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EKMEKLIK BUGDAY (Triticum aestivum |.) OLGUN EMBRiYO KULTURUNDE
SERYUM NANOPARCACIKLARININ KALLUS OLUSUMU VE BIiTKi
REJENERASYONU UZERINE ETKILERI

Kiibra SARIGUL
Damsman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Amag: Calismamiz igerisinde, farkli genotiplerin doku Kkiiltiirii parametrelerine verdigi
cevaplar aragtirllmistir. Ayrica farkli genotipler ve Ce203 nanopargaciklarinin etkileri beraber
incelenmistir.

Yontem: Bu ¢aligmada Kirik ve Rumeli ekmeklik bugday ¢esitleri materyal olarak kullanilmis
ve olgun embriyolari, Ce2O3nanopargaciginin 4 farkli dozunda (Img/L, 3mg/L, Smg/L, 7mg/L)
ve nanoparg¢aciksiz kontrol uygulamasi ile MS besi ortaminda denemeye alinmistir. Tohumlar
yiizey sterilizasyonundan sonra olgun embriyolar ¢ikartilip besi yerlerine alinarak kallus
kiiltiiri baslatilmis ve kallus olusumu, eksplant basina embriyogenik kallus olusumu, kallus
basina embriyogenik kallus olusumu, kok olusumu, siirgiin olusumu, ve bitki rejenerasyonu
orani parametreleri incelenmisgtir.

Bulgular: En yiiksek kallus olusum orani Kirik gesidinde 7 mg/L Ce2O3 NP dozunda meydana
gelmis, en diisiik kallus olusumu ise 1mg/L Ce203 NP Rumeli ¢esidinde saglanmistir. Eksplant
basina kallus olusumu en yiiksek Kirik kontrol besi ortaminda g¢ikarken en diisiikk Rumeli
¢esidinin 3 mg/L Ce203igeren besi ortaminda kaydedilmistir. Kallus basina embriyogenk kallus
olusum orani en yiiksek Kirik ¢esidinin kontrol besi ortaminda en diisiik Rumeli ¢esidinin
3mg/L Ce203 igerdigi besi ortaminda kaydedilmistir. Kok olusumu en yiiksek orani %16,03
Rumeli ¢esidinde en diisiik kok olusumu ise %3,94 Kirik ¢esidinde belirlenmistir. Siirgiin
olusum oran1 %51,40 Rumeli ¢esidinde %40,49 Kirik ¢esidinde gozlenmistir. En yiiksek bitki
rejenerasyonu orani Kirik ¢esidinin nanopargacik igermeyen kontrol besi ortaminda , en diisiik
ise 5mg/L Ce203 igeren Rumeli besi ortaminda kaydedilmistir.

Sonug: Bitki doku kiiltiirii parametreleri icerisinde yer alan, kalus olusumu, kok, siirgiin
olusumu ve bitki rejenerasyonu lizerine genotiplerin etkisi dnemli bulunmustur. Genotip doku
kiiltiirii calismalarini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. En yiiksek kallus orani olusum ve
bitki rejenerasyonu kirik ekmeklik bugday c¢esidinde tespit edilmistir.Denemede doku
kiiltiiriinde besi ortamina eklenen Ce2O3 dozlarmin kallus olusumu ve rejenerasyonu artirdigini
ancak bu konuda genotipik etkisini 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Seryum , Kallus, Embriyogenik kalus, in vitro rejenerasyon, ,
Agustos 2021, 52 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

THE EFFECTS OF CERIUM NANOPARTS ON CALLUS FORMATION AND
PLANT REGENERATION IN BREAD WHEAT (Triticum aestivum |.) MATURE
EMBRYO CULTURE

Kiibra SARIGUL

Supervisor: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Aim: In our study, the responses of different genotypes to tissue culture parameters were
investigated. In addition, the effects of different genotypes and Ce>Os nanoparticles were
examined together.

Method: In this study, Kirik and Rumeli bread wheat cultivars were used as material and
mature embryos of Ce>Os nanoparticles at 4 different doses (Img/L, 3mg/L, 5mg/L, 7mg/L)
and nanoparticle-free control application were used in MS medium. After the surface
sterilization of the seeds, mature embryos were removed and taken into the medium, callus
culture was started and the parameters of callus formation, embryogenic callus formation per
explant, embryogenic callus formation per callus, root formation, shoot formation, and plant
regeneration rate were investigated.

Results: The highest rate of callus formation occurred in Kirik cultivar at a dose of 7 mg/L
Ce203 NP, while the lowest callus formation was achieved in 1mg/L Ce203z NP Rumeli cultivar.
Callus formation per explant was the highest in the Broken control nutrient medium, while the
lowest was recorded in the nutrient medium containing 3 mg/L Ce203 of the Rumeli variety.
The highest embryogenic callus formation per callus was recorded in the control medium of
Kirik variety and the lowest callus formation in the medium containing 3mg/L Ce203 of Rumeli
variety. The highest root formation was 16.03% in Rumeli variety and the lowest root formation
was %3.94 in Kirik variety. The highest shoot formation was observed in Rumeli %51.40 and
the lowest %40.49 Kirik variety. The highest plant regeneration rate was recorded in the control
medium without nanoparticles of Kirik variety, and the lowest in Smg/L Rummeli medium.

Conclusion: The effects of genotypes on callus formation, root, shoot formation and plant
regeneration, which are among plant tissue culture parameters, were found to be significant.
Genotype is one of the important factors affecting tissue culture studies. It was observed that
the highest callus formation and plant regeneration occurred in cracked bread wheat variety. As
a result, it was emphasized that Ce,Oz doses added to the nutrient medium in tissue culture
increased callus formation and regeneration, but the variety used was important.

Keywords: Callus, embryigenic callus, in vitro regeneration, wheat, cerium

August 2021, 52 pages
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GIRIS

Nanoteknoloji, nano olgekte fiziksel, biyolojik ve kimyasal olaylarin anlasilmasi,
kontrold, tiretimi ve taklit edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalart konu edinen birgok disiplini
icerisinde barindiran bir bilim dalidir. Gosterdigi iistiin 6zellik ve islevlerden dolayi, nano
boyutlu malzemeler, nano pargaciklar, nano tiipler, nano teller veya nano ince filmler
giiniimiizde yogun ilgi gormektedir (Goldstain 1997). Boyutlar1 1-100 nm araliginda belirtilen
nano parcaciklar nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Miiller and Cheetham 2005)
Nanopargaciklarin 6zelliklerini 6ne ¢ikartan temel sebepler; ayni olmayan yiizey atomlarinin
karakterleri, kuantum etkileri ve yiiksek yilizey-hacim orani olarak belirtilmistir (Liveri 2006)
Nanoparcacik sentezindeki katalizorler, optik faaliyetler icin 6zel malzemeler ile siiper
iletkenlik, asinmaya dayanikli katki maddeleri ve 6zel teshis ekipmanlari gibi bir¢ok teknolojik

ve tibbi malzemelerin hazirlanmasina neden olunmustur.

Gilinlimiizde nanoteknolojik alanda hizli gelismeler birgok iiriiniin hayatimiza girmesine
neden olmustur. Binden fazla nanoteknolojik calismalarin giinliik driinler arasinda oldugu
goriilmektedir. Kirlenmez bebek kiyafetleri ve masa ortiileri, kirlenmez ve su tutmaz boyalar,
tras kremleri ve glinesten koruyucular, tedavi i¢in kullanilan ilaglar bu 6rneklerden birkag
tanesidir (Roco 2005). Tipta nanopartikiiller; ultrason, manyetik ¢ekimler, goriintiilii ve niikkleer
tomografi vb. radyolojik ve tibbi boliimlerde molekiiler goriintiileme amaciyla hastaliga yonelik

tedavi ve as1 gelistirilmesi amaciyla hayatimiza girmektedir. (Medina et al. 2007).

Bitkisel tiretimin bir¢ok alaninda da NP’lerin kullanimi s6z konusudur ve bu kullanimi
gelecekte de NP’lerin kullanimi artarak devam edecektir. Nanopargaciklarin, daha diisiik
dozlarla herbisitlerin ve pestisitlerin etkili olmasinin saglanmasi istenilmektedir.
Nanoparcaciklar; yenilenebilir enerji kaynaklar1 ve katalizorlerin kullanimi ile kirliligi
minimize ederek cevreyi korumayr amaclamistir (Scott and Chen 2002). Bitki gelisimini,
giibrelemeyi, kimyasal ve su kullanimimin potansiyel iiretiminin verimli sekilde artmasini
saglanacaktir (Rickman et al. 2006). Ayrica zirai atiklarin azaltilmasina, ¢evre kirliliginin
minimum dereceye inmesini miimkiin kilabilmesi amaglanmaktadir. Pamuk, soya fasulyesi,
celtik ve fistikta dnemli zararlilar1 kars1 genis yelpazede etkileri olan iiriinlerin kullanilmasi
onerilmistir (Novartis 1997). Bitki hiicrelerinde nanopartikiillerin yiizeye baglanma 6zellikleri
arastirilmis ve 6zel ekipmana gerek olmadan nanopartikiil kimyasallarin ve DNA’ nin aktarimi

gerceklestirilmistir (Torney et al. 2007). ABD’de demir kaynakli nanopartikiiller, yer alti



suyunu ve bulasik araziyi temizlemek igin kullanilmaya baglamistir. Plazmid transferi
nanopartikiiller ile yapilmis ve transgenik bitki olusumu saglanmistir (Christou et al. 1998).
Karsilagilan yaygin sorunlardan biri, tiiketici memnuniyeti i¢in yiyecek ve i¢eceklerin ilk glinkii
kadar tazeliginin ve Kkalitesinin korunamamasidir. Virus ve bakteri bulasan yiyeceklere
rastlamak miimkiindiir. Nanoteknoloji, teknolojik biyosensdrlerin paketlenmesinde ve

tasarlanmasinda etkili olabilir (Kumari and Yadav 2014).

Wilhelm Hisinger ve Jons Jacob Berzelius tarafindan Seryum (Ce ) 1803 yilinda

Isve¢’te demir madeninde bir mineral icerisinde bulunulmustur.

Seryum (simgesi Ce), atom agirligr 140.11, atom numarasi 58, atom yogunlugu 6,77
olan bir elementtir. Erime noktas1 799°C, kaynama noktas1 3443°C’dir. Element tablosunda 3B
grubunda lantanit serisinde yer alan 2. elementtir. Toprakta bulunan nadir elementlerdendir.
Glimiisiimsti, kat1 olmayan ve bigak ile kesilebilen islenmesi kolay olan elektropozitifligi

yiiksek bir saf metaldir (Anonim, 2021)

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alisma ile Ce203 nanopartikiilleri yesil sentez yontemiyle
tiretilmis ve bitki doku kiiltiirii calismasiyla insan beslenmesinde ¢ok dnemli yer tutan bugday

bitkisinin in vitro rejenerasyonu tizerine bu nanopartikiillerin etkisi arastirilmustir.

Bitki doku kiiltiirli, tamamen steril sartlar altinda arzu edilen bitkinin organmi1 ya da
hiicreleri vasitasiyla tam bir bitki, yeni bir doku veya metabolit eldesi ger¢eklestirmek adina
yapilan islemlerin tiimiine verilen isimdir. Bu teknikle asil hedeflenmekte olan bitki
rejenerasyonu yani yeni bir bitkinin elde edilmesidir (Purnhauser et al. 1987). Bugday (Triticum
aestivum L.), sahip oldugu besin degeri, islenme kolaylig1 ve yiiksek adaptasyon kabiliyeti
dolayisiyla, tiretim ve ekilis alan1 acisindan ilk siralarda yer almaktadir. Bugday, diinya besin
alim dongiisii igerisinde kendisine biiyiik oranda yer bulabilen bir bitki olmasi nedeniyle in vitro
kiiltiirde galigmas1 yogun olarak yapilan bir bitkidir (Delporte et al. 2014). Diinyada yaklagik
olarak 50 {ilkenin temel besini oldugu bilinmektedir. Ulkemizde de bugday ve bugday kaynakli
besinler, tliketilen bitkisel kaynakli besinlerin %53’{inli olusturmaktadir. Tirkiye kisi basina
yaklasik olarak 250 kg bugday tliketimi gergeklestirerek bu konu basliginda diinyada ilk
siralarda goriilmektedir. Diinyanin %35°lik kisminin temel besin maddesi konumunda olan
bugday, pek ¢ok avantajlarindan dolay1 bugiin biiylik oranda ekilis alanina sahiptir. Adaptasyon
kabiliyetinin yiiksek olusu, depolama, isleme islemlerinin kolayligi, tiiretim siirecinin
karmasikliktan uzak olmasi sebeplerinden 6tiirii bugdayin tercih edilebilirligi son derece

yiiksek olmaktadir.

Bugday tanesi insan beslenmesinde son derece 6nemli bir konuma sahiptir. Sahip

oldugu %65-70 nigasta oraninin yaninda tane igerisinde %8-15 oraninda degisen protein ihtivasi
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da s6z konusudur. Bunlarin yaninda bir bugday tanesinde bulunan yag oran1 %1-5 iken, seker
icerigi %1.5-3, igerdigi kiil miktar1 %1-2, nem orani ise %11-13 olarak ifade edilmektedir.
Bahis edilen igerik oranlarinin yaninda bugday tanesinde insan ve hayvan beslenmesinde son

derece dnemli olan vitaminlerin de var oldugu bilinmektedir (Kiin 1988).

Bugday yetistiriciliginde ve 1slahinda var olan problemlerin giderilmesi amaciyla doku
kiiltirli ve biyoteknoloji kaynakli yontemlerin kullanimi son derece yaygindir. Bugday in vitro
kiiltiiriinde kallus olusumu ve rejenerasyon kabiliyetinin bitkinin sahip oldugu genetik bilgiyle

birebir iliskili oldugu unutulmamalidir (Sehirali vd 1988).

Seryumun bitki biiylimesini ve gelisimini uyardigi, ¢cimlenmeyi 6nemli 6l¢iide attirdigi
ve fidelerin kok gelisimini tegvik ettigi bazi ¢alismalarda bildirilmistir. Ancak nanopargacik
haline getirilen seryumun in vitro rejenerasyon sistemine ne tiir etkileri olabilecegi hakkinda
literatiirde bilgi yer almamaktadir. Bu caligmanin amaci seryum pargaciklarinin in vitro
rejenerasyon sistemi icerisinde dnemli yer tutan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu

parametrelerine olas etkilerine bugday embriyo kiiltiirli kullanarak belirlemektir.



KAYNAK OZETLERI

Bitki doku kiiltiirii, kontrollii ve aseptik sartlar altinda, yapay besi ortami kullanarak
bitki hiicrelerinin veya bitki kisimlarinin biiyiimesine ve yeni bitkilerin rejenere edilmesine
yonelik gelistirilmis bir sistemdir. Sitoloji, embriyogenez, morfogenez, beslenme, patoloji ve
germplazmin korunmasi, genetik manipiilasyon, biiylik Ol¢ekli klonal ¢ogaltma ve patojen
icermeyen bitkiler ve faydali metabolitlerin liretimi gibi bitki biyolojisinin temel ve uygulamali
alanlari i¢cin 6nemli bir tekniktir (Thorpe 2007). Genetik transformasyon ve ¢oklu ¢ogaltim i¢in
verimli bir bitki rejenerasyon protokolii olmak zorunludur. In vitro bitki kiiltiiriiniin basarisi,
genotip, dondr bitkilerin fizyolojik durumu, eksplantlarin tipi, yiizey strelizasyon yontemleri,
kiiltiir ortami, bitki biiylime diizenleyicileri, spektral, 151k yogunlugu kalite foto-periyod ve
sicaklik gibi ¢esitli faktorlere baglidir (Sivanesan and Park 2015). Kiiltiir ortaminin bilesimi,
eksplantlarin morfogenetik potansiyelini 6neli bir sekilde etkilemektedir. Ortam genellikle
makro ve mikro besin maddeleri, amino asitler, organik takviyeler, vitaminler, karbon
kaynaklari, bitki biiyiime diizenleyicileri ve katilagtirici maddelerden olusur. Kiiltiir
ortamindaki mineral elementlerin optimizasyonu eksplantlarin biiyiimesini ve morfogenezini
arttirir.  Ayrica bu minerallerin optimizasyonu hiicre ve organ kiiltlirlerindeki hiicre
proliferasyonunu, organogenezisini, somatik embriyogenezini, siirgiin kalitesini ve biyoaktif

bilesik icerigini gelistirmektedir (Thorpe 2007)

Nanoteknoloji, 100 nm'iin altindaki uzunluk 6l¢eklerinde malzemelerin incelenmesini
ve onlart amaglart dogrultusunda manipiile edilmesini igermektedir. Giiniimiiziin
nanoteknolojisi yapilari nanometre dlgeginde belirlendigi i¢in benzersiz 6zelliklere sahip yeni
malzemeler olusturmak i¢in kimya, fizik, malzeme bilimi ve biyoteknoloji alaninda ki
gelismeleri kullanmaktadir. Bu malzemelerden bazilari giinesten koruyucular, leke tutmayan
boyalar ve tekstil iiriinleri gibi tiiketicilerin siklikla kullandigi iiriinler arasina girmistir.
Digerleri, insanligin en biiylik sorunlarindan olan hastaliklar, temiz enerji, temiz su ve daha
temiz bir ¢evre gibi problemlere ¢oziim bulmak i¢in yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
Nanomalzemelerin dikkate deger uygulamalarindan bazilar ise sunlardir: kozmetikler (6rnegin
radyasyon emici Ozelliklere sahip gilines koruyucu losyonlar); nanokompozitlerin mekanik
ozelliklerini gelistirmek ve yeni 6zellikler (optik, elektronik vb.) vermek i¢in giliclendirilmis
olarak nanokompozit malzemeler ve nanotiipler; bir nanomateryalin nanometre kalinliginin
asinma ve ¢izilmeye karsi direng, optoelektronik Ozellikler ve hidrofobik o6zellikler vb.

gelistirmek i¢in kullanilabildigi nano kaplamalar; gelismis asinma ve erozyon direncine sahip
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olan geleneksel dokme malzemelerinden daha uzun siire dayanan tungsten karbiir, tantal karbiir
ve titanyum karbiir gibi metal nanokompozitler kullanan sert kesme aletleri; monitorler ve
televizyonlar i¢in karbon nanotiipleri emisyon cihazlar1 olarak kullanan ekranlar (FED'ler:
kaynak emisyon ekranlar1); hafif, yiiksek enerjili yogunluklu piller; yakit katki maddeleri ve
katalitik olarak verimli malzemeler; yaglayicilar olarak nanokiireler; veri depolama
cihazlarinda nano dlgekli manyetik malzemeler; su aritimi i¢in nanoyapilt membranlar; ve son
ve en demli olarak bu nanomalzemeler nanoelektronik, nanobiyoteknoloji ve nanotip icine
girmis bulunmaktadirlar (Keren et al. 2003; Pankhurst et al. 2003; Parak et al. 2003; Yan et al.
2003; Mcgovern 2010; Dong et al. 2014; Kerativitayanan et al. 2015).

Bitki doku kiiltiiriinde, nanoteknolojinin kullanimina dair ¢ok sayida olumlu rapor
vardir. Nanopartikiiller (NP'ler) tohum ¢imlenmesini iyilestirmek, bitki biiyiimesini ve verimini
arttirmak, bitki genetik modifikasyonunu saglamak, biyoaktif bilesik {iretimini gelistirmek ve
bitkiye koruma saglamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang et al. 2016; Ruttkay-
Nedecky et al. 2017).

Domates tohumlarina silikon dioksit (Si02) uygulanmasi ile yapilan ¢alismada NP'lerin
tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesinin yiizdesini arttirdigr tespit edilmistir (Siddiqui and
Whaibi 2014). Altin kapli mezoporlu silikali NP'ler ile tiitiin protoplastlarina, hiicrelerine ve
yapraklarina DNA tasinmistir (Torney et al. 2007). Meyan fidelerine yapilan NP bakir oksit
(CuO) ve ¢inko oksit (ZnO) islemi antosiyaninler, avonoidler, glisirizin, fenolik bilesikler ve
tanenlerin igerigini arttirdig1 gozlenmistir (Oloumi et al. 2015). Silika-giimiis NP'lerin ¢esitli
bitki patojenlerine karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmis, silika glimiis
NP'lerin enfekte olmus kabagin yesil aksamlarina uygulanmasindan sonra kiillemenin kontrol

edilmesi i¢in uygulanabilir oldugu ortaya koyulmustur (Park et al. 2006).

Bitki doku kiiltiirlinde mikrobiyal kontaminasyon ciddi bir sorundur. Mikrobiyal
kontaminasyon kaynaklar1 igerisinde eksplantlarin kendileri ve kullanilan laboratuvar yer
almaktadir (Leifert et al. 1994). Eksplantlarin yiizey sterizilizasyonu, in vitro Kkiltir
baslangicindan 6nce dnemli bir adimdir ¢iinkii mikroorganizmalar doku kiiltiiri ortamlarinda
eksplantlardan daha hizli biiytirler ve kiiltiir baglangicini ciddi sekilde etkileyebilirler. Kalsiyum
hipoklorit (CaOCI), etanol (EtOH), hidrojen peroksit (H202), sodyum hipoklorit (NaOC1),
merkiirik kloriir (HgCl), glimiis nitrat (AgNO3), antibiyotikler ve fungisitler gibi cesitli
sterilizasyon ajanlar steril eksplantlar elde etmek igin siklikla kullanilmaktadir (Leifert et al.
1994). Dezenfektanlarin konsantrasyonu ve kullanilirken maruz kalma siireleri eksplantlarin
kalitesini etkilemektedir. Ayrica, endojen bakterileri yok etmek ¢ok zordur ve bu nedenle,

bakterileri 6ldiirmek veya bakteri iiremesini 6nlemek i¢in kiiltiir ortamina ¢esitli antibiyotikler



ve AgNOs dahil edilmektedir (Leifert and Cassells 2001). Bununla birlikte, cesitli bitki
tirlerinin hiicre, doku ve organ Kkiiltiirlerine antibiyotiklerin uygulanmasindan sonra ki
fitotoksisitesi de rapor edilmistir (Leifert et al. 1992; Leifert and Cassells 2001; Teixeira et al.
2003; Qin et al. 2011; Tambarussi et al. 2015). Bazi1 dezenfekte edici ajanlar eksplantlardaki
kontaminantlar1 ortadan kaldiramadiklart gibi fitotoksisiteleri nedeniyle organogenezi
etkilemiglerdir. Metal ve metal oksit NP'lerin g¢esitli mikroorganizmalarin ortadan
kaldirilmasinda yararli oldugu kanitlanmistir (Wang et al. 2017). Giimiis (Ag), aliminyum
oksit (Al203), CuO, demir oksit (Fe30a), altin (Au), magnezyum oksit (MgO), nikel (Ni),
silikon (Si), Si0., titanyum dioksit (TiO2) ve ZnO'un g¢esitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Beyth et al. 2015). Abdi et al (2008),
Valeriana officinalis'te bakteriyel kontaminasyonu kontrol etmek igin ilk kez Ag NP'leri
kullanmi, serada yetistirilen bitkilerden elde edilen tek bogum eksplantlari, 1 dakika boyunca
% 70 EtOH, 1 dakika boyunca % 10 Clorox ve daha sonra 180 dakika boyunca 100 mg L™ Ag
NP'leriyle yiizey dezenfekte edilmis; bu islemle % 89 oraninda kontaminasyon i¢cermeyen
kiiltiirler elde edilmistir. Ayrica, Ag NP uygulamas siirgiin ¢cogalmasini ve koklenmeyi ise
etkilememistir. Benzer sekilde, Vitis vinifera nin yaprak eksplantlari, 30 saniye boyunca % 95
EtOH ve 20 dakika boyunca 1000 mg L™ Ag NP'leri ile dekontamine edildigi bildirilmistir
(Gouran et al. 2014).

Mahna et al. (2013) Ag NP tedavisi uygulanmis, Arabidopsis tohumlarmin, patates
yapraklarinin ve domates kotiledonlarinin ylizey dezenfeksiyonu iizerindeki etkilerini
belirlemeye calismislardir. Eksplantlarin 100 mg L™ Ag NP'leri ile 1 veya 5 dakika siireyle
uygulanmasindan sonra tohumlarin, yapraklarin veya kotiledonlarin dekontamine edilmesi (%
100) icin ideal oldugu ve bu uygulamanin eksplantin canlilig1 lizerinde higbir yan etkisi
bulunmadigi belirtmislerdir. Fakat daha yiiksek Ag NP konsantrasyonlari uygulanmasiyla
tohum ¢imlenmesi ve yaprak ve kotiledonun canliligimin azaldig1 da tespit edilmislerdir. In vitro

kiiltiirlerde, odunsu bitkilere bulagsmis mikroplardan arindirilma islemi ¢ok zordur.

NP'lerin antibakteriyel 6zelligi yeni bir konsept olmamakla beraber; en bilinenleri ise
Ag NP'leri, TiO2 NP'leri ve ZnO NP'leri olmak {izere NP'lerin en iyi ¢alisilmis ve basarili
olanlaridir (Maness et al. 1999; Heinlaan et al. 2008; Allahverdiyev et al. 2011; Baek and An
2011; Soenen et al. 2011; Applerot et al. 2012; Guzman et al. 2012;). Bitki doku kiiltiirlerinde
mikrobiyal kontaminantlarin giderilmesinde NP'lerin etkinligi boyutlarina, boyutlarina,
dagilimlarina ve tiplerine baghdir. Ayrica, farkli bitki tiirlerinden elde edilen eksplantlar

tizerinde farkl tiir ve diizeylerde NP'lerin fitotoksisite olmadan veya minimum olacak en iyi



dozu belirlemek i¢in arastirilmasi 6nemli bir konudur. NP'lerin etkinligi, sterilizasyon ajanlari

veya antibiyotiklerle birlestirildiklerinde sinerjistik etkileri daha da iyi hale getirilebilir.

Bir¢ok calisma ile NP'lerin kallus indiiksiyonu, siirgiin rejenerasyonu ve biiyiimesi
tizerinde olumlu etkileri oldugu ortaya konulmustur. Tecomella undulata'da, kok eksplantlar
10 mg L't Ag NP, 2.5 mg L* BAP ve 0.1 mg L™ TAA ile biiyiitiilmiis MS ortaminda kiiltiire
alindiginda siirgiin olusum yiizdesi, siirglin sayist ve kallus olusumu artmistir (Aghdaei et al.
2012). Ag NP'lerin organogenez tizerindeki olumlu etkileri etilen iiretiminin inhibisyonundan
kaynaklanabilecegi tespit edilmistir. T. undulata'nin nodal eksplantlar1 60 mg L't Ag NP, 2.5
mg Lt BAP ve 0.1 mg L TAA ile zenginlestirilen MS ortaminda kiiltiire alindiginda siirgiin
sayisi, olusan siirgiinlerin uzunlugu ve iiretilen siirgiinlerin yiizdesi ise 6nemli 6l¢iide artmistir
(Sarmast et al. 2015). Ayrica, Ag NP uygulamast TuACS geninin asagi regiilasyonu,
explantlarin asir1 olgunlasmasini geciktirmis ve hayatta kalma oranimi arttirmistir. Bununla
birlikte, daha yiiksek konsantrasyonlarda (60 mg L ™"in iizerinde) siirgiin rejenerasyonu iizerinde
olumsuz etkisi goriilmiistiir. Sharma et al. (2012), Ag NP'lerin 50 mg/L’de MS bazal ortamina
katilmasinin, Brassica juncea fidelerinin biiylime oOzelliklerini gelistirdigini bildirmis ve
hidrojen peroksit, malondialdehit (MDA) ve prolin igerigini, antioksidan enzimleri aktive
edilmesiyle azaltmistir. Bununla birlikte, daha yiliksek Ag NP konsantrasyonlarinin (100-400
mg/L) fide biiyiimesi lizerinde zararli bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Brassica nigra'da, MS
kiiltiir ortamina ZnO NP'leri (500—-1500 mg/L) ilave etmek tohum ¢imlenmesini 6nemli Slgiide
azaltmistir. ZnO NP'lerin varli§inda ise siirgiin ve kok uzunluklar1 6nemli 6l¢iide etkilenmistir.
Ote yandan, 1-20 mg L™ ZnO NP igeren MS ortamu iizerinde B. nigra'nin kok eksplantlarinin
biiyiimesi, kok olusumuyla sonug¢lanmigtir (Zafar et al. 2016). Au NP'lerin MS bazal ortamina
eklenmesinin Arabidopsis thaliana'da tohum ¢imlenme oranini ve fide gelisimini arttirdigi
gozlemlenmistir (Kumar et al. 2013). 10 mg mL™ Au NP'lerle uygulanan bitkilerde ise kapsiil
uzunlugu ve tohum sayisi fazla oldugu bildirilmistir. Au NP'lerle uiygulamasi ile antioksidan
enzim aktivitesini gelistirilerek A. thaliana'da mikro RNA'larin (miR398 ve miR408)
ekspresyonunda bir azalmaya yol agtigi ortaya konmustur. Bu fizyolojik ve molekiiler
farkliliklar Au NP'lerin faydali etkilerinden kaynaklantyor olabilir. MS ortamina 5 mg L bakir
stilfat (CuSO4) NP'nin dahil edilmesi ile elde edilen sonuglara goére Verbena bipinnati bitkisinde
stirgiin uzunlugunu (kontrol {izerinde % 52), kok uzunlugunu (kontrol iizerinde % 21) ve taze
agirhi@r (kontrol tizerinde % 39) 6nemli dlgiide artirmistir (Genady et al. 2016). Modifiye MS
ortamina eklenen 0.5 mg L Cu NP ve 0.8 mg L™* Co NP ile Mentha longifolia bitkisinde siirgiin
sayisi, siirgiin uzunlugu ve koklenmenin arttigi gézlemlenmistir (Talankova-Sereda et al.
2016). Stevia rebaudiana'nin nodal eksplantlarmin, 1 mg L™* ZnO NPS eklenmis MS ortamina

tizerinde kiiltiire alinmasi ile en yiiksek siirgiin olusumu (% 89.6) elde edilmistir (Javed et al.



2017). Spinoso-Castillo et al. (2017), Ag NP'lerin (Argovit, ticari bir iiriin) kok yenilenmesi
tizerinde daldirma biyoaktor sistemi le hormesis etkilerine bakmislardir. En fazla siirgiin sayzsi,
sirastyla 14.33 ve 14.89 degerleri ile 25 veya 50 mg L™ Ag NP'leri ile takviye edilmis MS
ortaminda elde edilirken, 200 mg/ L ile takviye edilmis MS ortaminda en az siirgiin sayisi (4.55)
gozlenmistir. Domates bitkilerinde, 15 mg L™ ZnO NP ve 3.0 g L™* NaCl igeren ortamda ki
kallus biiyiimesi ve bitki rejenerasyonu maksimuma ¢ikarildigi gézlemlenmistir (Alharby et al.
2016). ZnO NP'ler, GPX ve SOD gibi antioksidan enzim oranlarinda artis1 regiile ederek
NaCl'nin etkilerini azalttig1 tespit edilmistir. Kopek iiziimii bitkisine uygulanan 5 mg L™* BA, 3
mg L' NAA ve 8 mg ile arttirlmigs MS ortaminda kallus olusumu orani (% 89) ve kallusun taze
agirh@inin (yaprak eksplant basma 4.67 g) arttirnlldigi gozlenmistir (Ewais et al. 2015).
Ghorbanpour and Hadian, (2015) ise ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (25-500 mg mL™)
Satureja khuzestanica'nin yaprak eksplantlarindan kallus indiiksiyonu {izerindeki etkisini
arastirmis, 25-50 mg mL™? miktar1 eklenmis B5 ortaminda kallus gelismesi énemli nemli
oranda gozlenmistir. Bununla birlikte, 100-500 mg mL™? oraninda ise ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin varlig1 kallus biyokiitlesini azaltig1 tespit edilmistir. 100 mg mL™ oraninda ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerin 1 mg L? 24-D iceren bir ortama eklenmesiyle, tiitiin
eksplantlarinin kallus biiylimesini arttirdigini (kontrole gore % 64 artis) bildirdirmislerdir
(Khodakovskaya et al. 2012). Karbon nanotiipleri kullanimi, hiicre boliinmesi (CycB), hiicre
duvari uzantis1 (NtLRX1) ve su tasinmasinda gorev yapan (NtPIP1) genlerin diizenlenmesi ile
kallus gelisimini arttirdigimi ortaya konmustur. Bununla birlikte, (10-600 mg L™) karbon
nanotiip uygulamasinin Arabidopsis'te hiicre canliligini ve kuru agirligini azalttigi goriilmistiir
(Lin et al. 2009). Benzer sekilde, ¢eltik hiicresi siispansiyon kiiltiirlerine karbon nanotiiplerin
eklenmesi ile de hiicre canliligini azaldig1 gézlenmistir (Tan et al. 2009). MS ortaminda karbon
NP'lerinin varlig: ise keten bitkisinde kallus indiiksiyon sikligini azaltmistir (Kokina et al.
2012). On kenarli (4545 nm), kiiresel (8+2 nm) ve iiggen (47+7 nm) gibi Ag NP ‘nin ii¢ farkh
morfolojisinin  Arabidopsis bitkisinde fide biiyiimesi, gen ekspresyonu ve fizyolojik
degisiklikleri lizerindeki etkilerini aragtirmigtir (Syu et al. 2014). Fideler iiggen veya onkenarli
Ag NP'lerle kok biiylimesi arttirilirken, kiiresel Ag NP uygulamasinin bir etkisi gdzlenmemistir.
Ayn1 zamanda, Ag NP tedavisinin, antioksidan enzimlerin icerigini ve oksin, absisik asit ve

etilenin biyosentezinde yer alan genlerin ekspresyonunu degistirdigi bildirilmistir.

Poborilova et al. (2013) tiitiin hiicresi slispansiyon kiiltiirlerine Al203 NP'lerin (10-100
mg mL?) ilave edilmesinin, reaktif oksijen (ROS) ve azot tiirlerinin (RNS) iiretimi yoluyla
hiicre canliligin1 6nemli dlcilide azalttigini bildirmistir. Yarim kuvvetli MS ortaminda 250 mg
L seryum oksit (CeO2) ve 50-500 mg L indiyum oksit (In.O3) varligi1 Arabidopsis thaliana
fidelerinin biyokiitlesini 6nemli 6lgiide arttirdigi (Ma et al. 2013), fakat fide biiylimesi azaldig1



ortaya konmustur. Arabidopsis'te fideler 250 mg L™ CeO; ve 1000 mg L In;Os'e maruz
brrakildiginda, bitkilerde net oksidatif stres gosteren ROS iiretiminin 6nemli dlglide arttig
gdzlenmistir (Ma et al. 2016). Muz eksplantlarinda, 100 mg L™ Zn NPs ardindan ZnO NP'ler
ile arttirilmig MS ortaminda maksimum somatik embriyogenez siklig1 gozlenmistir. Her iki NP
de MS ortamina eklenirken siirgiin ve kok uzunluklari da artmistir (Helaly et al. 2014). Fakat,
bununla birlikte, daha yiiksek konsantrasyonlar ise kallus biiyiimesini azaltmis ve antioksidan
enzim aktivitesini arttirmistir (Anwaar et al. 2016). CuO NP'ler (15-20 mg L) takviyesinin
celtik ¢esitlerinde organogenezi arttirdigini bildirmistir. Daucus carota'da Fe3Os igeren MS
ortaminda hiicre proliferasyonu ve somatik embriyo sayisi azaldigr goriilmiistiir (Giorgetti et

al. 2011).

Farkl1 bir genin bitki hiicrelerine, dokularina ve organlarina iletilmesi ve transferi i¢in
elektroporasyon, partikiil bombardimani (dogrudan) ve Agrobacterium (dolayli) yontemleri
kullanilir. Elektroporasyon teknigi genlerin protoplastlara aktarilmasinda yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Ancak, protoplastlarin izolasyonu ve rejenerasyonu oldukga giigtiir.
10 mg L! Ag NP'nin yaprak inkiibasyon tamponuna ilave edilmesi ile tiitiindeki canli protoplast
verimini arttirdigini bildirmistir (Bansod et al. 2015). Bu, protoplast izolasyonu sirasinda
seliilolitik enzimlerin neden oldugu hasar1 en aza indirmeye ve protoplast izolasyonunda

kisitlayict olan maliyetin digiiriilmesine yardime1 olur.

Pasupathy et al. (2008), Poli (amidoamin) dendrimer NP'leri kullanarak bitkilerde yeni
bir gen degistirme (transfer) yontemi gelistirmislerdir. Aragtirmacilar basariyla yesil floresan
protein (GFP) kodlayan plazmid DNA'y1 ¢im bitkisi hiicrelerine aktarmis, bu transfeksiyon
kiiltiir ortaminin pH'n1 ve plazmid DNA da dendrimerin molar oranini optimize edilmesini
saglayarak basar1 oranin1 daha da arttirildigr belirtilmislerdir. GUS genini Brassica juncea'ya
tastyan pCambia 1301'1 trasfer etmede kalsiyum fosfat (CaP) NP'lerini kullanmislardir. En iyi
genetik degisim basaris1t CaP NP'leri (% 80.7), ardindan Agrobacterium tumefaciens (% 54.4)
ve ¢iplak DNA (% 8) ile gozlemlemislerdir (Naqvi et al. 2012). Son zamanlarda Ardekani et
al. (2014), CaP NP'lerinin GFP genini barindiran pBI121 tiitiin hiicrelerine transferini bildirmis.
Mezofor silika NP'ler, tiitiin protoplastlarina ve bozulmamig Arabidopsis koklerine plazmid
DNA iletmek i¢in kullanilmistir (Chang et al. 2013). Manyetik Au NP'ler, plazmit DNA'sin1
kanola ve havug bitkilerinin hiicrelerine ve protoplastlarina iletebildigi gézlemlenmistir (Hao
et al. 2013). Bitkilerde NP aracili gen iletimi, bitki nano-biyoteknolojisinde biiyiik 6neme
sahiptir.

In vitro gelismis organlarda ve fidelerde gdzlemlenen degisikliklere somaklonal

varyasyon denir. Bu olay genellikle kromozom sayisi, kromozom yapisi, DNA sekansi, DNA



metilasyonu, mitotik ¢caprazlama ve transpoze edilebilir faktorlerin aktivasyonu ile iligkilidir
(Bairu et al. 2011; Sivanesan and Jeong 2012). Somaklonal varyasyonun bitki doku kiiltiiriinde
hem avantajlar1 hem de dezavantajlar1 vardir. Varyantlar, bitki boyutu, ¢icek rengi, yaprak
renklenmesi, meyve olgunlagmasi, ikincil metabolit {iretimi ve biyotik ve abiyotik streslere
direng gibi ¢esitli yararli 6zelliklere sahiptir (Jeong and Sivanesan 2015). Bir¢ok ¢alisma, esas
olarak daha yliksek seviyelerde uygulanan NP'lerin fitotoksisitesini gostermistir. NP tedavileri
mitotik indeksi ve DNA biitiinliiglinli etkiler ve bitkilerdeki protein ve DNA ekspresyonunu
degistirirler (Atha et al. 2012; Landa et al. 2015; Tripathi et al. 2017). L. usitatissimum
calli'deki ploidi diizeyi, C NP'leri igeren MS ortamindan 6nemli 6lgiide etkilendigi gézlenmistir
(Kokina et al. 2012). C NP'lerin takviyesi tetraploid hiicre sayisini artirmistir. DNA metilasyon
seviyesi, C NP'leri olan ortam iizerinde biiyiitilen calli'de de daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Au ve Ag NP'lerin L. usitatissimum'daki somaklonal varyasyon iizerindeki etkilerini
aragtirmislardir. Somaklonal varyasyon olusumu, hem NP hem de rejenere edilmis siirgiinlerde
Au NP'ler igeren ortamda Ag NP'lerden daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Kokina et al.
2017). Doku kiiltiirii ortamina Ag NP'lerinin eklenmesinin, Solanum nigrum calli'de protein ve
DNA profilini degistirerek kallus morfolojisi ve anatomisinde degisiklik yarattigin

bildirilmistir (Ewais et al. 2015).

Bitkiler, ilgili ortamlarinda bitkilerin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynayan cesitli
biyoaktif ikincil metabolitlerce zengin bir kaynaktir. In vitro bitki hiicresi ve organ kiiltiiriiniin
sekonder metabolitlerin {iretimi i¢in avantajli oldugu kanitlanmistir. Hiicre ve organ
kiiltiirlerindeki ikincil bilesiklerin igerigi, kiiltliir ortaminin bilesiminin optimize edilmesi,
onciillerin ve elisitorlerin dahil edilmesi ve uygun kiiltiir kosullarinin saglanmasiyla dnemli
o6l¢iide arttirllmistir (Hussain et al 2012; Jeong and Sivanesan et al. 2015; Sivanesan et al. 2016;
Sivanesan et al. 2016). In vitro kiiltiir ortamina bitkiye eklenen NP'ler besin kaynagi ve elisitor

gorevi gortir.
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MATERYAL VE YONTEM

Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi
Bitki 6rneginin toplanmasi ve bitki ekstresinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada yesil sentez yontemiyle Ce2O3 NP’leri ceviz kabugu ekstresi kullanilarak
sentezlenmistir. Ceviz kabuklari, Tiirkiye'nin Erzurum'un Tortum ilgesi yakinlarinda
toplanmistir. Toplandiktan kisa bir slire sonra bitkiler, kabuklar iizerindeki tozu ve topragi
temizlemek icin birka¢ kez damitilmis su ile yikandi. Yaklasik (25 @), kiiglik pargalar 250 mL,
10 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 6.0) kullanilarak &giitiicii iginde homojen bir karisim
olusturmak i¢in iyice pargalandi. Daha sonra 6nceden hazirlanmis 6rnekler 5000 g'de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan daha sonraki yesil sentezde kullanilincaya kadar -20 °C’de

sakland1 (Nadaroglu et al. 2017).

Yesil Nano sentez ile Ce203 nanopartikiillerin sentezi

Yesil sentez yontemi ile nanopartikiillerin sentezi i¢in 0,1 M Ce (NOs)z kullanilmustir.
100 mL 0,1 M lik Ce (NO3)s iizerine 10 mL ceviz ekstrakti reaksiyon ortamina ilave edidi ve
24 saat boyunca reaksiyonun ger¢eklesmesi takip edildi. Sonrasinda olusan nanopartikiiller
siipernatantan ayrilarak ilk 6nce saf su ardindan etanol ile yikanarak safsizliklar
uzaklastirilmistir (Anantharaman et al. 2016; Zhang et al. 2016; Karaduman et al. 2017;
Nadaroglu et al. 2017)

Yesil Nano sentez ile Ce203 nanopartikiillerin karakterizasyonu

UV-vis spektrofotometre (Epoch™ Mikroplaka Spektrofotometre)  kullanilarak
reaksiyon olusumu ve reaksiyon sartlarnin optimizasyonu yapilmistir. Optimum sartlarda
sentezlenen Ce2O3z nanopartikiillerin karakterizasyonu FT-IR, XRD ve SEM teknikleri
kullanilarak yapilmistir (Nadaroglu et al. 2017)

Bitki Materyali

Bu ¢alismada, iki ekmeklik bugday ¢esidi kullanilmis ve gesitlerle ilgili baz1 tarimsal

Ozellikler Tablo 1’de verilmistir.

11



Tablo 1. Arastirmada Kullanilan Ekmeklik Bugday Cesitleri

CESIT TARIMSAL OZELLIKLER

KIRIK Alternatif karakterli bir ¢esittir. Kislik ekimlerde kirag, yazlik ekimlerde
sulu sartlar i¢in Onerilmektedir. Soguk ve kurak sartlara karsi orta
dayaniklidir. Kardeslenme 6zelligi ¢ok iyi olup, orta erkenci bir cesittir.

RUMELI  yiiksek verimli bir cesittir. Soguga ve kurakliga dayaniklidir. Kardeslenme
kapasitesi yliksektir. Hastaliklara orta dayaniklidir.

Kimyasallar

Temel besi ortami

Kallus olusumu ve somatik embriyogenesis ¢alismalarinda Murashige and Skoog
(1962) tuzlar1 kullanilmistir. Murashige and Skoog (MS) ortaminin igerdigi kimyasallar ve
miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Sterilizasyon i¢in kullamilan kimyasallar

Etil alkol (%70) ve %]1°lik sodyum hipoklorit ( % 50 lik ¢amasir suyu ) .

Tablo 2. MS Ortamu igerisinde Yer Alan Makro ve Mikro Elementler

Bilesik Konsantrasyon (mg/L)
Makro Elementler

MgSO4.7H20 370
KH2PO4 170
KNO3 1900
NHsNO3 1650
CaCl,.2H20 440
Mikro Elementler

H 3BOs 6.2
MnSQO4.H.0O 15.6
ZnS04.7H20 8.6
Na2Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Kl 0.83
FeSO4.7H,0 27.8
Na;EDTA 37.3
Vitaminler

Glycine 2
Nicotinic acid 0.5
Pyridoxine HCL 0.5
Thiamine HCL 0.1
Myo-inositol 100
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Ayrica MS temel besi ortamina koyulacak seryum nanoparcacigi 4 farkli doz i¢in 1,3,5,7
mg/l olarak belirlendi.

Yontem

Yapilan bu calismada, farkli konstrasyonlardaki seryum nanoparcaciklarinin bugday in
vitro kiiltlirdeki etkisi incelenmistir. Bu amag ile 2 ekmeklik bugday ¢esidinin (Kirik ve Rumeli
) endosperm destekli olgun embriyolarinin kallus ve rejenerasyon gelisimi takip edilmistir..
Bunun i¢in seryum nanopargaciklarinin 5 farkli dozda (0 mg/l (kontrol), 1 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l
, 7 mg/l) igeren besi ortamlarinda eksplantlar kiiltiir ortamina alinmistir. Calismamizda bitki
rejenerasyonu i¢in MS besi ortami kullanilmistir. Her bir petri kabina 20 adet olgun bugday
embriyosu eksplant olark eklenmistir. Her bir petri kabi deneme tinitesi olarak degerlendirilmis
ve 4 tekerriirden olusmustur. 1 ay boyunca biiylitme kabininde bekledikten sonra olusan kallus
ve somatik embriyo ile ilgili parametreler Ol¢lilmiistiir. Meydana gelen kalluslar bitki
rejenerasyon ortamina aktarilmig ve bir ay sonra rejenerasyon ile ilgili parametrelerin (kok,
stirgiin ve bitkicik olusumu) 6lgtimii gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler varyans analizine
ve coklu karsilagtirma metodlarina tabi tutulmustur. Calismanin yiiriitilmesi esnasindaki

islemler asagida verilmistir.

Uygulanan sterilizasyon teknikleri
Uygulamanin yapildigr caligma ortamz ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiirti calismalarinda kullanilan steril kabin i¢i, calisma yapilmadan en az
10-15 dk 6nce %70’lik etil alkol ve sirke ile temizlenerek, UV lambasi ile sterilize edilmistir.
Calismadan Once en az yarim saat agik kalan UV lambasi, ¢aligmaya baslamadan hemen 6nce
kapatilarak kiiltiire alma islemlerine baglanmigtir. Bistiiri, pens gibi doku kiiltiirtinde kullanilan
aletler %70’lik alkole batirilip, aleve tutularak yiizeyleri sterilize edilerek kullanilmistir.
Eksplant kesimi i¢in kullanilacak olan 10x15 cm niteliklerindeki kurutma kagitlart ise

aliminyum folyo igerisine sarilarak otoklavda sterilize edilmistir.

Calismada kullanilan tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiiriinde kullanilacak olan tohumlar, 6n temizlik amaciyla musluk suyuyla
yikanmistir. Ardindan tohumlar 1 saat suda bekletilerek embriyosu kesilecek kadar
yumusamasi saglanmistir. Daha sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika siireyle galkalayici
cihazinda karistirilmasi suretiyle muamele edilmistir. Ardindan steril kabin igerisinde alkolden
cikarilan tohumlar 3 defa steril saf su ile durulanmis, akabinde %1°lik sodyum hipoklorit

(%50’1ik ticari camasir suyu) ¢ozeltisinde 20 dakika siireyle ¢alkalanarak sterilizasyon islemi
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gergeklestirilmis ve steril kabin icerisinde tohumlar 3 defa steril saf su ile durulanarak islem

sonlandirilmistir.

Kullanilan besi ortamu ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

105 kPa basing ile 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavda bekletilerek besi ortamlarinin
sterilizasyonu saglanmistir. Yiiksek sicakliklar dolayisiyla yapilarinda bozulmalar meydana
gelebilecek organik molekiillerin (vitaminler, bitki biliyiime diizenleyicileri vs.) sterilizasyon
islemleri 0.22 um c¢apinda porlara sahip olan seliiloz nitrat filtreler yardimiyla

gergeklestirilmistir.
Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi
% 70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi

%96°l1k saf etil alkolden alinan 700 mL alkoliin hacmi 960 mL’ye tamamlanarak elde

edilmistir.
%1’lik sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlanmasi

%35 NaOCIl (Sodyum Hipoklorit) igeren ticari bir marka olan ACE ¢amasir suyundan
200 mL alinmis ve son hacim saf su kullanilarak bir litreye tamamlanmistir. Elde edilen

sollisyon amber siseye doldurularak oda sicakliginda saklanmistir.

Uygulamada kullanilan eksplantin elde edilisi

Calismada kullanilan embriyolara tohum tiizerinden sekildeki gibi kesikler atilmistir.

Embriyolarin alindigi bolgeler Sekil 1°de gosterilmistir.

Sekil 1. Calismada kullanilan bugday embriyosunun alindig1 bolge
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Cahsmada kullanilan temel besi ortamm ve bitki rejenerasyonu icin stok
soliisyonunun hazirlanisi

Kullanilan MS makro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanigi

Besi ortaminin 1 litresinde bulunmasi gerekli makro elementlerin miktarlarinin 10’ar

kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

Tartilan makro elementler, icerisinde 200 ml steril saf su bulunan ve bir manyetik
karistirici tizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave
edilmistir.

Ilave edilen makro elementler su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karisimin hacmi
bir litreye tamamlanmustir.

Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise lizerine hazirlanma tarihi ve hangi besi
ortamina ait element ¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (10X) belirtilen etiket

yapistirildiktan sonra, muhafaza edilmek tizere buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.

MS mikro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanisi

FeS04.7H20 ve Nax-EDTA hari¢ besi ortaminin 1 litresinde bulunmasi gerekli
mikro elementlerin miktarlarinin 100’er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.
Tartilan mikro elementler, icerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik
karistirici tizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave
edilmistir.

Ilave edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karigimin
hacmi bir litreye tamamlanmustir.

Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise tizerine hazirlanma tarihi ve hangi
besi ortamina ait element ¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (100X) belirtilen
etiket yapistirlldiktan sonra, muhafaza edilmek {izere buzdolabina (4°C)

yerlestirilmistir.

Demir selatin hazirlanigt

Besi ortaminin bir litresinde bulunmas: gerekli olan FeSO4.7H20O ve Nax-EDTA
miktarlarinin 100 kati olan 2,78 gFeSO4.7H20 ve 3,726 g Na,-EDTA hassas terazide

tartilmastir.

e 3,726 gNa>-EDTA, igerisinde 350 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistirici

tizerine yerlestirilmis olan 1 litrelik erlenmayer kabina ilave edilmis isitilarak
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¢ozdirilmistir. Yine ayr1 bir kapta 350 ml bidistile saf su igerisinde 2,789
FeS04.7H20 1sitilarak ¢ozdiirilmiistiir.

e Bu iki ayn c¢ozelti birlestirilerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmistir. Bu
birlestirme isleminden sonra bu ¢ozeltinin rengi acgik sari renkte olmustur.
Hazirlanmis olan bu selelat, amber renkli siseye aktarilmis ve direkt giines 15181

almayacak sekilde buzdolabinda (4°C) saklanmistir.

MS vitamin stok soliisyonunun hazirlanist

e  Besi ortaminin bir litresinde bulunmasi gerekli olan vitamin miktarlarinin 100 kati

100 mI’lik stok soliisyon i¢in hesaplanmis ve buna gore hassas terazide tartilmastir.

e Tartilan vitaminler icinde 30 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistiric

tizerine yerlestirilmis olan 250 m1’lik erlenmayer kabina sirasiyla ilave edilmistir.

e Ilave edilen vitaminler su igerisinde iyice ¢dzdiiriildiikten sonra, karisimin hacmi

100 ml’ye tamamlanmaistir.

e Hazirlanmis vitamin ¢o6zeltisi {izerine hazirlanma tarihi ve konsantrasyonu
yazildiktan sonra, amber renkli cam sise icerisinde buzdolabinda (4°C)

saklanmustir.

Besi ortamina katilan seryum elementinin hazirlanigt

e (Ce;03NP 1, 3, 5 ve 7 gr olarak tartild1 ve her biri ayr1 eppendorf tiiplere konuldu
ve etiketlendi.

e CeO3 NP 200 ul HCL igerisinde ¢ozdiiriildii ve Ce2O3 NP’lar igeren tiipler ayr1 ayri
1 L MS ortamina eklendi.

Kallus olusum ortaminin hazirlanisi

e 500 ml’lik bidistile su iceren 2 litrelik bir behere, MS makro element stok
solisyonundan (10X) 25 ml, mikro element stok soliisyonundan (100X) 2.5 ml

eklenmistir.

e Bunun iizerine demir selat stok soliisyonundan (100X) 5 ml, 15 g sakarozve 1 g
MES (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate, 4- Morpholineethanesulfonic
acid) ve MS vitamin 0.5 ml tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar isiticili

karistiricida karistirilmastir. Tyi karismast icin icine manyetik balik atilmstir.
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e 4 farkli seryum konsantrasyonu i¢ceren MS ortamlar1 ve kontrol olmak tizere 5 farkl

otoklav sisesi hazirlanmustir.

e Beherde bulunan karisim tamamen ¢oziiniince, manyetik karistirici kullanilarak 1N

NaOH soliisyonlari ilave edilmis ve pH=5.8"e ayarlanmustir.

e Besiortamlarin 1 gr phytajel eklenmis ve karistirilmistir. Sonra siselere yavas yavas

karisimlardan eklenmistir.

e Siselerin kapaklarin1 hafif kapatilarak folyo kagidi ile sarilmis ve iizerine otoklav

band1 yapistirilmistir.
e Otoklavda 15 dakika boyunca 105 kPa basingta 121 °C’de sterilizasyona tabi
tutulmustur.

Bitki rejenerasyon ortaminin hazirlanisi

Kallus olusum ortamindan farkli olarak seryum elementi, MES, ve 2,4-D biiyiime
diizenleyicisi ortama eklenmemistir. Bitki biiyiime diizenleyici olan TDZ (Thidiazuron) filtre
sterizilizasyonundan sonra 0.5 mg/1 olarak besi ortamina ilave edilmistir.

Arastirmada incelenen karakterler

e Kallus olusum orani (KOO) (%): Kallus olusum ortamina alinan eksplantlar 1 ay

sonra asagidaki formiile gore belirlenmistir.
KOO (%)= (Olusan kallus sayisi1 / kiiltiire alinan eksplant sayi1s1)x100

e Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (ESEKO) (%): Somatik
embriyo olusturma yetenegine sahip kalluslara embriyogenik kallus adi
verilmektedir. Embriyonik kallus olusumu, kallus olusum ortamindaki eksplant

sayisina ve eksplantlardan meydana gelen kallus sayisina gore hesaplanmustir.
ESEKO= (Embriyogenik kallus sayis1 / eksplant sayi1s1)x100
e Kalus basina Embriyogenik Kallus Olusum (KBEKO) Orani:
KBEKO= (Embriyogenik kallus sayisi / kallus sayisi) x100
e Kok olusum (KO) Orani:

Rejenerasyon ortaminda bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen kok sayisina

gore hesaplanmistir.

KO Orani = (K06k sayis1 / rejenerasyon ortamindaki eksplant sayist) x 100
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e  Siirgiin olusum (SO) Orani:

Rejenerasyon ortaminda bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen siirgiin sayisina

gore hesaplanmistir.
SO Oran1 = (Siirgilin say1s1 / rejenerasyon ortamindaki eksplant sayisi) x 100
e Bitki rejenerasyonu (BR) Orani:

Rejenerasyon ortaminda bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen ve hem kok hem

de siirgline sahip fide sayisina gore hesaplanmistir.

BR Orani = (Fide sayis1 / rejenerasyon ortamindaki eksplant sayisi) x 100

Verilerin istatistiksel analizi

Denemeden elde edilen veriler; SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Version
22.0) istatistik programinda varyans analizine tabii tutulmustur ve uygulamalar arasindaki

farkliklar1 belirlemek i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma testi ile kontrol edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Ce203 Nanopartikiillerin Optik Ozellikleri

Sentezlenen Ce>O3 nanopartikiiller spektrofotometrik taramayla karakterize edildi. UV
— vis spektrofotometre (Epoch Nanodrop UV - vis spektrofotometre) kullanarak 200-1000 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapildi. Sentezlenen ceria NP’lerinin 250-500 nm araliginda
genis bir pik verdigi 335 nm’de de keskin bir pik verdigi Sekil 2°de goriilmektedir. Elde edilen
bu pik sentezlenen Ce;O3 NP’lerinin karakteristik pikiydi.

3 335 nm

2,5

15

Absorbans

0,5

190 390 590 790 990
Dalga boyu
Sekil 2. Ce203 NP’lerinin dalga boyu tarama sonuglari
Ce203 NP'lerin yiizey morfolojik karakterizasyonu

Ce203 NP'lerin yiizey karakterizasyonu SEM ve XRD analizleri kullanilarak yapildi ve
sonuglar Sekil 3 ve 4'te verildi. Yesil sentez yontemiyle elde edilen Ce203 NP'lerin kimyasal ve
mineralojik bilesimleri elektron taramasiyla belirlendi. Ce203 NP'lerin goriintiileri Metek,
Apollo prime, Aktif alan 10 mm? Mikroskop incelemesi S50, SE detektorii R580 ile 5000 kat
biyiitilda (Sekil 3). Sekil 3'de, Ce203 NP'lerin ¢ogunun sekil olarak kiiresel oldugu ve NP’ler

arasinda aglomerasyonun mevcut oldugu goézlemlenmistir.
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Sekil 3. Ce2O3 NP'lerin SEM analiz sonuglari

Ce203 NP'lerin XRD ol¢timii, XRD difraktometresi (Rigaku D-Max 2000, Tokyo,
Japonya) kullanilarak belirlendi. G6zlemlenen tim XRD desenleri, 26, 5° —100° (0.1 adim
boyutunda) ile CuKa (A = 0.154 nm) radyasyonu ile analiz edildi. Toz Kirinim Standartlari
Ortak Komitesi (JCPDS) 65-5923'e gore, XRD zirvelerinin tiimii Ce20O3 NP'lerle onaylandi.
XRD modelinden 26 =29.5° (111), 32.05° (200), 35.5° (220), 39.09°,42.6° (311),47.99°, 56.3°
(222) ve 62.4°'de bes kirinim zirvesi gozlendi (Sekil 4). Bu zirveler Ce203 NP'lerin tipik parmak
izleri olarak degerlendirildi. (Zhang et al. 2016).

50000 -
(111)
40000 -
—~ 30000 -
S
&
g 20000 - (200)
3
c
= (220
10000 - (3‘11)| (222)
0 T T T T T T T T
5 15 25 35 45 55 65 75 85
20 (derece)

Sekil 4. Ce20O3 NP'lerin XRD analiz imaji

Sonug olarak; pahali ve toksik olmayan yesil sentez yontemi kullanilarak 8.5-20.3 nm
araligindaki boyutlarda, kiiresel sekillerdeki Ce2O3 NP’leri basaril1 bir sekilde sentezlenmis ve

karakterize edilmistir.
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Kallus Olusum (KO) Oram

Kallus, farklilasmamis hiicreler grubu veya yigini seklinde tanimlanabilir. Bazi bitki
tiirlerinde somatik embriyolarin olugsmasinda ilk asama olmasi agisindan biiyiikk Onem
tasimaktadir. Eksplantlarin farkli oranlarda seryum nanopargaciklart (Ce203) igeren besi
ortaminda kiiltire alinmasindan 4-5 giin sonrasinda kallus olusumu goézlenmistir.
Calismamizda denemeye aliman tiim besin ortami ve genotiplerde kallus olusumu
gerceklesmistir. Yapilan varyans analizleri sonucuna gére hem genotipler arasinda hem de
farkli Ce2O3 igeren uygulamalar arasinda ¢ok onemli farkliliklar gozlenmistir (p<<0.01). En
yiiksek ortalama kallus olusum orant %90 ile Kirik ¢esidinde, %74 ile Rumeli g¢esidinde
meydana gelmistir. Kallus olusum orani uygulamalar acisindan degerlendirildigin de ise, en
yiiksek kallus olusum oran1 7 mg/l Ce2O3 igeren besi ortaminda (%91), en diisiik kalus olusum
orant %64 ile 1 mg/l Ce20z igeren besi ortaminda kaydedilmistir. Nanoparcacik igermeyen

kontrol uygulamasinda ise %90 olarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 5. Kalus baslangi¢ ortaminin 10. giiniinde eksplantlarin goriiniimleri
A) 1 mg/l CeOz uygulamasi B) 3mg/l CeO; uygulamasi C) 5 mg/l CeO, uygulamasi D) 7 mg/l CeO2 uygulamasi
E) Kontrol CeO; uygulamasi

Ancak, KO oranmi {izerine genotip x uygulama interaksiyonun onemsiz oldugu

goriilmiistiir (Tablo 3).
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Tablo 3. Nanopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Olgun Embriyolarin in vitro Ortamda
Incelenen Bazi Karakterlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

\Iggﬁzon SD KO EBEKO KBEKO
Genotip (A) 1 2239.15%* 4470.13**  5091.03*
Uygulama (B) 4 1210.81% 164.53 163.13
A*B 4 2014 183.50 182.39
Hata 26 175.66 108.94 132,51
Toplam 35

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde dnemlidir

Tablo 4. Nanopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Kirik ve Rumeli Cesidine Ait Olgun Embriyo
Kiiltiiriinde Incelenen Baz1 Karakterlere Ortalama Degerler

Cesit KO** EBEKO** KBEKO**
Kirik 89.65 25.88 28.32
Rumeli 73.40 2.92 3.81

Tablo 5. Nanopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Kirik ve Rumeli Cesidine Ait Olgun Embriyo
Kiiltiiriinde Incelenen Baz1 Karakterlere Ortalama Degerler

Nanoparcacik miktari

(Ces09) KO** EBEKO KBEKO
1 mg/l 64.16 12.83 17.02
3 mgl/l 85.00 P 7.71 8.32
5 mgl/l 82.92 % 14.58 16.41
7 mgl/l 90.71° 16.25 17.19
Kontrol 90.63° 20.63 21.38

1. Ayni siitunda aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi i¢in aym siitunda ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
O6nemsizdir.

Eksplant Basina Embriyogenik Kallus Olusum (EBEKO) Oram

Embriyogenik kallus, somatik embriyolar1 olusturma yetisine sahip olan kaluslara
verilen isimdir. Embriyonik kaluslar daha yiiksek oranda bitkicik rejenerasyonuna ve daha
stabil rejenere bitkilerin elde edilmesine imkan saglamaktadir. Calismamizda denemeye alinan
tiim besin ortami1 ve genotiplerde her eksplant basina embriyogenik kallus olusumu (EBEKO)
gerceklesmistir. Varyans analizleri sonucuna goére genotipler arasinda c¢ok Onemli fark
gbzlenmesine (p<0.01) ragmen uygulanan farkli dozlarda Ce2Os3 igeren uygulamalar arasindaki
farkliliklar 6nemsiz olmustur. En yliksek ortalama EBEKO oran1 %25,88 ile Kirik ¢esidinde,
en diisiik EBEKO orant %2,92 ile Rumeli ¢esidinde meydana gelmistir. EBEKO olusum orani
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uygulamalar agisindan degerlendirildigin de ise, en yiiksek EBEKO oran1 Ce>O3 igermeyen
kontrol besi ortaminda (%20,63), en diisik EBEKO oran1 %7,71 ile 3 mg/l Ce203 igeren besi
ortaminda kaydedilmistir. Ancak, genotip x uygulama interaksiyonunun da EBEKO orani

tizerine etkisinin 6nemsiz oldugu goézlenmistir (Tablo 3).

Kallus Basina Embriyogenik Kallus Olusum (KBEKO) Oram

Calismamizda toplam 720 adet eksplant denemeye alinmis ancak bunlardan 46 adedi
¢alismanin ilk haftasi i¢erisinde kontaminasyon sonucu kaybedilmistir bu nedenle deneme 674
adet eksplant ile devam etmistir. Toplamda 567 adet eksplant kalus (%84,12) olusturmus ve bu
kalluslardan 107 adedi embriyogenik kalus olarak degerlendirilmistir. Genel anlamda kalus
basina embriyogenik kalus olusum (KBEKO) orani %18,87 olarak gerceklesmistir.
Calismamizda denemeye alinan tiim besin ortami ve genotiplerde, kallus bagina embriyogenik
kallus (KBEKO) olusumu gergeklesmistir. Yapilan varyans analizleri sonucuna gore genotipler
arasinda ¢ok onemli fark gozlenmesine (p<0.01) ragmen uygulanan farkli dozlarda Ce2O3
iceren uygulamalar arasinda istatistiki anlamda farklar gézlenmemistir. En yiliksek ortalama
KBEKO oran1 %28,32 ile Kirik ¢esidinde, en diisiik kalus olusumu ise %3,81 ile Rumeli
cesidinde meydana gelmistir. KBEKO olusum orani uygulamalar agisindan degerlendirildigin
de ise, en yiiksek KBEKO orani Ce;Oz igermeyen kontrol besi ortaminda (%21.38), en diisiik
KBEKO oran1t %3.32 ile 3 mg/l Ce203 igeren besi ortaminda kaydedilmistir. Calismamizda,
genotip x uygulama interaksiyonunun KBEKO orani {izerine etkisinin analiz sonuglarinda

onemsiz oldugu goriilmistiir (Tablo 3).

Kok Olusum (KO) Oranmi

Bitki doku kiiltlirii calismalarinda en Onemli asamalardan biri yeni bitki
rejenerasyonudur. Bu asamada bitki hem kok sistemine hem de govde sistemine sahiptir. Doku
kiltiirii galismalarinda, kok ve siirgiin olusumu ayni zaman igerisinde veya biri digerinden dnce
veya olusabilir. Baz1 durumlarda bitki adaylarinda sadece kdk veya sadece siirgiin olusumu
gerceklesebilir. Bu gibi durumlar saglikli bir in vitro rejenerasyon sistemi i¢in tercih edilen bir
durum degildir. Caligmamizda her bir eksplantin olusturdugu kok, siirglin ve kok ve siirgiine

sahip bitkicikler ayr1 ayr1 sayilmis ve oranlar1 hesaplanmistir.

Kok olusum orani iizerinden kullanilan genotipin ve farkli dozlarda kullanilan Ce2O3 ve
interaksiyonun Oonemli etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 6). En yiiksek KO orani
%16.03 ile Rumeli ¢esidinde gerceklesirken bunu %3.94 ile (Tablo 7) Kirik ¢esidi izlemistir.
KO orani uygulamalar agisindan degerlendirildigin de ise, en yiiksek kok olusum orani 1 mg /I

Ce»03 igeren besi ortaminda (%43.51), en diisitk KO orani ise % 0 ile 5 ve 7 mg/l Ce203 igeren
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besi ortamlarinda kaydedilmistir. Calismamizda, genotip X uygulama interaksiyonunun KO

orani lizerine etkisinin analiz sonuglarinda 6nemi oldugu gortilmiistiir (Tablo 6).

Tablo 6. Nanopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Olgun Embriyolarin in vitro Ortamda
Incelenen Bazi1 Karakterlerine Ait Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon D Kok Olusum  Siirgiin Olusum Bitki Rejenerasyonu
Kaynag (KO) Oram (SO) Oram (BR) Oram
Genotip (A) 1 1216.53* 992.46 337.93**

Uygulama (B) 4 2399.99** 4621.65** 61.71

A*B 4 1533.46** 1922.23* 42.99

Hata 26 172.12 480.61 60.74

Toplam 35

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir

Tablo 7. Napopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Kirik ve Rumeli Cesidine Ait Olgun Embriyo
Kiiltiirtinde Incelenen Bazi1 Karakterlere Ortalama Degerler

Cesit Kok Olusum Siirgiin Bitki Rejenerasyonu
Oram* Olusum Orani Oranr**

Kirik 3.94 40.49 8.03

Rumeli 16.03 51.40 2.01

Tablo 8. Napopartikiil Iceren Ortamlarda Gelisen Kirik ve Rumeli Cesidine Ait Olgun Embriyo
Kiiltiiriinde Incelenen Bazi1 Karakterlere Ortalama Degerler

Nanoparcacik Kok Olusum Siirgiin Bitki Rejenerasyonu
miktari (Ce203) Orani Olusum Orani Orani

1 mg/l 43512 17.26¢ 5.42

3 mgl/l 2.51° 21.66% 3.61

5 mg/l 0.00° 52.27° 0.00

7 mg/l 0.00° 77.182 7.85

Kontrol 3.90° 61.36% 7.34

L. Ayni siitunda aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Snemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi igin aym siitunda aym kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
Onemsizdir.

Siirgiin Olusum (SO) Oram

Calismamizi kok olusum orani agisindan inceledigimizde, farkli dozlarda kullanilan
Ce203 ve onemli etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 6). Ancak, kullanilan genotiplerin
SO orani acisinda 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 goézlenmistir. En yliksek SO oran1 %51.40
ile Rumeli ¢esidinde gergeklesirken bunu %40.49 ile (Tablo 7) Kirik ¢esidi izlemistir. SO orani

uygulamalar agisindan degerlendirildigin de ise, en yliksek siirgiin olusum oran1 7 mg /ml Ce203
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iceren besi ortaminda (%77.18), en diisitk KO oran1 ise % 17.26 ile 1 mg/l Ce>0s igeren besi
ortaminda kaydedilmistir. Calismamizda, genotip x uygulama interaksiyonunun KO orani

tizerine etkisinin analiz sonuglarinda 6nemi oldugu goriilmiistiir (Tablo 6).

Sekil 6. Rejenerasyon baslangi¢ ortaminin 10. Giiniinde eksplantlarin goriintimleri

A) 1 mg/l CeO, uygulamasi B) 3 mg/l CeO; uygulamasi C) 5 mg/l CeO; uygulamasi D) 7 mg/l CeO uygulamasi
E) Kontrol CeO; uygulamast

Bitki Rejenerasyonu (BR) Oram

Bitki doku kiiltiiri c¢aligmalarinda en O©nemli asamalardan biri yeni bitki
rejenerasyonudur. Bu asamada bitki hem kok sistemine hem de govde sistemine sahiptir.

Denemeye alinan tiim genotiplerde bitki rejenerasyonu (BR) gerceklesmistir. Ancak farkl
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dozlarda Ce;03 igeren uygulamalar igerisinde sadece 5 mg/L Ce203 iceren ortamda bitki
rejenerasyonu gerceklesmemistir. Yapilan varyans analizleri sonucuna gore genotipler
arasindaki farkliliklar ¢ok Onemli fark gdzlenmesine (p<0.01) ragmen uygulanan farkli
dozlarda Ce;Os3 igeren uygulamalar arasinda istatistiki anlamda farklar gozlenmemistir. En
yiiksek bitki rejenerasyon orani %8.03 ile Kirik ¢esidinde, en diisiik bitki rejenerasyon orant ise
%2.01 ile Rumeli ¢esidinde meydana gelmistir. Bitki rejenerasyon orani uygulamalar agisindan
degerlendirildigin de ise, en yiliksek BR oran1 Ce203 icermeyen kontrol besi ortaminda (%7.34),
en diisiik BR orani %0.0 ile 5 mg/l Ce203 igeren besi ortaminda kaydedilmistir. Ancak, genotip
x uygulama interaksiyonunun da BR orani lizerine etkisinin analiz sonuglarinda 6énemsiz oldugu

gbzlenmistir (Tablo 6).
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Sekil 7. Rejenerasyon baslangic ortaminin 20. Giinlinde eksplantlarin goriiniimleri
A) 1 mg/l CeOz uygulamasi B) 3 mg/l CeO2 uygulamasi C) 5 mg/l CeOz uygulamasi D) 7 mg/I
CeO2 uygulamasi E) Kontrol CeO2 uygulamast
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TARTISMA VE SONUC

Tartisma

Calismamiz igerisinde, farkli genotiplerin doku kiiltiirii parametrelerine verdigi cevaplar
arastirillmistir. Ayrica farkli genotipler ve Ce»Os nanopargaciklarinin etkileri beraber
incelenmistir. Bitki doku kiiltiirii parametreleri i¢erisinde yer alan, kalus olusumu, kok, siirgiin
olusumu ve bitki rejenerasyonu tizerine genotiplerin etkisi onemli bulunmustur. Genotip doku
kiiltiirti calismalarini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Nitekim, Bregitzer (1992) ve Li et
al. 2003, bugdayda kallus olusumuna ve bitki rejenerasyonuna etki eden en 6nemli faktoriin
genotip oldugunu bildirmislerdir. Yine, Mathias and Simpson (1986), doku Kkiiltiirlinde
genotipin ortamdan daha 6nemli oldugunu kaydetmislerdir. Maes et al. 1996, 4 ekmeklik ve 3
makarnalik bugdayla yaptiklar1 ¢calismada embriyo olusturma bakimindan cesitler arasinda
onemli farkliliklar gézlemislerdir. En yiiksek embriyo olusturma orani1 % 89.3 ile “Fielder”
¢esidinden elde edilirken, en diisiik deger %2.3 ise “makva” ¢esidinden alinmistir. Yine,
Emeklier et al. 1999, kiiltiire aldiklar1 14 farkli misir genotipinin somatik embriyogenesis
kabiliyetlerinin %0.0-77.5 arasinda degistigini bildirmislerdir. Genotipler arasinda gozlenen
farkliligin temel sebeplerinden bir tanesi 6zellikle 6zellikle bitki genomu igerisinde yer alan ve
direk doku kiiltiirii parametreleri ile iliskili genlerin yer almasidir. Ornegin Reisch and Bingham
(1980) tarafindan yapilan bir ¢alismada yoncada Rnl ve Rn2 olarak isimledirilen iki genin
yiikksek oranda rejenerasyon icin gerekli oldugunu belirtilmistir. Yonca “Rangelander”
¢esidinden elde edilen ve RL34 adi1 verilen bir bitkinin yiiksek embriyogenesis kabiliyetine
sahip oldugu ve in vitro caligmalarinda genetik olarak stabil oldugu gézlenmis olup (McKersie
et al. 1989), embriyogenesisden sorumlu olan genler melezleme ile diger cesitlere de
aktarilabilmistir. Hiyarda ise orta seviyede bir somatik embriyogenesis i¢in iki dominant gen
gerekli iken, iiclincii bir dominant genin bulunmasi yiiksek oranda bir embriyo olusumu

saglamaktadir (Parrott et al. 1993).

Bununla beraber, canli i¢erisindeki farkli genomlarda in vitro rejenerasyon kabiliyetini
etkilemektedir. Higgins and Mathias, (1987) tarafindan farkli bugday genotipleri ile yapilan
caligmalarda 4B kromozomu iizerinde bulunan genlerin rejenerasyonda Onemli olduklari
belirtilirken, sitoplazmanin (Ou et al. 1989) ve mitokondriyal genomun (Rode et al. 1988) da
etkisinin olabilecegi rapor edilmektedir. Ayrica, ¢ayir iicgiilii (Keyes et al. 1980), musir
(Willman et al. 1989) ve ¢eltik (Peng and Hodges 1989) bitkileriyle yapilan c¢aligmalarda
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eklemeli (additive) genetik etkinin de somatik embriyogenesis lizerine etkisinin oldugu

sonucuna varilmistir.

Nanoteknoloji, glinlimiizde boyut, sekil ve dagilim gibi nanoparcgacik (NP) 6zelliklerine
dayanan modern malzemelerin bilimlerinde arastirilmasi gereken 6nemli alanlardan biridir.
Nanomalzemeler ve NP'lerin kullanimiyla ilgili uygulamalar hizla gelismektedir (Jain et al.
2009). Bitki doku kiiltliriinde, nanoteknolojiye dayanan, dzellikle tohum g¢imlenmesi, bitki
biiyiimesinin iyilestirilmesi, bitki genetik modifikasyonu, bitki koruma ve digerlerinde NP'lerin

kullanimu tizerine bir¢ok arastirma mevcuttur (Wang et al. 2016; Ruttkay-Nedecky et al. 2017).

Farkli calismalar, Ce;O3 nanoparcaciklarinin bitkiler iizerindeki farkli etkilerini
bildirmistir. Lopez-Moreno et al. 2010a yonca, misir ve domates bitkilerinin ¢gimlenmesi ve kok
uzamasi tizerine etkilerini arastirdiklart c¢alismada her iki parametrenin de Ce203
nanoparcaciklariindan etkilendigini bildirmislerdir. Ozellikle, orta diizey
konsantrasyonlardaki uygulamalarda domates ve misir bitkisinin ¢imlenmesinde 6nemli bir
azalma kaydedilmistir. Ancak diisiik toksisite yonca ve salatalik i¢in rapor edilmis olup, burada
kok biiyiimesi artis kaydedilmistir. 2000 mg/L'lik bir Ce203 nanopargacik konsantrasyonunda,
salatalik bitkisinde kok uzamasi uyarilmis ancak yonca ve domates bitkisinde ¢imlenmede
gecikme yasandigi rapor edilmistir. Benzer bir denemede, (Lopez-Moreno et al. 2010b) ayrica
kiibik Ce203 nanoparcaciklarinin tohum c¢imlenmesi ve soya fasulyesi fidelerinin erken
biiyiimesi iizerinde ¢aligmislar ve en yiiksek Ce203 NP (2000 mg/L) uygulamasi harig
istatistiksel olarak anlamli etki bulamamislardir. Buna karsilik, kok biiyiimesinde kontrole gore
%75 oraninda bir artis kaydetmislerdir. Calismamizda farkli dozlarda besi ortamina ilave edilen
Ce203 nanoparcaciklarinin kalus olusumu ve bitki rejenerasyonu {lizerine olas1 etkileri
arastirilmis ve Ce2O3 nanopargaciklarinin hem kalus olusumuna hem de bitki rejenerasyonuna
pozitif etkileri oldugu gdzlenmistir. Ce203 bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda yapay bitki besin

ortamina rutin olarak eklenen bir element degildir.

Nanoparcaciklarin (NP) bitki doku kiiltiiri kapsaminda yapilan ¢alismalarda, NP’larin
tird, tipi, konsantrasyonu ve boyutunun etkili oldugu bilinmektedir. NP'lerin kallus
indiiksiyonu, siirglin rejenerasyonu ve eksplant biiylimesi iizerinde olumlu etkileri
gbzlemlenmistir. Giimiis NP'lerin (5-80 mg L) tek basina veya 6-benzil amino-purin (6 BAP)
ve indol asetik asit (IAA) ile kombine edilmesi, Tecomella undulata'nin (Roxb.) biiyiime
ozellikleri iizerinde degerlendirme yapilmistir. Sonuclar, MS ortaminda 2.5 mg L™ * BAP ve 0.1
mg L™ IAA ile birlikte giimiis NP'lerin (10 mg L™ !) eklenmesinin, eksplant basina taze siirgiin

say1sini, slirgiin iireten eksplant yilizdesini ve ayrica etilen blokaj1 izerindeki etki nedeniyle bitki
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canlilig1 arttig1 tespit edilmistir. Giimiis NP'lerin 60 mg L iizerindeki konsantrasyonlar siirgiin

rejenerasyonunda azalmaya neden olmustur (Aghdaei et al.2012).

Genady et al. 2016, bakir siilfat (CuSO4) NP'leri, Verbena bipinnatifda findik fidelerinin
5,10 ve 15 uM L~ ! konsantrasyonlar1 icerisinde siirgiin ve kok uzunlugu ve taze agirligma
bakmislar ve MS ortamina 5 mg L CuSO4 NP'nin siirgiin uzunlugunu (kontrol {izerinde % 52),
kok uzunlugunu (kontrol iizerinde % 21) ve taze agirligi (kontrol lizerinde %39) arttirdigini
belirtmislerdir . Bu denemede, fenolik igerikler CuSO4 NP'lerin kullanimi ile arttirilmastr.
Talankova-Sereda et al. 2016 MS ortamina eklenen kobalt NP'ler (0.8 mg L™ 1) ile bakir (0.5
mg L™ 1) ile Mentha longifolia L. Uzerine yapilan ¢alismada bitkinin siirgiinleri, siirgiin
uzunlugunu ve koklenmeyi ve degerlendirilen tiim parametrelerde bir artis oldugu

degerlendirilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (0, 0.1, 1.0, 10, 100 veya 1000 mg L™ 1) ¢cinko oksit (ZnO)
NP'lerin (34 nm biiyiikliiglinde) mikroproagiile edilmis fizyoloji ve steviol glikozit
(rebaudioside A ve steviosid) tiretimi tizerindeki etkisi Stevia rebaudiana Bertoni bitki
siirgiinleri incelenmistir. En yiiksek siirgiin olusumu yiizdesi (% 89.6) 1 mg L ZnO NP
konsantrasyonundan elde edilmistir. Ayrica, HPLC sonuglarina gére 1 mg L*ZnO NP'lerin
oksidatif stresi altinda biiyiitiilen mikroproagiile edilmis siirgiinlerde steviol glikozitlerin
(kontrole kiyasla neredeyse iki katina ¢ikmasi) 6nemli bir artis gézlenmistir. Bununla birlikte,
antioksidan aktiviteler, ikincil metabolitlerin olusumu ve fizyolojik parametreler, 1 mg L~ ZnO
NP konsantrasyonu esigini gectikten sonra ani bir diisiis gdstermis ve 1000 mg L™ *'de minimum

seviyeye diigsmiistiir (Javed et al. 2017 ).

Prunella vulgaris L'de kallus kiiltiirii gelisimi i¢in tek basina veya naftalen asetik asit
(NAA) ile birlestirilmis tek basina glimiis veya altin NP'lerin farkli konsantrasyonlari (1: 2, 1:
3,2: 1 ve 3: 1) degerlendirilmistir. NAA (2.0 mg L™ %) ile kombinasyon halinde giimiis NP'lerin
(30 ug L™ 1), giimiis-alt NP'lerin (1: 2) ve giimiig-altm NP'lerin (2: 1) kallus proliferasyonunu
(% 100) kontrole kiyasla (% 95) iyilestirdigini gostermistir (Fazal et al. 2016).

MS ortamu tizerine giimiis NP'lerin eklenmesi, Solanum nigrum L'de kallus indiiksiyonu
degerlendirilmistir. MS ortaminda (0, 2, 4 ve 8 mg L) farkli konsantrasyonlarda sulu giimiis
NP'ler kullanilmistir. Kontrol tedavisinde (giimiis NP'leri yok), 10 giin sonra beyaz ve yesilimsi
renkte kompakt calli elde edilirken, giimiis NP'lerle takviye edilmis kiiltiir tizerine 10-13 giin
sonra beyaz, yesilimsi veya sarimsi renkte kirilgan sulu kaluslar gézlenmistir. Ayrica ortama
giimiis NP'ler eklendiginde, kallus taze agirligi ve kallus olusum yogunlugu artmis, ancak
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda NP'lerde kallus morfolojisinde deformasyonlar

bulunmustur (Ewais et al. 2015). Yaprak eksplantindan kallus indiiksiyonu igin, ¢ok duvarli
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karbon nanotiiplerin (25-500 mg mL1) B5 ortamu ile etkisi de arastirilmis ve biiyiime 25 ila 50
mg mL? konsantrasyonunda énemli dlgiide gelistirilmis, ancak daha yiiksek konsantrasyonlar

(100-500 mg mL™?) kallus biyokiitlesini azaltmistir (Ghorbanpour and Hadian 2015).

Belirtilen tiim arastirmalardan, NP'lerin bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
konsantrasyona bagli olarak, fide, kallus proliferasyonu, siirgiin ¢ogalmasi ve somatik
embriyogenezise bagl olarak pozitif veya negatif oldugu sonucuna varmak miimkiindiir, ancak

yine de NP'lerin etki mekanizmasin1 aydinlatmak i¢in arastirilmasi gereken ¢ok sey vardir.

Benzer ¢alismalarda, Ozgen et al. 1998, 12 kishik bugday genotipinde olgunlasmamis
embriyolar1 2mg/1 2,4-D igeren ortamda olgunlagsmis embriyolar1 8 mg/1 2,4-D iceren ortamda
kiiltiire almislar ve her iki eksplant i¢in de in-vitro kiiltiire yanitin genotipe bagl oldugunu
saptamiglardir. Olgun 9 embriyolarin kallus olusumu ve rejenerasyon frekansi agisindan daha
yilksek bir etkiye sahip oldugu goriilmiis ve olgun embriyolarin yi1l boyunca temin
edilebildikleri icin doku kiiltiirii calismalarinda etkili bir eksplant kaynagi olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica bes makarnalik bugday c¢esidinin doku kiiltiiriine
yanitin1 belirlemek i¢in yapilan ¢calismada yogun embriyogenik ve rejenere olan kalluslar, 2,4-
D igeren ortamda olgunlasmamis embriyolar skutellumlari ile birlikte kiiltiire alinmis ve 2,4-

D’siz ortamda rejenerasyon saglandigi, {ic genotipin en iyi yanit verdigini belirlemislerdir

(Borelli et al. 1991).

Sonuc¢

Bu ¢aligmada MS besi yeri uygulmasi kontrol grubu olmak iizere, MS besi ortamina
Seryum nanopartikiiliin 4 farkli dozu eklenerek Seryum elementinin Rumeli ve Kirik ekmeklik

bugday ¢esitlerinin olgun embriyo kiiltiirii iizerine etkileri incelenmistir.

Yapilan bu calisma sonucuna gore genel olarak Kirik ¢esidinin Rumeli ¢esidine gore
doku kiiltiirii uygulamalarina daha iyi cevap verdigi goriilmiistiir. Bu durum, doku kiiltiirii

caligmalarinda genotipin etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Calismada kullanilan CeO2 NP’lerin kalus, kok ve silirglin olusumu {izerine etkileri
onemli bulunmustur. NP'lerin bitki doku kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilan konsantrasyona
bagl olarak, fide, kallus proliferasyonu, siirglin ¢ogalmasi ve somatik embriyogenezise bagl
olarak pozitif veya negatif oldugu sonucuna varmak miimkiindiir, ancak yine de NP'lerin etki

mekanizmasini aydinlatmak i¢in arastirilmasi gereken ¢ok sey vardir.
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