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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

EKMEKLİK BUĞDAY (Triticum aestivum l.) OLGUN EMBRİYO KÜLTÜRÜNDE 

SERYUM NANOPARÇACIKLARININ KALLUS OLUŞUMU VE BİTKİ 

REJENERASYONU ÜZERİNE ETKİLERİ 

Kübra SARIGÜL 

Danışman: Prof. Dr. Kamil HALİLOĞLU 

Amaç: Çalışmamız içerisinde, farklı genotiplerin doku kültürü parametrelerine verdiği 

cevaplar araştırılmıştır. Ayrıca farklı genotipler ve Ce2O3 nanoparçacıklarının etkileri beraber 

incelenmiştir. 

Yöntem: Bu çalışmada Kırik ve Rumeli ekmeklik buğday çeşitleri materyal olarak kullanılmış 

ve olgun embriyoları, Ce2O3 nanoparçacığının 4 farklı dozunda (1mg/L, 3mg/L, 5mg/L, 7mg/L) 

ve nanoparçacıksız kontrol uygulaması ile MS besi ortamında denemeye alınmıştır. Tohumlar 

yüzey sterilizasyonundan sonra olgun embriyolar çıkartılıp besi yerlerine alınarak kallus 

kültürü başlatılmış ve kallus oluşumu, eksplant başına embriyogenik kallus oluşumu, kallus 

başına embriyogenik kallus oluşumu, kök oluşumu, sürgün oluşumu, ve bitki rejenerasyonu 

oranı parametreleri incelenmiştir.  

Bulgular: En yüksek kallus oluşum oranı Kırik çeşidinde 7 mg/L Ce2O3 NP dozunda meydana 

gelmiş, en düşük kallus oluşumu ise 1mg/L Ce2O3 NP Rumeli çeşidinde sağlanmıştır. Eksplant 

başına kallus oluşumu en yüksek Kırik kontrol besi ortamında çıkarken en düşük Rumeli 

çeşidinin 3 mg/L Ce2O3 içeren besi ortamında kaydedilmiştir. Kallus başına embriyogenk kallus 

oluşum oranı en yüksek Kırik çeşidinin kontrol besi ortamında en düşük Rumeli çeşidinin 

3mg/L Ce2O3 içerdiği besi ortamında kaydedilmiştir. Kök oluşumu  en yüksek oranı %16,03  

Rumeli çeşidinde en düşük kök oluşumu ise %3,94 Kırik çeşidinde belirlenmiştir. Sürgün 

oluşum oranı %51,40 Rumeli çeşidinde %40,49 Kırik çeşidinde gözlenmiştir. En yüksek bitki 

rejenerasyonu oranı Kırik çeşidinin nanoparçacık içermeyen kontrol besi ortamında , en düşük 

ise 5mg/L Ce2O3 içeren Rumeli besi ortamında kaydedilmiştir. 

Sonuç: Bitki doku kültürü parametreleri içerisinde yer alan, kalus oluşumu, kök, sürgün 

oluşumu ve bitki rejenerasyonu üzerine genotiplerin etkisi önemli bulunmuştur. Genotip doku 

kültürü çalışmalarını etkileyen önemli faktörlerden biridir. En yüksek kallus oranı oluşum ve 

bitki rejenerasyonu kırik ekmeklik buğday çeşidinde tespit edilmiştir.Denemede doku 

kültüründe besi ortamına eklenen Ce2O3 dozlarının kallus oluşumu ve rejenerasyonu artırdığını 

ancak bu konuda genotipik etkisini önemli olduğu sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Buğday, Seryum , Kallus, Embriyogenik kalus, in vitro rejenerasyon, ,  

Ağustos 2021, 52 sayfa 
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ABSTRACT 

MASTER THESIS 

 

THE EFFECTS OF CERIUM NANOPARTS ON CALLUS FORMATION AND 

PLANT REGENERATION IN BREAD WHEAT (Triticum aestivum l.) MATURE 

EMBRYO CULTURE 

 

Kübra SARIGÜL 

 

Supervisor: Prof. Dr. Kamil HALİLOĞLU 

Aim: In our study, the responses of different genotypes to tissue culture parameters were 

investigated. In addition, the effects of different genotypes and Ce2O3 nanoparticles were 

examined together. 

Method: In this study, Kırik and Rumeli bread wheat cultivars were used as material and 

mature embryos of Ce2O3 nanoparticles at 4 different doses (1mg/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 Kırik cultivar at a dose of 7 mg/L 

Ce2O3 NP, while the lowest callus formation was achieved in 1mg/L Ce2O3 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 Ce2O3 of the Rumeli variety. 

The highest embryogenic callus formation per callus was recorded in the control medium of 

Kırik variety and the lowest callus formation in the medium containing 3mg/L Ce2O3 of Rumeli 

variety. The highest root formation was 16.03% in Rumeli variety and the lowest root formation 

was %3.94 in Kırik variety. The highest shoot formation was observed in Rumeli %51.40 and 

the lowest %40.49 Kırik variety. The highest plant regeneration rate was recorded in the control 

medium without nanoparticles of Kırik variety, and the lowest in 5mg/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 Ce2O3 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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GİRİŞ 

Nanoteknoloji, nano ölçekte fiziksel, biyolojik ve kimyasal olayların anlaşılması, 

kontrolü, üretimi ve taklit edilmesi amacıyla yapılan çalışmaları konu edinen birçok disiplini 

içerisinde barındıran bir bilim dalıdır. Gösterdiği üstün özellik ve işlevlerden dolayı, nano 

boyutlu malzemeler, nano parçacıklar, nano tüpler, nano teller veya nano ince filmler 

günümüzde yoğun ilgi görmektedir (Goldstain 1997). Boyutları 1-100 nm aralığında  belirtilen 

nano parçacıklar  nanoteknolojinin temelini oluşturmaktadır (Müller and Cheetham 2005) 

Nanoparçacıkların özelliklerini öne çıkartan temel sebepler; aynı olmayan yüzey atomlarının 

karakterleri, kuantum etkileri ve  yüksek yüzey-hacim oranı olarak belirtilmiştir (Liveri 2006) 

Nanoparçacık sentezindeki katalizörler, optik faaliyetler için özel malzemeler ile süper 

iletkenlik, aşınmaya dayanıklı katkı maddeleri ve özel teşhis ekipmanları gibi birçok teknolojik 

ve tıbbi malzemelerin hazırlanmasına neden olunmuştur. 

Günümüzde nanoteknolojik alanda hızlı gelişmeler birçok ürünün hayatımıza girmesine 

neden olmuştur. Binden fazla nanoteknolojik çalışmaların günlük ürünler arasında olduğu 

görülmektedir. Kirlenmez bebek kıyafetleri ve masa örtüleri, kirlenmez ve su tutmaz boyalar, 

traş kremleri ve güneşten koruyucular, tedavi için kullanılan ilaçlar bu örneklerden birkaç 

tanesidir (Roco 2005). Tıpta nanopartiküller; ultrason, manyetik çekimler, görüntülü ve nükleer 

tomografi vb. radyolojik ve tıbbi bölümlerde moleküler görüntüleme amacıyla hastalığa yönelik 

tedavi ve aşı geliştirilmesi amacıyla hayatımıza girmektedir. (Medina et al. 2007). 

Bitkisel üretimin birçok  alanında da NP’lerin kullanımı söz konusudur ve bu kullanımı 

gelecekte de NP’lerin kullanımı artarak devam edecektir. Nanoparçacıkların, daha düşük 

dozlarla herbisitlerin ve pestisitlerin etkili olmasının sağlanması istenilmektedir. 

Nanoparçacıklar; yenilenebilir enerji kaynakları ve katalizörlerin kullanımı ile kirliliği 

minimize ederek çevreyi korumayı amaçlamıştır (Scott and Chen 2002). Bitki gelişimini, 

gübrelemeyi, kimyasal ve su kullanımının potansiyel üretiminin verimli şekilde artmasını 

sağlanacaktır (Rickman et al. 2006). Ayrıca zirai atıkların azaltılmasına, çevre kirliliğinin 

minimum dereceye inmesini mümkün kılabilmesi amaçlanmaktadır. Pamuk, soya fasulyesi, 

çeltik ve fıstıkta önemli zararlıları karşı geniş yelpazede etkileri olan ürünlerin kullanılması 

önerilmiştir (Novartis 1997). Bitki hücrelerinde nanopartiküllerin yüzeye bağlanma özellikleri 

araştırılmış ve özel ekipmana gerek olmadan nanopartikül kimyasalların ve DNA’ nın aktarımı 

gerçekleştirilmiştir (Torney et al. 2007). ABD’de demir kaynaklı nanopartiküller, yer altı 
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suyunu ve bulaşık araziyi temizlemek için kullanılmaya başlamıştır. Plazmid transferi 

nanopartiküller ile yapılmış ve transgenik bitki oluşumu sağlanmıştır (Christou et al. 1998). 

Karşılaşılan yaygın sorunlardan biri, tüketici memnuniyeti için yiyecek ve içeceklerin ilk günkü 

kadar tazeliğinin ve kalitesinin korunamamasıdır. Virus ve bakteri bulaşan yiyeceklere 

rastlamak mümkündür. Nanoteknoloji, teknolojik biyosensörlerin paketlenmesinde ve 

tasarlanmasında etkili olabilir (Kumari and Yadav 2014). 

Wilhelm Hisinger ve Jöns Jacob Berzelius tarafından Seryum (Ce ) 1803 yılında 

İsveç’te demir madeninde bir mineral içerisinde bulunulmuştur. 

Seryum (simgesi Ce), atom ağırlığı 140.11, atom numarası 58, atom yoğunluğu 6,77 

olan bir elementtir. Erime noktası 799°C, kaynama noktası 3443°C’dir. Element tablosunda 3B 

grubunda lantanit serisinde yer alan 2. elementtir. Toprakta bulunan nadir elementlerdendir. 

Gümüşümsü, katı olmayan ve bıçak ile kesilebilen işlenmesi kolay olan elektropozitifliği 

yüksek bir saf metaldir (Anonim, 2021) 

Bu tez kapsamında yapılan çalışma ile Ce2O3 nanopartikülleri yeşil sentez yöntemiyle 

üretilmiş ve bitki doku kültürü çalışmasıyla insan beslenmesinde çok önemli yer tutan buğday 

bitkisinin in vitro rejenerasyonu üzerine bu nanopartiküllerin etkisi araştırılmıştır. 

Bitki doku kültürü, tamamen steril şartlar altında arzu edilen bitkinin organı ya da 

hücreleri vasıtasıyla tam bir bitki, yeni bir doku veya metabolit eldesi gerçekleştirmek adına 

yapılan işlemlerin tümüne verilen isimdir. Bu teknikle asıl hedeflenmekte olan bitki 

rejenerasyonu yani yeni bir bitkinin elde edilmesidir (Purnhauser et al. 1987). Buğday (Triticum 

aestivum L.), sahip olduğu besin değeri, işlenme kolaylığı ve yüksek adaptasyon kabiliyeti 

dolayısıyla, üretim ve ekiliş alanı açısından ilk sıralarda yer almaktadır. Buğday, dünya besin 

alım döngüsü içerisinde kendisine büyük oranda yer bulabilen bir bitki olması nedeniyle in vitro 

kültürde çalışması yoğun olarak yapılan bir bitkidir (Delporte et al. 2014). Dünyada yaklaşık 

olarak 50 ülkenin temel besini olduğu bilinmektedir. Ülkemizde de buğday ve buğday kaynaklı 

besinler, tüketilen bitkisel kaynaklı besinlerin %53’ünü oluşturmaktadır. Türkiye kişi başına 

yaklaşık olarak 250 kg buğday tüketimi gerçekleştirerek bu konu başlığında dünyada ilk 

sıralarda görülmektedir. Dünyanın %35’lik kısmının temel besin maddesi konumunda olan 

buğday, pek çok avantajlarından dolayı bugün büyük oranda ekiliş alanına sahiptir. Adaptasyon 

kabiliyetinin yüksek oluşu, depolama, işleme işlemlerinin kolaylığı, üretim sürecinin 

karmaşıklıktan uzak olması sebeplerinden ötürü buğdayın tercih edilebilirliği son derece 

yüksek olmaktadır. 

Buğday tanesi insan beslenmesinde son derece önemli bir konuma sahiptir. Sahip 

olduğu %65-70 nişasta oranının yanında tane içerisinde %8-15 oranında değişen protein ihtivası 
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da söz konusudur. Bunların yanında bir buğday tanesinde bulunan yağ oranı %1-5 iken, şeker 

içeriği %1.5-3, içerdiği kül miktarı %1-2, nem oranı ise %11-13 olarak ifade edilmektedir. 

Bahis edilen içerik oranlarının yanında buğday tanesinde insan ve hayvan beslenmesinde son 

derece önemli olan vitaminlerin de var olduğu bilinmektedir (Kün 1988). 

Buğday yetiştiriciliğinde ve ıslahında var olan problemlerin giderilmesi amacıyla doku 

kültürü ve biyoteknoloji kaynaklı yöntemlerin kullanımı son derece yaygındır. Buğday in vitro 

kültüründe kallus oluşumu ve rejenerasyon kabiliyetinin bitkinin sahip olduğu genetik bilgiyle 

birebir ilişkili olduğu unutulmamalıdır (Sehirali vd 1988). 

Seryumun bitki büyümesini ve gelişimini uyardığı, çimlenmeyi önemli ölçüde attırdığı 

ve fidelerin kök gelişimini teşvik ettiği bazı çalışmalarda bildirilmiştir. Ancak nanoparçacık 

haline getirilen seryumun in vitro rejenerasyon sistemine ne tür etkileri olabileceği hakkında 

literatürde bilgi yer almamaktadır. Bu çalışmanın amacı seryum parçacıklarının in vitro 

rejenerasyon sistemi içerisinde önemli yer tutan kallus oluşumu ve bitki rejenerasyonu 

parametrelerine olası etkilerine buğday embriyo kültürü kullanarak belirlemektir. 
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KAYNAK ÖZETLERİ 

Bitki doku kültürü, kontrollü ve aseptik şartlar altında, yapay besi ortamı kullanarak 

bitki hücrelerinin veya bitki kısımlarının büyümesine ve yeni bitkilerin rejenere edilmesine 

yönelik geliştirilmiş bir sistemdir.  Sitoloji, embriyogenez, morfogenez, beslenme, patoloji ve 

germplazmın korunması, genetik manipülasyon, büyük ölçekli klonal çoğaltma ve patojen 

içermeyen bitkiler ve faydalı metabolitlerin üretimi gibi bitki biyolojisinin temel ve uygulamalı 

alanları için önemli bir tekniktir (Thorpe 2007). Genetik transformasyon ve çoklu çoğaltım için 

verimli bir bitki rejenerasyon protokolü olmak zorunludur. İn vitro bitki kültürünün başarısı, 

genotip, donör bitkilerin fizyolojik durumu, eksplantların tipi, yüzey strelizasyon yöntemleri, 

kültür ortamı, bitki büyüme düzenleyicileri, spektral, ışık yoğunluğu kalite foto-periyod ve 

sıcaklık gibi çeşitli faktörlere bağlıdır (Sivanesan and Park 2015). Kültür ortamının bileşimi, 

eksplantların morfogenetik potansiyelini öneli bir şekilde etkilemektedir. Ortam genellikle 

makro ve mikro besin maddeleri, amino asitler, organik takviyeler, vitaminler, karbon 

kaynakları, bitki büyüme düzenleyicileri ve katılaştırıcı maddelerden oluşur. Kültür 

ortamındaki mineral elementlerin optimizasyonu eksplantların büyümesini ve morfogenezini 

arttırır. Ayrıca bu minerallerin optimizasyonu hücre ve organ kültürlerindeki hücre 

proliferasyonunu, organogenezisini, somatik embriyogenezini, sürgün kalitesini ve biyoaktif 

bileşik içeriğini geliştirmektedir (Thorpe 2007) 

Nanoteknoloji, 100 nm'ün altındaki uzunluk ölçeklerinde malzemelerin incelenmesini 

ve onları amaçları doğrultusunda manipüle edilmesini içermektedir. Günümüzün 

nanoteknolojisi yapıları nanometre ölçeğinde belirlendiği için benzersiz özelliklere sahip yeni 

malzemeler oluşturmak için kimya, fizik, malzeme bilimi ve biyoteknoloji alanında ki 

gelişmeleri kullanmaktadır. Bu malzemelerden bazıları güneşten koruyucular, leke tutmayan 

boyalar ve tekstil ürünleri gibi tüketicilerin sıklıkla kullandığı ürünler arasına girmiştir. 

Diğerleri, insanlığın en büyük sorunlarından olan hastalıklar, temiz enerji, temiz su ve daha 

temiz bir çevre gibi problemlere çözüm bulmak için yoğun bir şekilde araştırılmaktadır. 

Nanomalzemelerin dikkate değer uygulamalarından bazıları ise şunlardır: kozmetikler (örneğin 

radyasyon emici özelliklere sahip güneş koruyucu losyonlar); nanokompozitlerin mekanik 

özelliklerini geliştirmek ve yeni özellikler (optik, elektronik vb.) vermek için güçlendirilmiş 

olarak nanokompozit malzemeler ve nanotüpler; bir nanomateryalin nanometre kalınlığının 

aşınma ve çizilmeye karşı direnç, optoelektronik özellikler ve hidrofobik özellikler vb. 

geliştirmek için kullanılabildiği nano kaplamalar; gelişmiş aşınma ve erozyon direncine sahip 
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olan  geleneksel dökme malzemelerinden daha uzun süre dayanan tungsten karbür, tantal karbür 

ve titanyum karbür gibi metal nanokompozitler kullanan sert kesme aletleri; monitörler ve 

televizyonlar için karbon nanotüpleri emisyon cihazları olarak kullanan ekranlar (FED'ler: 

kaynak emisyon ekranları); hafif, yüksek enerjili yoğunluklu piller; yakıt katkı maddeleri ve 

katalitik olarak verimli malzemeler; yağlayıcılar olarak nanoküreler; veri depolama 

cihazlarında nano ölçekli manyetik malzemeler; su arıtımı için nanoyapılı membranlar; ve son 

ve en öemli olarak bu nanomalzemeler nanoelektronik, nanobiyoteknoloji ve nanotıp içine 

girmiş bulunmaktadırlar (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 kültüründe, nanoteknolojinin kullanımına dair çok sayıda olumlu rapor 

vardır. Nanopartiküller (NP'ler) tohum çimlenmesini iyileştirmek, bitki büyümesini ve verimini 

arttırmak, bitki genetik modifikasyonunu sağlamak, biyoaktif bileşik üretimini geliştirmek ve 

bitkiye koruma sağlamak için yaygın olarak kullanılmaktadır (Wang et al. 2016; Ruttkay-

Nedecky et al. 2017). 

Domates tohumlarına silikon dioksit (SiO2) uygulanması ile yapılan çalışmada NP'lerin 

tohum çimlenmesi ve fide büyümesinin yüzdesini arttırdığı tespit edilmiştir (Siddiqui and 

Whaibi 2014).  Altın kaplı mezoporlu silikalı NP'ler ile tütün protoplastlarına, hücrelerine ve 

yapraklarına DNA taşınmıştır (Torney et al. 2007). Meyan fidelerine yapılan NP bakır oksit 

(CuO) ve çinko oksit (ZnO) işlemi antosiyaninler, avonoidler, glisirizin, fenolik bileşikler ve 

tanenlerin içeriğini arttırdığı gözlenmiştir (Oloumi et al. 2015). Silika-gümüş NP'lerin çeşitli 

bitki patojenlerine karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip oldukları bildirilmiş, silika gümüş 

NP'lerin enfekte olmuş kabağın yeşil aksamlarına uygulanmasından sonra küllemenin kontrol 

edilmesi için uygulanabilir olduğu ortaya koyulmuştur (Park et al. 2006). 

Bitki doku kültüründe mikrobiyal kontaminasyon ciddi bir sorundur. Mikrobiyal 

kontaminasyon kaynakları içerisinde eksplantların kendileri ve kullanılan laboratuvar yer 

almaktadır (Leifert et al. 1994). Eksplantların yüzey sterizilizasyonu, in vitro kültür 

başlangıcından önce önemli bir adımdır çünkü mikroorganizmalar doku kültürü ortamlarında 

eksplantlardan daha hızlı büyürler ve kültür başlangıcını ciddi şekilde etkileyebilirler. Kalsiyum 

hipoklorit (CaOCl), etanol (EtOH), hidrojen peroksit (H2O2), sodyum hipoklorit (NaOC1), 

merkürik klorür (HgCl2), gümüş nitrat (AgNO3), antibiyotikler ve fungisitler gibi çeşitli 

sterilizasyon ajanları steril eksplantlar elde etmek için sıklıkla kullanılmaktadır (Leifert et al. 

1994).  Dezenfektanların konsantrasyonu ve kullanılırken maruz kalma süreleri eksplantların 

kalitesini etkilemektedir. Ayrıca, endojen bakterileri yok etmek çok zordur ve bu nedenle, 

bakterileri öldürmek veya bakteri üremesini önlemek için kültür ortamına çeşitli antibiyotikler 
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ve AgN03 dahil edilmektedir (Leifert and Cassells 2001). Bununla birlikte, çeşitli bitki 

türlerinin hücre, doku ve organ kültürlerine antibiyotiklerin uygulanmasından sonra ki 

fitotoksisitesi de rapor edilmiştir (Leifert et al. 1992; Leifert and Cassells 2001; Teixeira et al. 

2003; Qin et al. 2011; Tambarussi et al. 2015). Bazı dezenfekte edici ajanlar eksplantlardaki 

kontaminantları ortadan kaldıramadıkları gibi fitotoksisiteleri nedeniyle organogenezi 

etkilemişlerdir. Metal ve metal oksit NP'lerin çeşitli mikroorganizmaların ortadan 

kaldırılmasında yararlı olduğu kanıtlanmıştır (Wang et al. 2017). Gümüş (Ag), alüminyum 

oksit (Al2O3), CuO, demir oksit (Fe3O4), altın (Au), magnezyum oksit (MgO), nikel (Ni), 

silikon (Si), Si02, titanyum dioksit (TiO2) ve ZnO'nun çeşitli mikroorganizmalara karşı 

antimikrobiyal aktivitelere sahip olduğu bildirilmiştir (Beyth et al. 2015). Abdi et al (2008), 

Valeriana officinalis'te bakteriyel kontaminasyonu kontrol etmek için ilk kez Ag NP'leri 

kullanmı, serada yetiştirilen bitkilerden elde edilen tek boğum eksplantları, 1 dakika boyunca 

% 70 EtOH, 1 dakika boyunca % 10 Clorox ve daha sonra 180 dakika boyunca 100 mg L-1 Ag 

NP'leriyle yüzey dezenfekte edilmiş; bu işlemle % 89 oranında kontaminasyon içermeyen 

kültürler elde edilmiştir. Ayrıca, Ag NP uygulaması sürgün çoğalmasını ve köklenmeyi ise 

etkilememiştir. Benzer şekilde, Vitis vinifera’nın yaprak eksplantları, 30 saniye boyunca % 95 

EtOH ve 20 dakika boyunca 1000 mg L-1 Ag NP'leri ile dekontamine edildiği bildirilmiştir 

(Gouran et al. 2014). 

Mahna et al. (2013) Ag NP tedavisi uygulanmış, Arabidopsis tohumlarının, patates 

yapraklarının ve domates kotiledonlarının yüzey dezenfeksiyonu üzerindeki etkilerini 

belirlemeye çalışmışlardır. Eksplantların 100 mg L-1 Ag NP'leri ile 1 veya 5 dakika süreyle 

uygulanmasından sonra tohumların, yaprakların veya kotiledonların dekontamine edilmesi (% 

100) için ideal olduğu ve bu uygulamanın eksplantın canlılığı üzerinde hiçbir yan etkisi 

bulunmadığı belirtmişlerdir. Fakat daha yüksek Ag NP konsantrasyonları uygulanmasıyla 

tohum çimlenmesi ve yaprak ve kotiledonun canlılığının azaldığı da tespit edilmişlerdir. İn vitro 

kültürlerde, odunsu bitkilere bulaşmış mikroplardan arındırılma işlemi çok zordur. 

NP'lerin antibakteriyel özelliği yeni bir konsept olmamakla beraber; en bilinenleri ise 

Ag NP'leri, TiO2 NP'leri ve ZnO NP'leri olmak üzere NP'lerin en iyi çalışılmış ve başarılı 

olanlarıdır (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 kültürlerinde 

mikrobiyal kontaminantların giderilmesinde NP'lerin etkinliği boyutlarına, boyutlarına, 

dağılımlarına ve tiplerine bağlıdır. Ayrıca, farklı bitki türlerinden elde edilen eksplantlar 

üzerinde farklı tür ve düzeylerde NP'lerin fitotoksisite olmadan veya minimum olacak en iyi 
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dozu belirlemek için araştırılması önemli bir konudur.  NP'lerin etkinliği, sterilizasyon ajanları 

veya antibiyotiklerle birleştirildiklerinde sinerjistik etkileri daha da iyi hale getirilebilir. 

Birçok çalışma ile NP'lerin kallus indüksiyonu, sürgün rejenerasyonu ve büyümesi 

üzerinde olumlu etkileri olduğu ortaya konulmuştur. Tecomella undulata'da, kök eksplantları 

10 mg L-1 Ag NP, 2.5 mg L-1 BAP ve 0.1 mg L-1 IAA ile büyütülmüş MS ortamında kültüre 

alındığında sürgün oluşum yüzdesi, sürgün sayısı ve kallus oluşumu artmıştır (Aghdaei et al. 

2012). Ag NP'lerin organogenez üzerindeki olumlu etkileri etilen üretiminin inhibisyonundan 

kaynaklanabileceği tespit edilmiştir. T. undulata'nın nodal eksplantları 60 mg L-1 Ag NP, 2.5 

mg L-1 BAP ve 0.1 mg L-1 IAA ile zenginleştirilen MS ortamında kültüre alındığında sürgün 

sayısı, oluşan sürgünlerin uzunluğu ve üretilen sürgünlerin yüzdesi ise önemli ölçüde artmıştır 

(Sarmast et al. 2015). Ayrıca, Ag NP uygulaması TuACS geninin aşağı regülasyonu, 

explantların aşırı olgunlaşmasını geciktirmiş ve hayatta kalma oranını arttırmıştır. Bununla 

birlikte, daha yüksek konsantrasyonlarda (60 mg L-1'in üzerinde) sürgün rejenerasyonu üzerinde 

olumsuz etkisi görülmüştür. Sharma et al. (2012), Ag NP'lerin 50 mg/L’de MS bazal ortamına 

katılmasının, Brassica juncea fidelerinin büyüme özelliklerini geliştirdiğini bildirmiş ve 

hidrojen peroksit, malondialdehit (MDA) ve prolin içeriğini, antioksidan enzimleri aktive 

edilmesiyle azaltmıştır. Bununla birlikte, daha yüksek Ag NP konsantrasyonlarının (100-400 

mg/L) fide büyümesi üzerinde zararlı bir etkisi olduğu tespit edilmiştir. Brassica nigra'da, MS 

kültür ortamına ZnO NP'leri (500–1500 mg/L) ilave etmek tohum çimlenmesini önemli ölçüde 

azaltmıştır.  ZnO NP'lerin varlığında ise sürgün ve kök uzunlukları önemli ölçüde etkilenmiştir. 

Öte yandan, 1-20 mg L-1 ZnO NP içeren MS ortamı üzerinde B. nigra'nın kök eksplantlarının 

büyümesi, kök oluşumuyla sonuçlanmıştır (Zafar et al. 2016). Au NP'lerin MS bazal ortamına 

eklenmesinin Arabidopsis thaliana'da tohum çimlenme oranını ve fide gelişimini arttırdığı 

gözlemlenmiştir (Kumar et al. 2013).  10 mg mL-1 Au NP'lerle uygulanan bitkilerde ise kapsül 

uzunluğu ve tohum sayısı fazla olduğu bildirilmiştir. Au NP'lerle uıygulaması ile antioksidan 

enzim aktivitesini geliştirilerek A. thaliana'da mikro RNA'ların (miR398 ve miR408) 

ekspresyonunda bir azalmaya yol açtığı ortaya konmuştur. Bu fizyolojik ve moleküler 

farklılıklar Au NP'lerin faydalı etkilerinden kaynaklanıyor olabilir.  MS ortamına 5 mg L-1 bakır 

sülfat (CuSO4) NP'nin dahil edilmesi ile elde edilen sonuçlara göre Verbena bipinnati bitkisinde 

sürgün uzunluğunu (kontrol üzerinde % 52), kök uzunluğunu (kontrol üzerinde % 21) ve taze 

ağırlığı (kontrol üzerinde % 39) önemli ölçüde artırmıştır (Genady et al. 2016). Modifiye MS 

ortamına eklenen 0.5 mg L-1 Cu NP ve 0.8 mg L-1 Co NP ile Mentha longifolia bitkisinde sürgün 

sayısı, sürgün uzunluğu ve köklenmenin arttığı gözlemlenmiştir (Talankova-Sereda et al. 

2016). Stevia rebaudiana'nın nodal eksplantlarının,  1 mg L-1 ZnO NPS eklenmiş MS ortamına 

üzerinde kültüre alınması ile en yüksek sürgün oluşumu (% 89.6) elde edilmiştir (Javed et al. 
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2017).  Spinoso-Castillo et al. (2017), Ag NP'lerin (Argovit, ticari bir ürün) kök yenilenmesi 

üzerinde daldırma biyoaktör sistemi le hormesis etkilerine bakmışlardır. En fazla sürgün sayısı, 

sırasıyla 14.33 ve 14.89 değerleri ile 25 veya 50 mg L-1 Ag NP'leri ile takviye edilmiş MS 

ortamında elde edilirken, 200 mg/ L ile takviye edilmiş MS ortamında en az sürgün sayısı (4.55) 

gözlenmiştir. Domates bitkilerinde, 15 mg L-1 ZnO NP ve 3.0 g L-1 NaCl içeren ortamda ki 

kallus büyümesi ve bitki rejenerasyonu maksimuma çıkarıldığı gözlemlenmiştir (Alharby et al. 

2016). ZnO NP'ler, GPX ve SOD gibi antioksidan enzim oranlarında artışı regüle ederek 

NaCl'nin etkilerini azalttığı tespit edilmiştir. Köpek üzümü bitkisine uygulanan 5 mg L-1 BA, 3 

mg L-1 NAA ve 8 mg ile arttırılmış MS ortamında kallus oluşumu oranı (% 89) ve kallusun taze 

ağırlığının (yaprak eksplant başına 4.67 g) arttırıldığı gözlenmiştir (Ewais et al. 2015). 

Ghorbanpour and Hadian, (2015) ise çok duvarlı karbon nanotüplerin (25-500 mg mL-1) 

Satureja khuzestanica'nın yaprak eksplantlarından kallus indüksiyonu üzerindeki etkisini 

araştırmış, 25-50 mg mL-1 miktarı eklenmiş B5 ortamında kallus gelişmesi önemli önemli 

oranda gözlenmiştir. Bununla birlikte, 100-500 mg mL-1 oranında ise çok duvarlı karbon 

nanotüplerin varlığı kallus biyokütlesini azaltığı tespit edilmiştir. 100 mg mL-1 oranında çok 

duvarlı karbon nanotüplerin 1 mg L-1 2,4-D içeren bir ortama eklenmesiyle, tütün 

eksplantlarının kallus büyümesini arttırdığını (kontrole göre % 64 artış) bildirdirmişlerdir 

(Khodakovskaya et al. 2012). Karbon nanotüpleri kullanımı, hücre bölünmesi (CycB), hücre 

duvarı uzantısı (NtLRX1) ve su taşınmasında görev yapan (NtPIP1) genlerin düzenlenmesi ile 

kallus gelişimini arttırdığını ortaya konmuştur.  Bununla birlikte, (10-600 mg L-1) karbon 

nanotüp uygulamasının Arabidopsis'te hücre canlılığını ve kuru ağırlığını azalttığı görülmüştür 

(Lin et al. 2009). Benzer şekilde, çeltik hücresi süspansiyon kültürlerine karbon nanotüplerin 

eklenmesi ile de hücre canlılığını azaldığı gözlenmiştir (Tan et al. 2009). MS ortamında karbon 

NP'lerinin varlığı ise keten bitkisinde kallus indüksiyon sıklığını azaltmıştır (Kokina et al. 

2012). On kenarlı (45±5 nm), küresel (8±2 nm) ve üçgen (47±7 nm)  gibi Ag NP ‘nin üç farklı 

morfolojisinin Arabidopsis bitkisinde fide büyümesi, gen ekspresyonu ve fizyolojik 

değişiklikleri üzerindeki etkilerini araştırmıştır (Syu et al. 2014). Fideler üçgen veya onkenarlı 

Ag NP'lerle kök büyümesi arttırılırken, küresel Ag NP uygulamasının bir etkisi gözlenmemiştir. 

Aynı zamanda, Ag NP tedavisinin, antioksidan enzimlerin içeriğini ve oksin, absisik asit ve 

etilenin biyosentezinde yer alan genlerin ekspresyonunu değiştirdiği bildirilmiştir. 

Poborilova et al. (2013) tütün hücresi süspansiyon kültürlerine Al203 NP'lerin (10-100 

mg mL-1) ilave edilmesinin, reaktif oksijen (ROS) ve azot türlerinin (RNS) üretimi yoluyla 

hücre canlılığını önemli ölçüde azalttığını bildirmiştir. Yarım kuvvetli MS ortamında 250 mg 

L-1 seryum oksit (CeO2) ve 50-500 mg L-1 indiyum oksit (In2O3) varlığı Arabidopsis thaliana 

fidelerinin biyokütlesini önemli ölçüde arttırdığı (Ma et al. 2013), fakat fide büyümesi azaldığı 
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ortaya konmuştur.  Arabidopsis'te fideler 250 mg L-1 CeO2 ve 1000 mg L-1 In2O3'e maruz 

bırakıldığında, bitkilerde net oksidatif stres gösteren ROS üretiminin önemli ölçüde arttığı 

gözlenmiştir (Ma et al. 2016). Muz eksplantlarında, 100 mg L-1 Zn NPs ardından ZnO NP'ler 

ile arttırılmış MS ortamında maksimum somatik embriyogenez sıklığı gözlenmiştir. Her iki NP 

de MS ortamına eklenirken sürgün ve kök uzunlukları da artmıştır (Helaly et al. 2014). Fakat, 

bununla birlikte, daha yüksek konsantrasyonlar ise kallus büyümesini azaltmış ve antioksidan 

enzim aktivitesini arttırmıştır (Anwaar et al. 2016).  CuO NP'ler (15-20 mg L-1) takviyesinin 

çeltik çeşitlerinde organogenezi arttırdığını bildirmiştir. Daucus carota'da Fe3O4 içeren MS 

ortamında hücre proliferasyonu ve somatik embriyo sayısı azaldığı görülmüştür (Giorgetti et 

al. 2011). 

Farklı bir genin bitki hücrelerine, dokularına ve organlarına iletilmesi ve transferi için 

elektroporasyon, partikül bombardımanı (doğrudan) ve Agrobacterium (dolaylı) yöntemleri 

kullanılır. Elektroporasyon tekniği genlerin protoplastlara aktarılmasında yaygın olarak 

kullanılan bir yöntemdir. Ancak, protoplastların izolasyonu ve rejenerasyonu oldukça güçtür. 

10 mg L-1 Ag NP'nin yaprak inkübasyon tamponuna ilave edilmesi ile tütündeki canlı protoplast 

verimini arttırdığını bildirmiştir (Bansod et al. 2015). Bu, protoplast izolasyonu sırasında 

selülolitik enzimlerin neden olduğu hasarı en aza indirmeye ve protoplast izolasyonunda 

kısıtlayıcı olan maliyetin düşürülmesine yardımcı olur. 

Pasupathy et al. (2008), Poli (amidoamin) dendrimer NP'leri kullanarak bitkilerde yeni 

bir gen değiştirme (transfer) yöntemi geliştirmişlerdir. Araştırmacılar başarıyla yeşil floresan 

protein (GFP) kodlayan plazmid DNA'yı çim bitkisi hücrelerine aktarmış, bu transfeksiyon 

kültür ortamının pH'nı ve plazmid DNA da dendrimerin molar oranını optimize edilmesini 

sağlayarak başarı oranını daha da arttırıldığı belirtilmişlerdir. GUS genini Brassica juncea'ya 

taşıyan pCambia 1301'i trasfer etmede kalsiyum fosfat (CaP) NP'lerini kullanmışlardır. En iyi 

genetik değişim başarısı CaP NP'leri (% 80.7), ardından Agrobacterium tumefaciens (% 54.4) 

ve çıplak DNA (% 8) ile gözlemlemişlerdir (Naqvi et al. 2012). Son zamanlarda Ardekani et 

al. (2014), CaP NP'lerinin GFP genini barındıran pBI121 tütün hücrelerine transferini bildirmiş. 

Mezofor silika NP'ler, tütün protoplastlarına ve bozulmamış Arabidopsis köklerine plazmid 

DNA iletmek için kullanılmıştır (Chang et al. 2013). Manyetik Au NP'ler, plazmit DNA'sını 

kanola ve havuç bitkilerinin hücrelerine ve protoplastlarına iletebildiği gözlemlenmiştir (Hao 

et al. 2013). Bitkilerde NP aracılı gen iletimi, bitki nano-biyoteknolojisinde büyük öneme 

sahiptir. 

İn vitro gelişmiş organlarda ve fidelerde gözlemlenen değişikliklere somaklonal 

varyasyon denir. Bu olay genellikle kromozom sayısı, kromozom yapısı, DNA sekansı, DNA 
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metilasyonu, mitotik çaprazlama ve transpoze edilebilir faktörlerin aktivasyonu ile ilişkilidir 

(Bairu et al. 2011; Sivanesan and Jeong 2012). Somaklonal varyasyonun bitki doku kültüründe 

hem avantajları hem de dezavantajları vardır. Varyantlar, bitki boyutu, çiçek rengi, yaprak 

renklenmesi, meyve olgunlaşması, ikincil metabolit üretimi ve biyotik ve abiyotik streslere 

direnç gibi çeşitli yararlı özelliklere sahiptir (Jeong and Sivanesan 2015). Birçok çalışma, esas 

olarak daha yüksek seviyelerde uygulanan NP'lerin fitotoksisitesini göstermiştir. NP tedavileri 

mitotik indeksi ve DNA bütünlüğünü etkiler ve bitkilerdeki protein ve DNA ekspresyonunu 

değiştirirler (Atha et al. 2012; Landa et al. 2015; Tripathi et al. 2017). L. usitatissimum 

calli'deki ploidi düzeyi, C NP'leri içeren MS ortamından önemli ölçüde etkilendiği gözlenmiştir 

(Kokina et al. 2012). C NP'lerin takviyesi tetraploid hücre sayısını artırmıştır. DNA metilasyon 

seviyesi, C NP'leri olan ortam üzerinde büyütülen calli'de de daha yüksek olduğu tespit 

edilmiştir. Au ve Ag NP'lerin L. usitatissimum'daki somaklonal varyasyon üzerindeki etkilerini 

araştırmışlardır. Somaklonal varyasyon oluşumu, hem NP hem de rejenere edilmiş sürgünlerde 

Au NP'ler içeren ortamda Ag NP'lerden daha yüksek olduğu belirtilmektedir (Kokina et al. 

2017).  Doku kültürü ortamına Ag NP'lerinin eklenmesinin, Solanum nigrum calli'de protein ve 

DNA profilini değiştirerek kallus morfolojisi ve anatomisinde değişiklik yarattığını 

bildirilmiştir (Ewais et al. 2015). 

Bitkiler, ilgili ortamlarında bitkilerin hayatta kalmasında önemli bir rol oynayan çeşitli 

biyoaktif ikincil metabolitlerce zengin bir kaynaktır. In vitro bitki hücresi ve organ kültürünün 

sekonder metabolitlerin üretimi için avantajlı olduğu kanıtlanmıştır. Hücre ve organ 

kültürlerindeki ikincil bileşiklerin içeriği, kültür ortamının bileşiminin optimize edilmesi, 

öncüllerin ve elisitörlerin dahil edilmesi ve uygun kültür koşullarının sağlanmasıyla önemli 

ölçüde arttırılmıştır (Hussain et al 2012; Jeong and Sivanesan et al. 2015; Sivanesan et al. 2016; 

Sivanesan et al. 2016). In vitro kültür ortamına bitkiye eklenen NP'ler besin kaynağı ve elisitor 

görevi görür.
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MATERYAL VE YÖNTEM 

Nanoparçacıkların Sentezlenmesi 

Bitki örneğinin toplanması ve bitki ekstresinin hazırlanması 

Bu çalışmada yeşil sentez yöntemiyle Ce2O3 NP’leri ceviz kabuğu ekstresi kullanılarak 

sentezlenmiştir. Ceviz kabukları, Türkiye'nin Erzurum'un Tortum ilçesi yakınlarında 

toplanmıştır. Toplandıktan kısa bir süre sonra bitkiler, kabuklar üzerindeki tozu ve toprağı 

temizlemek için birkaç kez damıtılmış su ile yıkandı. Yaklaşık (25 g), küçük parçalar 250 mL, 

10 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 6.0) kullanılarak öğütücü içinde homojen bir karışım 

oluşturmak için iyice parçalandı. Daha sonra önceden hazırlanmış örnekler 5000 g'de 10 dakika 

santrifüj edildi ve süpernatan daha sonraki yeşil sentezde kullanılıncaya kadar -20 oC’de 

saklandı (Nadaroğlu et al. 2017). 

Yeşil Nano sentez ile Ce2O3 nanopartiküllerin sentezi 

Yeşil sentez yöntemi ile nanopartiküllerin sentezi için 0,1 M Ce (NO3)3 kullanılmıştır. 

100 mL 0,1 M lık Ce (NO3)3 üzerine 10 mL ceviz ekstraktı reaksiyon ortamına ilave edidi ve 

24 saat boyunca reaksiyonun gerçekleşmesi takip edildi. Sonrasında oluşan nanopartiküller 

süpernatantan ayrılarak ilk önce saf su ardından etanol ile yıkanarak safsızlıklar 

uzaklaştırılmıştır (Anantharaman et al. 2016; Zhang et al. 2016; Karaduman et al. 2017; 

Nadaroglu et al. 2017) 

Yeşil Nano sentez ile Ce2O3 nanopartiküllerin karakterizasyonu 

UV-vis spektrofotometre (Epoch™ Mikroplaka Spektrofotometre) kullanılarak 

reaksiyon oluşumu ve reaksiyon sartlarının optimizasyonu yapılmıştır. Optimum şartlarda 

sentezlenen Ce2O3 nanopartiküllerin karakterizasyonu FT-IR, XRD ve SEM teknikleri 

kullanılarak yapılmıştır (Nadaroğlu et al. 2017) 

Bitki Materyali 

Bu çalışmada, iki ekmeklik buğday çeşidi kullanılmış ve çeşitlerle ilgili bazı tarımsal 

özellikler Tablo 1’de verilmiştir. 
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Tablo 1. Araştırmada Kullanılan Ekmeklik Buğday Çeşitleri  

ÇEŞİT TARIMSAL ÖZELLİKLER 

KIRİK Alternatif karakterli bir çeşittir. Kışlık ekimlerde kıraç, yazlık ekimlerde 

sulu şartlar için önerilmektedir. Soğuk ve kurak şartlara karşı orta 

dayanıklıdır. Kardeşlenme özelliği çok iyi olup, orta erkenci bir çeşittir. 

RUMELİ Yüksek verimli bir çeşittir. Soğuğa ve kuraklığa dayanıklıdır. Kardeşlenme 

kapasitesi yüksektir. Hastalıklara orta dayanıklıdır. 

 Kimyasallar 

Temel besi ortamı 

Kallus oluşumu ve somatik embriyogenesis çalışmalarında Murashige and Skoog 

(1962) tuzları kullanılmıştır. Murashige and Skoog (MS) ortamının içerdiği kimyasallar ve 

miktarları Tablo 2’de verilmiştir. 

Sterilizasyon için kullanılan kimyasallar 

Etil alkol (%70) ve %1’lik sodyum hipoklorit ( % 50 lik çamaşır suyu ) . 

Tablo 2. MS Ortamı İçerisinde Yer Alan Makro ve Mikro Elementler 

Bileşik Konsantrasyon (mg/L) 

Makro Elementler  

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

KNO3 1900 

NH4NO3 1650 

CaCl2.2H2O 440 

Mikro Elementler  

H 3BO3 6.2 

MnSO4.H2O 15.6 

ZnSO4.7H2O 8.6 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

KI 0.83 

FeSO4.7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 

Vitaminler  

Glycine 2 

Nicotinic acid 0.5 

Pyridoxine HCL 0.5 

Thiamine HCL 0.1 

Myo-inositol 100 
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Ayrıca MS temel besi ortamına koyulacak seryum nanoparçacığı 4 farklı doz için 1,3,5,7 

mg/l olarak belirlendi. 

Yöntem 

Yapılan bu çalışmada, farklı konstrasyonlardaki seryum nanoparçacıklarının buğday in 

vitro kültürdeki etkisi incelenmiştir. Bu amaç ile 2 ekmeklik buğday çeşidinin (Kirik ve Rumeli 

) endosperm destekli olgun embriyolarının kallus ve rejenerasyon gelişimi takip edilmiştir.. 

Bunun için seryum nanoparçacıklarının 5 farklı dozda (0 mg/l (kontrol), 1 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l 

, 7 mg/l) içeren besi ortamlarında eksplantlar kültür ortamına alınmıştır. Çalışmamızda bitki 

rejenerasyonu için MS besi ortamı kullanılmıştır. Her bir petri kabına 20 adet olgun buğday 

embriyosu eksplant olark eklenmiştir. Her bir petri kabı deneme ünitesi olarak değerlendirilmiş 

ve 4 tekerrürden oluşmuştur. 1 ay boyunca büyütme kabininde bekledikten sonra oluşan kallus 

ve somatik embriyo ile ilgili parametreler ölçülmüştür. Meydana gelen kalluslar bitki 

rejenerasyon ortamına aktarılmış ve bir ay sonra rejenerasyon ile ilgili parametrelerin (kök, 

sürgün ve bitkicik oluşumu) ölçümü gerçekleştirilmiştir.  Elde edilen veriler varyans analizine 

ve çoklu karşılaştırma metodlarına tabi tutulmuştur. Çalışmanın yürütülmesi esnasındaki 

işlemler aşağıda verilmiştir. 

Uygulanan sterilizasyon teknikleri 

Uygulamanın yapıldığı çalışma ortamı ve kullanılan aletlerin sterilizasyonu 

Bitki doku kültürü çalışmalarında kullanılan steril kabin içi, çalışma yapılmadan en az 

10-15 dk önce %70’lik etil alkol ve sirke ile temizlenerek, UV lambası ile sterilize edilmiştir. 

Çalışmadan önce en az yarım saat açık kalan UV lambası, çalışmaya başlamadan hemen önce 

kapatılarak kültüre alma işlemlerine başlanmıştır. Bistüri, pens gibi doku kültüründe kullanılan 

aletler %70’lik alkole batırılıp, aleve tutularak yüzeyleri sterilize edilerek kullanılmıştır. 

Eksplant kesimi için kullanılacak olan 10x15 cm niteliklerindeki kurutma kağıtları ise 

alüminyum folyo içerisine sarılarak otoklavda sterilize edilmiştir. 

Çalışmada kullanılan tohumların yüzey sterilizasyonu 

Bitki doku kültüründe kullanılacak olan tohumlar, ön temizlik amacıyla musluk suyuyla 

yıkanmıştır. Ardından tohumlar 1 saat suda bekletilerek embriyosu kesilecek kadar 

yumuşaması sağlanmıştır. Daha sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika süreyle çalkalayıcı 

cihazında karıştırılması suretiyle muamele edilmiştir. Ardından steril kabin içerisinde alkolden 

çıkarılan tohumlar 3 defa steril saf su ile durulanmış, akabinde %1’lik sodyum hipoklorit 

(%50’lik ticari çamaşır suyu) çözeltisinde 20 dakika süreyle çalkalanarak sterilizasyon işlemi 
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gerçekleştirilmiş ve steril kabin içerisinde tohumlar 3 defa steril saf su ile durulanarak işlem 

sonlandırılmıştır. 

Kullanılan besi ortamı ve bitki büyüme düzenleyicilerinin sterilizasyonu 

105 kPa basınç ile 121°C’de 20 dakika süreyle otoklavda bekletilerek besi ortamlarının 

sterilizasyonu sağlanmıştır. Yüksek sıcaklıklar dolayısıyla yapılarında bozulmalar meydana 

gelebilecek organik moleküllerin (vitaminler, bitki büyüme düzenleyicileri vs.) sterilizasyon 

işlemleri 0.22 µm çapında porlara sahip olan selüloz nitrat filtreler yardımıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Sterilizasyonda kullanılan solüsyonların hazırlanması 

%70’lik Etil Alkolün Hazırlanması 

%96’lık saf etil alkolden alınan 700 mL alkolün hacmi 960 mL’ye tamamlanarak elde 

edilmiştir. 

%1’lik sodyum hipoklorit solüsyonunun hazırlanması 

%5 NaOCl (Sodyum Hipoklorit) içeren ticari bir marka olan ACE çamaşır suyundan 

200 mL alınmış ve son hacim saf su kullanılarak bir litreye tamamlanmıştır. Elde edilen 

solüsyon amber şişeye doldurularak oda sıcaklığında saklanmıştır. 

Uygulamada kullanılan eksplantın elde edilişi 

Çalışmada kullanılan embriyolara tohum üzerinden şekildeki gibi kesikler atılmıştır. 

Embriyoların alındığı bölgeler Şekil 1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1. Çalışmada kullanılan buğday embriyosunun alındığı bölge 
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Çalışmada kullanılan temel besi ortamı ve bitki rejenerasyonu için stok 

solüsyonunun hazırlanışı 

Kullanılan MS makro elementlerin stok solüsyonunun hazırlanışı 

 Besi ortamının 1 litresinde bulunması gerekli makro elementlerin miktarlarının 10’ar 

katı hassas bir terazi ile tartılmıştır. 

 Tartılan makro elementler, içerisinde 200 ml steril saf su bulunan ve bir manyetik 

karıştırıcı üzerine yerleştirilmiş olan 2 litrelik bir erlenmayer kabına sırasıyla ilave 

edilmiştir. 

 İlave edilen makro elementler su içerisinde iyice çözüldükten sonra, karışımın hacmi 

bir litreye tamamlanmıştır. 

 Çözelti amber şişeye aktarıldıktan sonra, şişe üzerine hazırlanma tarihi ve hangi besi 

ortamına ait element çözeltisi olduğu ve konsantrasyonu (10X) belirtilen etiket 

yapıştırıldıktan sonra, muhafaza edilmek üzere buzdolabına (4oC) yerleştirilmiştir. 

MS mikro elementlerin stok solüsyonunun hazırlanışı 

 FeSO4.7H2O ve Na2-EDTA hariç besi ortamının 1 litresinde bulunması gerekli 

mikro elementlerin miktarlarının 100’er katı hassas bir terazi ile tartılmıştır. 

 Tartılan mikro elementler, içerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik 

karıştırıcı üzerine yerleştirilmiş olan 2 litrelik bir erlenmayer kabına sırasıyla ilave 

edilmiştir. 

 İlave edilen mikro elementler su içerisinde iyice çözüldükten sonra, karışımın 

hacmi bir litreye tamamlanmıştır. 

 Çözelti amber şişeye aktarıldıktan sonra, şişe üzerine hazırlanma tarihi ve hangi 

besi ortamına ait element çözeltisi olduğu ve konsantrasyonu (100X) belirtilen 

etiket yapıştırıldıktan sonra, muhafaza edilmek üzere buzdolabına (4oC) 

yerleştirilmiştir. 

Demir şelatın hazırlanışı 

 Besi ortamının bir litresinde bulunması gerekli olan FeSO4.7H2O ve Na2-EDTA 

miktarlarının 100 katı olan 2,78 gFeSO4.7H2O ve 3,726 g Na2-EDTA hassas terazide 

tartılmıştır. 

 3,726 gNa2-EDTA, içerisinde 350 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karıştırıcı 

üzerine yerleştirilmiş olan 1 litrelik erlenmayer kabına ilave edilmiş ısıtılarak 
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çözdürülmüştür. Yine ayrı bir kapta 350 ml bidistile saf su içerisinde 2,78g 

FeSO4.7H2O ısıtılarak çözdürülmüştür. 

 Bu iki ayrı çözelti birleştirilerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmıştır. Bu 

birleştirme işleminden sonra bu çözeltinin rengi açık sarı renkte olmuştur. 

Hazırlanmış olan bu şelelat, amber renkli şişeye aktarılmış ve direkt güneş ışığı 

almayacak şekilde buzdolabında (4oC) saklanmıştır. 

MS vitamin stok solüsyonunun hazırlanışı 

 Besi ortamının bir litresinde bulunması gerekli olan vitamin miktarlarının 100 katı 

100 ml’lik stok solüsyon için hesaplanmış ve buna göre hassas terazide tartılmıştır. 

 Tartılan vitaminler içinde 30 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karıştırıcı 

üzerine yerleştirilmiş olan 250 ml’lik erlenmayer kabına sırasıyla ilave edilmiştir. 

 İlave edilen vitaminler su içerisinde iyice çözdürüldükten sonra, karışımın hacmi 

100 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Hazırlanmış vitamin çözeltisi üzerine hazırlanma tarihi ve konsantrasyonu 

yazıldıktan sonra, amber renkli cam şişe içerisinde buzdolabında (4oC) 

saklanmıştır. 

Besi ortamına katılan seryum elementinin hazırlanışı 

 Ce2O3 NP 1, 3, 5 ve 7 gr olarak tartıldı ve her biri ayrı eppendorf tüplere konuldu 

ve etiketlendi. 

 Ce2O3 NP 200 µl HCL içerisinde çözdürüldü ve Ce2O3 NP’lar içeren tüpler ayrı ayrı 

1 L MS ortamına eklendi. 

Kallus oluşum ortamının hazırlanışı 

 500 ml’lik bidistile su içeren 2 litrelik bir behere, MS makro element stok 

solüsyonundan (10X) 25 ml, mikro element stok solüsyonundan (100X) 2.5 ml 

eklenmiştir. 

 Bunun üzerine demir şelat stok solüsyonundan (100X) 5 ml, 15 g sakaroz ve 1 g 

MES (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate, 4- Morpholineethanesulfonic 

acid) ve MS vitamin 0.5 ml tartılıp eklenmiş ve eriyinceye kadar ısıtıcılı 

karıştırıcıda karıştırılmıştır. İyi karışması için içine manyetik balık atılmıştır. 



 

17 

 4 farklı seryum konsantrasyonu içeren MS ortamları ve kontrol olmak üzere 5 farklı 

otoklav şişesi hazırlanmıştır. 

 Beherde bulunan karışım tamamen çözününce, manyetik karıştırıcı kullanılarak 1N 

NaOH solüsyonları ilave edilmiş ve pH=5.8’e ayarlanmıştır. 

 Besi ortamların 1 gr phytajel eklenmiş ve karıştırılmıştır. Sonra şişelere yavaş yavaş 

karışımlardan eklenmiştir. 

 Şişelerin kapaklarını hafif kapatılarak folyo kağıdı ile sarılmış ve üzerine otoklav 

bandı yapıştırılmıştır. 

 Otoklavda 15 dakika boyunca 105 kPa basınçta 121 oC’de sterilizasyona tabi 

tutulmuştur. 

Bitki rejenerasyon ortamının hazırlanışı 

Kallus oluşum ortamından farklı olarak seryum elementi, MES, ve 2,4-D büyüme 

düzenleyicisi ortama eklenmemiştir. Bitki büyüme düzenleyici olan TDZ (Thidiazuron) filtre 

sterizilizasyonundan sonra 0.5 mg/l olarak besi ortamına ilave edilmiştir. 

Araştırmada incelenen karakterler 

 Kallus oluşum oranı (KOO) (%): Kallus oluşum ortamına alınan eksplantlar 1 ay 

sonra aşağıdaki formüle göre belirlenmiştir. 

KOO (%)= (Oluşan kallus sayısı / kültüre alınan eksplant sayısı)x100 

 Eksplant sayısına göre embriyogenik kallus oluşumu (ESEKO) (%): Somatik 

embriyo oluşturma yeteneğine sahip kalluslara embriyogenik kallus adı 

verilmektedir. Embriyonik kallus oluşumu, kallus oluşum ortamındaki eksplant 

sayısına ve eksplantlardan meydana gelen kallus sayısına göre hesaplanmıştır. 

ESEKO= (Embriyogenik kallus sayısı / eksplant sayısı)x100 

 Kalus başına Embriyogenik Kallus Oluşum (KBEKO) Oranı: 

KBEKO= (Embriyogenik kallus sayısı / kallus sayısı) x100 

 Kök oluşum (KO) Oranı: 

Rejenerasyon ortamında bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen kök sayısına 

göre hesaplanmıştır. 

KO Oranı = (Kök sayısı / rejenerasyon ortamındaki eksplant sayısı) x 100 
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 Sürgün oluşum (SO) Oranı: 

Rejenerasyon ortamında bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen sürgün sayısına 

göre hesaplanmıştır. 

SO Oranı = (Sürgün sayısı / rejenerasyon ortamındaki eksplant sayısı) x 100 

 Bitki rejenerasyonu (BR) Oranı: 

Rejenerasyon ortamında bir ay bekletilen eksplantlerde meydana gelen ve hem kök hem 

de sürgüne sahip fide sayısına göre hesaplanmıştır. 

BR Oranı = (Fide sayısı / rejenerasyon ortamındaki eksplant sayısı) x 100 

Verilerin istatistiksel analizi 

Denemeden elde edilen veriler; SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Version 

22.0) istatistik programında varyans analizine tabii tutulmuştur ve uygulamalar arasındaki 

farklıkları belirlemek için Duncan Çoklu Karşılaştırma  testi ile  kontrol  edilmiştir.
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

Ce2O3 Nanopartiküllerin Optik Özellikleri 

Sentezlenen Ce2O3 nanopartiküller spektrofotometrik taramayla karakterize edildi. UV 

– vis spektrofotometre (Epoch Nanodrop UV – vis spektrofotometre) kullanarak 200–1000 nm 

aralığında dalga boyu taraması yapıldı. Sentezlenen ceria NP’lerinin 250-500 nm aralığında 

geniş bir pik verdiği  335 nm’de de keskin bir pik verdiği Şekil 2’de görülmektedir. Elde edilen 

bu pik sentezlenen Ce2O3 NP’lerinin karakteristik pikiydi.  

 

Şekil 2. Ce2O3 NP’lerinin dalga boyu tarama sonuçları 

Ce2O3 NP'lerin yüzey morfolojik karakterizasyonu 

Ce2O3 NP'lerin yüzey karakterizasyonu SEM ve XRD analizleri kullanılarak yapıldı ve 

sonuçlar Şekil 3 ve 4'te verildi. Yeşil sentez yöntemiyle elde edilen Ce2O3 NP'lerin kimyasal ve 

mineralojik bileşimleri elektron taramasıyla belirlendi. Ce2O3 NP'lerin görüntüleri Metek, 

Apollo prime, Aktif alan 10 mm2, Mikroskop incelemesi S50, SE detektörü R580 ile 5000 kat 

büyütüldü (Şekil 3). Şekil 3'de, Ce2O3 NP'lerin çoğunun şekil olarak küresel olduğu ve NP’ler 

arasında aglomerasyonun mevcut olduğu  gözlemlenmiştir. 
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Şekil 3. Ce2O3 NP'lerin SEM analiz sonuçları 

Ce2O3 NP'lerin XRD ölçümü, XRD difraktometresi (Rigaku D-Max 2000, Tokyo, 

Japonya) kullanılarak belirlendi. Gözlemlenen tüm XRD desenleri, 2θ, 5° –100° (0.1 adım 

boyutunda) ile CuKα (λ = 0.154 nm) radyasyonu ile analiz edildi. Toz Kırınım Standartları 

Ortak Komitesi (JCPDS) 65-5923'e göre, XRD zirvelerinin tümü Ce2O3 NP'lerle onaylandı. 

XRD modelinden 2θ = 29.5° (111), 32.05° (200), 35.5° (220), 39.09°, 42.6° (311), 47.99°, 56.3° 

(222) ve 62.4°'de beş kırınım zirvesi gözlendi (Şekil 4). Bu zirveler Ce2O3 NP'lerin tipik parmak 

izleri olarak değerlendirildi. (Zhang et al. 2016). 

 

Şekil 4. Ce2O3 NP'lerin XRD analiz imajı 

 

Sonuç olarak; pahalı ve toksik olmayan yeşil sentez yöntemi kullanılarak 8.5–20.3 nm 

aralığındaki boyutlarda, küresel şekillerdeki Ce2O3 NP’leri başarılı bir şekilde sentezlenmiş ve 

karakterize edilmiştir. 
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Kallus Oluşum (KO) Oranı 

Kallus, farklılaşmamış hücreler grubu veya yığını şeklinde tanımlanabilir. Bazı bitki 

türlerinde somatik embriyoların oluşmasında ilk aşama olması açısından büyük önem 

taşımaktadır. Eksplantların farklı oranlarda seryum nanoparçacıkları (Ce2O3) içeren besi 

ortamında kültüre alınmasından 4-5 gün sonrasında kallus oluşumu gözlenmiştir. 

Çalışmamızda denemeye alınan tüm besin ortamı ve genotiplerde kallus oluşumu 

gerçekleşmiştir. Yapılan varyans analizleri sonucuna göre hem genotipler arasında hem de 

farklı Ce2O3 içeren uygulamalar arasında çok önemli farklılıklar gözlenmiştir (p<0.01). En 

yüksek ortalama kallus oluşum oranı %90 ile Kırik çeşidinde, %74 ile Rumeli çeşidinde 

meydana gelmiştir. Kallus oluşum oranı uygulamalar açısından değerlendirildiğin de ise, en 

yüksek kallus oluşum oranı 7 mg/l Ce2O3 içeren besi ortamında (%91), en düşük kalus oluşum 

oranı %64 ile 1 mg/l Ce2O3 içeren besi ortamında kaydedilmiştir. Nanoparçacık içermeyen 

kontrol uygulamasında ise %90 olarak gerçekleştirilmiştir. 
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   D  

  

Şekil 5. Kalus başlangıç ortamının 10. gününde eksplantların görünümleri  
A) 1 mg/l CeO2 uygulaması B) 3mg/l CeO2 uygulaması C) 5 mg/l CeO2 uygulaması  D) 7 mg/l CeO2 uygulaması 

E) Kontrol CeO2 uygulaması  

Ancak, KO oranı üzerine genotip x uygulama interaksiyonun önemsiz olduğu 

görülmüştür (Tablo 3). 

  

A B 

E 
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Tablo 3. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Olgun Embriyoların in vitro Ortamda 

İncelenen Bazı Karakterlerine Ait Varyans Analiz Sonuçları 

Varyasyon 

Kaynağı 
SD KO EBEKO KBEKO 

Genotip (A) 1 2239.15** 4470.13** 5091.03** 

Uygulama (B) 4 1219.81** 164.53 163.13 

A*B 4 227.41 183.50 182.39 

Hata 26 175.66 108.94 132.51 

Toplam 35    

*, p<0.05; **: p<0.01 düzeyinde önemlidir 

Tablo 4. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Kırik ve Rumeli Çeşidine Ait Olgun Embriyo 

Kültüründe İncelenen Bazı Karakterlere Ortalama Değerler 

Çeşit KO** EBEKO** KBEKO** 

Kırik 89.65 25.88 28.32 

Rumeli 73.40 2.92 3.81 

Tablo 5. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Kırik ve Rumeli Çeşidine Ait Olgun Embriyo 

Kültüründe İncelenen Bazı Karakterlere Ortalama Değerler 

Nanoparçacık miktarı 

(Ce2O3) 
KO** EBEKO KBEKO 

1 mg/l      64.16 a 12.83 17.02 

3 mg/l      85.00 b 7.71 8.32 

5 mg/l      82.92 ab 14.58 16.41 

7 mg/l      90.71 b 16.25 17.19 

Kontrol 90.63 b 20.63 21.38 

1: Aynı sütunda aynı harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemsizdir.  

2: Her bir uygulama süeresi için aynı sütunda aynı küçük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir. 

Eksplant Başına Embriyogenik Kallus Oluşum (EBEKO) Oranı 

Embriyogenik kallus, somatik embriyoları oluşturma yetisine sahip olan kaluslara 

verilen isimdir. Embriyonik kaluslar daha yüksek oranda bitkicik rejenerasyonuna ve daha 

stabil rejenere bitkilerin elde edilmesine imkân sağlamaktadır. Çalışmamızda denemeye alınan 

tüm besin ortamı ve genotiplerde her eksplant başına embriyogenik kallus oluşumu (EBEKO) 

gerçekleşmiştir. Varyans analizleri sonucuna göre genotipler arasında çok önemli fark 

gözlenmesine (p<0.01) rağmen uygulanan farklı dozlarda Ce2O3 içeren uygulamalar arasındaki  

farklılıklar önemsiz olmuştur.  En yüksek ortalama EBEKO oranı %25,88 ile Kırik çeşidinde, 

en düşük EBEKO oranı %2,92 ile Rumeli çeşidinde meydana gelmiştir. EBEKO oluşum oranı 
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uygulamalar açısından değerlendirildiğin de ise, en yüksek EBEKO oranı Ce2O3 içermeyen 

kontrol besi ortamında (%20,63), en düşük EBEKO oranı %7,71 ile 3 mg/l Ce2O3 içeren besi 

ortamında kaydedilmiştir. Ancak, genotip x uygulama interaksiyonunun da EBEKO oranı 

üzerine etkisinin  önemsiz olduğu gözlenmiştir (Tablo 3). 

Kallus Başına Embriyogenik Kallus Oluşum (KBEKO) Oranı 

Çalışmamızda toplam 720 adet eksplant denemeye alınmış ancak bunlardan 46 adedi 

çalışmanın ilk haftası içerisinde kontaminasyon sonucu kaybedilmiştir bu nedenle deneme 674 

adet eksplant ile devam etmiştir. Toplamda 567 adet eksplant kalus (%84,12) oluşturmuş ve bu 

kalluslardan 107 adedi embriyogenik kalus olarak değerlendirilmiştir. Genel anlamda kalus 

başına embriyogenik kalus oluşum (KBEKO) oranı %18,87 olarak gerçekleşmiştir. 

Çalışmamızda denemeye alınan tüm besin ortamı ve genotiplerde, kallus başına embriyogenik 

kallus (KBEKO) oluşumu gerçekleşmiştir. Yapılan varyans analizleri sonucuna göre genotipler 

arasında çok önemli fark gözlenmesine (p<0.01) rağmen uygulanan farklı dozlarda Ce2O3 

içeren uygulamalar arasında istatistiki anlamda farklar gözlenmemiştir.  En yüksek ortalama 

KBEKO oranı %28,32 ile Kırik çeşidinde, en düşük kalus oluşumu ise %3,81 ile Rumeli 

çeşidinde meydana gelmiştir. KBEKO oluşum oranı uygulamalar açısından değerlendirildiğin 

de ise, en yüksek KBEKO oranı Ce2O3 içermeyen kontrol besi ortamında (%21.38), en düşük 

KBEKO oranı %3.32 ile 3 mg/l Ce2O3 içeren besi ortamında kaydedilmiştir. Çalışmamızda, 

genotip x uygulama interaksiyonunun KBEKO oranı üzerine etkisinin analiz sonuçlarında 

önemsiz olduğu görülmüştür (Tablo 3). 

Kök Oluşum (KO) Oranı 

Bitki doku kültürü çalışmalarında en önemli aşamalardan biri yeni bitki 

rejenerasyonudur. Bu aşamada bitki hem kök sistemine hem de gövde sistemine sahiptir. Doku 

kültürü çalışmalarında, kök ve sürgün oluşumu aynı zaman içerisinde veya biri diğerinden önce 

veya oluşabilir. Bazı durumlarda bitki adaylarında sadece kök veya sadece sürgün oluşumu 

gerçekleşebilir. Bu gibi durumlar sağlıklı bir in vitro rejenerasyon sistemi için tercih edilen bir 

durum değildir. Çalışmamızda her bir eksplantin oluşturduğu kök, sürgün ve kök ve sürgüne 

sahip bitkicikler ayrı ayrı sayılmış ve oranları hesaplanmıştır. 

Kök oluşum oranı üzerinden kullanılan genotipin ve farklı dozlarda kullanılan Ce2O3 ve 

interaksiyonun önemli etkiye sahip olduğu görülmektedir (Tablo 6). En yüksek KO oranı 

%16.03 ile Rumeli çeşidinde gerçekleşirken bunu %3.94 ile (Tablo 7) Kırik çeşidi izlemiştir. 

KO oranı uygulamalar açısından değerlendirildiğin de ise, en yüksek kök oluşum oranı 1 mg /l 

Ce2O3 içeren besi ortamında (%43.51), en düşük KO oranı ise % 0 ile 5 ve 7 mg/l Ce2O3 içeren 
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besi ortamlarında kaydedilmiştir. Çalışmamızda, genotip x uygulama interaksiyonunun KO 

oranı üzerine etkisinin analiz sonuçlarında önemi olduğu görülmüştür (Tablo 6). 

Tablo 6. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Olgun Embriyoların in vitro Ortamda 

İncelenen Bazı Karakterlerine Ait Varyans Analiz Sonuçları 

Varyasyon 

Kaynağı 
SD 

Kök Oluşum 

(KO) Oranı 

Sürgün Oluşum 

(SO) Oranı 

Bitki Rejenerasyonu 

(BR) Oranı 

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 düzeyinde önemlidir 

Tablo 7. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Kırik ve Rumeli Çeşidine Ait Olgun Embriyo 

Kültüründe İncelenen Bazı Karakterlere Ortalama Değerler 

Çeşit Kök Oluşum 

Oranı* 

Sürgün 

Oluşum Oranı 

Bitki Rejenerasyonu 

Oranı** 

Kırik 3.94 40.49 8.03 

Rumeli 16.03 51.40 2.01 

Tablo 8. Nanopartikül İçeren Ortamlarda Gelişen Kırik ve Rumeli Çeşidine Ait Olgun Embriyo 

Kültüründe İncelenen Bazı Karakterlere Ortalama Değerler 

Nanoparçacık 

miktarı (Ce2O3) 

Kök Oluşum 

Oranı 

Sürgün 

Oluşum Oranı 

Bitki Rejenerasyonu 

Oranı 

1 mg/l      43.51a 17.26d 5.42 

3 mg/l      2.51b 21.66cd 3.61 

5 mg/l      0.00 b 52.27bc 0.00 

7 mg/l      0.00 b 77.18a 7.85 

Kontrol 3.90 b 61.36ab 7.34 
1: Aynı sütunda aynı harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemsizdir.  

2: Her bir uygulama süeresi için aynı sütunda aynı küçük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir. 

 

 Sürgün Oluşum (SO) Oranı 

Çalışmamızı kök oluşum oranı açısından incelediğimizde, farklı dozlarda kullanılan 

Ce2O3 ve önemli etkiye sahip olduğu görülmektedir (Tablo 6). Ancak, kullanılan genotiplerin 

SO oranı açısında önemli bir etkiye sahip olmadığı gözlenmiştir. En yüksek SO oranı %51.40 

ile Rumeli çeşidinde gerçekleşirken bunu %40.49 ile (Tablo 7) Kırik çeşidi izlemiştir. SO oranı 

uygulamalar açısından değerlendirildiğin de ise, en yüksek sürgün oluşum oranı 7 mg /ml Ce2O3 
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içeren besi ortamında (%77.18), en düşük KO oranı ise % 17.26 ile 1 mg/l Ce2O3 içeren besi 

ortamında kaydedilmiştir. Çalışmamızda, genotip x uygulama interaksiyonunun KO oranı 

üzerine etkisinin analiz sonuçlarında önemi olduğu görülmüştür (Tablo 6). 

   A  

  

  

Şekil 6. Rejenerasyon başlangıç ortamının 10. Gününde eksplantların görünümleri  
A) 1 mg/l CeO2 uygulaması B) 3 mg/l CeO2 uygulaması C) 5 mg/l CeO2 uygulaması D) 7 mg/l CeO2 uygulaması 

E) Kontrol CeO2 uygulaması  

Bitki Rejenerasyonu (BR) Oranı 

Bitki doku kültürü çalışmalarında en önemli aşamalardan biri yeni bitki 

rejenerasyonudur. Bu aşamada bitki hem kök sistemine hem de gövde sistemine sahiptir. 

Denemeye alınan tüm genotiplerde bitki rejenerasyonu (BR) gerçekleşmiştir. Ancak farklı 

B 

D C 

E 
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dozlarda Ce2O3 içeren uygulamalar içerisinde sadece 5 mg/L Ce2O3 içeren ortamda bitki 

rejenerasyonu gerçekleşmemiştir. Yapılan varyans analizleri sonucuna göre genotipler 

arasındaki farklılıklar çok önemli fark gözlenmesine (p<0.01) rağmen uygulanan farklı 

dozlarda Ce2O3 içeren uygulamalar arasında istatistiki anlamda farklar gözlenmemiştir.  En 

yüksek bitki rejenerasyon oranı %8.03 ile Kırik çeşidinde, en düşük bitki rejenerasyon oranı ise 

%2.01 ile Rumeli çeşidinde meydana gelmiştir. Bitki rejenerasyon oranı uygulamalar açısından 

değerlendirildiğin de ise, en yüksek BR oranı Ce2O3 içermeyen kontrol besi ortamında (%7.34), 

en düşük BR oranı %0.0 ile 5 mg/l Ce2O3 içeren besi ortamında kaydedilmiştir. Ancak, genotip 

x uygulama interaksiyonunun da BR oranı üzerine etkisinin analiz sonuçlarında önemsiz olduğu 

gözlenmiştir (Tablo 6). 
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Şekil 7. Rejenerasyon başlangıç ortamının 20. Gününde eksplantların görünümleri 

A) 1 mg/l CeO2 uygulaması B) 3 mg/l CeO2 uygulaması C) 5 mg/l CeO2 uygulaması D) 7 mg/l 

CeO2 uygulaması E) Kontrol CeO2 uygulaması 

 

E 

A B 

C D 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Tartışma 

Çalışmamız içerisinde, farklı genotiplerin doku kültürü parametrelerine verdiği cevaplar 

araştırılmıştır. Ayrıca farklı genotipler ve Ce2O3 nanoparçacıklarının etkileri beraber 

incelenmiştir.  Bitki doku kültürü parametreleri içerisinde yer alan, kalus oluşumu, kök, sürgün 

oluşumu ve bitki rejenerasyonu üzerine genotiplerin etkisi önemli bulunmuştur. Genotip doku 

kültürü çalışmalarını etkileyen önemli faktörlerden biridir. Nitekim, Bregitzer (1992) ve Li et 

al. 2003, buğdayda kallus oluşumuna ve bitki rejenerasyonuna etki eden en önemli faktörün 

genotip olduğunu bildirmişlerdir. Yine, Mathias and Simpson (1986), doku kültüründe 

genotipin ortamdan daha önemli olduğunu kaydetmişlerdir. Maes et al. 1996, 4 ekmeklik ve 3 

makarnalık buğdayla yaptıkları çalışmada embriyo oluşturma bakımından çeşitler arasında 

önemli farklılıklar gözlemişlerdir. En yüksek embriyo oluşturma oranı % 89.3 ile “Fielder” 

çeşidinden elde edilirken, en düşük değer %2.3 ise “makva” çeşidinden alınmıştır. Yine, 

Emeklier et al. 1999, kültüre aldıkları 14 farklı mısır genotipinin somatik embriyogenesis 

kabiliyetlerinin %0.0-77.5 arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Genotipler arasında gözlenen 

farklılığın temel sebeplerinden bir tanesi özellikle özellikle bitki genomu içerisinde yer alan ve 

direk doku kültürü parametreleri ile ilişkili genlerin yer almasıdır. Örneğin Reisch and Bingham 

(1980) tarafından yapılan bir çalışmada yoncada Rn1 ve Rn2 olarak isimledirilen iki genin 

yüksek oranda rejenerasyon için gerekli olduğunu belirtilmiştir. Yonca “Rangelander” 

çeşidinden elde edilen ve RL34 adı verilen bir bitkinin yüksek embriyogenesis kabiliyetine 

sahip olduğu ve in vitro çalışmalarında genetik olarak stabil olduğu gözlenmiş olup (McKersie 

et al. 1989), embriyogenesisden sorumlu olan genler melezleme ile diğer çeşitlere de 

aktarılabilmiştir. Hıyarda ise orta seviyede bir somatik embriyogenesis için iki dominant gen 

gerekli iken, üçüncü bir dominant genin bulunması yüksek oranda bir embriyo oluşumu 

sağlamaktadır (Parrott et al. 1993). 

Bununla beraber, canlı içerisindeki farklı genomlarda in vitro rejenerasyon kabiliyetini 

etkilemektedir. Higgins and Mathias, (1987) tarafından farklı buğday genotipleri ile yapılan 

çalışmalarda 4B kromozomu üzerinde bulunan genlerin rejenerasyonda önemli oldukları 

belirtilirken, sitoplazmanın (Ou et al. 1989) ve mitokondriyal genomun (Rode et al. 1988) da 

etkisinin olabileceği rapor edilmektedir. Ayrıca, çayır üçgülü (Keyes et al. 1980), mısır 

(Willman et al. 1989) ve çeltik (Peng and Hodges 1989) bitkileriyle yapılan çalışmalarda 
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eklemeli (additive) genetik etkinin de somatik embriyogenesis üzerine etkisinin olduğu 

sonucuna varılmıştır. 

Nanoteknoloji, günümüzde boyut, şekil ve dağılım gibi nanoparçacık (NP) özelliklerine 

dayanan modern malzemelerin bilimlerinde araştırılması gereken önemli alanlardan biridir. 

Nanomalzemeler ve NP'lerin kullanımıyla ilgili uygulamalar hızla gelişmektedir (Jain et al. 

2009). Bitki doku kültüründe, nanoteknolojiye dayanan, özellikle tohum çimlenmesi, bitki 

büyümesinin iyileştirilmesi, bitki genetik modifikasyonu, bitki koruma ve diğerlerinde NP'lerin 

kullanımı üzerine birçok araştırma mevcuttur (Wang et al. 2016; Ruttkay-Nedecky et al. 2017). 

Farklı çalışmalar, Ce2O3 nanoparçacıklarının bitkiler üzerindeki farklı etkilerini 

bildirmiştir. Lopez-Moreno et al. 2010a yonca, mısır ve domates bitkilerinin çimlenmesi ve kök 

uzaması üzerine etkilerini araştırdıkları çalışmada her iki parametrenin de Ce2O3 

nanoparçacıklarınından etkilendiğini bildirmişlerdir. Özellikle, orta düzey 

konsantrasyonlardaki uygulamalarda domates ve mısır bitkisinin çimlenmesinde önemli bir 

azalma kaydedilmiştir. Ancak düşük toksisite yonca ve salatalık için rapor edilmiş olup, burada 

kök büyümesi artış kaydedilmiştir. 2000 mg/L'lik bir Ce2O3 nanoparçacık konsantrasyonunda, 

salatalık bitkisinde kök uzaması uyarılmış ancak yonca ve domates bitkisinde çimlenmede 

gecikme yaşandığı rapor edilmiştir.  Benzer bir denemede, (López-Moreno et al. 2010b) ayrıca 

kübik Ce2O3 nanoparçacıklarının tohum çimlenmesi ve soya fasulyesi fidelerinin erken 

büyümesi üzerinde çalışmışlar ve en yüksek Ce2O3 NP (2000 mg/L) uygulaması hariç 

istatistiksel olarak anlamlı etki bulamamışlardır. Buna karşılık, kök büyümesinde kontrole göre 

%75 oranında bir artış kaydetmişlerdir. Çalışmamızda farklı dozlarda besi ortamına ilave edilen 

Ce2O3 nanoparçacıklarının kalus oluşumu ve bitki rejenerasyonu üzerine olası etkileri 

araştırılmış ve Ce2O3 nanoparçacıklarının hem kalus oluşumuna hem de bitki rejenerasyonuna 

pozitif etkileri olduğu gözlenmiştir. Ce2O3 bitki doku kültürü çalışmalarında yapay bitki besin 

ortamına rutin olarak eklenen bir element değildir. 

Nanoparçacıkların (NP) bitki doku kültürü kapsamında yapılan çalışmalarda, NP’ların 

türü, tipi, konsantrasyonu ve boyutunun etkili olduğu bilinmektedir. NP'lerin kallus 

indüksiyonu, sürgün rejenerasyonu ve eksplant büyümesi üzerinde olumlu etkileri 

gözlemlenmiştir. Gümüş NP'lerin (5-80 mg L-1) tek başına veya 6-benzil amino-purin (6 BAP) 

ve indol asetik asit (IAA) ile kombine edilmesi, Tecomella undulata'nın (Roxb.) büyüme 

özellikleri üzerinde değerlendirme yapılmıştır. Sonuçlar, MS ortamında 2.5 mg L− 1 BAP ve 0.1 

mg L− 1 IAA ile birlikte gümüş NP'lerin (10 mg L− 1) eklenmesinin, eksplant başına taze sürgün 

sayısını, sürgün üreten eksplant yüzdesini ve ayrıca etilen blokajı üzerindeki etki nedeniyle bitki 



 

31 

canlılığı arttığı tespit edilmiştir.Gümüş NP'lerin 60 mg L−1 üzerindeki konsantrasyonları sürgün 

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

Genady et al. 2016, bakır sülfat (CuSO4) NP'leri, Verbena bipinnatifda fındık fidelerinin 

5,10 ve 15 μM L− 1 konsantrasyonları içerisinde sürgün ve kök uzunluğu ve taze ağırlığına 

bakmışlar ve MS ortamına 5 mg L-1 CuSO4 NP'nin sürgün uzunluğunu (kontrol üzerinde % 52), 

kök uzunluğunu (kontrol üzerinde % 21) ve taze ağırlığı (kontrol üzerinde %39) arttırdığını 

belirtmişlerdir . Bu denemede, fenolik içerikler CuSO4 NP'lerin kullanımı ile arttırılmıştır. 

Talankova-Sereda et al. 2016 MS ortamına eklenen kobalt NP'ler (0.8 mg L− 1) ile bakır (0.5 

mg L− 1) ile Mentha longifolia L. Üzerine yapılan çalışmada bitkinin sürgünleri, sürgün 

uzunluğunu ve köklenmeyi ve değerlendirilen tüm parametrelerde bir artış olduğu 

değerlendirilmiştir. 

Farklı konsantrasyonlarda (0, 0.1, 1.0, 10, 100 veya 1000 mg L− 1) çinko oksit (ZnO) 

NP'lerin (34 nm büyüklüğünde) mikroproagüle edilmiş fizyoloji ve steviol glikozit 

(rebaudioside A ve steviosid) üretimi üzerindeki etkisi Stevia rebaudiana Bertoni bitki 

sürgünleri incelenmiştir. En yüksek sürgün oluşumu yüzdesi (% 89.6) 1 mg L-1 ZnO NP 

konsantrasyonundan elde edilmiştir. Ayrıca, HPLC sonuçlarına göre 1 mg L^ZnO NP'lerin 

oksidatif stresi altında büyütülen mikroproagüle edilmiş sürgünlerde steviol glikozitlerin 

(kontrole kıyasla neredeyse iki katına çıkması) önemli bir artış gözlenmiştir. Bununla birlikte, 

antioksidan aktiviteler, ikincil metabolitlerin oluşumu ve fizyolojik parametreler, 1 mg L− 1 ZnO 

NP konsantrasyonu eşiğini geçtikten sonra ani bir düşüş göstermiş ve 1000 mg L− 1'de minimum 

seviyeye düşmüştür (Javed et al. 2017 ). 

Prunella vulgaris L'de kallus kültürü gelişimi için tek başına veya naftalen asetik asit 

(NAA) ile birleştirilmiş tek başına gümüş veya altın NP'lerin farklı konsantrasyonları (1: 2, 1: 

3, 2: 1 ve 3: 1) değerlendirilmiştir. NAA (2.0 mg L− 1) ile kombinasyon halinde gümüş NP'lerin 

(30 μg L− 1), gümüş-altın NP'lerin (1: 2) ve gümüş-altın NP'lerin (2: 1) kallus proliferasyonunu 

(% 100) kontrole kıyasla (% 95) iyileştirdiğini göstermiştir (Fazal et al. 2016). 

MS ortamı üzerine gümüş NP'lerin eklenmesi, Solanum nigrum L'de kallus indüksiyonu 

değerlendirilmiştir. MS ortamında (0, 2, 4 ve 8 mg L-1) farklı konsantrasyonlarda sulu gümüş 

NP'ler kullanılmıştır. Kontrol tedavisinde (gümüş NP'leri yok), 10 gün sonra beyaz ve yeşilimsi 

renkte kompakt calli elde edilirken, gümüş NP'lerle takviye edilmiş kültür üzerine 10-13 gün 

sonra beyaz, yeşilimsi veya sarımsı renkte kırılgan sulu kaluslar gözlenmiştir. Ayrıca ortama 

gümüş NP'ler eklendiğinde, kallus taze ağırlığı ve kallus oluşum yoğunluğu artmış, ancak 

özellikle yüksek konsantrasyonlarda NP'lerde kallus morfolojisinde deformasyonlar 

bulunmuştur (Ewais et al. 2015). Yaprak eksplantından kallus indüksiyonu için, çok duvarlı 
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karbon nanotüplerin (25-500 mg mL-1) B5 ortamı ile etkisi de araştırılmış ve büyüme 25 ila 50 

mg mL-1 konsantrasyonunda önemli ölçüde geliştirilmiş, ancak daha yüksek konsantrasyonlar 

(100-500 mg mL-1) kallus biyokütlesini azaltmıştır (Ghorbanpour and Hadian 2015). 

Belirtilen tüm araştırmalardan, NP'lerin bitki doku kültürü çalışmalarında kullanılan 

konsantrasyona bağlı olarak, fide, kallus proliferasyonu, sürgün çoğalması ve somatik 

embriyogenezise bağlı olarak pozitif veya negatif olduğu sonucuna varmak mümkündür, ancak 

yine de NP'lerin etki mekanizmasını aydınlatmak için araştırılması gereken çok şey vardır. 

Benzer çalışmalarda, Özgen et al. 1998, 12 kışlık buğday genotipinde olgunlaşmamış 

embriyoları 2mg/l 2,4-D içeren ortamda olgunlaşmış embriyoları 8 mg/l 2,4-D içeren ortamda 

kültüre almışlar ve her iki eksplant için de in-vitro kültüre yanıtın genotipe bağlı olduğunu 

saptamışlardır. Olgun 9 embriyoların kallus oluşumu ve rejenerasyon frekansı açısından daha 

yüksek bir etkiye sahip olduğu görülmüş ve olgun embriyoların yıl boyunca temin 

edilebildikleri için doku kültürü çalışmalarında etkili bir eksplant kaynağı olarak 

kullanılabileceğini belirtmişlerdir. Ayrıca beş makarnalık buğday çeşidinin doku kültürüne 

yanıtını belirlemek için yapılan çalışmada yoğun embriyogenik ve rejenere olan kalluslar, 2,4-

D içeren ortamda olgunlaşmamış embriyolar skutellumları ile birlikte kültüre alınmış ve 2,4-

D’siz ortamda rejenerasyon sağlandığı, üç genotipin en iyi yanıt verdiğini belirlemişlerdir 

(Borelli et al. 1991). 

Sonuç 

Bu çalışmada MS besi yeri uygulması kontrol grubu olmak üzere, MS besi ortamına 

Seryum nanopartikülün 4 farklı dozu eklenerek  Seryum elementinin Rumeli ve Kırik ekmeklik 

buğday çeşitlerinin olgun embriyo kültürü üzerine etkileri incelenmiştir. 

Yapılan bu çalışma sonucuna göre genel olarak Kırik çeşidinin Rumeli  çeşidine göre 

doku kültürü uygulamalarına daha iyi cevap verdiği görülmüştür. Bu durum, doku kültürü 

çalışmalarında genotipin etkisinin önemli olduğunu göstermektedir.  

Çalışmada kullanılan CeO2 NP’lerin kalus, kök ve sürgün oluşumu üzerine etkileri 

önemli bulunmuştur. NP'lerin bitki doku kültürü çalışmalarında kullanılan konsantrasyona 

bağlı olarak, fide, kallus proliferasyonu, sürgün çoğalması ve somatik embriyogenezise bağlı 

olarak pozitif veya negatif olduğu sonucuna varmak mümkündür, ancak yine de NP'lerin etki 

mekanizmasını aydınlatmak için araştırılması gereken çok şey vardır. 
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