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OZET

Nanopartikiiller (NP'ler); tohum ¢imlenmesini iyilestirmek, bitki biiylimesini
ve verimini artirmak, bitki genetik modifikasyonunu saglamak ve bitki korumasini
saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Sifir degerlikli demir
nanopartikiilii (nZVI), diinya ¢apinda nadir olarak kullanilan inorganik temelli (metal
ve metal oksitler) NP'lerden biridir. nZVI'nin fitotoksisitesi hakkinda sadece sinirh
sayida arastirma yiritildiigiinden ve bunlarin ¢ofu nispeten yliksek nZVI
konsantrasyon veya diisiik konsantrasyonlarda uygulandigi i¢in nZVI bitkilere
maruziyetinin gercek etkileri hala belirsizdir. Bu ¢calismada farkli konsantrasyonlarda
(12.5-25-50 mg/L) nZVI; alev agact (Photinia fraseri X Dress.) bitkisinin govde
uclarina ve nodal eksplantlarina, seker otu (Stevia rebaudiana Bert.) bitkisinin nodal
eksplantlarina, tiitiin (Nicotiana tabacum L.) bitkisinin yaprak eksplantlarina in vitro
kosullarda uygulanarak s6z konusu NP’nin ilgili bitkilerinin mikrogogaltimina olan
etkileri belirlenmistir. 30, 60 ve 90 giin kiiltiirleme sonrasinda denenen nZVI'nin
tiitlin ve seker otu bitkisinin gelisimine olumlu bir etkisi oldugu, alev agac1 bitkisine
ise olumsuz etki ettigi anlagilmistir. Sonug olarak, ¢alismada kullanilan NP’in farkli
bitkilerin in vitro mikrogogaltimina olan etkisinin tiire 6zgii oldugu sonucuna

ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, nZVI, Nicotiana tabacum L., Photinia fraseri

X Dress, Stevia rebaudiana Bert., in vitro.



SUMMARY

Nanoparticles (NPs); It is widely used to improve seed germination, increase
plant growth and yield, provide plant genetic modification and provide plant
protection. Although iron is generally quite abundant in most agricultural soils,
approximately 30% of the world's soils are known to limit iron for plant growth.
Therefore, it is essential to develop efficient and environmentally friendly iron
fertilizers in agricultural applications. Among the iron fertilizers, nanosized
zerovalent iron (nZV1) has recently become popular with its high reducing properties
and high reactivity. The actual effects of nZVI exposure to plants are still unclear, as
only limited research has been conducted on the phytotoxicity of nZVI. Therefore,
different concentrations of nZVI (12.5; 25;50 mg/L) are added to the plant tissue
culture medium to elicit its effect on the in vitro micropropagation of Stevia
rebaudiana, Photinia fraseri X Dress and Nicotiana tabacum L. The shoot tips are
used for fraser photinia and stevia, while the leaves are used for tobacco in vitro
germinated seedlings. After 30, 60, 90 days of in vitro culture in the plant growth
culture chamber, the percentage of proliferation/regeneration, the average number of
microshoots per explant, and the average microshoot length were calculated. It was
observed that the tested nZVI1 had a positive effect on the development of tobacco
and stevia plant, while it had a negative effect on the photinia. As a result, it was
concluded that the effect of NP used in the study on in vitro proliferation of different

plants is species specific.

Keywords: Nanoparticle, nZVI, Nicotiana tabacum L., Photinia fraseri X Dress,
Stevia rebaudiana Bert., in vitro.
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TESEKKUR

Basta, yiiksek lisans egitimimde destegini ve yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren, motivasyonu ile beni
destekleyen ve zor zamanlarimda yanimda olan danisman hocam sayin Prof. Dr.
Yelda OZDEN CIiFTCI’ye,

Tez ¢alismam boyunca engin bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, destegini
eksik etmeyen hocam saym Mine GUL SEKER’e

Bu tez calismasi i¢in gerekli demir materyali saglayan hocam sayin Prof Dr.
Anatoli DIMOGLOya,

Lisans egitimimden bu yana her zaman yanimda olan; motivasyonu ile beni
destekleyen, bana olan inanci, giiveni ve sevgisini her daim hissettigim ¢ok degerli
dostum Serap SAKARYA’ya,

Tez c¢alismam boyunca yardimlarimi ve desteklerini her an hissettigim,
dostluklar1 ile her zaman yanimda bulunan ve sevgiyle beni saran ¢ok kiymetli
arkadaslarim Sinem KURT KASIM, Giil Cigek KILIC, Nil TURKOLMEZ, Halime
Eda SEFER, Neslihan EL, Tugce ARIT ve Ilkay ILHAN’a,

Son olarak maddi ve manevi hic¢bir destekten kaginmayan, umutsuz oldugum
her an bana sapasaglam durmay1 6greten ve sonsuz destegiyle yanimda olan canim
kardeslerim Nazli AKKOK, Murat AKKOK ve Giilsiim MERT’e, bu hayattaki en
biiyiik sanstm olan canim annem Fatma AKKOK ve babam Hiiseyin AKKOK ’e bana

olan giivenleri ve tiim fedakarliklar1 i¢in tesekkiir ederim.
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Simgeler ve Aciklamalar
Kisaltmalar

% © Yizde

°C . Santigrat derece

ul . Mikrolitre

dH20 . Distile su

G : Gram

L . Litre

M : Molar

Mg : Miligram

ml : Mililitre

pH . Power of hydrogen

BAP . 6-Benzil amino purin
G.O.K. . Govde olusturma kapasitesi
HCI . Hidrojen kloriir

K.O.K. . Kok olusturma kapasitesi
MS . Murashige Skoog

NAA . Naftalen asetik asit

NaCl . Sodyum kloriir

NaOCl . Sodyum hipoklorit

NM :  Nanomateryal

NP . Nanopartikiil

nZVI . Sifir degerlikli nano demir
TMV . Tiitlin mozaik virtisii

QL . Quoirin and Lepoivre
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1. GIRIS

Giliniimiizde, tarim ve strdiiriilebilir gida giivenirliliginin giderek azalmasi bu
alanda yasanilan zorluklar1 asabilmek igin son yillarda tarim alaninda Snemli
stratejilerin gelistirilmesini zorunlu kilmigtir. 2050 yilina kadar, su an yaklasik 9
milyar olan diinya insan niifusunun besin ihtiyaglariin karsilanmasi i¢in su an
tretilenden %50 daha fazla gida gerekmektedir. Bu hedefin gerceklesmesi igin
yeterli toprak ve su kaynaklarina sahip olmamiza ragmen bitki verimliligini
arttirmaya yonelik tekniklerin miidahaleleri ile bu sorunun ¢oziimlenebilecegi 6n
goriilmektedir [Dwivedi et al., 2016]. Bu tekniklerin basinda bitki doku kiiltiirii
calismalar1 ve uygulamalar1 gelmektedir.

Bitki doku kiiltiiri, bitkilerin herhangi bir hiicresinin biitiin bir bitkiye
farklilagabilme potansiyeline sahip olmasmna yani totipotentsi ozelligine
dayanmaktadir. Bu kiiltiirler kontrollii beslenme ve ortam kosullar1 altinda
hiicrelerin, dokularin, organlarin gibi bitki eksplantlarinin in vitro steril
kiiltirlenmesiyle olusmaktadir [George, 2008]. Bitki doku kiiltiirii teknikleri; bitki
gelisim  siireclerinin  arastirilmasi, fonksiyonel gen ¢alismalari, ticari bitki
mikrocogaltimi, belirli ticari ve tarimsal 6zelliklere sahip transgenik bitkilerin eldesi,
bitki 1slaht1 ve mahsul iyilestirme calismalari, vejetatif olarak {iretilen bitki
mabhsullerinin germplazmasinin korunmasi ve muhafaza edilmesi, nesli tehdit altinda
veya tilkenmekte olan bitki tiirlerinin kurtarilmasi gibi birgok amag i¢in en sik
kullanilan biyoteknolojik araglardir. Ayrica bitki hiicre ve organ kiiltiirleri, ticari ve
eczacilik sektoriinde biiylik 6neme sahip ikincil metabolitlerin tiretimi i¢in ilgi ¢ekici
olmustur [Loyola and Ochoa, 2018].

Tiitiin (Nicotiana tabacum L.), diinyada ticari gida dis1 {irlin olarak yetistirilen
en eski ve onemli bitkilerden biridir. Solanaceae ailesine ait en degerli bitkilerden
biridir. Nicotiana tabacum L., boyu 1 ila 2 metre kadar uzayabilen, bir yillik, kiiciik
dallr bir bitkidir. Titiin bitkisinin diger tiirleri siis bitkisi veya yabani ot olarak
yetistirilmektedir. Giiney Amerika, Gliney Bati1 Afrika ve Giiney Pasifik'te bulunan
yerli bir bitki tiridir ve dinyaya Amerika’dan yayilmistir [Kishore, 2014]. 70'i
askin tiir iceren tiitiin bitkisinin giiniimiizde bircok tiirii biyomiihendislik, biyosentez,

molekiiler biyoloji ve diger bilimsel ¢alisma alanlarinda kullanilirken; siradan tiitiin



olarak bilinen Nicotiana tabucum L., diinyada ekonomik agidan en Onemli
endiistriyel iiriin olarak tiretilmektedir [Popova, 2020].

Titlin bitkisi, Skoog ve Miller'in (1957) yaptiklar1 ¢alismalardan giiniimiize
kadar rejenerasyon tizerine yapilan in vitro c¢alismalarda model bitki olarak
kullanilmaktadir. Olgun bitkilerin tek hiicrelerden rejenerasyonu ilk kez Nicotiana
tabacum’da tanimlanmustir [Vasil and Hildebrandt, 1965]. 1984’te tiitiin doku
kiltiriinden rejenere Uriinlerin degiskenligi gozlenmistir [Nikova and Zagorzka,
1984]. Protoplast fiizyonu ile hibrit bitki eldesi [Shinde et al., 2021], herbisit
direncinin  gelistirilmesi  [Freyssinet, 1986], TMV (titin mozaik viriisii)
kontaminasyonundaki tiitiin bitkinden kallus kiiltiirii vasitasiyla saglikli bitkicik elde
edilmesi [Sanger et al., 1986] ve antikorlarin in vitro biiyiime yaniti1 {izerindeki
etkisinin belirlenmesi [Zhang et al., 1998] tiitiin doku kiiltiiriinden basariyla elde
edilmistir.

Fraser Photinia (Photinia * fraseri Dress), Japon Photinia glabra ile Cin
Photinia serrulata bitkilerinin hibritlestirilmesiyle ortaya ¢ikan melez bir bitkidir.
Ulkemizde Alev agaci olarak bilinen Fraser photinia, Rosaceae ailesine ait bir tiirdiir.
Maksimum 3-5 metre boy ve 2-4 metre ene ulagabilen, yaprak dokmeyen ¢ok yillik
bir ¢ali tliriidiir. Su ana kadar tahmini 60 tiire sahip oldugu bilinmektedir ve bu
tiirlerin ¢ogu Cin asillidir [Llorente and Larraburu, 2012]. Alev agacinin fiziksel en
belirgin 6zelligi yesil gen¢ yapraklarinin u¢ kisminda canli kirmizimsi renkte
yapraklarinin bulunmasidir. Bu goriintii sebebiyle giiniimiizde ¢it veya siis bitkisi
olarak yaygin olarak kullanilmadir [Gilman and Watson, 2006]. Bu 6zelligine ek
olarak yapilan calismalar sunucunda alev agacinin topraktaki agir metallerden
etkilenmeyip biiyiime ve gelisme gosterdigi ortaya ¢ikmustir [Yang et al., 2004].
Alev agaci yapraklar1 sadece goriintiisii olarak degil igerdigi sorbitol, polifenoller,
saponin ve ursolik asit vb. ugucu yag gibi bir¢ok sagliga faydali tibbi degeri yiiksek
biyomolekiiller nedeniyle de 6nemli bir ekonomik degere sahiptir [Song et al., 2021].

Alev agaci ile yapilan bir dizi ¢caligma sonucunda bitkinin g¢elikle koklenme ile
tiretimde koklenmenin ge¢ oldugu ve bu nedenle bitkinin mevsimler arzinm
karsilayacak ¢ogaltimmin yapilamadigi goriilmiistiir [Merkle and Dean, 2000],
[Aderkas and Bonga, 2000]. Bu nedenle hem hizli hem de fazla iiriin olusturabilmek
icin alev agaci tretiminde, in vitro mikrogogaltim kullanim tekniklerinin
gelistirilmesi diislinlilmiis ancak giiniimiizde bu konu ile ilgili sinirlt sayida ¢alisma

vardir.



Stevia rebaudiana, Asteraceae ailesine ait bir tiirdiir ve Giiney Amerika'ya
0zgl cok yillik bir bitkidir. Ticari olarak Cin, Tayvan, Tayland, Kore, Japonya,
Hindistan gibi iilkelerde yetistirilmektedir [Bidabadi and Jain, 2020]. Stevia
yapraklari steviosidler, rebaudiozitler, rubosidler steviolbiyozitler ve dulcosidler gibi
tatlilig1 sakkaroza gore 100-300 kat daha yiiksek olan diterpen glikozitler icerir ve bu
nedenle seker otu olarak da bilinir. Ayrica, stevia yapraklari alkaloidler, flavonoidler,
suda ¢6ziiniir klorofiller ve ksantofiller, hidroksisinnamik asitler (kafeik, klorojenik
vb.), serbest sekerler, amino asitler, lipitler, ucucu yaglar, vitaminler, polifenoller ve
diger antioksidanlar1 icermektedir [Ozcan ve Arabaci, 2012].

Stevia yapraklarinin toz halindeki sekeri, diyabetik hastalar i¢in herhangi bir
yan etki olmaksizin hem hipoglisemik hem de viicut agirlig1 azaltici etkiye sahiptir
[Summon et al., 2008]. Diinya Saghik Orgiitii'niin (WHO), hayvanlar iizerinde
yaptig1 in vitro ve in vivo galismalar; steviosidlerin ve rebaudiosidlerin tiiketiminin
mutajenite bir etkisinin olmadigini ve kanser olusumunu indiiklemedigi goriilmiistiir
[Mizutani and Tanaka, 2002]. Stevia ayrica farmakolojik c¢aligmalarda bir
antimikrobiyal olarak hareket edebilir. S. rebaudiana yapraklarinin ham yaprak
kloroform 0ziitli; antihipertansiyon, antikanserojenik, antihiperglisemik, anti-human
rotavirus ve benzeri bir¢ok hastalikta tedavi amacli kullanilabilirligi bildirilmistir. Bu
faydalarinin disinda yiiksek sicaklikliklara direng Ozelligi sayesinde; regellerde,
soslarda, sekerlemelerde, iceceklerde ve dis iriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [Lee et al., 2001].

Stevia'nin geleneksel yetistirme veya cogaltma yontemleri diisiik ¢ogaltim
verimine sahip olmasi nedeniyle zaman alicidir. Bununla birlikte tohumlarin diisiik
cimlenmesi (yaklasik %10) nedeniyle generative ¢ogaltiminda da sorunlar vardir. Bu
sorunlarin ¢oziimi i¢in in vitro kosullarda klonal ¢ogaltimma olanak taniyacak
mikrogogaltim tekniklerinin kullanilmast oldugu diisliniilmiistiir. Bu sayede kisa
siirede biiylik miktarlarda stevia bitkisi iliretme potansiyeline sahip olunabilecektir

[Uddin et al., 2006].



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Seker otu [Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni], yapraklarindaki steviosid ve
rebaudiozitler gibi glikozitlerin varli§1 nedeniyle sukrozdan daha tatli olarak bilinir.
Bu nedenle giiniimiizde kalorisiz dogal tatlandiric1 olarak basta diyabet olmak iizere
obezite ve kanser hastaliklarinin tedavisinde 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak seker otu
bitkisine ait tohumlarin ¢imlenme yiizdesi diisiiktiir ve vejetatif tliretiminde de az
sayida yeni bitki olusturma sorunu nedeniyle hizli gogaltilamamaktadir.

Alev agaci1 (Photinia X fraseri Dress.) siis bitkisi olarak ticari agidan biiyiik bir
Ooneme sahiptir. Buna ek olarak; bitkinin icerdigi sorbitol, ursolik asit, betulinik asit,
saponin ve ugucu yag gibi tipta ve farmokolojide biiylik 6neme sahip biyomolekiiller
icermektedir. Ancak alev agacinin ge¢ koklenme gibi sorunlara sahip olmas1 vejetatif
cogaltilmasinda zorluklara yol agmaktadir.

Titiin  (Nicotiana tabacum L.)’lin giiniimiize kadar rejenerasyon {izerine
yapilan in vitro c¢alismalarda kullanilmasi tiitiinii essiz bir model organizma
yapmaktadir. Ayrica hem ticari tiitlin Uiriinii olarak hem de ticari enzimlerin,
rekombinant asilarin, farmasotik bilesiklerin ve antikorlarin gelistirme amagh
tiretimlerinin olmasiyla tiitiin yiiksek ekonomik degere sahiptir.

Bu tip iiretim sorunlart olan bitkilerde doku kiiltiirii tekniklerinden olan
mikrogogaltim y&ntemi hizli ve etkin klonal ¢ogaltimi saglamaktadir. Onerilen tez
calismasinda bu nedenle literatiirde bitki gelisiminde olumlu sonuglar veren sifir
degerlikli demir nanopartikiiliiniin seker otu, alev agaci ve tiitiin bitkisinin in vitro
mikrocogaltimina olan etkisinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.

Stevia ve alev agacinin geleneksel cogaltma ve yetistirme prosediirleri
sinirlidir. Hem endiistriyel hem de tibbi agidan son derece onemli bu iki bitki ve
titlin igin in Vvitro ¢ogaltma prosediirlerine onemli bir katki olarak nZVI’nin
kullanim1 diistintilebilir. Ekonomik degeri yiiksek, tibbi-aromatik bitki grubunda
bulunan stevia bitkisinin ve siis bitkisi grubunda olan alev agacinin diinyada
tiretiminin hizlanmas1 ve Oneminin giderek artist s6z konusudur. Dolayisiyla
Tiirkiye’de bu gibi ¢alismalarin 6neminin anlasilmasi ve stevia ile alev agacinin
bitkisinin iiretiminin hizlanmasi, bilime katkisi oldugu kadar ekonomiye de katkisi
olacaktir. Tez kapsaminda tibbi-aromatik otsu bitki grubunda yer alan stevia, odunsu

stis bitkisi grubunda yer alan alev agaci ve bir model organizma olan tiitiinden elde



edilen sonuglar dogrultusunda benzer gruplardaki bitkiler iizerinde nZVI’nin etkisi
hakkinda bir fikir sahibi olunabilir. Stevia, alev agaci ve tiitiin ile nZVI ilgili bitki
doku kiiltiirii ¢aligmalari literatiirde bulunmamasi nedeniyle ongoriilen tez ¢aligsmasi,
literature katki saglayarak; bu bitkilerin liretime ve ¢ogaltimina yardimci olarak, bu
alanda yapilacak yeni caligsmalara 11k tutacaktir.

Bu calismada tiitiin tohumlar1 ¢imlendirilerek elde edilen bitkicigin steril
sartlarda yaprak eksplantlarinin; alev agaci bitkisinin steril kosullarda govde ucu ve
nodal eksplantlarinin; seker otu bitkisinin bitki biiyiime diizenleyici [6-benzilamino
piirin (BAP)] optimasyonu yapilmasi sonrasi sterilizasyon islemiyle doku kiiltiine
aliman nodal eksplantlarinin, farkli konsantrasyonlardaki nZVI ile muamelesi
gerceklestirilmistir. Daha sonra 30, 60 ve 90. giin sonrasi olusan degisimler belirli
parametreler dogrultusunda gozlemlendi ve hesaplandi. Bu sayede nZVI'nin tiitlin
bitkisinin in vitro rejenerasyona; seker otu ve alev agaci bitkisinin in vitro

mikrogogaltimina olan etkisi yapilan analizlerle belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Tutiin Bitkisi

Tiitiin (Nicotiana tabacum L.), Solanaceae familyasinda bulunan doku kiiltiirii
calismalarinda uzun siiredir kullanilan en 6nemli bitkilerden biri olmustur [Popova,
2020]. Tiitiin bitkisi temel olarak Giiney Amerika’nin tropikal bolgelerinde, Giiney
Pasifik ve Giiney Bat1 Afrika’da yerli olarak yetisen bir bitki tiiriidiir [Nielsen, 1989],
[Charlton, 2004] (Sekil 2.1). Diinya’ya yayilmasi Kolombiya Oncesi donemlere
dayanmaktadir [Gebhardt, 2016]. Tahmini 70 tiir Nicotiana cinsi vardir. Nicotiana
tabacum, ticari amagh bir tiitiin {irlinii olarak, akademik arastirma ve gelistirme

caligmalarda en ¢ok taninan bir tiir olmustur [Olmstead et al., 2008].

Sekil 2.1: Titiin bitkisinin dogada goriiniimii.

Tiitlin, son 15 yilda bitki doku kiiltiiri, transgenik arastirma ve genetik
miithendisliginin ilerlemesinde deneysel benzersizligi nedeniyle tercih edilen model
bitkilerin en basinda yer alir [Kaya et al., 2013]. Tiitiin bu 6zelliklerinin yan1 sira
ticari olarak cok degerli bir bitki olarak goriilmektedir ve ¢esitli kullanimlar igin
bircok Tliretim yoOntemi gelistirilmistir. Bu yontemler baslica ticari enzimler,
rekombinant asilar, farmasotik bilesikler ve antikorlarin gelistirme amaclh iiretim
yontemleridir [Ma et al., 2015], [Habibi, 2019]. Ayrica tiitiin, as1 iiretim

calismalarinda daha hizli iiretim ve maliyet diistirmek amacli yapilan bitkinin model
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organizma olarak kullanilan ilk g¢aligmalarda basarili olmustur [Demurtas et al.,
2016], [Zhong et al., 2014].

Nicotiana cinsinin fizyolojisi ve genetigi, olgun bir organizma olusturmak i¢in
farklilasmamis hiicrelerden 6zel dokulara doniisme yetenegi de dahil olmak {izere
kapsamli bir sekilde incelenmistir [Mohammed, 2021]. Nicotiana tabacum L., belirli
konsantrasyondaki sitokinin ve oksin igeren kallus kiiltlirlerinde organogenez
caligmalar1 i¢in uzun siiredir model tiir olarak siniflandirilmaktadir [Skoog and

Miller, 1957], [Maeda and Thorpe, 1979].

2.2. Seker Otu Bitkisi

Anavatan1 Brezilya, Arjantin ve Paraguay olan bu bitki ilk olarak Paraguay
yerlilerin (guaraniler) "tath bitki" ve "ball1 yaprak" gibi farkli isimler verilmis ve
geleneksel mateyi tatlandirmak amacli kullamlmustir. Ik olarak 1987 yilinda
Paraguay’da kullanilan sifali bitkiler hakkinda arastirma yapan Giiney Amerikali
bilim insant Antonia Bertoni tarafindan kesfedilmistir [Goerzen and Salas, 2011].
1889 yilinda ise Isvigreli Botanist Moises Santiago Bertoni tarafindan bitkinin
smiflandirilmast yapilarak Eupatorium rebaudianum olarak isimlendirilmistir.
Bertoni tarafindan {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda 1905°’te bilimsel agidan
yeni bir bitki olarak tespit edilmis ve giinlimiizdeki ismini “Stevia rebaudiana
Bertoni” almigtir [Turgut et al., 2015].

Stevia bitkisi, Asteraceae ailesine ait ¢ok yillik, yabani, otsu, kiigiik bir ¢ali
turidir (Sekil 2.2). Giiniimiizde 230’u askin tiirii bilinmektedir. Bu tiirlerden sadece
S. rebaudiana ve S. phlebophylla tiirlerine ait bitkilerden steviol glikozitleri
iiretilmektedir [Ozcan ve Arabaci, 2012]. Nemli ortamlar1 seven stevia bitkisi,
dogada kendiliginden yetisebilme 6zelligine sahiptir. Stevia bu 6zelliginin yani sira
pH ve 1stya dayaniklilik, yiiksek lif orani, agizda aci metalimsi tat birakmama,
alkolde ¢oziiniirliik, sifir kalori icermesi ve piyasadaki tatlandiricilardan (aspartam,
neotame, sakkarin, sukraloz vb.) en az 250-300 kat daha fazla tatli olmas1 nedeniyle
bilimsel arastirmalar igin ilgi odag: bir bitki olmustur [Soliman, 1997], [Inang ve
Cinar, 2009]. Stevia bitkisi yapraklarinda steviosid, rebaudiosid A, B, C, D, E ve
dulcosid-A glikozitleri bol miktarda igermesi nedeniyle sakarozdan daha tatlidir
[Carneiro et al., 1997].



Sekil 2.2: Stevia (seker otu) bitkisinin genel gorinimii (Orijinal).

Stevia bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlar gida enstitiisiiniin
disimda tipta mide sorunlarinin tedavisinde, diisiik kan sekeri tedavisinde, kan
basinct disiiriilmesinde ve agri kesici 0Ozelligi sebebiyle ila¢ yapiminda da
kullanilmaktadir [Singh and Rao, 2005]. Ayrica Japonya’da yapilan bir ¢aligmada
stevia bitkisinin fare lizerindeki testlerinde kanserojen, mutajen olmadig1 ve herhangi
toksik bir etkisinin olmadig1 ortaya ¢ikmigtir [Mizutani and Tanaka, 2002].

Uzun yillar uzak dogu iilkelerinde gida maddesi olarak ticari iiretimi
yapilmasina ragmen Avrupa’ya 2011, ABD’ye 2008 yillarindan sonra iiretim izini
verilmistir. Tirkiye’de seker otu olarak adlandirilmaktadir ve 2013 yili itibari ile
tiretime gecilmistir [Yildirim, 2017]. Seker otu ekonomik olarak ¢ok degerli bir bitki
olmasina ragmen iilkemizde yetistiricilik ve yapilan bilimsel ¢aligmalar oldukga
yetersizdir.

Ulkemizde yapilan arastirmalara gore seker otunun yetistirilmesinde en uygun
yer Akdeniz boélgesinin oldugu goriilmistir [Turgut et al.,, 2015]. Karadeniz
Bolgesinde yapilan ¢ay endiistrisi ile seker otunun bir arada kullanimi diisiincesiyle
yapilan ¢alismalarda bitkinin tohumunun topraga diisiik oranda tutunma ve ¢imlenme
sorunlart oldugu goriilmiistiir [Yiicesan ve ark., 2016]. Bu sorunlar goéz oOniine
aliarak seker otunu ticari olarak iiretimini artirmak amagh yapilan bir ¢alismada;

bitki doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak 6nce sera sonra tarla denemesinde ekilen



fidelerin yiiksek oranda gelisim gosterdigi ve seker otunun Tokat sartlarinda

adaptasyon saglayabilecegi goriilmiistiir [ Y1ldirim, 2017].

2.3. Alev Agaci Bitkisi

Alev agaci (Photinia * fraseri Dress.), yesil alanlarda siis bitkisi olarak
kullanilan en fazla 3-5 metre yiikseklige ve 2-4 metre genislige sahip olabilen yaprak
dokmeyen ¢ok yillik bir ¢ali tiridir (Sekil 2.3). Diinyada ¢ogunlukla Asya ve
Meksika’da yayilim gosteren 43’1 Cin’e 6zgili olmak iizere yaklasik 60 tiir alev agaci
bitkisi bulunmaktadir [Kane et al., 1987]. Alev agaci, Rosaceae ailesine ait bir tlirdiir
ve Japon asilli Photinia glabra ile Cin asilli Photinia serrulata bitkilerinin
hibritlesmesiyle olusturulmustur [Llorente and Larraburu, 2012].

Alev agaciin dikdortgen, yassi, parlak yapraklari soguga dayaniklilik
saglamaktadir ve ¢ok yillik olgun yesil yapraklarinin ucundaki yogun kirmizi renkli
geng yapraklarin bulunmasi bitkiyi oldukg¢a goz alic1 yapmaktadir. Bitki ilkbahar-yaz
aylarinda 2-3 hafta biiyiik, hos kokulu beyaz ¢iceklere sahiptir. Sonbahar aylarinda
ise gen¢ kirmizi yapraklar olusur ve 2-4 hafta sonra kirmizi olan gen¢ yapraklar

yesile doner.

Sekil 2.3: Photinia (Alev agaci) siis bitkisinin genel goriintimi (Orijinal).



Hava kirliligi, kurak toprak gibi sorunlara sahip ve sulamanin yetersiz oldugu
kentsel alanlarda bile sorunsuz yetisebilmesi nedeniyle siklikla ¢it veya siis bitkisi
olarak tercih edilmektedir [Gilman and Watson, 2006]. Agir metal kirliligi bulunan
topraklarda yapilan bir ¢alismada alev agacinin agir metalden etkilenmeden gelisim
ve bliylime gerceklestigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma alev agacinin agir metal sogurma
yeteneginin yapilacak sonraki ¢aligmalara oncii olacagi diisiiniilmiistiir [Yang et al.,
2004]. Ayrica alev agaci yapraklarinin; sorbitol, saponin, polifenoller ve ursolik asit
gibi insan saglig1 i¢in tibbi degeri yliksek olan besleyici biyomolekiiller igerdigi
yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikmistir [Song et al., 2021].

Photinia'nin geleneksel cogaltma yontemi, apikalden yaklagik 10-13 cm
uzunlugunda alinan kesimlerin yiiksek konsantrasyonlu fitohormon darbeleri ile
koklendirilmesiyle yapilmaktadir [Beeson, 2000]. Alev agaci ile yapilan calismalar
sonucunda bitkinin ¢elikle koklenmesinde birtakim zorluklar oldugu goriilmustiir
[Bonaminio and Blazich, 1983], [Dirr, 1990]. Bitkinin koklenme sorununu, govde
celiklerinin ge¢ koklenmesi nedeniyle olusturdugu mevsimsel talebin karsilanamasi
gibi sorunlari ortadan kaldirmak ve hastaliga direngli bitkilerin elde edilip gen
aktarim1 i¢in hedef materyal saglanmasi amaciyla alev agaci bitkisi i¢in ¢ogaltma
yontemi olarak mikro ¢ogaltma teknikleri Onerilmistir. Buna ragmen giiniimiizde
alev agacinin ¢ogaltilmasi i¢in doku kiiltiirli ¢alismalar1 sinirh sayidadir [Kane et al.,
1987], [Leifert et al., 1992], [Merkle and Dean, 2000], [Aderkas and Bonga, 2000].
Ancak yapilacak mikro cogaltim teknikleri bitki performansim1 azaltan bazi
biyokimyasal ve histolojik modifikasyonlar olusturabilmektedir. Bu sebeple bu

degisimleri onleyebilecek biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

2.4. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji bilimi, ilk olarak ABD Cevre Koruma Ajansi tarafindan ISO/TS
27687:2008'de tanimlanmis ve ISO/TS 80004-2:2015te yenilenmistir. Avrupa
Birligi, nanomalzemeleri (NM'ler); pargaciklarin %50'si veya daha fazlasinin 1-100
nm araliginda oldugu, baglanmamis halde aglomera veya agrega halinde pargaciklar
iceren malzeme olarak tamimlamaktadir [Rodriguez, 2018]. Bitki bilimi
sistemlerindeki  nanoteknoloji ~ uygulamalari ~ “Fitonanoteknoloji”  olarak

tanimlanmaktadir [Fincheira et al., 2019].
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Nanopartikiiller (NP) 100 nm'den daha kii¢lik olduklar1 i¢in ciplak gozle
goriinemeyen pargaciklardir. Nanopartikiillerin bu kadar kii¢iik boyutlara sahip
olmas1 onlara ¢ok yiiksek yiizey / hacim orani saglamaktadir. Nanopartikiiller bazi
kaynaklarda Nano-kristaller olarak da gegebilmektedir. NP’lere sekillerine goére
nanotiip, nanogicek, nanotel, nanokiip vb. isimler de verilmektedir [Khatami et al.,
2018], [Karthik et al., 2018].

Giiniimiizde bu nano yapilar basta tip ve miihendislik olmak {izere kozmetikte,
tekstilde ve ingaat sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir [Khan et al., 2017].
NP'ler, diger yap1 malzemelerine gore Ustiin fiziksel, mekanik, kimyasal, termal ve
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan biyolojik ¢alismalara gore
NP’lerin anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-anjiyojenik
ozelliklere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir [Ghosh et al., 2019], [Barzan et al., 2014].

NP’ler boyutuna, sekline, nasil sentezlendigine ve dogasina gore kendine has
kullanim 6zelliklerine sahiptir. Bu benzersiz 6zellikler nedeniyle karbon nanotiipler,
demir nanopatikiiller, aliiminyum, bakir, altin, glimiis, titanyum, ¢inko vb. gibi
bircok metal nanopartikiiller ve sezyum oksit, ¢inko oksit gibi cesitli metal
oksitlerden nano boyutta ¢esitli malzemeler gelistirilmektedir [Timoteo et al., 2019],
[Miri et al., 2018].

NP’lere bitkinin gelisim safhalarinda bitkinin biiylime ve gelisme sistemini
diizenlemedeki yetkinlikleriyle bilimsel ¢aligmalar i¢in ¢ok degerli goriilmektedir
[Kamle et al., 2020]. Bu nanoparcaciklar, ekosistemde yasanan kayiplar1 en aza
indirgemek amaciyla besinlerin kullanim verimliligini ve kontrollii salinim yapilarak
lyilestirmeye dayanan akilli bir sistemin gelismesine 6ncii olmustur [Solanki et al.,
2015]. Ayrica NP'ler, diisiik maliyetli olmalari, biyolojik olarak pargalanabilirlikleri,
diisiik toksisiteleri ve daha yliksek enzim aktiviteleri ile tarim uygulamalarinda
bliyiik oOlgekli {iretimlerde tercih edilmektedir [Kalia et al., 2020]. Metal
nanopartikiiller icerisinde demir, kobalt ve nikel nanopartikiilleri essiz kendine 6zgii
manyetizmalara sahiptirler ve bu nedenle tipta yaygin olarak kullanilmaktadir

[Toledo et al., 2018].
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24.1. Sifir Degerlikli Demir Nanopartikiili (nZVI) ve Yapilan
Cahsmalar

Giliniimiizde nZVT’in ¢ekirdeginde metalik demir, kabugunda Fe (I1) ve Fe (111)
hidroksitleri bulunan bir ¢ekirdek-kabuk yapisi ile karakterize edilir [Vilardi et al.,
2018]. nZVI'min farkli mikrobiyal ve hayvan sistemleri {izerinde toksik etkisinin
oldugunu gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir. Bakterilerde [Auffan et al., 2008],
siyanobakterilerde ve planktonlarda [Marsalek et al., 2012] belirgin sitotoksisite
gostermistir ve midyelerde DNA hasari, mikroglial ve noronal hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi gézlenmistir [Kadar et al., 2011]. Son zamanlarda
nZVI, agir metaller ve pestisitler gibi farkli kirletici tiirlerini toprak veya sulu
cozeltilerden uzaklastirmak icin sentezlenen 6nemli bir endiistriyel malzeme olarak
ilgi gormektedir. Ancak bitkiler sistemlerindeki etkisini inceleme amacli yapilan
caligmalar sinirlidir [Vilardi et al., 2018].

Fenton Reaksiyonu ile H2O2 ve OH" radikalleri iiretebilme 6zelligi sayesinde
nZVI, bitkilerde kok biiylimesi ve uzamasinda 6nemli bir siire¢ olan kok hiicre
duvar1 yikiminda 6nemli bir rol alir. Bu durum g6z Oniine alinarak nZVI'nin
oksidasyon yeteneginin kok uzamasini arttirdigi 6ne stirtilerek A. thaliana'da yapilan
bir calismada bitkinin koklerdeki pektin-polisakkaritlerin parcalanmasini artirarak
kok uzamasmin %150-200 artirdigi goriilmistiir [Kim et al., 2014]. A. thaliana ile
yapilan bir bagka calismada ise nZVI, stomalarin agilmasinda gorevli ve kuraklik
direncini artiran AHA2'nin gen ekspresyonunu yukart dogru diizenledigi goriilmiistiir
[Kim et al., 2015].

Tohum ¢imlenmesi ve bitki biiylimesinin temel fototoksisite u¢ noktalari, yer
fistiginda diislik konsantrasyonlarda (<320 pumol/l) biiyiimenin tesvik edildigini ama
piringte >500 mg/kg, kedikuyrugu ve hibrit kavakta >200 mg/l konsantrasyonlarinda
inhibisyonun gergeklestigi ortaya ¢ikmistir [Ma et al., 2013], [Wang et al., 2016], [Li
et al.,, 2015]. Soya fasulyesi ile yapilan bir ¢alismada; bitkinin tohumlar1 sifir
degerlikli demir, bakir ve kobalt nanokristalin tozlari ile muamele edilmis ve
¢imlenme oranin kontrol sartlarina goére artan bir grafik ¢izdigi goriilmiistiir [Ngo et
al., 2015].

In vitro titiin BY-2 hiicrelerine diisiik konsantrasyonlarda maruz birakilan
nZVI'nin, yiikksek ROS alimi ve iiretiminin bir sonucu olarak sitotoksisitesi ve

genotoksisitesi oldugu ortaya ¢ikmistir [Ghosh et al., 2019]. Cr (VI) ile kirletilmis
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suya nZV1 eklenerek olusturulan bir ¢alismada ise kontamine su ile muameledeki
domatesin biiyiime performansi bakildiginda; yaprak klorofil ve karotenoid oraninda
onemli bir artis gozlenirken, Olgun meyvelerdeki karotenoidler, yagda c¢oziinen
vitaminler ve nikotiyanamin seviyelerinde o6nemli bir degisiklik olmadigi

gbzlenmistir [Brasili et al., 2020].

2.5. Bitki Doku Kiiltiirii

2.5.1. Bitki Doku Kiiltiirii Tarihgesi

Bitki doku kiiltiiriiniin teorik temeli 1838 yilinda; Schwann ve Schleiden’in, bir
hiicrenin hiicre boliinmesiyle tiim genomu ifade edebildigi ve biitiin bir bitkiye
farklilagabilecek potansiyelde oldugunu ortaya koyan totipotens kavramina
dayanmaktadir [Thorpe, 2007]. 1934 yilinda, White tarafindan Lycopersicon
esculentum bitkisinde yapilan bir ¢alismada ilk kez kalic1 kok ve meristem kiiltiirleri
basarili olmustur, ardindan Gautheret ve Nobecourt Daucus’un havug ile yaptiklari
calisma kalic1 kallus kiiltiirti yapilan ilk ¢alisma olmustur [Pierik, 1997]. Daha sonra
Gautheret, caligmalarin1 gelistirerek Salix kallus kiiltiirlerini 18 ay aseptik kosulda
altkiiltir yapmay1 basarmis ve 1942°de yabani havug¢ kallus Kkiiltlirlerinden
metabolitlerin {iretimini basarmistir [Bigot, 1987]. Bu c¢alismalar1 takip eden
caligmalar sonucunda oksinin tanimlanmasi, kék ve siirgiin u¢larinin laboratuvarda
cogaltimi, olgun embriyolarin kiiltire alinmas1 ve kallus kiiltiirlerinin
stirdiiriilebilirligi gibi birgok gelisme gerceklesmistir. 1995°te ilk rekombinant gida
tiretiminin ger¢eklesmesiyle birlikte bitki doku kiiltiirli galigmalar1 yogun ilgi ve hiz
kazanmistir [Thorpe, 2007]. Bitki hiicrelerinin bu essiz yetenegi, in vitro doku
kiltliriinii arastirma amacli yapilan ¢alismalarin haricinde bitki {iretim ve yetistirme
enstitlisii programlarinda kullanilan bir teknik olarak da kullanilmasina olanak

saglamaktadir [I[dowu et al., 2009].
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2.5.2. Bitki Doku Kiiltiirii ve Yontemleri

Bitki doku kiiltiirii sistemleri, laboratuvarda kontrollii aseptik kosullar altinda
tiim bitkilerin, organlarin, dokularin veya hiicrelerin yetistirilmesine dayanmaktadir.
Bu kiiltiir sistemleri, bazal bir ortam kurulmasi amaciyla bitki veya alinan eksplantin
bliyiimesi i¢in gerekli tlim besinleri, enerjiyi ve suyu saglamaktadir. Ek olarak uygun
inkiibasyon kosullarin1 olusturmak amacli biiylimeyi destekleyici optimize edilmis
151k ve uygun sicaklik ayarlar1 saglanmaktadir. Bitki gelisimi daha sonra, biiylime
veya olgunlasmanin belirli asamalarinda bitkinin ortamina bitki biiylime
diizenleyicilerinin (PGR’ler) olarak bilinen dogal veya sentetik fitohormonlarin
eklenmesiyle manipiile edilebilmektedir [Phillips and Garda, 2019]. Bu PGR’ler,
hiicre boliinmesi ve biiylimesi, farklilagmasi, organogenez ve morfogenezin sayisiz
gelisimsel programini etkiler [George, 2008].

Kisaca bitki doku kiiltiirleri; aseptik kosullarda, igerigi belirli kimyasal ve
fiziksel ortamda bulunan hiicre veya eksplantlarin toplu olarak ¢ogaltilmasina olanak
saglayan bir in vitro kiltiir teknigidir. Eksplant; olgunlagmamis bir embriyo, bir
tohum, yapraklarin bir kismi, kdkler veya siirgiinler, bir anter, bir polen tanesi, bir
yumurta hiicresi, bir meristem veya apikal meristem gibi bitkinin herhangi bir
kismindan alinabilir [Bidabadi and Jain, 2020]. Sekil 2.4’te doku kiiltiirii ile mikro

cogaltim teknikleri bir sema ile gosterilmistir.

/ S T
Yiizey ks‘f L Yontem
sterilizasyonu SSum

Eksplant Yiizey
kesimi sterilizasyonu

Kat1 besiyerinde
kiiltiir +Hormonlar

C .
_ — Organogenezis / \ Embriyogenezis
! |

Hormon

e R e

besiyerinde Kkiiltiir

Sekil 2.4: Doku kiiltiirii yoluyla mikro ¢ogaltimin 6zeti.
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Bitki doku kiiltiirii teknolojisi genel anlamda; haploid bitki iiretimi, germplazm
korunumu, yeni bitki ¢esitlerinin olusturulmasi, ender ve tilkenme riski bulunan
bitkilerin korunmasi, iireme sorunu yasayan bitkilerin cogaltilmasinda, ikincil
metabolitlerin  tiretilmesi ve transgenik bitki olusturma gibi  hedefleri
gerceklestirmekte kullanilmaktadir [Ahloowalia et al., 2004].

In vitro c¢ogaltim bitkilere; kisa zamanda yiiksek oranda fazla iriin elde
edilmesi, ¢alismalarin her mevsim yapilabilmesi, in vitro dretilen bitkilerin
cogunlukla her tiirlii kontaminasyondan uzak kalabilmesi ve bu sayede Onemli
genotiplere etki eden viriislerden korunabilmesi gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir
[Arora, 2010].

Bunlara ek olarak doku kiiltiiri uygulamalari sayesinde bitkilerin veya
eksplantlarinin istenen vadede depolanma ve korunmasi yapilabilmektedir. Ayrica
bitki eksplantin1 sivi nitrojen (-196 °C) ile muamele edilerek kriyoprezervasyon
olarak bilinen dondurarak koruma islemi uygulanmasiyla bitkiler siiresiz bir sekilde
saklanabilir ve koruma saglanabilmektedir [Callow, 1997].

Bitki doku kiiltiirii yoOntemleri, besiyeri i¢in kullanilan materyallerin

farkliligina gore asagidaki gibi 5’e siniflandirilabilir. Bunlar;

e Hiicre Kkiiltiirli; sivi  besiyerinin  ¢ogunlukla c¢alkalama yontemiyle
havalandirildig: bir ortamda tiretimin yapildig: kiiltiir,

e Kallus kiiltliri: Eksplantlarin uygun kati besi ortaminda kallus dokusu
olusturulan steril kiiltir,

e Protoplast kiiltiirii; kiiltiir ortaminda bulunan hiicre veya bitki dokularindan
bitki protoplastinin aseptik izole edilmesiyle olusturulan kiiltiir,

e Organ kiiltlirli; embriyo, yumurtalik, anter, yaprak, kok ve siirglin vb. gibi
bitki organlarmin steril kiiltiirti,

e  Meristem kiiltiirii; u¢ veya yanal meristemlerin uygun besi ortaminda steril

kiiltiirii olarak tanimlanabilir [Hazarika, 2006].
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2.5.2.1. Organogenez

Organogenez, bitkisel hiicrelerin totipotent yetenegine sahip olmasi esasina
dayanir. Bir bitkinin hiicre zar1 ve ¢ekirdegi zarar gérmemisse mitoz boliinmeler
gecirmesi vasitasiyla yeni bitkisel dokular olusturabilmektedir. Bitki bu boliinmeler
sonucunda dogrudan adventif kok veya siirgiinler olusmus ise buna olaya direkt
organogenez, fakat ilk once kallus sonra kallustan kokler veya siirgiin olusmus ise
indirekt organogenez denilmektedir [Babaoglu vd., 2001]. Organogenez olayinin
sorunsuz gergceklesmesi igin besi ortamimna uygun oranda sitokinin ve oksin
eklenmesi gerekmektedir. Eger besi ortaminda sitokinin = konsantrasyonu
oksininkinden az veya hi¢ bulunmuyorsa kok olusumu, oksinin konsantrasyonu
sitokininden az veya hi¢ bulunmuyorsa siirgiin olusumu tetiklendigi goriilmiistiir
[Kocagaligkan, 2008].

Organogenez i¢in gerekli birgok basamagin sorunsuz gerceklesmesi

gerekmektedir. Bu basamaklar;

e Bitkinin secilmesi ve bitki dokusunun sterilizasyonu,

e Kullanilacak eksplantlarin (yaprak, meristem, kok ve siirglin ucu v.b) alinarak
besi ortamina konulmasi,

e Kiiltiirde siirgiin artisinin gézlenmesi,

e  Siirgiin gelisimi ve koklendirme,

e Invitro bitkicikleri dis ortama alistirma seklindedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Bitki Materyalleri

Bu ¢alismada bitki materyali olarak alev agaci (Photinia fraseri x Dress), seker

otu (Stevia rebaudiana Bert.) ve tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisi kullanilmistir.
3.1.1.1. Alev Agaci Bitkisinin Temini

Alev agaci (Photinia fraseri X Dress.) bitkisi kendi laboratuvarimiza ait baska

bir calismadan temin edilmistir.
3.1.1.2. Seker Otu Bitkisinin Temini

Seker otu (Stevia rebaudiana Bertoni) bitkisi, ticari bir firmadan fide seklinde

temin edilmistir.
3.1.1.3. Tiitiin Bitkisinin Temini

Tiitin (Nicotiana tabacum L.) bitkisinin tohumlari (Samsun wt tiiri) kendi

laboratuvarimizdan temin edilmistir.
3.1.2. Kullanilan Nanopartikiil Materyali

Bu calismada nanopartikiil olarak da sifir degerlikli demir nanopartikiilii
(nZVI]) kullanilmistir. Kullanilan sifir degerlikli demir nanopartikiilii, kuru madde
olarak Sn. Prof. Dr. Anatoli Dimoglo (Diizce Universitesi, Cevre Miihendisligi
Boliimii) ve ekibinden temin edilmistir.

ZVI-NP'ler, ultrasonik bir islem uygulanmadan bir kimyasal indirgeme

prosediirii ile demir tuzlarinin indirgenmesiyle tiretilmistir. Stabilizator olarak diisiik
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molekiiler kiitleli (poli N-vinilpirolidon) (PVP) kullanilmistir. Manyetik g¢ekirdek
boyutu 12.0 ve 12.4 A'dir. Pargacik boyutu 200 nm’dir.

3.1.3. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler.

Kimyasal Adi Firma Adi Katolog No
KH2PO4 Chem Cruz 7778770
MgS0O4.7H20 Sigma M-7899
KNO3 Duchefa 011852.14
MgSO4.7H20 Sigma M-7899
NHsNOs3 Sigma M-1651
Ca(NOs). 4H:0 Sigma C-2786
FeSO4.7H20 Sigma F-8263
Na,EDTA Sigma 4503
Myo-inositol Sigma 1-3011
6-Benzil amino purin (BAP) Sigma B-3408
Naftalen asetik asit (NAA) Sigma 20K3255
DMSO (Dimetil siilfoksit) Merck K33960252
Domestos (Ticari ¢gamagir suyu) Domestos -

Agar Duchefa 012290.02
MS Duchefa MO022
Sukroz Duchefa S0809
Glisin Merck 1.04201.0100
Nikotonik Asit Sigma N-0765
Piridoksin HCI Sigma P-8666
MnS04.4H20 Sigma M-7899
H3BOs Sigma B-9645
ZnS04.7H0 Sigma Z-1001
CuS04.5H0 Sigma C-2911
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Tablo 3.1: Devam.

CoCl2.6H20 Sigma C-2911
Na:Mo004.2H20 Sigma M-1651
Kl Riedel-De Haen 03124

Tiamin—HCI Sigma T-3902

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Tez calismasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Cihaz Modeli Firma Adi
Laminar Akilli Kabin Cleanair PMU Company
Hassas Terazi TP3030 Denver Instrument
pH Metre pH 209 Hanna Instrument
Etliv DIN 12880 Binder

Otoklav HV-110L Hirayama

Bitki Biiyiitme Odasi RivaCold Genpa Miihendislik
Manyetik Karistirict MR3001 Heidolph

-20 Buzdolab1 GS26DN13NE Simens

+4 Buzdolab1 RG 1380 Indesit

Sterilizator Steri 350 Swiss Made
Ultrasonik Su Banyosu D-77960 Julabo

3.2. Yontem

3.2.1. Sifir Degerlikli Demir Nanopartikiil Stok Cozeltisi Hazirlama

Temin edilen kuru nZVI’dan 50 mg/mL konsantrasyonunda stok c¢ozelti
hazirlanmak i¢in asagidaki hesaplama yapilarak miktar tayini yapildi. nZVI’nin sivi
iken oksijen ve 151k gibi etmenlerden etkilenip okside olma riski oldugu igin

Hesaplama yapilirken diisiik miktarlarda stok ¢6zelti hazirland.
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50mg/mL 10x_ 500mg/10mL Y _ 125mg/2,5 mL (3.1)

Kuru Fe® NP (nZVI)’den 125 mg hassas terazide tartildi ve 2,5 mL’lik
epondorfun igine konuldu. Daha sonra kuru Fe® NP (nZVI)’nun stok ¢ozeltisi igin
¢Oziicii olarak DMSO (dimetil siilfoksit) ¢ozeltisi ¢eker ocakta 2,5 mL hazirland1 ve
Fe® NP bulunan epondorfun iizerine damla damla 2,5 ml DMSO ¢bzeltisi eklendi.
Yukarida bahsedilen oksidasyon olaymin ger¢eklesmemesi igin parafilm ile
epondorfun agz1 kapatilip aliiminyum folyo ile kaplandi. Daha sonra ultrasonik su
banyosunda 20 dk 27°C’de tutularak 50 mg/mL nZVI stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Stok ¢ozelti kullanima kadar oda sicakliginda (25 °C) karanlik bir yerde muhafaza
edilmistir.

Hazirlanan stogun besiyerlerinde kullanim miktar1 Tablo 3.3’teki gibi

hesaplanmustir.

Tablo 3.3: nZVI stok ¢ozeltisinin besiyerlerinde kullanim miktari.

o ) Stok cozeltiden Besiyerinde olusan nZVI
Besiyeri hacmi
alinan miktar konsantrasyonu
100 mL 100 pl 50 mg/L nZVI
100 mL 50 uL 25 mg/L nZVI
100 mL 25 uL 12,5 mg/L nZVI

3.2.2. Bitkilerin Doku Kiiltiirii icin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Alev Agacinin Doku Kiiltiirii

Tez kapsaminda alev agacinin doku kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in bitki biiyiime
diizenleyicilerinden 6-benzilamino piirin (BAP) (1 mg/L) iceren QL besi ortami
[Quoirin and Lepoivre, 1977] kullanilmistir. QL besi ortamina ait igerikler Tablo

3.4’te listelenmistir.
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Tablo 3.4: QL besi ortami stok ¢ozeltilerinin igerikleri (1L).

Kimyasallar QL (Img/L)

_ KNO3 1800
% MgS04.7H20 356
g KH2PO4 212
o | NH:NO 400
‘?E‘c Ca(NO3). 4H,0 1204

KI 0,83

NazMo04.2H20 0,25
= MnS0Qa4.4H.0 16,9
£ | ZnSOs. THz0 8,6
§  [HBOs 6,2
> [CoCl6mo 0,025
§ CuS04.5H.0 0,025

_ | FeSO.7H,0 55,6

- 0
E é Na:EDTA 74
C Piridoksin HCI 0,5
_i: Tiamin-HCI 01
g Nikotonik Asit 0,5
= Myo-inositol 100
S [Glisin 2
o

3.2.2.1.1. nZVP’nin Alev Agacimin in vitro Mikrogogaltimmma Olan
Etkilerinin Belirlenmesi

nZVDP’nin alev agacinin in vitro mikrogogaltimina olan etkilerinin
belirlenmesinde kullanilacak ilk besi ortami olan 1 mg/L BAP igeren QL besi ortami
Tablo 3.5’te listelenen bilesenlerin ilgili oranlarda karigtirilmasi ile hazirlanmistir.

Daha sonra 121 °C’ta 20 dakika otoklav ile sterilize edilmistir.
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Tablo 3.5: 1 mg/L BAP igeren QL besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan

bilesenler (1 L).

Bilesen ad1 Miktar
Sukroz 309
Myo-Inositol 100 mg
Makro Elementler 56.96 ml
Mikro Elementler 10 mi
Demir Kelator 20 ml
MS Vitamin Karisimi 1mi
BAP (1mg/L) 1ml
dH20 1 L’ye tamamlanacak
Agar 70

pH 6.0

Otoklavdan ¢ikan besiyerine eklenecek olan nZVI stok ¢ozeltisi 27 °C’ye
ayarlanmis ultrasonik su banyosunda 15 dk boyunca inkiibe edilmistir. Otoklavdan
¢ikan besiyeri 50-55 °C sicakligina gelince nZVI Tablo 3.3’te belirtildigi miktarlarda
aseptik kosullarda besiyeri ile bir araya getirilmistir. 12,5 mg/L nZVI, 25 mg/L
nZVI, 50 mg/L nZVI igeren ve kontrol (nZVI icermeyen) olacak sekilde gévde ucu
ve nodal eksplantlar i¢in ayr1 2 tekrarli 4 deney grubuna esit miktarlarda petrilere
dokiilerek paylastirilmistir. Besiyeri donduktan sonra petri streglenerek 20-25°C
sicaklikta muhafaza edilmistir.

Doku kiiltiirtindeki yetiskin alev agaci bitkilerinden laminar hava akimli steril
kabinde gdovde ucu ve nodal eksplantlar alinarak yukarida belirtilen deney gruplarina
her vitrovente 10 eksplant olacak sekilde yerlestirilmistir.

Kiiltirler, 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisii ve 25 + 2 °C sicaklikta
programlanan bir biiyiitme odasinda 30 giin inkiibe edilmistir ve gerekli analizler
laminar hava akimli steril kabinde aseptik kosullarda yapilmistir. Daha sonra
kiiltiirler nZVI igermeyen 1mg/L BAP igeren QL besi ortamina (proliferasyon
ortami) aktarilmistir. Ayni prosediir 60. ve 90. giinlerde de yapilmasi dogrultusunda

kiiltiirler yukarida belirtildigi kosullarda bitki biiyiitme odasinda inkiibe edilmistir.
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3.2.2.2. Seker Otu Bitkisinin Doku Kiiltiirii

3.2.2.2.1. Bitki Eksplantlarin Sterilizasyon Optimasyonu

Seker otu bitkisi fidelerinden nodal eksplantlarin sterilizasyonu optimasyonu
icin farkli konsantrasyondaki (%]1,5; %2; %2,5) ¢amasir suyu (NaOCl) denemesi
yapilmistir. Bu siirecte besi ortami olarak kullanilan MSO [Murashige and Skoog,
1962] besi ortamimin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo 3.6’da
listelenmistir. Optimasyon i¢in 500 ml MSO besiyeri hazirlanarak 121 °C’de 20
dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra aseptik kosullarda her

konsantrasyon grubu 2 tekrarli olacak sekilde petrilere paylastirilarak dokiilmiistiir.

Tablo 3.6: MSO0 besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler.

Bilesen ad1 Miktar (1 L icin) Miktar (500ml icin)

MS 229 11lg

Stikroz 209 109

Agar 79 3,59

dH-0 1 L’ye tamamlanacak 500 ml’ye tamamlanacak
pH 5,8 58

Seker otu bitkisi fidelerinden elde edilen nodal eksplantlar yiizey sterilizasyonu
icin 100 dk akan musluk altinda bekletildi. Daha sonra 3 grup (%1,5; %?2; %2,5
NaOCl) olacak sekilde laminar hava akimli steril kabinde falkonlara paylastirilarak
%70’1lik EtOH ile 10-15 sn muamele edildi. Ardindan NaOCI ile 20 dk calkalama
yapildi ve 3 kez 10 dk steril su ile durulama gerceklestirildi. Daha sonra nodal
eksplantlar hazirlanan MS0 besiyerine uygun gruplarina paylastirildi. Kiiltiirler, 16/8
saat aydinlik / karanlik dongiisii ve 25 + 2 °C sicaklikta programlanan bir biiytime

odasinda 15 giin inkiibe edilmistir ve gerekli analizler yapilmistir.
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3.2.2.2.2. BAP Konsantrasyon Optimasyonu

Seker otu bitkisinden BAP konsantrasyon optimasyonu i¢in farklh
konsantrasyonlardaki (1; 2; 4 mg/L) BAP igeren 500ml MS besi ortami

hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo 3.7’de listelenmistir.

Tablo 3.7: Farkli konsantrasyonlardaki (1; 2; 4 mg/L) BAP iceren MS besi
ortaminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler.

Bilesen ad1 Miktar (1 L icin) Miktar (500ml icin)

MS 2,29 119

Siikroz 209 109

Her besiyeri icin BAP (1mg/L) i¢in 1 ml BAP (1mg/L) i¢in 500 pl
farkls | BAP 2mg/L)i¢in2ml | BAP (2mg/L) i¢in 1 ml
konsantrasyondaki

BAP BAP (4mg/L) i¢in 4 ml BAP (4mg/L) i¢in 2 ml
dH20 1 L’ye tamamlanacak 500 ml’ye tamamlanacak
Agar 749 3540

Seker otu bitkisinden nodal eksplantlar alinarak optimasyon sonucu olusturulan
protokol dogrultusunda sterilizasyon islemi yapildi. Daha sonra laminar hava akiml
steril kabinde (1; 2; 4 mg/L) BAP igeren MS ortamina aseptik kosullarda aktarildi.

Kiiltirler, 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisi ve 25 + 2 °C sicaklikta
programlanan bir biiylitme odasinda 30 giin inkiibe edilmis ve gerekli analizler

yapilmistir.

3.2.2.2.3. nZVI’min Seker Otu Bitkisinin in vitro Mikro¢ogaltimina
Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Gerekli optimizasyonlar sonucu uygun besiyerine eklenecek olan nZVI stok
cozeltisi 27°C’ye ayarlanmig ultrasonik su banyosunda 15 dk boyunca inkiibe
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50-55 °C sicakligina gelince nZVI Tablo 3.3’te
belirtildigi miktarlarda aseptik kosullarda besiyeri ile bir araya getirilmistir. 12,5
mg/L nZVI, 25 mg/L nZVI, 50 mg/L nZVI igeren ve kontrol (nZVI igermeyen)

olacak sekilde nodal eksplantlar icin 2 tekrarli 4 deney grubuna esit miktarlarda
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vitroventlere dokiilerek paylastirilmistir. Besiyeri donduktan sonra agzi streglenerek
20-25 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Seker otundan alinan eksplantlar, optimasyon sonucunda uygun goriilen
sterilizasyon islemi yapildi ve laminar hava akimli steril kabinde aseptik kosullarda
farkli konsantrasyonda nZVI ve 2 mg/L BAP igeren MS igeren besi ortamlarina her
vitrovente 10 eksplant olacak sekilde yerlestirilmistir.

Kiiltiirler, 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisii ve 25 + 2 °C sicaklikta
programlanan bir biliyiitme odasinda 30 giin inkiibe edilmistir ve gerekli analizler
laminar hava akimli steril kabinde aseptik kosullarda yapilmistir. Daha sonra
kiiltiirler nZVI igermeyen 2mg/L. BAP iceren MS besi ortamina (proliferasyon
ortami1) aktarilmistir. Ayni prosediir 60 ve 90. giinlerde de yapilmasi dogrultusunda
kiiltiirler yukarida belirtildigi kosullarda bitki biiyiitme odasinda inkiibe edilmistir.

3.2.2.3. Tutun Bitkisinin Doku Kiiltiirii

3.2.2.3.1. Tiitiin Bitkisinin Cimlendirilmesi

Tiitiin  bitkisine ilk olarak ylizey sterilizasyon islemleri yapilmistir.
Sterilizasyon i¢in %2 MS besi ortami hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo
3.8’de listelenmistir. Cimlendirme igin 500 ml 2 MS besi ortami hazirlanarak

121°C’de 20 dakika otoklav ile sterilize edilmistir.

Tablo 3.8: % MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler.

Bilesen ad1 Miktar (1 L i¢in) Miktar (500ml i¢in)

MS 159 750 mg

Stikroz 2049 10 g

Gelrite 30 159

dH-0 1 L’ye tamamlanacak 500 ml’ye tamamlanacak
pH 5,8 5,8

Sterilizasyon i¢in ilk 0nce hassas tartida 4,5 mg tiitiin tohumu tartilarak bir
ependorfun igene koyuldu. Daha sonra laminar hava akimli steril kabinde aseptik

kosullarda ependorfun i¢ine once 700 ul dH20O sonra 300 pl NaClO ilave edilerek
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20 dk calkalandi. Ardindan 3 kez 5 dk steril su ile durulama gergeklestirildi ve
tohumlar filtre kagidinin tizerine alinarak steril 2 MS ortami igeren petri kaplarinin
merkezine yan yana ekilmistir.

Tohumlar 4 °C sicaklikta 3 giin boyunca karanlikta bekletilmistir. 3. giiniin
sonunda petri kaplar1 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisii ve 25 £ 2 °C sicaklikla

programlanan bir bitki biiylitme odasina alinarak 15 giin inkiibe edilmistir.

3.2.2.3.2. nZVI’mn Tiitiin Bitkisinin in vitro Mikrocogaltimina Olan
Etkilerinin Belirlenmesi

nZVDPnin titin bitkisinin in vitro  mikrogogaltimina olan etkilerinin
belirlenmesinde kullanilacak besi ortami olan 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L naftalen
asetik asit (NAA) iceren MS besi ortami Tablo 3.9’da listelenen bilesenlerin ilgili
oranlarda karistirilmasi ile hazirlanmistir. Daha sonra 121 °C’de 20 dakika otoklav

ile sterilize edilmistir.

Tablo 3.9: 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS besi ortaminin
hazirlanmasinda kullanilan bilesenler.

Bilesen ad1 Miktar (1 L i¢in)
MS 2,29

Stikroz 209

Gelrite 39

BAP (1mg/L) 1ml

NAA (Img/L) 1ml

dH20 1 L’ye tamamlanacak
pH 5,8

1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS ortamina eklenecek olan nZV1 stok
cozeltisi 27 °C’ye ayarlanmig ultrasonik su banyosunda 15 dk boyunca inkiibe
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50-55 °C sicakligina gelince nZVI Tablo 3.3’te
belirtildigi miktarlarda aseptik kosullarda besiyeri ile bir araya getirilmistir. 12,5
mg/L nZVI, 25 mg/L nZVI, 50 mg/L nZVI igeren ve kontrol (nZVI igermeyen)

olacak sekilde 2 tekrarli 4 deney grubuna esit miktarlarda vitroventlere dokiilerek
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paylastirilmigtir. Besiyeri donduktan sonra agzi streclenerek 20-25°C sicaklikta
muhafaza edilmistir.

15 giinliik inkiibasyon sonucunda olusan tiitiin bitkiciklerinden aseptik
kosullarda laminar hava akimli steril kabinde yaprak eksplanti alindi. Daha sonra
yapraklar farkli konsantrasyonlarda nZVI (12.5; 25; 50 mg/L) ve 1 mg/L. BAP ve 0,1
mg/L NAA igeren MS besi ortami1 bulunan vitroventlere her birinde 10 eksplant
olacak sekilde yerlestirilmistir.

Kiiltiirler, 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisii ve 25 + 2 °C sicaklikta
programlanan bir biiyiitme odasinda 30 giin inkiibe edilmistir ve gerekli analizler
laminar hava akimli steril kabinde aseptik kosullarda yapilmistir. Daha sonra
kiiltiirler nZVI igermeyen 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS besi ortamina
(rejenerasyon ortami) aktarilmigtir. Ayni prosediir 60 ve 90. giinlerde de yapilmasi
dogrultusunda kiltiirler yukarida belirtildigi kosullarda bitki biiylitme odasinda

inkiibe edilmistir.
3.2.3. Ol¢iim ve Analizler
Farkli konsantrasyonlarda nZVI (12.5; 25; 50 mg/L) ile;

e 1 mg/L BAP igeren QL besi ortamina aktarilan alev agaci alinan gévde ucu
ve nodal eksplantlarindan olugsan goévde proliferasyonu (%), eksplant basina
olusan govde sayis1 ve ortalama gévde boyu (mm);

e 1 mg/L BAP iceren MS besi ortamina aktarilan seker otu bitkisinin nodal
eksplantlarindan olusan govde proliferasyonu (%), eksplant basina olusan govde
say1s1 ve ortalama gévde boyu (mm);

e 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS besi ortamina aktarilan tiitiin
bitkisinin yaprak eksplantlarindan olusan govde proliferasyon yiizdesi, koklenme
ylizdesi, govde basina olusan kok sayis1 ve kok uzunlugu eksplant basina olusan

gbvde sayist ve ortalama gévde boyu (mm)

gibi veriler 25 °C + 2 °C sicaklik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik dongiisii kosullar

altinda 30, 60 ve 90 giin kiiltiirleme sonras1 kaydedilmistir.
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Her bir deneme en az 10 eksplant ile 2 tekrarli olacak sekilde yapilmustir.
Bunun yani sira, govde olusturma kapasitesi (G.O.K. indeksi) Lambardi ve

arkadaglarinin 1993 yilinda rapor ettikleri formiile gore asagida verildigi gibi

hesaplanmastir.
Cogalan Eksplantlarin Prolifesyon Rejenerasyon Yiizdesi
X
Eksplant Basina Olusan Ortalama Mikrog6vde Sayisi
GOK indeksi =

100
(3.2)

Tez kapsaminda yapilan istatistiksel analizler Descriptive istatistik testi ile
SPSS 25 yazilimi kullanilarak yapildi. Farkli verilerin karsilastirilmasi i¢in varyans
analizleri (ANOVA) takiben ortalamalar1 karsilastirmak i¢in P<0.05 olacak sekilde
anlamli en az farklilik (LSD) testi kullanildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Bitki Materyallerinin nZVI Denemeleri icin
Hazirlanmasi

4.1.1. Seker Otu Bitkisi icin BAP konsantrasyon Optimasyonu

Seker otu bitkisinin nodal eksplantlarinin sterilizasyon isleminden sonra; 1
mg/L, 2 mg/L ve 4 mg/L BAP iceren MS besi ortami bulunan her konsantrasyonda 2
tekrarli olmasi sartiyla her petri kabina 10, toplamda 60 tane nodal eksplant ekildi.

30 giinliik inkiibasyon sonrasinda nodal eksplantlarin proliferasyon orani (%),
olusan govde sayisi ve olusan govdenin uzunluklari hesaplanarak analiz edildi. 30
giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil 4.1 ve Tablo 4.1°de verilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina ve goriintiilere gore; eksplantlarin
proliferasyon yiizdesi incelendiginde 2 mg/L BAP iceren besi ortaminin diger
konsantrasyonlara gore istatiksel olarak daha ¢ok proliferasyon gosterdigi
goriilmistiir. Buna gore 2 mg/L BAP igeren besi ortami proliferasyona, diger
konsantrasyonlara kiyasla istatiksel olarak anlamli olumlu bir etkisi oldugu diger
konsantrasyonlarin ise nodal eksplantlarin proliferasyonuna anlamli olumsuz bir
etkisi oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1a). Nodal eksplantlarin gévde/eksplant orani
incelendiginde sirastyla 2; 2,05; 2,1ortalamaya sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
ortalamaya 4 mg/L BAP igeren besi ortami sahip olsa da istatiksel olarak gruplar
arasinda anlamli olumlu veya olumsuz bir fark gorilmemistir (Sekil 4.1b).
Eksplantlardan olusan govdelerin ortalama boylar1 incelendiginde en yiiksek
ortalama 7,6 ile 2 mg/L BAP igeren besi ortaminda oldugu, diger gruplarin 5,88 (1
mg/L BAP) ve 5,85 (4 mg/L BAP) ortalamaya sahip oldugu goriilmiistiir. Buna gore
2 mg/L BAP igeren besi ortami diger konsantrasyonlara kiyasla istatiksel olarak

anlaml1 olumlu bir etkisi oldugu gériilmistiir (Sekil 4.1c).
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Sekil 4.1: Farkl1 BAP konsantrasyonlarin seker otu nodal eksplantlarina 30
glinliik etki grafikleri.

Tablo 4.1: Farkli BAP konsantrasyonlarin, 30 giin sonrasi eksplantlarin
hesaplanan gévde olusturma kapasite degerleri.

BAP Konsantrasyonu G.O.K degeri
1 mg/L 1.4
2 mg/L 1,85
4 mg/L 1,05

Eksplantlarin G.O.K indekslerine bakildiginda 2 mg/L BAP igeren besi
ortaminda 1,85 oranla en yiiksek degere sahip oldugu goriilmektedir. Konsantrasyon
artitkca G.O.K orani artiyor olsa da yiliksek konsantrasyonda bu oranin diistiigii
goriilmektedir (Tablo 4.1).

Farkli konsantrasyonda BAP igeren gruplara ait nodal eksplantlarin 30 giin
inkiibasyon sonrasi proliferasyon ve govde olusum goriintileri Sekil 4.2°de
sunulmustur.
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Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlarda BAP igeren besi ortaminda seker otu
nodal eksplantlarin 30 giin sonrasi degisimi. a: 1 mg/L BAP grubu, b: 2 mg/L BAP
grubu, c: 4 mg/L BAP grubu. (Bar 1 cm).

4.1.2. Tiitiin Bitkisinin Cimlendirilmesi

Tiitlin bitkisinin nZVI ile muamelesi i¢in kullanilacak yaprak eksplantlar
bitkinin ¢imlendirilmesi sonucunda olusan bitkiciklerden elde edildi. Tiitiin
tohumlar1 yontemde anlatildigi gibi yiizey sterilizasyonu yapildi ve 2 MS besi
ortami iceren petri kaplarinin merkezine yan yana 8’er tane yerlestirilmistir.
Petrilerin 4 °C ‘te 3 giin karanlikta bekletilmesinden sonra 25 + 2 °C’te 15 giin
aydinlikta dikey olarak yapilan inkiibasyon sonucu olusan bitkiciklerin birkag1 Sekil

4.3’te verilmistir.

Sekil 4.3: Cimlendirilen tiitiin tohumlarinin 15 giin sonrasi goriintiileri.
(Bar 5 cm).
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4.2. nZVI’nin llgili Bitkilerin in vitro Mikrocogaltimina
Olan Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.1. nZVP’nin Alev Agac1 Bitkisinin in vitro Mikrogogaltimina
Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda alev agaci bitkisinin eksplant olarak gdévde ucu ve nodal
eksplantlar1 kullanilmistir. Eksplantlara 30, 60 ve 90 giin inkiibasyon sonucunda
asagida detaylandirilan parametrelere bakip istatiksel analiz ve fotograflanma
yapilmistir. Aseptik kosullarda alinan gévde ucu ve nodal eksplantlar her ikisinden
de 2 tekrarli, her petri kabina 10 tane eksplant olacak sekilde; 12,5 mg/L nZVI, 25
mg/L nZVI, 50 mg/L nZVI igeren besi ortamina ve kontrol (nZVI i¢ermeyen)
grubuna yerlestirilmistir.

30 giin inkiibasyon sonucunda gdévde ucu ve nodal eksplantlarin proliferasyon
orant (%), olusan govde sayist ve olusan govdenin uzunluklari hesaplandi ve
fotograflandi. Bitkinin 30 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglart Tablo
4.2°de ve Sekil 4.4’te sunulmugtur. 30 giin sonrasinda tiim gruplar nZVI’siz 1 mg/L
BAP iceren QL besi ortamina aktarilarak alt kiiltiirlenmis ve nZVI’'min olasi
toksisitesinin Oniine gecilmistir. 60 ve 90. giinde de 30. giinde yapilan asamalar

tekrarlanmistir.

Tablo 4.2: Farkli nZVI konsantrasyonlarin, 30 giin sonrast gévde ucu ve nodal
eksplantlarin hesaplanan govde olusturma kapasite degerleri.

Govde ucu Nodal
nZVvl
Konsantrasyonu eksplantlarinin Eksplantlarin
G.O.K degeri G.OK degeri
Kontrol 1,05 0.29
12,5 mg/L 075 0.25
25 mg/L 0,79 0.20
50 mg/L 0,65 015

Govde ucu eksplantlarin 30 giinlik G.O.K indekslerine bakildiginda kontrol
grubunun 1,05 oranla en yiiksek degere sahip oldugu ve benzer sekilde nodal

eksplantlarda da en yiliksek degerin 0,29 oranla kontrol grubuna ait oldugu
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goriilmistiir (Tablo 4.2). Konsantrasyon arttikca nZVI'nin eksplantlara olan negatif

etkisinin arttig1 gorilmistiir.
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Sekil 4.4: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin alev agaci nodal ve gévde ucu
eksplantlarina olan 30 giinliik etkisinin grafikleri. Govde ucu eksplantlarina ait
veriler a,c,e; nodal eksplantlarina ait veriler b,d,f.
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30 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde gévde ucu eksplantlarinin en
yiiksek proliferasyon yiizdesi %95 ile kontrol grubunda goriilmiistiir. Konsantrasyon
artikca proliferasyon yiizdesinin azaldigi ve nZVI'nin goévde ucu eksplantlarina
istatiksel olarak anlamli negatif etkisinin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4a). Nodal
eksplantlarda govde ucuna gore daha az proliferasyon goriilmiistiir. Nodal
eksplantlarin kontrol grubu %25’lik bir proliferasyon yiizdesine sahiptir. Bu orani
%20 oranla 12,5 mg/L ve 25 mg/L grubu takip etmekte ve en az proliferasyon orani
%15 ile 50 mg/L grubunda goriilmiistiir. Ancak konsantrasyon artikca proliferasyon
yiizdesi diisiiyor olsa da nZVI’nin nodal eksplantlarin proliferasyonuna istatiksel
olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.4b).

30 giinliik olusan ortalama govde/eksplant orani incelendiginde govde ucu
eksplantlarinda en yiiksek deger 1,3 ortalama ile 25 mg/L nZVI igeren gruba aittir.
Konsantrasyon artik¢a ortalama deger azaliyor olarak goriilse de nZVI’nin gévde ucu
eksplantlarin gévde/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz
bir etkisinin olmadigi gorilmiistir (Sekil 4.4c). Nodal eksplantlarda ortalama
gbvde/eksplant orani sirastyla 1,16; 1,25;1;1 seklindedir. En yiiksek deger 12,5 nZVI
grubunda goriilmiistiir ve konsantrasyon arttikca ortalama deger azaliyor olarak
goriilse de istatiksel olarak nZVI'nin nodal eksplantlarin gévde/eksplant oranina
istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi goriilmistiir
(Sekil 4.4d).

30 giinliik olusan gdvdelerin uzunluk verileri incelendiginde goévde ucu
eksplantlarinin en yiiksek ortalamanin 3,5 ile 50 mg/L grubunda oldugu goriilmiistiir.
Onu 3,2 ortalama ile 12,5 mg/L; 3 ortalama ile kontrol ve 2,4 ortalamayla 25 mg/L
grubu izlemektedir. En yiiksek ortalamanin 50 mg/L nZVI igeren grupta oldugu
goriilse de istatiksel olarak nZVI’nin gévde ucu eksplantlarin gévde uzunluguna
istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi goérilmiistiir
(Sekil 4.4e). Nodal eksplantlarda ortalama govde uzunluk verileri incelendiginde en
yiiksek ortalama 1,57 ile kontrol grubunda goriilmiistiir. Ortalamanin konsantrasyon
artikca artis1 gozlemse de yiiksek konsantrasyonda ortalamanin azaldigi goriilmiistiir.
Ancak istatiksel olarak nZVI’nin nodal eksplantlarin govde uzunluguna istatiksel
olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.4f).

Ilgili gruplara ait nodal ve gdvde ucu eksplantlarin 30 giin sonrasi

proliferasyon ve gdvde olusum goriintiileri Sekil 4.5’te sunulmustur.
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Sekil 4.5: Farkli konsantrasyonlarda nZVI igeren besi ortaminda alev agaci
govde ucu ve nodal eksplantlarin 30 giin sonrasi degisimi. (Bar 1cm).

Bitkinin 60 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.3’te ve
Sekil 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.3: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 60 giin sonrasi gévde ucu ve nodal
eksplantlarin hesaplanan govde olusturma kapasite degerleri.

nZVI Govde ucu Nodal
Kontrol 2,3 0,70
12,5 mg/L 2,04 0,73
25 mg/L 1,64 0,5
50 mg/L 0,95 0,25
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Govde ucu eksplantlarin 60 gilinlik G.O.K indekslerine bakildiginda kontrol
grubunun 2,3 oranla en yiikksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Nodal
eksplantlarda en yiiksek degerin 0,73 oranla 12,5 mg/L nZVI i¢eren gruba ait oldugu
goriilmiistiir (Tablo 4.3). Konsantrasyon arttikca nZVI’nin gévde ucu eksplantlarinin
govde olusturma kapasitesine negatif bir etkisi oldugu ancak nodal eksplantlarda

diisiik konsantrasyonlarda pozitif bir etkisinin olustugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.6: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin alev agaci nodal ve govde ucu
eksplantlarina olan 60 giinliik etkisinin grafikleri. Govde ucu eksplantlarina ait
veriler a,c,e; nodal eksplantlarina ait veriler b,d,f.
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60 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde gévde ucu eksplantlarinin
proliferasyon ylizdesi en yiiksek %95 ile kontrol grubunda, kontrole en yakin oran
%75 ile 12.5mg/L. grubunda goriilmiistiir. Konsantrasyon artik¢a proliferasyon
ylzdesinin azaldigi ve nZVI'nin govde ucu eksplantlarinin proliferasyonuna
istatiksel olarak anlamli negatif bir etkisinin oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6a). Nodal
eksplantlarin kontrol grubu %40°lik proliferasyon yiizdesine sahip iken bu oran1 %25
oranla 25 mg/L ve %20 oranla 12,5 mg/L grubu takip etmekte ve en az proliferasyon
orant %15 ile 50 mg/L nZVI igeren grupta gorilmiistiir. Konsantrasyon artikga
proliferasyon ylizdesinin azaldig1 goriilse de nZVI'nin nodal eksplantlarin
proliferasyonuna istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin
olmadig1 gortilmiistiir (Sekil 4.6b).

60 giinliik olusan gévde ucu eksplantlarin gévde/eksplant orani incelendiginde
en yiiksek ortalama 2,7 ile 12,5 mg/L grubunda goriilmiistiir ve konsantrasyon
arttik¢a ortalamanin azaldigi goriilmistiir. 50 mg/L nZVI igeren grubunun gévde ucu
eksplantlarin gévde sayisina istatiksel olarak anlamli olumsuz bir etkisinin oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.6¢). Nodal eksplantlarda en yiiksek ortalama govde/eksplant
orani 3,6 ile 12,5 mg/L nZVI igceren grupta goriilmiistiir. Konsantrasyon arttik¢a
ortalamanin azaldigi goriilmiistiir. Ancak 12,5 mg/L nZVI’nin nodal eksplantlarin
govde/eksplant oranina istatiksel olarak olumlu bir etkisinin oldugu goriilmustiir
(Sekil 4.6d).

60 giinliik olusan gdvdelerin uzunluk verileri incelendiginde goévde ucu
eksplantlarinda en yiiksek ortalamanin 3,8 ile kontrol grubunda oldugu goriilmiistiir.
Onu 3,43 ortalama ile 12,5 mg/L, 3,4 ortalamayla 25 mg/L ve 3,3 ortalamayla 50
mg/L grubu izlemektedir. Konsantrasyon artik¢a ortalamanin azaldigi goriilse de
nZVI’'nin gévde ucu eksplantlarin gdvde uzunluguna istatiksel olarak anlamli olumlu
veya olumsuz bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.6e). Nodal eksplantlarda
kontrol grubunun 3.07 oranin1 ile en yiiksek ortalamaya sahip oldugu
goriilmiistiir.12,5 mg/L 2,7; 25 mg/L 2,9 ortalama ile kontrole yakin degerlere
sahipken 50 mg/L 2,3 ortalamayla en diisiik degere sahiptir. nZVI'nin nodal
eksplantlarin gévde uzunluguna yiiksek konsantrasyonda (50 mg/L) istatiksel olarak
olumsuz bir etkisinin oldugu goriilmiistir (Sekil 4.6f).

Ilgili gruplara ait nodal ve gdvde ucu eksplantlarin 60 giin sonrasi

proliferasyon ve govde olusum goriintiileri Sekil 4.7’de sunulmustur.
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Kontrol

25 mg/L nZVI 12,5 mg/L nZVI

50 mg/Ln ZVI

Govde Ucu Eksplantlan

Nodal Eksplantlar

Sekil 4.7: Farkli konsantrasyonlarda nZVI igeren besi ortaminda alev agaci

govde ucu ve nodal eksplantlarin 60 giin sonrasi degisimi. (Bar 1cm).

Bitkinin 90 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.4°te ve

Sekil 4.8’de sunulmustur.

Tablo 4.4: Farkli nZVI konsantrasyonlarm, 90 giin sonrasi gévde ucu ve nodal
eksplantlarin hesaplanan gévde olusturma kapasite degerleri.

Govde ucu Nodal
nZVvi

Konsantrasyonu eksplantlarinin Eksplantlarin
G.O.K degeri G.O.K degeri

Kontrol 2.9 0.95

12,5 mg/L 2,49 1
25 mg/L 1,89 0,72
50 mg/L 1,24 0.58
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Govde ucu eksplantlarin 90 giinlik G.O.K indekslerine bakildiginda kontrol
grubunun 2,9 oranla en yiliksek degere sahip oldugu gorilmistiir. Nodal
eksplantlarda en yiiksek degerin 1 ortalama ile 12,5 mg/L nZVI igeren gruba ait
oldugu goriilmiustiir (Tablo 4.3). Konsantrasyon artttkca nZVI’nin govde ucu
eksplantlarinin gévde olusturma kapasitesine negatif bir etkisi oldugu ancak nodal

eksplantlarda diisitk konsantrasyonda (12,5 mg/L) pozitif bir etkisinin olustugu

gorilmistiir.
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90 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde gévde ucu eksplantlarinin
proliferasyon yiizdesinin son 30 giinde degismedigi ve konsantrasyon artik¢a
nZVI’nin olusturdugu olumsuz etkinin ayni kaldigi goriilmistiir (Sekil 4.8a). Nodal
eksplantlarin kontrol grubu %40°lik proliferasyon yiizdesine sahip iken bu oran1 %30
oranla 25 mg/L ve %25 oranla 12,5 mg/L ve ile 50 mg/L nZVI igeren grup takip
ettigi goriilmiistiir. Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda proliferasyon ylizdesinin
azaldig1 goriilse de nZVI’'nin nodal eksplantlarin proliferasyonuna istatiksel olarak
anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 gériilmiistiir (Sekil 4.8b).

90 giinlik govde ucu eksplantlarinin gévde/eksplant orani incelendiginde en
yiiksek oran 3,3 ile 12,5 mg/L grubuna ait oldugu goriilmistiir. Kontrol grubu 3,3
orana, 25 mg/L grubu 2,6 orana sahipken en diisiik ortalama 1.9 ile 50 mg/L
grubunda goriilmiistiir. Konsantrasyon artikca nZVI’nin, gévde ucu eksplantlarinin
govde/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumsuz bir etkisinin oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.8c). Nodal eksplantlarin gévde/eksplant orani incelendiginde en
yiikksek oranin 4 ortalama ile 12,5 mg/L grubunda gorilmistiir. Diger gruplarin
oranlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmistiir. Nodal eksplantlarinin
govde/eksplant oranina 12,5 mg/L nZVI igeren grubun istatiksel olarak anlamli
olumlu bir etkisinin oldugu gorilmistiir (Sekil 4.8d).

90 giinliik olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde govde
ucu eksplantlarinda en yiiksek ortalamanin 4,1 ile kontrol grubunda oldugu
goriilmiistiir. Onu 3,2 ortalama ile 12,5 mg/L, 2,9 ortalamayla 25 mg/L ve 1,6
ortalamayla 50 mg/L grubu izlemektedir. nZVI’nin gévde ucu eksplantlarin ortalama
gbvde uzunluguna istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin
olmadig1 gortilmistiir (Sekil 4.8e). Nodal eksplantlarda ortalama govde uzunluk
verileri incelendiginde 12,5 mg/L nZVTI i¢eren grup disindakidiger gruplarin birbirine
cok yakin ortalama uzunluga sahip olduklar1 goriilmiistiir. Konsantrasyon arttikca
ortalamanin arttig1 goriilse de nZVI'nin nodal eksplantlarin ortalama goévde
uzunluguna istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir (Sekil 4.8f).

Ilgili gruplara ait nodal ve govde ucu eksplantlarm 90 giin sonrasi

proliferasyon ve gévde olusum goriintiileri Sekil 4.9’da sunulmustur.
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Govde Ucu Eksplantlan Nodal Eksplantlar

25 mg/L nZV1 12,5 mg/L nZVI Kontrol

50 mg/Ln ZV1

Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlarda nZVI igeren besi ortaminda alev agaci
govde ucu ve nodal eksplantlarin 90 giin sonrasi degisimi. (Bar 1cm).

4.2.2. nZVP’min Tiitiin Bitkisinin in vitro Mikrocogaltimmma Olan
Etkilerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda tiitin bitkisinin eksplant olarak yaprak eksplantlart
kullanilarak organogenez gergeklestirilmistir. Eksplantlarin 30, 60 ve 90. giin
inkiibasyon sonucunda asagida detaylandirilan parametrelere bakilarak istatiksel
analizi yapilmigtir. Aseptik kosullarda 15 giinliik tiitiin bitkiciklerinin yaprak
eksplantlar kiiclikse 2, biiyiikse 4 parcaya bollinerek 2 tekrarli, her vitrovente 10
tane eksplant sekilde; 12,5 mg/L nZVI, 25 mg/L nZVI, 50 mg/L nZVI igeren ilgili
besi ortamina ve kontrol (nZVI i¢ermeyen) deney gruplarina yerlestirilmistir.

30 giin inkiibasyon sonucunda yaprak eksplantlarin rejenerasyon ve koklenme

oran1 (%); olusan gdvde ve kok sayisi, olusan kok ve govdenin uzunluklar
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hesaplandi. 30 giin sonrasinda tiim gruplar nZVI’siz 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA
igeren MS besi ortamina aktarilarak alt kiiltiirlenmis ve nZVI’nin olas1 toksisitesinin
Oniine gecilmistir. 60 ve 90. giinde 30.giinde yapilan asamalar tekrarlanmistir.

Yaprak eksplantlarinin 30 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil

4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin tiitiin yaprak eksplantlarina
olan 30 giinliik etkisinin grafikleri. Govde olusumuna ait veriler a,c,e; kok
olusumuna ait veriler b,d,f.
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30 giinliik rejenerasyon verileri incelendiginde gdvde olusum yiizdesinin
kontrol ve 25 mg/L grubunda %95; 12,5 mg/L ve 50 mg/L gruplarinda %100 oldugu
goriilmektedir. Rejenerasyon yiizdesinde nZVI’nin istatiksel olarak anlamli olumlu
veya olumsuz bir etkisinin olmadigr gorilmiistiir (Sekil 4.10a). Kok olusturma
yilizdesine bakildiginda en yiiksek yiizdenin %15 ile 50 mg/L nZVI igceren grupta
goriildiigi ve diger gruplarin %10 yiizdeye sahip oldugu goriilmektedir. Koklenme
ylzdesine nZVI’nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin
olmadigi gorilmustiir (Sekil 4.10b).

30 giinliik yaprak eksplantlarinin govde/eksplant orani incelendiginde en
yiiksek oran 4,5 ortalama ile kontrol grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon
arttkga ortalamanin azaldigi gorillse de nZVI’'min, yaprak eksplantlarinin
govde/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin
olmadig1 goriilmistir (Sekil 4.10c). Yaprak eksplantlarin kok/eksplant orani
incelendiginde en yiiksek oranin 1,5 ortalama ile 50 mg/L grubunda gorilmiustiir.
Diger gruplarin 1 ortalamaya sahip oldugu goriilmistiir. Yaprak eksplantlarinin
kok/eksplant oranina nZVI'nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistir (Sekil 4.10d).

30 giinlik olusan gdvdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde en
yiiksek ortalamanin 8 mm ile 50 mg/L grubunda oldugu, en diisiik degerin ise 5,7
mm ile 25 mg/L grubunda oldugu goriilmistir. nZVI’nin yaprak eksplantlarin
ortalama govde uzunluguna istatiksel olarak anlamli yiliksek konsantrasyonda
olumlu, disiik konsantrasyonda olumsuz bir etkisinin oldugu gorilmiistir (Sekil
4.10e). Ortalama kok uzunluk verileri incelendiginde tiim gruplarin birbirine yakin
ortalamalara sahip oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon arttik¢a ortalamanin arttigi
goriilse de nZVI’nin yaprak eksplantlarin ortalama kok uzunluguna istatiksel olarak
anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.10f).

Mlgili gruplara ait yaprak eksplantlarin 30 giin sonras1 gévde ve kdk olusturma
kapasite degerleri Tablo 4.5’te, rejenerasyon ve gdévde olusum goriintileri Sekil

4.11’de sunulmustur.
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Tablo 4.5: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 30 giin sonrasi yaprak eksplantlarin
hesaplanan govde ve kok olusturma kapasite degerleri.

Konsgnzt\rlalsyonu G.O.K degeri K.O.K degeri
Kontrol 4,34 0,1
12,5 mg/L 431 0.1
25 mg/L 4,05 01
50 mg/L 4,05 0.2

Yaprak eksplantlarin 30 giinliik G.O.K indekslerine bakildiginda kontrol
grubunun 4,34 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu gorilmiistir. K.O.K.
indekslerine bakildiginda en yiiksek degerin 0,22 ortalama ile 50 mg/L nZVI igeren
gruba ait oldugu goriilmistiir (Tablo 4.5). Konsantrasyon arttikga nZVI’nin yaprak
eksplantlarinin gévde olusturma kapasitesine negatif bir etkisi oldugu ancak kok
olusturma kapasitesine yiiksek konsantrasyonda (50 mg/L) pozitif bir etkisinin

olustugu gorilmiistiir.

Sekil 4.11: Farkli konsantrasyonlarda nZV1 igeren besi ortaminda tiitiin yaprak
eksplantlarinin 30 giin sonrasi degisimi. a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI igeren
grup; c: 25mg/L nZV1igeren grup; d: 50 mg/L nZVI iceren grup. (Bar 1cm).
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Yaprak eksplantlarinin 60 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil

4.12’de sunulmustur.
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Sekil 4.12: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin tiitiin yaprak eksplantlarina
olan 60 giinliik etkisinin grafikleri. Govde olusumuna ait veriler a,c,e; kok
olusumuna ait veriler b,d,f.
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60 giinliik rejenerasyon verileri incelendiginde rejenerasyon yiizdesinin tim
gruplarda %100 oldugu goriilmektedir. Rejenerasyon yiizdesinde nZVI'nin istatiksel
olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigr goriilmiistiir (Sekil

4.12a). Kok olusturma ylizdesine bakildiginda tiim gruplarda %100 oldugu
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goriilmektedir. Koklenme yiizdesinde nZVI’'nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya
olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.12b).

60 giinliik yaprak eksplantlarinin gévde/eksplant orani incelendiginde en
yiiksek oran 8 ortalama ile 25 mg/L nZVI igeren gruba ait oldugu goriilmiistiir.
Konsantrasyon artikca ortalamanin artti§i  ancak yiiksek konsantrasyonda
ortalamanin distigii goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda nZVI’nin yaprak
eksplantlarinin govde/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumlu bir etkisinin
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12c). Yaprak eksplantlarin  kok/eksplant orani
incelendiginde orani incelendiginde en yiiksek oran 6,6 ortalama ile 50 mg/L nZVI
iceren gruba ait oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon artikca ortalamanin arttig
goriilmektedir ancak sadece 50 mg/L nZVI iceren grubun, yaprak eksplantlarinin
kok/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumlu bir etkisinin oldugu
goriilmustiir (Sekil 4.12d).

60 glinliik olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde gruplarin
birbirine yakin ortalamalara sahip oldugu goriilmektedir. Gruplarin ortalamalari
sirastyla 19,2; 18,8; 19,2; 19,5 mm seklindedir. Konsantrasyon artik¢a ortalamanin
arttigt goriilse de nZVI'nin yaprak eksplantlarin ortalama govde uzunluguna
istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigr goriilmiistiir
(Sekil 4.12¢). Ortalama kok uzunluk verileri incelendiginde en yiiksek deger 22 mm
ile 50 mg/L nZVI igeren grupta oldugu goriilmektedir. Diger gruplarin ortalamalari
strastyla 20,9; 19,3; 21,6 mm seklindedir. Konsantrasyon arttik¢a ortalamanin arttigi
goriilse de nZVI’nin yaprak eksplantlarin ortalama kok uzunluguna istatiksel olarak
anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 gorilmiistiir (Sekil 4.12f).

Mlgili gruplara ait yaprak eksplantlarin 60 giin sonras1 gévde ve kdk olusturma
kapasite degerleri Tablo 4.6’da rejenerasyon ve govde olusum gorintiileri Sekil

4.13’te sunulmustur.
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Tablo 4.6: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 60 giin sonrasi1 yaprak eksplantlarin
hesaplanan govde ve kok olusturma kapasite degerleri.

K nzvi G.O.K degeri K.O.K degeri
onsantrasyonu
Kontrol 6,5 5,05
12,5 mg/L 6,85 5,2
25 mg/L 8,05 5,84
50 mg/L 7.7 6,65

Yaprak eksplantlarin 60 giinlik G.O.K indekslerine bakildiginda 50 mg/L
nZVI igeren grubun 8,05 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir.
K.O.K. indekslerine bakildiginda en yiiksek degerin 6,65 ortalama ile 50 mg/L nZVI
iceren gruba ait oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6). Konsantrasyon arttikga nZVI’nin
yaprak eksplantlarinin kok olusturma kapasitesine yiiksek konsantrasyonda (50
mg/L) pozitif bir etkisi oldugu ancak govde olusturma kapasitesine yiiksek
konsantrasyonda pozitif etkisinin azaldigi goriilmustiir.

Sekil 4.13: Farkli konsantrasyonlarda nZVI igeren besi ortaminda tiitiin yaprak
eksplantlarinin 60 giin sonras1 degisimi.a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI igeren
grup; c: 25 mg/L nZVI igeren grup; d: 50 mg/L nZVI igeren grup. (Bar 1cm).
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Yaprak eksplantlariin 90 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil
4.14’te sunulmustur.

90 giinliik rejenerasyon verileri incelendiginde hem rejenerasyon yiizdesinin
hem de kdk olusturma yiizdesinin tiim gruplarda %100 oldugu goriilmektedir (Sekil
4.14a), (Sekil 4.14b). Rejenerasyon yiizdesinde ve koklenme yiizdesinde nZVI’nin

istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriilmistiir.
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Sekil 4.14: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin tiitiin yaprak eksplantlarina
olan 90 giinliik etkisinin grafikleri. G6vde olusumuna ait veriler a,c,e; kok
olusumuna ait veriler b,d,f.
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90 giinliik yaprak eksplantlarinin govde/eksplant orani incelendiginde en
yiiksek oran 12,55 ortalama ile 25 mg/L nZVI igeren gruba, en diisiik oran 11,25 ile
kontrol grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon artik¢a ortalamanin arttigi
ancak yiiksek konsantrasyonda ortalamanin azaldigi goériilmiistiir. Ancak nZVI’nin
yaprak eksplantlarinin gdvde/eksplant oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya
olumsuz bir etkisinin olmadigi gorilmistiir (Sekil 4.14c¢). Yaprak eksplantlarin
kok/eksplant orani incelendiginde en yiiksek oran 12,25 ortalama ile 50 mg/L nZVI
igeren gruba, en diisiik oran 10,55 ile kontrol grubuna ait oldugu gorilmiistiir.
Konsantrasyon artik¢a ortalamanin arttigi goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda
(50 mg/L) nZVI’'nin yaprak eksplantlarinin kok/eksplant oranina istatiksel olarak
anlaml1 olumlu bir etkisinin oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.14d).

90 giinliik olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde gruplarin
birbirine yakin ortalamalara sahip oldugu goriilmektedir. Gruplarin ortalamalari
sirastyla 20,3; 19,8; 20,4; 20,5 mm seklindedir. Konsantrasyon artik¢a ortalamanin
arttigt goriilse de nZVDI'nin yaprak eksplantlarin ortalama goévde uzunluguna
istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1 gorilmiistiir
(Sekil 4.14e). Ortalama kok uzunluk verileri incelendiginde en yiiksek deger 25,1
mm ile 50 mg/L nZVI iceren grupta oldugu goriilmektedir. Diger gruplarin
ortalamalar1 sirasiyla 23,5; 24,2; 24,4 mm seklindedir. Konsantrasyon arttikca
ortalamanin arttii goriilse de nZVI'min yaprak eksplantlarin ortalama kok
uzunluguna istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig
gorilmiustiir (Sekil 4.14f).

Mlgili gruplara ait yaprak eksplantlarin 90 giin sonras1 gévde ve kdk olusturma
kapasite degerleri Tablo 4.7°de, rejenerasyon ve govde olusum goriintiileri Sekil

4.15’te sunulmustur.

Tablo 4.7: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 90 giin sonrasi yaprak eksplantlarin
hesaplanan gévde ve kok olusturma kapasite degerleri.

Konsgrﬁ?’/alsyonu G.0.K degeri K.O.K degeri
Kontrol 6,5 505
12,5 mg/L 6,85 52
25 mg/L 8,05 5 84
50 mg/L 7.7 6.65
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Yaprak eksplantlarin 90 giinlik G.O.K indekslerine bakildiginda 25 mg/L
nZVI igeren grubun 8,05 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir.
K.O.K. indeksleri incelendiginde en yiiksek degerin 6,65 ortalama ile 50 mg/L nZVI
iceren gruba ait oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.7). Konsantrasyon arttik¢a nZVI’nin
yaprak eksplantlarinin kok olusturma kapasitesine yiiksek konsantrasyonda (50
mg/L) pozitif bir etkisi oldugu ancak goévde olusturma kapasitesine yiiksek
konsantrasyonda pozitif etkisinin azaldigi goriilmiistiir.

Sekil 4.15: Farkli konsantrasyonlarda nZV1 igeren besi ortaminda tiitiin yaprak
eksplantlarinin 90 giin sonras1 degisimi.a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI igeren
grup; c¢: 25mg/L nZVIigeren grup; d: 50 mg/L nZVI igeren grup. (Bar 1cm).

4.2.3. nZVI’min Seker Otu Bitkisinin in vitro Mikrogogaltimina Olan
Etkilerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda seker otu bitkisinin eksplant olarak nodal eksplantlar
kullanilmistir. Eksplantlarin 30., 60. ve 90. giin inkiibasyon sonucunda asagida

detaylandirilan parametrelere bakilarak istatiksel analizi yapilmistir.
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Yontemde anlatildig: gibi alinan nodal eksplantlarin sterilizasyonu yapilarak
aseptik kosullarda nodal eksplantlar 2 tekrarli, her magentaya 10 tane eksplant olacak
sekilde; 12,5 mg/L nZVI, 25 mg/L nZVI, 50 mg/L nZVI igeren besi ortamina ve
kontrol (nZVT1 igcermeyen) grubuna yerlestirilmistir.

30 giin inkiibasyon sonucunda seker otu bitkisinin nodal eksplantlarin
proliferasyon oranmi (%), olusan gdvde sayisi ve olusan govdenin uzunluklari
hesaplandi. Daha sonra tiim gruplar nZVI’s1iz 2 mg/L BAP igeren MS besi ortamina
aktarilarak altkiiltirlenmistir. 60 ve 90. giinde 30. giinde yapilan asamalar
tekrarlanmistir.

Nodal eksplantlarin 30 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglart Sekil

4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin seker otu nodal eksplantlarina
olan 30 giinliik etkisinin grafikleri.

30 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde rejenerasyon yiizdesinin tim
gruplarda %100 oldugu goriilmektedir. Nodal eksplantlarin proliferasyonunda
nZVDI'nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1

goriilmistiir (Sekil 4.16a).

51



30 giinliik nodal eksplantlarinin gévde/eksplant orani incelendiginde en yiiksek
oran 3,2 ortalama ile 50 mg/L nZVI igeren gruba ait oldugu gorilmiistiir. Gruplarin
birbirine yakin ortalamalara sahip oldugu goriilmektedir. Diger gruplarin ortalamalari
sirastyla 2,7; 3,1; 2,6 seklindedir. nZVI’'nin nodal eksplantlarin gdvde/eksplant
oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi
goriilmistiir (Sekil 4.16D).

30 giinliik olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde en
yiiksek ortalama 8,8 mm ile 50 mg/L nZVI igeren gruba, en diisiik ortalama 4,8 mm
ile kontrol grubuna ait oldugu goriilmistiir. Konsantrasyon arttikca hem ortalamanin
arttigt hem de nZVI'nin nodal eksplantlarin ortalama gévde uzunluguna istatiksel
olarak anlamli olumlu etkisinin arttig1 goriilmustiir (Sekil 4.16c).

Ilgili gruplara ait nodal eksplantlarin 30 giin sonras1 gévde olusturma kapasite
degerleri Tablo 4.8°de, proliferasyon ve govde olusum goriintiileri Sekil 4.17°de

sunulmustur.

Tablo 4.8: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 30 giin sonrasi nodal eksplantlarin
hesaplanan govde olusturma kapasite degerleri.

nZVI Konsantrasyonu G.O.K degeri
Kontrol 2,7
12,5 mg/L 3,1
25 mg/L 2,6
50 mg/L 3,2

Nodal eksplantlarin 30 giinliik G.O.K indekslerine bakildiginda 50 mg/L nZVI
iceren grubun 3,2 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo
4.7). Yiksek konsantrasyonda (50 mg/L) nZVI'nin nodal eksplantlarin gévde

olusturma kapasitesine pozitif bir etkisi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.17: Farkli konsantrasyonlarda nZV1I iceren besi ortaminda seker otu
nodal eksplantlarin 30 giin sonrasi degisimi. a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI
iceren grup; c: 25mg/L nZVIigeren grup; d: 50 mg/L nZVI i¢eren grup. (Bar 1cm).

Nodal eksplantlarin 60 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil

4.18’de sunulmustur.
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Sekil 4.18: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin seker otu nodal eksplantlarina
olan 60 giinliik etkisinin grafikleri.
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60 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde rejenerasyon yiizdesinin tim
gruplarda %100 oldugu goriilmektedir. Nodal eksplantlarin proliferasyonunda
nZVDI'nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi
goriilmistiir (Sekil 4.18a).

60 giinliik nodal eksplantlarinin gévde/eksplant orani incelendiginde en yiiksek
oran 3,7 ortalama ile 50 mg/L nZVI igeren gruba ait oldugu gorilmiistiir. Gruplarin
birbirine yakin ortalamalara sahip oldugu goriilmektedir. Diger gruplarin ortalamalari
sirastyla 3,4; 3,5; 3,6 seklindedir. nZVI'nin nodal eksplantlarin gdvde/eksplant
oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigi
goriilmistiir (Sekil 4.18Db).

60 giinliikk olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde en
yiiksek ortalama 12,6 mm ile 50 mg/L nZVTI i¢eren gruba, en diisiik ortalama 8,6 mm
ile kontrol grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon arttikca hem ortalamanin
arttigt hem de nZVI'nin nodal eksplantlarin ortalama gdévde uzunluguna istatiksel
olarak anlamli olumlu etkisinin arttig1 goriilmustiir (Sekil 4.18c).

Ilgili gruplara ait nodal eksplantlarin 60 giin sonras1 gévde olusturma kapasite
degerleri Tablo 4.9°da proliferasyon ve govde olusum gorintileri Sekil 4.19°da

sunulmustur.

Tablo 4.9: Farkli nZV1 konsantrasyonlarin, 60 giin sonrast nodal eksplantlarin
hesaplanan govde olusturma kapasite degerleri.

nZVI Konsantrasyonu G.O.K degeri
Kontrol 3,42
12,5 mg/L 3,57
25 mg/L 3,63
50 mg/L 3,73

Nodal eksplantlarin 60 giinliik G.O.K indekslerine bakildiginda 50 mg/L nZVI
igeren grubun 3,73 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo
4.9). Konsantrasyon artttkca nZVI’'nin nodal eksplantlarin gévde olusturma

kapasitesine olan pozitif etkisinin arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.19: Farkli konsantrasyonlarda nZV1I igeren besi ortaminda seker otu
nodal eksplantlarin 60 giin sonrasi degisimi. a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI
iceren grup; c: 25mg/L nZVI igeren grup; d: 50 mg/L nZVI i¢eren grup. (Bar lcm).

Nodal eksplantlarin 90 giin sonunda yapilan istatiksel analiz sonuglar1 Sekil

4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.20: Farkli konsantrasyonlarda nZVI’nin seker otu nodal eksplantlarina
olan 90 giinliik etkisinin grafikleri.

90 giinliik proliferasyon verileri incelendiginde rejenerasyon yiizdesinin tim
gruplarda %100 oldugu goriilmektedir. Nodal eksplantlarin proliferasyonunda
nZVI'nin istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig:
goriilmistiir (Sekil 4.20a).

90 giinliik nodal eksplantlarinin gévde/eksplant orani incelendiginde en ytiksek
oran 4,15 ortalama ile 50 mg/L nZVTI igeren gruba ait oldugu goriilmistiir. Gruplarin
birbirine yakin ortalamalara sahip oldugu goriilmektedir. Diger gruplarin ortalamalari
sirastyla 3,89; 3,94; 4,1 seklindedir. nZVI’nin nodal eksplantlarin gévde/eksplant
oranina istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1
gorilmustiir (Sekil 4.20b).

90 giinliikk olusan govdelerin ortalama uzunluk verileri incelendiginde en
yiiksek ortalama 13,8 mm ile 50 mg/L nZVI i¢eren gruba, en diisiikk ortalama 10 mm
ile kontrol grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon arttikga hem ortalamanin
arttigi hem de nZVI'nin nodal eksplantlarin ortalama gévde uzunluguna istatiksel

olarak anlamli olumlu etkisinin arttig1 goriilmustiir (Sekil 4.20c).
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Ilgili gruplara ait nodal eksplantlarin 90 giin sonras1 gvde olusturma kapasite
degerleri Tablo 4.10’da proliferasyon ve govde olusum goriintiileri Sekil 4.21°de

sunulmustur.

Tablo 4.10: Farkli nZV|I konsantrasyonlarin, 90 giin sonrasi nodal eksplantlarin
hesaplanan govde olusturma kapasite degerleri.

Kons;r%c?’/z;syonu G.O-K degeri
Kontrol 3,89
12,5 mg/L 3,94
25 mg/L 4,10
50 mg/L 4,15

Nodal eksplantlarin 90 giinliik G.O.K indekslerine bakildiginda 50 mg/L nZVI
iceren grubun 4,15 ortalama ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistir (Tablo
4.10). Konsantrasyon arttikca nZVI’'nin nodal eksplantlarin gévde olusturma

kapasitesine olan pozitif etkisinin arttig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.21: Farkli konsantrasyonlarda nZVT igeren besi ortaminda seker otu
nodal eksplantlarin 90 giin sonrasi degisimi. a: Kontrol grubu; b: 12,5 mg/L nZVI
igeren grup; c: 25mg/L nZVI iceren grup; d: 50 mg/L nZVI igeren grup. (Bar 1cm).
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5. TARTISMA

Bu teze konu olan alev agaci, seker otu Ve tiitiin bitkilerin eksplantlarinin,
farklt konsantrasyonlarda (12.5-25-50 mg/L) nZVI ile in vitro sartlarda maruz
birakilmasi sonucuyla bitkilerin proliferasyonlarindaki degisimler irdelenmistir. Bu
kapsamda nZVI’nin, alev agaci bitkisinin gévde uglarina ve nodal eksplantlarina,
seker otu bitkisinin nodal eksplantlarina, tiitiin bitkisinin yaprak eksplantlarina 30,
60, 90. giin sonrasi etkisinin incelenmesi sonucunda elde edilen sonuglar asagida
maddeler halinde siralanmis ve yorumlanmasi yapilmaistir.

Alev agaci bitkisi ile yapilan nZVI muamelesinin 30, 60 ve 90. giin sonuglari
ele alindiginda hem gévde hem de nodal eksplantlarin proliferasyon yiizdelerinin
kontrole gore diisiik oldugu goriilmiistiir. Govde ucu eksplantlarinda proliferasyon,
nZVI konsantrasyon artikca istatiksel olarak anlamli negatif bir etki goriilmiistiir.
Nodal eksplantlarda ise istatiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen
konsantrasyon artikca negatif bir etki goriilmiistiir. Govde ucu eksplantlarinda
govde/eksplant orani en yiiksek 12,5 mg/L nZVI igeren grupta goriilse de istatiksel
olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etki goriilmemistir. Nodal eksplantlarda ise
en yiiksek oran 12,5 mg/L nZVI iceren grupta goriilmiistiir ve 12,5 mg/L nZVI'nin
istatiksel olarak da olumlu bir etkisi oldugu goriilmiistiir. G6vde ucu eksplantlarinda
G.O.K oraninda zaman gectikce nZVI’nin olumsuz etkisinin azaldigi goriilmistiir.
Nodal eksplantlarda ise en yiiksek oran 12,5 mg/L nZVI igeren grupta ancak
konsantrasyon artikca diisiis oldugu gorilmiistir. Govde ucu eksplantlarinda
nZVDl’nin govde uzunluguna istatiksel olarak olumlu veya olumsuz etki
goriilmemigtir. Nodal eksplantlarda ise 60. giinde 50 mg/L nZVI igeren grupta
istatiksel olarak negatif bir etki goriilse de uzun vadede istatiksel olarak olumlu veya
Olumsuz etki goriilmemistir. Sonug¢ olarak alev agaci ile ilgili tiim verilere
bakildiginda nZVI’nin bitkinin proliferasyonu iizerinde anlamli negatif bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir.

Literatiirde alev agaci ile yapilan ¢aligmalarin siirlidir ve yapilan ¢aligmalarin
da doku Kkiiltiiri ortammin kullanilmamaktadir. Bu nedenle calismamizi
destekleyecek caligsmalarla dolayli olarak benzerlik kurularak tartigilmistir. Misir
(Zea mays L.) ile yapilan bir ¢caligmada farkli konsantrasyonlarda y-Fe2O3 NP'lerin

etkileri incelenmis. 20 mg/L y-Fe>O3 NP'ler, kok uzamasint %11,5 oraninda énemli

58



Ol¢iide destekledigi ve canlilik indeksini sirasiyla %27,2 ve %39,6 arttirdigi
goriilmiistiir. Ancak 50 ve 100 mg/L y-Fe>O3 NP'ler, kok uzunlugunu sirasiyla %13,5
ve %12,5 oraninda donemli olglide azalttigr gortilmustiir [Li et al., 2016]. Bu ¢alisma
ile bizim alev agaci ile yapilan calisma benzer sonuglar elde etmektedir. Her iki
calisgmada da diisik konsantrasyonlarda (20 mg/L-12,5 mg/L) pozitif bir etki
goriiliirken yiiksek konsantrasyonlarda (50mg/L- 100 mg/L) toksisitesi artmaktadir.
Buna bagli olarak demirin farkli nano sekilleri benzer etkiler gosterebilecegi
Ongoriilmektedir.

Yine benzer bir ¢alismada nZ V1, daha yiiksek konsantrasyonlarda (>200 mg/L)
kedi kuyrugu (Typha latifolia) tizerinde giiglii toksik etki gosterdigi, ancak daha
diisiik konsantrasyonlarda bitki biiylimesini arttirmistir. nZVI ayrica daha yiiksek
konsantrasyonlarda hibrit kavaklarin (Populous deltoids x Populous nigra)
terlemesini ve biiylimesini 6nemli 6l¢lide azalttig1 goriilmiistiir [Ma et al., 2013]. Bu
caligmalar ile bizim ¢alismada kullanilan en yiiksek konsantrasyondan (50 mg/L)
daha yiliksek konsantrasyonda nZVI uygulamasmin da toksik bir etki gostermesi
bizim c¢alismamizi desteklemektedir. Ayrica bu ¢alismada bizim c¢alismamizdaki gibi
odunsu bir bitkinin kullanilmas1 bizim ¢alismamizin literatiire katki saglayabilecegini
gostermektedir.

Tiitlin bitkisi ile yapilan ZVI muamelesinin 30, 60 ve 90. giin sonuglari ele
alindiginda nZVI’'nin Yaprak eksplantlarinda rejenerasyon ve koklenme yiizdesi,
istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz bir etki goriilmemistir. Yaprak
eksplantlarinda govde/eksplant orant 60. giinde 25 ve 50 mg/L nZVI igeren grupta
istatiksel olarak pozitif bir etki goriilse de uzun vadede istatiksel olarak anlaml
olumlu veya olumsuz etki goriilmemistir. Koklenme orani ise 30 giinde istatiksel bir
fark olmasa da uzun vadede 50 mg/L nZVI igeren grupta istatiksel olarak anlamli
pozitif bir etki gortilmiistiir. Yaprak eksplantlarinda G.O.K oraninda uzun vadede 25
mg/L nZVI igeren grubun pozitif etkisi goriilmiistiir. K.O.K oraninda ise en yiiksek
oran 50 mg/L nZVI igeren grubun pozitif etkisi goriilmiistiir. Yaprak eksplantlarinda
nZVI'nin gévde uzunluguna istatiksel olarak anlamli olumlu veya olumsuz etki
goriilmemistir. Kok uzunluguna ise 90. giinde 50 mg/L nZVI igeren grupta istatiksel
olarak pozitif bir etki gorilmistiir. Sonu¢ olarak tiitiin ile ilgili tim verilere
bakildiginda nZVI’'nin bitkinin rejenerasyonu iizerinde anlamli pozitif bir etkiye

sahip oldugu belirlenmistir.
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Tiitlin BY-2 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada nZVI'nin sito-genotoksik
potansiyeli arastirildiginda 5 ila 500 pg/mL nZVI konsantrasyonlari denenmis ve 5
pg/mL ile tedavi edilen hiicrelerde maksimum hiicre oOliimi gerceklestigi
goriilmiistiir. Ancak konsantrasyon arttikca DNA hasarinin azaldig: tespit edilmistir
[Ghosh et al., 2019]. Bizim tiitlin ile ¢alismamizda nZVI’nin olumlu etkinin olmasi
ile bu ¢alisma zitlik olusturmaktadir Bunun en biiyiik nedeninin bizim organ kiiltiirii
kullanirken 6rnek calismada hiicre siispansiyon kiiltiirii kullanilmasindan dolay1
oldugu diisiinebilir. Ote yandan bu o6rnek calismada kullanilan konsantrasyon
miktarinin bizim c¢aligmamizdan ¢ok kiigiik olmasi ve konsantrasyon arttikca
toksititenin azaliyor olmasi bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Arabidopsis thaliana ile yapilan bir ¢alismada nZVI'nin bitki kokii uzamasi
tizerindeki etkisini arastirllmis ve bitkilerin 0,5 g/L nZVI'ya maruz birakilmasi,
kontroldekine gore %150-200 oraninda kok uzamasini arttirdigi belirlenmistir [Kim
et al., 2014]. Bizim tiitiin ile ¢alismamizda 50 mg/L nZVI igeren grubun en ¢ok
gelismeyi gOstermesi ve bu ¢alismada c¢ok iistiinde bir konsantrasyonla caligmalari
nZVI'nin konsantrasyon arttitkca kok olusumunu ve gelisimini arttiracagini
distindiirmektedir.

Seker otu bitkisi ile yapilan nZVI muamelesinin 30, 60 ve 90. giin sonuglar1 ele
alindiginda tiim gruplarin %100 proliferasyon yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir.
Nodal eksplantlarda nZVI’'nin proliferasyona istatiksel olarak anlamli olumlu veya
olumsuz etkisi goriilmemistir. Nodal eksplantlarda govde/eksplant oran1 30. giinde en
yuksek 12,5 mg/L nZVI igeren grupta goriilse de uzun vadede istatiksel olarak
anlamli olumlu veya olumsuz bir etki goriilmemistir. Nodal eksplantlarda G.O.K
oran1 konsantrasyon arttikca istatiksel olarak anlamli olumlu etkisinin arttig
goriilmiistiir. En yliksek oran tiim 6l¢timlerde 50 mg/L nZVI igeren grupta olmustur.
Nodal eksplantlarda nZVI’nin konsantrasyonu arttikca govde uzunlugu istatiksel
olarak anlamli olumlu etkinin de arttig1 goriilmiistiir. En yiiksek oran tiim dlgiimlerde
50 mg/L nZVI igeren grupta olmustur. Bu sonuglar neticesinde nZVI'nin bitkinin
proliferasyonu iizerinde anlamli pozitif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Kuraklik stresine maruz birakilan ¢ileklerin (Fragaria x ananassa Duch.)
fidelerinden ug¢ eksplantlar1 alinarak in vitro kosullarda Fe30s NP ile maruz
birakilarak bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada Fe304 NP’in kuraklik stresinin ¢ilek

fideleri tizerindeki olumsuz etkilerini azalttigi ve buna ek olarak in vitro kdltiir
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altinda biliylime parametrelerini (kok olusumu, goévde sayisi ve uzunlugu vb.)
iyilestirdigi goriilmiistiir [Mozafari et al., 2018]. Bizim seker otu ile ¢alismamizda da
bitki sera ortamindan in vitro ortama alinarak demir NP ile muamele edilmistir ve
benzer olumlu etkiler goriilmiistir. Bu kapsamda demir NP’lerin bitkilerin
verimliklerini arttirmada benzer roller oynadigi ve bu sonuglarin birbirlerini
destekledigi goriilmektedir.

Piringte (Oryza sativa cv. Gobindabhog L.) yapilan bir ¢imlendirme deneyinde
diisiik dozlarda nZVI ile muamele, artan kok ve silirglin uzunlugu, biyokiitle ve
fotosentetik pigment icerigi ile ifade edildigi gibi fide giiclinii arttirdig1 ancak yiiksek
konsantrasyonda (160 mg/L) nZVI oksidatif strese sebep olup kok zarari olusturdugu
goriilmistiir [Guha et al., 2018]. Bu calisma bizim ¢alismamiza paralel sekilde
disik  konsantrasyonlarda  pozitif etki  goriilmektedir. Ancak  yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkinin olusuyor olmasi biz de seker otu i¢in nZVI
konsantrasyonu artirirsak toksik etki gorebilecegimizi gostermektedir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen bilgiler dogrultusunda literatiirde hakkinda
yeterince ¢alisma bulunmayan seker otu ve alev agaci bitkilerinin in vitro NP
calismalarina oncii olabilecegine ve endiistriyel olarak 6nem arz eden bu bitkilerin
tiretimine yonelik sinirhh ¢aligmalara destek saglayabilecegi diistiniilmektedir.
Bunlara ek olarak bu calisma ile nZVI’nin tiitiin ve seker otu bitkilerine olan pozitif
etkisinin belirlenmesi ile bu bitkilerin daha saglikli ve verimli (iirlinlerin
saglanabilecegi desteklenmektedir. Ayrica nanoparcaciklarin canli  sistemler
tizerindeki kesin etkisine iliskin mevcut bilgilerimiz hala sinirlidir ve g¢ogunlukla
tutarsizdir. Bu c¢alisma nanoparcaciklara bakis acimiza onemli o6l¢iide katkida
bulunabilir ve nano malzemelerin kullanimi i¢in daha verimli diizenlemeler

gelistirmeye yardimci olabilir.
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