bu kütle kaybı, γ-APTES ile modifiye edilmiş biyosilika boncuklar içine 

kapsüllenmiş NAA'nın bozulmasından kaynaklanmaktadır. Benzer şekilde, BAP yüklü 

biyosilika boncuklar için kütle kaybı üç farklı aşamada kaydedilmiştir. Yaklaşık %2,72'lik 

ilk kütle kaybı 200 °C'nin altında gözlenmiştir. Bu kütle kaybı, suyun buharlaşmasına 

bağlanabilmektedir. Yaklaşık %0,19'luk ikinci kütle kaybı 312,3°C'de meydana gelmiştir. 

Bu kütle kaybı, BAP'ın bozulmasından kaynaklanmaktadır. Üçüncü kütle kaybı ise 

320°C'den 900°C'ye %46,92 civarında gözlenmiştir. Bu, biyosilika yapısındaki organik 

kalıntının bozulmasına bağlanabilmektedir. 

Çizelge 5.5. Biyosilika bonuklarının termogravimetrik analiz sonuçları. 

Numuneler 1. kütle kaybı 2. kütle kaybı 3. kütle kaybı 

 

Biyosilika boncuk (BB) 

% °C  % °C  % °C  

1,75 120 5,13 120-900 - - 

BB-γ-APTES 1,02 0-100 - - - - 

BB-NAA 2,44 120 51,75 224 - - 

BB-BAP 2,72 200 0,19 312,3 46,92 320-900 
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Şekil 5.28. Biyosilika boncuk, biyosilika boncuk/APTES ve hormon yüklü biyosilika 

boncukların termogravimetrik analizi. 

5.7.6.2 Sporopollenin 

J. regia poleni ve sporopolleninin termal özellikleri TGA ile değerlendirilmiştir (Şekil 

5.29.). Polen için kütle kaybı dört farklı bozulma aşamasında kaydedilmiştir. İlk kütle kaybı, 

yapıdan su kaybına karşılık gelebilecek 100°C'nin altında gözlenmiştir (Çizelge 5.6.). 

Spropollenin dışındaki polimerik yapıların bozulmasına bağlı olarak maksimum bozulma 

sıcaklığı 278°C olarak belirlenmiştir. Bu selülozik bileşenlere veya hemiselüloza 

atfedilebilmektedir. Sporopollenin için kütle kaybı ise üç farklı aşamada kaydedilmiştir. Bu, 

polenden başarılı sporopollenin üretimini doğrulamaktadır. Maksimum bozulma sıcaklığı 

444°C olarak belirlenmiştir. Bu sonuçlar, aynı zamanda önceki ilgili bir çalışma ile 

uyumludur (204). Sporopollenin-BAP için, üç bozulma aşamasında kütle kaybı meydana 

gelmiştir. 120°C' de %2,23 olarak gözlenen ilk bozulma aşaması, sporopolleninin polimer 

yapısından suyun buharlaşmasına karşılık gelmektedir. 200-300°C arasındaki ikinci kütle 

kaybı, BAP ve sporopolleninin diğer organik bileşenlerinin bozulmasından 

kaynaklanmaktadır.  

TGA/dTG sonuçları, BAP'ın sporopollenine enkapsülle olduğunu kanıtlamaktadır. Bu 

sonuçlar, BAP yüklü sporopolleninin kütle kaybında azalmayı ortaya koymuştur. Bu 
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azalmanın NaOH hidrolizinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Her iki fitohormonun 

sporopollenine enkapsülasyonu 1,33 N NaOH solüsyonunda gerçekleştirilmiştir. NaOH'nin 

BAP ve NAA için bir çözücü olarak rolünün yanı sıra, sporopolleninde kalan herhangi bir 

organik bileşeni de ortadan kaldırdığı düşünülmektedir. Üçüncü kütle kaybı 458°C'de 

gözlenmiştir ve bu, BAP yüklü sporopolleninin degradasyonuna karşılık gelmektedir. 

Sonuçlardan da görülebileceği gibi dTGmax 444,0 °C' den 458,4 °C' ye çıkmaktadır. 

DTGmax' ta ki bu artış, sporopollenin içinde kalan BAP'ın degradasyonundan 

kaynaklanmaktadır. Sporopollenin-NAA için benzer şekilde, üç degradasyon aşaması 

gözlenmiştir. 100°C' nin altındaki ilk bozulma suyun buharlaşmasına atfedilmektedir. 250,0 

°C' deki ikinci bozulma ise NAA'nın bozulmasına karşılık gelmektedir. Üçüncü bozulma ve 

dTGmax 449,0 °C' de kaydedilmiştir. 

Çizelge 5.6. Polen, sporopollenin ve fitohormon yüklü sporopolleninin termogravimetrik 

analiz sonuçları. 

Numuneler 1. kütle kaybı 2. kütle kaybı 3. kütle kaybı 4. kütle kaybı 

 

Polen 

% °C  % °C  % °C  % °C  

1,86 0-100 33,01 278,3 11,93 430,1 17,17 900 

Sporopollenin 1,90 0-100 35,69 284,6 37,97 444,7 - - 

Sporopollenin-BAP 2,23 0-100 23,45 241,0 50,61 458,4 - - 

Sporopollenin-NAA 2,69 0-100 22,98 250,3 34,66 449,0 - - 
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Şekil 5.29. Polen, sporopollenin ve hormon yüklü sporopollenin’in termogravimetrik 

analizi. 

5.7.6.3 Kitin 

Kitinin termal özellikleri TGA ile analiz edilmiştir (Şekil 5.30.). Kitin için iki bozulma piki 

kaydedilmiştir. İlk kütle kaybı 0-100 °C'de %1,31 olarak gözlenmiştir (Çizelge 5.7.). Bu 

kütle kaybı, kitinin polimerik yapısından dolayı suyun buharlaşmasına bağlanabilir. 

Saniyede kütle kaybı 389,6 °C' de %92,28 olarak belirlenmiştir. İkinci kütle kaybı, polimerik 

yapının çoğunun bozunduğu dTGmax olarak adlandırılmıştır. Başka herhangi bir pikin 

olmaması, izole edilmiş kitinin saflığını göstermektedir.  

Kitin-NAA için suyun buharlaşması %1,95 kütle kaybına neden olmuştur. NAA'nın 

bozulması 100-350°C arasında gerçekleşmiştir. Kitin-BAP için ise suyun buharlaşması 

%0,96 oranında kütle kaybına neden olmuştur. DTGmax 367,9 °C olarak kaydedilmiştir. 

DTGmax' da ki genel artış, NAA'nın bozulmasından kaynaklanmaktadır. 
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Çizelge 5.7. Kitin ve fitohormon yüklü kitinin termogravimetrik analiz sonuçları. 

Numuneler 1. kütle kaybı 2. kütle kaybı 

 

Kitin 

% °C  % °C  

1,31 0-100 92,2 389 

Kiitn-NAA 1,95 0-100 76,9 100-350 

Kitin-NAA 0,96 0-100 84,6 367,9 

 

Şekil 5.30. Kitin ve hormon yüklü kitin’in termogravimetrik analizi. 

5.7.6.4 BAP ve NAA 

BAP ve NAA'nın termal özellikleri de TGA ile analiz edilmiştir (Şekil 5.31). Sonuçlara göre 

NAA 248°C ’de, BAP ise 380-400°C’de bozulmuştur (Çizelge 5.8.). Başka degradasyon 

basamaklarının olmaması, kullanılan bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin saflığını 

göstermektedir. 
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Çizelge 5.8. 1-NAA ve 6-BAP’ın termogravimetrik analiz sonuçları. 

Numuneler 1. kütle kaybı 2. kütle kaybı 

 

1-NAA 

% °C  % °C  

0,85 0-100 87 248 

6-BAP 0,92 0-100 89 380-400 

 
Şekil 5.31. NAA ve BAP’ın termogravimetrik analizi. 

5.7.7 DİFERANSİYEL TARAMA KALORİMETRİSİ 

5.7.7.1 Biyosilika boncuk 

Biyosilika boncukların ve fitohormon yüklü biyosilika boncukların termal özellikleri DSC 

analizi ile tespit edilmiştir (Şekil 5.32.). Tüm örnekler için camsı geçiş sıcaklığı (Tg) ve 

entalpi değişiminin detayı Çizelge 5.9'de verilmiştir. Biyosilika boncuklar için 141,67°C'de 

(ayrıca Tg) bir endotermik pik kaydedilmiştir. γ-APTES ile modifiye edilmiş biyosilika 

boncuklar için, Tg pikleri 125,26 °C' de kaydedilirken, ikinci ekzotermik pik 457,20 °C' de 

kaydedilmiştir. İkinci ekzotermik pik, biyosilikanın yüzeyinde bulunan organik kalıntı γ-
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APTES' in bozulmasına karşılık gelmektedir. Bu aynı zamanda, γ-APTES aracılığıyla 

biyosilikanın başarılı bir şekilde yüzey işlevselleştirmesini de doğrulamıştır. NAA 

kapsüllenmiş biyosilika boncuklar için Tg piki 165,00°C olarak kaydedilmiştir. Tg'de ki bu 

artış, NAA'nın organik bileşeninin bozulmasından kaynaklanmaktadır. BAP kapsüllenmiş 

biyosilika boncuklar için, ikinci endotermik pik 268,58°C'de kaydedilmiştir ve bu, BAP'ın 

degradasyonuna karşılık gelmektedir. Bu sonuçlar da dTG/TGA sonuçlarıyla uyumludur. 

 
Şekil 5.32. Biyosilika boncuk ve BAP, NAA yüklü biyosilika boncukların DSC analizi. 

5.7.7.2 Sporopollenin 

J. regia poleni ve sporopollenin DSC analizi Şekil 5.33’de gösterilmiştir. Sporopolleninin 

polenden izolasyonu, DSC analizi yoluyla başarıyla kanıtlanmıştır. Sporopollenin için 

186°C ve 454°C'de (erime zirvesi) iki endotermik piki kaydedilmiştir. Tg değerleri polen, 

sporopollenin ve fitohormon yüklü sporopollenin için 37-39°C arasında kaydedilmiştir. 

Sporopollenin-BAP ve Sporopollenin-NAA için, sporopollenin yapısındaki BAP ve NAA 

nedeniyle farklı endotermik pikler gözlemlenmiştir. Bu sonuçların önceki literatür 

raporlarıyla uyumlu olduğu görülmüştür.  
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Şekil 5.33. Polen, sporopollenin ve BAP, NAA yüklü sporopolleninin DSC analizi. 

5.7.7.3 Kitin 

Kitin için, DSC analizinde iki ana endotermik pik kaydedilmiştir (Şekil 5.34.). İlk 

endotermik pik, suyun polimerik yapıdan buharlaşmasından kaynaklanmaktadır (87). İkinci 

endotermik pik ise kitinin polimer yapısının bozulmasına karşılık gelmektedir. Bu sonuçlar 

da TGA sonuçlarıyla uyum göstermiştir. NAA yüklü kitin örnekleri için, 126°C ve 206°C'de 

(Tmax) iki endotermik pik gözlenmiştir. İlk endotermik pik, suyun buharlaşmasından ve 

ikinci endotermik pik ise NAA'nın bozulmasına karşılık gelmektedir. BAP enkapsüllenmiş 

kitin örnekleri için 187 °C ve 364 °C' de iki endotermik pik kaydedilmiştir. Birinci pik, suyun 

yapıdan buharlaşmasına, ikinci pik ise BAP'ın bozulmasına karşılık gelmiştir. DSC analizi, 

kitin yüzeyinde hem BAP hem de NAA bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin başarılı bir 

şekilde adsorpsiyonunu doğrulamıştır. 
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Şekil 5.34. Kitin ve BAP, NAA yüklü kitinin DSC analizi. 

Çizelge 5.9. Biyosilika, Sporopollenin ve Kitin’in Tg ve ∆H sonuçları. 

Örnek Tg (°C) ∆H (J g-1) 

Biyosilika Boncuk (BB) 141,67 25,20 

BB-APTES 125,26 54,65 

BB-APTES/BAP 120,63 -6,25 

BB-APTES/NAA 165,00 9,77 

Polen 37,50 -17,51 

Spropollenin 38,61 26,78 

Spropollenin/BAP 39,32 56,04 

Spropollenin/NAA 38,23 21,71 

Kitin 147,73 36,22 

Kitin/BAP 105,33 3,06 

Kitin/NAA 147,57 39,66 
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5.8 M. NEGLECTUM’un REJENERASİYONU 

NAA ve BAP yüklü polimerik taşıyıcılar ile muamele edilen pul yaprak eksplantlar, serbest 

NAA ve BAP ile muamele edilen eksplantlara kıyasla daha yüksek rejenerasyon oranı 

sergilemiştir (Şekil 5.35.). Sonuçlara göre, kültürün 1 haftasından sonra başarılı bir kallus 

rejenerasyonu gözlemlemiştir (Şekil 5.36.). 30 gün sonra, rejenere kallustan soğan gelişimi 

gözlemlemiştir (Şekil 5.37.). 

 

Şekil 5.35. Doku kültürü ortamında taşıyıcılar aracılı salım yapılan ve serbest uygulanan 

explantlarda sürgün sayısı. 
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Şekil 5.36. M. neglectum eksplant kültürü (10. gün); a,b) Serbest NAA ve BAP ile uygulama 

yapılan pul yaprak eksplantlar; c,d) Kitin-NAA ve kitin-BAP ile uygulama yapılan pul 

yaprak eksplantlar; e,f) biyosilika bonucuk-NAA ve biyosilika boncuk-BAP ile uygulama 

eksplantlar; g,h) Sporopollenin-NAA ve Sporopollenin-BAP ile uygulama eksplantlar. 
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Şekil 5.37. M.  neglectum eksplant kültürü (30. gün); a,b) Serbest NAA ve BAP ile uygulama 

eksplantlar; c,d) Kitin-NAA ve kitin-BAP ile uygulama eksplantlar; e,f) biyosilika bonucuk-

NAA ve biyosilika boncuk-BAP ile uygulama eksplantlar; g,h) Sporopollenin-NAA ve 

Sporopollenin-BAP uygulama edilen eksplantlar. 
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5.9 TOPRAK KOŞULLARINA ALIŞTIRMA 

Taşıyıcı malzemeler ile muamele edilen ve in vitro kültüründe geliştirilen M. neglectum 

Guss. bitkileri (50 günlük) toprak ortamlarına aktarılmıştır (Şekil 5.38.). Serbest NAA ve 

BAP ile muamele edilen soğan dokuları aşırı kararmadan dolayı rejenere olamamıştır.  

 

Şekil 5.38. İn vitro kültürda rejenere olan M. neglectum biktilerini toprak koşullarına 

alıştırma; (a) Sporopollenin-NAA, (b) Sporopollenin-BAP, (c) Biyosilika boncuk-NAA, (e) 

Biyosilika-BAP, (d) Kitin-NAA ve (f) Kitin-BAP ile muamele edilen eksplantlardan gelişen 

bitkiler.  
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5.10 FOTOSENTETİK PİGMENTLERİN TAYİNİ 

5.10.1 KLOROFİL İÇERİĞİ 

Klorofil içeriği, herhangi bir biyotik veya abiyotik stres durumunda önemli farklılıklar 

gösteren önemli parametreler arasındadır. Bu çalışmada, kontrollü ve serbest BAP ve NAA 

uygulanmış M. neglectum eksplantları in vitro koşullarda toplam klorofil içeriği için önemli 

farklılıklar ortaya koymuştur (Şekil 5.39.). Fitohormonun biyomateriyal tabanlı taşıyıcılar 

ile dokulara salımı klorofil içeriğini normal seviyelerdeyken, serbest formdaki fitohormon 

verilen dokularda klorofil içeriğinde düşüş gözlenmiştir (Çizelge 5.10.). Elde edilen 

sonuçlara göre sporopollenin-NAA ile muamele edilmiş eksplant için en yüksek toplam 

klorofil içeriği (21,73 ± 0,35) (klorofil-a + klorofil-b) tespit edilmiştir. En düşük toplam 

klorofil içeriği (11,99 ± 0,33), serbest BAP fitohormon ile muamele edilmiş eksplant için 

kaydedilmiştir. Genel olarak, polimerik taşıyıcılar kullanılarak gerçekleştirilen kontrollü 

salıma tabi tutulan eksplantlar, serbest BAP ve NAA hormonları ile muamele edilmiş 

eksplantlara kıyasla daha yüksek klorofil içeriği göstermiştir. Bu sonuçlar, bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin kontrollü salımının, NAA ve BAP'ın aktivitesini koruduğunu ve 

dolayısıyla dokulardaki stres koşullarını azaltarak kültür koşullarındaki eksplantların 

büyümesini olumlu yönde etkilediğini açıkça ortaya koymuştur.  

Çizelge 5.10. Fitohormon yüklü polimerik taşıyıcılar ve serbest NAA ve BAP’ile uygulama 

yapılan M. neglectum eksplantlarına ait toplam fenolik, kolorofil-a, klorofil-b, toplam 

klorofil, karotenoid, β-karotin ve likopen içeriği. 

Örnekler Toplam fenolik 

içieriği (mgGAE 

100g-1) 

Klorofil-a 

mg L−1 

Klorofil-b 

mg L−1 

Total 

Krolofil 

mg L−1 

Karotenoid 

mg g-1 

β-karotin 

mg g-1 

Likopen 

mg g-1 

BB-NAA 21,71±0,45 5,74±0.52 10,35±0.56 16,10±0,41 1,61±0,32 0,18±0,09 0,16±0,04 

BB -BAP 22,82±0,63 6,59±0,65 11,88±0,45 18,47±0,11 2,34±0,58 0,19±0,08 0,19±0,03 

SP-NAA 18,09±0,12 7,75±0,60 13,97±0,26 21,73±0,35 2,71±0,56 0,22±0,03 0,22±0,08 

SP-BAP 18,65±0,36 4,74±0,55 8,54±0,22 13,29±0,85 1,68±0,65 0,14±0,09 0,16±0,03 

Kitin-NAA 23,09±0,85 6,54±0,14 11,88±0,48 18,35±0,49 2,33±0,23 0,19±0,03 0,19±0,09 

Kitin-BAP 23,88±0,45 6,89±0,16 12,41±0,32 19,30±0,56 2,85±0,18 0,20±0,04 0,19±0,04 

NAA 39,42±0,14 4,66±0,35 8,40±0,65 13,06±0,29 1,48±0,29 0,12±0,01 0,12±0,08 

BAP 38,42±0,23 4,28±0,25 7,71±0,36 11,99±0,33 1,60±0,65 0,13±0,06 0,12±0,09 
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Şekil 5.39. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracılı yavaş 

salınım yapılan M. neglectum bitki dokularında klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil içeriği 

(mg g-1). 

5.10.2 LİKOPEN, KAROTENOİD VE ΒETA-KAROTEN İÇERİĞİ 

Karetonoidler ve likopen de bitkilerde biyotik ve abiyotik stres durumunda süpürücü 

molekül görevi gören önemli antioksidan bileşikler arasındadır. Aynı bağlamda, kültür 

koşullarında kallusun oksidatif kararması sırasında likopen ve karotenoidler klorofilin 

fotoksidasyonunu önlemek gibi bazı önemli düzenleyici fonksiyonlarda görev almaktadır. 

Bu çalışmada, kontrollü ve serbest BAP ve NAA uygulanmış M. neglectum eksplantlarında 

toplam likopen, karotenoidler ve beta-karotenoid içeriği hesaplanmıştır (Şekil 5.40.). 

Likopen, karotenoid ve β-karoten içerikleri, BAP ve NAA yüklü biyomateriyal tabanlı 

taşıyıcılar ile muamele edilen eksplantlarda, bu bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin 

serbest formda uygulanmasına nazaran daha yüksek oranlarda kaydedilmiştir. En yüksek 

karotenoid içeriği (2.85 ± 0,18 mg g-1), BAP yüklenmiş kitin taşıyıcıların uygulandığı 

eksplantlarda kaydedilmiştir (Çizelge 5.10.). En düşük karotenoid içeriği ise (1.48 ± 0,29 

mg g-1), serbest NAA dozu ile muamele edilen eksplantlarda kaydedilmiştir. En yüksek β-

karoten içeriği (0,22 ± 0,03 mg g-1), NAA yüklenmiş sporopollenin taşıyıcıların uygulandığı 
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eksplantlar için kaydedilmiştir. En düşük β-karoten içeriği (0,12 ± 0,01 mg g-1) serbest doz 

NAA ile muamele edilen eksplantlar için kaydedilmiştir. Benzer şekilde, NAA yüklenmiş 

sporopollenin taşıyıcıların uygulandığı eksplantlar için en yüksek likopen içeriği 

kaydedilmiştir. En düşük β-karoten içeriği (0,12 ± 0,01 mg g-1) serbest NAA dozu ile 

muamele edilmiş eksplantlar için kaydedilmiştir. 

 

Şekil 5.40. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracılı yavaş 

salınım yapılan M. neglectum bitki dokularında beta karotin, likopen ve karoten içeriği (mg 

g-1). 

5.10.3 TOPLAM FENOLİK İÇERİĞİ 

Bilindiği gibi fenolik içerik, bitkilerin in vitro kültürü sırasında doku kararmasının arkasında 

yatan en önemli nedenlerden bir tanesidir. Bu bağlamda, mevcut çalışmada, kontrollü ve 

serbest BAP ve NAA uygulanmış M. neglectum bitki dokularının toplam fenolik içerikleri 

hesaplanmıştır (Şekil 5.41.). Sonuçlara göre, serbest BAP ve NAA hormonlarına tabi tutulan 

eksplantlar için, taşıyıcılara enkapsüle edilen hormon formuna kıyasla daha yüksek toplam 

fenolik içerik göstermiştir (Çizelge 5.10.). Bu sonuçlar, bitki dokularının ilk hasarından 

sonra BAP ve NAA'nın yavaş salınmasının ve dolayısıyla BAP ve NAA bitki hormonlarının 

kültür ortamında sürekli mevcudiyeti nedeniyle ROS üretiminin yavaşladığı ve bu sayede 
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homeostaz gradiyentinin verimli bir şekilde dengelediğini açıkça göstermiştir. Sonuçlara 

göre en yüksek fenolik içerik serbest doz BAP (38,42±0,23) ve NAA (39,42±0,14) ile 

muamele edilen eksplantta kaydedilmiştir. En düşük fenolik içerik ise, NAA (18,09±0,12) 

ve BAP (18,65±0,36) taşıyan sporopollenin ile muamele eksplantlarda kaydedilmiştir.  

 

Şekil 5.41. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracılı yavaş 

salınım yapılan M. neglectum bitki dokuların toplam fenolik içeriği (mgGAE 100g-1). 

5.11 M. NEGLECTUM EKSPLANTLARINDA ENZİM AKTİVİTELERİ 

5.11.1 KATALAZ (CAT) ENZİM AKTİVİTESİ 

M. neglectum bitkilerinin katalaz enzim aktivitesi (CAT) analiz edilmiş ve elde edilen 

sonuçlara göre, en yüksek CAT aktivitesi sporopollenin-NAA (45,45±2,00) için kaydedilmiş 

ve bu sonucu BAP ve NAA içeren biyosilika boncuklar (34,55±1,31 ve 35,10±0,87) takip 

etmiştir (Şekil 5.42.). En düşük CAT aktivitesi, serbest NAA ve BAP dozlarının uygulandığı 

eksplantlar için sırasıyla 7,32±0,87 ve 2,75 ± 0,00 değerlerinde kaydedilmiştir. Sonuçlar, 

kültür ortamlarında kontrollü NAA ve BAP salımının, CAT süpürücü moleküllerin 

seviyelerini arttırdığını ortaya koymuştur. Kültür koşullarında, eksplantlar, kesik, yaralanma 

ve kültür ortamlarının neden olduğu birçok stres koşulları altında kalmaktadır. Böyle bir 

durumda ROS moleküllerinin birikimi hemen başlamaktadır. Hormonların mevcudiyeti, 
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CAT ve SOD gibi süpürücü moleküllerin üretiminde önemli rol oynamaktadır (205). CAT, 

stres koşulları sırasında üretilen ROS'un detoksifikasyonunda önemli bir rol oynamaktadır. 

 

Şekil 5.42. M. neglectum bitkisine ait katalaz (CAT) enzim aktivitesi; a, b) katalaz enzim 

aktivitesi (EU mL-1), c, d) katalaz enzim aktivitesi (EU mg-1). 

Mevcut çalışmada, CAT seviyesi, deney gruplarında kontrol eksplantlarına kıyasla önemli 

ölçüde artmıştır. Artan CAT seviyesi, üretilen ROS moleküllerini önemli ölçüde detoksifiye 

etmekte ve eksplantı, programlı hücre ölümünden veya oksidatif kararma gibi doku 

hasarından korumaktadır (205). Kontrol grubu eksplantlarında, NAA ve BAP'ın serbest 

dozlarının kısa bir süre sonra aktivitesini kaybetmesi nedeniyle bu homonlar eksplantlar için 

mevcut değildir (Çizelge 5.11.). Sonuç olarak, stres koşulları sırasında üretilen ROS 
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molekülleri, doku kararmasına neden olan CAT süpürücü moleküllerin yokluğunda daha 

yüksek konsantrasyonlarda birikmiştir. 

Çizelge 5.11. M. neglectum eksplantlarına ait katalaz (CAT) enzim aktivitesi 

Örnekler EU/mL EU/mg 

Biyosilika boncuk-BAP 35.10±0.87 0,045±0,001 

Biyosilika bonuck-NAA 34.55±1.31 0,040±0,001 

Sporopollenin-BAP 34.09±1.52 0,024±0,001 

Sporopollenin-NAA 45.45±2.00 0,029±0,001 

Kitin-BAP 15.40±3.06 0,014±0,004 

Kitin-NAA 17.68±0.44 0,013±0,000 

BAP 2.75±0.00 1,059±0,032 

NAA 7.32±0.87 0,015±0,003 

 

5.11.2 PEROKSİDAZ (POD) ENZİM AKTİVİTESİ 

Peroksidaz enzimi (POD), fenolik bileşiklerin oksidasyonunu aktive etmekte ve hidrojen 

peroksit varlığında çeşitli antioksidan bileşiklerin tek elektron oksidasyonunu katalize 

etmektedir (206). POD enzimlerinin, bitkilerde doku kararması için bir aday olduğu da 

düşünülmektedir (Şekil 5.43.). Bitkilerde doku kararmasının önemli bir aday enzimi olan 

POD enzimlerinin seviyeleri, bu çalışmada, M. neglectum dokularında analiz edilmiştir. 
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Şekil 5.43. M. neglectum eksplantlarına ait peroksidaz (POD) enzim aktivitesi; a, b) 

peroksidaz (POD) enzim aktivitesi (EU mL-1), c, d) peroksidaz (POD) enzim aktivitesi (EU 

mg-1). 

Sonuçlara göre, NAA ve BAP'ın serbest dozları ile muamele edilen eksplantlarda daha 

yüksek POD enziminin seviyeleri (19.63 ± 0.68 ve 17.64 ± 0.55 EU ml-1) kaydedilmiştir. 

Öte yandan, NAA ve BAP enkapsüle edilmiş taşıyıcılarla muamele edilen eksplantlarda 

daha düşük POD enzim seviyeleri kaydedilmiştir. Bu sonuçlar, doku kararmasında yavaş 

salınmanın rolünü doğrulamıştır (Çizelge 5.12.). Biyomateriyal tabanlı taşıyıcılar, NAA ve 

BAP salınımına aracılık etmiş, bu da hormonların eksplantlar tarafından daha uzun süre 

kullanılabilmesini sağlamıştır. Bu, CAT ve SOD yoluyla fenolik bileşiklerin zamanında 

inaktivasyonunu kolaylaştırmıştır. Kültür ortamında ROS ve diğer fenolik bileşiklerin 

bulunmaması, bu moleküllerin oksidasyonu, POD'un aktivitesini baskılamaktadır. 
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Çizelge 5.12. M. neglectum eksplantlarına ait peroksidaz (POX) enzim aktivitesi 

Örnekler EU/mL EU/mg 

Biyosilika Boncuk-BAP 0.30±0.055 0,0003±0,00008 

Biyosilika Bonuck-NAA 2.15±0.122 0,001±0,00006 

Sporopollenin-BAP 3.01±0.094 0,002±0,00007 

Sporopollenin-NAA 3.59±0.268 0,004±0,00020 

Kitin-BAP 2.66±0.069 0,002±0,00013 

Kitin-NAA 7.14±0.382 0,005±0,00026 

BAP 19.63±0.68 1,364±0,0087 

NAA 17.64±0.55 1,221±0,0010 

 

5.11.3 SÜPEROKSİT DİSMUTAZ (SOD) ENZİM AKTİVİTESİ 

Süperoksit dismutazlar (SOD'lar) metalo enzimlerdir ve antioksidan savunmada önemli bir 

rol oynamaktadırlar (207). SOD'lar O−2'nin H2O2'e dismutasyonunu katalize ederken, 

H2O2'nin uzaklaştırılması katalazlar ve/veya peroksidazlar tarafından gerçekleştirilmektedir. 

Mevcut çalışmada da M. neglectum bitki dokularında SOD seviyeleri NAA ve BAP'ın 

enkapsüle edilmiş ve serbest dozları ile muamele edilen eksplantlarda analiz edilmiştir (Şekil 

5.44.). 
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Şekil 5.44. M. neglectum bitkisine ait süper oksidaz (SOD) enzim aktivitesi; a, b) Süper 

oksidaz (SOD) enzim aktivitesi (EU mL-1), c, d) Süper oksidaz (SOD) enzim aktivitesi (EU 

mg-1). 

Elde edilen sonuçlara göre, enkapsüle edilmiş BAP ve NAA ile muamele bitki eksplantları, 

yüksek seviyelerde SOD aktivitesi göstermiştir. Bununla birlikte, NAA ve BAP’ın serbest 

dozları ile muamele edilen eksplantlar, düşük SOD seviyeleri göstermiştir. Bu sonuçlar, 

eksplant kararmasında NAA ve BAP'ın yavaş salınmasının rolünü bir kez daha kanıtlamıştır 

(Çizelge 5.13.). Serbest NAA ve BAP dozları ile muamele edilen bitki eksplantları, 1 haftalık 

kültürden sonra kararmaya başlamış ve 30 günlük kültürden sonra tamamen kararma 

gözlenmiştir.    

 



101 

 

 

Çizelge 5.13. M. neglectum eksplantrına ait Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi 

Örnekler EU/mL EU/mg 

Biyosilika Boncuk-BAP 144,583±4,192 0,184±0,004 

Biyosilika Bonuck-NAA 163,187±5,120 0,098±0,004 

Sporopollenin-BAP 164,795±7,404 0,117±0,007 

Sporopollenin-NAA 119,294±2,747 0,076±0,002 

Kitin-BAP 152,316±6,007 0,134±0,011 

Kitin-NAA 146,052±4,306 0,110±0,007 

BAP 61,668±5,035 0,100±0,002 

NAA 63,259±17,259 0,106±0,022 
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6 TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1 TARTIŞMA 

Bitkilerin in vitro kültürü sırasında doku kararması ortaya çıkan en yaygın sorunlardan 

biridir. Doku kararması, istenen sonuçlar için ilgili eksplantların manipüle edilmesini 

zorlaştırmaktadır. Oksidatif kararma olarak da bilinen doku kararmasının, fenolik 

bileşiklerin birikmesi ve oksidasyonundan kaynaklandığına inanılmaktadır (18). Bitki 

hücresi ve dokusu içinde bu fenolik bileşiklerin yoğun birikimi ve oksidasyonu büyümeyi 

engellemekte, doku ve eksplantların genel rejeneratif kabiliyetini azaltmaktadır (163-166). 

Şimdiye kadar yapılan çalışmalar, fenolik oksidasyon sürecine dahil olan reaktif oksijen 

türleri (ROS), fenolik bileşikler ve oksidatif enzimlerin varlığı/etkisi gibi doku 

kararmasından sorumlu birçok faktörü ortaya çıkarmıştır (167-169). Normal koşullarda 

ROS, hücreler arası iletişim gibi bitkinin farklı süreçlerinde önemli roller oynamaktadır. 

Bununla birlikte, in vitro kültür sırasında yaralanma, soğuk, UV ışığı, tuzluluk, kuraklık ve 

patojenler ile kontaminasyon gibi farklı stres koşullarına yanıt olarak ROS seviyeleri 

artmaktadır (170). Eksplant hazırlığı sırasındaki mekanik hasarın, kallus indüksiyonu 

sırasında kararmaya neden olan anahtar faktör olduğu düşünülmektedir. Normal koşullarda 

bitki hücresi, belirli bir ROS seviyesini korumakta ve bunu yalnızca hücreler arasındaki 

iletişim ve hücre içindeki diğer bazı önemli görevler için kullanmaktadır (171). ROS ayrıca 

sitokinler ve oksinler gibi endojen fitohormonların taşınmasında bilinen bir işleve sahiptir 

(172). Biyotik veya abiyotik stres durumunda, endojen bitki büyüme ve düzenleyici 

maddelerin konsantrasyonuna kıyasla ROS üretimi yüksek seviyelere çıkmaktadır. ROS ve 

hücre içi bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin homeostaz gradiyentinin bozulması, 

dokuların nihai oksidatif kararmasına yol açan yolakları tetiklemektedir (173).  

Şimdiye kadar, ROS'un homeostazını ve endojen fitohormon seviyesini dengelemek için 

belirli önleyici stratejiler önerilmiştir (173). In vitro kültür sırasında, belirli bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin kültür ortamına verilmesi, eksplantların istenmeyen kararmasını 

önlemek için birçok stratejiden biridir. Ancak dışarıdan uygulanan fitohormonlar çok kısa 

sürede aktivitelerini kaybetmekte ve eksplantlar için kullanılamaz hale gelmektedir (208). 

Bu amaçla fitohormonların korunaklı ve daha uzun sürelerde salınması gerekmektedir. Bu 

durum, dışarıdan uygulanan fitohormonların salınımını düzenleyerek başarılabilir. Bu 

amaçla, kapsüllenmiş bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin korumak ve bunların kültürü 
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ortamlarında uzun süre kullanılabilirliğini garanti etmek için uygun taşıyıcı sistemlerin 

geliştirilmesi gerekmektedir. Gelişmiş analitik araçların geliştirilmesiyle polimer 

teknolojisindeki gelişmeler, farklı uygulama alanlarındaki çeşitli organik polimerik 

bileşiklerin ve malzemelerin gerçek potansiyelini ortaya çıkarmaktadır. En yaygın olarak 

kullanılan biyopolimerler arasında kitosan, kitin, selüloz, aljinat ve farklı formlardaki silika 

(nanopartiküller, mikropartiküller, mikro boncuklar, hidrojeller, nano veya mikrofiberler, 

vb.) bulunmaktadır (78). Bu malzemeler, biyolojik olarak parçalanabilirlik, toksik olmama, 

biyolojik uyumluluk gibi çeşitli avantajlı özellikleri sayesinde tıptan bitki bilimlerine kadar 

pek çok uygulamada kullanılabilmektedir (209). Fitohormonların kontrollü salımı için bu 

materyalleri kullanmak amacıyla bir dizi başarılı girişimde bulunulmuştur (210, 211). Ancak 

bu çalışmaların büyük bir kısmı, simüle edilmiş tampon sistemlerinde bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin kapsüllenmesini ve kontrol salımını rapor etmektedir (212, 213). 

Çalışmalarda incelenen materyaller, sert kimyasal işlemler ve prosesler sonrasında 

üretilmektedir ve bu da genel prosesi ekonomik olmaktan çıkarıp, zaman alıcı hale 

getirmekte ayrıca vasıflı bir işgücü gerektirmektedir. 

Günümüze kadar, bitki kültürü koşullarında kontrollü fitohormon salımının etkisini 

bildiren bir çalışma bulunmamaktadır. Ayrıca, NAA ve BAP gibi bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin kontrollü salımının, eksplantların oksidatif kararma 

üzerindeki etkisini rapor eden hiçbir çalışmaya rastlanmamıştır. Bununla birlikte, 

bitkilerde kontrollü salım veya diğer bir uygulama amacıyla birçok keşfedilmemiş 

doğal biyomalzemeleri hala kullanılmayı beklemektedir. Örneğin sporopollenin, 

biyosilika ve kitin, kültür koşullarında eksplantların kararmasını önlemek için 

bitkilerde bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü salım uygulamaları için 

kullanılmayan biyomalzemelerin arasındadır. 

Mevcut tez çalışmasında, konudaki araştırma boşluğunu kapatmak ve bitki kültürü 

ortamlarına bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü, koruyucu ve sürekli 

salımı amacıyla yeni taşıyıcı sistemler geliştirmek için öncü çalışmalarda 

bulunulmuştur. 

Bu tezde, BAP ve NAA'nın kontrollü salımı için üç doğal taşıyıcı sistem geliştirilmiştir. Bu 

sistemler G. macandrewii'den biyosilika boncuklar, J. regia'dan sporopollenin mikro 
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kafesleri ve karides iskeleti kaynaklı kitin'dir. Geliştirilen taşıyıcıların, fizikokimyasal 

özellikleriyle kapsamlı bir şekilde karakterize edilmiştir. 

6.1.1 BİYOSİLİKA 

Mevcut literatür ışığında, oksidatif kararmaya bağlı eksplantların nekrozunu önlemek 

için kültür ortamında bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü salımı için 

biyosilika kullanıldığı rapor edilmemiştir. Bu tezde, G. macandrewii'den yeni izole 

edilen biyosilika mikro boncukları ilk kez bitki büyüme düzenleyicilerinin (BAP ve 

NAA) kontrol salım uygulaması için kullanılmıştır. Ayrıca, G. macandrewii'den yeni 

izole edilmiş biyosilika mikro boncukların yüzey işlevselleştirmesi (γ-APTES ile) 

üzerine ilk rapor olacaktır. 

Biyosilika mikro boncuklar, çok temel bir kimyasal işlem takip edilerek G. macandrewii'den 

başarıyla üretilmiştir. İzole edilmiş boncuklar, FTIR, SEM, TGA, XRD, DSC ve EDX gibi 

bir dizi farklı analitik araç kullanılarak fizikokimyasal özellikleri için kapsamlı bir şekilde 

karakterize edilmiştir. 

 BAP ve NAA'nın başarılı bir şekilde yüklenmesi için ilk kez yeni izole edilmiş 

biyosilika boncukların yüzey işlevselleştirilmesi gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, γ-

APTES, NH2 gruplarını biyosilikanın yüzeyine bağlamak için kullanmıştır. Hidroflorik 

asit muamelesi sonrası SEM görüntüleri açık gözenekleri ortaya çıkarmıştır. γ-APTES ile 

yüzey işlevselleştirme FT-IR ve EDX analizi ile onaylanmıştır. Fonksiyonelleştirilmiş 

biyosilika boncukların IR spektrumlarında, 950 cm-1'de bir pikin varlığını göstermiştir ve 

pik silanol gruplarına karşılık gelmektedir. 

Elde edilen bu sonuçlar, önceki literatür bildirişleri ile da uyumlu bulunmuştur (190). 

Shafqat, Khan (190) amino işlevli silika nanopartiküllerin üretimini bildirmiştir (40). Bu 

çalışmada yazar, silika yüzeyinin γ-APTES modifikasyonundan sonra en yüksek ana pikleri 

rapor etmiştir. Bu çalışmada da, biyosilika yüzeyinin γ-APTES ile başarılı bir şekilde 

işlevselleştirildiğini doğrulayan hemen hemen benzer pikler gözlemlenmiştir. 

SEM görüntüleri, HF muamelesinden sonra kapalı gözeneklerin açıldığını doğrulanmıştır. 

Biyosilika boncukların çapı yaklaşık 207,4±37,5 µm olarak kaydedilmiş ve boncukların 

yüzeyindeki gözeneklerin (kanalların) çapları 2,3±1.2 µm olarak belirlenmiştir. Bu sonuçlar, 
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G. macandrewii'den biyosilika boncukların ilk izolasyonunu bildiren yakın zamanda 

yayınlanan makalelerimizden biri ile uyumludur (126). γ-APTES ile yüzey 

modifikasyonundan sonra, EDX sonuçları O ve Si'nin yanı sıra C (% 3,77) ve N (% 1,11) 

için ekstra sinyaller kaydedilmiştir. C ve N'nin varlığı, biyosilika örneklerindeki 

aminopropilden kaynaklanmaktadır. Bu çalışmadaki EDX sonuçları,  aminopropil varlığının 

bildirdiği önceki literatür tarafından da desteklenmiştir (214). 

Biyosilika boncuklarla BAP ve NAA'nın kapsülleme verimliliği sırasıyla %79,41 ve %36,46 

olarak kaydedilmiştir. γ-APTES'deki XRD piklerinin şiddet değişimi, biyosilika yüzeyine 

amin gruplarının bağlanmasını önemli ölçüde doğrulanmıştır. Benzer bir çalışmada silika, 

γ-APTES kullanılarak modifiye edilmiştir. Araştırmacılar tarafından silikanın γ-APTES 

modifikasyonundan sonra pik şiddetteki değişimi belirten benzer bir XRD difraktogramı 

bildirilmiştir (215).  

BAP ve NAA'nın biyosilika boncuklara kapsüllenmesi de FTIR, XRD, TGA ve EDX 

sonuçlarıyla doğrulanmıştır. Ek olarak, SEM görüntüleri, BAP ve NAA'nın biyosilika 

boncukların gözenekleri içine başarılı bir şekilde bağlandığını göstermektedir. Kapsüllenmiş 

biyosilika boncuklarının spektrumlarında BAP ve NAA'ya karşılık gelen önemli pikler 

kaydedilmiştir. Benzer bir çalışmada NAA, kontrollü salınımı için bir kitosan membranında 

kapsüllenmiştir. 

NAA enkapsüle edilen kitosanın IR spektrumlarında benzer FT-IR pikleri gözlenmiştir. 

Ayrıca NAA'nın yaklaşık %25'i ilk 6 saatte salınmıştır. Bununla birlikte, mevcut çalışmada, 

daha yavaş bir kümülatif salım kaydedilmiştir (216).  

İzole edilen biyosilika boncukların termal olarak stabil olduğu belirlenmiş ve ikinci bozulma 

aşamasında sadece %5,13 bozulma kaydedilmiştir. Bu sonuçlar daha önce bildirilen verilerle 

uyum içinde gözlemlenmiştir (203). BAP ve NAA'nın biyosilika boncuklarına 

kapsüllenmesinden sonra, 224°C ve 312°C'de yeni bozulma pikleri kaydedilmiştir. Bu 

bozulma pikleri, BAP ve NAA bozulma sıcaklıklarına benzerdir. Bu yeni bozulma piklerinin 

varlığı, BAP ve NAA'nın başarılı bir şekilde enkapsüllenmesini açıkça doğrulamıştır. 

Amorf biyosilika boncuklar için XRD desenleri 2θ 'de kaydedilmiştir. Sonuçlara göre 22°' 

de sadece tek bir geniş pik kaydedilmiştir. Diatom mikroalglerden doğal olarak organik 
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işlevselleştirilmiş 3D biyosilikanın izolasyonunu rapor edildiği önceki bir çalışmada da 

benzer sonuçlar bildirilmiştir (217). BAP ve NAA'nın kapsüllenmesi EDX analizi ile de 

doğrulanmıştır. Biyosilika boncuklarının enkapsülasyonundan sonra EDX analiz 

sonuçlarında her iki hormonun tüm ana elementleri tespit edilmiştir. 

DSC analizi, biyosilika boncuklarının faz değişimi ve kimyasal yapısı hakkında önemli 

bilgiler ortaya koymuştur. 141°C ve 457°C'de kaydedilen endotermik piklerin benzer bir 

çalışmanın sonuçlarına yakın olduğu gözlemlenmiştir. Bu çalışmada, silisli spiküllerin deniz 

süngerlerinden izole edildiğini rapor edilmiştir. İzole edilmiş spiküller için DSC endotermik 

zirveleri 116°C ve 432°C civarında kaydedilmiştir (218). Benzer şekilde NAA ve BAP 

kapsüllenmiş biyosilika boncukları, BAP ve NAA'ya özgü endotermik pikler sergilemiştir. 

Ayrıca DSC sonuçlarının, TGA sonuçları ile uyum içinde olduğunu gözlemlenmiştir. 

6.1.2 SPOROPOLLENİN 

Tez çalışmasında; ilk kez sporopollenin J. regia'dan izole edilmiştir. Sporopolleninin 

polenlerden izolasyonu, önceki literatür bildirişlerini küçük değişikliklerle takip 

ederek gerçekleştirilmiştir (188). Yeni izole edilen sporopollenin, ana özelliklere tam bir 

genel bakış elde etmek için bir dizi fizikokimyasal analize tabi tutulmuştur. J. regia 

poleninden başarılı sporopollenin üretimi, ışık mikroskobu, SEM, TGA, FT-IR, EDX ve 

XRD gibi farklı analizlerle doğrulanmıştır. 

Işık mikroskobu görüntüleri, polenlerin asit ve baz hidrolizinden sonra dahili genetik 

materyallerin çıkarıldığını açık bir şekilde göstermiştir. Benzer şekilde, SEM görüntüleri de 

kimyasal işlemden sonra porların açıldığını ortaya çıkarmıştır. Benzer bir çalışmada, Betula 

pendula polenlerinden sporopollenin mikrokapsüllerinin üretimi, ışık mikroskobu 

görüntüleri ve SEM analizi ile doğrulanmıştır. Araştırıcılar, polenlerin asit ve baz 

hidrolizinden sonra iç genetik materyallerin ve diğer organik içeriğin uzaklaştırdığını 

bildirmişler (219) 

 

Polen ve sporopolleninin IR spektrumları, başarılı izolasyonu doğrulayan büyük 

değişiklikler göstermiştir. Polen spektrumundaki O-H bağındaki geniş pik 3276 cm-1'den 

3341 cm-1'e kaymıştır. 1675 cm-1'de keskin bir pik, sporopollenindeki karbonil fonksiyonel 
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gruplara karşılık gelmektedir. 1573 cm-1'de pik (alifatik C=C germe), sporopollenindeki 

doymamış yağ asitleri yapılarını temsil etmektedir. 1511 cm-1'de bir pik, sporopolleninde 

karakteristik C=C gerilmesine dayandırılmaktadır. Benzer bir çalışmada Betula pendula'dan 

izole edilen sporopolleninin IR spektrum için benzer sonuçlar kaydedilmiştir (204). 

Sporopolleninin termal özellikleri TGA analizi ile belirlenmiştir. İç genetik materyallerin, 

pigmentlerin ve lipidlerin sporopolleninden uzaklaştırılması, 444°C'lik yüksek bir dTGmax 

değeri ile sonuçlanmıştır. Ayrıca, polende sporopolleninin bozulma aşamaları dörtten üçe 

indirilerek, sporopollenin izolasyonu teyit edilmiştir. Sporopolleninin Platanus 

orientalis'ten izole edildiği önceki bir çalışma da benzer şekilde bozulma basamakları 

bildirilmiştir (145).  

Sporopollenin ve polen ’in XRD difraktogramLarı, sporopolleninin difraktogramında bazı 

pikler olmadığı için önemli bir fark ortaya çıkarmıştır. Bu, J. regia poleninin polimerik 

yapısından organik madde ve pigment kaybından kaynaklanmaktadır. Yeni izole edilmiş 

sporopollenin için 19° ve 20° 'de tipik pikler kaydedilmiştir. Benzer pikler, sporopolleninin 

Lycopodium clavatum'dan izole edildiği önceki bir çalışmada da bildirilmiştir (201).  

Ayrıca EDX ve DSC analiz sonuçları, izolasyonun her aşamasında önemli bilgiler ortaya 

çıkarmıştır. EDX mikro analizi, asit ve baz hidrolizinden sonra N ve Mg konsantrasyonunda 

(%) önemli bir azalmayı işaret etmiştir. Bu sonuçların önceki literatür raporuyla uyumlu  

olduğunu göstermiştir (220).  

BAP ve NAA'nın kapsüllenmesi de bir dizi fizikokimyasal analizlerle doğrulanmıştır. SEM 

mikrografları, yüzey üzerinde ve sporopollenin içinde fitohormonların varlığını açıkça 

göstermiştir. Ayrıca, bu fitohormonlarla yüklü sporopolleninin IR spektrumarında BAP ve 

NAA'nın karakteristik pikleri kaydedilmiştir. Bu sonuçların önceki literatür bulguları ila 

uyumlu olduğu görülmüştür (221).  

Benzer şekilde, BAP ve NAA'nın kapsüllenmesini doğrulamak için TGA analizi 

gerçekleştirmiştir. BAP ve NAA'dan sorumlu degradasyon basamakları, bu bitki büyüme ve 

düzenleyici maddeleri ile yüklü sporopolleninin TGA termogramlarında kaydedilmiştir. 

Bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin temel unsurları, yüklü sporopolleninin EDX 

spektrumlarında tespit edilmiştir. Bu sonuçlar önceki literatür bulguları ile uyumlu olarak 
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kaydedilmiştir (210). BAP ve NAA enkapsüle edilmiş sporopolleninin DSC analizi, NAA 

ve BAP için tipik endotermik pikleri ortaya çıkarmıştır. Bu sonuçlar da TGA sonuçlarıyla 

uyumlu olarak kaydedilmiştir. 

6.1.3 KİTİN 

Karides kitin, M. neglectum dokularında oksidatif kararmayı önlemek için NAA ve BAP için 

bir taşıyıcı sistem olarak kullanılmıştır. İzole edilmiş kitin, fizikokimyasal özelliklere kısa 

bir bakış açısı elde etmek için farklı analitik araçlarla analiz edilmiştir. Şimdiye kadar hiç 

bir çalışma, kitinin fitohormonlar için bir taşıyıcı sistem olarak doğrudan 

kullanıldığını bildirmemiştir. Bu tez, kitinin bu amaçla doğrudan kullanımına ilişkin 

ilk rapor olacaktır. 

İzole edilen kitinin saflığı ve kristalografik formu FT-IR spektroskopisi ile analiz edilmiştir. 

IR spektrumları, amid I (C O ikincil amid gerilmesi), amid II'ye (N H bükülme, C N 

germe) karşılık gelen üç karakteristik pik, yani 1650 cm-1, 1620 cm-1 ve 1554 cm-1 olmak 

üzere tüm ana pikleri sergilemiştir. İzole edilmiş kitin, α-kitin olarak tanımlanmıştır. Bu 

sonuçlar, önceki literatür raporları tarafından da desteklenmiştir (182, 183). Benzer şekilde, 

termal özellikler TGA ve DSC analitik araçlarıyla analiz edilmiştir. 

TGA analizinde ilk kütle kaybı 0-100°C'de %1,31 olarak gözlenmiştir. Bu kütle kaybı, 

kitinin polimerik yapısından suyun buharlaşmasına bağlanabilmektedir. İkinci kütle kaybı 

389,6°C'de %92,28 olarak kaydedilmiştir. İkinci kütle kaybı, polimerik yapının çoğunun 

bozulduğu dTGmax olarak adlandırılmıştır. Başka herhangi bir pikin olmaması, izole 

edilmiş kitinin saflığının göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Bu sonuçların, önceki 

literatür sonuçları ile uyumlu olduğu belirlenmiştir (222-224).  

 

Karidesten elde edilen kitinin yüzey morfolojisinin, yüzey boyunca dağılmış mikro 

gözenekli liflerden oluştuğu gözlenmiştir. Bu, karideslerde yaygın olarak bulunan bir yüzey 

morfolojisidir, ancak bazı durumlarda, habitat ve organizmanın vücut kısımlarına bağlı 

olarak değişiklikler görülebilir. Hemen hemen benzer morfolojiler önceki bir literatür 

çalışmasında bildirilmiştir (225).  
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Kitinin XRD difraktogramları, 9° ve 19°'de majör pik yansımaları ortaya çıkarmıştır. Bunlar, 

α-kitin’in karakteristik pikleridir. XRD analizi ayrıca izole edilmiş kitinin saflığını da 

doğrulanmıştır. Kitin izolasyonu ile ilgili benzer bir çalışmada, yakın benzerlikteki pikler 

bildirilmiştir (226).  

Kitinin EDX spektrumları, izole edilmiş kitinin saflığını göstermiştir. Spektrumlarda tüm 

temel elementler tespit edilmiştir. Sonuçlara göre C (%42,33), N (%7,44), O (%46,72) ve 

Na (%3,50) için güçlü pikler kaydedilmiştir. Kalıntı Na'nın varlığı, baz hidrolizi sırasında 

kitin yüzeyindeki NaOH kalıntılarından kaynaklanmaktadır. Spektrumda, karidesten izole 

edilmiş kitinin saf olduğunu gösteren başka hiçbir istenmeyen element kaydedilmemiştir. 

Bu değerler önceki literatür raporu ile uyumlu görülmüştür (227).  

DSC analizi, kitinin önemli endotermik pikleri ortaya çıkarmıştır. Sonuçlara göre, kitin için 

iki endotermik pik kaydedilmiştir. Benzer bir çalışmada, neredeyse benzer pikler rapor 

edilmiştir (228).  

NAA ve BAP'ın kitin taşıyıcılarına yüklenmesi çeşitli analitik araçlarla takip edilmiştir. 

SEM, bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kitine yüklenmesi hakkında önemli bilgiler 

ortaya konmuştur. SEM görüntülerine göre, izole edilmiş kitinin yüzey morfolojisi, yüzey 

boyunca dağılmış liflerden ve mikro gözeneklerden oluşmaktadır. Bu tür bir yüzey 

morfolojisi, BAP ve NAA'nın yüzeye adsorpsiyonunu teşvik etmiştir. Diğer iki taşıyıcı 

sistemde, kafes benzeri bir yapının varlığı nedeniyle kapsülleme kaydedilmiştir. 

Ayrıca, BAP ve NAA yüklü kitinin IR spektrumları, BAP ve NAA'ya karşılık gelen tipik 

pikler ortaya çıkarmıştır. Kitin-NAA'da 1629 cm-1'deki pik NAA nedeniyle 1625 cm-1'e 

kaymıştır. Ayrıca NAA kapsüllemeden sonra 1448 cm-1 ve 876 cm-1'deki piklerin keskinliği 

artmıştır. Kitin-BAP spektrumlarında 1457 cm-1, 1158 cm-1, 775 cm-1'de pikler BAP 

adsorpsiyonundan sonra daha keskin hale gelmiştir. Sonuçlar önceki ilgili literatüre uygun 

olarak gözlemlenmiştir (198).  

Termal özellikler, bitki büyüme ve düzenleyici 

 maddelerin yüklenmesinden sonra örneklere başarılı bir yükleme gösteren bir kayma ortaya 

çıkarmıştır. TGA termogramLarı, BAP ve NAA için karşılık gelen bozulma pik noktalarını 

ortaya çıkarmıştır. Ayrıca DSC sonuçları TGA sonuçları ile uyum içinde kaydedilmiştir. 
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DSC'de ana endotermik olaylar, BAP ve NAA yüklendikten sonra kaydedilmiştir. Bu 

sonuçlar, önceki literatür bildirileri ile uyumlu olarak gözlenmiştir. (229).  

EDX spektrumları, kitin numunelerinin yüzeyinde hormonların varlığını açık bir şekilde 

göstermiştir. Bu piklerin yoğunlukları, BAP ve NAA yüklendikten sonra değişiklere 

uğramıştır. Kitin-NAA için, C konsantrasyonu (%42,33'ten %60,87'ye), BAP (C12H11N5) 

varlığına bağlı olarak artmıştır. Ayrıca, kitin yüzeyi tarafından BAP'ın başarılı 

adsorpsiyonuna işaret eden O konsantrasyondaki azalmadır. Benzer şekilde, N (%7,44'ten 

%11,45'e) konsantrasyonundaki bir artış, NAA'nın kitin yüzeyi tarafından başarılı bir şekilde 

adsorpsiyonunun kanıtı olarak değerlendirilmiştir.  

6.1.4 BİTKİ BÜYÜME VE DÜZENLEYİCİ MADDELERİN YÜKLENMESİ VE 

KONTROLLU SALIM 

Bu tezde, dokunun oksidatif kararmasını önlemek için M. neglectum kültür koşullarında 

BAP ve NAA bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü salımı için üç biyomateriyal 

tabanlı taşıyıcı sistem tasarlanmıştır. Bu sistemler, iki farklı pH (5,8 ve 7,4) koşulunda 

kontrollü salım özellikleri açısından test edilmiştir. İki pH sistemi kullanmanın arkasındaki 

sebep, değişen pH koşullarının salım profili üzerindeki etkisini test etmektir. Bir bitki 

kültürünün gerekli pH değerinin 5,8 olduğu bilindiği için, bu çalışmada da salım, bitki 

kültürü koşullarında test edilmeden önce pH 5,8'lik bir tampon sisteminde 

gerçekleştirilmiştir. Bu tezde BAP ve NAA, bitkilerin yaşamsal gelişim sürecinde aktif rol 

alan en önemli fitohormonlar arasında yer almaları nedeniyle seçilmiştir. Ayrıca, kültür 

koşullarında, araştırmacılar, esas olarak oksidatif kararmaya bağlı doku kaybını önlemek, 

istenen sonuçlar için eksplantların normal büyümesini teşvik etmek amacıyla kültür 

durumunu manipüle etmek için bu fitohormonları sıklıkla kullanmaktadır. 

Şimdiye kadar birçok çalışma, bitkilerin tarımsal kimyasal, mikro ve makro besin 

maddelerinin kontrollü salımı için farklı taşıyıcı sistemlerin geliştirildiğini ve uygulandığını 

bildirmiştir. Ancak, kültür koşullarında oksidatif kararmayı önlemek amacıyla 

fitohormonların kontrollü salımı için biyomateriyal tabanlı yavaş salım sistemlerinin 

kullanıldığı hiçbir çalışma bildirilmemiştir. Bu tez, kültür koşullarında doku ve 

eksplantların oksidatif kararmasını önlemek için BAP ve NAA gibi bitki büyüme ve 

düzenleyici maddelerin kontrollü salımına yönelik yeni biyopolimerik sistemlerin 
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kullanımını öneren ilk çalışma olacaktır. Bu taşıyıcı sistem, BAP ve NAA'nın kültür 

koşullarında daha uzun süre kullanılabilir olmasını sağlamıştır, böylece bitkiler 

hücresel homeostazlarını (hormon = ROS) korumak için onları daha uzun süre 

kullanabilmektedirler. 

Mevcut tezde, M. neglectrum bitki dokularının oksidatif kararmasını önlemek amacıyla BAP 

ve NAA bitki büyüme ve düzenleyici maddelerin kontrollü salımı, süngerlerden yeni 

keşfedilen Biyosilika boncukları, J. regia polenlerinden sporopollenin ve karidesten kitin 

taşıcılar ile gerçekleştirilmiştir. 

Şimdiye kadar sporopollenin, farklı terapötik ilaçların, antibiyotiklerin ve diğer aktif 

moleküllerin kontrollü salımı için başarıyla kullanılmıştır. Yavaş salım söz konusu 

olduğunda, farklı bitki türlerinden sporopollenin bazı önemli sonuçlar göstermiştir. Ayrıca, 

boyut ve sağlamlık bakımından tekdüze olması sayesinde, çok yönlü ortamlarda farklı aktif 

moleküllerin salınması için kullanılabilmektedir. Mevcut tezde J. regia'nın polenleri 

sporopollenin mikro kafeslerinin izolasyonu için kullanılmıştır. Sporopollenin-NAA'nın 

enkapsülasyon verimi %16,70 ve toplam yüklü hormon verimi ise %22,79 olarak 

kaydedilmiştir. Aynı şekilde sporopollenin-BAP için bu değerler sırasıyla %50,29 ve 

%80,29 olarak kaydedilmiştir. Bu kapsülleme değerleri, fitohormonların kontrollü salımı 

için geliştirilen çoğu taşıyıcı sistemden daha yüksek değerlerde kaydedilmiştir. 

Sporopolleninin kümülatif salım etkinliği, fitohormonların serbest salımına kıyasla çok daha 

kontrollü olarak kaydedilmiştir. Hem BAP hem de NAA için tanımlanmış 168 saat boyunca 

yavaş salım paterni kaydedilmiştir, ancak serbest uygulanan hormonlar için uygulamanın ilk 

2 saatinde büyük bir yüzde (%70-80) salınmıştır. Mevcut tez çalışmasında, geliştirilen 

sistemlerin verimliliği hakkında genel bir fikir edinmek için, fitohormonların ve diğer 

agrokimyasalların biyopolimerik aracılı kontrollü salımını bildiren önceki bazı çalışmalara 

ayrıntılı bir genel bakış sağlanmıştır. 
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Çizelge 6.1. Fitohormonlar, ilaç ve zirai kimyasallar için kullanılan mikro ve makro 

taşıyıcılar. 

Biyopolimer matris Salınan malzeme Salım kinetiği Etki Salım ortamı Referans 

Poliglutamik asit / 

kitosan 

nanopartiküller 

Gibberellik asit 61% /yavaş salım Çimlenme 

oranını 

arttırmak 

Tohum (119) 

Kitosan mikro küreleri 

 

Naftalin-1-asetik 

asit ve indol-3-

asetik asit 

68% ve 

56%/yavaş salım 

- In vitro salım 

/tamponlu 

ortamlarında 

(210) 

Kitosan mikroküreler Brassinosteroidler 

ve diosgenin 

% 10 -% 50 / 

yavaş salım 

- pH 7.0'da 

etanol ve su 

(120) 

Kitosan 

nanopartiküller 

Sodyum 

tripolifosfat, 

saponin ve Cu 

iyonları 

Antifungal 

deneyi 

Antifungal - (230) 

Kitosan mikroküreler Üre % 99.0 ve% 78.5 

/ yavaş salım 

Üre gübresinin 

kontrollü salımı 

Distile su (231) 

Karboksimetil kitosan 

/ bentonit kompozit jel 

Atrazine ve 

Imidacloprid 

Difüzyon 

kontrollü salım 

Sudaki salınımı 

kontrol edin ve 

toprakta 

sızmalarını 

önleme 

Su ve toprak (232) 

Aljinat / kitosan 

nanopartiküller 

Paraquat 8 saat sonra% 

100 salım 

Su Paraquatın 

neden olduğu 

olumsuz 

etkileri 

azaltmak 

(233) 

Kitosan mikrokpsülleri 3-Hidroksi-5-

metilizoksazol 

80-160 saat 

boyunca sürekli 

salım 

Su Toprak 

kirlenmesini 

önlemek 

(234) 

O-naftilasetil kitosan 1-naftilasetik asit  Yavaş salım Farklı pH 

tampon 

çözeltileri 

NAA'nın uzun 

süreli salınımı 

(211) 

Zn – Al katmanlı çift 

hidroksit 

nanokompozit 

1-naftilasetik asit  Yavaş salım Farklı pH 

tampon 

çözeltileri 

Yavaş salım (213) 

Lignin 

Nanomikropartiküller 

Işığa duyarlı 

absisik asit 

Yavaş salım Kültür ortamları 

/ su solüsyonu 

Işık altında 

büyümeyi 

artırmak 

(235) 

Kitosan zarı Çinko, NAA, 

Potasyum, Üre, 

Bakır 

Ani salım Su Sızıntı, 

buharlaşma ve 

yüzey göçü 

(216) 

Kitosan 

nanopartiküller 

Indol-3-asetik asit Yavaş salım Kültür koşulları Bitki 

büyümesi, 

yaprak 

sayısında artış 

(236) 

Selüloz türevi Metil 1-

Naftilasetat 

Yavaş salım pH solüsyon Toprak 

asitlenmes 

(237) 

β-Siklodekstrin (βCD) Tebuconazole  Tohum sosu Sera 

uygulaması 

Antifungal (238) 

Poli (metil metakrilat) Tebuconazole Yavaş salım Tohum/Su Buğday kök 

mantar  

(239) 

Nişasta-aljinat 

boncuklar 

Thiram Difüzyon Su Zirai 

kimyasallar 

için salım 

sistem 

(240) 

Gözenekli içi boş silika 

nanosferler 

Tebuconazole Yavaş salım Su  Herbisit salım (241) 
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Aljinat-bentonit Atrazin Yavaş salım Toprak 

katmanları 

Atrazin 

sızıntıların 

azaltılması 

(242) 

Poli (hidroksibutirat-

ko-hidroksvalerat) 

mikroküreler 

Atrazin Yavaş salım Su Çevresel etkini 

azaltıması 

(243) 

Aljinat / kitosan 

nanopartiküller 

Paraquat İçine çekme Toprak Paraquatın 

neden olduğu 

olumsuz 

etkileri 

azaltmak 

(233) 

Silika nano küreler 1-naftilasetik asit Yavaş salım Tampon 

Çözeltisi pH 5 

Uzun süreli 

sürekli salım 

(244) 

İçi boş silika 

nanopartiküller 

Avermektin Yavaş salım Etanol / su 

karışımı (30:70, 

v / v) 

Aktif madde 

salım sistemi 

(245) 

Betula pendula 

Sporopollenin 

Imatinib mesilat Yavaş salım Tampon 

solüsyon 

Hücre 

toksisitesini 

önlemek için 

yavaş salınım 

(219) 

Phoenix dactylifera L. 

Sporopollenin 

Ibuprofen Yavaş salım Tampon 

solüsyon 

Hücre 

toksisitesini 

önlemek için 

yavaş salınım 

(246) 

Platanus orientalis 

Sporopollenin 

Paracetamol Yavaş salım Tampon 

solüsyon 

Hücre 

toksisitesini 

önlemek için 

yavaş salınım 

(145) 

Lycopodium clavatum 

sporopollenin 

Antibiyotiks Yavaş salım Funugal kültür Antifungal (247) 

Ayçiçek Sporopollenin Biyoaktif 

Makromoleküller 

In vitro salım Tampon 

solüsyon 

Salım kinetiği (248) 

Diruthenium 

Kompleksleri 

IAA 2,4-D 1 ve 

NAA 

Tabakalaşma Arabidopsis 

thaliana  

Büyüme 

geliştirme 

(249) 

6.1.5 M. neglectum 

Mevcut tez çalışmasında M. neglectum (Arap sümbülü) model bitki olarak seçilmiştir. Arap 

sümbülü Hyacinthaceae (Sümbülgiller) familyasına aittir ve bataklık alanlar, tarlalarda 

yaşayan soğanlı, otsu bir bitki türüdür. Endemik M. neglectum Muscari türleri arasında en 

güzel kokulu bitkidir ve süs bitkisi olma potansiyeli yüksektir. Anavatanının Akdeniz, 

Kuzey Afrika, Güney Afrika, Güney Doğu ve Orta Asya ülkelerinin (Türkiye ve Yunanistan 

da dahil) olduğu bilinmektedir (150). Türkiye'de (Denizli, Karabük ve Antalya vb.) bulunan 

25 Muscari türünden, M. neglectum da dahil olmak üzere on tür endemiktir (152). Çok sayıda 

Muscari türü süs bahçe bitkisi olarak kullanılmaktadır. Ancak, M. neglectum türünün kesme 

çiçek ve açık bahçe bitkisi olarak ticari amaçla kullanımı henüz yaygınlaşmamıştır. Türkiye 

soğanlı çiçek ihracatı konusunda önemli bir yere sahiptir. Hollanda, Türkiye’den çok sayıda 

yabani soğanlı çiçek türünü ithal etmekte ve bazı küçük işlemlerden sonra yeniden 

etiketleyerek tüm dünya pazarlarına ihraç etmektedir. Dolayısıyla, Hollanda bu ticaretin 

nihai faydalanıcısıdır. Günümüzde, M. neglectum popülasyonları, doğal kaynaklar üzerinde 
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artan baskı, sürdürülemez tarım, ormancılık uygulamaları, hızlı kentleşme, artan sanayi 

faaliyetleri ve fosil yakıt tüketimine bağlı olarak artan CO2 kirliliği dâhil olmak üzere, 

abiyotik ve biyotik stresler nedeniyle büyük baskı altında bulunmaktadır. Türkiye'de M. 

neglectum türü ex situ koruma için, ihracat yasaklı bitki türleri listesine dahil edilmiştir 

(153). Geçmiş literatür çalışmaları M. Comosum (154, 155), M. Botryoides (156), M. 

Armeniacum (157) M. armeniacum, M. azureum, M. latifolium, M. moschatum, M. 

neglectum, M. paradoxum, M. tubergenianum (158), M. macrocarpum (159), M. Aucheri 

(160), türleri üzerinde birkaç in vitro çoğaltma çalışma ile sınırlıdır. Son zamanlarda yapılan 

bir çalışmada (161), eksplant olarak olgunlaşmamış embriyoları kullanarak M. muscarimi 

türünün in vitro rejenerasyonunu rapor etmişlerdir. Ama doku kararma gibi sıkıntılardan 

dolayı rejenerasyon verimliğindeki düşüşler hala bu bitki için optimize bir çoğaltma 

protokolü bulunmamaktadır. Bu nedenle tez çalışmada, M. neglectum bitkilerini kentsel 

peyzaj planlama ve benzeri alanlarda ticari süs bitkisi olarak kullanılabilir hale 

getirmek için biyomalzeme destekli kullanışlı ve hızlı bir in vitro rejenerasyon tekniği 

geliştirilmiştir.  

6.1.6 FOTOSENTETİK ETKİ (KLOROFİL, KAROTENOİD VE LİKOPEN) 

Bu çalışmada, BAP ve NAA'nın kontrollü ve serbest salınımının etkisini görmek için M. 

neglectum eksplantlarının klorofil, karoten/ β-karoten ve likopen içerikleri analiz edilmiştir. 

Sonuçlar, NAA ve BAP yüklü biyomateriyal taşıyıcılar ile muamele edilen eksplantlarda 

klorofil, karoten/ β-karoten ve likopen seviyelerinin arttığını ortaya koymuştur. Aksine, bu 

konsantrasyonlar, NAA ve BAP'ın serbest dozları ile muamele edilen eksplantlarda önemli 

ölçüde düşük seviyelerde kaydedilmiştir. 

Önceki literatür raporlarında, farklı bitkilerde oksidatif stres sonucunda klorofil, karoten/β-

karoten ve likopen konsantrasyonlarının azaldığı bildirilmiştir.  Klorofil ve karotenoid 

içeriklerindeki düşüş, oksidatif kararmaya bağlı doku hasarı ile bağlantılıdır (6, 250).    

Klorofilin bozulması, klorofil oksidasyondan kaynaklanan renk değişikliklerinin başlıca 

nedenlerinden biridir. Klorofilin bozulması, fenolik oksidasyondan türetilen fenoksi radikali 

tarafından oksidasyon nedeniyle meydana gelmektedir (251, 252). Dahası, karotenoidler 

önemli pigmentlerdir ve tekli oksijeni, klorofilin üçlü durumunu ve diğer tehlikeli serbest 

radikalleri temizleyerek klorofilin yok edilmesini önlemede önemli bir rol oynamaktadır 
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(253). Ayrıca karotenoidler, fazla enerjiyi klorofilden uzaklaştırmanın yanı sıra ışığı 

emmekte ve enerjilerini fotosentez için klorofile iletmektedir. İkinci işlev, fotosentetik 

aparatı stres koşulları altında ROS aracılı hasardan korumaktır (254, 255). Likopen, iki rakip 

siklaz, ϵ-siklaz (LCY-ϵ) ve β-siklaz (LCY-β) için substrat fonksiyonu görmektedir. LCY-ϵ, 

tek bir ϵ halka sunmakta, böylece likopeni δ-karotene dönüştürmekte ve LCY-β, β-karoten 

oluşturmak için likopenin her iki ucunda bir veya iki β-halka sunmaktadır. 

Mevcut çalışmada, stres sırasında eksplant kararmasında bu bileşiklerin etkileşimli rolü göz 

önünde bulundurularak, klorofil, karoten/β-karoten ve likopen konsantrasyonları üzerinde 

serbest ve enkapsüle NAA ve BAP salımının etkisi hakkında genel bir bakış elde etmek için 

bu moleküllerin seviyeleri analiz edilmiştir. 

Jatropha curcas eksplant kültürü (250) ve sürgün proliferasyonu (71) sırasında klorofil ve 

karotenoid konsantrasyonlarında sabit bir azalma gözlemlenmiştir. Mevcut durumda benzer 

şekilde, serbest NAA ve BAP dozları ile sağlanan eksplantlardaki klorofil içeriğinde 

(klorofil a ve klorofil b) bir düşüş gözlenmiştir. Bunun nedeni, kültür ortamında ROS 

seviyelerini dengeleyerek hemostazı sağlayan fitohormonların bulunmaması ve oksidatif 

kararmaya yol açan ROS birikimi olabilmektedir. 

6.1.7 TOPLAM FENOLİK İÇERİĞİ 

Biyotik ve abiyotik stres sırasında üretilen fenolik bileşiklerin doku kararmasında önemli rol 

oynadığının bilinmesinin yanı sıra fenolikler, birkaç oksidatif enzim için substrat görevi 

görmektedir. Bu nedenle mevcut tez çalışmasında kontrollü ve serbest NAA ve BAP 

fitohormonlar ile muamele edilen M. neglectum bitki eksplantlarının toplam fenolik içeriği 

analiz edilmiştir. Sonuçlar, NAA ve BAP'nin serbest dozları ile muamele edilen 

eksplantların toplam fenolik içeriğinin, enkapsüle NAA ve BAP ile muamele edilen 

eksplantlara kıyasla daha yüksek olduğunu ortaya koymuştur. Bu sonuçlar, mevcut tez 

çalışmasının ana hipotezini desteklemiştir; "Eksplantlarda serbest hormon verilmesi, ROS 

aracılı oksidatif stres nedeniyle doku kararmasına neden olur". Ayrıca daha önceki literatür 

çalışmalarında benzer sonuçlar bildirilmiştir. Avrupa ve Kanada porsuk (Taxus baccata L. 

ve Taxus. Canadensis Marsh.) (256) ve Cicer arietinum'da (257). Ayrıca benzer bir 

çalışmada Pistacia vera L. callus'ta toplam fenolik içeriğin ve kararma yüzdesinin 
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kontrollerden sırasıyla yaklaşık 2 ve 2,3 kat daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir (258, 

259).  

6.1.8 M. NEGLECTUM BİTKİSİNİN ENZİM AKTİVİTELERİ 

Hücre hasarı sırasında, membran bütünlüğü zarar görmekte ve dolayısıyla sitoplazma ve 

vakuoller hücre içerikleri gibi bozulmaktadır. Hücre içindeki fenolik içerikler, hava, POD'lar 

veya PPO'lar tarafından oksidasyonuna yol açmaktadır. POD'lar, hidrojen peroksit 

varlığında fenollerin kinonlara oksitleyici ana maddesi olarak işlev görmektedir (210). 

Transgenik bitki üretiminin in vitro çoğaltılması için enfeksiyonlara, ozon maruziyetine, 

kirliliğe, radyasyona, beslenme bozukluklarına, tuzluluğa, yaşlanmaya veya dokunun 

kesilmesine bağlı olarak meydana gelen hücre hasarı anında POD aktivitesinde yükselmelere 

neden olmaktadır (260, 261).  

Mevcut tez çalışmasında, M. neglectum eksplantları, serbest ve taşıyıcılara enkapsüle 

edilmiş fitohormonlar ile muamele edildikten sonra CAT, SOD ve POD seviyeleri 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, NAA ve BAP ile kapsüllenmiş polimer 

taşıyıcılar ile muamele edilen eksplantlarda SOD ve CAT daha yüksek seviyelerde 

gözlenirken, bu eksplantlarda POD seviyeleri düşük olarak kaydedilmiştir. Diğer yandan, 

serbest NAA ve BAP dozları ile muamele edilen eksplantlarda SOD ve CAT düşük 

seviyeleri kaydedilirken, eksplantlarda daha yüksek POD seviyeleri gözlenmiştir. Bu 

sonuçlar beklentilerle uyumlu bulunmuş ve tez çalışmasının hipotezini güçlü bir 

şekilde doğrulamıştır. Hormonların kontrollü salımı, bitki hücrelerinin yaşamsal işlevleri 

için gerekli olan ROS düzeylerini korumaktadır. Kontrol eksplantlarındaki PODs seviyeleri, 

bu eksplantların, ihtiyaç duyulan NAA ve BAP'ın bulunmamasından dolayı yüksek stres 

altında olduğunu ortaya çıkarmıştır. 

Liu and Chen (262) tarafından yapılan benzer bir çalışmada, kallus oluşumu sırasında, 

süperoksit anyonlar (O2 ·), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikalleri (· OH) gibi 

çeşitli ROS türlerinin üretiminin önemli ölçüde arttığı rapor edilmiştir. Fazla ROS üretimi 

ile ilişkili olan oksidatif stres, bitki büyümesi ve gelişimi üzerinde olumsuz bir etkiye  neden 

olmaktadır (263, 264). Bununla birlikte, katalaz (CAT) ve süperoksit dismutaz (SOD)  gibi 

enzimatik kararmaya dahil olan birçok oksidatif enzim türü bulunmaktadır (265). 
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6.2 SONUÇ 

Doku kültürü ortamında eksplantların ROS aracılı nekrozu veya oksidatif kararmanın 

eksplantların yayılma oranını önemli ölçüde etkilediği için önlenmesi gerekmektedir. Bu 

amaçla, bu tez çalışmasında, 6-BAP ve 1-NAA fitohormonlarının kontrollü salımı yoluyla 

oksidatif doku kararmayı kontrol etmek için yeni bir çözüm önerilmiştir. Biyosilika, 

sporopollenin ve kitin dahil olmak üzere üç yeni taşıyıcı sistem izole edilip ve gelişmiş 

analitik araçlar kullanılarak karakterize edilmiştir. Taşıyıcılara fitohormonlar yüklenmiştir. 

Bu yeni geliştirilen taşıyıcıların salım kapasiteleri, simüle edilmiş tampon koşullarında ve 

Muscari neglectum Guss'un kültür koşullarında test edilmiştir.  

 

Şekil 6.1. Tez çalışmanın grafik özeti. 
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Genel sonuçlar dikkate alınarak aşağıdaki başlıca sonuçlara ulaşılmıştır; 

• Biyomateriyal tabanlı taşıyıcı sistemler, hammaddelerden başarılı bir şekilde izole 

edilmiştir. Başarılı izolasyon, SEM, FTIR, TGA, DSC ve XRD gibi fizikokimyasal 

analizlerle doğrulanmıştır. 

• Biyosilika boncuklar, 6-BAP ve 1-NAA'nın artırılmış kapsülleme etkinliği için 3-APTES 

ile yüzey işlevselleştirilmiştir. Yüzey işlevselliği EDX, FTIR, TGA, XRD ninhidrin analizi 

ile doğrulanmıştır. 

• Serbest olarak uygulanan fitohormonlara kıyasla üç taşıyıcı için kontrollü salım paternleri 

gösterilmiştir. 

• Enzimatik (CAT, SOD ve POX) ve enzimatik olmayan testler (toplam klorofil, likopen, 

karotenoid içerikleri), ROS birikiminin önlendiğini başarıyla doğrulamıştır. 

• 1-NAA ve 6-BAP yüklü taşıyıcılarla uygulama yapılan M. neglectum eksplantları 

mükemmel soğan rejenerasyonu sergilemiştir. Öte yandan, serbest 1-NAA ve 6-BAP ile 

uygulama yapılan eksplantlarda, kısa bir süre sonra kahverengileşme gözlemlenmiştir. 

• Bu tez sonuçları, doku kararmasının önlenmesi için bitkilerde biyomateriyal esaslı 

malzemelerin uygulanmasına öncü bir bakış açısı sağlamıştır. 
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 EKLER 

Kinetik parametreler, yükleme verimi, enzimetik çalışmalarında hesaplanan standart eğrileri 

ek olarak verilmiştir. 

EK 1: BAP VE NAA YÜKLEME VERİMİ STANDART EĞİRİLERİ 

 

BAP ve NAA yükleme verimi standart eğirileri. 
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EK 2: KİNETİK PARAMETRELERİN STANDART EĞRİLERİ 

 

Biyosilika boncuk-BAP (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Biyosilika boncuk-NAA (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Sporopollenin-BAP (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Sporopollenin-NAA (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Kitin-BAP (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Kitin-NAA (pH 5.8) standart eğrileri.  
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Biyosilika boncuk-BAP (pH 7.4) standart eğrileri.  
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Biyosilika boncuk-NAA (pH 7.4) standart eğrileri. 
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Sporopollenin-BAP (pH 7.4) standart eğrileri. 
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Sporopollenin-NAA (pH 7.4) standart eğrileri. 
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Kitin-BAP (pH 7.4) standart eğrileri. 
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Kitin-NAA (pH 7.4) standart eğrileri. 
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EK 3: PROTEİN TAYİN STANDART EĞRİSİ 

 

Brodford yöntemi ile elde edilen standart grafik eğrisi. 
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