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OZET

ENGINARIN (Cynara scolymus L.) IN VITRO STERILIZASYON VE
MIiKRO COGALTIMINDA NANOPARTIKULLERIN KULLANIM
OLANAKLARI

Mohamed Ashraf Shawky OSMAN
Yiiksek Lisans, Bahge Bitkileri Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Temmuz 2025; 40 sayfa

Enginarin (Cynara scolymus L.) g¢ogaltilmasinda mikrogogaltim, geleneksel
yontemlere kiyasla degerli bir alternatif sunmaktadir. Ancak, siirekli karsilasilan
mikrobiyal kontaminasyon sorunu, genellikle fitotoksik olabilecek sterilizasyon
ajanlarmin kullanimini gerektirmekte ve bu durum 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. Bu
yiiksek lisans tezinde, Bayrampasa enginari eksplantlarinin in vitro sterilizasyon ve
mikrogogaltim protokoliiniin optimize edilmesi amacglanmig; bu kapsamda glimis
nanopartikiillerin (AgNP) ve ¢inko nanopartikiillerin (ZnNP) hem antimikrobiyal hem de
biiyiimeyi tesvik edici ajanlar olarak etkinligi arastirilmistir. On denemeler, geleneksel
sterilizasyon yontemleri ile yiiksek oranda kontaminasyon goriildiigiinii ortaya koymusg
ve bu durum, protokoliin birkag ardisik adimda iyilestirilmesini gerekli kilmistir.

Gliney Agripark Tarimsal Aragtirmalar laboratuvarinda ¢alisma gerceklestirilmis
olup, farkli konsantrasyonlarda (1, 2 ve 3 mg/L) giimiis nanopartikiiller (AgNPSs) veya
¢inko nanopartikiiller (ZnNPs) iceren, modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) temel
besin ortaminda kiiltiire alinan enginar siirgiin eksplantlarinin biiyiime ve gelisimi
degerlendirilmistir. Nanopartikiiller icermeyen bir kontrol grubu da ¢aligmaya dahil
edilmistir. Sekiz haftalik inkiibasyon siiresinin ardindan yapilan nicel degerlendirme,
farkli uygulamalar arasinda eksplant biiylime uzunlugu bakimindan anlamli varyasyonlar
oldugunu ortaya koymustur.

Glimiis nanopartikiiller (AgNP) iceren 2 mg/L konsantrasyonlu ortam, en fazla
gelisim gosteren ortam olmus ve bu ortamda bir eksplant 6 cm uzunluga ulasmistir. Diger
uygulamalar ise farkli biiytime tepkileri ortaya koymustur. 2 mg/L ZnNPs ilave edilmis
ortamda hig¢bir bliylime gdzlemlenmemistir. Buna karsilik, kontrol ortami orta diizeyde
stirglin uzamasin (2,8 cm) desteklemis, 3 mg/L. AgNPs iceren ortam ise eksplant basina
en yiiksek yaprak sayisini tesvik etmistir. Ik gézlemler, 3 mg/L ZnNP ve 1 mg/L AgNP
uygulamalarinin da olumlu etkiler gosterdigine isaret etmektedir. Elde edilen bulgular,
kiiltir ortamina giimiis ve ¢inko nanopartikiillerinin ilave edilmesinin Bayrampasa
enginar1 eksplantlarinin in vitro biiyiime ve gelisimini olumlu yonde etkileyebilecegini
ortaya koymakta; 6zellikle 3 mg/L AgNP uygulamasinin mikrogogaltim protokollerinde
faydal1 bir katki olabilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Cynara scolymus, Cinko Nanopartikiiller (ZnNP), Eksplant
Gelisimi, Enginar, Giimiis Nanopartikiiller (AgNP), in vitro kiiltiir, Kontaminasyon
Kontrolii, Mikrogogaltim, Sterilizasyon
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ABSTRACT

POSSIBILITIES OF USING NANOPARTICLES IN VITRO STERILIZATION
AND MICROPROPAGATION OF ARTICHOKE (Cynara scolymus L.)

Mohamed Ashraf Shawky OSMAN
MSc Thesis in Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
July 2025; 40 Pages

Micropropagation offers a valuable alternative to traditional methods for artichoke
(Cynara scolymus L.) propagation, but persistent microbial contamination remains a
significant challenge, often requiring the use of potentially phytotoxic sterilization agents.
This master's thesis research aimed to optimize the in vitro sterilization and
micropropagation protocol for Bayrampasa artichoke explants, specifically exploring the
efficacy of silver nanoparticles (AgNPs) and zinc nanoparticles (ZnNPs) as both
antimicrobial and growth-promoting agents. Preliminary experiments revealed high
contamination rates with conventional sterilization methods, necessitating protocol
refinements through several iterative steps.

The experiment, conducted at the Giiney Agripark Tarimsal Arastirmalar
laboratory, evaluated the growth and development of artichoke offshoot explants cultured
on a modified Murashige and Skoog (MS) basal medium supplemented with varying
concentrations (1, 2, and 3 mg/L) of silver nanoparticles (AgNPSs) or zinc nanoparticles
(ZnNPs), alongside a nanoparticle-free control. After eight week, a quantitative
assessment revealed significant variation in explant growth length among the different
treatments.

Medium supplemented with 2 mg/L Silver Nanoparticles (AgNPs) yielded the
most substantial explant elongation, with one explant reaching 6 cm. Other treatments
produced varied growth responses. No growth was observed in the medium supplemented
with 2 mg/L ZnNPs. In contrast, the control medium supported moderate shoot elongation
(2.8 cm), while the medium containing 3 mg/L AgNPs promoted the highest number of
leaves per explant. Initial observations also suggested positive growth effects from 3
mg/L ZnNPs and 1 mg/L AgNPs. The findings indicate that incorporating silver and zinc
nanoparticles into the culture medium can positively influence the in vitro growth and
development of Bayrampasa artichoke explants, highlighting the potential of specific
nanoparticle concentrations, particularly 3 mg/L AgNPs, as beneficial supplements for
micropropagation protocols.

KEYWORDS: Artichoke, Contamination Control, Cynara scolymus, Explant Growth,
In vitro culture, Micropropagation, Sterilization, Silver Nanoparticles (AgNPs), Zinc
Nanoparticles (ZnNPs)
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ONSOZ

Enginar (Cynara scolymus L.), Akdeniz diyetinin besleyici ve tedavi edici
Ozellikleriyle bilinen degerli bir pargasi olup, kiiresel tarimda 6nemli bir ekonomik degere
sahiptir. Ancak, geleneksel tarim yontemleriyle ¢ogaltilmasi, hastaliklarin yayilmasi ve
diisiik cogalma oranlar1 gibi zorluklar icermektedir. Bu nedenle, enginarin verimliligini
ve kalitesini artiracak modern ve siirdiirtilebilir tarimsal tekniklerin gelistirilmesi biiyiik
Onem tasimaktadir.

Bu zorluklarin {istesinden gelmek i¢in bitki doku kiiltiirii ve mikrogogaltim gibi
biyoteknolojik yontemler umut verici bir alternatif sunmaktadir. Ancak, bu yontemlerde
karsilasilan en biiylik engellerden biri, explantlarin mikrobiyal kontaminasyona maruz
kalmasidir. Bu noktada, giimiis (AgNP) ve c¢inko (ZnNP) gibi nanopartikiillerin
antimikrobiyal ve biyostimiilan etkileri, aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Bu
caligmanin temel amaci, nanopartikiillerin enginarin in vitro sterilizasyonu ve
mikrogogaltimina olan etkilerini arastirarak tarim sektorii icin verimli ve giivenilir bir
protokol gelistirmektir.

Arastirmamda basta, bilgi ve destek tecriibeleriyle hem arazide hem de
laboratuvarda yardimci olan, verdigi bilgilerle tezimin kurgu ve yiiriitiilmesi asamasinda
her bakimindan yol gosteren, tezimin yazim siirecinde her asamada desteklerini benden
esirgemeyen kiymetli danigmanim sayin Prof. Dr. A. Naci ONUS’a, sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli katkilarmdan dolay: jiiri {iyeleri Prof. Dr. Halime UNLU ve Dog. Dr.
Tugge OZSAN KILIC’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin yiiriitiilmesinde ve neticelenmesinde katkilar1 olan Dog¢. Dr. Tugge
OZSAN KILIC’a ve Cafer GONEZER'e tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimin siiresince ve yagamim boyunca desteklerini esirgemeyen
bagta babam Prof. Dr. Ashraf Shawky OSMAN’a ve sevgili aileme, kiymetli kardeslerime
ve sevdiklerime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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% : Yiizde
cm  : Santimetre
pg/mL : Mililitre bagina mikrogram birimini Mililitre bagina gram
mg/L : Litre basina miligram
nm  : Nanometre
ppm : Milyonda parca
ton/ha : Hektar Basina Ton
g : Gram
Kisaltmalar

A.U. : Akdeniz Universitesi

AgNPs  : Glimiis nanopartikiilleri

BAP : 6-Benzylaminopurin

CNT’ler :Karbon nanotiipler

FAO : Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture Organization)
IBA - Indol-3-biitirik asit

K : Kontrol

MIC : Minimum inhibitér konsantrasyon

MS : Murashige and Skoog ortami

mV : Mili volt

Ort : Ortalama

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

ZnNPs  : Cinko nanopartikiilleri
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GIRIS M.A.S.OSMAN

1. GIRIS

Enginar veya kiire enginar (Cynara cardunculus ssp. scolymus (L.), Hegi;
Asteraceae familyasi), Akdeniz havzasina 6zgii ¢ok yillik bir bitki olup, antik ¢caglardan
beri besleyici degeri ve terapotik 6zellikleri ile bilinmektedir. Akdeniz diyetinin 6nemli
bir bileseni olan kiire enginar, biyolojik olarak aktif fenolik bilesikler, iniilin, lif ve
mineraller agisindan zengin bir kaynaktir (Lattanzio vd. 2009; Petropoulos vd. 2018).

Enginar (Globe artichoke), saglik iizerinde olumlu etkiler gosterdigi bilinen
polifenolik bilesikler bakimindan zengin bir bitki tiiriidiir. Ozellikle yaprak ekstrakti,
simirli sayidaki bitkisel tedavi yaklasimlari arasinda farmakolojik potansiyele sahip
onemli bir dogal iiriin olarak degerlendirilmektedir. Deneysel ve klinik calismalar,
enginar yaprak ekstresinin biyomedikal bitkisel tedavi arastirmalar1 kapsaminda kapsamli
bir sekilde incelendigini ve etkinliginin dogrulandigini gostermektedir. Bunun yani sira,
enginar yaprak ekstreleri, 6zellikle karaciger rahatsizliklar min tedavisinde geleneksel
tipta uzun siiredir kullanilmaktadir. Arastirmalar, enginarin antioksidan, koleretik (safra
akisin artirici), hepatoprotektif (karaciger koruyucu), safra iiretimini tesvik edici ve lipid
diisiiriicii  etkilerini ortaya koymustur. Hayvan deneylerinde, enginarin kok ve
yapraklarindan elde edilen s1v1 ekstrelerin karacigeri koruma yetenegine sahip oldugu ve
hatta karacigerin kendini yenilemesine yardimci olabilecegi belirlenmistir (Lanteri ve
Portis 2007; Lombardo vd. 2012; Salem vd. 2015).

Enginar yetistiriciligi, kiiresel dlgcekte onemli ekonomik, tarimsal ve cevresel
roller tistlenmektedir. Yiiksek degerli bir tarim {irlinii olarak enginar, Akdeniz ve Latin
Amerika tlkelerinin ekonomisine ©onemli katkilar saglamaktadir. Farkli ¢evresel
kosullara uyum saglama yetenegi ve kuraklia kars1 dayanikliligi, enginari stirdiiriilebilir
bir tarimsal iiriin haline getirmektedir. Kiiresel Uretim ve Ekonomik Deger Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'ne (FAO 2021) gére, diinya capinda en biiyiik enginar
tireticileri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Baz iilkelerin enginar tiretim miktarlar

Ulke Uretim Miktari (ton)
Italya ~365 000
Ispanya ~230 000
Misir ~190 000
Peru ~150 000
Arjantin ~90 000
Tiirkiye ~39 477
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Bu iilkeler, kiiresel enginar iretiminin %80’inden fazlasin1 karsilamakta olup,
enginar1 Akdeniz iklimine sahip bolgelerde temel bir tarimsal iiriin haline getirmektedir
(FAO 2021). Enginarin fonksiyonel gida, nutrasétik ve farmasotik sektorlerindeki artan
talebi, diinya genelindeki pazarinin biiyiimesini siirekli olarak desteklemektedir.

Tiirkiye, 6zellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde dnemli enginar ireticilerinden
biridir. Kadakoglu ve Giil (2023) yil1 itibariyla {ilkenin toplam enginar iiretimi yaklagik
39.477 ton olup, 3.065 hektarlik bir alanda yetistirilmektedir. Baslica tiretim bolgeleri
Izmir: Tiirkiye’nin en biiyiik enginar iireticisi olup, toplam iiretimin yaklasik %50 sini
karsilamaktadir. Aydin ve Bursa: Yiiksek kaliteli enginar iiretimiyle 6ne ¢ikan illerdir.
Antalya ve Mersin: Uretim alanlarinin giderek genisledigi yiikselen bolgeler arasindadir.
Tiirkiye'de ortalama enginar verimi hektar bagina 12-15 ton arasinda degisirken, optimize
edilmis sulama ve giibreleme tekniklerinin kullanildig1 bélgelerde bu verim 18-20 ton/ha
seviyelerine kadar ¢ikabilmektedir (Kadakoglu ve Giil 2023; Demir 2024).

Bitki doku kiiltiiri, bitki hiicrelerinin, dokularmin, organlarinin veya
protoplastlarinin aseptik kosullar altinda in vitro olarak kontrollii fiziksel ve kimyasal
ortamda yetistirilmesini ifade eder. Hiicre kiiltiiri, aksenik kiiltiir veya steril kiiltiir olarak
da bilinen bu teknik, hem temel hem de uygulamali arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmakta olup ticari biyoteknoloji alaninda da 6nemli bir yer tutmaktadir. Bitki
biiylimesini, genetik manipiilasyonu ve hiicresel tepkileri incelemek i¢in kritik bir arag
olarak hizmet ederken, ayni zamanda genis Olgekli cogaltma ve bitki tiirlerinin
korunmasini da saglamaktadir (Thorpe 2007).

Bitki doku kiiltiirinin en  Onemli avantajlarindan  biri, hiicresel
totipotensiyalitesini  gostermesidir—yani, tek bir hiicrenin tiim bitkiye donlisme
potansiyeline sahip olmasi. Bu o6zellik, genetik modifikasyonlar, bitki 1slah1 ve
biyoteknolojik uygulamalar i¢in vazgecilmez bir teknik haline getirmektedir. Ayrica,
kontrollii genotipik ve fenotipik degisikliklere olanak taniyarak bitki 1slahi, farmasdétik
arastirmalar ve siirdiiriilebilir tarim alanlarinda 6nemli ilerlemeleri desteklemektedir.
Cesitli uygulama alanlar1 sayesinde bitki doku kiiltlirii, modern bitki biyoteknolojisinin
temel taglarindan biri olmaya devam etmektedir (Bhatia vd. 2015).

Doku kiltlirtiniin kokenleri, 20. yiizyilin baglarina dayanmaktadir. Gottlieb
Haberlandt (1902), tek bir hiicrenin tiim organizmay1 yeniden olusturma yetenegi olarak
tanimlanan bitki hiicrelerinin totipotensiyalitesi kavramim ilk kez ortaya koymustur.
Oncii niteligindeki deneylerinde, mezofil hiicrelerini kiiltiirde canli tutmayr amaglamis ve
modern bitki doku kiiltiirii tekniklerinin temelini atmistir. Bu erken donem calismalar,
bitki hiicrelerinin davranist ve gelisim potansiyeli hakkinda 6nemli bilgiler saglayarak,
gelecekteki bitki biyoteknolojisi alanindaki ilerlemelere zemin hazirlamistir (Thorpe
2007; Garcia-Gonzales vd. 2010; Loyola-Vargas ve Ochoa-Alejo 2018).

20. yiizyilin ortalar1, bitki doku kiiltiirli alaninda yeni tekniklerin gelistirilmesi ve
mevcut yontemlerin énemli Ol¢iide iyilestirilmesiyle karakterize edilen doniistiiriicii bir
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donem olmustur. 1940’11, 1950°’1i ve 1960’1 yillarda gerceklestirilen onemli kesifler,
kiiltire alinabilen bitki tiirlerinin yelpazesini genisletmis ve in vitro kosullara verilen
hiicresel tepkilerin daha derinlemesine anlasilmasini saglamistir (Jedrzejczak-Silicka
2017).

Onemli atilimlardan biri, Hindistan cevizi suyunun kiiltiir ortamda katk: maddesi
olarak kullanilmasiydr; bu, ozellikle monokotillerde gen¢ embriyolarin ve direngli
dokularin biliyiimesini kolaylastirmistir. Bu donemde, odunsu ve otsu dikotiller,
gymnospermler ve ta¢ tiimor dokular1 da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinde
kallus kiiltiirlerinin olusturulmasi saglanmistir. Arastirmacilar, kiiltiirdeki hiicrelerin
oksin aliskanligi ve meristematiksellik gibi ¢esitli fizyolojik degisimler gegirdigini
gbzlemlemislerdir. Bu zorluklara ragmen, gilinlimiizde hala yaygin olarak kullanilan
birgok temel in vitro teknigi bu dénemde biiyiik dlglide gelistirilmistir (Trigiano ve Gray
2000; Jedrzejczak-Silicka 2017).

Onemli bir katki, kiiltiir ortamina adenin ve yiiksek seviyelerde fosfat eklemenin,
meristematik olmayan 6z dokularinin biiyiimesini sagladigini ve vaskiiler doku varliginda
stirgiin ile kok olusumuna yol a¢tigin1 gésteren Skoog ve Miller 1957 yilinda gelmistir.
Niikleik asitler iizerine yapilan daha ileri arastirmalar, ringa balig1 sperm DNA'sinin
parcalanmasindan elde edilen ve ilk tanimlanan sitokinin olan kinetinin kesfiyle
sonuclanmistir. Bu kesif, sadece siirekli olarak kiiltiirlenebilen tiirlerin sayisin1 artirmakla
kalmamis, ayni zamanda kiiltiirlenmis dokularin morfogenetik kaderinin, ortamdaki
oksin ve sitokinin dengesi tarafindan belirlendigi temel konseptini de ortaya koymustur.
Yiiksek bir oksin-sitokinin orani kok olusumunu tesvik ederken, bunun tersi bir oran
sirglin olusumunu desteklemis ve ara seviyeler ise kallus cogalmasina yol agmistir. Bu
diizenleyici model, o zamandan beri ¢ok sayida bitki tiirlinde dogrulanmis olup bitki
morfogenezinde temel bir ilke olarak kalmistir (Krikorian 1982; Dodds ve Roberts 1987).

Steward vd. (1958) yilinda gibi arastirmacilar, havug kiiltiirlerinde bipolar
somatik embriyolarin, unipolar slirgiin tomurcuklarinin ve koklerin olusumunu rapor
etmislerdir. Hiicre kiiltiirti teknikleri, tek hiicrelerin filtre kagidi iizerinde biiyiitiilmesini
saglayacak sekilde gelistirilmis ve bu ilerleme protoplast kiiltiirii ve hiicre klonlamasi
alanlarinda 6nemli bir temel olusturmustur. Macleaya cordata, 1959 yilinda mekanik
olarak izole edilen olgun mezofil hiicrelerinin basariyla kiiltiire alindig: ilk bitki tiirii
olmustur. Ayrica, slispansiyon halinde biiyiik 6l¢ekli bitki hiicre kiiltiirleri basarili bir
sekilde gerceklestirilmis ve Vasil ile Hildebrandt 1980 yilinda, bitki hiicrelerinin
totipotensiyel 6zelliklerini kanitlamistir (Mather ve Roberts 1998; Neumann vd. 2020).

Besin ortami formiilasyonlarindaki yenilikler, doku kiiltlirii tekniklerinin
gelistirilmesinde kritik bir rol oynamustir. Ilk besin ortamlari, tiim bitkiye yonelik besin
cozeltilerine dayanmakta olup, Knop ¢ozeltisi ve Uspenski & Uspenskia ortami en yaygin
kullanilan formiilasyonlardi. Daha sonraki modifikasyonlar ile tuz konsantrasyonlari
artirilmis olsa da, bu degisiklikler optimal biiyiime i¢in yetersiz kalmistir. Murashige ve



GIRIS M.A.S.OSMAN

Skoog (MS) 1962 besin ortamu, tiitiin kallus kiil kompozisyonuna dayanarak gelistirilmis
ve tanimli bir ortam kullanilarak kiiltiire alinabilen bitki tiirlerinin ¢esitliligini 6nemli
ol¢iide artirmistir. Glinlimiizde MS ortami, bitki doku kiiltiiriinde en yaygin kullanilan
besin ortami olmaya devam etmektedir. Bu donem, modern bitki doku kiiltiirii
tekniklerinin temelini atmis ve biyoteknoloji, genetik miihendisligi ve siirdiiriilebilir tarim
alanlarinda 6nemli ilerlemelere onciiliik etmistir (Maher ve Roberts 1998; Thorpe 2007;
Garcia-Gonzales vd. 2010; Loyola-Vargas ve Ochoa-Alejo. 2018).

Nanoteknolojinin bitki biyoteknolojisine entegrasyonu, 6zellikle sterilizasyon ve
mikrogogaltim gibi in vitro tekniklerin gelistirilmesi agisindan yenilik¢i yaklasimlar
sunmaktadir. Geleneksel yontemler her ne kadar etkili olsa da, fitotoksisite, yogun emek
gerektiren protokoller ve direngli mikrobiyal kontaminantlara kars1 yetersizlik gibi ¢esitli
simnirlamalarla  karsilagsmaktadir. Benzersiz  fizikokimyasal 0Ozellikleri sayesinde
nanopartikiiller (NP’ler), bu sorunlara yonelik umut vadeden bir alternatif olarak 6ne
¢ikmaktadir (Rastogi vd. 2019; Singh vd. 2023).

In vitro sterilizasyon, bitki doku kiiltiirlerinin mikrobiyal kontaminasyondan
korunmasi acgisindan kritik bir 6neme sahiptir. Sodyum hipoklorit ve etanol gibi
geleneksel sterilizasyon ajanlari, etkili konsantrasyonlarda bitki dokularna zarar
verebilir. Nanopartikiiller, 6zellikle giimiis (AgNP'ler) ve ¢inko oksit (ZnONP'ler), giiclii
antimikrobiyal ozellikler sergilemektedir. Jo vd. (2009), AgNP'lerin mikrobiyal hiicre
zarlarin1 bozarak ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireterek bakteri ve mantar gelisimini
etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Benzer sekilde, ZnO NP'lerin iyon salinimi
ve oksidatif stres indiiksiyonu yoluyla genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu c¢alismalar, NPlerin eksplant sterilizasyonunda daha diisiik
konsantrasyonlarda etkili olabilecegini ve geleneksel yontemlere kiyasla fitotoksisite
risklerini azaltabilecegini vurgulamaktadir (Kim vd. 2017).

Mikrogogaltim, organogenez ve somatik embriyogenezi indiiklemek i¢in biiyiime
ortamlarinin optimize edilmesine dayanir. Nanopartikiiller, nano-giibreler veya uyaricilar
olarak islev gorerek bitki biiyiimesini tesvik edebilir. Ornegin, demir oksit
nanopartikiilleri (FesOs NP'ler), biyoyararlanabilir demir saglayarak Oryza sativa’da
kallus indiiksiyonunu artirmistir. Karbon nanotiipler (CNT’ler), su alimim ve gen
ekspresyonunu artirarak domates tohumlarinin ¢imlenmesini ve biyokiitle birikimini
hizlandirmistir. Ayrica, diisiik konsantrasyonlarda AgNP’ler, Dianthus caryophyllus
kiiltiirlerinde etilen seviyelerini diizenleyerek hiperhidriteyi azaltmistir. Bu bulgular,
NP’lerin hem besin tasinimi hem de fizyolojik diizenleme acisindan ¢ift yonlii bir rol
oynadigimi ortaya koymaktadir ( Taghizadeh ve Solgi 2014; Kim vd. 2017; Nhut 2024).

Enginar ¢ogaltim1 geleneksel yontemlerle gergeklestirilen bir uygulama olmakla
birlikte; hastaliklarin taginmasi, diisiik cogalma katsayilar1 ve siirgiinler arasinda
fizyolojik farkliliklarin goriilmesi gibi bazi sinirliliklar: da beraberinde getirmektedir. Bu
siirlamalarin iistesinden gelinmesi adina in vitro yontemler umut vadeden bir alternatif
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olarak one ¢ikmaktadir. Ancak, in vitro ¢ogaltim siirecinde karsilasilan en biiyiik
sorunlardan biri kontaminasyondur. Eksplant ylizeylerinde bulunan mikroorganizmalar
kaynakli kontaminasyon, doku canliligin1 ve gelisimini énemli 6l¢iide sinirlamaktadir.
Bu alanda kaydedilen ilerlemelere ragmen; eksplant sterilizasyonu, besi ortami
formiilasyonu, in vitro koklendirme ve koklenen bitkiciklerin dis ortama alistirilmasi gibi
asamalarda halen optimizasyon ve standart protokollere ihtiyag duyulmaktadir. Enginar
bitkisi, in vitro k6k olusumu bakimindan inatgi tiirler arasinda yer almaktadir. Son
yillarda, nanopartikiillerin bitki doku kiiltiiri uygulamalarinda giderek artan kullanimi
dikkat cekmektedir. Ozellikle giimiis ve cinko nanopartikiiller; gii¢lii antimikrobiyal
ozellikleri ve bitki gelisimini tesvik edici etkileri sayesinde ¢esitli bitki tiirlerinde olumlu
sonuglar vermektedir. Bu tez c¢alismasinda, Tiirkiye nin ticari agidan 6nemli enginar
cesidi olan Bayrampasa kullanilarak, giimiis ve ¢inko nanopartikiilleri araciligiyla etkili
bir sterilizasyon ve mikrogogaltim protokolii gelistirilmesi amaglanmaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Enginar ile Tlgili Yapilmis Calismalar

Calabrese vd. (2019)’ya gore, enginarin (Cynara scolymus L.) ¢ogaltimi iki temel
yontemle gerceklestirilebilmektedir: tohum araciligiyla gerceklestirilen generatif (eseyli)
cogaltim ve siirgiinler, dip stirglinleri (ovoli), kdk bogumlari ile mikrogogaltim
tekniklerini kapsayan vejetatif (eseysiz) ¢ogaltim.

2.1.1. Enginarin generatif (tohumla) iiretimi

Tohumla yapilan enginar ¢ogaltimi, kontrollii tozlagma gerektirmekte olup, bu
islem genellikle bir firca yardimiyla elle gerceklestirilmektedir. Toplanan polenler, disi
organlarin déllenmeye uygun hale gelmesini beklemek iizere genellikle 2—-3 °C sicaklikta
muhafaza edilmektedir. Baz1 aragtirmacilar, ¢apraz tozlasma oncesinde disi organlarin
(stigmanin) yikanmasini 6nermis olsalar da, bu adim genellikle gerekli goriilmemektedir.
Kapitulumun hazirlanmasi, tozlasmanin gerceklestirilmesi ve tohumlarin elle ¢ikarilmasi
gibi tiim siirecin tamamlanmasi, her bir ¢igek bast icin yaklasik 80 dakika siirmektedir.
Tohum ¢ikarimi, reseptakulum yiizeyine sikica yapismis yogun dikenciklerin varligi
nedeniyle oldukca zorludur. Ayrica, kapitulum basina elde edilen tohum verimi; bitki
genotipi ve mevcut iklim kosullarina bagli olarak biiyiik o6lgiide degiskenlik
gostermektedir. Tohumdan tohuma tam bir liretim dongiisii yaklasik 12 ay siirse de, bir
1slah neslinin tamamlanmasi igin genellikle en az iki y1l gerekmektedir (Pécaut 1993).

Foury'nin (1967) yilinda enginar ¢igcek biyolojisi lizerine yaptigi ¢aligmada,
reseptakulum iizerinde 600 ila 1500 arasinda hermafrodit ¢igekcik iiretildigi ve
ciceklenmenin dis cicekgiklerden baslayip merkeze dogru ilerledigi ortaya konmustur.
Mavi renkteki disicik borusu, anterlerin agilmasiyla birlikte uzayarak poleni yukariya
dogru siipiiriir. Polen canlilig1, ¢iceklenmeden sonraki iki giin igerisinde hizla azalmakta
ve 4-5 giin sonra tamamen sona ermektedir; bu da kendine tozlagsmayi imkéansiz
kilmaktadir. Bu nedenle, yapiskan polenin stigmalara taginabilmesi i¢in dis bir tozlayiciya
thtiya¢ duyulmaktadir. Enginar ¢iceklerini birgok farkli bocek familyasina ait tiirlerin
yogun sekilde ziyaret ettigi bildirilmistir. Kendine uyusmazlik (self-incompatibility)
olgusu ise gozlemlenmemistir. Polen miktar1 ve kalitesi, ¢ceside bagl olarak biiytik dlciide
degiskenlik gostermektedir (Pécaut 1993). Bu nedenle, enginarin geleneksel ¢ogaltimi
biiyiik oranda siirgiin ve kok bogumu gibi vejetatif yontemlere dayanmaktadir. Ancak bu
yontemler, cogaltma katsayisint smirlandirmakta ve hastaliklara kars1 duyarlilig
artirmaktadir (EI Boullani vd. 2012).

Basnitzki ve Zohary (1987)’ye gore, yaygin olarak yetistirilen enginar g¢esidi
‘Talpiot', genellikle tohumla ¢ogaltilmaktadir. Ekim islemi, soguk kis mevsimi
baslamadan oOnce bitkilerin iy1 bir sekilde gelismesini saglamak amaciyla erken
sonbaharda (Eyliil ayinda) gerceklestirilmektedir. Bu amagla pnomatik mibzerler gibi
cesitli tohum ekim makineleri kullanilabilmektedir. Tavsiye edilen ekim araligi, siralar
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arasinda 1 metre ve siralar iginde 0,5 metre olacak sekilde diizenlenmistir. Orta ve agir
biinyeli topraklarda 6zellikle diizgiin ve hizli ¢cimlenme saglanabilmesi i¢in tohumlar 1—
2 cm gibi s1g bir derinlige ekilmelidir. Seyreltme iglemi sonrasi ideal fide yogunlugu
hektar basina yaklasik 18.000-20.000 bitki olarak belirlenmistir. Vejetatif olarak
cogaltilan ‘Violet de Provence’ ve ‘Blanc de Hyeres’ ¢esitlerinin verim performansinin,
tohumla ¢ogaltilan ‘Talpiot’ ¢esidi ile karsilastirilabilir oldugu tespit edilmistir. Ancak is
giicli gereksinimi agisindan onemli farkliliklar mevcuttur. Yillik ve tohumla ¢ogaltilan
‘Talpiot’ gesidinden bir ton taze bas elde etmek yaklasik 4-5 is giinii gerektirirken, ¢ok
yillik ve vejetatif olarak cogaltilan klonlardan ayni miktarda verim elde etmek i¢in
gereken is giicli siiresi belirgin sekilde daha fazladir.

Bonasia vd. (2010)’ya gore, enginar ve kenger bitkilerinin tohumla ¢ogaltimi, tek
karpali, agilmayan ve i¢inde yalnizca bir tohum bulunduran kuru meyveler olan akenler
araciligiyla gerceklesmektedir. Enginar ve kengerin akenleri, morfolojik olarak tohuma
benzedikleri i¢in yaygin olarak “tohum” olarak adlandirilmakta, pazarlanmakta ve bu
sekilde kullanilmaktadir.

Sekara vd. (2015)’ye gore, Kaliforniya’da tohumla ¢ogaltilan enginar gesitlerinin
basaril1 bir sekilde tanitilmasi, yetistiricilik uygulamalarinda 6nemli bir ilerlemeye isaret
etmektedir. Bu yenilikler arasinda, gametik veya mikrogogaltim yoluyla elde edilen
cesitlerin gelistirilmesi ve modern tarimsal tekniklerin benimsenmesi yer almaktadir.
Tohumla ¢ogaltilan hibrit gesitler; nispeten ge¢ olgunlagsmalarmma ragmen yiiksek
verimleri, hasat zamanindaki homojenlikleri ve endiistriyel isleme i¢in uygun, kaliteli
baslar liretmeleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Enginar, yillik bir bitki olarak yetistirilmekte ve
genellikle sera kosullarinda fide olarak yetistirildikten sonra tarlaya sasirtilmaktadir.
Sasirtma ile hasat arasindaki siire, ¢evresel ve yonetimsel faktorlere bagli olarak
genellikle 4 ila 6 ay arasinda degismektedir. Baz1 bolgelerde dogrudan tohum ekimi
yapilmasina ragmen, sasirtma yontemi daha yaygin olarak tercih edilmekte; bu sayede
yabanci ot ve hastalik baskisi tizerinde daha iyi kontrol saglanarak bitki kurulumu ve
verimlilik artirllmaktadir.

Mech vd. (2023)’a gore, tohumla ¢ogaltilabilen enginar (globe artichoke)
cesitlerinin gelistirilmesi, vejetatif iiretim yontemlerinin sinirliliklarin1 agsmak ve yillik
yetistiricilik sistemlerini desteklemek amaciyla gergeklestirilmistir. Italya’daki 1slah
programlari; akraba dollenmesi depresyonu (inbreeding depression) ve hibrit cesitlerde
homojenlik eksikligi gibi zorluklarla karsilasmis olsa da, ‘Romolo’, ‘Opal’, ‘Madrigal’
ve ‘Tempo’ gibi ¢esitler islenmeye uygunluk ve antioksidan igerigi agisindan imit verici
ozellikler sergilemistir. Yabanci ot ve hastalik sorunlarin1 azaltmak amaciyla dogrudan
ekim yerine fideyle sasirtma yontemi halen tercih edilen uygulamadir. Bununla birlikte,
ekim zamani1 bolgeye ve rakima gore degisiklik gostermektedir.
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2.1.2. Enginarin vejetatif (eseysiz) iiretimi

Ancora vd. (1980) ile Pécaut (1993) galismalarina gore, bu zorluklarin iistesinden
gelebilmek amaciyla in vitro gogaltim umut vadeden bir alternatif olarak ortaya ¢ikmuistir.
Enginar doku kiiltiiriine yonelik ilk 6nemli gelismeler De Leo ve Greco (1976) tarafindan
bildirilmis; bunu takiben mikrogogaltim ve meristem kiiltiirii araciligiyla virlis
eliminasyonu gibi ilerlemeler kaydedilmistir.

Riahi vd. (2017) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, enginar bitkileri ti¢ farkli
mevsimde yan siirglinler (offshoots) kullanilarak cogaltilmistir. Arastirma bulgulari,
ilkbahar doneminde c¢ogaltilan ve sulama yapilmayarak vejetatif dinlenme periyoduna
tabi tutulan fidanlik siirglinlerinin, Tunus kosullarinda enginar ¢ogaltimi i¢in en etkili
yontem oldugunu ortaya koymustur. Bu yontemin, iiretim maliyetlerini 6nemli 6l¢iide
artirmadan hem verimi hem de {iriin kalitesini artirdig1 belirlenmistir.

Calabrese vd. (2019)’a gore, Vejetatif cogaltma, gametlerin birlesimini
icermeksizin, ana bitkinin bir pargasindan yeni bireylerin olustugu eseysiz bir lireme
bicimidir ve totipotent hiicrelere dayanarak genetik olarak 6zdes klonlar {iretir.
Mikrogogaltim teknigi ise erken olgunlasan, daha giiclii gelisen ve yiiksek verimli bitkiler
elde edilmesine olanak saglarken; yiiksek maliyetli olmas1 ve sinirli sayida gesit igin etkili
protokollerin gelistirilmis olmas1 nedeniyle bazi kisitlamalara sahiptir. Bunun yani sira,
ozellikle 'Violeto di Provenza' gibi erken olgunlasan gesitlerde somaklonal varyasyon
riski tasimaktadir. Bu varyantlar arasinda "Pastel", "Bull" ve "Pastel-Bull™ gibi formlar
tanimlanmis olup, farkli yaprak morfolojileri, liretim zamanlar1 ve ploidy diizeyleri
gostermektedir. Benzer varyasyonlar Catanese, Niscemese, Liscio Sardo Prococissimo ve
Tudela gesitlerinde de gozlemlenmistir. Bu durum, somaklonal varyasyonun genotip ve
alt kiltiir kosullarina bagli olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu
nedenle, ¢esit tescil siireglerini desteklemek ve in vitro kosullarda yiiriitiilen genetik
materyal koruma ¢aligmalarmin etkinligini artirmak amaciyla hedefe yonelik
mikrocogaltim stratejilerinin uygulanmasi onerilmektedir.

Ceccarelli vd. (2010) ve Mech vd. (2023)’e gore, Italya’da enginarin (Cynara
cardunculus var. scolymus) ¢ogaltiminda anag¢ kullanilarak yapilan asi uygulamalari
yerlesik ve yaygin bir tarimsal uygulamadir. Bu yontem, genellikle “carducci” olarak
bilinen ve yeni bitkiler olusturma potansiyeline sahip lateral tomurcuklar igeren vejetatif
stirgiinlerin kullanimini igerir. Klonal ¢ogaltim amaciyla carduccinin geleneksel ve
yaygin kullanim, yiiksek kaliteli yerel genetik kaynaklarin korunmasinda 6nemli bir rol
oynamistir. Bu yaklasim, enginar ¢esitleri igerisindeki genetik cesitliligin korunmasina
bliyiik katki saglamis olup, hem tarimsal hem de farmakolojik agidan 6nemli bir tiir olan
enginar i¢in bliylik bir deger tasimaktadir. Enginar, sadece Akdeniz tariminin temel
unsurlarindan biri olmakla kalmayip, aynm1 zamanda fonksiyonel gida ozellikleri ve
biyoaktif bilesikler agisindan potansiyel bir kaynak olarak da degerlendirilmektedir.
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2.2. Giimiis ve Cinko Nanopartikiillerinin in vitro Cogaltimdaki Kullanimi
2.2.1. Sterilizasyonda nanopartikiillerin rolii

Kim vd. (2012), giimiis nanopartikiillerinin (AgNPs) bitki patojeni mantarlar
tizerinde giiclii antifungal etkiler gosterdigini bildirmistir. Bu etki, hiicre zarinin
biitiinliglinli bozarak hiicre dliimiine yol agmasiyla iliskilendirilmektedir.

Sharma vd. (2012)’ye gore, giimiis nanopartikiilleri (AgNPSs), in vitro kiltir
sistemlerinde ortamda meydana gelen mikrobiyal kontaminasyonu azaltmada etkili bir
sekilde kullanilmaktadir.

Dong vd. (2017)’ye gore, biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiilleri
(AgNPs), Staphylococcus warneri’nin biiyiimesini oncelikli olarak DNA pargalanmasi
yoluyla engellemistir. Antibakteriyel etkinlige iliskin Onerilen diger mekanizmalar
arasinda; dig zarin destabilizasyonu yoluyla hiicre i¢i ATP'nin tiikenmesi, plazma zarinin
yirtilmasti, hiicresel solunumun inhibisyonu ve bunun sonucunda meydana gelen DNA
hasar1 yer almaktadir.

Buna ek olarak, Ibrahim vd. (2019), biyosentezlenmis AgNPs’nin &zellikle
kahverengi ¢izgi hastalig1 ve bakteriyel yaprak yaniklig: gibi bakteriyel hastaliklara karsi
celtik bitkilerini korumada 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koyarak, bu
nanopartikiillerin bitki sagligin1 artirma ve hastaliklara kars1 diren¢ kazandirmadaki
roliinii vurgulamiglardir.

Erdogan vd. (2019) ve Kosti¢ vd. (2021)’e gore, mikrodalga destekli sentez
yontemi, enginar (Cynara scolymus L.) yaprak ekstraktlar1 kullanilarak yaklasik 98,5 nm
capinda kiiresel giimiis nanopartikiillerin (AgNPS) ve 276-309 nm araliginda ¢inko oksit
nanopartikiillerinin (ZnONPs) cevre dostu sekilde tiretilmesini miimkiin kilmistir. Bu
yesil sentez yaklagimi, nanomalzeme iiretimi i¢in stlirdiiriilebilir ve bitki bazli bir yontem
olarak One g¢ikmaktadir. Biyolojik olarak sentezlenen AgNPs ve ZnONPs, in vitro
sistemlerde anlamli antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Ozellikle enginar kokenli
AgNPs, temel mikrobiyal patojenlere karsi giiclii inhibe edici aktivite sergilemis;
Staphylococcus aureus i¢in 0,03 pg/mL ve Candida albicans i¢in 0,012 ug/mL gibi son
derece diisiik minimum inhibitdr konsantrasyon (MIC) degerleri bildirilmistir. Bu
degerler, baz1 konvansiyonel antibiyotiklerin etkinligini dahi asarak bu nanopartikiillerin
yiiksek biyolojik potansiyelini ortaya koymaktadir.

Kalia vd. (2020)’ya gore, ¢inko nanopartikiilleri (ZnNPs), bitki hastaliklarina
neden olan ¢ok ¢esitli fitopatojenlere kars: etkili antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antitoksijenik aktivite saglamak amaciyla dogrudan ya da dolayli olarak uygulanmaya
uygun, hedefe yonelik umut verici antimikrobiyal 6zellikler sergilemektedir. Ayrica bu
nanopartikiillerin fitotoksik etkilerinin diisiik ya da ihmal edilebilir diizeyde olmasi,
tarimsal biyoteknoloji uygulamalarinda giivenli kullanim potansiyelini artirmaktadir.
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Sadak (2020)’a gore, bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan
geleneksel sterilizasyon ajanlari, cogunlukla fitotoksisite ve doku hasarit gibi riskler
tasimaktadir. Bu olumsuzluklara alternatif olarak, ozellikle glimiis nanopartikiilleri
(AgNPs) ve ¢inko oksit nanopartikiilleri (ZnO NPs), gii¢lii antimikrobiyal aktiviteleri
sayesinde umut verici sterilizasyon ajanlar1 olarak one ¢ikmaktadir. AgNPs, bakteri ve
fungus gelisimini Oncelikli olarak hiicre zar1 biitlinliigiinli bozarak ve reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusturarak engellerken; ZnO NPs, iyon salmmimi ve oksidatif stres
indiiksiyonu yoluyla genis spektrumlu antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu
nanopartikiiller, diisiik konsantrasyonlarda etkili sterilizasyon saglayabildiklerinden,
fitotoksik etkilerin en aza indirgenmesine olanak tanimaktadir. Antimikrobiyal etkilerinin
yant sira, farkli bitki tiirlerinde biliylime tesvik edici etkiler de rapor edilmistir. Kalici
kontaminasyon sorunlari nedeniyle mikrogogaltimi zor olan enginar (Cynara scolymus
L.) gibi direngli tiirler goz 6nlinde bulunduruldugunda, bu ¢alismada AgNPs ve ZnO
NPs’nin, oOzellikle Tirkiye’ye 6zgli enginar cesitleri i¢cin etkili bir mikrogogaltim
protokolii gelistirilmesinde potansiyel tasidigi vurgulanmaktadir.

Alfarraj vd. (2023)’e gore, giimiis nanopartikiillerinin (AgNPs), genis spektrumlu
antimikrobiyal 6zellikleri ve bitki gelisimini tesvik edici etkileri nedeniyle en kapsamli
sekilde aragtirilan metalik nanopartikiillerden biri oldugunu bildirmistir. AgNPs’nin,
geleneksel glimiis formlarma (6rnegin AgNOs) kiyasla mikrobiyal suslara kars1 daha
yiiksek etki gdsterdigi ve hem antibakteriyel hem de antifungal aktiviteler sergiledigi
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada, Hibiscus tiliaceus bitki 6ziitii ile yesil sentez yoluyla elde
edilen AgNPs'nin, Rumex nervosus tiriiniin in vitro kiiltiiriinde mikrobiyal
kontaminasyonu etkili bi¢imde azalttigi ve 40 mg/L konsantrasyonda kallus taze
agirhigint anlaml sekilde artirdigr gosterilmistir. Ayrica, bu uygulamanin kiiltiire alinan
hiicrelerin genetik stabilitesini korudugu vurgulanmis, boylece AgNPs'nin bitki doku
kiltiirii protokollerinde etkili ve giivenli bir katki maddesi olarak kullanilabilecegi
Onerilmistir.

Alfarraj vd. (2023) ile Erdogan vd. (2019)’a gore, glimiis nanopartikiilleri
(AgNPs), reaktif oksijen tiirlert (ROS) iiretimi yoluyla mikrobiyal zarlari bozarak,
proteinlerin denatiirasyonuna ve DNA hasarina neden olarak giiclii antimikrobiyal
aktivite sergilemektedir. Yaklasik 137,8 nm boyutundaki nano 6l¢ekteki yapilar ve —6,34
mV’lik negatif yiizey yiikleri sayesinde biyofilm yapilarina daha derinlemesine niifuz
edebilmekte ve bu sayede geleneksel sterilizasyon yontemlerine kars1 direngli patojenlere
kars1 daha etkili olmaktadirlar.

Alfarraj vd. (2023) ile Baran vd. (2021)’e gore, nanopartikiillerin uygulanmasi
hem kontaminasyon kontroliinde hem de bitki doku kiiltiirii performansinin potansiyel
artirllmasinda 6nemli bir umut vadetmektedir. Ozellikle, enginar (Cynara scolymus L.)
kallus kiiltir ortamina 40 mg/L konsantrasyonunda giimiis nanopartikiillerinin (AgNPS)
eklenmesi, fungal kontaminasyonda %87 oraninda azalma saglarken, kallus canliligim
korumus ve genetik stabilitenin devamini desteklemistir. Nanopartikiiller araciligiyla
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dogrudan biiylime uyarimi mekanizmalar1 halen arastirilmakla birlikte, enginar kallus
kiiltiirlerinde kullanilan 10 mg/L giimiis nitratin fenolik bilesik birikimini artirdigina dair
onceki ¢aligmalar, AgNPs’nin ikincil metabolit biyosentezini modiile etme potansiyeline
isaret etmektedir. Bu bulgular, mikrogogaltim protokollerinde nanopartikiiller
entegrasyonunun mevcut sorunlari, oOzellikle mikrobiyal kontaminasyonu asmada
uygulanabilirligini desteklemektedir. Ancak, nanopartikiillerin fitotoksik etkileri dikkatle
degerlendirilmelidir. Ornegin, ¢inko oksit nanopartikiillerinin (ZnONPs) 50 mg/L iizeri
konsantrasyonlarda uygulanmasi, bazi bitki doku kiiltiirlerinde siirgiin rejenerasyonunu
%39’a kadar engelleyebilmekte; bu etkinin oksin tasiniminin bozulmasina bagl oldugu
diistinilmektedir. Bu gozlemler, nanopartikiiller tipinin, dozunun ve uygulama
yonteminin optimize edilmesinin, faydali etkilerinden yararlanirken bitki gelisimine olan
olumsuz etkilerin en aza indirilmesi a¢isindan dnemini vurgulamaktadir.

Gunasena vd. (2024), glimiis nanopartikiillerinin (AgNPs) kiiltlir ortamina
eklenmesinin, enginar eksplantlarinda endojen kontaminasyonu azalttigini ve kok
gelisimini tesvik ettigini belirtmistir. Ayrica, AgNPs veya ZnNPs’nin geleneksel
sterilizasyon ajanlariyla (6r. HgClL) birlikte kullanimi, kontaminasyon kontroliinii
anlamli Olgiide artirmig; Ozellikle AgNPs ve HgCl: kombinasyonu fungal
kontaminasyonu %70 oraninda azaltmistir. Bu bulgular, nanopartikiillerin
mikroyayilimda hem verimliligi hem de fitotoksisiteyi azaltarak siireci optimize etme
potansiyelini ortaya koymaktadir.

2.2.2. Nanopartikiillerin eksplant gelisimi iizerindeki rolii

Aghdaei vd. (2012)’e gore, giimiis nanopartikiillerinin (AgNPs) Murashige ve
Skoog (MS) besin ortamina dahil edilmesi, in vitro kiiltiir performansini artirmigtir. Bu
tyilesme; eksplant basina ortalama taze siirgiin sayisinda, silirglin olusturan eksplant
yiizdesinde ve genel bitki yasama oraninda artis seklinde gézlemlenmistir. S6z konusu
olumlu etkiler, AgNPs’nin etilen inhibitdr etkilerine baglanmaktadir.

Bagherzadeh Homaee ve Ehsanpour (2015) ile Bozena vd. (2015)’e gore,
nanoteknoloji hizli ve siirekli bir biliylime gostermekte olup, teknolojik yenilikler,
patentler, uygulamalar ve gelismekte olan pazarlar acisindan Onemli katkilar
saglamaktadir. Bitki biyoteknolojisi baglaminda ise nanomalzemelerin in vitro ¢ogaltim
sireclerinde bitki biiylimesini ve gelisimini artirmak ve diizenlemek amaciyla kullanimi
giderek artmaktadir. Ornegin, domateste giimiis nanopartikiillerinin (AgNPSs)
uygulanmasiyla kok uzunlugunda ve oksidatif stres diizeylerinde artis bildirilirken; ayni
zamanda siirgiin kuru biyokiitlesi, kok uzamasi, klorofil icerigi ve meyve veriminde
azalma gozlemlenmistir. Glimiis nanopartikiillerinin (AgNPs), bitkilerde kdk uzunlugu,
yaprak alani, klorofil i¢erigi, tohum ¢imlenmesi ve hasat sonrast meyve dayanikliligi gibi
cesitli fizyolojik ve gelisimsel parametreleri olumlu yonde etkiledigi de rapor edilmistir.

11



KAYNAK TARAMASI M.A.S.OSMAN

Milewska-Hendel vd. (2016)’ya gore, giimiis nanopartikiillerin (AgNPs) boyutu
ve konsantrasyonu, tohum ve eksplant gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Yapilan
caligmalarda, 6zellikle daha kiiglik caplt AgNP’lerin (yaklasik 20 nm) bitki dokularinda
daha hizli ve yogun sekilde biriktigi, bu partikiillerin 6zellikle kok dokularinda
akiimiilasyon gosterdigi ve yapraklara sistemik taginiminin sinirli oldugu tespit edilmistir.
Bu durum, nanoparcaciklarin bitki i¢i hareketliliginin boyuta bagli olarak degistigini ve
kok gelisimi iizerinde dogrudan etkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica ¢alismada,
cinko nanopartikiillerinin (ZnNPs) turp, kolza, ¢im ve marulda kok gelisimi tizerindeki
etkileri incelenmis; kok gelisimindeki azalmanin bitki tiliriine, nanopartikiiller tiirline ve
uygulanan konsantrasyona gore degistigi belirlenmistir. Kuskonmaz bitkisinde
AgNP’lerin uygulanmasi, askorbat ve klorofil igeriginde artisa yol acarak,
nanopartikiiller uygulamasina karsi tiirlere 6zgii fizyolojik tepkiler oldugunu ortaya
koymustur.

Panakkal vd. (2021)’a gore ise, ¢inko oksit nanopartikiillerinin (ZNONPs) bitki
gelisimini ve biyokiitle iiretimini artirdig literatiirde iyi bir sekilde belgelenmistir.
Yaptiklar1 ¢alismada, ZnONPs'nin hem yapraktan hem de topraktan uygulanmasinin
musir bitkilerinin bliylime ve gelisimi lizerindeki etkileri degerlendirilmis ve biiylimede
iyilesme, verimde artis ve tanelerde ¢inko iceriginin yiikseldigi rapor edilmistir. Ozellikle
yapraktan uygulanan ZnONPs ile kontrol bitkilerine kiyasla siirgiin yas agirliginda %31
oraninda artis gozlemlenmistir. Ayrica, hidroponik ortamda yetistirilen Vigna radiata
fidelerinde ZnONPs’nin yapraktan uygulanmasi, kok ve siirgiin biyokiitlesinin daha fazla
birikmesine neden olmustur. Benzer sekilde, Solanum lycopersicum’da ZnONPs
uygulamasi, siirgiin ve kok uzunlugunun artmasina, kuru madde miktarinin yiikselmesine,
yaprak alanmin genislemesine ve fotosentetik performansin iyilesmesine katki
saglamustir.

Guzman-Baez vd. (2021)’e gore, diisik konsantrasyonlardaki giimiis
nanopartikiilleri (AgNPs) (5 mg/L), kok gelisimini ve besin alimim tesvik ederek
biyostimiilant etki gostermistir; bu etkilerin siddeti kullanilan kiiltivara bagl olarak
degiskenlik gostermistir. Ancak, daha yiliksek konsantrasyonlar (20 mg/L) ozellikle
stirglin gelisimi iizerinde baskilayici (inhibitor) etkiler ortaya koymustur.

Raza ve Faizan (2023)’a gore, yesil kimya yontemleriyle sentezlenen ¢inko oksit
nanopartikiilleri (ZnONPs), tiirlere 6zgii biyolojik aktivite sergilemektedir. Bu
nanopartikiiller, enginar (Cynara scolymus) kiiltiirlerinde kok mimarisini iyilestirirken,
>10 pg/mL konsantrasyonlarda E. coli ve S. aureus bakterilerini baskilayici etki
gostermektedir.

Khajavi ve Rahaie (2019)’ye gore, diisiik konsantrasyonlarda uygulanan titanyum
dioksit (TiO2) ve silisyum dioksit (SiO:2) nanopartikiilleri, tuzluluk stresi altinda
Tanacetum parthenium (hayitotu) bitkisinde partenolit biyosentez yoluna dahil olan iki
temel genin, 0zellikle karyofillen sentaz olan TpCarS geninin, ekspresyonunu anlaml

12



KAYNAK TARAMASI M.A.S.OSMAN

diizeyde etkilemistir. Ozellikle SiO. nanopartikiillerinin etkisi TiO:’ye kiyasla daha
belirgin olup, partenolit ve p-karyofillen {iretimiyle iliskili tiim temel genlerin
ekspresyonunu artirmistir. Bu bulgular, SiO2 ve TiO: nanopartikiillerinin tibbi bitkilerde
degerli sekonder metabolitlerin birikimini tesvik etmek amaciyla etkili uyaricilar
(elisitorler) ve faydali toprak katki maddeleri olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Moshirian Farahi vd. (2023)’e gore, titanyum dioksit nanopartikiilleri (TiO2NPs),
kloroplast zarinin stabilitesini ve Calvin dongiisii enzimlerinin aktivitesini diizenleyerek
Vitex tiirlerinde fotosentetik pigmentlerin sentezini artiran kendine 6zgii foto-uyarici
ozellikler sergilemektedir. Bes farkli konsantrasyonun (0, 200, 400, 600 ve 800 ppm)
degerlendirildigi calismada, 600 ppm diizeyinde yapilan TiO:NPs yapraktan
uygulamanin, Vitex agnus-castus bitkisinde en yiiksek kuru madde birikimi, gelismis
fotosentetik verimlilik ve artan antioksidan tepkiler sagladigi belirlenmistir. Bu bulgular,
TiO:NPs’nin tarimsal verimliligi artirma potansiyelini ortaya koymakla birlikte, bu
nanopartikiillerin uzun vadeli ekolojik etkilerinin degerlendirilmesi ve giivenli, etkili
uygulama protokollerinin belirlenmesi amaciyla daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada Bayrampasa enginar cesitlerine ait eksplantlar kullanilmistir. Bitki
ornekleri, Akdeniz Universitesi'ndeki (Sekil 3.1) araziden toplanarak Ziraat Fakiiltesi
biinyesindeki laboratuvara taginmustir.

Sekil 3.1. Akdeniz Universitesi'nin tarlasinda yetisen Bayrampasa enginari
3.2. Metot

Bu yiiksek lisans tezinde, giimils nanopartikiiller (AgNPs) ve c¢inko
nanopartikiiller (ZnNPs) kullanilmistir. Bu nanopartikiiller, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te
gosterildigi tizere, Nanografi Nano Teknoloji AS’den temin edilmistir.

Sekil 3.2. Giimiis nanopartikiiller
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Sekil 3.3. Cinko nanopartikiiller

14



MATERYAL VE METOT M.A.S.OSMAN

3.3. Sterilizasyon islemleri Deneyleri
3.3.1. Nanopartikiillerin sterilizasyonda kullanilmasi

Bu caligmada, Bayrampasa enginar ¢esidine ait eksplantlarin 6ncelikle yapraklar
ve diger gereksiz doku parcalart gibi hayati olmayan kisimlar1 dikkatlice
uzaklagtinlmistir. Secilen eksplantlar, yiizey kirleticilerini gidermek amaciyla once
musluk suyu ve hafif bir deterjan ile yikanmis, ardindan sterilizasyon iglemlerinden 6nce
mikrobiyal yiikii azaltmak i¢in antibakteriyel bir soliisyona daldirilmistir.

Bayrampasa enginar ¢esidine ait eksplantlar, alinmalarinin ardindan ilk olarak 30
dakika siireyle saf (distile) suda bekletilmistir. Bunu takiben, 30 dakika boyunca
antibakteriyel bir soliisyonla muamele edilmistir. Bu sterilizasyon adiminin ardindan,
eksplantlar deney protokoliinde belirtilen uygulama ¢ozeltilerine aktarilmustir (Sekil 3.4).

Bu c¢alismada, enginarin (Cynara scolymus L.) in vitro sterilizasyonu ve
mikrocogaltimi  agisindan  bes  farkli  sterilizasyon  ¢ozeltisinin  etkinligi
degerlendirilmistir. Uygulamalar; %30 sodyum hipoklorit, 1 mg/L ve 2 mg/L
konsantrasyonlarinda giimils nanopartikiiller (AgNPs) ile 1 mg/L ve 2 mg/L
konsantrasyonlarinda ¢inko nanopartikiilleri (ZnNPs) i¢ermektedir. Enginar eksplantlari,
her bir ¢oOzeltide sirasiyla ve belirlenen siraya uygun olarak 30 dakika siireyle
bekletilmistir.

Sterilizasyonun ardindan eksplantlar, siirglin elde edilecek sekilde budanmis ve
kontaminasyon kontrolii ile in vitro ¢ogaltima uygunlugun degerlendirilmesi amaciyla
MS besiyerine (Murashige ve Skoog 1962) yerlestirilmistir.

Sekil 3.4. Enginar eksplantlari sirayla bes farkl: sterilizasyon soliisyonuna daldirilmigtir

Bu calismada, eksplantlarin cogunda bir hafta i¢inde mikrobiyal kontaminasyon
gbzlemlenmis, yalnizca ii¢ 6rnek kontaminasyonsuz kalmaistir.
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[k calisma sonuglarina gore, Bayrampasa drneklerinde %30 sodyum hipoklorit
kullanimindan umut verici sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle, kontaminasyona karsi
direnci artirmak ve daha giivenilir sonuglar elde etmek amaciyla protokoliin gbzden
gecirilmesi ve iyilestirilmesi gerekli hale gelmistir.

Ik calisma uygulanan sterilizasyon isleminden istenen saglikli sonugclar
alimamadig i¢in, ayni1 protokol yeni eksplantlarla tekrarlanmistir.

Bu calismada (ikinci deney) sterilizasyon islemleri Bayrampasa eksplantlarina
uygulanmistir. {1k ¢alismada kullanilan sterilizasyon ajanlar1 ve uygulama siras1 aynen
takip edilmigtir; her bir soliisyondaki bekletme stiresi 30 dakika siirmiistiir.
Sterilizasyonun ardindan eksplantlar siirgin elde etmek amaciyla budanmis ve
kontaminasyon kontrol etkinligi ile in vitro ¢ogaltmaya uygunlugun degerlendirilmesi
amaciyla Murashige ve Skoog (MS) besin ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Enginar eksplantlarinin kesilerek siirgiinler elde edilmesi
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3.3.2. Enginar eksplantlarinin kiiltiire alinmasi

Bu calismada, gelistirilmis laboratuvar olanaklarindan faydalanmak ve yeni
teknik deneyimler kazanmak amaciyla Giiney Agripark Tarimsal Arastirmalar
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Onceki tiim deneylerden elde edilen sonugclara
dayanarak, ilk laboratuvar ortamindaki kisitliliklarin deney sonuglarmi olumsuz
etkiledigi anlasilmistir. Bu nedenle hem laboratuvar ortami hem de deney protokolii daha
basarili sonuglar elde etmek amaciyla degistirilmistir. Oncelikle 6n deneyler ele alinmis,
ardindan ana deney detaylandirmistir.

3.3.3. Eksplantlarin sterilizasyonu

Bu deneyde, Bayrampasa enginarina ait bitkiler tarladan toplanarak laboratuvara
getirilmistir. ki asamali sterilizasyon protokolii uygulanmistir. ilk protokolde Uygun
eksplantlarin elde edilebilmesi amaciyla, bitkilerin hayati olmayan kisimlar
uzaklastirllmistir. Secilen dokular 6ncelikle su ile durulanmis, ardindan kontaminasyon
riskini azaltmak amaciyla daha kiigiik segmentlere ayrilmistir (Sekil 3.6). Bu segmentler,
toprak kalintilarin1 uzaklastirmak ve mikrobiyal yiikii en aza indirmek amaciyla su ve
bulasik deterjani ile iyice yikanmistir. Daha sonra, eksplantlar 15 dakika boyunca bulagik
deterjan1 ¢ozeltisinde bekletilmistir. Son olarak, kalan deterjan ve kontaminantlari
uzaklastirmak i¢in bol su ile dikkatlice durulanmastir.

Sekil 3.6. Sterilizasyon dncesinde kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in daha kiigiik
parcalara kesilmis eksplantlar

Bu 6n temizlik ve hazirlik siireci, ¢alismamizda kritik bir adim olup, (Sekil 3.7),
sonraki sterilizasyon ve in vitro kiiltiir uygulamalarmin basarisini 6nemli dlgiide
etkilemistir. Ardindan, eksplantlar %10’luk ¢amasir suyu (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisi
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ile iyice durulanmis, kalan camasir suyu kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla birkag kez
distile su ile yikanmustir.

Sekil 3.7. Toprak kalintilarin1 gidermek ve mikrobiyal yiikii azaltmak i¢in eksplantlarin
su ve bulasik deterjani ile 1yice yikanmasi

Ikinci sterilizasyon protokoliinde daha derin yiizey sterilizasyonunu saglamak
amaciyla, eksplantlar 20 dakika boyunca %50°1ik camasir suyu ¢ozeltisine daldirilmistir.
Son olarak, dezenfektan kalintilarinin tamamen uzaklastirilmasi igin distile su ile tekrar
dikkatlice durulanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Dezenfektanin tiim izlerini gidermek i¢in eksplantlarin damitilmis su ile son
durulanmasi

3.3.4. Calismada kullanilan besi ortamlari

Kullanilan ortamlar asagida belirtilmistir:

% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA (Kontrol)

% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 1 mg/L AgNP
%2 MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 mg/L AgNP
% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 mg/L AgNP
%2 MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 1 mg/L ZnNP
% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 mg/L ZnNP

N oo g M w0 N E

% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 mg/L ZnNP

Tiim besin ortami formiilasyonlarina sabit olarak 30 g/L sakkaroz ve 7 g/L agar ilave
edilmistir.

3.3.5. Siirgiinlerin ¢ikarilmasi1 asamasi

Hazirlik asamasmin tamamlanmasinin ardindan, eksplantlar siirgiinlerin
cikarilmasi amaciyla kesilmis ve ardindan, her biri farkli konsantrasyonlarda nanopartikiil
iceren yedi farkli sterilizasyon ortamina transfer edilmistir.

Eksplantlardan  siirgiinlerin ~ ¢ikarilabilmesi  i¢in  Oncelikle  yapraklar
uzaklastirilmig, ardindan eksplantlar dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak siirgiinlerin zarar
gormeden ayrilmasi saglanmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Eksplantlardan siirgilinlerin ¢ikarilmasi

Eksplantlardan siirgiinlerin ayrilmasinin ardindan, bu siirgiinler daha Once
tanimlanan c¢esitli ortamlara transfer edilmis ve tepkileri degerlendirilmek {izere
gozlemler yapilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Cesitli sterilizasyon ortamlarina aktarilan siirgiinler

[k haftanin ardindan gerceklestirilen kontrol siirecinde, eksplantlarm bulundugu
ortamlar yenilenmis ve enfeksiyon riskini azaltmak ve gelisimi tesvik etmek amaciyla
eksplantlar daha kiiciik segmentlere ayrilmistir. Kontaminasyon gosteren Ornekler
ortamdan uzaklastirilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Gelisimi artirmak ve kontaminasyonu azaltmak i¢in ortamin degistirilmesi ve
eksplantlarin daha kiiclik segmentlere alt kiiltiirlenmesi; bu islem sirasinda enfekte
ornekler uzaklastirilmistir

Deneyin baslangicindan bir hafta sonra ilk degerlendirme gerceklestirilmistir. Bu
asamada, eksplant biiylimesini artirmak ve kontaminasyonu en aza indirmek amaciyla
kiiltiir ortamlart yenilenmistir. Enfekte olmus 6rnekler ise ortamdan uzaklastirilmistir.

Iki haftanin ardindan ikinci bir degerlendirme yapilmistir. Bilyiimeyi tesvik etmek
amaciyla eksplantlarin enfekte olmus kisimlar1 dikkatlice uzaklastirilmis ve geriye kalan
saglikli dokular, kontaminasyonu en aza indirmek i¢in ayn1 besin ortamina tekrar transfer
edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Iki hafta sonrasi ikinci degerlendirme: Eksplantlarin enfekte olmus kisimlar
uzaklastirilmig, saglikli dokular biiylimeyi tesvik etmek ve kontaminasyonu azaltmak
amaciyla ayni besin ortamina yeniden transfer edilmistir
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4. BULGULAR
4.1. Ik Deney: Nanopartikiillerin Sterilizasyonda Kullanilmasi

Bu deneyde, bir hafta icinde elde edilen sonuglar ilk deneyin sonuglarindan
onemli 6l¢iide farklilik gdstermemistir; sadece ii¢ eksplant hayatta kalirken, diger tiim
orneklerde gozle goriiliir bir biiylime olmadan kontaminasyon gézlemlenmistir.

Bu deneyde, sterilizasyon siirecinden sag kurtulan bazi eksplantlar, (Sekil 4.1)
biliylime ve gelisme sergilemistir, en belirgin bliylime 3 numarali ortamda kiiltiirlenen
numunelerde gorilmiistiir.

Sekil 4.1. ilk deneyde sterilizasyon siirecinden sag kurtulan eksplantin biiyiime ve
gelismesi

4.2. Tkinci Deney: Nanopartikiillerin Sterilizasyonda Kullanilmasi

Ikinci deneyin sonuglarina gére, yiiksek oranda kontaminasyon gozlemlenmis ve
kontaminasyonsuz higbir érnek kalmamustir.

4.3. Ugiincii Deney: Enginar Eksplantlarinin Kiiltiire Alinmasi

[lk haftanin sonunda, 7 ve 2 numaral1 ortamlarin eksplant gelisimini tesvik etmede
en etkili ortamlar oldugu gozlemlenmistir. Kontrol ortaminda herhangi bir
kontaminasyon tespit edilmemis olsa da belirgin bir eksplant gelisimi gézlenmemistir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Secilen dort ortamda eksplant biiylimesinin karsilastirilmasi: (a) Ortam 7, (b)
Ortam 5, (c) Ortam 2 ve (d) Kontrol ortam1

Eksplantlardan elde edilen siirgiinlerin ¢esitli sterilizasyon islemlerinden ii¢ giin
sonra, kontaminasyon diizeylerini ve eksplant gelisimini degerlendirmek amaciyla ikinci
bir gézlem gerceklestirilmistir. Yalnizca iki kontaminasyon vakasi tespit edilmis olup,
her ikisi de 7 numarali ortamda (Kontrol ortam1 + 3 mg/L ZnNP) gozlenmistir. Gelisim
ve biiyiime ag¢isindan en etkili ortamlar 1, 3, 5, 7 ve 4 numarali ortamlar olurken; 2 ve 6
numarali ortamlar en diisiik performansi gostermistir. Ancak, daha kesin sonuglara
ulagmak i¢in nihai degerlendirmeler bir hafta sonunda yapilmustir.

Cizelge 4.1°de sunulan sonuglar, eksplantlarin ilgili ortamlara yerlestirilmesinden
bir hafta sonra, farkli ortamlarin enginar eksplantlarinin in vitro sterilizasyonu iizerindeki
etkisini ve deneysel uygulamalarin etkinligini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.1. Enginar eksplantlarinin kiiltiire alinmasin1 takiben gelisen siirgiin sayilari

Ortamlar Kiltire  Gelisen
Alman slirglin say1s1
Stirgilin
sayist
1. % MS+ 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA 3 2
(Kontrol)
2. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 9 5
1 mg/L AgNP
3. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 10 3
2 mg/L AgNP
4. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 12 3
3 mg/L AgNP
5. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 11 4
1 mg/L ZnNP
6. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 10 3
2 mg/L ZnNP
7. ¥ MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 12 6
3 mg/L ZnNP

Siirglinlerin  ortama yerlestirilmesinden bir hafta sonra ilk degerlendirme
gerceklestirilmistir. Eksplantlarin gelisim uzunluklarini da igeren bulgular Cizelge 4.2°de
sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Farkli nanopartikiil ortamlarinda asilamadan iki hafta sonra kaydedilen
eksplant biiyiime uzunlugu (cm)

Ortamlar Geligen Eksplant
stirglinlerin  uzunlugu
sayi1sl (cm)

1. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA 1 2.8
(Kontrol)
2. % MS +0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 1 2 2.5
mg/L AgNP
15
3. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 3 6
mg/L AgNP
3
3
4. ¥ MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA +3 2 35
mg/L AgNP
1.6
5. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA +1 1 2.1
mg/L ZnNP
6. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 0 0
mg/L ZnNP
7. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 1 2.3
mg/L ZnNP

Cizelge 4.2°de sunulan veriler, en zayif sonucun, 6 numarali besin ortaminda
gozlemlendigini gostermektedir. Ilgili gorseller ise her bir besin ortammn eksplant
gelisimi iizerindeki etkilerini daha ayrintili bir sekilde ortaya koyarak, enginar
eksplantlarinin in vitro gelisimi i¢in en etkili ortamin belirlenmesine yardimci olmaktadir.

Deneyin baslangicindan bir hafta sonra, bazi eksplantlarda belirgin bir gelisme
gozlemlenmistir (Sekil 4.3 — Sekil 4.8).
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Sekil 4.3. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra kontrol ortaminda
eksplant gelisimi

Sekil 4.4. Siirglinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra 2 numarali besiyerinde
eksplant geligimi
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3acm 3cm 6

Sekil 4.5. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra 3 numarali besiyerinde
eksplant gelisimi

ot

55'cm. 3.5 cm

Sekil 4.6. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra 4 numarali besiyerinde
eksplant gelisimi
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Sekil 4.7. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra 5 numarali besiyerinde
eksplant gelisimi

Sekil 4.8. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden iki hafta sonra 7 numarali besiyerinde
eksplant gelisimi
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Deneyin baslamasindan iki hafta sonra, bir¢ok eksplant belirgin bir biiyiime
gostermis ve bu durum, her eksplant tizerinde gelisen yaprak sayisiyla net bir sekilde
ortaya konmustur. Her uygulamaya ait yaprak sayilar1 Cizelge 4.3’te sunulmustur.

Cizelge 4.3. Kiiltiir baslangicindan ti¢ hafta sonra, farkli besin ortamlarindaki
eksplantlarda olusan yaprak sayisi

Ortamlar Gelisen Gelisen
stirgtinlerin  Yaprak
sayi1sl sayisl

1. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA 1 5
(Kontrol)
2. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA +1 1 1
mg/L AgNP
3. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 2 1
mg/L AgNP
4
4. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 2 4
mg/L AgNP
3
5. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA +1 0 0
mg/L ZnNP
6. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 2 0 0
mg/L ZnNP
7. % MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 1 2
mg/L ZnNP

Deneyin baslamasindan iki hafta sonra, 4 numaral1 besin ortamlarinda kiiltiire
alinan eksplantlarda belirgin bir biiylime gézlemlenmistir (Sekil 4.9 — Sekil 4.11).
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Sekil 4.9. Siirglinlerin ortama yerlestirilmesinden ii¢ hafta sonra kontrol ortaminda
eksplant gelisimi, diger ortamlara kiyasla daha fazla yaprak sayis1 gdstermektedir

i

Sekil 4.10. Siirgiinlerin ortama yerlestirilmesinden ti¢ hafta sonra 3 numarali besiyerinde
eksplant geligimi
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Sekil 4.11. Siirgilinlerin ortama yerlestirilmesinden ti¢ hafta sonra 4 numarali besiyerinde
eksplant gelisimi

Siirgiinlerin besi ortaminda sekiz hafta siireyle kiiltiire alinmasinin ardindan son
degerlendirme gergeklestirilmistir. Sadece Ortam 4’lin (30 g/L sakkaroz + 7 g/L agar %
MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA + 3 mg/L AgNP) anlaml bir gelisimi
destekledigi gozlemlenmis; bu ortamda eksplant basina ortalama bes yaprak gelisimi
kaydedilirken, diger tiim ortamlarda eksplantlar tamamen Slmiistiir (Sekil 4.12).

‘I‘ .

Sekil 4.12. Siirglinlerin ortama yerlestirilmesinden sekiz hafta sonra 4 numarali
besiyerinde eksplant gelisimi
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5. TARTISMA

Bu arastirmanin temel amaci, ticari agidan 6nemli ancak ¢ogaltimi zor olan
Bayrampasa enginar ¢esidi i¢in etkili bir in vitro sterilizasyon ve mikrogogaltim
protokolii gelistirmekti. Bu hedef dogrultusunda, kiiltiir ortamina giimiis (AgNPs) ve
¢inko (ZnNPs) nanopartikiillerinin katki maddesi olarak eklenmesinin etkileri
arastirilmistir. Calisma sonucunda, uygulanabilir bir protokol basartyla olusturulmus ve
bu nanopartikiillerin eksplant biiyiime ve gelisimi {izerinde anlamli, doza bagl etkiler
gosterdigi ortaya konmustur.

Calismanin ilk asamalari, literatiirde ortaya konmus olan enginarla calisma
zorluklarini bir kez daha gozler 6niine sermistir. Enginar genellikle direngli (recalcitrant)
ve stirekli kontaminasyona egilimli bir tiir olarak tanimlanmaktadir (Sadak 2020). Birinci
ve ikinci deneylerde karsilasilan yiiksek mikrobiyal kontaminasyon oranlari, gii¢lii ve ¢ok
asamal1 bir sterilizasyon prosediiriiniin gerekliligini agik¢a ortaya koymustur. Ana
deneyde kontaminasyonun basariyla kontrol altina alinmasi; detayli yitkama, birden fazla
sodyum hipoklorit (NaOCl) uygulamasi ve Giiney Agripark laboratuvarinda saglanan
steril calisma kosullarini igeren, tekrarli ve gelistirilmis protokol sayesinde miimkiin
olmustur. Ayrica, kiiltiir ortamina eklenen nanopartikiillerin da aseptik kosullarin
korunmasinda ek bir antimikrobiyal koruma sagladigi diisiiniilmektedir. Bu islev,
literatiirde de giiglii bir sekilde desteklenmektedir (Alfarraj vd. 2023; Sharma vd. 2012).

Bu calismanin en ¢arpict bulgusu, giimiis nanopartikiillerin siirgliin uzamasi
tizerindeki belirgin biyo-uyarici etkisi olmustur 3 mg/L AgNP igeren ortamda (Ortam 4)
bes yaprak gelisimi kaydedilmistir, kontrol dahil tiim diger uygulamalardan 6nemli
oOlglide daha yiiksektir. Bu bulgu, AgNP'lerin in vitro morfogenez tizerinde olumlu etkiler
gdsterebildigini ortaya koyan dnceki calismalarla da uyumludur. Ornegin Aghdaei vd.
(2012), AgNP igeren ortamlarda eksplantlarin daha iyi gelismesini, giimiis iyonlarmin
etilen inhibisyonu yoluyla siirglin ¢cogalmasimi ve hayatta kalmay1 tesvik etmesine
baglamistir. Ayrica, bu c¢aligmada diisiik konsantrasyonlarda (1, 2 ve 3 mg/L)
gozlemlenen uyarici etkiler, Guzman-Baez vd. (2021) tarafindan bildirilen, diigiik AgNP
konsantrasyonlarinin biyo-uyarici, yliksek konsantrasyonlarinin ise inhibitor etki
gosterdigi hormetik doz-yanit modeli ile ortiismektedir.

Buna karsilik, ¢inko nanopartikiillerin etkileri daha karmasik ve ongoriilemez
olmustur. Literatiirde ZnNP’lerin bitki bliylimesini ve biyokiitle {iretimini genel olarak
artirdigina dair bulgular mevcut olsa da (Panakkal vd. 2021), bu ¢alismada 2 mg/L ZnNP
igeren ortamda (Ortam 6) gelisme gozlemlenmemis ve belirgin bir inhibitor etki ortaya
cikmigtir. Ancak hem daha diisik (I mg/L) hem de daha yiliksek (3 mg/L)
konsantrasyonlarda orta diizeyde gelisme kaydedilmistir. Bu dogrusal olmayan yanit,
Bayrampasa enginar ¢esidinin ZnNP'ler i¢in ¢ok dar bir optimum konsantrasyon araligina
sahip oldugunu ve bu araligin disindaki uygulamalarin fitotoksik etki yaratabilecegini
gostermektedir. Milewska-Hendel vd. (2016) da daha 6nce bazi bitki cesitlerinin
nanopartikiillere 6zel fizyolojik tepkiler verebilecegini bildirmislerdir. 2 mg/L'deki
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bliyiimenin  baskilanmasi, Baran vd. (2021) tarafindan yiiksek ZnONP
konsantrasyonlarinin oksin taginimini bozabilecegi yoniinde one siiriillen mekanizmalarla
iligkili olabilir. Bu durum, her bir nanopartikiil tipi ve bitki tiirli/¢esidi i¢in ampirik olarak
optimizasyon yapilmasinin kritik 6nemini vurgulamaktadir.

Kontrol ortaminin performansi da ayni derecede dnemli bir gézlemdir. Bu ortam,
en etkili nanopartikiil uygulamalarina kiyasla daha az siirgiin uzamasi saglamis olsa da,
en fazla yaprak olusumunu vermesiyle dikkat ¢ekmistir. Bu durum, kullanilan bazal
ortamin (% MS + 0,05 mg/L BAP + 0,005 mg/L IBA) organogenez (yaprak farklilasmast)
i¢in dengeli bir formiilasyon sundugunu gostermektedir. Ote yandan, AgNP ilavesinin
hiicresel uzamayi tesvik ederken farklilagsmay1 baskilamis olabilecegi anlasilmaktadir. Bu
bulgu, ticari cogaltim amaciyla ¢ok asamali bir kiiltlir stratejisinin daha uygun
olabilecegini diisiindiirmektedir: ilk asamada, siirgiinlerin hizli ¢ogaltim1 ve uzamasi igin
3 mg/L AgNP iceren Ortam 4 gibi bir ortam kullanilabilir; ardindan, yaprak gelisimi,
koklenme ve aklimatizasyon Oncesi olgunlagsmayi tesvik etmek amaciyla nanopartikiil
icermeyen bir ortama gegis yapilabilir.

Bu calisma 6nemli bulgular sunmakla birlikte bazi1 sinirliliklar da icermektedir.
Denemeler yalnizca tek bir enginar ¢esidi olan Bayrampasa iizerinde gerceklestirilmis
olup, elde edilen sonuclar Sakiz gibi diger ¢esitlere dogrudan uygulanamayabilir. Ayrica,
kullanilan nanopartikiil konsantrasyonlar1 sinirlt bir aralikla test edilmistir. Gelecekte
yapilacak aragtirmalarda, AgNP ve ZnNP'lerin optimal ve toksik esiklerinin daha hassas
bir sekilde belirlenebilmesi i¢in daha genis ve daha kademeli konsantrasyon araliklarinin
incelenmesi gerekmektedir. Bu nanopartikiillerin etkilerini nasil gosterdigini anlamak
amaciyla, hormon analizi ve antioksidan enzim aktivitesi gibi biyokimyasal testlerle
fizyolojik mekanizmalarin arastirilmas: yararli olacaktir. Son olarak, c¢ogaltilan
bitkiciklerin genetik stabilitesinin molekiiler belirtegler kullanilarak degerlendirilmesi,
nanopartikiil kaynakli ¢ogalmanin somaklonal varyasyon olusturmadigin1 ve orijinal
bitkiye genetik olarak sadik bitkiler tiretildigini dogrulamak acisindan 6nem tasimaktadir.
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6. SONUCLAR

Bayrampasa enginarinin in vitro sterilizasyonu ve mikrogogaltimi {izerine yapilan
bu ¢alisma, giimiis ve ¢inko nanopartikiillerinin kullanimryla ilgili ¢esitli onemli sonuglar
ortaya koymustur:

Etkili Bir Sterilizasyon ve Kiiltiir Protokolii Gelistirilmistir: Dencysel siiregte ¢esitli
denemeler yoluyla gelistirilen ¢ok agamali bir protokol; kapsamli ylizey temizligi ve ¢iftli
camagir suyu (NaOCl) uygulamalarii igermektedir. Bu rafine edilmis yontem, ilk
calismalarda karsilasilan yiliksek mikrobiyal kontaminasyon oranlarini biiyiik 6lgiide
azaltarak, enginar eksplantlarinin in vitro ortamda basarili bir sekilde kiiltiire alinmasini
miimkiin kilmistir.

Giimiis nanopartikiiller (AgNPs) Eksplant Uzamasim Onemli Olgiide Tesvik
Etmistir: Kiiltiir ortamina giimiis nanopartikiillerin (AgNP) dahil edilmesi, belirgin bir
biyostimiilant etki ortaya koymustur. Ozellikle 3 mg/L AgNP igeren ortam, tiim
uygulamalar arasinda en yiiksek eksplant uzamasi ve yaprak sayisinin gozlemlendigi,
biiylimeyi en fazla tesvik eden formiilasyon olarak belirlenmistir.

Cinko nanopartikiiller (ZnNPs) Belirli Bir Dozda Inhibitif ve Dogrusal Olmayan
Etki Gostermistir: ZnNP’lerin eksplant gelisimi {izerindeki etkisinin dogrusal olmadig1
belirlenmistir. 3 mg/L konsantrasyonlari orta diizeyde biiylimeyi desteklerken, 1 mg/L
ve 2 mg/L ZnNP igeren ortamda gelisim tamamen durmustur. Bu durum, Bayrampasa
¢esidinin ZnNP’lere karst oldukca dar bir tolerans araligina sahip oldugunu ve belirli
konsantrasyonlarin fitotoksik etki yaratabilecegini ortaya koymaktadir.

. Nanopartikiiller Enginar Mikrocogaltiminda Cift Yonlii ve Spesifik Roller
Ustlenmektedir: Arastirma sonuglari, nanopartikiillerin hem aseptik kosullarin
saglanmasinda antimikrobiyal ajanlar olarak hem de morfogenez siireclerinde giiclii, doz
bagimli diizenleyiciler olarak islev gordiiglinii kanitlamaktadir. Uygun kiiltiir ortami
formiilasyonu, ¢ogaltimin hedeflenen amacina bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Ornegin, hizli eksplant uzamasinin hedeflendigi durumlarda 3 mg/L AgNP igeren
formiilasyon ideal olup, ayn1 zamanda yaprak gelisiminin maksimize edilmesi amaciyla
da tercih edilmelidir.
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