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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

YONCA (Medicago sativa L.) GENOTIPLERINDE IN VITRO SARTLARDA
CESITLI NANOPARTIKULLERIN TUZ STRESI UZERINE ETKILERI

Fatma BOKE

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi ismail BEZIRGANOGLU

Tuz stresi, bitki gelisimi kisitlayan faktorlerden birisidir. Medicago sativa L., besin kalitesi en
yiiksek baklagillerden olup uzun ve koklii bir tarihe sahiptir. Bu ¢alismada yonca kalluslart (Mus ve
Erzurum) ve embriyogenik kalluslarin olusumunda kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi (0,8
ppm CaO, 0,8 ppm ZnO ve 0,8 ppm CuO) kullanarak ve kallus olusum sonrasi nanopartikiiller
kullanilarak iki hafta boyunca tuz stresi (50 mM) altinda etkileri arastirilmistir. Analiz sonuglarina
bakildig1 zaman tuz stresi altinda hiicreye en ¢ok hasar tohumdan itibaren gelmeyen nanopartikiiller
oldugu sonucuna varilmigtir ayrica alinan Taramali Elektron Mikroskobu ve Konfokal Lazer Taramali
Mikroskop goriintiileri bu sonucu desteklemektedir. Kalluslarin Malondialdehit, H,O, ve Peroksidaz
sonuglarinda hiicreye en az hasar veren ve en ¢ok hasar veren nanopartikiillerin farkli oldugu
goriilmiistiir. Genotiplerin protein miktarlar1 karsilastirildigi zaman sonuglar da kallus olusum Oncesi
nanopartikiil uygulamas: yapilan 0,8 ppm CuO 50 mM NaCl konsantrasyonu, hiicrede en az protein
miktar1 kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulanan 0,8 ppm CuO oldugu goriilmistiir. Ayrica
Konfokal Lazer Taramali Mikroskop goriintiilerinde nanopartikiillerin hiicrelerde ne kadar biriktigi
gorilmiistiir.

2021, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler: Yonca, Nanopartikiil, Tuz stresi, Konfokal Lazer Taramali Mikroskop, Taramali
Elektron Mikroskobu



ABSTRACT

MS. Thesis

THE EFFECTS OF VARIOUS NANOPARTICULES ON SALT STRESS IN
YONCA (Medicago sativa L.) GENOTYPES IN VITRO CONDITIONS

Fatma BOKE

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Salt stress is one of the factors that restrict plant growth. Medicago sativa L. is one of the
legumes with the highest nutritional quality and has a long and long history. In this study, in the
formation of alfalfa calluses (Mus and Erzurum) and embryogenic calluses, using nanoparticle application
(0.8 ppm CaO, 0.8 ppm ZnO and 0.8 ppm CuO) before callus formation and using nanoparticles after
callus formation for two weeks (50 mM), its effects have been investigated. When looking at the analysis
results, it was concluded that the most damage to the cell under salt stress is the nanoparticles that do not
come from the seed, and the Scanning Electron Microscope and Confocal Laser Scanning Microscope
images taken support this result. The results of Malondialdehyde, H,O, and Peroxidase of the calluses
showed that the nanoparticles that caused the least damage and the most damage to the cell were
different. When the protein amounts of the genotypes were compared, the results showed that the
concentration of 0.8 ppm CuO 50 mM NaCl applied with nanoparticle before callus formation, and the
least amount of protein in the cell was 0.8 ppm CuO applied to the nanoparticle after callus formation. In
addition, the accumulation of nanoparticles in the cells was seen in Confocal Laser Scanning Microscope

images.
2021, 72 page

Keywords: Medicago sativa L., Nanoparticle, Salt stress, Confocal Laser Scanning
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1.1. Medicago sativa ssp sativa L. ( Adi Yonca)

Yonca, “Alfalfa” kelimesinden tiiretilmis Arapca olarak “en iyi at yemi”
anlamma gelmektedir. Ik kiiltiire alinan besin kalitesi en yiiksek baklagillerden olan
yemlerin kraligesi yonca (Medicago sativa ssp sativa L.), uzun ve kokli bir tarihe
sahiptir. Yonca (Medicago sativa), Medicago cinsine ait Fabaceae familyasinin
Faboideae alt familyasina aittir. M. sativa, Tiirkiye, Tiirkmenistan, Iran ve Kafkasya
bolgelerinin yakinlarinda kiiltiire alinmistir (Michaud et al. 1988). Yonca ile ilgili en
eski yazili kaynak Putnam ve ark. (2001) tarafindan, Tiirkiye'de bulunmustur ve MO
1300'lere ait oldugu bildirilmistir. Yoncanm en eski arkeolojik kanitlar1 iran'da
bulunmustur ve 6000 yildan daha eski tarihe dayandigi tahmin edilmektedir. Yoncanin
iki farkli orijin merkezi bulunmaktadir (Michaud et al. 1988; Sinskaya 1959). Ilk
merkezi Kiiciik Asya, Trans-Kafkasya ve Iran’in bazi bélgeleri, ikinci merkezi Orta
Asya’dir. Asya, Trans-Kafkasya ve Iran’da bulunan yonca bitkisi, soguk stres
faktorlerine dayanikli genotiplere sahipken; Orta Asya yoncasi, kuraklik ve hastaliklara
toleranslart diisiik genotiplere sahiptir. Yonca orijin merkezlerinden diinyanin diger

bolgelerine dagilmaistir.

Yoncanin diinyadaki tiretim alan1 1980°lerde 32 milyon hektara kadar ulasmistir
(Michaud et al. 1988). Yonca, total protein miktari %17 ile 21 arasinda degismektedir
(Arinze et al. 2003). Yoncada yaygin olarak bulunan vitaminler A, B1, B2, B3, B5, B7,
B9, D, E ve K’dir (Norouzi and Khademi 2010). Ayrica, fosfor, potasyum, kalsiyum,

klor, bakir ve magnezyum gibi mineraller bakimindan da zengindir (Mezni et al. 2010).

Yiiksek verim kapasitesine sahip yem bitkisi olan yonca, adaptasyon uyumu iyi
olan topraklarda toprak erozyonunun engellenmesi ve hasere direncini en aza indirmesi
acisindan siirdiirtilebilir tarim sisteminde onemli rol oynamaktadir (Huggins et al.
2001). Baklagil grubunda olan yonca, ¢esitli bakteri ttirleri (Sinorhizobium meliloti ) ile
simbiyotik bir yasam siirdiirerek azot fiksasyonunu gergeklestirmektedir ve boylece

toprak verimliligini arttirmaktadir (Sumberg et al. 1983; Putnam et al. 2001). Ayrica,
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bal arilarinin ¢igeklenme esnasinda yonca tarlalarini sik sik ziyaret etmesindan dolay:

yonca bitkisi bal tiretiminde de 6nemli rol oynamaktadir (Putnam et al. 2001).

Yonca fizyolojik ozellikleri agisindan ele alindiginda 1,5 metre boyuna ve 12
metreye kadar uzanan gii¢lii, derin kok sistemine sahiptir (Putnam et al. 2001), bu
ozellikler sayesinde yonca, kurak bolgelerde olduk¢a dayaniklidir. Yonca, kendine

tozlasabilme 6zelligine sahip yem bitkisidir.

Yoncanin tozlagsmayi saglayan faktorler; arilar (bal arilar1 (Apis mellifera),
yaprak kesici arilar (Megachile rotundata), bombus aris1 (Bombus spp.) ve alkali arilar

(Nomia melander)), riizgar ve yagmur gibi doga olaylaridir.

1.2 Stres faktorleri

Cevresel kosullardaki farkliliklar bitkilerin biiylimesinde ya da gelismesinde
degisikliklere sebep olmaktadir. Cevre kosullarindaki farkliliklar stres olarak
tanimlanmaktadir. Bitkilerde stres faktorleri abiyotik ve biyotik stres faktorleri olmak
tizere iki grupta incelenmektedir. Abiyotik stres faktorleri sicaklik, kuraklik, tuzluluk,
cesitli kimyasallar, soguk (iisiime-donma), radyasyon, su fazlaligi, oksidatif stres,
topraktaki besin yetersizligi ve riizgar gibi ¢evresel faktorler iken biyotik stres faktorleri
ise viriis, bakteri ve funguslari igeren patojenler, bocek ve herbivorlardir (Mahajan and

Tuteja 2005).

1.2.1 Tuz stresi

Tuz stresi, gida iriinlerine olan taleplerdeki azalmaya neden olan 6nemli bir
stres faktoriidiir. Diinya genelinde ekili olan alanlarin %20’sinden fazlasi tuz stresinden
etkilenmektedir ve bu say1 giin gectikce artmaktadir. Bitki tiirlerinin ¢ogu asir1 tuza
dayanamazlar bu nedenle tuzluluk, diinya genelinde iiriin verimliligini azaltan en

Oliimciil ¢evresel faktorlerden birisidir (Flowers et al. 2004; Munns et al. 2008).

Tuz stresi, stresin siiresi ve siddetine bagli olarak c¢esitli fizyolojik ve metabolik
siireclerdeki degisiklikleri igerir ve sonugta iiriin verimliligini azaltir (James et al. 2011;

2
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Rozema et al. 2008). Bitkiler tuz stresine maruz kaldigi anda ilk olarak kok
sistemlerinin su emebilme kapasitesi azalir ve bitkilerdeki yiiksek tuz birikiminin
ozmotik stresi sebebiyle yapraklardan su kaybi artar. Daha sonra bitkilerde ROS
salmimi, besin dengesizligi, antioksidan enzimlerde farkliliklar ve fotosentetik
aktivitede azalma gibi cesitli fizyolojik degisikliklere sebep olur (Munns et al. 2008;
Rahnama et al. 2010).

Tuz stresinin en zararli etkilerinden birisi yiiksek Na® ve CI iyonlarinin
birikimidir. Hem Na* hem de CI iyonlarinin hiicreye girmesiyle hiicre igerisinde ciddi
iyon dengesizligine sebep olur ve hiicreye fazla alinmalar1 durumunda 6nemli fizyolojik
bozukluklara sebep olabilir. Yiiksek Na* konsantrasyonu, diigiik iiretkenlik ve hatta
oliime sebep olabilecek biiyiime ve gelisme igin gerekli bir etmen olan K* iyonlarinin
alimin1 engellemektedir (James et al. 2011). Tuzluluga bagl olarak ROS’lerin olusumu
lipit, protein, DNA gibi hiicresel bilesenlerde hasara yol agabilmekte ve bitkilerin hayati
fonksiyonlarini sekteye ugratabilmektedir. Tuzluluk toleransinin siddeti bitki tiiriine ve
tiir i¢indeki ceside gore farklilik gosterir. Tuz stresine en dayanikli bitki cesitleri Arpa

(Hordeum vulgare), piring (Oryza sativa) ve bugday (Triticum aestivum)’dir.

1.2.2 Kuraklik stresi

Kuraklik, Diinyada 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde, bitkiler i¢cin 6nemli
bir stres faktoriidiir (Madhava et al. 2006). Kiiresel iklim degisiklikleri diinya iizerinde
kuraklik stresini tetikleyen en dnemli faktordiir (Mishra et al. 2011; Rana et al. 2013).
Kiiresel 1sinmanin yami sira, suyun topraktan buharlasmasina sebep olan bircok
faktorlerde kurakliga neden olmustur. Bu faktorler bitkilerden kaynaklanan su
kayiplarini arttirmistir ve daha sonra bitkilerin su stresine maruz kalmasina sebep
olmustur (Shao et al. 2008; Mafakheri et al.2010; Dai 2012; Salehi et al. 2012;
Trenberth et al. 2014). Kurakligin uzunlugu, siddeti ve toprak yapisi bitkilerin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, ekolojik ve molekiiler degisikliklerine neden
olmaktadir (Shao et al. 2008; Farooq et al. 2009; Bhargava et al. 2013). Ayrica
bitkilerin biiyiimesi, verimi ve kalitesi iizerinde onemli derecede azalisina neden

olmaktadir (Jaleel et al. 2009; Zlatev et al. 2012; Nezhadahmadi et al. 2013).
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1.2.3 Sicaklik stresi

Asirt sicaklik diinya genelinde verimde onemli diistislere neden olmaktadir.
Sicaklik stresine maruz kalan bitkilerin tepkilerini diizenleyen mekanizmalar1 bulmak
icin ¢ok kapsamli arastirmalar yapilmasina ragmen aydinlatici bilgiler heniiz
kesfedilmemistir. Asirt sicakligin yaninda diisiik sicakliga karsi bitkilerin tepkileri
aragtirtlmistir. Bitkiler, yiiksek sicaklik stresi altinda biiylime ve gelismesinde geri
doniisii olmayan hasarlarla karsi karsiya olduklar1 bildirilmistir (Wahid 2007). Bunun
yani sira, soguk stresinde bitki dokularinda buz kristalleri olusmaya baslar ve bitki

dokularinda hasarlara neden olmaktadir (Hasanuzzaman et al. 2013).

Bilim insanlar1 yiiksek sicakliga maruz kalan bitkilerde gen ifadesinde, Ca*?
iyonlarinda, bitki hormon sinyallerinde ve nitrik oksit (NO) dahil olmak iizere ¢esitli
yolaklarin stresi en az hasarla kurtarmaya c¢alistigini gozlemlemislerdir (Katano et al.
2018). Diisiik sicaklikla ilgili arastirmalar sonucunda elde edilen bulgular da, soguk
strese kars1t NO tarafindan tetiklenen ROS’larin gorev aldig1 gortilmistiir (Zhang et al.
2019).

1.2.4 Agir metal stresi

Agir metaller, atom kiitlesi 20°den biiyiik ve yogunlugu Sg/cm *’den yiiksek
dogada ¢oziinmeyen, kalic1 inorganik kimyasallar i¢eren insanlar, bitkiler ve hayvanlar
tizerinde sitotoksik, mutajenik ve genotoksik etkilere sahiptir (Flora et al. 2008; Wuana
et al. 2011). Sanayilesmenin artis1, yogun tarim, niifus artisi, dogal kaynaklarin tahribi
ve kirlilik oraninda artis agir metal stresine neden olmaktadir. (Nagajyoti et al. 2010;
Ali et al. 2013).

Temel elementler, enzim ve proteinlerin yapisinda énemli rol oynar. Bitkilerin
biiylimesi ve gelisimi igin kiigiik miktarlarda gereklidir. Bitkiler hem yer yiizeyinden
hem de toprak altindan agir metal alabilmektedir (Patra et al. 2004). Bitkiler belirli
oranin tlizerinde agir metal aldiklarinda normal fonksiyonlarini engeller, protein
yapilarinin bozulmasi veya protein yapi taglarinin yer degistirmesi, fotosentez, solunum

aktiviteleri, sitoplazmik zar biitiinliligiiniin bozulmasi gibi metabolik siireglere neden
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olmaktadir (Hall et al. 2002). Ayrica, serbest radikaller bitki dengesini bozarak oksidatif
strese neden olmaktadir. Bu durum sonucunda, iyon kacagi, oksidatif DNA hasari,
hiicre zarinin denatiire edilip programli hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Nagajyoti et
al. 2010; Flora et al. 2008; Rascio et al. 2011; Rellan Alvarez et al. 2006; Sharma et al.
2012).

1.3 Nanoteknoloji

Bilim ve teknoloji yasam kosullarinin elde edilmesine Onciililk eden Onemli
faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insanlik tarihine bakildig1 zaman bilginin biiyiik
bir dnem arz ettigi ayrica yeni bilgiler kesfetme, yeni yontemlerle dogay1 daha iyi
tanima ve yasam standartlarimi yiikseltme istegi insanlarin devamli arayis igerisinde

oldugu bir konudur.

Mevcut olan iiretim yontemleri ve ilirlinler lizerinde insan refahini arttiric1 yonde
yeni stratejiler, iiretim bigimleri, kullanim olanaklar1 ve yontem teknikleri gelistirme
yoluyla teknolojinin ilerlemesi, teknolojik gelisme olarak adlandirilir (Bal 2007).

Bu gelismeler icerisinde 21. Yiizyilin teknoloji devrimi olarak gosterilen nanoteknoloji,
insanlarin refah seviyelerini arttirip iilkelerinde s6z sahibi olmasindan 6nemli katki

sunabilecek bir teknoloji dali olarak goriliir.

Nano kelimesinin kokeni Yunancadan gelir ve ciice anlamindan kullanilir.
Bilimsel olarak kullanildiginda herhangi bir fiziksel biiylikliiglin bir milyarda biri
anlamini tagir (Tegart, 2003). Nanometre ise metrenin milyarda birine esit bir uzunluk
birimidir (10° m). Ne kadar kiiciik oldugunu anlamak igin bir nanometre icerisine yan
yana sadece 2 ya da 3 atom dizilebilmesi ve insan sag1 telinin ¢apinin yaklasik 100.000
nm olmasi 6rnek verilebilir (Turkan 2015). Nanoteknoloji, 1-100 nm arasindaki fiziksel,
kimyasal, biyolojik yapilarin anlasilmasi, kontrol edilmesi ve atom seviyesinde
degisiklikler yaparak fonksiyonel hale getirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Singh
2006). Nanoteknoloji kullanilarak sadece calisabilen degil, is gérebilen, makro diinyada
olmayan niteliklere sahip ara¢ gereglerin iiretilmesi ve kullanilmas1 amaglanmakta olup,
10 yil1 askin stiredir diinyadaki iilkelerin askeri, bilim ve teknoloji stratejilerini belirler

duruma gelmistir (Turkan 2015). Maddeleri nanometre seviyesinde isleyip ortaya
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cikarilan degisik oOzellikler kullanilarak, yeni teknolojik nano boyutunda aygitlar ve
malzemeler yapmak miimkiin hale gelmistir. Ornegin, atomik kuvvet mikroskoplart
kullanilarak ylizey iizerinde atomlar1 iterek birbirlerinden ayirmak ve istedigimiz
sekilde dizmek olas1 hale gelmistir. Bu sekildeki gelismeler, 19. yy’da diinyay1 yeniden
yapilandiran sanayi devrimine esdeger bir bilimsel ve teknolojik devrimi baslatmistir.
Biitiin bu calismalar ve gelismeler fizik, kimya, biyoloji, malzeme bilimi, eczacilik
bilimi, tip, tarim ve uzay gibi alanlar1 ortak bir paydada bulusturmustur. Oniimiizdeki
yillarda nanoteknoloji kullanilarak, insan viicudunda hastalikli dokuyu bulabilen ve
iyilestiren nanorobotlar bulunabilecek, fabrikalardan ¢ikan dumanlar1 Onleyen
nanopargcaciklar sayesinde hava kirliligi azalacak, nanopargacik kapsiillenmis giibreleri
kullanarak tarimsal verimliligin arttirilmasi, bocek zararlarmma direngli cesitler
gelistirilmesi icin bitkilerde nanoparcacik aracili gen transferi ve farkli sensorlerin
hazirlanmasi i¢in nanomateryal kullanimi1 gibi faydalar saglayacaktir (Demirkiran

2019).

Nanoteknoloji ¢ogu zaman insanlara fizik bilimini hatirlatmaktadir.
Malzemelerin yapisma, siirtinme, hidrofobik, hidrofilik oOzellikleri nanometre
boyutundaki en st tabakalarin kimyasal kompozisyonu ve morfolojisi ile belirlenir.
Bundan dolay1 yiizey 6zelliklerinin kontrollii ve akilli sekilde kullanilmasi da tahmin

edildigi gibi nanoteknolojiden ge¢cmektedir (Tarhan ve ark. 2010).

Nanoteknoloji uygulamalar1 denilince akla ilk olarak, pahali ve yiiksek teknoloji
gerektiren yiiksek sicaklik, vakum ihtiya¢ duyulan aletler, nano boyutta litografi yapan
cihazlar gelmektedir. Oysa ki dogada orneklerine bakildigr zaman bir¢ok tepkime ve
malzeme {retimi oda sicakliginda, normal sartlarda ya da sulu ortamda
gerceklesmektedir. Lotus yapragi ya da balina derisi 6rneklerinde gordiiglimiiz gibi
dogadaki canlilarin yiizey 6zelliklerini uygun sartlarda kolay ve hizli sekilde kontrol
edebilmektedirler. Ornegin; lotus yapraginin yiizeyinde bulunan mikron ve nano
boyuttaki ¢ukur ve tepecikli yapilar sayesinde yapraklar 1slanmaz hale gelir ve kendi
kendini temizleyebilmektedir (Turkay 2015). Nano bilimle ugrasan insanlar lotus
bitkisinin bu 6zelligini taklit ederek kumas, boyalarin ve pek ¢ok yiizeyin hem kuru
hem de kendi kendini temizleme 0&zelligi kazanabilmesi icin yeni yOntemler

gelistirmektedirler.
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Nanoteknolojinin ~ gelismesiyle  nanopartikiillerin ~ de  birgcok  alanda
kullanilabilmesi diisiincesi ortaya ¢ikmistir. Tarimsal nanoteknolojide kullanilabilmesi
de arastirma konularindan biri olmustur. Tarimsal nanoteknolojideki calisma odaklari
genellikle verim arttirma, az ilag kullanimi, kontrollii salinim ve strese dayanikli
bitkilerin gelistirilmesi alanlarindadir. Bu alanda yapilan ¢alismalardan bazilar1 olumlu
sonu¢ vermis fakat nanoteknolojinin tarimda kullanilmaya baslanmasi i¢in ¢ok daha
fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Hangi nanopartikiiliin kullanilmas1 gerektigine
karar verilmesi uzun siire¢ler alan bir konudur. Giinlimiizdeki nanopartikiiller,
biyosensorler, optik, enerji depolama ve ilag sanayisi gibi bircok alanda
kullanilmaktadir (Haverkamp et al. 2009; Rai et al. 2012a; Rai et al. 2012b; Yu et al.
2015).

Nanopartikiiller doga olaylar: ile olusabildiklerinden dolay1 dogada her zaman
bulunabilmektedirler. Bundan dolay1 canlilar her zaman nanopartikiillere maruz
kalmaktadir. Normal sartlar altinda canlilarin maruz kaldiklar1 konsantrasyon miktari
diisiiktiir, fakat sanayinin gelismesi ve nanopartikiillerin bircok alanda kullanilmaya
baslanmasiyla birlikte dogaya salinan nanopartikiil miktarlarinda énemli 6lgiide artiglar
meydana gelmistir. Bu yilizden nanopartikiillerin canlilar tizerindeki etkilerini arastiran
calismalarin her gecen giin degeri artmaktadir. Son zamanlarda nanopartikiillerin
canlilar tizerindeki etkisini arastiran ¢alismacilar bu etkilerin yararh ve zararli yonlerini

bulmay1 hedeflemislerdir (Haverkamp et al. 2009; Khan et al. 2019).

1.3.1 Nanopartikiiller

Nanobilim, nanoteknoloji, nanopartikiil ve nanoyap1 sadece aragtirmalarda degil
de giinliik hayatta da siklikla kullanilan kelimeler haline gelmistir. 10 yi1l Oncesine
kadar, boyuta bagli kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinden dolayr nanopartikiiller ile
calisilmaktaydi. Giiniimiizde ise, nanopartikiiller ticari uygulama alanlarinda da

kullanilmaya baglanmistir (Sharmaa 2001).

Nanopartikiiller, boyutlar1 10-100 nm arasinda degisebilen, ¢6ziinmiis,
hapsedilmis ya da absorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salabilen kati veya

kolloidal partikiillerdir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Dogal ve Sentetik Nanopartikiil Boyutlar1 (Mamalis, 2007)

Nanoteknolojinin  temelini 100 nm ve altinda kalan boyutlar olarak
isimlendirilen nanopartikiiller olusturmaktadir (Miller et al. 2004; Rao et al. 2005).
Nanopartikiillerin ilgi gormesinin sebepleri; yiizey atomlarinin essiz karakterleri,

yiiksek yiizey/hacim orani, kuantum boyut etkileri seklinde siralanabilmesidir (Liveri,
2006).

Nanopartikiillerin sentezi i¢in birgok yontem olmakla birlikte genel olarak ¢evre
dostu yollar tercih edilmektedir. Arastirmacilar nanopartikiil sentezi i¢in bakteri, maya,
yiiksek bitkiler, aktinomisetler ve viriisler gibi ¢esitli biyolojik canlilar1 ¢ok fazla
kullanmaktadirlar, ¢iinkii nanopartikiil sentezi i¢in tuzlart karsilik gelen
nanopargaciklar1 indirgeyebilme 6zelligine sahiptir. Nanopartikiil sentezi icin ¢esitli
biyolojik kaynaklar kullanilmig ve ayni1 zamanda da hassas tarim igin de kullanilmigtir
(Bansal et al. 2014). Kullanilan nanopartikiilerden bazilar1 soyledir: Giimiis
nanopartikiilleri, titanyum nanopartikiilleri, ¢inko nanopartikiilleri (Landa et al. 2012;
Beykaya ve ark. 2016).
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1.3.1.2 Altin Nanopartikiilleri (Au NPs)

Kolloidal yapiya sahip nanopartikiiller kirmiz1 (kiiresel partikiiller) ya da mor/
mavi (daha biiylik kiiresel partikiiller) renktedirler. Kolloidal 6zellik biitiiniiyle sekil ve
boyuta baghidir. Ornegin, ¢ubuk benzeri nanoparcaciklar hem enine hem boyuna,
kiiresel nanoparcaciklar enine emme pikine sahiptirler. Altin nanopartikiiller ilag¢
salimimi, tiimorlerin tespit edilmesi, gen terapisi, fototermal terapi ve hidrojen siilfiir
gibi toksik gazlarin tespiti gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Altin
nanopartikiillerinin fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak sentezlenmesi ¢ok fazla
toksisiteye neden oldugu i¢in bilim insanlarinin dikkatini daha yesil sentetik yontemlere

yonelmeleri gerektigini diisiindiirmiistiir (Kumari et al. 2009; Chee et al. 2015).

Bitkiler, altin iyonlarindan olusan altin nanopartikiilleri azaltmak igin 6nemli rol
oynayan polifenoller, terpenoidler, flavonoidler, alkoloidler, askorbik asit, kinonlar,
sitrik asit gibi birgok biyoaktif bilesiklere sahiptir. Bu bilesikler bir kavrama ajani
olarak islev goriirler ve boylece ¢ozeltiler iginde partikiilleri ¢ok fazla toplanmadan

dengede tutmaktadirlar.

Olea europea (zeytin) yaprak ekstraktlari, sar1 renkli altinin koyu pembeye
dontisiimii ile isaretli altin nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmistir. FTIR bandi, etkin
stabilizasyon i¢in nanopartikiillerin ylizeyinde —OH grubu, bir amino ve ketonik grup
varliginda dogrulanmigtir (Khalil et al. 2012). Ayrica, altin nanopartikiilleri de
Mangifera indica (mango) yapraklarindan da sentezlenmistir. FTIR sonuglari,
nanopartikiil ylizeyinin azaltilmasi ve kaplatilmasi i¢in flavonoidler, terpenler ve tiamin
gibi suda ¢oziiniir bilesiklerin rol oynadigini dogrulamistir (Philip 2010). Citrus maxima
(pomela) meyve ekstraktlar: da altin nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmistir. Ayrica 535
nm’de SPR pikine sahip oldugu analiz edilmistir. Ekstrakta bulunan flavonoidler,
terpenler ve vitaminler hem azaltict hem de kaplayict madde olarak islev gordiigii

sonucuna varmiglardir (Yu et al. 2016).
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1.3.1.3 Bakir Nanopartikiilleri (Cu NPs)

Bakir nanopartikiilleri katalitik, optik, elektronik ve antifungal/ antibakteriyel
kapasite gibi coklu 6zellikleri sebebiyle diger metal pargaciklara gore arastirmacilar igin
ilgi odag1 olmustur. Antibakteriyel 6zelliklere odaklanan nanopartikiiller tip, cihazlar,
su aritma, gida igleme gibi alanlarda uygulanabilmektedir. Bakir nanopartikiillerin
antibakteriyel aktivitesi, metal iyonlarmin salinmasindan ziyade mikrobiyal
membranlarla yakin etkilesime girebildiklerinden dolay1 yliksek yilizey/hacim oranlarina

ve kii¢lik boyutlarina dayandirilabilmektedir (Ramyadevi et al. 2012).

Bakir nanopartikiill ~ sentezinde kimyasal yontemler yaygin  olarak
kullanilmaktadir fakat bazi sentez protokolleri sirasinda toksik reaktiflerin kullanimi
kacinilmazdir ve biiyiikk bir dezavantaj saglamaktadir. Ciinkii metal nanopartikiilleri
insanlarin temas alanlarina yogun olarak uygulanmaktadir. Bu durum ¢evre dostu sentez
protokollerinin gelismesini arttirmaktadir. Mikroorganizmalar, enzimler, bitkiler ve
Oziitleri kullanilarak biyolojik nanopartikiil sentez yontemleri ¢evre dostu alternatifler
olarak kullanilabilmektedir (Lee et al. 2011). Bitkilerin ve ekstraktlarinin kullanimi
hizli, ¢evre dostu, ekonomik ve ayrica iiretilen nanopartikiillerin daha kararli ve cesitli
boyutlarda olmasi arastirmacilart adeta biiyiilemistir. Arastirmacilar bakir nanopartikiil
sentezi igin bitki dokusunu ve bitki 6ziitlerini yogun olarak kullanmaktadir (Shobha et
al. 2014).

Bakir nanopartikiilleri biyolojik yOntemlerle sentezlenmis ve karakterize
edilmesi i¢in farkli analizler yapilmistir. Lee ve arkadaslari, Magnolia kobus (Kobusi
manolyasi) bitkisinden bakir nanopartikiillerinin sentezi i¢in bitkinin sulu ekstraktini
kullanmigtir ve nanopartikiil yapilarint HR-TEM ve SEM ile analiz etmistir (Lee et al.
2011). Ortamda bulunan bakir nanopartikiilleri steril lateks kopiik ile kaplanip

antibakteriyel aktivite i¢in analiz yapilmustir.

Ocimum sanctum (Kutsal feslegen) Hindistan’da tibbi bir bitki olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bitkinin alkoloidler, tanenler, glikozitler, saponinler ve

aromatik bilesikler gibi yiiksek miktarda biyomolekiil nedeniyle bakir nanopartikiilii
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sentezi i¢in uygun bir biyo-indirgeme bilesikleri ve stabilizator kaynagi oldugu

kanitlanmistir (Shobha et al. 2014).

1.3.1.4 Cinko Tabanh Nanopartikiiller (ZnO, ZnS NPs)

Cinko eksikligi en sik goriilen mikro besin problemidir (Takkar et al. 1993).
Kalsiyum karbonatli topraklarda bitkilerin ¢inko kullanimini sinirlayan parametreler
cinko ¢Ozilinilirliigiinii azaltan alkalin pH ve c¢inko emebilen/coktiirebilen yiiksek
kalsiyum karbonat icerigidir (Alloway 2009; Rashid et al. 2004). Cinko oksitler, ¢inko
siilfatlar topraklarda ¢inko eksikligini diizeltmek i¢in yaygin olarak ¢inko giibreleri
kullanilmaktadir (Mortvedt 1992). Bununla birlikte, ¢cinkonun bitkilerde bulunmamasi
sebebiyle giibre olarak uygulamalari sinirli kalmaktadir. Cinko oksit nanopartikiilleri,
dokme olarak mevcut mikron veya mililitre boyutunda ¢inko pargaciklarina gére daha
yiiksek reaktiviteleri nedeniyle bitkilere daha ¢oziinlir ve mevcut c¢inko formu

saglayarak bu sorunun iistesinden gelebilmektedir.

Cinko  oksit nanopartikiilleri kimyasal ve biyolojik  yoOntemlerle
sentezlenebilmektedirler. Kimyasal yontemler toksik kimyasallar gerektirdiginden,
biyolojik yontemler popililer hale gelmektedir. Cinko oksit nanaopartikiil sentezi
bitkilerden elde edildigi zaman uygun maliyetli ve ¢evre dostu olmaktadir (Li et al
2011).

Cinko oksit nanopartikiillerin ¢inko giibreleri olarak kullanilmasi, kalsiyum
karbonatli topraklarda ¢inko c¢Ozlinmesini ve biyoyararlanimini artirabilmektedir.
Coziinmiis ¢inkonun difiizyonu, ¢inkonun ¢oziinme siirecini takiben giibreyle bitki
koklerine hareketinin ana mekanizmasidir (Gangloff et al. 2006). Cinko oksit
nanopartikiilleri, biiylik ¢inko partikiillerine gore ¢ok daha iyi antimikrobiyal aktivite
gosterir, ¢linkii 100 nm’den daha kiiclik boyutlar ve nanopartikiillerin yliksek
yiizey/hacim orani bakterilerle daha iyi etkilesime izin vermektedir (Xie et al. 2011).
Cinko oksit nanopartikiilleri, hiicrenin antioksidatif kapasitesi asildiginda hiicre
Olimiine yol acabilen ROS olusumunu indiikleme yetenegine sahiptir. Cinko siilfat

nanopartikiilleri bugdayda serbest ROS olusumunu indiikledigi, artan malondialdehit ve
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diisiik seviyelerde azaltilmis glutatyon ve azalmis klorofil igerigi ile sonug¢landigi

gosterilmistir (Panda et ol. 2003; Aarti et al. 2006).

1.3.1.5 Giimiis Nanopartikiilleri (Ag NPs)

Glimiis nanopartikiiller yiiksek bir ylizey alanina ve ylizey atomlarinin bir
kismina sahiptir. Bu da sonu¢ olarak dokme glimiis ile karsilastirildiginda yiiksek
antimikrobiyal 0Ozellige sahip olmasini saglamaktadir (Cho et al. 2005). Giimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelligi, genis bir yelpazedeki insan patojenlerine karsi
kullanilmistir (Morones et al. 2005; Oves et al. 2013). Bununla birlikte, mahsullerin
korunmasi i¢in tam potansiyel halen aragtirllmaktadir. Bu nedenle, glimis
nanopartikiillerin bitki hastaliklarinin yonetimi i¢in antimikrobiyal o6zelliklerden
yararlanma konusunda arastirmacilar tarafindan siirekli artan bir ilgiyi dogurmaktadir

(Mishra et al. 2014).

Gumiis nanopartikiilleri bitkilerin fizyokimyasal Ozelliklerini ve metabolik
yollarin1 degistirse de altta yatan mekanizmalar ve spesifik yollar belirsizligini
korumaktadir. Giimiis nanopartikiillerin  bitki hiicrelerinde genotoksik oldugu
gosterilmistir (Kumari et al. 2009). Ciinkii glimiis nanopartikiillere maruz kalma
kromozomal anomalilerine ve sogandaki hiicre bdliinmesinin bozulmasina neden
olmustur (Kumari et al. 2009). Giimiis nanopartikiilleri bitkilerde DNA hasarini
indiikleyerek kromatin kopriileri, ¢oklu kromozomal kirilmalar ve metafaz

bozulmalarina neden olabilmektedir (Panda et al.2011).

gRT-PCR ile Arabidopsis model bitkisinin gen ekspresyon analizleri giimiis
nanopartikiillerin bitkiler tizerindeki tepkilerinin molekiiler mekanizmalarina yeni bakis
acilar1 saglamistir. Giimiis nanopartikiillerine maruz birakilan Arabidopsis bitkilerinin
transkripsiyonel yaniti, biitiin genom cDNA ekspresyon mikrodizileri kullanilarak
analiz edilmistir (Kaveh et al. 2013).
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1.3.1.6 Kalsiyum Nanopartikiilleri (CaCO3 NPs)

Kalsiyum (Ca) elementi, yapisal ve sinyal gorevleri olan Onemli bir
makrobesindir. Kalsiyum birgok biyotik aktivitede ikincil bir mesajci olarak islev goriir.
Sinyaller kalsiyum iyon kanallarindan iletilir, bitkiler i¢sel ve ¢evresel uyarilart
algilayip bunlara tepki verirler (Jammes et al. 2011). Hiicre igerisindeki kalsiyum

iyonlari, gen ekspresyonu ve hiicre dongiisii kontroliinde 6nemlidir.

Kalsiyum karbonat (CaCOs3) kozmetik, seramik ve katalizor gibi birgok yerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, mikroorganizmalarin kontrolii i¢in inorganik
antimikrobiyal malzeme olarakta uygulanabilmektedir. CaO kimyasal yapilarina
dayanarak, periyodik cetveldeki alkalin toprak grubunda yer almaktadir
(Ngamcharussrivichai et al. 2011; Roy et al. 2011). Diger taraftan, Endonezya’da
yetisen tropik bitkilerin zengin biyolojik ¢esitliligi ile ilgili olarak, CaO biyosentezi igin
ekstraktlarin kullanim1 veya tropikal biyokiitle kullanimi, CaO biyosentezi igin ¢evre
dostu ve daha verimli bir yontem sebebiyle bilimsel bir zorluk doguracaktir (Ramli et
al. 2019).

1.3.1.7 Titanyum Nanopartikiilleri (TiO2)

Titanyum sert, korozyona dayanikli bir metaldir. Bilesigi titanyum dioksit,
pigmentlerin iiretiminde bir fotokatalizor olarak kullanilmaktadir (Sang et al. 2014).
Titanyum dioksit nanopartikiilleri beyaz renklidir ve UV absorbsiyon 6zellikleri kristal
yapisina ve boyutuna baghdir. Titanyum, bitkilerde biiylimeyi ve fotosentez oranini
tesvik ederek daha fazla karbonhidrat {iretimini uyarmaktadir (Owolade et al. 2008;
Chen et al. 2014). Yapilan arastirmalar sonucunda titanyum oksit pestisitlerin
parcalanmasi igin fotokatalitik aktivite gostermistir (Peleaz et al. 2012). Titanyum
dioksitin fotokatalitik 6zelligi toksik ve tehlikeli bilesikler olusturmadigi icin biiyiik
patojen dezenfeksiyon verimliligine sahip olmast sebebiyle bitki koruma
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Bilim insanlari, titanyum dioksit ince filmlerin
fitopatojenik dezenfeksiyon verimliligini boya katkis1 ve diger uygun yontemlerle

gelistirmeyi amaglamislardir (Yao et al. 2009).
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Titanyum dioksit nanopartikiilleri diinyada en c¢ok kullanilan 10 nanopartikiil
cesidinden bir tanesidir. Kozmetik, boya sanayisi, glines pilleri, ingaat alani gibi
yerlerde yilda yaklagik 10.000 ton titanyum dioksit nanopartikiilleri kullanilmaktadir
(Liu et al. 2014).

1.3.2 Nanopartikiiller ile Bitkilerin Etkilesimleri

Nanopartikiillerin toksik etkilerinin ana bitki fizyolojik indeksleri ¢imlenme
yiizdesi, yaprak sayisi, biyokiitle ve kok uzamasidir (Lee et al. 2010). Nanopartikiillerin
yiiksek dozu, tohum ¢imlenmesinde azalma ve bitki uzamasinin baskilanmasi gibi
onemli olumsuz etkilere sebep olabilmekte ve hatta bitki dliimlerine yol acabilmektedir.
Onceden yapilan bir¢ok bitki nanotoksisite calismasi, soya fasulyesi, misir, cavdar, arpa
gibi bitkilerin nanopartikiillere maruz birakilarak inhibisyonu belirlenmistir; tohum
cimlenmesi, siirgiin uzunlugu ve gen ekspresyonu gibi bitki biiyiimesinin ¢esitli yonleri
etkilenmistir (Dimkpa et al. 2012; El-Temsah and Joner 2012; Riahi Madvar et al. 2012;
Yan et al. 2013; Ghosh et al. 2015 ).

Bugday bitkileri bir kum matrisinde yetistirildiginde, bakir oksit nanopartikiiller
biliylimelerini inhibe etmistir ve koklerin yapisini degistirmistir (Dimkpa et al. 2012;
Tang et al. 2016). Shaw ve Hossain (2013) bakir oksit nanopartikiillerinin Arabidopsis
fidelerinin taze agirliklarini ve kdk uzunlugunu, piring tohumlarinin ¢imlenme oranini
ve biyokiitlesini onemli dlclide azalttigin1 gostermistir. Yapilan aragtirmalarda, titanyum
dioksit nanopartikiilleri toplam klorofil miktarin1 ve katalaz aktivitesini arttirdigi ve

yapraklarda askorbat peroksidaz aktivitesini azaltti§1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak nanopartikiil ¢esitleri bitkilerin biiyiime ve gelismesi iizerine hem

arttirict hem de engelleyici etkileri oldugu belirlenmistir (Yang et al. 2017).

1.3.3 Nanopartikiillerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Bitkisel nanoteknoloji alani, nanopartikiil maruziyetine cevap olarak bitkinin
fonksiyonel biyolojisini ¢ok daha 1yi anlasilmasi bakimindan karmasik siirecleri ve

mekanizmalar1 incelemek i¢in yeni bir kesif ¢cagina girmistir. Yapilan deney sonuglari,
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nanopartikiil ile muamele edilmis bitkilerde, nanopartikiilleri tagimak ic¢in simplastik
yolun baskin ve yiiksek diizeyde bir yol oldugunu gostermektedir. Cok sayida tastyici
protein, aquaporinler, endositoz yolu, birbirine bagh iyon kanallar1 ya da gozenekler
nanopartikiillerin bitki icerisine girisini kolaylastirdig1 gosterilmistir. (Shukla and Kole
2016).

Bitki ylizeylerinde mikro ve nano boyutlu yiizeylerce acgiklik vardir ve
nanopartikiiller bitkilerin ylizeylerinde birikerek bu acgikliktan iceriye girmektedirler.
(Sekil 1.2) Genel olarak bitkilerin siirgiin yiizeyleri genis oldugu i¢in daha fazla
nanopartikiillerle etkilesime girmekte ve absorbe etmektedirler. Bunun yani sira
yiizeylerdeki trikom yapilari nanopartikiillerin birikmesini arttirabilmektedir (Dietz and
Herth 2011). Nanopartikiiller genel olarak bitkilerin hiicre duvari, hiicre zar1 ve
sitoplazmada birikmelerine ragmen nadir de olsa plastidler, cekirdek ve kiigiik
vezikiillerde de birikebilmektedirler (Shukla and Kole 2016). Nanopartikiillerin
bitkilerde hiicre igerisine girmesi ic¢in bitki hiicre duvarimi ge¢cmesi gerekmektedir.
Hiicre duvarindaki por agikliklari genellikle 3 ila 5 nm arasinda oldugundan dolay1 5
nm’den daha kii¢iik olan nanopartikiiller porlardan gecebilmektedir (Shukla and Kole
2016).

Kitikula, Epidermis ~========= >
Kabuk ve diger yiizeyler
Stoma S > A
Stirgiin 5
Hidatodlar e L > g
§8 3
Stigma S e e | |5
5 £
3 &
Diger girig yerleri L > | 3
E
Nanopartikil £
8
&
Kokudan! coccieccocmmcoacls S > 2
> 3 ¢
Rizodermis ve kortex 5. E:S ...... > £
c & N
o S0 o)
Yan kd‘sk birlegim L gg —
Kok yerleri S
Yaralanmalar LI N |

Sekil 1.2. Nanopartikiillerin bitkiye giris yolaklari (Dietz and Herth 2011)
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Nanopartikiillerin bitkiye girisini etkileyen birgok faktor bulunmaktadir. Bitkinin
yiizey alani, nanopartikiillerin boyutu ve kimyasal 6zellikleri bunlardan sadece birkag
tanesidir. Meyveler, yapraklar, epiderma hiicrelerinin dis yiizeyi genellikle kiitikula ile
kaphdir. Kiigiik ve lipofilik nanopartikiiller kiitikula tabakasinin sivi kisimlarindan
absorbe edilebilmektedirler (Schreiber 2010). Daha biiyiik olan nanopartikiiller ise

hidatod, stoma ve stigma gibi kiitikula tabakasi olmayan bolgelerden girebilmektedirler.

Bitki ksilemi nanopartikiillerin emilmesi ve taginmasi i¢in floem ve stoma

acikligiyla birlikte en ¢ok tercih edilen dokudur (Shukla and Kole 2016).

1.4 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Elektron mikroskobu goriintii olusturmak icin elektronlart kullanan bir
mikroskop c¢esididir. Elektron mikroskobu yiiksek biiyiitme 6zelligine sahip, goriintii
kalitesi 2-23 angsrtrom arasindadir (Benjamin and Raymond 1978; Bozzola and Russell
1998; Wagner 2000). ilk elektron mikroskobu Knoll ve Ruska tarafindan Almanya’da
gelistirilmistir (Bozzola et al. 1998; Marton 1968; Peven et al. 1985). Elektron
mikroskobunun Taramali (SEM) ve Gegirimli (TEM) olmak tizere iki ¢esidi vardir.

TEM, bitki hiicresi organellerinin yapisi, islevi, protoplastlarin polietilen glikol
kaynakli fiizyonunun incelenmesi gibi temel calismalar i¢in 6nemlidir. SEM’de
elektron 15101, hazirlanmis olan 6rneklerin ylizeyini tarar. Elektronlar, ylizeydeki atomlar
ile etkilesime girer ve bir dedektér yardimiyla 1smin yiizeyle etkilesimi sirasinda
tiretilen sinyali alir. Bundan dolayr SEM, saglam olan hiicre, doku ve organlarin dis
morfolojisini incelemek i¢in Onemlidir. Maksimum olarak biiylitme yaklasik

100.000°dir (Everhart and Hayes 1972).

SEM biyolojik botanik, sitoloji, tip, madde bilimi ve yeryiizii bilimlerinden elde
edilen Orneklerin yiizey yapilarini goriintiiler ve yiizeyde meydana gelen degisiklikleri
degerlendirir (Benjamin and Raymond 1978; Bozzola and Russell 1998; Hayat 1978;
Joel 1999; Wagner 2000). Sonugta ii¢ boyutlu bir goriintii elde edilir. Giin gectikce
gelistirilen 6zelliklerle SEM, 151k mikroskobuna gore 300 kat daha ¢ok odaklama
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derinligi ve 20 ile 100.000 arasinda net gosterebilme oranina sahiptir (Bozzola and

Russell 1998; Hayat 1978; Joel 1999).

Bu ¢alismanin amaci iki farkli yonca genotipi(Erzurum ve Mus) kullanilarak in
vitro sartlarda 50 mM tuz stresi seviyesinde 0.8 ppm CaO, CuO ve ZnO nanopartikiil
uygulamalarinin embriyogenik kallus gelisimleri iizerine etkilerini ve enzim aktivite

degisimlerini ile ilgili parametreleri belirlemektir.
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Nanfei Xu et al. (1992), Yonca somatik embriyolarinin gelisimi sirasinda
meydana gelen morfolojik degisiklikleri arastirmak i¢in taramali elektron mikroskobu
kullanilmistir. Embriyolar kallustan baslatilmis, siispansiyon Kkiiltiirline aktarilmis ve
kat1 agar ortaminda olgunlastirillmistir. Bu gelisimsel model, ovuloda gelisen zigotik
embriyolarla karsilastirilmistir. Somatik embriyolar, slispansiyon kiiltiiriine yerlestirilen
kallus doku pargalar1 i¢inde farkli 6n embriyolar olarak baslamistir. Kat1 agar ortaminda
kiiresel ve kalp sekli haline gelmis ve daha sonra kotiledon uzamis ve olgunlagmustir.
Somatik embriyolar, gelisimin erken asamalarinda nispeten daha yavas ve sonraki
asamalarda zigotik embriyolara gére daha hizli gelismistir. Iyi tanimlanmis bir askidan
yoksundurlar ve ¢ok kaba, kotii diferansiye epidermise sahiptirler, bu epidermisin ilk
tabakast embriyo Oncesi olusumdan sonra kaybolurlar. Somatik embriyolarin
kotiledonlar1 ¢ok sayidadir ve yeterince gelismemistir; gelismekte olan embriyonun
yiizey piuriizliliigiiniin miktar1 ile polikotiledonunun olusma derecesi arasinda bir
korelasyon oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalarinda, daha o6nce bu tiir igin
kullanilmayan bir yaklasim olan taramali elektron mikroskobu kullanarak zigotik ve
somatik embriyolarin gelisimini karsilastirmiglardir. Bu iki embriyo tipinin gelisim
modelinde, 6zellikle somatik embriyodaki zayif sekillendirilmis siispansiyon ve ¢oklu

kotiledon olusturma egilimi agisindan carpici farkliliklar ortaya ¢ikarmislardir.

Etienne et al. (1997), Kauguk agact kalluslarinin kalsiyum igerigi hakkinda
yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum igerigini 3 mM‘den 9 mM’ye c¢ikararak embriyogenez
yoluyla rejenerasyon potansiyelini arastirmislardir. Ilave kalsiyum igeren ortamda
kiiltiirlenen kalluslarin rejenerasyon kapasitesinde artis gézlemlenmistir. Iki ay boyunca
embriyogenez indiiksiyon ortaminda yiiksek CaClz konsantrasyonunda (9 mM CacCl,)
tutulan kalluslarda somatik embriyo gelisimi goriintiilenmistir. Bu sartlarda, ortama
benzilaminopurin (BAP) ve 3,4-diklorofenoksiasetik asit (3,4-D) eklenmesi, firetilen
embriyo sayisit ve ¢imlenme kapasitesinde artisa neden olmustur. Bu kiiltiir kosullari
optimum bir embriyogenez indiiksiyon siiresi belirlemek i¢in kullanilmistir. Sonug
olarak, slire uzunlugu hem embriyogenezin yogunlugu hem de somatik embriyo

kalitesini etkilemistir.
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Sheykh et al. (2009), su stresi kosullarinda ¢inko yaprak uygulamasinin verim ve
bilesenleri tek capraz 704 lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla 2007-2008 yillar
arasinda Tahran'in Giineydogusu’ndaki Varamin Tarimsal Arastirma Merkezi'nde deney
yapilmistir. Saha deneyi, {i¢ tekerriirlii tesadiif bloklarina dayali olarak boliinmiis parsel
tasariminda gerceklestirilmistir. Ana parseller, ii¢c sulama seviyesinde su stresi, ¢inko
stilfat, ¢inko selat, su ile yapraktan uygulama ve yapraksiz uygulama yaklasik %50 tarla
kapasitesi (stressiz), %60 tarla kapasitesine dayali sulama stresi ve %70 tarla
kapasitesine dayali sulama stresi ve alt parseller, dort seviyede yapraktan uygulama
islemidir. Sonuglar, maksimum miktarlar1 %50 tarla kapasitesine ilgili sulamada, tohum
verimi, 1000 tane agirligi, sap ¢api, tohum proteininin yiizdesi, kulak ¢apinin, kulak
sayist yaprak, tohum agirhigi orani olarak ozelliklere (gerilme olmadan), ve minimum
miktarlart %70 tarla kapasitesi esas alinarak kulak agirlig1 sulama stresi i¢inde oldugunu
gostermistir. Yapraktan uygulamada maksimum miktarlar 1000 tane agirligi, sira basina
tohumlar, kulakta toplam tohum sayisi, tohum proteini yiizdesi, tohum yagi yiizdesi,
yapraktan uygulama ¢inko siilfat ve maksimum miktarlarda yapraktan uygulama selati
ozellikleri tohum verimi, sap ¢api, tohum nem yiizdesi i¢indir. Bu nedenle etkilesim,
yapraktan uygulama ¢inko siilfat ve yaklasik %50 tarla kapasitesi (stressiz) sulama
digerlerine gore daha iyidir. Bu testte yaprak uygulamasinin ortalama karsilastirma
etkisi, yapraktan uygulama ZnSOs ve ¢inko selatin sirasiyla daha iyi oldugunu

gostermistir.

Tavallali et al. (2009), Zn'nin NaCl stresini azalttigi mekanizma (lar) Pistacia
vera L. "Badami" de arastirmislardir. Antep fistig1 fidanlar1 0, 800, 1600, 2400 ve 3200
mg NaCl kg? toprakla birlikte Zn (0, 5, 10 ve 20 mg kg toprak) ile muamele
etmislerdir. NaCl stresi, yiiksek oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, elektrolit sizintisi
ve lipoksijenaz (LOX, E.C. 1.13.11.12) aktivitesini yiiksek seviyelere ¢ikarmistir. Zn
takviyesi, tuz stresinin tiim bu olumsuz etkilerini etkili bir sekilde azaltmistir. Bununla
birlikte, sadece Zn ile muamele edilen bitkilerde yukaridaki parametreler arasinda
onemli bir fark olmadigini gozlemlemislerdir. NaCl stresi, antioksidan enzimlerin
aktivitesini 6nemli Ol¢lide arttirmistir. Antioksidan enzimlerin (sliperoksit dismutaz
[SOD, E.C. 1.15.1.1], katalaz [CAT, E.C. 1.11.1.6] ve askorbat peroksidaz [APX, E.C.
1.11.1.11]) aktivitesi, NaCl + Zn ile muamele edilmis bitkilerde, tek basina NaCl veya

Zn ile muamele edilenler ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide artmistir.
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Bu sonuglar, Zn'nin tuz stresine yanit olarak iiretilen reaktif oksijen tiirlerini temizleyen
antioksidan enzim aktivitesi tlizerindeki olumlu etkilerini desteklemektedir. Cinko
muamelesi, tek basina tuz muamelesi ile karsilastirildiginda, fenoliklerin miktarinda ve
askorbik asit iceriginde énemli bir artisa neden olmustur. Tek basina ¢inko muamelesi,
stres uygulanmayan bitkilerde c¢ok yiiksek antioksidan enzim aktivitesi ile

sonug¢lanmadigi bildirilmistir.

Weisany et al. (2012), Soya fasulyesinin (Glycine max L, var. Williams) bazi
morfolojik ve fizyolojik parametreleri iizerindeki ¢inko uygulamasi ve tuzluluk stresinin
(0, 33, 66 ve 99 mM NaCl) etkilerini arastirmak igin bir deney yapilmistir. Sonuglar,
¢inko uygulamasmin siirgiin uzunlugunu, koklerin taze ve kuru agirhigmi ve tim
tuzluluk muamelelerinde taze ve kuru agirlign arttirdigini gostermistir. En yliksek
tuzluluk altindaki lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit konsantrasyonu, diger
muameleler altinda olanlardan 6nemli Olgiide daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte, tuzluluk muameleleri altinda lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit
konsantrasyonu, ¢inko uygulamasinin sonucunda 6nemli 6l¢iide azalmistir. Cinko, tuz
stresi altinda biyomembranlar tizerindeki hasar1 hafifletmek i¢in bir ROS temizleyicisi
olarak davrandigimi disiindiirmiistiir. Yeterli ¢inko ayrica kok hiicrelerinin  zar

biitiinligiinii arttirarak siirgiindeki Na alimin1 ve birikmesini dnledigini bildirmislerdir.

Alharby et al. (2016), Bes domates ¢esidinin dokularinda ZnO nanopartikiilii ve
yiiksek tuz konsantrasyonu varliginda bazi kallus biiylime 6zellikleri, mineral element
igerigi, bitki rejenerasyonu hiz1 siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPX) aktivitesindeki degisiklikler arastirilmistir. Tuzluluga artan maruziyet yliksek
sodyum igerigi, SOD ve GPX ile alakali oldugu goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyonda
Zn0O nanopatikiillerinin tuzun etkisini azalttig1 gériilmiistiir. Bu sonuglar 1s1¢inda ZnO
nanopartikiillerinin ekin iiretiminde potansiyel bir anti-stres maddesi olabilecegi i¢in

daha ¢ok arastirma gerektigi diistiniilmiistiir.

Ajen et al. (2017), Bakir oksit nanopartikiillerini, bakir asetat monohidrat 6ncii
kullanilarak 1slak ¢okeltme yontemiyle sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin
boyutlar1 i¢in X-15mm1  kirinimi, pargacik boyutu analizi, transmisyon elektron

mikroskobu, taramali elektron mikroskobu analizleri ile belirlenmistir. Sentezlenmis
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olan nanopartikiiller mag fasulyesinin ¢imlenme siiresi ve fide biiylimesi iizerine etkisini
arastirmiglardir. Sonugcta, diisiikk nanopartikiil konsantrasyonunda ¢imlenme ve fide
bliylimesinde etkili bir degisim goriilmemistir. Farkli  CuO nanopartikiil
konsantrasyonlarinda protein ve seker miktar1 igerigini belirlemek i¢in biyokimyasal
parametreler kullanilmigtir.  Seker ve protein miktar1  diisiik nanopartikiil
konsantrasyonlarinda daha yiiksek, yiiksek nanopartikiil konsantrasyonlaridan daha

diisiik deger kaydedilmistir.

Ali et al. (2018), Cilek eksplantlari, tuzluluga yanit olarak salisilik asit (SA) ve
demir nanopartikiillerinin (INs) in vitro kosullar altinda da degisiklikleri gézlemlemek
i¢in kiiltiire almislardir. Ug farkl1 tuz konsantrasyonu (0, 50 ve 100 mM NaCl), ii¢ farkls
demir nanopartikiil konsantrasyonu (0,0, 0,08 ve 0,8 ppm) ve {i¢ SA konsantrasyonu
(0,0, 0,01, 0,05 mM) uygulamiglardir. Tuzluluk bitylime parametreleri, pigment igerigi,
bagil su igerigi (RWC) ve membran stabilite indeksi (MSI) iizerinde olumsuz etkiler
gostermistir ve olgun bitkilerdeki iyonik degisimi bozmustur. En yiiksek INs
konsantrasyonu (0,8 ppm), tim Olgiilen parametreler ig¢in en yiiksek pozitif etkiyi
gostermistir. Tuzluluk kosullar1 altinda yiiksek (0,05 mM) ve orta (0,01 mM) SA
seviyeleri arasinda istatistiksel fark saptanamamasina ragmen, stres dis1 kosullar altinda

fark biiytimeyle iligkili parametreler i¢in anlamli oldugunu rapor edilmistir.

Sridhar et al. (2018), Islak kimyasal yontem kullanilarak ZnO nanopartikiil
sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenmis olan ZnO nano pargaciklarinin 6zellikleri,
SEM, X-Ism1 Kirinimi ve parcacik boyutu dagilimi ile morfolojik, yapisal agidan
bakilmistir. Sentezi gergeklestirilen ZnO nanopartikiilleri, fenol bilesiginin sentetik ve

endiistriyel atik suyundan uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir.

Muliadi et al. (2019), Kirmiz1 ejderha meyvesi kabuklari ekstrakti kullanarak
CaO biyosentezi ve sulu kosullarda biyosentezlenmis CaO’nun Candida albicans
iizerindeki katalitik aktivitesi arastirilmustir. Ilk olarak, kalsiyum metalinin dnciisii olan
CaCl2.2H,0O ile tepkimeye giren ejderha meyve kabuklarinin ekstraktlarinin
kosullandirilmasiyla biyosentez gerceklestirilmistir. SEM kullanilarak yapilan analiz
sonucunda biyosentezi gerceklestirilen drnegin CaO oldugu kanitlanmistir. Biyosentezi

gerceklesen CaO’nun antimikrobiyal aktivitesi i¢in tiirbidimetri yontemi kullanilarak
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cesitli konsantrasyonlarda C. albicans’a karsi antifungal aktivite gézlemlenmistir.
Sonu¢ olarak, kirmizi ejderha meyve kabuklarinin sulu ekstraklarinin  CaO
biyosentezinde basarili bir sekilde kullanildig1 ve biyosentezi ger¢eklesmis CaO’nun C.

albicans’a karsi antifungal aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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3.1 Yararlanilan Cihazlar

Cizelge 3.1 Tez ¢alismasinda yararlanilan cihazlar ve modelleri.

Cihaz Ad1 Model

Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Iklimlendirme Kabini Wisd Thermostable GC-450
Lazer Taramali Konfokal Mikroskop Nikon Eclips TE2000
Manyetik Karistirict Daihan, shr

Mikrotom Cihazi Leica RM 2125 RT

Otoklav JSR, JSAC-60

pH Metre OHAUS ST3100F
Spektrofotometre Thermo Scientific™ Multiskan GO
Steril Kabin ESCO Nordicsafe™
Taramali Elektron Mikroskobu Quante FEG 250

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W

3.2 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin nerelerde kullanildigi ve hazirlanis bigimleri

asagida belirtilmistir.

1. Tez galismasinda kullanilan CaO (20-160 nm), CuO (25-80 nm) ve ZnO (5-20
nm) nanopartikiilleri Atatiirk Universitesi Temel Bilimler Meslek Yiiksekokulu
Gida Teknolojisi Programi  Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hayrunnisa
NADAROGLU’ndan yesil sentez ile iiretilmis ve temin edilmistir.

2. %1 Rodamin (Lazer Taramali Mikroskopta goriintii almak i¢in gerekli boya):
100 mL saf su igerisine 1 gram rodamin eklenmis ve rodamin tam c¢oziilene
kadar ¢alkalanmustir.

3. %1I'lik TCA (Trikloroasetik asit) (Malondialdehit aktivitesi homojenat
cozeltisi): 100 mL saf su igerisine 0,1 gram TCA eklenmistir ve TCA tam olarak

coziilene kadar manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmastir.
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4. %0,5 TBA (Tioborbiitirik asit) (Malondialdehit aktivitesi i¢in reaksiyon
¢ozeltisi): 100 mL saf su igerisine 20 gram TCA ¢oziilmiistiir ve igerisine 0,5
gram TBA eklenerek manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir.

5. 0,1 M NaH2POs (pH: 5,5) (Peroksidaz aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3 gram NaH;POj tartilarak 200 mL saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5,5’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250mL’ye tamamlanmistir.

6. Peroksidaz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan substrat cozeltisi: 30 pL guaikol
ve 21 uL H202, 50 mL 0,1 M fosfat tamponu (NaH2PO.) pH: 5,5 icinde
coziilerek hazirlanmistir.

7. Fiksatatif tampon (SEM’de goriintii almak igin gerekli ¢ozelti): 1 mL %3’lik
gluteraldehit ve pH: 6,8 olan 49 mL fosfat tamponu (NaH2POa.) birlikte

¢Oziilerek hazirlanmistir.

3.3 Bitki Materyali ve Kallus Olusumu

Calismamizda CaO, CuO, ZnO NP’lerine yanit olarak iki yonca genotipi
(Erzurum ve Mug) materyal olarak kullanilmigtir. Tohumlar, 20 dakika boyunca %1
NaOCI ile dezenfekte edilmistir, birkag kez steril damitilmis su ile yikanmustir.
Tohumlar, MS ortami1 (Murashige and Skoog 1962) igeren petri kaplarinda 15 giin
boyunca 25 + 1 °C’de ve 16 saat 151k / 8 saat karanlik foto-periyodunda 1500 lux
aydinlatma yogunlugunda yetistirilmis ve yaprak olusumu gerceklestirilmistir. Olusan
yapraklar, forseps kullanilarak aseptik olarak 0,125 kinetin 1 mg/mL 2,4 D ve 1 mg/mL
kinetin / 2,4 D iceren MS ortamina (Murashige and Skoog 1962) yerlestirilmistir. 0,8
ppm CaO, ZnO ve CuO besiyerlerine otoklav sonrast eklenmistir. Vitamin ve
hormonlarin sterilizasyonunda 0,22 um gozenekli seliiloz nitrat filtreler kullanilmistir.

Yaprak eksplantlar1 tam karanlikta 25 + 1 °C sicaklikta bir ay siireyle inkiibe edilmistir.

3.4 Olusan Kalluslara Nanopartikiil ve Tuz Stresi Uygulanmasi

Olusan kalluslara 2 hafta siireyle ii¢ ¢esit nanopartikiil ve tuz uygulanmistir. Bir
ve iki haftalik siirelerde kalluslar 50 mM NaCl ve 0,8 ppm CaO, ZnO, CuO igeren MS
ortaminda  bekletilmistir.  Kallus olusumu  nanopartikiilli MS  ortaminda

gerceklestirilmistir. Iyi durumda olan kalluslar daha sonra hem NaCl hem de
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nanopartikiil iceren 0,125 kinetin 1 mg/mL 2,4 D ve 1 kinetin 1 mg/mL 2,4 D ortaminda
yaklasik 15 giin bekletilmistir. Toplam kiiltiir siiresi tohumdan yaprak olusumu 15 giin
yapraktan kallus olusumu 30 giin ve kalluslarin tuz stresine maruz birakilmasi 15 giini

icermektedir.

3.5 Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit aktivitesi Ol¢limii icin Oncelikle sivi nitrojen kullanilarak
ornekler ezilmistir. Heath ve Packer’in (1968) 133 yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. 0,4 gram homojen hale getirilmis kalluslar %20 TCA igeren %0,5
TBA soliisyonuyla muamele edilmistir. Ornekler yaklasik 30 dakika 98°C’de
kaynatilmistir ve ardindan hizla bir buz banyosuna alimmistir. Numune igerigi 3000 x

g’de 10 dakika siireyle santriflij edilmistir ve siipernatantin 532 ve 600 nm’de ol¢limii

alimmustir (Heath and Packer 1968; Jaleel et al. 2007; Erdal 2012).

3.6 Hidrojen Peroksit (H202) Miktarimin Belirlenmesi

H20O, (Hidrojen peroksit) igerigi Sergiev et al. (1997) yontemi kullanilarak
Olciilmiistiir. 0,4 gram kallus materyali, 4 mL TCA icinde homojenize edilmistir ve
4°C’de 15 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. 2 mL 6ziit, test tiiplerinde 0,8 mL
KH2P04 ve 1,6 mL KI ile karistirilmistir. Kallus numunesi iiriiniiniin absorbansi, H,O>
soliisyonlar1 ile standart bir egri kullanilarak 390 nm’de Ol¢iilmiistiir (Velikova et al.

2000).

3.7 Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

POD aktivitesi, Chance ve Maehly (1955) tarafindan olusturulan yontemi
izleyerek, 13 mM guaiakol, 5mM H>O; ve 50mM fosfat tamponu i¢eren 3 mL tahlil
soliisyonuna 100 pL kallus ekstrakti eklenerek olciilmiistiir (pH: 6,5). POD aktivitesi,
470 nm’de absorbans olgiilerek belirlenmistir. Toplam ¢6ziinebilir protein igerikleri
BCA (Bisinkoninik asit) protokolii ile belirlenmistir (Yee et al. 2003; Erdal 2012).
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3.8 Mikroton ile Kesit Alma

Kalluslar %10 formaldehit i¢inde 3 giin tutulduktan sonra kasetlere alinmistir ve
gece boyunca yikanmaya birakilmistir. Daha sonra sirasiyla bir saat arayla %70, %80 ve
%096 etil alkol igerisinde tutulmustur. Absol-I, Absol-11, Xylol-1 ve Xylol-II sirasiyla 1
saat siireyle tutulmustur. Seri olarak soliisyonlara maruz birakilan kalluslar parafilm

icine gdmiilmiistiir ve 6 um’lik bir kesit alinmistir (Rolls et al. 2012).

3.9 Konfokal Lazer Taramah Mikroskop ile Goriintii Alinmasi (CLSM)

Mikroton ile kesitlere ayrilan kalluslar, %1 rodamin i¢inde yaklasik 30 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonra 3 defa distile sudan gecirilmistir. Floresans goriintiileri,
Nikon Eclipse TE2000 Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu C1 ile elde edilmistir.
Numuneler, bir argon lazerin 488 nm hatt1 ile uyarilmistir ve 520 ve 610 nm’de boya
emisyonu toplanmistir. DCF floresansi, kallusun tek bir optik bdliimiinde

gorsellestirilmistir. Tiim goriintiiler ayn1 derinlikte elde edilmistir (Minta et al. 1989).

3.10 Taramah Elektron Mikroskobu ile Goriintii Alinmasi (SEM)

Kalluslar 0,025 M tamponda oda sicakliginda 1 saat, 0,025 M tampon ve
gluteraldehit iceren fiksatatif tamponunda 2 saat bekletilmistir. 0,025 M tampon
tizerinde buz lizerinde 1-12 saat aras1 bekletilmistir daha sonra steril saf su ile yikanip
30 dakika bekletilmistir. Sirasiyla verilen %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80,
%90 ve %100 alkol konsantrasyonlarinda oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir.
Quante FEG 250 ile goriintii alinmig olup EDAX ile hesaplama yapilmistir (LC Fowke -
1995).

3.11 istatistiksel Analiz

Deney, her bir petri kabinda 25 eksplant olacak sekilde rastgele olarak 3 tekrarlh
yapilmistir. Her bir petri kab1 bir deney birimi olarak kabul edilmistir. Varyans analizi
ve Univariate testi, anlamli farkliliklar1 belirlemek icin kullanilmistir. Istatistiksel

analiz, SPSS 20.0 (IBM Crop., Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada Mug ve Erzurum genotiplerinin kallus olusum oOncesi ve
kallus olusum sonrasi 0,8 ppm CaO, 0,8 ppm CuO ve 0,8 ppm ZnO nanopartikiillerinin
50 mM tuz stresine kars1 iyilestirici 6zelligi arastirilmis olup bu iyilestirme sonuglar
bazi enzim aktiviteleri, protein igeriklerine bakilarak, CLSM, SEM goriintiileri alinarak

her bir analiz sonucu ¢izelge, tablo ve grafiklerle gdosterilmistir.
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Hafta/Genotip
Sekil 4.1 MDA analiz sonuglari. (a: Birinci hafta Mus, b: Birinci hafta Erzurum, c:Ikinci

hafta Mus, d: Ikinci hafta Erzurum (p < 0.005))

Sekil 4.1°de Birinci hafta Mus (0,1020 g* FW) ve birinci hafta Erzurum (0,0051
gl FW) diger haftalar arasinda farklihklar gozlemlenmistir. Ikinci hafta Erzurum
(0,0153 g FW) ve ikinci hafta Mus (0,0195 g FW) arasinda herhangi bir farklilik

gozlemlenmemistir.
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Cizelge 4.1 12 farkli nanopartikiil ve tuz stresi muamelesinin MDA oranindaki

degisikligi
Muamele MDA Oram
(ppm and mM) (%)

0.8 ppm ZnO (+) 0,0210+0,005°
0.8 ppm CuO (+) 0,0411+0,005"
0.8 ppm CaO (+) 0,0194+0,005°
0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (+) 0,0329-+0,005°¢de
0.8 ppm CuO 50 mM NacCl (+) 0,0466+0,005"
0.8 ppm CaO 50 mM NaCl (+) 0,0831+0,0052
Kontrol 0,0410+0,005"
50 mM NaCl 0,0250+0,005%
0.8 ppm ZnO (-) 0,0236+0,005%
0.8 ppm CuO (-) 0,0323+0,005°cde
0.8 ppm CaO (-) 0,0445+0,005°
0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (-) 0,0312+0,005°cde
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (-) 0,0384-£0,005°*
0.8 ppm CaO 50 mM NacCl (-) 0,0168+0,005¢

(+): Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi
(-): Kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamasi

(p < 0.005).

Cizelge 4.1’e gore MDA oram 0,0168 g FW ile 0,0831 g! FW arasinda
degisiklik gostermistir. Hiicreye en az hasar veren muamele kallus olusum sonrasi
nanopartikiil uygulanan 0.8 ppm CaO 50 mM NaCl konsantrasyonundaki MDA orani
0,0168 g FW’dir. Hiicreye en ¢ok hasar veren ise kallus olusum oncesi nanopartikiil
uygulanan 0.8 ppm CaO 50 mM NaCl konsantrasyonundaki MDA oran1 0,0831 g™
FW’dir. Kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler
karsilastirildiginda en iyi sonucu veren Ca NP (0,0194 g* FW) iken kallus olusum
sonras1 nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler karsilastirildiginda en iyi
sonug Zn oksit NPs (0,0236 g™ FW) “dir.
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Hafta/Genotip
Sekil 4.2 H20; analiz sonuglari. (a: Birinci hafta Mus, b: Birinci hafta Erzurum, c: Ikinci

hafta Mus, d: ikinci hafta Erzurum (p < 0.005))

Sekil 4.2 H,0> analizine gore Birinci hafta Mus (0,1447 g FW) diger haftalar
arasinda farklhiliklar gdzlemlenmistir. Birinci hafta Erzurum (0,0159 g* FW), ikinci
hafta Mugs (0,0096 g* FW) ve ikinci hafta Erzurum (0,0047 g FW ) arasinda herhangi

bir farklilik gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2. 12 farkli nanopartikiill ve tuz stresi muamelesinin H202 oranindaki

degisikligi
Muamele H202 Oram
(ppm and mM) (%)

0.8 ppm ZnO (+) 0,0386+0,014
0.8 ppm CuO (+) 0,0979+0,0142
0.8 ppm CaO (+) 0,0319+0,014"
0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (+) 0,0481+0,014"
0.8 ppm CuO 50 mM NacCl (+) 0,0377+0,014"
0.8 ppm Ca0 50 mM NaCl (+) 0,0645+0,014%
Kontrol 0,0545+0,014"
50 mM NaCl 0,0388+0,014"
0.8 ppm ZnO (-) 0,0293+0,014
0.8 ppm CuO (-) 0,0134+0,014°
0.8 ppm CaO (-) 0,0389+0,014"
0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (-) 0,0289+0,014"
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (-) 0,0450+0,014"
0.8 ppm CaO 50 mM NacCl (-) 0,0445+0,014"

(+): Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi
(-): Kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamasi

(p < 0.005)

Cizelge 4.2’ye gore H,02 orami 0,0134 g FW ile 0,0979 g! FW arasinda
degisiklik gostermistir. Hiicreye en az hasar veren muamele kallus olusum sonrasi
nanopartikiil uygulamasi yapilan 0.8 ppm CuO konsantrasyonu HzO, oran1 0,0134 g’
FW’dir. Hiicreye en fazla hasar veren muamele kallus olusum Oncesi nanopartikiil
uygulamasi yapilan 0.8 ppm CuO konsantrasyonundaki H202 oran1 0,0979 g FW dir.
Kallus olusum oOncesi nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler
karsilastirildiginda en iyi sonucu veren Ca NPs (0,0319 g* FW) iken kallus olusum
sonras1 nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler karsilastirildiginda en iyi
sonucu veren Cu oksit NPs (0,0134 g FW) “dir.
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Hafta/Genotip

Sekil 4.3 POD analiz sonuglari. (a: Birinci hafta Mus, b: Birinci hafta Erzurum, c: Ikinci
hafta Mus, d: Ikinci hafta Erzurum (p < 0.005))

Sekil 4.3°de POD analizine gore Birinci hafta Mus (0,4983 g* FW) ve ikinci
hafta Erzurum (1,7257 g FW) diger haftalar arasinda farkliliklar gdzlemlenmistir.
Birinci hafta Erzurum (1,2382 g* FW) ve ikinci hafta Mus (1,0699 g FW) arasinda

herhangi bir farklilik gbzlemlenmemistir.
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Cizelge 4.3 12 farkli nanopartikiill ve tuz stresi muamelesinin POD oranindaki

degisikligi
Muamele POD Oram
(ppm and mM) (%)

0.8 ppm ZnO (+)

0.8 ppm CuO (+)

0.8 ppm CaO (+)

0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (+)
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (+)
0.8 ppm CaO 50 mM NaCl (+)
Kontrol

50 mM NaCl

0.8 ppm ZnO (-)

0.8 ppm CuO (-)

0.8 ppm CaO (-)

0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (-)
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (-)
0.8 ppm CaO 50 mM NaCl (-)

1,4727+0,186%
1,2792+0,186%
0,9267+0,186"
1,1658+0,186%
1,5335+0,186%
1,2862+0,186%
0,9985+0,186"
1,6668+0,186°
0,9699+0,186"
0,1035+0,186°
1,0015+0,186°
0,9742+0,186°
1,0663+0,186%
1,4176+0,186%

(+): Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi
(-): Kallus olusum sonrast nanopartikiil uygulamasi

(p < 0.005)

Cizelge 4.3’¢ gore POD oram 0,9267 g* FW ile 1,6668 g* FW arasinda
degisiklik gostermistir. Hiicreye en az hasar veren muamele kallus olusum Oncesi
nanopartikiil uygulamasi yapilan 0.8 ppm CaO konsantrasyonundaki POD orani1 0,9267
g! FW’dir. Hiicreye en ¢ok hasar veren ise 50 mM NaCl konsantrasyonundaki POD
orani 1,6668 g FW’dir. Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca
oksit NP’ler karsilastirildiginda en iyi sonucu veren Ca NPs (0,9267 g FW) iken kallus
olusum sonrasi nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler karsilastirildiginda en
iyi sonu¢ Cu oksit NPs (0,1035 g FW) ‘dir.
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Sekil 4.4 Protein miktar1 analiz sonuglari. (a: Birinci hafta Mus, b: Birinci hafta

Hafta/Genotip

Erzurum, c: ikinci hafta Mus, d: Ikinci hafta Erzurum (p < 0.005))

Sekil 4.4’te Protein miktar1 analizine gdre Birinci hafta Mus (2,2251 g FW) ve
arasinda farkliliklar

ikinci

hafta Erzurum (2,2161 g*
gdzlemlenmistir. Birinci hafta Erzurum (1,4497 g FW) ve ikinci hafta Mus (1,6237 g*

FW) diger haftalar

FW) arasinda herhangi bir farklilik gozlemlenmemistir.
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Cizelge 4.4 12 farkli nanopartikiil ve tuz stresi muamelesinin Protein oranindaki

degisikligi

Muamele Protein Orani
(ppm and mM) (%)

0.8 ppm ZnO (+) 2,0439+0,260?

0.8 ppm CuO (+)

0.8 ppm CaO (+)

0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (+)
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (+)
0.8 ppm CaO 50 mM NaCl (+)
Kontrol

50 mM NaCl

0.8 ppm ZnO (-)

0.8 ppm CuO (-)

0.8 ppm CaO (-)

0.8 ppm ZnO 50 mM NaCl (-)
0.8 ppm CuO 50 mM NaCl (-)
0.8 ppm CaO 50 mM NaCl (-)

1,5331+0,260?
1,7457+0,2602
2,0548+0,260?
2,4061+0,260?
2,4005+0,260?
1,1589+0,2602
1,7398+0,260?
1,9880+0,2602
0,6741+0,260°
1,6147+0,2602
1,6574+0,260?
2,3167+0,2602
1,9674+0,260?

(+): Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi
(-): Kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamasi

(p <0.005)

Cizelge 4.4’¢ gore protein oran1 0,6741 g FW ile 2,3167 g! FW arasinda
degisiklik gostermistir. Hiicreye en az miktarda protein bulunan muamele kallus olusum
sonras1 nanopartikiil uygulanan 0.8 ppm CuO konsantrasyonundaki protein orani 0,674 1
g! FW’dir. Hiicreye en fazla miktarda protein bulunan ise kallus olusum &ncesi
nanopartikiil uygulamas: yapilan 0.8 ppm CuO 50 mM NaCl konsantrasyonundaki
protein oran1 2,4061 g FW’dir. Kallus olusum &ncesi nanopartikiil uygulanan Zn, Cu
ve Ca oksit NP’ler karsilastirildiginda en iyi sonucu veren Zn NP (2,0439 g FW) iken
kallus olusum sonrast nanopartikiil uygulanan Zn, Cu ve Ca oksit NP’ler
karsilastirildiginda en iyi sonug Zn oksit NPs (1,9880 g™* FW)‘dir.
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Sekil 4.5a Birinci hafta Mus genotipinin CLSM ve SEM goériintiileri A: Kontrol CLSM goriintisii, B:
Kontrol SEM goriintiisii, C: 0.8ppm CaO CLSM goriintiisii, D: 0,8 ppm CaO SEM gériintiisi, E: 0,8 ppm
ZnO CLSM goriintiisii, F: 0,8 ppm ZnO SEM goriintiisii, G: 0,8 ppm CuO CLSM goriintiisii, H: 0,8 ppm
CuO SEM goriintiisii
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Sekil 4.5b Birinci hafta Mus genotipinin CLSM ve SEM gériintiileri I: 50 mM NaCl CLSM gériintiisi, J:
50 mM NaCl SEM goriintiisii, K: 50 mM NaCl 0,8 ppm CaO CLSM goriintiisii, L: 50 mM NaCl 0,8 ppm
CaO SEM goriintiisii, M: 50 mM NaCl 0,8ppm ZnO CLSM goériintiisii, N: 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO
SEM goriintiisii, O: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO CLSM goriintiisi, P: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO SEM

goriintiisli
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Sekil 4.6a ikinci hafta Mug genotipinin CLSM ve SEM goriintiileri A: Kontrol CLSM gbriintiisii, B:
Kontrol SEM goriintiisii, C: 0.8 ppm CaO CLSM goriintiisti, D: 0,8 ppm CaO SEM goriintiisii, E: 0,8
ppm ZnO CLSM goriintiisii, F: 0,8 ppm ZnO SEM goériintiisii, G: 0,8 ppm CuO CLSM goériintisii, H: 0,8
ppm CuO SEM goriintiisii
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Sekil 4.6b Tkinci hafta Mus genotipinin CLSM ve SEM gériintiileri I: 50 mM NaCl CLSM gériintiisii, J:
50 mM NaCl SEM goriintiisii, K: 50 mM NacCl 0,8 ppm CaO CLSM goriintiisii, L: 50 mM NaCl 0,8 ppm
CaO SEM goriintiisii, M: 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO CLSM gdoriintiisii, N: 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO
SEM goriintiisii, O: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO CLSM goriintiisii, P: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO SEM

goruntiisi
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Sekil 4.7a Birinci hafta Erzurum genotipinin CLSM ve SEM goriintiileri A: Kontrol CLSM gériintiisii, B:
Kontrol SEM goriintiisii, C: 0.8 ppm CaO CLSM goriintiisii, D: 0,8 ppm CaO SEM goriintiisii, E: 0,8
ppm ZnO CLSM goriintiisii, F: 0,8 ppm ZnO SEM gorintiisi, G: 0,8 ppm CuO CLSM gériintiisi, H: 0,8
ppm CuO SEM goriintiisii
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Sekil 4.7b Birinci hafta Erzurum genotipinin CLSM ve SEM goriintiileri 1: 50 mM NaCl CLSM
goriintiisii, J: 50 mM NaCl SEM goriintiisti, K: 50 mM NaCl 0,8 ppm CaO CLSM goriintiist, L: 50 mM
NaCl 0,8 ppm CaO SEM goriintiisii, M: 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO CLSM goriintiisii, N: 50 mM NacCl
0,8 ppm ZnO SEM goriintiisii, O: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO CLSM goériintiisii, P: 50 mM NaCl 0,8 ppm
CuO SEM goriintiisii
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Sekil 4.8a ikinci hafta Erzurum genotipinin CLSM ve SEM gériintiileri A: Kontrol CLSM gbriintiisii, B:
Kontrol SEM goriintiisii, C: 0.8 ppm CaO CLSM goriintiisii, D: 0,8 ppm CaO SEM goériintiisii, E: 0,8
ppm ZnO CLSM goriintiisii, F: 0,8 ppm ZnO SEM goriintiisii, G: 0,8 ppm CuO CLSM goériintisii, H: 0,8
ppm CuO SEM goriintiisii
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Sekil 4.8b ikinci hafta Erzurum genotipinin CLSM ve SEM gériintiileri 1: 50 mM NaCl CLSM
goriintiisii, J: 50 mM NaCl SEM gorintiisti, K: 50 mM NaCl 0,8 ppm CaO CLSM goriintiist, L: 50 mM
NacCl 0,8 ppm CaO SEM goriintiisii, M: 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO CLSM goriintiisii, N: 50 mM NaCl
0,8 ppm ZnO SEM goriintiisti, O: 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO CLSM goriintiisii, P: 50 mM NacCl 0,8 ppm
CuO SEM goriintiisii
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Tuz stresi bitki dokularinda tiim morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
stireclerde yer alir. Bu siiregler de bitkilerde makro-molekiiler arasindaki etkilesimi,
plasma membran fonksiyonlarimi ve enzimatik reaksiyonlarin deg8ismesini etkiler.
Bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkileri ¢esitli parametrelerle tanimlanabilir. Bu
parametreler bitki biiylime kontrolii, besin igerigi, fotosentetik potansiyel ve

biyokimyasal yolaklardan olugsmaktadir.

Bir¢ok calisma tuz stresinin fizyolojik fonksiyonlarini anlamak i¢in eksojen
nanopartikiil uygulamasi yapilmis olmasina ragmen yonca bitkisinin kallus dokularinin

nanopartikiiliin tuz stresi tizerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Nanopartikiillerin giinimiizde tarimsal faaliyetlerde bitki savunma yanitlart iyi
bilinmektedir. Bizim ¢alismamizdaki deneysel analizler nanopartikiil uygulamasinda tuz
stresinin MDA, POD, H20,, CLSM ve SEM analizleri {izerine idi. In vitro kiiltiir ortam1
genellikle eksplant kaynagi, genotip, ortam sicakligi ve hormon konsantrasyonu gibi
birgok faktdre baglidir. Calismamizin sonuglart yonca kalluslarina uygulanan farkli
nanopartikiillerin tuz stresine nasil yanit verdigi, muamele siiresi ve genotipe bagl
oldugunu gostermistir. Bu sonuca benzer bulgular Yazicilar ve ark. 2020°de yaptiklar
calismada tritikale kalluslar1 tizerine CaO nanopartikiil uygulamasinin tuz stresine
yanitinin kisa siireli uygulamalarda daha fazla iyilestirici 6zellige sahip olduklarini
bildirmislerdir. Ayrica Bezirganoglu 2017°de yaptig1 baska bir ¢alismada farkli NaCl
seviyelerinin 5 farkli tritikale genotipine verdikleri yanitta genotipler arasinda 6nemli
farkliliklar ~ bulundugunu rapor etmistir. Naler ve ark. 2019 yilinda FeO
nanopartikiilliiniin herhangi bir stres faktorii uygulamaksizin FeO nanopartikiilliiniin
bugday kalluslar tizerine yaptiklar baska bir ¢alismada ise kallus olusumunun genotipe

bagli oldugunu bildirmislerdir.

Tuz stresi siddetinin gelisimi farkli genotiplerde ve farkli zaman araliginda farkl
seviyelerde yanit verdigi gozlemlenmistir. MDA analizi sonuglarimizda yonca kallus
dokularinda tuz stresi altinda MDA aktivitesinde 6nemli bir sekilde artis gozlenmis olup
genotipler arasinda kisa siireli uygulamada belirgin farklar olmasina ragmen uzun siireli
uygulamalarda belirgin degisiklik gdzlenmemektedir. Membran zarar gordiikten sonra

MDA iirliniiniin hizl1 bir sekilde tiretilmesini dogrulamaktadir. Yine de 6zellikle ZnO ve
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CaO nanopartikiillerinin tuz stresini 6nemli Olgiide 1iyilestirdigi gozlemlenmistir
(Cizelge 4.1). Bu durum kallus dokusunun hiicre membrani iizerine reaktif oksijen
tiirevlerinin lipid peroksidasyonu ile ilgili olmakta olup tuzla uyarilmis Ca, sitoplazma

ve kofullarda baglanma kapasitesini artirmistir.

Koyro et al. 2006 yilinda yaptiklar1 calismada tuza dayanikli ¢esitlerin, hassas
cesitlere nazaran daha az miktarda trettikleri MDA, doku ve iyon sizintisini da
beraberinde getirmektedir. Tuz stresi altindaki susam bitkilerinde MDA igeriginin

artt1g1 ve 100 mM NaCl konsantrasyonun da en yliksek degere ¢iktig1 belirlenmistir.

Calismamizda kallus dokularinda MDA birikimi tuz stresine yanita bagli olup
genotipler arasindaki farklilik ve muamele siireleri bu hipotezi dogrulamaktadir. Yonca
kallus dokulari tuz ve nanopartikiil varliginda H2O> biriktirdigi gozlemlenmistir.
Cizelge 4.2°deki sonuglar diger muamelerle karsilastirilinca 6zellikle CaO
nanopartikiiliiniin etkili bir sekilde iyilestirici sonucu oldugu belirlenmistir. Onceki
calismalar, tuza dayanikli gesitlerin, stres kosullarinda H2O- aktivitelerini arttirdigini
gostermistir. Yapilan calismalar sonucunda fasulyede tuz stresi kosullarinda H.O:
aktivitesinin arttigin1 géstermislerdir (Erdal 2012). Bu calismada, tuz stresi ¢alisilan tiim
cesitlerin kallus dokularinda H2O: aktivitesi kademeli olarak artmistir (Sekil 4.2). Tuz
stresi altindaki bugday cesitlerinin, H2O2 aktivitesi acisindan benzer bir cevap
bulunmustur (Sairam and Srivastava 2002). Bu sonuglar hem tuzla muamele edilmis
hem de CuO, ZnO ve CaO nanopartikiilleri ile muamele edilmis kosullar altinda tuz
stresi ile H2O> arasinda anlamli bir pozitif iliski oldugunu gdstermistir. Bu sonug H202

bitkilerin ¢esitli dokularinda tuz stresine yanitta direk rol oynadiginin kanitidir.

POD aktivitesi H20, toksik konsantrasyonuna karst hiicreleri korur ayni
zamanda tuz stresi altinda fenolik bilesiklerin oksidasyonunda 6nemli bir role sahiptir.
Biitiin kallus kiiltiirlinde nanopartikiil uygulamalar1 POD aktivitesine yanitta tuz
stresinin olumsuz etkisini pozitif yonde iyilestirmistir. Stresin siddetindeki azalma
Erzurum genotipinin ikinci haftasinda 1,7257 g* FW degerinde Mus genotipinin birinci
haftasinda 0,4983 g FW degerindedir. Bu degerler gosteriyor ki strese maruz kalma

stiresi POD aktivisinde ana faktor olabilir (Sekil 4.3). Benzer sonuglar1 Mozafari et al.
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2018’de yaptiklar ¢aligmada ¢ilek bitkilerine in vitro sartlarda nanopartikiil uygulamasi

kuraklik stresinin olumsuz etkisinin engellenebilecegini bildirmislerdir.

Protein miktar1 agisindan birinci hafta Erzurum kallus hiicreleri CaO
nanopartikiill uygulamasi tuz stresini engellemistir ve kontrol kallus hiicreleri ile
karsilastirilinca 6nemli miktarda iyilestirici dzellik gostermistir (Sekil 4.4). Ikinci hafta
Erzurum kallus hiicrelerinde protein miktarinda herhangi bir degisiklik gdstermeksizin
kontrol hatlar1 ile benzer durum gostermistir (Sekil 4.4). Hiicre i¢indeki toplam protein
miktar1 farkli biiylime kosullar1 altinda metabolik aktivitenin bir isaretidir. Cinko mikro
besin elementi olup metabolik aktiviteyi diizenler ve bitki hiicrelerinin protein
biyosentezi kofaktér olarak oOnemlidir (Priyanka et al. 2019). Tim nanopartikiil
uygulamalar1 protein artist ile sonuclanmistir. Bu sonuglar farkli aragtirmacilar
tarafindan yapilan farkli bitki tiirlerinin c¢alismalar1 ile uyusmaktadir. Domates
bitkisinde tuz stresi altinda yapilan calismada ZnO wuygulamasi protein icerigini
arttirdigini bildirmislerdir (Alharby et al. 2016). Benzer sonuglar tiitiin bitkisi kallus
hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismada kloroplast gelisimine ZnO kritik enzim
biyosentezinde olumlu sonu¢ verdiklerini bildirmislerdir (Yoshihara et al. 2019). Bu
sonuglar ZnO formunun Zn iyon formundan hiicresel seviyede daha etkili oldugunu
belirlemigler fakat ZnO yiiksek dozlarda iyon toksisitesine sebep olduklarim
bildirmislerdir.

Nanopartikiiller bitki yaprak ve hiicrelerine girme yetenegine sahip olup
hiicreler icerisine apoplast yolu ile korteks, epidermis ve kok ylizeyine yapisarak
taginirlar. Nanopartikiiliin etkinligi kimyasal komposizyon, ylizey reaktifi, doz etkisine

ve en Onemlisi bitki tiirii ve hiicre tipine baglhdir.

CLSM analizi sonuglarimizda kontrol 6rnekleri, yalniz NaCl uygulanan yalniz
nanopartikiil igeren ve hem NaCl hemde nanopartikiil iceren kallus hiicrelerinde stres
gelisimi farkl seviyelerde oldugunu dogrulamistir. (Sekil 4.5a, Sekil 4.5b, Sekil 4.6a,
Sekil 4.6b, Sekil 4.7a, Sekil 4.7b, Sekil 4.8a ve Sekil 4.8b). Mus genotipi kalluslarnin
birinci hafta tuz muamelesinde hiicre 6liimlerinin artmasiyla birlikte CuO, ZnO ve CaO
nanopartikiil uygulamasi hiicre Oliimlerini azaltarak tuz stresinin gelisimini

engellemislerdir. Ayrica birinci hafta CLSM 0Orneklerinin nanopartikiillerin hiicre
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icindeki birikimi ikinci hafta 6rneklerinden daha etkili olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.5a
ve Sekil 4.5b). Sekil 4.5 K’de kallus hiicrelerinde CaO birikimi daha yogun kirmizi
renkte biriktigi bu hipotezi dogrulamaktadir. Tuza dayanikliligin seviyesi kallustaki
protein miktar1 Ve nanopartikiiliin iyilestirici etkisi ile dogrudan alakalidir. Tuz stresinde
proteinler temel bilesen olarak rol oynarlar ¢iinkii bitki hiicre dongiisii ve islevinde
protein metabolizmasi, gen ifadesinin diizenlenmesi, enerji, protein, ozmolit
metabolizmas1 savunmasi ile ilgili proteinler, fito-hormonlar, yag ve sekonder
metabolitler, hiicre i¢i sinyal iletim yollarini igeren tuz aklimatizasyonuna yardimci

hiicre siireglerinin faaliyetlerine katilirlar.

Radi et. al. 2018 yilinda TEM analizi ile Zn yiiksek konsantrasyonlarinin
hiicrede biriktigini hiicrenin alt bilesenlerine ciddi zarara sebep olduklarini
dogrulamiglardir. Benzer sonuglari  Yazicilar ve ark. 2020 yilinda CaO
nanopartikiiliiniin yiiksek konsantrasyonlarinin tritikale kallus hiicrelerinde benzer hiicre
hasarima sebep olduklarini CLSM analizi ile dogrulamislardir. Bu Zn, Ca ve Cu yliksek
miktarda tretimi ROS’i uyararak enzim metabolizmasini, yukar1 akis gen
diizenlemesini stres ile ilgili proteinlerin biyosentezini engelleyerek hiicreyi 6liime

gotiirmektedir (Hou et al. 2018).

CLSM ve SEM analizi Kontrol, 50 mM NacCl, 0,8 ppm CaO, 0,8 ppm CuO, 0,8
ppm ZnO, kallus olusum 6ncesi 50 mM NaCl 0.8 ppm CaO, 50 mM NaCl 0,8 ppm
CuO, 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO uygulamasi i¢in yapilmistir. CLSM goriintiileri, Nikon
Eclips TE2000 Lazer Taramal1 Mikroskobu ile 50 pum boyutunda, SEM goériintiileri ise
Quante FEG 250 Taramali Elektron Mikroskobu kullanilarak 50 pm boyutunda
alinmistir. Kullanilan dozlarin miktarlar1 daha 6nceden yapilan arastirmalar sonucu
belirlenmistir (Yazicilar ve ark. 2020). Rodamin boyas: kullanilarak alinan goriintiiler
kontrol uygulamasina kars1 nanopartikiil uygulamasi partikiillerin hiicre icerisine giris
yaptigini fakat kisa siireli ve uzun siireli uygulamalar genotipten genotipe degisiklik
gostermistir (Sekil 4.5a, Sekil 4.5b, Sekil 4.6a, Sekil 4.6b, Sekil 4.7a, Sekil 4.7b, Sekil
4.8a ve Sekil 4.8b)

CLSM ve SEM analizi sonuglarina bakildiginda birinci hafta Mug genotipinde

CaO nanopartikiil uygulamasi tuz stresi lizerine beklenen diizeyde iyilestirici bir etki
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saglamistir. Ozellikle CLSM goériintiilerinde CaO uygulamast ZnO ve CuO
uygulamasindan 50 mM NaCl’nin negatif etkisini daha hizli bir sekilde engelleyerek
hiicre igerisinde yogun dagilim gostermistir (Sekil 4.5b K). SEM goriintiileri CLSM
analizinden alinan sonuglar1 desteklemektedir (Sekil 4.5b J, Sekil 4.5b L, EK 1 ve EK
2). Benzer sonuglar1 Chaudhury and Qu (2000) kopek disi bitkisinin embriyogenik
olmayan kallus dokularimin SEM goriintiileri iizerinde uzamis ve tiibiiler yapilari
gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da kallus hiicrelerinde CaO nanopartikiil

uygulamasi uzamais tiibiiler yapilar gozlemlenmistir.

Ikinci haftaya gére Mus genotipinin CuO nanopartikiil uygulamasi en iyi sonucu
gostermis olup birinci hafta ile karsilastirnca CuO nanopartikiili kisa siireli
uygulamada hiicrenin belli kisimlarinda yogun birikim gostermis, siire uzadik¢a hiicre
icerisine es zamanli dagilim gostererek tuzun negatif etkisini engellemistir (Sekil 4.6b
0). Nogueira et al. 2007’deki ¢alismalarinda Byrsonima intermediate bitkisinin
embriyogenik olmayan kalluslarin erken asamasinda nanopartikiil ugulamaksizin 140 x
30 um boyutunda goriintiiler gozlemlemislerdir. ZnO uygulamasinin hiicre igerisine
alim kapasitesinin daha diisiik oldugu gdzlemlenmistir (Sekil 4.6b M). ilging bir sekilde
birinci hafta CaO uygulamasi ikinci hafta ile karsilastirilinca ikinci hafta uygulamasinda
tuzun stresinin negatif etkisi tizerine herhangi bir olumlu sonucu goriilmemistir (Sekil
4.6b K). Bu sonuca bakilarak, biiyiik olasilikla CaO nanopartikiilleri hiicre igerisine

hizl1 bir sekilde girmekte olup kisa stireli uygulamalar i¢in onerilmektedir.

Birinci hafta Erzurum kallus hiicreleri CLSM ve SEM goriintiilerine gore tuzun
stresine kars1 0.8 ppm ZnO uygulamasi en iyi sonucu gostermistir (Sekil 4.7b M). ZnO
allmi CaO ve CuO ile karsilastirilinca daha yavas olmasina ragmen Erzurum
genotipinde farkli bir durum gostererek ZnO alimi daha hizl bir sekilde etkili olmugtur.
Bu sonug¢ kallus kiiltiiriinde hormon ve nanopartikiil uygulamasmin biiyiik oranda
genotipe bagli oldugunu gostermektedir. Kokina et al. 2017 yilinda Linum
usitatissimum L. bitkisinin embriyogenik kalluslarina herhangi bir stres faktori
uygulamadan yalniz FesOs uygulamasi 9 haftalik kiiltiir kosullarinda somatik embriyo
gelisimini 6nemli oranda arttirdigini kallus goriintiilerinin yumusak ve globiiler halinde
olustugunu hem SEM hemde AFM mikroskobu altinda gézlemlemislerdir. Bizim

calismamizda da tuz stresine karst en iyi engelleyici etkinin kallus goriintiileri ve
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degerleri SEM altinda 50 mM NaCl 0.8 ppm ZnO uygulamasinda goézlemlenmistir
(Sekil 4.7b J, Sekil 4.7b N, EK 3 ve EK 4).

Ikinci hafta Erzurum genotipinin CLSM ve SEM gériintiilerinde ise en iyi CuO
uygulamasinda alinmistir (Sekil 4.8b O). CLSM altinda birinci hafta uygulamasi ile
karsilastirilinca ikinci haftada hiicre igerisine yogun bir dagilim gostermistir. SEM
goriintlisii bu yogun dagilim miktarin1 dogrulamaktadir (Sekil 4.7a, Sekil 4.7b, Sekil
4.8a ve Sekil 4.8b). Yukarida bahsettigimiz Kokina et al. 2017 9 haftalik ¢alismasi
benzer sekilde Fe3Os {lin hiicre igerisine girdigi uzun siireli uygulamada yogun bir
dagilim gosterdigi SEM goriintiisiinde gozlemlenmistir. Basu et al. 1997 yilinda geltik
bitkisinin kalluslar1 tizerine yaptiklar1 ¢alismada ise SEM goriintiilerinin kontrol
kalluslarinin daha fazla globiiler sekiller gosterdigi tuz uygulamasini globiiler yapilarin
daha ciddi bir sekilde azalttigini bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizdaki tuz
stresine karst SEM analizi sonucunu ve degerlerini destekler niteliktedir (Sekil 4.8b J,
Sekil 4.8b P, EK 5 ve EK 6).
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Bu arastirmada Mug ve Erzurum genotiplerinin in vitro kosullarda kallus olusum
oncesi nanopartikiille uygulama yapilan ve tuz stresine birakilan ve kallus olusum
sonrasi nanopartikiille uygulama yapilmayan ve tuz stresine birakilmayan yonca
genotiplerinin verdikleri yanitlar belirlenmistir. Bunun yaninda kalluslarin 7 ve 14
giinliik nanopartikiil ve tuz stresi altinda antioksidan enzim aktivitesi, CLSM ve SEM
goriintiileri de belirlenmistir. 7 ve 14 glinlik zaman dilimlerinde nanopartikiil ve tuz
stresine birakilan kalluslarin MDA, hidrojen peroksit miktarlar1 ve protein igeriklerine

de bakilmastir.

Yapilan analiz sonuglarina bakildigi zaman tuz stresi altinda hiicreye en fazla
hasarlar kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamalart oldugu sonucuna varilmistir,

Bu sonucu CLSM ve SEM goriintiileri de desteklemistir.

Analiz sonuglarina goére birinci hafta Mug ve Erzurum genotiplerinin diger
haftalara gore farkliliklar gostermistir. Genotiplerin MDA analiz sonuglarina bakildigi
zaman hiicreye en az hasar kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8
ppm CaO 50 mM NaCl konsantrasyonu, en ¢ok hasar1 ise kallus olusum oncesi
nanopartikiil uygulanan 0,8 ppm CaO 50 mM NaCl oldugu goriilmistiir. Kallus olusum
oncesi nanopartikiil uygulamalar1 karsilastirildiginda MDA analizine gbre en iyi sonucu
CaO nanopartikiilii vermistir, kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamalar

karsilagtirildiginda ise en iyi sonucu ZnO nanopartikiilii vermistir.

Genotiplerin H202 analiz sonuglarina bakildigi zaman hiicreye en az hasar kallus
olusum sonrasi1 nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8 ppm CuO konsantrasyonu, en ¢ok
hasar1 ise kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8 ppm CuO oldugu
goriilmiistiir. Kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamalar1 karsilagtirildiginda H20:
analizine gore en iyi sonucu CaO nanopartikiilii vermistir, kallus olusum sonrasi
nanopartikiil uygulamalar1 karsilastirildiginda ise en iyi sonucu CuO nanopartikiilii

vermistir.
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Genotiplerin POD analizi sonuglarina bakildigi zaman hiicreye en az hasar
kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8 ppm CuO konsantrasyonu, en
¢ok hasar1 ise 50 mM NaCl’nin verdigi goriilmiistiir. Kallus olusum 6ncesi nanopartikiil
uygulamalarn karsilastirildiginda POD analizine gore en 1yi sonucu CaO nanopartikiili
vermistir, kallus olusum sonrasi nanopartikiil uygulamalar karsilastirildiginda ise en iyi

sonucu CuO nanopartikiilii vermistir.

Genotiplerin protein miktarlarinin sonuglarina bakildigi zaman hiicrede en fazla
protein miktar1 kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8 ppm CuO 50
mM NaCl konsantrasyonu, hiicrede en az protein miktar1 kallus olusum sonrasi
nanopartikiil uygulamasi yapilan 0,8 ppm CuO oldugu goriilmiistiir. Kallus olusum
oncesi nanopartikiill uygulamalar1 karsilastirildiginda igerdikleri protein miktarlarina
gore en iyl sonucu ZnO nanopartikiilii vermistir, kallus olusum sonrasi nanopartikiil

uygulamalari karsilastirildiginda ise en 1yi sonucu ZnO nanopartikiilii vermistir.

Nanopartikiillerin hiicre igine gegislerini dogrulamak i¢in kalluslarin CLSM
gorlintlileri alinmistir. Kalluslardan preparat hazirlanarak CLSM goriintiileri alinan
dokularin in vitro kosullarda nanopartikiil ve tuz stresi altinda hiicre igerisinde ne kadar
biriktiklerini gostermistir. Kullanilan nanopartikiil ¢esitleri yonca genotiplerinde ne

kadar birikim gosterdigini kolayca tespit edilebilecegi ortaya ¢ikmustir.

Mus genotipinin birinci hafta CLSM goriintiileri sonucuna bakildiginda kontrol
kesitine kiyasla, kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM NaCl
0,8 ppm CaO kesitinde en fazla nanopartikiil birikimi oldugu, kallus olusum oOncesi
nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO kesitinde daha ¢ok hiicre
etrafinda nanopartikiil biriktigi, kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan
50 mM NaCl 0,8 ppm CuO Kkesitinde ise hiicre icerisinde en az nanopartikiil birikimi

oldugu gozlemlenmistir.

Mus genotipinin ikinci hafta CLSM goriintiileri sonucuna bakildiginda kontrol
kesitine kiyasla, kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM NaCl

0,8 ppm CuO Kkesitinde en fazla nanopartikiil birikimi oldugukallus olusum Oncesi
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nanopartikiill uygulamasi yapilan 50 mM NaCl 0,8 ppm ZnO kesitinde ise hiicre

icerisinde en az nanopartikiil birikimi oldugu gézlemlenmistir.

Erzurum genotipinin birinci hafta CLSM goériintiileri sonucuna bakildiginda
kontrol kesitine kiyasla, kallus olusum 6ncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM
NaCl 0,8 ppm ZnO kesitinde en fazla nanopartikiil birikimi oldugu, kallus olusum
oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM NaCl 0,8 ppm CuO kesitinde daha ¢ok
hiicre etrafinda nanopartikiil biriktigi, kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi
yapilan 50 mM NacCl 0,8 ppm CaO kesitinde ise hiicre igerisinde en az nanopartikiil

birikimi oldugu gézlemlenmistir.

Erzurum genotipinin ikinci hafta CLSM goriintiileri sonucuna bakildiginda
kontrol kesitine kiyasla, kallus olusum Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM
NaCl 0,8 ppm CuO kesitinde en fazla nanopartikiil birikimi oldugu, kallus olusum
Oncesi nanopartikiil uygulamasi yapilan 50 mM NacCl 0,8 ppm CaO kesitinde ise hiicre

icerisinde en az nanopartikiil birikimi oldugu gézlemlenmistir.

Preparat hazirlanarak SEM goriintiilerine bakilan kalluslarin tuz stresi ve
nanopartikiil uygulamasinda dokularin nasil sekillendikleri goriilmistir. SEM analiz
sonuglarina bakildigndan CLSM goriintiileriyle uyum sagladigr yani CLSM goriintiileri

destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Yapilan arastirmalar ve sonuglar dogrultusunda asagidaki oneriler verilebilir;

v Yonca genotiplerinde yapilan bu ¢alismada diger baklagiller i¢inde in vitro
kosullarda tuz stresi altinda nanopartikiil ¢alismalari icinde uygulanabilir.

v" Laboratuvar kosullarinda bagka stres kaynakli seleksiyon i¢in daha fazla sayida
orneklerin se¢ciminde kullanilmasi i¢in hizli bir yontemdir.

v Tarla denemelerinde meydana gelebilecek kontrol disi sorunlar bu sekilde
Onlenebilir.

v' Bitki fizyolojik parametre analizleri ve mikroskop goriintiileri daha giivenilir

sonuclar alinmasina imkan saglamaktadir.
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