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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 NANOPARTĠKÜLLERĠN YEġĠL SENTEZĠ VE BUĞDAY 

GENOTĠPLERĠ ÜZERĠNDEKĠ ETKĠLERĠNĠN DOKU KÜLTÜRÜNDE ARAġTIRILMASI 

 

Özge BALPINAR NALCI 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Nanobilim ve Nanomühendislik Anabilim Dalı 

Nanotıp Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof.Dr. Hayrunnisa NADAROĞLU 

 

Yapılan bu tez çalıĢmasında; ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartikül yapılarının yeĢil sentez yoluyla 

sentezlenmesi, karakterize edilmesi, iki farklı buğday genotipi üzerine olgun embriyo kültür tekniği 

kullanılarak etkilerinin araĢtırılması amaç edinilmiĢtir. 

Nanopartikül yapılarını sentezlemek için Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisi ekstraktından 

elde edilen peroksidaz enziminden faydalanılmıĢtır. Kısmi olarak saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

%60-80 amonyum sülfat çöktürme yöntemiyle Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden 

149.5 kat saflaĢtırıldığı belirlenmiĢtir. Peroksidaz enzimi kullanılarak ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 

nanopartikül (NP)’lerin yeĢil sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla; NP’lerin sentezi için pH, 

sıcaklık, zaman, metal iyonu konsantrasyonu gibi çeĢitli biyokimyasal verilerin optimizasyon 

iĢlemleri yapılmıĢtır. Elde edilen bulgulara göre ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerin 

sentezlenme süreleri sırasıyla 30 dk, 30 dk ve 15 dk olmuĢtur. Optimum sentezlenme pH’larının 7.5, 

8.0 ve 11.0 olduğu saptanırken, 30°C, 25°C ve 20°C’ler optimum sentez sıcaklıkları olarak 

belirlenmiĢtir. Elde edilen nanopartikül yapılarının karakterizasyonu için FT-IR, XRD ve SEM 

spektrum analizleri yapılmıĢtır. ZnO NP yapıları 60-80 nm arasında boyutlara sahipken, CuO NP 

yapıları 50-120 nm arasında, γ-Fe3O4 NP yapılarının ise 30-80 nm arasında boyutları arasında 

olduğu belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmanın devamında ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin, Kırik ve ES-26 olmak üzere iki 

ayrı buğday (Triticum aestivum L.) genotipinin olgun embriyo kültüründe, mikro element olarak 

etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu kapsamda NP yapılarının hem Murashige and Skoog besi ortamında var 

olan normal miktarıyla(1x), hem de bu miktarın iki(2x) ve üç(3x) katları Ģeklinde test edilmiĢtir. 

ÇalıĢma negatif ve pozitif kontrollerle desteklenmiĢtir. Elde edilen bulgularda, nanopartikül içeren 

uygulamalarda geliĢmeye bırakılan buğday embriyolarının nanopartikül yapılarından aktif bir 

biçimde yararlanamadığı düĢünülmektedir. Sonuç olarak kontrole kıyasla nanopartikül içeren 

uygulamaların geliĢimleri daha az olmuĢtur. Tüm uygulamalar arasında kallus oluĢum oranı 

bakımından 3x CuO NP içeren ortamlar ile 3x ZnO NP içeren ortamların kontrollere kıyasla daha 

baĢarılı sonuç verdiği belirlenmiĢtir. Bitki oluĢturma kabiliyeti bakımından en baĢarılı grup kontrol 

grubu olmuĢtur. Bu doğrultuda kontrole kıyasla bitki rejenerasyonunun nanopartikül 

uygulamalarıyla artıĢ göstermediği görülmektedir. Ancak bu durumun temelde nanopartiküllerin 

bitki tarafından yararlanım süreciyle ilgili olduğu düĢünülmektedir. Toksik bir etki oluĢturup 

oluĢturmadığı ise gelecek çalıĢmaların konusu olmaya adaydır. Bu çalıĢma, olgun embriyo 

kültüründe yeĢil sentez yoluyla elde edilen NP yapılarının test edilmesi noktasında bir ilk olma 

özelliği taĢımaktadır. Bu durum embriyoların doku kültürü geliĢim aĢamalarına NP’lerin 

oluĢturacağı etkilerin belirlenmesi noktasında literatürde bir eksikliği giderecektir. 

2016, 80 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Nanopartikül, yeĢil sentez, buğday, bitki doku kültürü, toksikoloji. 
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ABSTRACT 

MS Thesis 
 

GREEN SYNTHESIS OF ZnO, CuO, and γ-Fe3O4 NANOPARTICULES AND THE 

INVESTIGATION OF THESE NANOPARTICULES' EFFECTS ON WHEAT 

GENOTYPES IN TISSUE CULTURE 
 

Özge BALPINAR NALCI 
 

Ataturk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Nanoscience and nanoengineering 

Department of Nanomedicine  
 

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROĞLU 
 

In this thesis study; ZnO, CuO and γ-Fe3O4 nanoparticle structures were synthesized by green 

synthesis, characterized, investigated by using mature embryo culture technique on two 

different wheat genotypes. 

To synthesize nanoparticle structures, the peroxidase enzyme obtained from Euphorbia 

(Euphorbia amygdaloides) plant extract was utilized. It was determined that the partially 

purified peroxidase enzyme was purified to 149.5-fold by the 60-80% ammonium sulfate 

precipitation method from the Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) plant. Green synthesis of 

ZnO, CuO and γ-Fe3O4 nanoparticles (NP) was performed using peroxidase enzyme. For this 

purpose; For the synthesis of NPs, various biochemical data such as pH, temperature, time, 

metal ion concentration were optimized. According to the findings, the synthesis times of ZnO, 

CuO and γ-Fe3O4 nanoparticles were 30 min, 30 min and 15 min respectively. Optimum 

synthesis pHs were found to be 7.5, 8.0, and 11.0, while optimum temperatures for synthesis at 

30, 25, and 20 were determined. FT-IR, XRD and SEM spectrum analyzes were performed for 

the characterization of the obtained nanoparticle structures. ZnO NP structures have dimensions 

between 60-80 nm, CuO NP structures have been determined to be between 50-120 nm and γ-

Fe3O4 NP structures have been found to be between 30-80 nm. 

The effects of ZnO, CuO, and γ-Fe3O4 nanoparticles on two different wheat (Triticum aestivum 

L.) genotypes, namely, Kırik and ES-26, in mature embryo culture were investigated. In this 

context, NP constructions have been tested with both the normal amount (1x) and the two (2x) 

and three (3x) quantities available in the Murashige and Skoog media. The study was supported 

by negative and positive controls. In the results obtained, wheat embryos left to develop in 

applications containing nanoparticles are thought not to be actively exploited by nanoparticle 

structures. As a result, the development of nanoparticle-containing applications is less than 

control. It was determined that media containing 3x CuO NP and media containing 3x ZnO NP 

gave better results in terms of callus formation rate among all applications. The most successful 

group in terms of plant-building ability was the control group. In this direction, it is seen that 

plant regeneration did not increase with nanoparticle application compared to control. However, 

it is thought that this situation is mainly related to the utilization process of the nanoparticles by 

the plant. Whether or not it creates a toxic effect is the point of future studies. This study is a 

first in the test of NP structures obtained by green synthesis in mature embryo culture. This 

would lead to a shortage of literature in the point of determining the effects NPs will have on 

the tissue culture development stages of embryos. 

2016, 80 pages 

Keywords: Nanoparticle, green synthesis, wheat, plant tissue culture, toxicology. 
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% Yüzde 

°C Santigrat Derece 

µM  Mikromolar 

µg   Mikrogram 

µm              Mikrometre 

cm Santimetre 

dm Desimetre 

dk  Dakika 

g  Gram 

G Merkezkaç kuvveti 

kg Kilogram 

kPa Kilo paskal 

L Litre 

m Metre 

M Molar 

m
2
 Metrekare 

mg Miligram 

ml Mililitre 

mm Milimetre 

mM  Milimolar 

Mol 

nm 

Mol 

nanometre 

N Normal 

Kısaltmalar 

γ-Fe3O4 Gama-Demir (III) Oksit 

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit 

ABA Absisik asit 

ABST 2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonic acid) diamonyum 
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Au Altın 

BS Bitki sayısı  

Ca Kalsiyum 

CuO Bakır Oksit 

Dikamba 3,6-Diklorobenzoik asit 

Fe Demir 

FT-IR Fourier DönüĢümlü Kızılötesi Spektroskopisi 

IAA Ġndol-3-asetik asit 

KO Kalus oluĢum oranı 

KSCEKO Kallus sayısına göre cevap veren embriyogenik kallus oluĢumu 

KSCSE Kallus sayısına göre cevap veren somatik embriyo sayısı 

KSEO Kallus sayısına göre somatik embriyo oluĢumu 

KSEKO Kallus sayısına göre embriyogenik kallus oluĢum oranı 

MES 2-(N-morpholino) ethansülfonik asit 

Mg Magnezyum 

Mn Mangan 

MS Temel besi ortamı, Murashige and Skoog (1962) 

N Azot 

NAA Naftelan asetik asit 

NP Nanopartikül 

Pd Paladyum 

pH Asitlik derecesi 

ppm Milyonda bir madde 

ROS Reaktif oksijen türleri 

SD Serbestlik derecesi  

SEM Taramalı elektron mikroskobu 

Si  Silisyum 

TDZ 1-Fenil-3-(1,2,3-thidiazol-5yl) üre (Thidiazuron) 

Ti Titanyum 

UV-VIS Ultra Viole Visible 

X Kat 

XRD X-IĢını Kırınımı 

ZnO Çinko Oksit 
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1. GĠRĠġ 

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

kontrolü, üretimi ve taklit edilmesi amacıyla yapılan çalıĢmaları konu edinen 

multidisipliner bir bilim dalıdır. Nanoteknoloji bilim dalı kapsamında, özellikle 1 ile 

100 nm boyut skalası dâhilinde yer alan partiküller ile çalıĢmalar gerçekleĢtirilmektedir. 

Bu yapılar içerisinde nanokristaller, nanotüpler, nanoçubuklar, nanopartiküller, 

nanoteller gibi materyaller yer almaktadır. Nano materyaller sentetik ya da doğal 

kaynaklı maddelerden sentezlenebilmektedir. Üretimlerinde polimerik materyaller 

kullanılabildiği gibi yeĢil sentez üretim sürecinde olduğu gibi bitkilerden de 

faydalanılabilinmektedir. Bu Ģekilde farklı yollarla elde edilebilen nano yapılar; tıp, 

eczacılık, bilgisayar, genetik, biyoloji, kimya, mühendislik bilimleri gibi pek çok alanla 

iliĢkili olarak kullanılabilmektedir. 

 

ġekil 1.1. Nanopartiküler yapı örnekleri (Hall et al. 2007) 

Yenilenebilir enerji, tekstil, biyomedikal, sağlık hizmetleri, tarım, endüstri, elektronik, 

çevre gibi alanlarda aktif kullanım imkanı yakalamaktadır. Alt baĢlık halinde 

düĢünüldüğünde nanoteknolojinin; kontrollü ilaç salınımı, kanser terapisi, ilaç taĢınımı, 

ıslanmaya ve gaz geçiĢine dayanıklı kıyafetlerin tasarlanması, nano pigmentler, 

yiyeceklerin paketlenmesi, atık suların iyileĢtirilmesi, hidrojen üretim ve depolama 
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yapılarının üretimi, UV ıĢığı engelleme kapasitesinde kıyafetlerin üretimi, yüksek 

yoğunlukta bilgi depolama, kendi kendini temizleyebilen yüzeyler, nano boyutta 

elektronik devrelerin üretimi, yüksek hassasiyete sahip sensörlerin üretimi gibi pek çok 

alanda uygulama imkanı bulduğu söylenebilmektedir. Son dönemlerin gözde bilim dalı 

olan nanoteknoloji, özellikle kaliteli bir yaĢam standardı sağlamanın ilk koĢulu olan 

sağlığın kazanılması noktasında; hastalıklar için moleküler tedavi yaklaĢımlarından, 

hastalıkların daha hızlı ve doğru bir Ģekilde teĢhis edilmesine kadar pek çok açıdan 

hizmet imkânı sunmaktadır. Bunun yanında biyosensörler, kontrollü salım sistemleri ile 

patojenlerle mücadelede ve ayrıca bitkilerin besinleri daha kolay kullanabilme 

yeteneğinin artırılması yönünde, gıda ve tarım alanında da devrim niteliğinde geliĢmeler 

sunmaktadır. 

NP’ler sahip oldukları eĢsiz özellikleri nedeniyle kullanılabildiği alanların Ģematik 

gösterimi ġekil 1.2’de verilmiĢtir. Özellikle medikal amaçlı olarak NP’lerin kullanım 

imkanı bulduğu alanlar hastalıkların daha kolay tanınabilmesi ve akabinde daha akılcı 

tedavi yöntemleri geliĢtirilmesi olarak ifade edilebilmektedir. Tıp alanında NP’lerin bu 

Ģekilde kullanılabiliyor olması, özellikle nanoküreler kullanılarak yapılabilecek gen 

terapilerini, kanser gibi son derece saldırgan olan hastalıkların daha erken teĢhis ve 

tedavisinin yapılabilmesini, hedefe yönelik ilaç taĢınımı gibi pek çok alanda bilim 

insanlarına olanak sağlamaktadır (Mbonyiryivuze et al. 2015). 
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ġekil 1.2. NP’lerin kullanım alanları Ģeması  

Bunun yanında NP’ler yalnızca tıp alanında değil, aynı zamanda bilgisayarlar, 

bataryalar, elektronik cihazlar ve mobil iletiĢim sistemleri gibi alanlarda da mühendislik 

bilim dallarında da aktif bir Ģekilde kullanılabilmektedir (Mbonyiryivuze et al. 2015). 

Optik sistemlerin içerisinde NP’lerin kullanımı, akabinde bu alanda NP’lerle üretilecek 

sensörler, lazerler ya da dedektörler de nanoteknolojinin NP’ler ile eriĢebildiği farklı 

alanların kapısını aralamaktadır. 

Ayrıca, NP’ler tekstilde, otomotiv sektöründe, inĢaat ile ilgili materyal ve benzeri 

hazırlık iĢlemlerinde, filtrelerin, boyaların ve daha pek çok endüstriyel alana yönelik 

materyal üretim uygulamalarının içerisinde yer almaktadır. 
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Tüm bunların yanı sıra NP’ler ile tarım ve gıda sektöründe de sıklıkla karĢılaĢma imkânı 

bulunabilmektedir. Gıda sektöründe özellikle iĢlenmiĢ gıdaların paketlenmesinde, mini 

sensör benzeri yapılar kullanılarak gıdaların raf ömrünün belirlenmesinde son derece sık 

bir biçimde NP’lerin kullanımı yaygınlaĢmaya baĢlamıĢtır. Tarımda NP’lerin kullanımı 

ise özellikle akıllı salınım sistemleri, gerçek zamanlı takip sistemleri ile yüksek verim, 

düĢük pestisit, herbisit giriĢini sağlayacak çalıĢmalar kapsamında yerini almıĢtır. Bunun 

yanında tarımda NP’ler yer altı sularının ve tarlaların temizlenmesi amacıyla da 

kullanılmaktadır (Demirbilek 2015). 

Ġlerleyen zamanlarda, nano boyuttaki materyaller katalizör olarak kullanılarak, 

böceklerin ve istenmeyen yabancı otların ortadan kaldırılması amacıyla çok küçük 

dozlarda dahi etki edebilecek ürünler elde edilebilecektir. Nanoteknoloji yenilenebilir 

enerji kaynakları ve temiz enerji üretimi amacıyla da kullanılarak, çevre kirliliğinin 

azaltılması, filtre olarak kullanılabilecek nanokatalizörler ile doğada mevcut olan 

kirletici materyallerin temizlenmesine yardımcı olarak çevrenin korunmasında rol 

oynayacaktır (Scott and Chen 2002). Tüm bu bilgiler dolayısıyla günümüz dünyasında 

nano taneciklerin pek çok alanda aktif olarak kullanılarak üretildikleri, çalıĢmalara konu 

oldukları söylenebildiği gibi gelecek dönemlerde de nanoteknolojinin bilimsel anlamda 

pek çok alana hizmet edeceği açıkça görülmektedir. 

NP’ler sahip oldukları özellikler dolayısıyla bilim dünyasında kendilerine kolaylıkla yer 

bulabilmektedir. NP’lerin avantaj olarak kabul edilen özellikleri ise Ģu Ģekilde 

sıralanabilmektedir: 

1. Belirli boyut aralığında tüm maddeler ve dolayısıyla NP’ler, sahip oldukları 

hacimsel oran dolayısıyla farklı özellikler ve görevler kazanmaktadır. Bu durumun 

temel sebebi nano boyuttaki yapılara normal fizik kuralları yerine kuantum fizik 

kurallarının etki ediyor olmasıdır. 

2. NP’lerin yüzey/hacim oranları son derece yüksektir. Bu durum hem in vitro hem de 

in vivo çalıĢmalarda NP’lerin tercih edilmesinin temel sebebi haline gelmiĢtir. 
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3. NP’ler son derece küçük boyutlara sahiptir. Bundan dolayı kapillerden, porlardan 

rahatlıkla geçebilmektedir. 

Tüm bu özelliklere sahip nanopartikülleri sentezlemek için kullanılan yöntemlerden biri 

olan yeĢil sentez yöntemi, diğer bir ismiyle biyosentez, temelde basit yapıda olan 

materyallerden daha karmaĢık yapılar elde etmeyi amaçlayan bir süreçtir. Bu iĢlem 

aslında canlıların metabolik süreçlerinde kimyasal olarak gerçekleĢen olayları ifade 

etmek amacıyla kullanılan bir terimdir. Ancak nanoteknolojide bu olay, canlı 

organizmaları veya kimyasal materyalleri kullanarak NP elde etme iĢlemi olarak ifade 

edilmektedir. Bu süreçte rol oynayan canlı organizmalara; algler, bakteriler, bitkiler, 

mantarlar gibi organizmalar örnek olarak gösterilebilmektedir. 

Son dönemlerde daha sık kullanılmaya baĢlanan bu yöntemin tercih edilmesi genel 

olarak; basit bir uygulama olması, toksik bir materyal ile iĢlem yapma zorunluluğunun 

bulunmayıĢı, ekonomikliği, büyük miktarlarda ticari üretime uygun yapıda olması, 

biyomedikal iĢlemlerde de uygulanabilir olması gibi nedenlerden ileri gelmektedir. 

YeĢil sentez iĢleminde kullanılacak materyalin seçiminde, yeĢil materyalin güvenli, 

yalnızca bir adet reaksiyon basamağı içeren, atık madde salınımına neden olmayan, 

çevre dostu, yenilenebilir nitelik taĢıyan, verim kapasitesi %100’e yakın olan ve 

reaksiyonun sonunda basit bir Ģekilde ortamdan ayrıĢabilen yapıda bir materyal olması 

gerekmektedir (Raveendran et al. 2003). Tüm bu özellikleri bir araya toplamak zor olsa 

da, büyük çoğunluğunu ihtiva eden bir materyal seçimi, sentezin baĢarısının artmasında 

oldukça önemli olmaktadır. 

Altın NP yapılarını sentezlemek için yapılan bir çalıĢmada bıldırcın yumurta sarısından 

faydalanılmıĢ ve bu yöntemin pek çok açıdan diğer kimyasal veya fiziksel yöntemlere 

kıyasla daha ekonomik olduğu, yüksek basınç ve yüksek sıcaklık gerektirmemesi 

dolayısıyla daha kolay bir yöntem olduğu ifade edilmiĢtir (Nadaroglu et al. 2016). 
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Bu yönteme verilen diğer bir ad ise yeĢil kimyadır. Yöntemin metalik yapıda NP 

sentezinde de kullanıldığı bilinmektedir. Bu amaçla kullanılan yeĢil materyalin mantar, 

bakteri, bitki ekstraktları gibi maddeler olduğu görülmektedir (Bar et al. 2009; Philip et 

al. 2010; Dubey et al. 2010). Yapılan bir çalıĢmada Jatropha curcas bitkisi kullanılarak 

yeĢil sentez iĢlemi yapılmıĢtır. Bu bitkiden üretimi gerçekleĢtirilen lateks ile gümüĢ 

NP’ler elde edilmiĢtir (Bar et al. 2009). Yine baĢka bir çalıĢmada sütleğen (Euphorbia 

amygdaloides) bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi kullanılarak gümüĢ 

nanopartiküllerin sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir (Cicek et al. 2015). Görüldüğü gibi bu 

sentez yönteminde bitkiler, mantarlar, bakteriler veya bu yapılardan elde edilen enzim 

gibi ürünler kullanılarak iĢlem gerçekleĢtirilebilmektedir. 

Nadaroglu ve ark. (2015) yapmıĢ oldukları çalıĢmada, platin nanopartikülleri 

sentezlemek için bıldırcın yumurtası kullanmıĢlar ve yeĢil sentez yoluyla sentezlemiĢ 

oldukları bu platinium NP yapılarının karakterizasyonunu gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Çinko (ZnO) NP yapıları, iyon formunda üretimi gerçekleĢtirildiği gibi ZnO formunda 

da üretilmektedir. Bu yapıların genel anlamda UV ıĢığı absorbe etme özelliği olması 

dolayısıyla, çoğunlukla güneĢ panellerini üretiminde kullanıldığı bilinmektedir. Ancak 

hem canlılara hem de çevreye olan toksisitesi henüz tam olarak bilinmemektedir (Kim  

et al. 2014). Bu konuda yeterli bilginin olmaması sebebiyle kullanımı sınırlı olsa dahi, 

Zn NP yapıları ile ilgili çalıĢmalar devam etmektedir. Bu çalıĢmada yer almakta olan 

diğer bir nanopartikül olan Bakır (Cu
2+
) NP yapıları özellikle katalizleme, optik ve 

yapısal özellikleri dolayısıyla tercih edilmektedir. Üretimi için pek çok yol olmasına 

rağmen, bakır yapısının çok kolay okside olması üretimi için seçilmesi gereken 

metotları sınırlandırmaktadır. Demir (-Fe3O4) NP’leri ise sahip oldukları manyetizma 

özellikleri dolayısıyla çalıĢmalara konu olduğu gibi, bunun yanında pek çok canlının 

yaĢamsal faaliyetlerinin sürdürülmesinde de aktif rol oynaması dolayısıyla bilim 

dünyası tarafından ilgi görmektedir. Biyomedikal çalıĢmaları, görüntüleme sistemleriyle 

ilgili çalıĢmalarda daha çok demir nanopartikül yapıları tercih edilmektedir. Özellikle 

çinko, bakır ve demir NP yapılarının bitki geliĢimi üzerine gösterdikleri etkilerin 

belirlenmesi kapsamında bu alanda yapılan çalıĢmaların toksisite boyutunu açıklama 
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noktasında yetersiz olması nedeniyle hala araĢtırılması gerekmekte olan konular 

arasında yer almaktadır. 

Bugüne kadar yapılan çalıĢmalara bakıldığında, özellikle nanopartiküllerin 

fitotoksisitesi, bitki tarafından kullanımı ve dolayısıyla akabinde besin zincirinde yer 

almasına dair çalıĢmaların azlığı dikkat çekmektedir. Bu nedenle bu alanda 

nanopartiküllerin toksisitesinin daha net bir biçimde ortaya konması amacıyla yeni 

çalıĢmaların literatüre kazandırılması gerekli görülmektedir. 

Bu tez kapsamında yapılan çalıĢma ile ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartikülleri yeĢil 

sentez yöntemiyle üretilmiĢ ve bitki doku kültürü çalıĢmasıyla günümüz beslenme 

alıĢkanlığı içerisinde kendisine büyük oranda yer bulmakta olan buğday bitkisinin 

tohumlarına bu nanopartiküllerin etkisi araĢtırılmıĢtır. 

Bitki doku kültürü, aseptik Ģartlarda arzu edilen bir bitki, o bitkinin organı ya da 

hücreleri vasıtasıyla tam bir bitki, yeni bir doku veya metabolit eldesi gerçekleĢtirmek 

adına yapılan iĢlemlerin tümüne verilen isimdir. Bu teknikle asıl hedeflenmekte olan 

bitki rejenerasyonudur (Purnhauser et al. 1987). Bu çalıĢmada kullanılmak üzere seçilen 

buğday (Triticum aestivum L.) bitkisi, sahip olduğu besin değeri, iĢlenme kolaylığı ve 

yüksek adaptasyon kabiliyeti dolayısıyla, dünyada ekiliĢ alanı ve üretim bakımından ilk 

sırada yer almaktadır. Buğday, dünya besin alım döngüsü içerisinde kendisine büyük 

oranda yer bulabilen bir bitki olması nedeniyle in vitro kültürde çalıĢması yoğun olarak 

yapılan bir bitkidir (Delporte et al. 2001). Dünyada yaklaĢık olarak 50 ülkenin temel 

besini olduğu bilinmektedir. Ülkemizde de buğday ve buğday kaynaklı besinler, 

tüketilen bitkisel kaynaklı besinlerin %53’ünü oluĢturmaktadır. Türkiye kiĢi baĢına 

yaklaĢık olarak 250 kg buğday tüketimi gerçekleĢtirerek bu konu baĢlığında dünyada ilk 

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

olan buğday, pek çok avantajlarından dolayı bugün büyük oranda ekiliĢ alanına sahiptir. 

Adaptasyon kabiliyetinin yüksek oluĢu, depolama, iĢleme iĢlemlerinin kolaylığı, üretim 

sürecinin karmaĢıklıktan uzak olması sebeplerinden ötürü buğdayın tercih edilebilirliği 

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

olduğu %65-70 niĢasta oranının yanında tane içerisinde %8-15 oranında değiĢen protein 

ihtivası da söz konusudur. Bunların yanında bir buğday tanesinde bulunan yağ oranı 

%1-5 iken, Ģeker içeriği %1.5-3, içerdiği kül miktarı %1-2, nem oranı ise %11-13 olarak 

ifade edilmektedir. Bahis edilen içerik oranlarının yanında buğday tanesinde insan ve 

hayvan beslenmesinde son derece önemli olan vitaminlerin de var olduğu bilinmektedir 

(Kün 1988). 

Buğday yetiĢtiriciliğinde ve ıslahında var olan problemlerin giderilmesi amacıyla doku 

kültürü ve biyoteknoloji kaynaklı yöntemlerin kullanımı son derece yaygındır. Buğday 

in vitro kültüründe kallus oluĢumu ve rejenerasyon kabiliyetinin bitkinin sahip olduğu 

genetik bilgiyle birebir iliĢkili olduğu unutulmamalıdır (Sehirali et al. 1988). 

Bu kadar yoğun bir Ģekilde besin zinciri içerisinde kendisine yer edinmeyi baĢarmıĢ 

olan bir bitki üzerine nanopartiküllerin etkisinin incelenmesi, literatürde eksikliği 

görülmekte olan bir çalıĢmadır. Bu kapsamda buğday bitkisinin olgunlaĢmıĢ 

embriyolarının ihtiyaç duyduğu mikro besin elementleri olarak ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 

nanopartiküllerinin farklı dozlarının uygulanmasıyla birlikte çalıĢma negatif ve pozitif 

kontrol uygulamaları ile desteklenerek nanopartiküllerin bitki doku kültüründe 

gerçekleĢtirdikleri etkilerin kontrollü bir Ģekilde gözlemlenmesi hedeflenmektedir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Nanoteknoloji terimini çağrıĢtıran ifadeler ilk olarak Dr. Richard Feynman tarafından 

kullanılmıĢtır. Katıldığı bir konferansta ―AĢağıda daha çok boĢluk var‖ sözüyle 

nanoteknolojinin kapılarını aralayan Feynman 1959 yılında Nobel ödülü almıĢ ve 

atomların kuantum kurallarıyla kontrol edilebileceği fikrini ortaya atmıĢtır (Pittenger et 

al. 2008). 

Nanoteknoloji teriminin tam olarak kullanılması ise 1974 yılında Dr. Nario Taniguchi 

tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Taniguchi, mikro ve nano seviyesindeki yapıların 

birbirinden farklılığını ifade edebilmek adına bu terimi bilim dünyasına kazandırmıĢtır. 

Multi disipliner bir bilim dalı olan nanoteknoloji, biyoloji, kimya, fizik, tıp, eczacılık, 

mühendislik, elektronik gibi pek çok bilim dalıyla koordineli bir Ģekilde çalıĢarak 

sonuçları ortaya koymaktadır. 

Günümüz teknolojisinde var olan geliĢmelerin daha küçük boyutlarda ve daha duyarlı 

bir formda üretilmesi nanoteknolojinin temel konuları arasındadır. Disiplinler arası 

gerçekleĢtirilen çalıĢmalar ile pek çok alanda nanomateryallerin sentezi doğrultusunda 

kullanımı yaygınlaĢmaya baĢlamıĢtır. 

Nanoteknolojiye konu olan malzemeler boyutları dolayısıyla daha büyük boyutlu 

malzemelerden çok daha farklı nitelikler göstermektedirler. Bu durum 

nanomalzemelerin optik, kimyasal reaktivite, elektriksel iletkenlik, manyetizma, fiziksel 

dayanıklılık gibi özelliklerde farklılık göstermesine neden olmaktadır (Joseph and 

Morrison 2006). Nano boyutta malzemelerin farklı özelliklerinin ortaya çıkmasına nano 

boyutta bu malzemelere kuantum fizik kurallarının etki etmesi neden olarak 

görülmektedir. 

Son dönemlerde bu Ģekilde farklı nitelikler kazanan nanopartiküllerin yoğun bir Ģekilde 

çalıĢılması nedeniyle, bu partikül yapılarının toksik etkilerinin olup olmadığı, toksik bir 
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etkisi var ise nasıl bir mekanizmayla kendini gösterdiği konuları araĢtırılmaya 

baĢlanmıĢtır. Bu durum nanotoksikoloji olarak adlandırılan yeni bir bilim dalına 

kapıların açılmasını sağlamıĢtır. Nanotoksikolojinin bir konusu olarak; üretilen ve 

mühendislik üretimi olarak bir Ģekilde doğaya salınan nanopartiküllerin insanlar, 

bitkiler ve hayvanlar üzerine etkileri incelenmiĢtir. Genel olarak bu yapıların canlılar 

üzerine olumsuz etkilerde bulunduğu görülmüĢtür (Lin et al. 2007; Kumari et al. 2011; 

Demir vd 2014). 

Canlı organizmalar arasında yer alan bitkilerle ilgili de nanopartikül uygulamalarını 

içeren yoğun olarak bilimsel çalıĢmalar yapılmaktadır. Bitkilerin hücre duvarlarının 

sahip oldukları por çaplarının, genellikle deneysel çalıĢmalarda kullanılan 

nanopartiküllerin boyutlarına nazaran daha küçük olduğu bilinmektedir (Chichiriccò 

and Poma 2015). Ancak nanopartiküllerin bitki hücrelerine giriĢ için farklı yollar 

kullandığı düĢünülmektedir. Bu amaçla bitkiler aquaporinleri (Miwa et al. 2010), 

membran taĢıma sistemlerini (Gojon et al. 2009), çevresel besinlerdeki organik 

kimyasallara veya proteinlere taĢıyıcı olarak tutunarak (Rico et al. 2011), hücre 

duvarındaki yapısal maddelere çapraz bağlanıp yeni porlar oluĢturarak (Fleischer et al., 

1999) ya da endositozu (Eggenberger et al. 2009) kullanarak nanopartikülleri hücre 

içerisine alabilmektedir. Bu Ģekilde kendilerine bir Ģekilde yol bulabilen NP yapılarının 

floem ve ksilem ile taĢınarak bitki organizmalarında farklı dokularda birikim 

gösterebildiği bilinmektedir (Cifuentes et al. 2010). 

Kumari ve ark. (2011) yapmıĢ oldukları çalıĢmada soğan bitkisinin köklerine 

uyguladıkları dört farklı ZnO NP dozu sonucunda, NP yapılarının hem sitotoksik hem 

de genotoksik etki göstererek hücre bölünmesi oranında değiĢiklik oluĢturduğunu 

kanıtlamıĢlardır. Bunun yanında mısır, salatalık gibi bitkiler üzerinde test edilen ZnO 

NP’lerinin de hem tohum oluĢumunu hem de kök geliĢimini belirli oranda inhibe ettiği 

saptanmıĢtır (Lin et al. 2007). 

Yapılan bir çalıĢmada Fe3O4, TiO2 ve karbonlu NP’ler ile yapılan çalıĢma sonucunda bu 

yapıların salatalık bitkisi üzerine etkilerine bakılmıĢtır. Bu NP’lerin salatalık tohum 
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çimlenme oranını ve kök uzamasını olumsuz yönde etkilediğini saptamıĢlardır (Mustaqh 

et al. 2011). 

Nanopartikül formunda olan Al2O3, SiO2, Fe3O4 ve ZnO metalleriyle yapılan baĢka bir 

çalıĢmada, Arabidopsis thaliana bitkisi üzerine bu metaller üç farklı dozda 

uygulanmıĢtır. 400, 2000, 4000 mg/dm
3
 dozajlarında uygulaması yapılan bu NP 

yapısındaki metallerin etkilerine bakıldığında; yaprak sayısı, tohum çimlenmesi ve kök 

uzaması üzerine en olumsuz etkiyi ZnO nanopartikül yapılarının ortaya çıkardığı 

görülmüĢtür. En düĢük olumsuz etki AlO3 yapısında gözlenirken daha küçük boyutta 

olan nanopartiküllerin oluĢturdukları tahribatın çok daha ciddi düzeyde olduğu 

saptanmıĢtır (Lee et al. 2010) 

Hem iyonik formdaki çinko, hem ZnO nanopartikülleri hem de yığın formdaki çinko 

yapıları, kanola bitkisi üzerinde test edilmiĢ ve biyokimyasal bileĢikler ile antioksidant 

enzim aktiviteleri, çinko birikimi ve bu yapıların bitki büyümesi üzerine uzun 

dönemdeki etkileri incelenmiĢtir. Büyüme engelleyici etki bakımından en çok etki 

gösteren yapı iyonik çinko formu olurken, nanopartikül yapısı bu anlamda en masum 

uygulama olarak kaydedilmiĢtir. Bu durumda toksik etki olarak da çinko NP yapısının 

daha az toksik olduğunu söylemek mümkün olabilmektedir. Ayrıca yapılan çalıĢmada 

antioksidant enzim aktivitesi ile biyokimyasal bileĢikler üzerine etki bakımından her üç 

yapının da etkisi olduğu görülmüĢtür. Fenolik bileĢiklerin üretiminde uygulamaların 

herhangi birinin etkin olduğu söylenememektedir (Kouhi et al. 2015). 

ZnO NP yapılarının fıstık bitkisinin çimlenmesi, büyümesi ve verimi üzerine etkisinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma kapsamında 1000 ppm ZnO NP 

konsantrasyonunun, hem tohum çimlenmesinin sağlanmasında hem de bitki canlılığının 

korunmasında etkin bir role sahip olduğu anlaĢılmıĢtır. Bunun yanında düĢük dozda 

uygulanan NP miktarının hem yapraklardaki klorofil sayısını artırdığı, hem de erken 

çiçeklenmeye neden olduğu ifade edilmiĢtir. Ancak 2000 ppm dozunda uygulanan ZnO 

NP yapısı ortaya çıkan inhibisyon etkisinin temel sebebi olarak nitelendirilmiĢtir. 

Normal çinko yapısına kıyasla 15 defa daha düĢük dozda etkinliğini gösterebilen NP 
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ZnO formunun özellikle doz ayarlamaları konusunda mantıklı bir yol izlenmesi 

gerektiği ifade edilmiĢtir (Prasad et al. 2012). 

Çim bitkisinde ZnO NP yapısının hem hücre içerisine alımında hem de bitki içerisinde 

dağılımı ve birikimiyle ilgili olarak bir çalıĢma yapılmıĢtır. Bu yapıların aynı zamanda 

çim bitkisi üzerine toksik etkisi olup olmadığı da değerlendirilmiĢtir. Bu kapsamda ZnO 

NP varlığında bitkinin yeĢil aksamında azalma gözlenmiĢtir. Bunun yanında iyonik 

formdaki ZnO yapısının ZnO NP yapısına nazaran daha kolay alınabildiği için özellikle 

sürgünlerde bu yapının birikiminin daha fazla olduğu gözlenmiĢtir (Lin et al. 2008). 

Nanopartiküllerin oluĢturduğu toksik etkilerin pek çok etkenle değiĢiklik gösterdiği 

bilinmektedir. Canlıya nanopartikülün temas süresi ve temas Ģekli, nanopartikülün 

deriĢimi ve boyutuna göre değiĢen toksik etkilerin etki mekanizması henüz ayrıntılı bir 

biçimde ortaya konulamamıĢtır. Ayrıntılı olarak bilinmiyor olmasına rağmen, 

nanopartiküllerin toksik etkilerinin temel mekanizmasının Reaktif Oksijen Türleri 

(ROS) olarak ifade edilen serbest oksijen radikallerini meydana getirmesi nedeniyle 

gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. Hücre içerisinde serbest halde dolaĢmaya 

baĢladıklarında sahip oldukları negatif yük dolayısıyla son derece saldırgan bir yapı 

sergileyen bu radikalik maddeler, hücre membran yapısının parçalanmasına, DNA 

hasarına, proteinlerin dolayısıyla enzimlerin oksidasyonuna sebep olarak geri dönüĢümü 

zor olacak hatalara zemin hazırlamaktadırlar. 

Nel et al. (2008) hazırlamıĢ oldukları derleme çalıĢmada, NP’lerin ROS yapılarını 

ortaya çıkararak toksisiteye neden olduğu fikri en iyi ihtimal olarak ifade edilmiĢtir. 

NP’lerin hücre döngüsünün düzenlenmesinde ortaya çıkacak problemler, beyin ve 

periferik sinir sisteminin hasar görmesi, mutasyonlar, karsinogenesis gibi pek çok ciddi 

probleme neden olacağı öngörülmüĢtür. 

Nanopartiküllerin boyutlarının ve deriĢimlerinin etkisinin değerlendirilmesi kapsamında 

yapılan bir çalıĢmada, seryum dioksit nanopartikülü 7 nm ve 25 nm boyutlarında 

üretilmiĢtir. Ardından bu partiküller salatalık bitkisine uygulandığında, bitkinin 7 nm 
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boyutundaki partikülü çok daha kolay ve fazla miktarda alabildiği belirlenmiĢtir (Zhang 

et al. 2011). 

Ce2O3 nanopartikülleri ile yapılan bir çalıĢmada bu NP’ler yeĢil sentez yoluyla elde 

edildikten sonra antioksidan aktivitelerine bakılmıĢ ve bu nanopartiküllerin yüksek 

derecede antioksidant aktivite sergilediği görülmüĢtür (Nadaroglu et al. 2016). 

Su mercimeği Landoltia punctata bitkisi üzerine CuO nanopartikül yapılarının test 

edildiği bir çalıĢmada, nanopartikül uygulaması sonrasında bitki geliĢiminin %50 

oranında azaldığı saptanmıĢtır (Shi et al. 2011). 

Aynı Ģekilde Triticum aestivum ve Phaseolus radiatus bitkileri üzerinde de test edilen 

CuO nanopartikülleri bu bitkilerin geliĢimlerinde de yavaĢlamaya neden olmuĢ, 

NP’lerin toksik etkisi gözle görülür bir formda vuku bulmuĢtur (Lee et al. 2011). 

Bunların yanında hem bakır iyonları hem de bakır nanopartikülleri Elodea densa adlı 

bitki üzerinde test edildiğinde, bitkide artmıĢ olan lipid peroksidasyon miktarında 

azalma gözlenmiĢtir. Ayrıca katalaz, süperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinde 

artıĢ gözlenirken, fotosentezin 1 mg/dm
3
 bakır nanopartikül dozuyla birlikte 

baskılandığı tespit edilmiĢtir (Nekrasova et al. 2011). 

Transgenik bir pamuk bitkisinde CuO NP yapısının toksisitesinin test edildiği bir 

çalıĢma yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada kullanılan pamuk bitkisinin içerdiği Ipt geni 

dolayısıyla transgenik özellik taĢıdığı, bu genin izopentenil transferaz enzimini 

kodladığı bilinmektedir. Bu kapsamda 3 farklı dozda uygulanan CuO NP’lerin düĢük 

dozda büyüme ve geliĢmeye herhangi bir etkide bulunmadığı, ancak yüksek dozlarda bu 

yapıların fitohormonların üretimini engellediği saptanmıĢtır (Van et al. 2016). 

Fe3O4 nanopartikül yapıları kullanılarak yapılan ilk çalıĢmada, bu tip NP yapılarının 

balkabağı bitkisi tarafından alımının önemli bir seviyede olduğu ve bazı dokularda bu 

yapıların birikiminin gerçekleĢtiği ifade edilmiĢtir (Zhu et al. 2008). 



14 

 

Soya fasulyesinde yapılan bir çalıĢmada -Fe3O4 NP yapılarının klorofil içeriğini 

olumsuz etkilediği saptamıĢtır. Bunun yanında bu yapıların fotosentez reaksiyonlarının 

çeĢitli evrelerinde hem biyokimyasal hem de enzimatik etkinliği üzerine negatif bir etki 

yapmıĢ olabileceği ihtimali söz konusu olmuĢtur (Ghafariyan et al. 2013). 

Hem demir iki oksit, hem de demir üç oksit nanopartiküllerinin buğday (Triticum 

aestivum L.) geliĢimi üzerine etkisinin incelendiği bir çalıĢmada dört ayrı dozda 

uygulanan -Fe3O4 NP’leri test edilmiĢtir. Bu nanopartikül yapılarının buğday tohum 

oluĢturma kabiliyeti, klorofil içeriği ve bitki büyümesi üzerine olumsuz bir etkide 

bulunmadığı saptanmıĢtır. Ayrıca bu NP’lerin bitkinin özellikle köklerinde antioksidant 

metabolik süreçlerinde rol oynayan enzimlerin aktivitesini artırdığı saptanmıĢtır. Bu 

durum her iki demir oksit nanopartikül yapısının da oksidatif stresi önlemede yardımcı 

bir rol üstlendiğini göstermektedir. Yapılan çalıĢmada bu NP’lerin fitotoksik olmadığı, 

hatta tarımsal uygulamalarda kullanılabileceği ifade edilmiĢtir (Iannone et al. 2016). 

Atha ve ark. (2012) yapmıĢ oldukları çalıĢmada ilk defa bakır nanopartiküllerin tarım 

bitkilerinde ve çim bitkilerinde DNA hasarını uyardığını ortaya çıkarmıĢtır. Turp 

(Raphanus sativus), çok yıllık delice otu (Lolium perene), tek yıllık delice otu (Lolium 

rigidum) bitkileri üzerinde laboratuvar koĢullarında bakır nanopartikülleri test 

edilmiĢtir. Test sonucunda bu NP’lerin DNA yapısında mutagenik lezyonlara (7,8-

dihidro-8-oksoguanin; 2,6-diamino-4-hidroksi-5 formamidopirimidin; 4,6-diamino-5-

formamidopirimidin) neden olduğu ve güçlü bir Ģekilde bitki büyümesini engellediği 

görülmüĢtür. 

Allium cepa bitkisi üzerine çinko oksit NP’lerin etkisini araĢtıran bilim insanları, bu 

yapıların bitki köklerinin geliĢimini engellediğini ortaya koymuĢtur. 50 ile 100 nm 

arasında boyutları değiĢen NP yapıları 5 ile 20 µg/cm
3
 miktarları arasında artan 

dozlarda bitkiye uygulanmıĢtır. Çinko oksit NP’lerinin hem hücresel hem de 

kromozomal seviyede hasara neden olduğu saptanmıĢtır (Ghodake et al. 2011). 
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Nanopartikül deriĢimlerinin etkisinin incelendiği bir diğer çalıĢmada marul 

tohumlarının kök-gövde boy ölçümleri alınarak bir çalıĢma yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada 

etkisine bakılan Pd, Au, Si, Cu nanopartiküllerinin düĢük ve yüksek deriĢimde 

çimlenmeye etkisi araĢtırılmıĢtır. Süregelen deneyin 15. gününde bitki geliĢiminde 

kayda değer bir artıĢın olduğu gözlemlenmiĢtir. Bunun nedeni ise, nanopartiküllerin 

doğrudan değil de, dolaylı bir yol ile bitki büyüme mekanizmasında yerini alması olarak 

ifade edilmiĢtir (Shah et al. 2009). 

Nanopartiküllerin bitkiler üzerine etkileri konulu çalıĢmalar bugüne dek kısıtlı sayıda 

bitki ve nanopartikül türü ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Nanopartiküllerin bitki büyümesine 

olan etkisinin merak ediliyor olması dolayısıyla bugüne kadar yapılmıĢ olan 

çalıĢmaların çoğu bu alanda kendine yer bulmuĢtur (Rico et al. 2011). 

Bitkiler, nanoteknoloji ile çevre, insan arasında bir bağ olarak görülmektedir. 

Nanopartiküllerin ara birim olarak kabul edilen bitkilerin ve onları tüketmekte olan 

hayvan ve insanların üzerinde ne gibi etkiler gerçekleĢtireceği ise hala bir merak 

konusudur. Bu sebeple nanopartiküllerin bitkiler üzerine etkisi ve akabinde bu 

nanopartiküllerin besin zincirine bitkiler yoluyla taĢınıp taĢınmadığı belirsizliğine yanıt 

olması amacıyla çeĢitli çalıĢmalar yapılmaktadır. Bilindiği gibi bitkiler nanopartikülleri 

yapısal bir materyal olarak kullanabilmekte, metabolik süreçlerde rol verebilmekte, bazı 

bölümlerinde bu nanopartikülleri biriktirebilmektedirler. Partiküllerin türüne göre 

bitkiye etkisinin değiĢeceği gibi, aynı zamanda bitkiye nanopartikülün etki türü de 

değiĢiklik gösterebilmektedir. Olumlu ya da olumsuz etkilerin yanında literatürde 

nanopartiküllerin bitki üzerinde nötr bir uygulama olduğu gerçekleri de görülmektedir. 

Örnek olarak çinko oksit ve seryum dioksit nanopartiküllerinin soya fasulyesi üzerine 

etkisine bakıldığı Lopez-Moreno (2010) çalıĢması verilebilmektedir. Yapılan çalıĢmada 

bu nanopartiküllerin soya fasulyesinin çimlenme sürecine herhangi bir etki etmediği 

halde, diğer geliĢim evrelerinde seryum dioksit nanopartikülünün genotoksik bir etki 

yaptığı ortaya konulmuĢtur. 
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Nanopartiküllerin genel anlamda toksik etkilerini araĢtıran bilim dalına nanotoksikoloji 

denilmektedir. NP’lerin toksik etkileri incelenirken pek çok etkenin rol oynadığı 

bilinirken, bu etkenlerin baĢında NP’lerin dozu ve boyutları gelmektedir. Yapılan pek 

çok çalıĢmada NP’lerin toksik etkilerinin var olduğu ortaya konulmuĢtur. NP yapılarının 

yalnızca bitkiler için değil, diğer canlılar için de toksik etki oluĢturduğu yapılan pek çok 

çalıĢmayla ortaya koyulmuĢtur. 

Gubbins ve ark. (2011) yapmıĢ olduğu çalıĢmada gümüĢ NP’lerinin çok düĢük dozlarda 

dahi toksik etki sergilediği ortaya konulmuĢtur. Titanyum oksit NP’lerinin farelerde 

beyin hasarına neden olduğu belirlenmiĢtir. Farelere oral yolla verilen nano boyuttaki 

bakır elementinin böbrek, karaciğer ve dalakta mikro boyut partiküllerine kıyasla çok 

daha fazla hasara neden olduğu saptanmıĢtır (Chen et al. 2006). 

Bu toksik etkilerin hangi mekanizma ile oluĢtuğu konusu, her ne kadar tam bir netlik 

kazanamamıĢ olsa da, bu etkilerin olası mekanizmasının reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

ortaya çıkması ile ilgili olduğu ifade edilmektedir. NP’lerin boyutları dolayısıyla pek 

çok alana kolaylıkla eriĢebilmesi, canlı organizmalarda oksidatif stresin artmasına, bu 

durum da dolaylı olarak hasarlara ve toksik etkilere neden olmaktadır. 

ROS yapıları, normal oksijen molekülü ile kıyaslandığında, kimyasal olarak çok daha 

aktif ve saldırgan yapıya sahip olan maddelerdir. Süperoksit anyonu (O2
-
), hidrojen 

peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH
-
) yapılarının örnek olarak gösterilebileceği ROS 

yapıları; protein hasarı, membranda hasar, DNA yapısında mutasyonlar, mitokondriyal 

hasarlar gibi pek çok farklı negativiteye sebep olmaktadırlar (ġekil 2.1). Bu 

olumsuzluklar ise pek çok hastalığa neden olmaktadır: Down sendromu, diabet, 

Parkinson, amfizem, iskemi, akut renal yetmezlik vs. 
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ġekil 2.1. NP’lerin toksik etki oluĢturma süreçleri (Sanvicens and Marco 2008) 

NP’lerin bitkilerle ilgili çalıĢmalarda kullanımı yalnızca toksik etkilerini gözlemlemek 

adına yapılmamıĢtır. Tarımda nanopartiküller, hastalık etkenleri ve zararlılara karĢı ilaç 

etkenlerinin akıllı salınım sistemleriyle, gerçek zamanlı bir takiple birlikte deneme 

alanına verilmesinde etkili bir Ģekilde kullanılmaktadır. NanotaĢıyıcılar ile eĢleĢtirilen 

veya enkapsüle formda ortama bırakılan etken maddeler, normal bir ilaca kıyasla çok 

daha aktif bir Ģekilde iĢlev gösterebilmektedir. Bu Ģekilde kullanılan etken maddelerin 

biyoyararlılıklarında artıĢ olurken, bir yandan da salınımın sürekliliği ve biyoaktif 

etmenlerin devamlılığı sağlanmıĢ olmaktadır. Liu et al. (2008) yapmıĢ olduğu çalıĢmada 

bifenthrin etken maddesinin nanopartikül süspansiyonlarını üreterek, bu maddenin su 

içerisinde zayıf çözünürlüğünün, yağ içerisindeki yüksek çözünürlüğünün oluĢturduğu 

riskli durumu ortadan kaldırmayı baĢarabilmiĢlerdir. Bifenthrin, pamuk zararlısı olarak 

bilinen bir böceğin sinir sistemi üzerine etki eden sentetik bir insektisittir. 

Demir oksit nanopartiküllerinin test edildiği bir çalıĢmada, farklı konsantrasyonlarda 

tarla Ģartlarında uygulanan demir oksit NP’lerinin soya fasülyesinin geliĢimini pozitif 

Ģekilde etkilediği ve verimi artırdığı saptanmıĢtır. Bunun yanında bu NP’lerin fotosentez 

miktarını artırdığı, yapraklara demir transferinin daha etkili bir Ģekilde gerçekleĢtiği 

belirlenmiĢtir (Sheykhbaglou et al. 2010). 
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Gözenekli silika nanopartiküller içerisinde yüklenmiĢ etken maddeler de son 

dönemlerde oldukça yaygındır. Yuvarlak solucan olarak bilinen nematodlar ve eklem 

bacaklılar familyası olan artropodlara karĢı etkili olan avermektin ile fungusit özelliği 

sergilemekte olan validamisin ilaçları da gözenekli silika partiküller ile enkapsüle 

edilmiĢtir (Wen et al. 2005). Patojenik bitki funguslarında fungusit özellik gösteren 

chlorothalonil etken maddesinin polimerik bir nanopartikül içerisinde aktivitesinin 

arttığı gözlenmiĢtir (Liu et al. 2001). 

Gen aktarım çalıĢmalarında da bitkiler üzerinde kullanılan altın nanopartiküller ile 

yapılan çalıĢmada, plazmitin altın nanopartiküller ile transferinin yapılabildiği ortaya 

konulmuĢtur (Christou et al. 1998). Torney et al. (2007) yapmıĢ oldukları çalıĢmada, 

silika nanopartiküllerinin yüzeye bağlanma ve enkapsülasyon açısından etkinliklerini 

gözlemlemiĢler ve gen aktarımında diğer yöntemlere nazaran çok daha etkili olduğunu 

açığa çıkarmıĢlardır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasallar, Cihazlar ve Malzemeler 

Çizelge 3.1. YeĢil sentez ve bitki doku kültürü iĢlemleri için kullanılan cihazlar 

Sıra Cihaz 

1 Ġklimlendirme Kabini 

2 Santrifüj: Allegra X-30R +4c 1200 rpm 

3 Kabin: class I hepa filtreli çift kiĢilik 

4 Otoklav: Lica 

5 +4ºC ve -20ºC buzdolapları: Bosch 

6 Manyetik KarıĢtırıcı 

7 Saf Su Cihazı 

8 Spektrofotometre: Epoch nanodrop UV-VIS 

9 Çalkalayıcı: Heidolph Titramax 100 

10 Hassas Terazi 

11 Blender 

12 Evaporatör 

13 pH-metre 

14 Saf su cihazı 

15 Epoch nanodrop UV-VIS spektrofotometre 

16 Yüksek devirli santrifüj: Beckman coulter 

17 Vorteks 

3.2. Nanopartiküllerin YeĢil Sentezi 

3.2.1. Bitki örneklerinin toplanması ve bitki ekstraktının hazırlanması 

Bu çalıĢmada Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisi kullanılmıĢtır. YeĢil sentez 

iĢleminde kullanılacak olan bitki örnekleri Erzurum ilinin Hasankale ilçesi 
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dolaylarından toplanmıĢtır. Akabinde taksonomistler yardımıyla bitki türü tespit 

edilmiĢtir. Laboratuvara getirilen bitki örnekleri üzerindeki toz ve benzeri kalıntılardan 

arındırılmak amacıyla birkaç kez distile su ile yıkanmıĢtır. Bu iĢlem ardından bitki 

materyali yaklaĢık 50 g ağırlığındaki küçük parçalara ayrıldı. 250 mL 10 mM 

konsantrasyonundaki sodyum fosfat tamponu içerisine alınan küçük parçalar blenderda 

homojen bir karıĢım olacak Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. Ardından elde edilen homojen 

karıĢım 5000 xg’de 10 dakika süreyle santrifüjlenmiĢtir. Elde edilen süpernatant enzim 

saflaĢtırma sürecinde kullanılmak üzere alınmıĢtır (Demir et al. 2008). 

3.2.2. Kısmi peroksidaz enzim saflaĢtırması - amonyum sülfat çöktürmesi 

Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitki homojenatı amonyum sülfat kullanılarak 

%60-80 oranında doygun bir çözelti durumuna getirildikten sonra 8000 xg’de 10 dakika 

süreyle santrifüj edilerek peroksidaz enzimi pellet halinde elde edilmiĢtir. Peroksidaz 

pelleti 10 mM sodyum fosfat tamponunda çözdürülerek kullanıma hazır hale 

getirilmiĢtir. Akabinde kullanılıncaya kadar bu çözelti +4°C’de muhafaza edilmiĢtir 

(Demir et al. 2008). 

3.2.3. Peroksidaz enzim aktivite testi 

Bu iĢlem için pH değeri 6.0 civarında seyreden 0,1 M fosfat tamponu ile hazır hale 

getirilen 1mM 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonic acid) diamonyum tuzu 

(ABST) substrat olarak kullanılmıĢtır. Bu tayin iĢleminde 2,8 mL ABTS bir tüpe 

aktarılmıĢ, ardından deney tüpü içerisine 100 μl %80 çökelek ve 100 μl 3.2mM H2O2 

solüsyonu ilavesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı hazır hale geldikten sonra 3 

dakika boyunca 1 dakika arayla UV-visible spektrofotometre (Epoch nanodrop UV-VIS 

spektrofotometre) yardımıyla 412 nm’de absorbans etkinliği saptanmaya çalıĢılmıĢtır. 

Bu iĢlem süresince kör numune olarak saf su kullanılmıĢtır. 
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3.2.4. ZnO nanopartiküllerinin sentezi 

2.9 ml 1 mM Çinko klorür (ZnCl2) örneği üzerine Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) 

bitki ekstraktından elde edilen peroksidaz enziminden 100 µl eklenmiĢtir. Ardından bu 

karıĢım 5 saat süreyle kapalı bir mekanda inkübe edilmiĢtir. Bu inkübasyon süresinin 

sonunda çözelti ZnO nanopartiküllerinin varlığına iĢaret eden koyu yeĢil-sarı bir renk 

almıĢtır. Bu iĢlem ardından evaporatör yardımıyla su uzaklaĢtırılmıĢ, elde edilen çinko 

nanopartiküller bir gün süreyle 70°C’de kurutulmuĢtur (Güngör 2011). 

3.2.5. CuO nanopartiküllerinin sentezi 

2.9 mL, 1 mM bakır (II) klorür (CuCl2) örneği üzerine Euphorbia (Euphorbia 

amygdaloides) bitki ekstraktından elde edilen peroksidaz enziminden 100 µL 

eklenmiĢtir. Ardından bu karıĢım 4 saat süreyle kapalı bir mekanda inkübe edilmiĢtir. 

Bu inkübasyon süresinin sonunda çözelti CuO nanopartiküllerinin varlığına iĢaret eden 

bulanık bir mavi renk almıĢtır. Bu iĢlem ardından evaporatör yardımıyla su 

uzaklaĢtırılmıĢ, elde edilen bakır oksit nanopartiküller bir gün süreyle 70°C’de 

kurutulmuĢtur (Güngör 2011). 

3.2.6. γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin sentezi 

2.9 mL 1 mM FeCl2 – FeCl3 çözeltileri üzerine Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) 

bitki ekstraktından elde edilen peroksidaz enziminden 100 µL eklenmiĢtir. Ardından bu 

karıĢım 4 saat süreyle kapalı bir mekanda inkübe edilmiĢtir. Bu inkübasyon süresinin 

sonunda çözelti γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin varlığına iĢaret eden koyu kahverengi bir 

renk almıĢtır. Bu iĢlem ardından evaporatör yardımıyla su uzaklaĢtırılmıĢ, elde edilen γ-

Fe3O4 nanopartiküller bir gün süreyle 70°C’de kurutulmuĢtur (Gungor et al. 2011). 
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3.2.7. ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin sentezinin biyokimyasal özellikleri 

Sentezlenen nanopartikül yapılarının sıcaklıkları, pH değerleri, metal iyon 

konsantrasyonları ve kontakt zamanları ile iliĢkili olarak optimizasyon çalıĢması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Optimum kontakt zamanı belirlemek için; 3’er dakikalık aralıklarla 0 ile 240 dakika 

arasında spektrofotometrik olarak ölçüm yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada kör numune saf 

sudur. 

Optimum pH değerini belirlemek için; 2-11 arasındaki pH değerlerinde ZnO, CuO ve 

γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin sentezi gerçekleĢtirilmiĢ ve UV visible spektrofotometre ile 

absorbans değerlerine bakılmıĢtır. pH ayarının gerçekleĢtirilmesinde 0.1 N HCI ve 0.1 

N NaOH kullanılmıĢtır. Yine kör numune olarak saf su kullanılmıĢtır. 

Sıcaklık değerini optimize edebilmek için; sentez reaksiyonları 10°C, 20°C, 30°C, 

40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C'lerde sırasıyla, ayrı ayrı gerçekleĢtirilmiĢtir. Her 

sıcaklıkta UV visible spektrofotometre ile reaksiyon karıĢımının absorbans değerlerine 

bakılmıĢtır. Saf su kör numune olarak kullanılmıĢtır. 

Metal iyon konsantrasyonunun optimizasyonu içinse; 0,5 mM, 1mM, 3mM, 5mM, 

7mM ZnCl2, CuCl2 ve FeCl2–FeCl3 çözeltileri kullanılarak sentez iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Her uygulama için ayrı ayrı UV visible spektrofotometre ile 

absorbans ölçümü yapılmıĢtır. 

3.3. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 Nanopartiküllerinin SEM, XRD, FT-IR Karakterizasyonu 

YeĢil sentez yoluyla elde edilen nanopartikül yapılarının yüzeysel morfoloji 

görüntülerinin elde edilmesi amacıyla Zeiss marka Sigma 300 model Taramalı Elektron 

Mikroskobu kullanılarak SEM görüntüleri alınmıĢtır. Bunun yanında X-IĢını Kırınım 
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yöntemi olan PANalytical marka Empyrean modelindeki XRD cihazı kullanılarak 

nanopartiküllerin kristal formlarının tespiti sağlanmıĢtır. Ayrıca üretilen 

nanopartiküllerin içerisindeki elementler arasındaki bağların ortaya koyulması amacıyla 

Brucker VERTEX 80/80v markalı FT-IR cihazı ile FT-IR grafiklerinin eldesi 

sağlanmıĢtır. Bu çalıĢmaların gerçekleĢtirilmesi noktasında Atatürk Üniversitesi 

DAYTAM laboratuvarlarından yardım alınmıĢtır. 

3.4. Bitki Materyali 

Bu tez kapsamında kullanılan bitki genotipleri Doğu Anadolu Tarımsal AraĢtırma 

Enstitüsü’nden temin edilmiĢtir. Kullanılan genotipler ekmeklik buğday olarak 

adlandırılan Triticum aestivum L. türünün Kırik ile ES-26 çeĢitleridir. Dolgun, beyaz 

tanelere sahip olan Kırik buğday çeĢidi, daha çok Doğu Anadolu Bölgesine önerilmekte 

olan kardeĢlenme sayısı düĢük bir bitki olarak bilinmektedir. ES-26 ise, kıĢa ve kurak 

Ģartlara dayanıklılığa sahip bir bitki olmasının yanında sarı pas hastalığına dayanıklı 

olmasıyla dikkat çekmektedir. Bu genotiplerin bu çalıĢma için seçilmiĢ olmalarının 

nedeni, kırik buğday genotipinin kallus oluĢturma oranının son derece yüksek, ES-26 

genotipinin ise kırike nispeten daha düĢük kallus oluĢturma oranına sahip olmasıdır. 

3.5. Bitki Doku Kültürü Ortamlarında Kullanılan Kimyasallar ve HazırlanıĢları 

Kallus geliĢimi ve somatik embriyoların elde edilme sürecinde, Murashige and Skoog 

(1962) besi ortamında faydalanılmıĢtır. Bu ortamın hazırlanmasında makro elementler, 

mikro elementler, demir Ģelat ajanları ile birlikte organik materyaller kullanılmıĢtır. Bu 

materyallerin MS ortam içerisindeki miktarları Çizelge 3.2’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. MS ortamı içerisinde yer alan makro ve mikro elementler 

BileĢik Konsantrasyon (mg/L) 

Makro Elementler (MS, 1962) 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

KNO3 1900 

NH4NO3 1650 

CaCl2.2H2O 440 

Mikro Elementler (MS, 1962) 

H 3BO3 6.2 

MnSO4.H2O 15.6 

ZnSO4.7H2O 8.6 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

KI 0.83 

FeSO4.7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 

3.5.1. MS makro elementler için stok solüsyonun hazırlanması 

Makro elementlerin MS ortam hazırlama sürecinde kullanımı için 20X stok solüsyonu 

hazırlanmıĢtır. Bu kapsamda takip edilen basamaklar aĢağıdaki gibidir: 

a) Çizelge 3.1’de verilmiĢ olan makro element miktarlarının tartımı 20 katlarına denk 

gelecek Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu iĢlem için hassas terazi kullanılmıĢtır. 

b) 2 litrelik bir beherde bulunan 600 mL’lik saf su içerisine bahsi geçen tartımı 

gerçekleĢtirilmiĢ materyaller tek tek erimesi sağlanarak çözelti içerisine ilave edilmiĢtir. 

Bu iĢlem esnasında beher içerisine manyetik balık bırakılmıĢ ve akabinde manyetik 

karıĢtırıcının karıĢtırma iĢleminden faydalanılmıĢtır. 
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c) Tüm elementlerin çözünme iĢlemi tamamlandığında mezür kullanılarak karıĢımın 

hacmi 1 litreye tamamlanarak, solüsyon amber ĢiĢe içerisine alınmıĢtır. Etiketleme 

iĢleminin ardından stok solüsyon 4°C’de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5.2. MS mikro elementler için stok solüsyonun hazırlanması 

100X deriĢiminde bir mikro element stok solüsyonu hazırlama iĢlemi için takip edilmiĢ 

olan iĢlem basamakları Ģu Ģekildedir: 

a) Çizelge 3.2’de yer alan materyallerden FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer 

tüm malzemeler 100 katları olacak Ģekilde hassas terazi kullanılarak tartılmıĢtır. 

b) Ġçerisinde yaklaĢık 600 mL saf su bulunan beher, manyetik balıkla birlikte 

manyetik karıĢtırıcı üzerine koyulur. Ardından tartımı gerçekleĢtirilen mikro 

elementlerin sırayla, çözünmeleri beklenerek ilaveleri sağlanmıĢtır. Tüm materyallerin 

çözelti içerisinde çözünme süreçleri tamamlandıktan sonra mezür yardımıyla karıĢım 1 

litreye tamamlanarak amber ĢiĢe içerisine alınmıĢtır. Etiketleme iĢlemi ardından 

solüsyon 4°C’de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5.3. Nanopartikül içeren MS mikro stok solüsyonlarının hazırlanması 

Çizelge 3.3. MS mikro elementler içerisindeki nanopartikül elementlerin gösterimi 

Mikro Elementler (MS, 1962), (mg/l) 

H 3BO3 6.2 

MnSO4.H2O 15.6 

Nanopartikül ZnO
 8.6 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

Nanopartikül CuO 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

KI 0.83 

Nanopartikül γ-Fe3O4 27.8 

Na2EDTA 37.3 
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Nanopartikül içeren MS mikro stok solüsyonlarının hazırlanması sürecinde bahsi geçen 

NP mikro elementlerin her biri için 3 ayrı stok solüsyonu hazırlanmıĢtır. Bu iĢlem için 

ZnO ve CuO nanopartikülleri hassas terazi kullanılarak 3’er farklı miktarda tartılmıĢtır. 

ZnO ve CuO nanopartiküllerinin normal MS mikro stok solüsyonu hazırlama iĢleminde 

tartılan miktarın kendisi, bu miktarın iki katı ve normal miktarın üç katı olacak Ģekilde 3 

ayrı dozda tartımı gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.5.3.a. Normal miktarda ZnO NP içeren (1X ZnO NP) stok solüsyonunun 

hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda ZnO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarda tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 

100X deriĢiminde 250 mL’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 

Beher içerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarda (1X) ZnO NP de karıĢıma ilave edilerek çözünmesi 

sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmıĢtır. Stok solüsyon etiketlenerek, 

solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.3.b. Normalin iki katı miktarda ZnO NP içeren (2X ZnO NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda ZnO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarın iki katı oranında 

tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 100X deriĢiminde 250 mL’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 
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Beher içerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarın iki katı miktara sahip (2X) ZnO NP de karıĢıma ilave 

edilerek çözünmesi sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmıĢtır. Stok 

solüsyon etiketlenerek, solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi 

yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.3.c. Normalin üç katı miktarda ZnO NP içeren (3X ZnO NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda ZnO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarın üç katı oranında 

tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 100X deriĢiminde 250 mL’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 

Beher içerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarın üç katı miktara sahip (3X) ZnO NP de karıĢıma ilave 

edilerek çözünmesi sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmıĢtır. Stok 

solüsyon etiketlenerek, solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi 

yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.3.d. Normal miktarda CuO NP içeren (1X CuO NP) stok solüsyonunun 

hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda CuO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarda tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 

100X deriĢiminde 250 mL’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 
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Beher içerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarda (1X) CuO NP de karıĢıma ilave edilerek çözünmesi 

sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmıĢtır. Stok solüsyon etiketlenerek, 

solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.3.e. Normalin iki katı miktarda CuO NP içeren (2X CuO NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda CuO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarın iki katı oranında 

tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 100X deriĢiminde 250 ml’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 

Beher içerisine 150 ml saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarın iki katı miktara sahip (2X) CuO NP de karıĢıma ilave 

edilerek çözünmesi sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 ml’ye tamamlanmıĢtır. Stok 

solüsyon etiketlenerek, solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi 

yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.3.f. Normalin üç katı miktarda CuO NP içeren (3X CuO NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

FeSO4.7H2O ve Na2EDTA haricindeki diğer tüm malzemeler 100X’lik bir çözelti 

hazırlanması dolayısıyla 100 katı tartılarak kenara alınmıĢtır. Aynı zamanda CuO 

NP’nden de MS mikro çözeltisinde yer aldığı normal miktarın üç katı oranında 

tartılmıĢtır. Bu iĢlemde 100X deriĢiminde 250 mL’lik bir karıĢım elde edilmiĢtir. 
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Beher içerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde karıĢtırılmaya baĢlanır. Tartımı gerçekleĢtirilen mikro elementler sırayla 

çözünmeleri beklenerek karıĢıma ilave edilmiĢtir. Tartımı gerçekleĢtirilen normal MS 

ortamında yer alan miktarın üç katı miktara sahip (3X) CuO NP de karıĢıma ilave 

edilerek çözünmesi sağlanmıĢtır. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmıĢtır. Stok 

solüsyon etiketlenerek, solüsyonun adı, hazırlayan kiĢinin adı, hazırlanma tarihi 

yazılarak +4°C’de saklanmıĢtır. 

3.5.4. MS demir Ģelat için stok solüsyonunun hazırlanması 

100X deriĢimindeki demir Ģelat stok solüsyonunun hazırlanması için takip edilmiĢ olan 

adımlar aĢağıdaki gibidir: 

a) Çizelge 3.2’de verilen FeSO4.7H2O ve Na2-EDTA maddelerinin miktarı 100 kat 

olacak Ģekilde hassas terazi kullanılarak tartılır. 

b) 300 mL saf su içeren bir beher, içerisine manyetik balık koyularak ısıtıcı ve 

manyetik karıĢtırıcısı çalıĢmakta olan bir karıĢtırıcı üzerine alınır. Akabinde Na2-EDTA 

beher içerisine bırakılarak tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. Çözünme iĢleminin sona 

ermesiyle birlikte hazırlanan materyalin hacmi mezür ile oda sıcaklığındaki saf su ile 

400 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

c) BaĢka bir beher içerisine alınan 300 mL saf su içerisine yine manyetik balık 

bırakılarak, ısıtıcı ve karıĢtırıcısı açılan manyetik karıĢtırıcı üzerine koyulmuĢtur. 

Akabinde tartımı gerçekleĢtirilen FeSO4.7H2O maddesi beher içerisine bırakılarak 

çözünmesi sağlanmıĢtır. Çözünme iĢlemi tamamen sona erdiğinde mezür yardımıyla 

karıĢımın hacmi 400 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

d) HazırlanmıĢ olan bu iki çözelti karıĢtırılarak hacimleri mezür yardımıyla 1 litreye 

tamamlanmıĢtır. Açık sarı renge sahip olan çözelti amber ĢiĢeye koyularak etiketlenmesi 

tamamlanmıĢ, ardından 4ºC’de muhafaza edilmiĢtir. 
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3.5.5. Nanopartikül içeren MS demir Ģelat stok solüsyonlarının hazırlanması 

3.5.5.a. Normal miktarda γ-Fe3O4 NP içeren (1X γ-Fe3O4 NP) stok solüsyonunun 

hazırlanması 

Na2-EDTA ve γ-Fe3O4 NP’ü normal MS mikro çözeltisinde yer aldığı miktarı, 100 kat 

olacak Ģekilde hassas terazi kullanılarak tartılır. Bu aĢamada karıĢım 100X deriĢiminde 

250 mL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

80 mL saf su içeren bir beher, içerisine manyetik balık koyularak ısıtıcı ve manyetik 

karıĢtırıcısı çalıĢmakta olan bir karıĢtırıcı üzerine alınır. Akabinde Na2-EDTA beher 

içerisine bırakılarak tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. Çözünme iĢleminin sona 

ermesiyle birlikte hazırlanan materyalin hacmi mezür ile oda sıcaklığındaki saf su ile 

110 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

BaĢka bir beher içerisine alınan 80 mL saf su içerisine yine manyetik balık bırakılarak, 

ısıtıcı ve karıĢtırıcısı açılan manyetik karıĢtırıcı üzerine koyulmuĢtur. Akabinde tartımı 

gerçekleĢtirilen γ-Fe3O4 NP maddesi beher içerisine bırakılarak çözünmesi sağlanmıĢtır. 

Çözünme iĢlemi tamamen sona erdiğinde mezür yardımıyla karıĢımın hacmi 110 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. 

HazırlanmıĢ olan bu iki çözelti karıĢtırılarak hacimleri mezür yardımıyla 250 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. Açık sarı renge sahip olan çözelti amber ĢiĢeye koyularak etiketlenmesi 

tamamlanmıĢ, ardından 4°C’de muhafaza edilmiĢtir. 
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3.5.5.b. Normalin iki katı miktarında γ-Fe3O4 NP içeren (1X γ-Fe3O4 NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

Na2-EDTA ve γ-Fe3O4 NP’ü normal MS mikro çözeltisinde yer aldığı miktarın 2 katı 

miktarında, 100 kat olacak Ģekilde hassas terazi kullanılarak tartılır. Bu aĢamada karıĢım 

100X deriĢiminde 250 mL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

80 ml saf su içeren bir beher, içerisine manyetik balık koyularak ısıtıcı ve manyetik 

karıĢtırıcısı çalıĢmakta olan bir karıĢtırıcı üzerine alınır. Akabinde Na2-EDTA beher 

içerisine bırakılarak tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. Çözünme iĢleminin sona 

ermesiyle birlikte hazırlanan materyalin hacmi mezür ile oda sıcaklığındaki saf su ile 

110 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

BaĢka bir beher içerisine alınan 80 mL saf su içerisine yine manyetik balık bırakılarak, 

ısıtıcı ve karıĢtırıcısı açılan manyetik karıĢtırıcı üzerine koyulmuĢtur. Akabinde tartımı 

gerçekleĢtirilen γ-Fe3O4 NP maddesi beher içerisine bırakılarak çözünmesi sağlanmıĢtır. 

Çözünme iĢlemi tamamen sona erdiğinde mezür yardımıyla karıĢımın hacmi 110 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. 

HazırlanmıĢ olan bu iki çözelti karıĢtırılarak hacimleri mezür yardımıyla 250 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. Açık sarı renge sahip olan çözelti amber ĢiĢeye koyularak etiketlenmesi 

tamamlanmıĢ, ardından 4°C’de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5.5.c. Normalin üç katı miktarında γ-Fe3O4 NP içeren (1X γ-Fe3O4 NP) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

Na2-EDTA ve γ-Fe3O4 NP’ü normal MS mikro çözeltisinde yer aldığı miktarın 3 katı 

miktarında, 100X’e uygun olacak Ģekilde hassas terazi kullanılarak tartılır. Bu aĢamada 

karıĢım 100X deriĢiminde 250 mL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 
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80 mL saf su içeren bir beher, içerisine manyetik balık koyularak ısıtıcı ve manyetik 

karıĢtırıcısı çalıĢmakta olan bir karıĢtırıcı üzerine alınır. Akabinde Na2-EDTA beher 

içerisine bırakılarak tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. Çözünme iĢleminin sona 

ermesiyle birlikte hazırlanan materyalin hacmi mezür ile oda sıcaklığındaki saf su ile 

110 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

BaĢka bir beher içerisine alınan 80 mL saf su içerisine yine manyetik balık bırakılarak, 

ısıtıcı ve karıĢtırıcısı açılan manyetik karıĢtırıcı üzerine koyulmuĢtur. Akabinde tartımı 

gerçekleĢtirilen γ-Fe3O4 NP maddesi beher içerisine bırakılarak çözünmesi sağlanmıĢtır. 

Çözünme iĢlemi tamamen sona erdiğinde mezür yardımıyla karıĢımın hacmi 110 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. 

HazırlanmıĢ olan bu iki çözelti karıĢtırılarak hacimleri mezür yardımıyla 250 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. Açık sarı renge sahip olan çözelti amber ĢiĢeye koyularak etiketlenmesi 

tamamlanmıĢ, ardından 4°C’de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5.6. MS vitaminleri için stok solüsyonlarının hazırlanması 

AĢağıda Çizelge 3.4’de verilmiĢ olan organik materyaller 100x deriĢiminde bir stok 

solüsyon hazırlanması amacıyla kullanılmıĢtır. 

Çizelge 3.4. MS ortamı içerisinde bulunan organik maddelerin listesi 

Organik Maddeler Konsantrasyon(mg/L), (MS,1962) 

Glisin 2 

Myo-inositol 100 

Nikotonik asit 0.5 

Pridoksin-HCl 0.5 

Tiamin-HCl 0.1 
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100X MS vitamin stok solüsyonunun hazırlanması amacıyla aĢağıdaki basamaklar takip 

edilmiĢtir: 

a) Çizelge 3.3’de verilmiĢ olan maddelerin 100 katı miktarında maddeler hassas terazi 

yardımıyla tartılmıĢtır. 

b) 700 mL saf su içeren bir behere, bahsi geçen vitamin tozları sırayla çözdürülerek 

ilave edilmiĢ, manyetik balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı üzerinde çözeltinin 

hazırlanması sağlanmıĢtır. Tüm organik maddelerin çözünme süreci tamamlandığında 

mezür yardımıyla hacmin 1 litreye tamamlanması sağlanmıĢtır. Ardından hazırlanmıĢ 

olan stok solüsyon amber ĢiĢe içerisine alınıp etiketlenmiĢtir. Muhafazası, 4ºC’de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.5.7. MS ortamının içerisindekilere ek olarak ilave edilen kimyasallar 

MS ortamı içerisine çeĢitli nedenlerle ilave edilen ek kimyasallar Çizelge 3.5’te 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.5. MS ortamına ilave edilen ek kimyasallar 

Kullanılan Kimyasallar Miktarı 

Askorbik Asit 100 mg/L 

MES Hidrate 1.95 g/L 

Phytagel 2 g/L 

Sakkaroz 20 g/L 

MS ortamına ilave edilen bir diğer kimyasal grubu ise bitki büyüme düzenleyicileridir. 

Çizelge 3.6’da bu tez deneyleri kapsamında kullanılan bitki büyüme düzenleyicileri 

olan oksin (Dicamba ve IAA) ve sitokininin (TDZ) hazırlama Ģekilleri gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.6. MS ortamına ilave edilen bitki büyüme düzenleyicileri ve hazırlanıĢları 

Hormon Tipi Çözücü Seyreltici Muhafazası ÇalıĢma 

Konsantrasyonu 

     

Dicamba Su/Etil Alkol Su 4°C 1 mg/mL 

IAA Etil Alkol Su 4°C 1 mg/mL 

TDZ Dimetil 

Sülfoksit 

Su 4°C 1 mg/mL 

3.6. Sterilizasyon Yöntemleri 

3.6.1. Bitki doku kültürü çalıĢma ortamı ve aletlerin sterilizasyonu 

Bitki doku kültürü çalıĢmalarında kullanılan steril kabin içi, çalıĢma yapılmadan en az 

10-15 dk önce %70’lik etil alkolle temizlenerek, UV lambası ile sterilize edilmiĢtir. 

ÇalıĢmadan önce en az yarım saat açık kalan UV lambası, çalıĢmaya baĢlamadan hemen 

önce kapatılarak kültüre alma iĢlemlerine baĢlanmıĢtır. Bistüri, pens gibi doku 

kültüründe kullanılan alet ve edevatlar da %70’lik alkole batırılıp, aleve tutularak 

yüzeyleri sterilize edilerek kullanılmıĢtır. Eksplant kesimi için kullanılacak olan 10x15 

cm niteliklerindeki kurutma kağıtları ise alüminyum folyo içerisine sarılarak otoklavda 

sterilize edilmiĢtir. 

3.6.2. Buğday tohumlarının yüzey sterilizasyonu 

Bitki doku kültüründe kullanılacak olan tohumlar, üstlerine yapıĢmıĢ olan tozdan 

arındırmak amacıyla musluk suyuyla yıkanmıĢtır. Ardından %70’lik etil alkolde 5 

dakika süreyle çalkalayıcı cihazında karıĢtırılması suretiyle muamele edilmiĢtir. 

Ardından steril kabin içerisinde alkolden çıkarılan tohumlar 3 defa saf su ile 

durulanmıĢ, akabinde %1’lik sodyum hipoklorit (%20’lik ticari çamaĢır suyu) 
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çözeltisinde 35 dakika süreyle çalkalanarak inkübe edilmiĢtir. Tekrar steril kabin 

içerisinde tohumlar 3 defa saf su ile durulanarak iĢlem sonlandırılmıĢtır. 

3.6.3. Besi ortamının ve diğer bileĢenlerin sterilizasyonu 

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

sterilizasyonu sağlanmıĢtır. Yüksek sıcaklıklar dolayısıyla yapılarında bozulmalar 

meydana gelebilecek organik moleküllerin (vitaminler, bitki büyüme düzenleyicileri 

vs.) sterilizasyon iĢlemleri 0.22 µm çapında porlara sahip olan selüloz nitrat filtreler 

(milipor) yardımıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.6.4. Sterilizasyonda kullanılan solüsyonların hazırlanması 

%70’lik Etil Alkolün Hazırlanması: %96’lık saf etil alkolden alınan 700 mL alkolün 

hacmi 960 mL’ye tamamlanarak elde edilmiĢtir. 

3.6.5. %1’lik sodyum hipoklorit solüsyonunun hazırlanması 

%5 NaOCl (Sodyum Hipoklorit) barındıran ticari bir marka olan ACE çamaĢır 

suyundan 200 mL alınmıĢ ve son hacim saf su kullanılarak bir litreye tamamlanmıĢtır. 

Elde edilen solüsyon amber ĢiĢeye doldurularak oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

3.7. Kallus ve Bitki Rejenerasyon Besin Ortamlarının Hazırlanması 

Bir litrelik hacme sahip beher içerisine manyetik balık atılarak, 600 mL distile su 

koyulup manyetik karıĢtırıcı üzerinde karıĢtırma iĢlemi baĢlatılmıĢtır. Ardından daha 

önceden hazırlanan MS Makro element solüsyonundan 50 ml, MS mikro element ve 

demir Ģelat solüsyonundan ise 10’ar mL alınarak beher içerisine bırakılmıĢtır. Akabinde 

20 g sakaroz, 1.95 g MES Hydrate tartılarak karıĢıma ilave edilmiĢtir. Bu materyaller 

eriyinceye kadar karıĢtırılması sağlanmıĢtır. Erime süreci sona erdiğinde son hacim 950 
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ml olarak ayarlanmıĢ ve akabinde 1N NaOH ve 1N HCl solüsyonlarının gerekli olduğu 

durumlarda kullanılmasıyla pH 5.8’e ayarlanmıĢtır. Bu iĢlem ardından hacim 985 mL 

olarak ayarlanıp, içerisine 2 g jel yapıcı madde olarak adlandırılan Phytagel ilave 

edilerek erlen içerisine aktarılmıĢtır. Erlenin ağzı alüminyum folyo ile kapatılarak 

otoklavda 20 dakika süreyle 105 kPa basınç altında 121°C’lik sıcaklık ile sterilize 

edilmiĢtir. 

Otoklav içerisinde bozunan vitamin ve hormon karıĢımı otoklav iĢleminin ardından 

besin ortamı içerisine filtre edilerek ilave edilmiĢtir. Bu iĢlem için öncelikle 50 mL 

hacme sahip beher içerisine MS vitamin solüsyonundan 10 mL, askorbik asit 

solüsyonundan (50 mg/L) 1 mL ilave edilerek son hacmin saf su yardımıyla 15 mL 

olması sağlanmıĢtır. Otoklavdan çıkan besi ortamının sıcaklığı yaklaĢık 40-45°C’ye 

ulaĢtığında 0,22 µm por çapına sahip selüloz nitrat yapısındaki filtreden geçirilerek 

vitamin ve hormon karıĢımı besin ortamına ilave edilmiĢtir. 

3.8. Nanopartikül içeren kallus ve bitki rejenerasyon besin ortamlarının 

hazırlanması 

Bu iĢlem için normal besin ortamı hazırlarken yapılan iĢlemlerin aynısı yapılmıĢtır. 

Ancak ZnO NP materyalinin 1X, 2X ve 3X dozlarında içeren besin ortamlarının 

hazırlanması sürecinde, daha önceden hazırlanmıĢ olan NP içeren stok solüsyonlar 

kullanılmıĢtır. Aynı iĢlemler CuO ve γ-Fe3O4 NP’leri için de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.9. Endosperm Destekli Olgun Buğday Embriyosu Kültürü 

Bu iĢlem için Aydin (2011) çalıĢmasında yer alan endosperm desteli olgun embriyo 

kültür aĢamaları kullanılarak uygulama gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu uygulama sürecinde 

gerçekleĢtirilen basamaklar ise Ģu Ģekildedir: 
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a) Yüzey sterilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ tohumlar steril kabin içerisinde, steril 

koĢullarda olgun embriyolar tohumdan ayrılmayacak Ģekilde 6 parçaya bölünmüĢtür 

(ġekil 3.1). 

 

ġekil 3.1. Tohum sterilizasyonu ardından olgun embriyonun kesim kısımlarının 

gösterimi 

b) Embriyoları kesilen tohumlar kallus geliĢimi için, 12 mg/L dikamba (3,6-

Dikolorobenzoik asit), 0.5 mg/L IAA (Ġndol-3-asetik asit), 20 g/L sakkaroz, 2 g/L 

phytagel ve 1.95 g/L MES [(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)] ilave edilen MS 

ortamında 25±1°C’de 30 gün süreyle karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

c) Bir ay sürenin sonunda geliĢim gösteren kallus yapıları hormon içermeyen MS 

ortamında bitki rejenerasyonunu sağlayabilmek adına 15 gün süreyle inkübe edilmiĢtir. 

d) 0.5 mg/L TDZ, 2 mg/L phytagel ve 20 g/L sakaroz içeren MS ortamına aktarılan 

kalluslar 25±1°C’de 16:8 saat ıĢık:karanlık fotoperiyodunda 30 gün süreyle 

bekletilmiĢtir. Aydınlatma kaynağı olarak 62 µmol m
-2 

s
-1

 ıĢık yoğunluğu ayarlanmıĢ 

olan flüoresan lamba kullanılmıĢtır. 

Tüm uygulamalar için hazırlanmıĢ besi ortamı içeren petri kaplarının her birine 10 adet 

olgun buğday embriyosu ekimi yapılmıĢtır. Her bir uygulama 4 tekerrürlü olacak 

Ģekilde çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢ ve bu doğrultuda tamamlanmıĢtır. 
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3.10. Ġncelenen Karakterler 

Buğday olgun embriyo kültüründe nanopartiküllerin test edildiği bu tez kapsamında 

aĢağıda verilen karakterler incelenmiĢtir.  

3.10.1. Kallus oluĢum (KO) oranı (%) 

Kallus oluĢum oranını elde ederken aĢağıda verilmiĢ olan formül baz alınmıĢtır (Aydın 

2010). 

                       
                    

                              
     

3.10.2. Embriyogenik kallus oluĢum oranı (%) 

Embriyogenik kallus yapısının sert nitelikte, dağılabilir bir formda, pürüzlü ve sıkı bir 

yapıya sahip olduğu ve aynı zamanda bir embriyo oluĢturma kapasitesinde olduğu ifade 

edilmektedir. Kallus sayısına göre embriyogenik kallus oluĢum oranı hesaplanmıĢtır 

(Aydın 2010). 

                 
                          

             
     

3.10.3. Cevap veren embriyogenik kallus oranı (%) 

Eksplantlardan meydana gelen kallus sayısına göre verilen formül kullanılarak 

hesaplanmıĢtır (Aydın 2010). 
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3.10.4. Cevap veren somatik embriyo sayısı (adet) 

Eksplantlardan meydana gelen kallus sayısına aĢağıdaki formül kullanılarak elde 

edilmiĢtir (Aydın 2010). 

        
                                   

             
     

3.10.5. Bitki Sayısı (BS) 

Elde edilen toplam bitki sayısıdır. 

*
Kök ve sürgüne sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus veya somatik 

embriyo sayısı. 

3.11. Sonuçların Değerlendirilmesi 

Elde edilen veriler SPSS istatistik analiz programı kullanılarak değerlendirilmiĢtir. 

Uygulamalar arasındaki farklar %5 önem seviyesinde hesaplanmıĢtır. Verilerin istatik 

olarak anlamlandırılması amacıyla Duncan çoklu karĢılaĢtırma varyans analiz testi 

kullanılmıĢ ve bu yöntemle sonuçlar ortaya konulmuĢtur. AraĢtırılan karakterler 

bakımından sonuçlar ise Pearson katsayısı ile elde edilmiĢtir. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Nanopartiküllerin YeĢil Sentezinin Sonuçları 

4.1.1. YeĢil sentezde kullanılan peroksidaz enziminin kısmi saflaĢtırma sonuçları 

Peroksidaz enzimi Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinin ekstraktı 

kullanılarak kısmi olarak saflaĢtırılmıĢtır. Bu süreçte %60-80 oranında amonyum sülfat 

çöktürmesi ile elde edilen peroksidaz enziminin hem aktivite ölçümü hem de protein 

tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu ölçümlerden elde edilen veriler kullanılarak bazı 

hesaplamalar yapılmıĢtır. Hesaplaması yapılan parametreler arasında; aktivite, toplam 

aktivite, spesifik aktivite, saflaĢtırma katsayısı, % verim parametreleri yer almaktadır. 

Çizelge 4.1’de bu verilerden elde edilen parametrelerin değerleri verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden elde edilen peroksidaz 

enzimine ait saflaĢtırma ve verim profili 

 Basamaklar 
Hacim 

mL 

Aktivite 

EU/mL 

Toplam Aktivite 

 EU %  

Protein 

(mg 

protein 

(mL) 

Spesifik 

aktivite 

EU/mg 

protein 

SaflaĢtırma 

katsayısı 

Ham 

ekstrakt 
50 236.4±1.0 11.82x10

3
 100 

3.82*10
2
 

±0.7 
0.62 - 

(NH4)2SO4 

(%60-80) 
20 174.3±1.02 3.49 x10

3
 29.5 1.88±0.16 92.71 149.54 

4.1.2. ZnO nanopartikül yeĢil sentezi 

GerçekleĢtirilen biyokimyasal optimizasyon süreçlerinde, ZnO nanopartikülü sentez 

iĢlemi için optimum kontakt süresi 30 dakika olarak tespit edilmiĢtir. Bunun yanında 

optimumum sentez pH değeri 7,5 olurken, sentez sürecinin en etkili gerçekleĢtiği 

sıcaklığın 30°C olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca ZnO NP sentezi için en uygun iyon 
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konsantrasyonunun 1 mM olduğu saptanmıĢtır. Tüm bu iĢlemler ZnO NP’lerin 

maksimum absorbans verdiği 338 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile ölçülerek 

belirlenmiĢtir. 

 

                                                                          

ġekil 4.1. ZnO nanopartikülünün yeĢil sentezinin Ģematik gösterimi 
A: ZnCl2 çözeltisi, B: ZnO nanopartikülü 

4.1.3. CuO nanopartikül yeĢil sentezi 

CuO NP için gerçekleĢtirilen yeĢil sentezin biyokimyasal optimizasyon iĢlemlerinde en 

uygun sentez pH değerinin 8 olduğu saptanmıĢtır. Bunun yanında en uygun kontakt 

süresi 30 dakika bulunurken, optimum sentez sıcaklığının ise 25°C olduğu 

belirlenmiĢtir. Ayrıca 350 nm dalga boyunda gerçekleĢtirilen spektrofotometrik 

ölçümlere göre en baĢarılı üretim sonucunu veren iyon konsantrasyonunun 1 mM 

olduğu görülmüĢtür. 

 

  

                                                                                    

 

YeĢil Sentez 
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ġekil 4.2. CuO nanopartikülünün yeĢil sentezinin Ģematik gösterimi 

4.1.4. γ-Fe3O4 Nanopartikül YeĢil Sentezi 

γ-Fe3O4 NP için gerçekleĢtirilen yeĢil sentezin biyokimyasal optimizasyon iĢlemlerinde 

en uygun sentez pH değerinin 11 olduğu saptanmıĢtır. Bunun yanında en uygun kontakt 

süresi 15 dakika bulunurken, optimum sentez sıcaklığının ise 20°C olduğu 

belirlenmiĢtir. Ayrıca 330-345 nm dalga boyları aralığında gerçekleĢtirilen 

spektrofotometrik ölçümlere göre en baĢarılı üretim sonucunu veren iyon 

konsantrasyonunun 1 mM olduğu görülmüĢtür. 

                                                                                        

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.3. γ-Fe3O4 nanopartikülünün yeĢil sentezinin Ģematik gösterimi 

A: FeCl2 – FeCl3 çözeltisi B: γ-Fe3O4 nanopartikülü 

YeĢil Sentez 

YeĢil Sentez 
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4.1.5. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin sentezinin optimum biyokimyasal 

özellikleri 

Çizelge 4.2. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin yeĢil sentezinin optimum 

biyokimyasal özellikleri 

NP pH Sıcaklık Kontakt 

Süresi 

Metal Ġyon 

Konsantrasyonu 

Dalga Boyu Partikül 

Boyutu 

ZnO 7.5 30°C 30 dk 1 mM 338 nm 60-80 nm 

CuO 8.0 25°C 30 dk 1 mM 350 nm 5-120 nm 

γ-Fe3O4 11.0 20°C 15 dk 1 mM 330-345 nm 30-80 nm 

YeĢil sentez iĢleminde, sentez sürecine etki edebilecek biyokimyasal faktörlerin, hangi 

değerde maksimum verim sergilediğini belirlemek adına optimizasyon çalıĢması 

yapılmıĢtır. Her üç nanopartikülün sentezinde de her bir biyokimyasal faktör için en 

uygun değerler belirlenmiĢtir. Her üç nanopartikül için de 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 

50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C sıcaklıkları arasından hangisinde daha etkin bir sentez 

gerçekleĢtiği test edilmiĢtir. Aynı Ģekilde pH 2-11 değerlerinde de benzer iĢlemler 

uygulanmıĢtır. 0,5mM, 1mM, 3mM, 5mM ve 7mM olarak 5 ayrı metal iyonu 

konsantrasyonu test edilmiĢtir. Bunun yanında en uygun kontakt süresinin saptanması 

için de 3’er dakikalık aralıklarla 0 ile 240 dk arasında spektrofotometrik olarak ölçüm 

yapılmıĢtır. Bu doğrultuda her üç nanopartikülün sentezi için optimum biyokimyasal 

değerler tespit edilmiĢtir. Elde edilen veriler Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. Metal iyonu 

konsantrasyonları her üç nanopartikül sentezi için de aynı değerde optimum nitelik 

sergilerken, optimum pH değerleri olarak tüm nanopartiküller bazik nitelikte pH 

değerlerinde optimum verim sergilemiĢtir. ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin 

optimum sentez sıcaklıkları değerleri ise sırasıyla 30ºC, 25°C ve 20°C olmuĢtur. 
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4.2. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 Nanopartiküllerinin SEM, XRD, FT-IR Karakterizasyonu 

4.2.1. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin SEM karakterizasyonu 

SEM (Scanning Electron Microscope), temelde yüzey morfolojisinin görüntüsü alınmak 

istenen bir materyalin, elektronlar yardımıyla taranması sonucu görüntüler elde edilmesi 

esasıyla çalıĢmaktadır. Kaynakları tungsten uç olan elektronlar, taranmak istenen 

yüzeye gönderilir. Ardından saçılan elektronların dedektör vasıtasıyla yakalanması 

sonucunda görüntü oluĢturulur. Bu Ģekilde çalıĢmada yer almakta olan nanopartiküllerin 

SEM cihazında alınan görüntüleri ġekil 4.4, ġekil 4.5 ve ġekil 4.6’da verilmiĢtir. 

SEM cihazı ile elde edilen görüntüler hem 10 µm hem de 5 µm boyutlarında 

kaydedilmiĢtir. γ-Fe3O4 NP yapısı için kaydedilen SEM görüntüsünde daha çok 

birbirlerinin üstüne yerleĢen, yumuĢak yapılı olabileceğini düĢündüren, daha çok toz 

zerresini andıran bir görüntü elde edilmiĢtir. Bu görüntü 10 µm boyutundaki NP 

yapılarının görüntüsüdür. Yapılan yüzey karakterizasyonu iĢlemi ile elde edilen bu 

nanopartikül yapılarının ortalama 30 ile 80 nm boyutları arasında olduğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. γ-Fe3O4 Nanopartikül yapısının SEM görüntüsü 
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CuO NP yapısı için elde edilen 10 µm boyutundaki görüntüde ise, daha çok küçük 

yuvarlak grupların bir araya gelerek oluĢturduğu, pürüzlü bir yüzeyin göze çarptığı bir 

kesit elde edilmiĢtir. Bu küçük yuvarlak veya küresel yapıların boyutlarının daha çok 5 

ile 120 nm arasında değiĢiklik gösteren boyutlara sahip olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.5. CuO Nanopartikül yapısının SEM görüntüsü 

ZnO NP yapısının görüntüsü 5 µm boyutunda alınmıĢtır. Bu görüntüde göze çarpan 

detay, NP yapısının daha çok dalgalı bir yüzey sergiliyor olmasıdır. Genellikle 

peroksidaz enzimi içeren sıvı, toz ve pul benzeri yapılarından oluĢmakta olan ZnO 

nanopartikül oluĢumlarının birleĢim göstermesine engel olmaktadır. Ancak bu enzim 

sıvısının uçurulmasının ardından toz ve pul yapılarının bazı bölgelerde birleĢim 

göstererek dalgalı görünüm sergilediği görülmektedir. ZnO nanopartiküllerinin yüzey 

karakterizasyon analizi ardından bu yapıların ortalama 60 ile 80 nm arasında değiĢiklik 

gösterdiği saptanmıĢtır. 



46 

 

 

ġekil 4.6. ZnO Nanopartikül yapısının SEM görüntüsü 

4.2.2. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin FT-IR karakterizasyonu 

Fourier DönüĢümlü Infrared Spektrofotometre (FTIR), ölçümü yapılmak istenen yapı 

içerisinde var olan elementler arasındaki bağ oluĢumlarını tespit etmek amacıyla 

yapılmaktadır. Bu doğrultuda yapı içerisindeki bağ oluĢumlarının belirli frekanslarda 

yaymıĢ oldukları titreĢimin ölçülmesi suretiyle, numunenin sahip olduğu yapısal oluĢum 

anlaĢılabilmektedir. Bu durum ölçümü yapılan materyalin içerisindeki fonksiyonel 

grupların tespitinde yardımcı olmaktadır. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin FTIR 

karakterizasyonları sırasıyla ġekil 4.7, ġekil.4.8 ve ġekil 4.9’da verilmiĢtir. 

ġekil 4.7’de verilen ZnO nanopartikülü FTIR spektrumuna bakıldığında, yeĢil sentez 

yoluyla sentezlenen metal nanopartiküllerin stabilizasyon yeteneği ve bant geniĢliklerini 

ortaya koyarak biyomolekülü tespit etmek amacıyla yapılan bu analizde Zn-O bağ 

oluĢumunu göstermekte olan 510-564 cm
-1

 aralığındaki absorbansı görebilmek 

mümkündür (Gnanasangeetha and Sarala 2014). 
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ġekil 4.7. ZnO NP yapısının FTIR spektrumu 

 

ġekil 4.8. CuO NP yapısının FTIR spektrumu 

ġekil 4.8’de verilen CuO nanopartikül yapılarına ait FT-IR diagramına bakıldığında, 

432 cm
-1

 ile 713 cm
-1

 arasında gerçekleĢen salınımlar analiz edilen yapının Cu=O bağını 

ihtiva ettiğini açıkça göstermektedir. 
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ġekil 4.9’da verilen γ-Fe3O4 NP yapısına ait FT-IR spektrumunda, demir elementiyle 

oksijenin oluĢturduğu bağ yapılarının salınımları yer almaktadır. Bu nanopartikül 

yapısının daha çok 200 ile 650 cm
-1

 değerleri arasında salınım gösterdiği bilinmektedir 

(Zhang X et al 2013). Bu doğrultuda grafikte de görüldüğü gibi yeĢil sentez yoluyla elde 

edilen γ-Fe3O4 nanopartikül yapısı 256 cm
-1

 ile 636 cm
-1

 arasında demir ile oksijen 

elementleri arasındaki spesifik bağları belirten salınımlar sergilemiĢtir. 

 

ġekil 4.9. γ-Fe3O4 NP yapısının FTIR spektrumu 

4.2.3. ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin XRD karakterizasyonu 

ÇalıĢmada kullanılan NP’lerin kristalize yapılarının analizinin gerçekleĢtirilmesi için 

XRD yani X-IĢını Kırınım yöntemi kullanılmıĢtır. Bu yöntemde her yapının ortaya 

koyacağı kırınım deseni farklı olacağından, yapının sahip olduğu simetrik ya da 

periyodik Ģekilde dizilmiĢ elementlerin düzlemsel yapısının tespiti sağlanabilmektedir. 

Bu amaçla ZnO, CuO, γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin gerçekleĢtirilen XRD çalıĢması 

sonrasında bazı grafikler elde edilmiĢtir. ġekil 4.10, ġekil 4.11 ve ġekil 4.12 ile verilen 
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spektrumlarda ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin XRD analizi sonucunda elde 

edilen grafikler verilmiĢtir. 

ZnO nanopartikülünün kristalize yapısını ortaya koymak adına yapılan XRD analizi 

grafiğinde, 100, 002, 101, 102, 110, 103, 200, 112, 201, 004 ve 202 düzlemleri tespit 

edilmiĢtir. ZnO nanopartikül yapısında bulunan atomların verilen düzlem uzaklıklarına 

karĢılık gelen 31.77°, 34.40°, 36.22°, 47.61°, 56.58°, 62.85°, 66.41°, 67.93°, 69.08°, 

72.54° ve 76.85° 2θ açı değerlerinde konumlandığı grafikten elde edilmiĢtir. Bu 

durumda XRD grafiği, analizini gerçekleĢtirdiğimiz nanopartikülün ZnO nanopartikülü 

olduğunu doğrulamıĢtır. 

 

ġekil 4.10. ZnO NP yapısının XRD spektrumu 

Euphorbia bitki ekstraktından elde edilen peroksidaz enzimi yardımıyla sentezi 

gerçekleĢtirilen CuO nanopartikül yapısının XRD analizi sonucunda, CuO nanopartikül 

yapısının varlığını gösteren spesifik pikler görülmüĢtür. Bu doğrultuda elde edilen 

grafikte CuO nanopartikülünün spesifik 2θ değerleri olan 19.86°, 24.55°, 58.71°, 75.22°
 

değerleri saptanmıĢtır. Bu 2θ değerleri kullanılarak hesaplanan kristal düzlemler arası 

mesafe 111, 200, 220 belirlenmiĢtir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda, bakır oksit 

(1
0
0
) (1

0
1
) 
(0

0
2
) 

(1
0
2
) (1

0
3
) 



50 

 

nanopartikül yapısından beklendiği gibi yüzey merkezli kübik bir kristalinin varlığı 

görülmüĢtür. 

 

 

ġekil 4.11. CuO NP yapısının XRD spektrumu 

ġekil 4.12’de görülen γ-Fe3O4 NP XRD spektrumunda elde edilen pikler, 

gerçekleĢtirilen yeĢil sentez sürecinde istenilen nanopartikül yapısının elde edildiğini 

ortaya koymaktadır. Bu nanopartiküle spesifik olan 2θ değerleri 30°, 33°, 44°, 53°, 56°, 

62° olarak belirlenmiĢtir. Bu doğrultuda belirlenen düzlemler arası uzaklıklar ise 

sırasıyla 220, 311, 400, 422, 511, 440’tır. Bu bilgiler ıĢığında γ-Fe3O4 NP yapısının 

küresel bir form arz eden kristal yapısında olduğu tespit edilmiĢtir. 
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ġekil 4.12. γ-Fe3O4 NP yapısının XRD spektrumu 

Tez kapsamında Kırik ve ES-26 buğday genotipleri üzerinde ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 

NP’lerin etkileri incelenmiĢtir. Bitki doku kültüründe gerçekleĢtirilen çalıĢmada NP 

yapılarının bitkinin geliĢim aĢamalarına (kallus, embriyogenik kallus, cevap veren 

embriyogenik kallus, somatik embriyo, cevap veren somatik embriyo, bitki sayısı) etkisi 

tek tek incelenmiĢtir. GerçekleĢtirilen çalıĢma her petri kabında 10 tohum ve her 

uygulama 4 tekrar olacak Ģekilde uygulanmıĢtır. Bu Ģekilde elde edilen tüm bulgular 

SPSS programıyla analiz edilmiĢtir. 

4.3. Kallus OluĢum (KO) Oranı 

Eksplantların besi ortamına ekiminin yapılmasının 3-4 gün sonrasında kallus yapılarının 

ortaya çıktığı görülmüĢtür. Kallus yapısı; bitki dokularının yaralanmaları sonucunda 

ortaya çıkan, daha çok organize olmamıĢ, tümörleĢmiĢ hücre topluluğu olarak ifade 

edilmektedir. Negatif kontrol de dahil olmak üzere ekim gerçekleĢtirilen her besi 

ortamında, 3 günün ardından kallus oluĢumu gözlenmiĢtir. Ancak NP içeren ortamlarda 
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ortaya çıkan kallus yapılarında kontrole kıyasla az miktarda da olsa bir küçülmeden söz 

etmek mümkündür. 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c)  

(d) 

 
(e) 

 
(f) 

 
(g) 

 
(h) 

 
(ı) 

 
(i) 

 
(j) 

 
(k) 

 
(l) 

ġekil 4.13. Kırik buğday genotipinde kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

(e) 

 

(f) 

 

(g) 

 

(h) 

 

(ı) 

 

(i) 

 

(j) 

 

(k) 

 

(l) 

ġekil 4.14. ES-26 buğday genotipinde kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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Kallus oluĢum (KO) oranına genotipin etkisi çok önemli (p<0.01) iken, gerçekleĢtirilen 

NP uygulamalarının bir önemi olmamıĢtır. Yine genotip x uygulama interaksiyonunun 

da KO oranı üzerine etkisinin analiz sonuçlarında önemsiz olduğu görülmüĢtür. 

(Çizelge 4.3) 

Çizelge 4.3. Nanopartikül içeren ortamlarda geliĢen olgun embriyoların in vitro ortamda 

incelenen bazı karakterlerine ait varyans analiz sonuçları 

Kareler Ortalaması 

Varyasyon 

Kaynağı 
SD KO KSEKO KSEO KSCSE EKSE BS 

Genotip (A) 1 1075.51** 104097.97** 615.43** 1.11** 17.162** 2.855 

Uygulama (B) 12 29.920 220.16* 1.68** 0.69** 2.17* 6.12** 

A*B 12 44.130 265.46* 0.94 0.29* 1.11 1.587 

Hata 78 40.776 114.320 0.70 0.15 0.92   

Toplam 104       

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

ES-26 genotipinde ise en yüksek KO oranı %97.5 olmuĢ ve bu orana sahip 

uygulamalar; 2x ZnO, 3x ZnO, 3x CuO ve kontrol uygulaması olarak kaydedilmiĢtir. 

Bu genotipte en düĢük KO oranına sahip uygulama ise 3x γ-Fe3O4 uygulaması olarak 

belirlenmiĢtir. (Çizelge 4.4) 

Kırik genotipinde yalnızca 1x oranında γ-Fe3O4 içeren besi ortamı ile 2x oranında ZnO 

içeren besi ortamındaki kallus geliĢim oranları %100 olmamıĢtır. Diğer tüm ortamlarda 

kallus geliĢim oranı %100 olmuĢ, bu genotip için en düĢük KO oranı %97.5 olarak 

ölçülmüĢtür (Çizelge 4.5). 
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Elde edilen verilere göre ortalama en yüksek KO oranı %99.42 ile Kırik genotipinde 

gözlemlenirken, ES-26 genotipinin ortalama KO oranı %92.99 değerinde kalmıĢtır 

(Çizelge 4.4 ve Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.4. Nanopartikül içeren ortamlarda geliĢen olgun ES-26 embriyolarının in vitro 

ortamda incelenen bazı karakterlerine ait veriler 

Genotip Yöntem 

KO 

(%) 

KSEKO 

(%) 

KSCEKO 

(adet) 

KSSEO 

(adet) 

KSCSEO 

(adet) 

BS 

(adet) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ES-26 

None 

ZnO 
95.00 15.83

c
 0.61 0.38

bc
 1.92 3.50 

1x ZnO 90.00 16.73
c
 0.73 0.52

bc
 2.38 4.75 

2x ZnO 97.50 18.61
c
 0.63 0.15

bc
 1.00 1.50 

3x ZnO 97.50 41.38
ab

 1.00 0.69
ab

 1.70 6.75 

None 

CuO 
87.22 35.20

abc
 0.77 0.48

bc
 1.43 4.25 

1x CuO 89.72 39.58
ab

 1.12 0.69
ab

 1.56 6.25 

2x CuO 95.00 21.38
bc

 0.43 0.052
c
 0.21 0.50 

3x CuO 97.50 30.55
abc

 0.79 0.53
bc

 2.48 5.25 

None γ-

Fe3O4 
91.94 22.69

abc
 0.25 0.09

c
 0.38 0.75 

1x γ-

Fe3O4 
92.50 22.01

abc
 0.55 0.40

bc
 1.63 3.75 

2x γ-

Fe3O4 
92.50 27.43

abc
 0.73 0.44

bc
 1.38 4.00 

3x γ-

Fe3O4 
85.00 22.91

abc
 0.69 0.37

bc
 1.19 3.25 

Kontrol 97.50 42.22
a
 1.58 1.18

a
 2.94 11.25 

Total 92.99
B
 27.42

B
 0.76 0.46 1.55 4.29 

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

  

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

önemsizdir. 
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Çizelge 4.5. Nanopartikül içeren ortamlarda geliĢen olgun Kırik genotipi embriyolarının 

in vitro ortamda incelenen bazı karakterlerine ait veriler 

Genotip Yöntem 

KO 

(%) 

KSEKO 

(%) 

KSCEKO 

(adet) 

KSSEO 

(adet) 

KSCSEO 

(adet) 

BS 

(adet) 

 

 

 

 

 

 

Kırik 

None 

ZnO 
100.00 95

a
 5.83 0.72

bcd
 0.75 2.75 

1x ZnO 100.00 92.5
ab

 5.65 0.05
d
 0.06 0.25 

2x ZnO 97.50 90
ab

 4.64 0.39
cd

 0.41 0.75 

3x ZnO 100.00 95
a
 5.33 0.6

bcd
 0.63 2.50 

None 

CuO 
100.00 87.5

ab
 5.10 0.4

cd
 0.47 1.25 

1x CuO 100.00 97.5
a
 5.90 0.85

abc
 0.86 5.25 

2x CuO 100.00 87.5
ab

 5.35 0.4
cd

 0.43 2.25 

3x CuO 100.00 90
ab

 6.65 1.15
ab

 1.30 4.75 

None γ-

Fe3O4 
100.00 97.5

a
 5.25 0.27

cd
 0.28 0.50 

1x γ-

Fe3O4 
97.50 97.5

a
 6.54 0.86

abc
 0.90 2.75 

2x γ-

Fe3O4 
100.00 80

b
 4.28 0.45

bcd
 0.54 1.75 

3x γ-

Fe3O4 
100.00 85

ab
 5.95 1.45

a
 1.69 9.00 

Kontrol 97.50 84.16
ab

 6.67 1.11
ab

 1.30 9.25 

Total 99.42
A
 90.70

A
 5.63 0.67 0.74 3.31 

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

  

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

önemsizdir. 
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Çizelge 4.6. Nanopartikül içeren ortamlarda geliĢen olgun embriyoların in vitro ortamda 

incelenen bazı karakterlerine ait ortalama veriler 

 Yöntem 
KO 

(%) 

KSEKO 

(%) 

KSCEKO 

(adet) 

KSSEO 

(adet) 

KSCSEO 

(adet) 

BS 

(adet) 

 

 

 

 

Uygulama 

Ortalamaları 

None 

ZnO 
97.50 55.41

B
 3.21

ABCD
 0.55

BCDE
 1.33

ABC
 3.12

BCDE
 

1x ZnO 95.00 54.61
B
 3.18

ABCD
 0.28

DE
 1.21

ABC
 2.5

CDE
 

2x ZnO 97.50 54.30
B
 2.63

CD
 0.27

DE
 0.70

C
 1.12

E
 

3x ZnO 98.75 68.19
A
 3.16

ABCD
 0.64

BCD
 1.16

ABC
 4.62

BCD
 

None 

CuO 
93.61 61.35

AB
 2.93

BCD
 0.44

CDE
 0.95

BC
 2.75

BCDE
 

1x CuO 94.86 68.54
A
 3.50

ABC
 0.77

ABC
 1.20

ABC
 5.75

BC
 

2x CuO 97.50 54.44
B
 2.88

BCD
 0.22

DE
 0.32

C
 1.37

DE
 

3x CuO 98.75 60.27
AB

 3.72
AB

 0.84
ABC

 1.88
AB

 5
BC

 

None γ-

Fe3O4 
95.97 60.09

AB
 2.75

BCD
 0.18

E
 0.32

C
 0.62

E
 

1x γ-

Fe3O4 
95.00 59.75

AB
 3.54

ABC
 0.63

BCD
 1.26

ABC
 3.25

BCDE
 

2x γ-

Fe3O4 
96.25 53.71

B
 2.50

D
 0.44

CDE
 0.95

BC
 2.87

BCDE
 

3x γ-

Fe3O4 
92.50 53.95

B
 3.31

ABCD
 0.91

AB
 1.43

ABC
 6.12

B
 

Kontrol 97.50 63.19
AB

 4.12
A
 1.15

A
 2.11

A
 10.25

A
 

Total 96.21 59.07 3.19 0.57 1.15 3.80 
1
: Aynı sütunda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemsizdir.

  

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

önemsizdir. 

4.4. Kallus Sayısına Göre Embriyogenik Kallus OluĢum (KSEKO) Oranı 

Embriyogenik kallus yapısı, kallus geliĢiminin 30 gün sonrasında ortaya çıkan sert bir 

doku yapısında olan, dağılabilir gibi nazik nitelikte olan, sıkı bir yapı teĢkil eden, krem 

renkli oluĢumlar olarak ifade edilmektedir. Embriyogenik kallus olmayan yapılar ise, 

embriyogenik kallusun aksine beyaz renkli ve sulu oluĢumlar olarak ifade edilmektedir. 

Ġfade edilen embriyogenik kallus yapıları kallus sayısına göre embriyogenik kallus 

oluĢum (KSEKO) oranı olarak değerlendirilerek veriler elde edilmiĢtir. Kallus 

oluĢumları 30 günlük karanlık ortamda inkübasyonunun ardından, hormon içermeyen 

MS ortamına aktarılmalarından 7-8 gün sonra embriyogenik kalluslar oluĢmaya 

baĢlamıĢlardır. 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

(e) 

 

(f) 

 

(g) 

 

(h) 

 

(ı) 

 

(i) 

 

(j) 

 

(k) 

 

(l) 

ġekil 4.15. Kırik buğday genotipinde embriyogenik kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

(e) 

 

(f) 

 

(g) 

 

(h) 

 

(ı) 

 

(i) 

 

(j) 

 

(k) 

 

(l) 

ġekil 4.16. ES-26 buğday genotipinde embriyogenik kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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Çizelge 4.3’e göre, KSEKO oranının oluĢumunda genotipin etkisi çok önemli olurken 

(p<0.01), uygulamanın bu oluĢum oranına etkisi önemli olmuĢ, yine aynı Ģekilde 

genotip x uygulama interaksiyonunun bu oluĢum oranına etkisi de önemli olmuĢtur 

(p<0.05). Kırik genotipinde, KSEKO oranının toplamda %90.70’lik bir baĢarı yüzdesine 

sahip olduğu görülmüĢtür. Bu genotipte en yüksek oluĢum oranının %97.5 ile γ-Fe3O4 

içermeyen ve 1x oranında γ-Fe3O4 NP içeren ortamlarda olduğu kaydedilmiĢtir. Bunun 

yanında bu genotip içerisinde en düĢük KSEKO oranını oluĢturan uygulamanın ise %80 

oranıyla 2x γ-Fe3O4 NP içeren uygulama olduğu belirlenmiĢtir (Çizelge 4.5). 

ES-26 genotipindeki KSEKO oranı verilerine bakıldığında, toplamda bu genotipin bu 

oluĢum için baĢarı oranının %27.42 oranında kaldığı görülmüĢtür. KSEKO oranı 

bakımından ES-26 genotipinde en yüksek oluĢum yüzdesini veren uygulama %42.22 ile 

kontrol uygulaması olmuĢtur. Bunun yanında en düĢük oluĢum oranına sahip ES-26 

uygulamasının ise %15.83 ile ZnO NP yapısını içermeyen uygulama olduğu 

saptanmıĢtır (Çizelge 4.4). 

GerçekleĢtirilen NP uygulamalarının ortalamalarına bakılarak yapılan analizde, en 

yüksek KSEKO oranının %68.19 ile 3x oranında ZnO NP içeren ortamda olduğu 

belirlenmiĢtir. Bunun yanında en düĢük uygulama ortalamasının ise %53.71 ile 2x 

oranında γ-Fe3O4 NP içeren ortamda yapılan uygulamaya ait olduğu anlaĢılmıĢtır 

(Çizelge 4.6). 

4.5. Kallus Sayısına Göre Cevap Veren Embriyogenik Kallus OluĢum (KSCEKO) 

Oranı 

Kök ve sürgün yapısına sahip olacak Ģekilde bitkicik meydana getirme kabiliyetinde 

olan yeĢil renkli oluĢumlara genel anlamda cevap veren embriyogenik kallus 

denilmektedir. Bu yapılar, embriyogenik kallus oluĢumunun ardından yeĢil aksam 

oluĢturma yolunda kendilerini gösteren yapılardır. OluĢan embriyogenik kallusların 

ardından, cevap verenler belirlenmiĢ ve bu oluĢumların verilerine de kallus sayısına 

göre cevap veren embriyogenik kallus oluĢumu (KSCEKO) denilmiĢtir. Embriyogenik 
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kallus oluĢumunun ardından 7-8 gün sonrasında cevap veren embriyogenik kallus 

oluĢum oranları not edilmiĢtir. 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 
(e) 

 
(f) 

 
(g) 

 
(h) 

 
(ı) 

 
(i) 

 
(j) 

 
(k) 

 
(l) 

ġekil 4.17. Kırik buğday genotipinde cevap veren embriyogenik kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

(e) 

 

(f) 

 

(g) 

 

(h) 

 

(ı) 

 

(i) 

 

(j) 

 

(k) 

 

(l) 

ġekil 4.18. ES-26 buğday genotipinde cevap veren embriyogenik kallus oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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Çizelge 4.3’te verilen analiz sonuçlarına göre KSCEKO oranına genotipin etkisi çok 

önemli (p<0.01) olurken, yine aynı Ģekilde gerçekleĢtirilen uygulamaların da KSCEKO 

oranına etkisi çok önemli (p<0.01) olmuĢtur. Bu uygulama oranına genotip x uygulama 

interaksiyonunun etkisi ise önemli olmamıĢtır. 

ES-26 genotipinde ortalama KSCEKO oranı 0,46 adetle sınırlı kalmıĢtır. Bunun yanında 

en yüksek cevap veren embriyogenik kallus oluĢum adedine sahip uygulama ise 1,58 

adetle kontrol uygulaması olurken, en düĢük KSCEKO oran adedine sahip uygulama ise 

0.25 adetle γ-Fe3O4 NP içermeyen yöntem olmuĢtur (Çizelge 4.4). 

Kırik genotipinde ise ortalama olarak KSCEKO oluĢum oranı adet bazında 5.63 

değerini ortaya koymuĢtur. Bununla birlikte bu genotipin en yüksek KSCEKO oranına 

sahip yöntemi ise 6.67 adetle kontrol olurken, buna çok yakın bir değer sergileyen 3x 

CuO NP içeren yöntem de 6.65 adet KSCEKO oranı sergilemiĢtir. En düĢük KSCEKO 

oranına sahip kırik genotipi yöntemi 4.28 adetle 2x γ-Fe3O4 NP içeren yöntem olmuĢtur 

(Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.6’da verilen değerlere göre, gerçekleĢtirilen yöntemlerin tüm uygulamaları 

baz alınarak elde edilen ortalama değerler kapsamında en yüksek KSCEKO oranına 

sahip yöntem 3x CuO NP içeren uygulama olurken, en düĢük KSCEKO oranına sahip 

yöntem ise 2x γ-Fe3O4 NP içeren yöntem uygulaması olarak belirlenmiĢtir. 

4.6. Kallus Sayısına Göre Somatik Embriyo OluĢumu (KSSEO) Oranı 

Somatik embriyo, somatik hücrelerden elde edilen, totipotensi özelliğine sahip olup tüm 

bir bitkiyi oluĢturma kabiliyeti taĢıyan yapılardır. Tohumların besin ortamlarına 

ekiminden 45 gün sonra, 1 ng/l oranında TDZ içeren ortamlara aktarılan yapıların her 

biri somatik embriyo olarak ifade edilmektedir. GerçekleĢtirilen uygulamalarda farklı 

sayıda somatik embriyo elde edilmiĢtir. Farklı sayıda somatik embriyo elde edilmesi 

gerçekleĢtirilen uygulamalarla iliĢkilidir. 
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Bu kapsamda kırik genotipinde ortalama olarak 0.67 adet somatik embriyo elde 

edilirken, en yüksek KSSEO oranının 1.45 adet ile 3x γ-Fe3O4 NP içeren yöntemin 

uygulamasında olduğu gözlenmiĢtir. Bunun yanında en düĢük KSSEO oranına ise 0.05 

adetle 1x ZnO NP içeren yöntem uygulamasında rastlanmaktadır (Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.4’te de görüldüğü üzere, ES-26 genotipinin ortalama KSSEO oranı 0.46 

olarak belirlenmiĢtir. En yüksek KSSEO oranının 1.18 adetle kontrol uygulamasında 

olduğu görülmektedir. En düĢük KSSEO oranı ise 0.052 adetle 2x CuO NP içeren 

yöntem uygulamasında olduğu tespit edilmiĢtir. 

Uygulanan yöntemlerin ortalamalarına bakıldığında en yüksek KSSEO oranına sahip 

yöntemin 1.15 adetle kontrol uygulamasına ait olduğu görülmektedir. Bunun yanında en 

düĢük KSSEO oranının ise 0.18 adetle γ-Fe3O4 içermeyen uygulamaya ait olduğu 

belirlenmiĢtir (Çizelge 4.6). 

Genel anlamda KSSEO oranı üzerine yapılan varyans analizinde çıkan sonuca göre 

genotipin bu orana olan etkisinin çok önemli (p<0.01), gerçekleĢtirilen yöntem 

uygulamalarının da çok önemli (p<0.01) olduğu anlaĢılmıĢtır. Genotip x uygulama 

interaksiyonu ise KSSEO oranı üzerine önemli (p<0.05) düzeyde etkili olmaktadır 

(Çizelge 4.3). 

4.7. Kallus Sayısına Göre Cevap Veren Somatik Embriyo OluĢumu (KSCSEO) 

Oranı 

TDZ içeren ortama aktarılan somatik embriyolar, sitokinin sağladığı uyarım dolayısıyla 

sürgün oluĢturmaya teĢvik edilirken, bu geliĢim sürecine sürgün yani yeĢil aksam 

oluĢturarak yanıt verirse cevap veren somatik embriyo olarak adlandırılmaktadır. 

Somatik embriyoların cevap veren niteliği embriyogenik kallus oluĢum sürecinde dahi 

gözlenebilmektedir. Ancak tüm somatik embriyoların gözlenip, hangisinin cevap 

verdiğinin belirlenebilmesi adına somatik embriyoların eldesinden sonra değerlendirme 

yapmak en doğrusu olarak bilinmektedir. 



65 

 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 
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(h) 

 

(ı) 

 

(i) 

 

(j) 

 

(k) 

 

(l) 

ġekil 4.19. Kırik buğday genotipinde cevap veren somatik embriyo oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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(k) 

 

(l) 

ġekil 4.20. ES-26 buğday genotipinde cevap veren somatik embriyo oluĢumu 
a) ZnO NP içermeyen MS ortamı b) 1x ZnO NP içeren MS ortamı c) 2x ZnO NP içeren MS ortamı d) 3x 

ZnO NP içeren MS ortamı e) CuO NP içermeyen MS ortamı f) 1x CuO NP içeren MS ortamı g) 2x CuO 

NP içeren MS ortamı h) 3x CuO NP içeren MS ortamı ı) γ-Fe3O4 NP içermeyen MS ortamı i) 1x γ-Fe3O4 

NP içeren MS ortamı j) 2x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı k) 3x γ-Fe3O4 NP içeren MS ortamı l) Kontrol 

grubu 
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Çizelge 4.3’te verildiği gibi, KSCSEO oranına genotipin etkisi çok önemli (p<0.01) 

olmuĢtur. GerçekleĢtirilen uygulamalar ise bu oluĢum oranına önemli (p<0.05) derecede 

etki etmiĢtir. Bu iki etkenin, yani genotip x uygulama interaksiyonunun bu oluĢum 

oranına etkisi ise önemsiz olarak belirlenmiĢtir. 

GerçekleĢtirilen uygulamaların elde edilen ortalama değerlerine bakıldığında, en yüksek 

KSCSEO oranına sahip uygulama 2.11 adetle kontrol yöntemi olmuĢtur. Bunun yanında 

en düĢük ortalamaya sahip olan yöntemler ise 0.32 adetle 2x CuO NP içeren uygulama 

ile γ-Fe3O4 NP içermeyen uygulama olarak saptanmıĢtır (Çizelge 4.6). 

Kırik genotipinin KSCSEO oranı yönünden ortalama değerinin 0.74 adet olduğu 

belirlenmiĢtir. Bunun yanında en yüksek KSCSEO oranına sahip yöntemin 1.69 adetle 

3x γ-Fe3O4 NP yapısı içeren uygulama olduğu görülürken, en düĢük KSCSEO oranına 

sahip uygulamanın 0.06 adetle 1x ZnO NP yapısı içeren yöntem olduğu açıkça 

görülmektedir (Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.4’te de görüldüğü gibi, ES-26 genotipinin KSCSEO oranı ortalaması 1.55 

adet olarak belirlenmiĢtir. En yüksek KSCSEO oranına sahip ES-26 genotipini taĢıyan 

uygulamanın 2.94 adetle kontrol uygulaması olduğu saptanmıĢtır. En düĢük KSCSEO 

oranının ise 0.21 adet cevap veren somatik embriyo oluĢumuyla 2x CuO NP yapısı 

içeren yöntem uygulamasına ait olduğu görülmüĢtür. 

4.8. Bitkicik Sayısı (BS) 

Bitkicik sayısı, uygulanan bitki doku kültürü süreciyle birlikte elde edilen kök ve sürgün 

yapılarına sahip küçük bitki formlarının sayımıyla elde edilen veridir. Bitki doku 

kültürü ile geliĢtirilen bitkicikler, öncelikle magenda olarak adlandırılan aklimatizasyon 

kutularına aktarılmakta, ardından kademeli bir Ģekilde sera koĢullarına veya tarlaya 

aktarılmaktadır. Ancak bu çalıĢmada elde edilen bitkicikler magenda kutularına 

aktarılmamıĢ, çalıĢma bu noktada sonlandırılmıĢtır. 
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Elde edilen BS verilerine göre; genotipin BS oranına etkisi önemsiz olmuĢ, 

uygulamanın bu orana etkisi ise çok önemli (p<0.01) olarak ölçülmüĢtür. Genotip x 

uygulama interaksiyonunun BS üzerine etkisi ise önemsiz olarak nitelendirilmiĢtir 

(Çizelge 4.3). 

GerçekleĢtirilen uygulamaların BS elde etmedeki baĢarılarını gösteren Çizelge 4.6 

incelendiğinde, en yüksek BS elde edilen uygulamanın 10.25 adetle kontrol uygulaması 

olduğu belirlenmiĢtir. Bu kapsamda en düĢük BS elde edilen uygulama ise 0.62 adet 

bitkicik üretimiyle içeriğinde γ-Fe3O4 bulundurmayan yöntem olarak tespit edilmiĢtir. 

Tüm uygulamaların ortalaması ise 3.8 adet bitkicik elde edildiğini ortaya koymaktadır. 

Bunların yanında BS elde etmede kırik genotipinin baĢarısının sonuçlarına yer verilen 

Çizelge 4.5’te de görüldüğü gibi, bu genotipin en baĢarılı uygulaması olarak 9.25 adet 

bitkicik elde eden kontrol yöntemi öne çıkmaktadır. Bitkicik üretiminde en baĢarısız 

sonuçları ortaya koyan kırik genotipi uygulaması ise 0.25 adet bitkicik üretimiyle 1x 

ZnO NP içeren yöntem olmuĢtur. Kırik genotipinin tüm uygulamaların ortalaması 

olarak toplamda 3.31 adet bitkicik üretmeyi baĢardığı gözlenmektedir. 

BS açısından ES-26 genotipinin tüm uygulamalarda ortalama olarak toplamda 4.29 adet 

bitkicik üretimi gerçekleĢtirdiği tespit edilmiĢtir. ES-26 genotipinin bitkicik üretiminde 

en baĢarılı uygulamasının 11.25 adet bitkicik sayısıyla kontrol uygulaması olduğu 

belirlenmiĢtir. Bunun yanında bitkicik üretiminde en baĢarısız ES-26 genotipi 

uygulaması ise 0.5 adet bitkicik üretimiyle 2x CuO NP içeren uygulama olmuĢtur 

(Çizelge 4.4). 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

5.1. TartıĢma 

Son dönemlerin gözde bilim dalları arasında kendini gösteren nanoteknolojide kolay, 

maliyeti düĢük, çevre dostu ve etkin nanopartikül oluĢturabilme yeteneğinde olan 

nanopartikül sentez yöntemlerinin geliĢtirilmesi son derece önem arz etmektedir. YeĢil 

sentez, bu noktada nanoteknoloji alanında oldukça önemli bir ihtiyacın giderilmesinde 

kilit bir rol oynamaktadır. Her ne kadar üretilecek nanopartikül boyutları standarda 

indirgenemiyor olsa da, yöntemin sahip olduğu avantajlar dolayısıyla yeĢil sentez 

nanopartikül üretiminde nanoteknoloji biliminde kendine oldukça önemli bir yer 

bulmaktadır. Bu yöntem kullanılarak üretilen ZnO, CuO ve γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin 

SEM, FT-IR ve XRD analizleri gerçekleĢtirilmiĢ ve bu analizler sonucunda sentezlenen 

nanopartikül yapılarının elde edilmek istenen nanopartikül yapıları olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu durum çevre dostu bir yöntem olan yeĢil sentez yönteminin nanopartikül 

sentezinde baĢarısını göstermektedir. Elde edilen nanopartiküllerin FT-IR grafiklerinde, 

çinko oksit yapısında açık bir Ģekilde görülmesi gereken Zn=O bağının absorbansı 

görülebilmekte, aynı Ģekilde demir ile oksijen, bakır ile oksijen arasındaki bağların da 

absorbansı alınan FI-IR spektrumlarında net bir Ģekilde tespit edilebilmektedir. Aynı 

Ģekilde CuO ve γ-Fe3O4 NP yapıları için de yapılan FT-IR grafikleri bu nanopartikül 

yapılarının sentez iĢlemlerinin baĢarısı ile doğru ürünler elde edildiğini ortaya koyar 

niteliktedir. Bu elde edilen sonuçlar literatürdeki verilerle de örtüĢmektedir (Kumar and 

Rani 2013; Zhang et al. 2013; Taufik and Saleh 2016). 

Euphorbia bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi, sentez iĢleminde kullanılmadan 

önce verim ve aktivite tayinleri gerçekleĢtirilerek, kısmi olarak saflaĢtırılan enzimin 

iĢlevsel olup olmadığı test edilmiĢtir. Bu iĢlem sonuçlarına göre yeĢil sentez iĢlemi için 

Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden kısmi olarak elde edilen peroksidaz 

enziminin aktivitesinin son derece yeterli olduğu saptanmıĢtır. Bu yeterlilik enzimin 

%32.4’lük bir verimle aktivite sergiliyor olmasından kaynaklanmaktadır. Yeterli oranda 

aktivite sergileyen peroksidaz enziminin bu çalıĢmada olduğu gibi nanopartikül 
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sentezinde kullanılması, belirli bir aralıkta boyutları değiĢen nanopartiküllerin elde 

edilmesi durumunun oluĢturabileceği olumsuz durumlar haricinde son derece efektif bir 

yöntem olarak görülmüĢtür. 

YeĢil sentez iĢleminden en efektif sonuçların elde edilmesi için, biyokimyasal bazı 

faktörlerin optimum değerlerinin saptanması için yapılan çalıĢmada, her üç 

nanopartikülün de farklı değerler sergilediği belirlenmiĢtir. Bu durum her bir 

nanopartikülün farklı elementer yapıya sahip bileĢiklerden elde edilmesinden 

kaynaklıdır. Her üç nanopartikül sentezinde de aynı olan tek optimum değerin metal 

iyonu konsantrasyonu olduğu saptanmıĢ, bu durumun da çok küçük boyutlu partikül 

yapılarının sentezlenmesi için daha yoğun konsantrasyonlara ihtiyaç duyulmamasıyla 

iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir. Her bir nanopartikülün en efektif sentez iĢlemi için ihtiyaç 

duyduğu pH değeri farklılık arz etmektedir. Sahip oldukları yük değerlerinden, bağ 

yapabilme kapasitelerine kadar pek çok farklı özelliğe sahip olmaları dolayısıyla farklı 

pH değerlerinde optimum sentez iĢlemi gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. Bunların 

yanında kimyasal reaksiyonların gerçekleĢmesi için belirli bir sıcaklık değerine ihtiyaç 

duyulmakta, bu değer her bileĢik ya da element yapısı için farklılık arz etmektedir. Bu 

nedenle her nanopartikülün optimum sentezlenme sıcaklıklarının da aynı olmadığı 

açıkça görülmektedir. Kontakt süresi, yeĢil sentezin ana materyali olan bitki 

ekstraktından elde edilen peroksidaz enzimi ile nanopartikülü sentezlenecek bulk bileĢik 

yapısının temas halinde olduğu süreyi ifade etmektedir. Bu süre, bakır oksit ve çinko 

oksit yapılarında aynı olurken, demir içeren NP yapısının sentezinde daha az olmuĢtur. 

Bakır ve çinko iyon yapılarının benzer yüklere sahip olmaları ve akabinde aynı sürede 

nanopartikül yapılarının optimum sentez iĢlemlerinin gerçekleĢmiĢ olması, bu iĢlemin 

nanopartikül formuna getirilecek elementin sahip olduğu yüklerle iliĢkili olduğunu 

düĢündürmektedir. 

YeĢil sentez yöntemiyle sentezlenen nanopartiküllerin boyutları sabit bir standartta 

olmamakta, belirli bir aralıkta değiĢiklik göstermektedir. Belirli bir boyutta olması 

istenilen nanopartikül üretimi için bazı maddelerin sentez esnasında katkısına ihtiyaç 

duyulmaktadır (Zhang et al. 2015). Aynı zamanda bir nano yapının nano boyuttaki bir 
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materyal olarak adlandırılabilmesi adına 1-100 nm boyutları arasında olması gerekliliği 

dolayısıyla, SEM ile yüzey görüntüleri alınan nanopartikül yapılarının XRD ile 

boyutları da saptanmaktadır. Küresel formda olduğu saptanan CuO nanopartiküllerinin 

5-120 nm arasında değiĢen boyutlara sahip olduğu tespit edilmiĢtir. ZnO 

nanopartiküllerinin pul gibi görünüm arz ettikleri ve boyutlarının 60 ile 80 nm 

aralığında olduğu belirlenmiĢtir. γ-Fe3O4 NP yapılarının sahip olduğu görünüm daha 

çok küresel olup boyut aralığının ise 30 ile 80 nm arasında değiĢiklik gösterdiği 

saptanmıĢtır. Bu durum, farklı boyutlara sahip nanopartikül üreten yeĢil sentez 

yönteminin, nanoteknoloji biliminde kabul gören boyut aralığını büyük ölçüde 

yakalayabildiğini ortaya koymaktadır. 

Sentezlenen NP yapılarının karakterizasyon sürecinin bir basamağı olarak XRD ile 

kristal yapılarının analizi de gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu doğrultuda CuO nanopartiküllerinin 

SEM görüntülerinde küresel formda görüntü vermesine karĢın, kristal formunun yüzey 

merkezli kübik bir yapıya sahip olduğu ortaya koyulmuĢtur. γ-Fe3O4 nanopartiküllerinin 

küresel nitelik sergileyen kristalize formu da XRD sonuçlarında ortaya çıkmıĢtır. 

Bilindiği gibi nanopartiküllerin Ģekilleri de NP yapısının etkisinde oldukça etkin bir rol 

oynamaktadır (Service 2004). 

Nanopartiküller sahip oldukları özellikler dolayısıyla günümüz dünyasında pek çok 

çalıĢmaya konu olmuĢtur. Normal kütlesel formda olan bir madde nano boyuta 

indirgendiğinde, bu materyalin pek çok özelliğinde değiĢimler gözlenmektedir. Bulk 

formuna kıyasla nano yapılar optik, kimyasal reaktivite, elektriksel iletkenlik, 

manyetizma, fiziksel dayanıklılık gibi özellikler bakımından farklılıklar sergilemektedir 

(Joseph and Morrison 2006). Nano yapıların normal formlarına kıyasla farklı nitelikler 

sergiliyor oluĢu, bu yapıların toksik etkilerinin araĢtırılması noktasında genel bir çıkıĢ 

noktası olarak görülmektedir. Nitelikleri farklılaĢan nano yapıdaki elementlerin normal 

element halinden farklı olarak nasıl bir yol izleyerek etki göstereceği bilim dünyasında 

merak konusu olmuĢtur. Bu noktada bu yapıların insanlar ve hayvanlara olan etkilerinin 

araĢtırılması kadar, dünyanın oksijen-karbondioksit döngüsünde hayati rol oynamakta 
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olan bitkiler üzerine olan etkilerinin de araĢtırılması literatürde oldukça geniĢ bir Ģekilde 

kendine yer bulmaktadır. 

Nanotoksikolojinin bitkilerle olan iliĢkisinin incelendiği pek çok çalıĢmada, farklı 

sentez yöntemleriyle üretilen nanopartikül yapılarının bitki geliĢimini olumsuz yönde 

etkilediği, kök geliĢimi, tohum üretimi gibi önemli doku organ kısımlarının geliĢiminde 

bitkide büyük oranda negativiteye neden olduğu belirlenmiĢtir (Lin et al. 2007; Kumari 

et al. 2011; Mustaqh et al. 2011). Farklı bitki türleriyle gerçekleĢtirilen çalıĢmaların 

sonuçlarında farklı dozlarda uygulanan nanopartikül yapılarının morfolojik etkileri 

olduğu kadar biyokimyasal olarak da enzim aktivitelerinde azalmalara sebep olduğu 

görülmüĢtür  (Nekrasova et al. 2011; Ghafariyan et al. 2013; Kouhi et al. 2015;  Van et 

al. 2016). Bitkiler üzerine yapılan bu çalıĢmalar genel olarak nanopartikül yapılarının 

daha toksik yan ürün oluĢturan sentez yöntemleriyle üretildiği ve bitkinin topraktaki 

geliĢimine etkisinin araĢtırıldığı çalıĢmalardır. Ancak son dönemlerde bitki geliĢiminin 

kallus oluĢumuyla birlikte gözlenebildiği bitki doku kültürü tekniğini içeren 

çalıĢmaların azlığı dikkat çekmektedir (Namrata et al. 2009; Mandeh et al. 2012). 

Bu tez kapsamında uygulanan deneysel çalıĢmada, bitki doku kültüründe bahsi geçen 

nanopartikül yapılarının buğday bitkisinin geliĢimine olan etkisi araĢtırılmıĢ ve elde 

edilen verilerin bilim dünyasına yeni bilgiler kazandıracak nitelikte olduğu görülmüĢtür. 

Uygulanan yöntemlerin tüm genotipler baz alınarak hesaplanan ortalamalarının sunduğu 

verilere bakıldığında, kallus oluĢturma oranı bakımından kontrolden (%97.5) daha 

yüksek oranda kallus oluĢumu sağlayabilen yöntemlerin 3x CuO NP içeren uygulamalar 

(%98.75) ile 3x ZnO içeren uygulamalar (%98.75) olduğu görülmektedir. Yine aynı 

Ģekilde embriyogenik kallus oluĢturma oranı bakımından da kontrole kıyasla bazı 

uygulamaların ortalama olarak daha baĢarılı sonuçlar verdiği görülmektedir. 3x ZnO NP 

içeren uygulama ile 1x CuO içeren uygulamaların kontrolden daha baĢarılı bir Ģekilde 

embriyogenik kallus oluĢturabildiği görülmektedir. Ancak bitkicik geliĢimi bakımından 

sonuçlar aynı baĢarı oranıyla devam etmemektedir. Yöntem ortalamaları çizelgesi 

Çizelge 4.4’te de görüldüğü gibi 10.25 adet bitkicik üretimiyle kontrol grubu en baĢarılı 

uygulama olurken, diğer uygulamaların yaklaĢık olarak kontrol grubu değerlerinin 
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yarısı ve aĢağısında bir dağılım gösterdikleri görülmektedir. Elde edilen bu ortalama 

verileri doğal olarak genotip ayrımı yapmaksızın hesaplanmıĢ ortalama değerleri ifade 

etmektedir. Kallus oluĢum oranında kontrolden daha yüksek bir değere sahip olan 

uygulama ortalamasının, genotiplerin hangisiyle daha çok iliĢkili olduğunun 

belirlenmesi adına genotiplere ait çizelgelerin incelenmesi gerekmektedir. 

Bu tez kapsamında yapılan araĢtırmada elde edilen verilere göre, bitki doku kültüründe 

çinko, demir ve bakır minerallerinin normal formu yerine nanopartikül formunun 

kullanılması buğday (Triticum aestivum L.) bitkisinin farklı genotiplerinin geliĢimlerine 

pozitif anlamda katkı sağlayamamıĢtır. AraĢtırmada kullanılan her iki genotipe ait 

uygulamaların kallus oluĢum oranlarının kontrol uygulamasının altında kaldığı 

görülmektedir. Genellikle kontrol grubuna kıyasla; kontrole yakın veya daha az geliĢim 

gösterdiği görülen bitkilerin, aynı Ģekilde bitkicik oluĢturma oranı bakımından da 

kontrol grubunun çok altında geliĢim gösterdiği açıkça görülmektedir. ES-26 

genotipinde kontrolden (11.25 adet) sonra en yüksek bitkicik oluĢturma oranı 6.75 adet 

bitkicik ile 3x ZnO NP içeren uygulamada olduğu görülmektedir. Bu durum ES-26 

genotipinde NP içeren ortamlardan en iyi geliĢim gösteren uygulamanın dahi kontrol 

grubunun yarısı kadarlık bir geliĢim sergileyebildiğini net bir Ģekilde ortaya 

koymaktadır. Kırik genotipinde ise en yüksek bitkicik geliĢtirme oranı 9.25 ile kontrol 

grubuna aitken, bu değere en yakın bitkicik geliĢimi sağlayan uygulamanın 9 adet 

bitkicik eldesi ile 3x γ-Fe3O4 NP içeren uygulama olduğu görülmüĢtür. Her ne kadar 3x 

γ-Fe3O4 NP içeren uygulama kontrole çok yakın değerde bir sonuç vermiĢ olsa da, diğer 

uygulamalarla kontrol arasında büyük farklar göze çarpmaktadır. Bu durum akıllara 

nanopartikül yapılarının bitki tarafından faydanılabilirliği konusunda sorular 

getirmektedir. Nanopartikül yapılarının besi ortamına ilavesinin çözelti Ģeklinde 

gerçekleĢmesi esnasında oluĢabilecek çözülmeme hali ve bunun yanında besi 

ortamındaki formundan farklı nitelik taĢıyor olması; bu yapıların bitki tarafından 

kullanımını, faydanılabilirliğini azaltmıĢ olabileceği düĢünülmektedir. 

Bitki geliĢiminde özellikle biyokimyasal süreçlerde, enzimlerin ihtiyaç duyduğu 

kofaktör olarak aktif bir Ģekilde kullanılmakta olan mineraller arasında çinko, bakır ve 
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demir de bulunmaktadır. Bitki geliĢimi açısından önemli olan bu yapıların nanopartikül 

formlarının istenilen etkiyi vermemiĢ olması, nano yapıların boyutları dolayısıyla 

kazandıkları farklı özelliklerden de kaynaklı olabileceği düĢünülmektedir. Farklı sentez 

yöntemleriyle elde edilen nano yapıların kullanımı ile gerçekleĢtirilen literatürdeki diğer 

çalıĢmalarda da bu negatif etki açık bir Ģekilde fark edilmektedir. GerçekleĢtirilmiĢ olan 

bu çalıĢmaların varlığına rağmen, bitki doku kültüründe geliĢmekte olan bir bitkinin 

nanopartikül boyutundaki çinko, bakır ve demir minerallerinden daha etkin bir Ģekilde 

faydalanıp faydalanmayacağı, bu yapıların normal iĢlevlerine ek olarak bir olumsuz 

etkiye sebep olup olmayacağı literatürde bir eksiklik sergilemekteydi. Bu sebeple 

gerçekleĢtirilen bu tez araĢtırmasında, bu yapıların buğday genotiplerinde efektif bir 

biçimde kullanılmaması dolayısıyla geliĢime katkı sağlayamadığı açıkça görülmektedir. 

Toksik olmayan ve yan ürün bırakmayan yeĢil sentez yöntemiyle elde edilen 

nanopartiküllerin bitki geliĢimine olan etkisinin daha çok nanopartiküllerin kullanım 

Ģekli dolayısıyla negatif bir görünüm arz ettiği düĢünülmektedir. 

Tez araĢtırma bulgularında görüldüğü gibi geliĢim basamaklarında elde edilen verilere 

bakılarak, ES-26 genotipi ile gerçekleĢtirilen uygulamaların tamamı kontrol grubundan 

daha alt seviye bir değerde geliĢim göstermiĢtir. Bu durumda kullanılan 

nanopartiküllerin, hem negatif kontrol olarak kullanılan NP içermeyen uygulamalarda 

hem normal MS ortamında olan miktarı içeren 1x NP içeren uygulamalarda, hem de 2x 

ve 3x oranında NP içeren ortamlarda geliĢimi beklenen buğday bitkisine beklenenden 

daha düĢük bir geliĢim göstermesi noktasında etkin kullanılamadığı son derece 

aĢikârdır. 

Kırik genotipi ile yapılan deneysel çalıĢmalarda özellikle 3x γ-Fe3O4 NP içeren 

uygulamanın tüm doku kültürü geliĢim basamaklarında kontrole yakın değerlerde 

geliĢim gösterdiği görülmüĢtür. 3x CuO NP içeren uygulamalarının da BS oranına kadar 

genel anlamda kontrole yakın değerlerde sonuçlar verdiğini söylemek mümkündür. 

Ancak bitki sayısı anlamında 3x CuO NP içeren uygulamanın (4.75 adet) kontrol grubu 

(9.25 adet) değerinin yarısı kadar sayıda bitki elde edebildiği görülmektedir. Elde edilen 

veriler ıĢığında kırik genotipinde, her ne kadar kontrole yakın değerler üretebilen 
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uygulamaların varlığı göze çarpıyor olsa da, kontrolden daha yukarıda değerler 

sergileyebilecek, yani nanopartikülün efektif bir biçimde kullanılarak rejenerasyonun 

teĢvik edildiği bir uygulamanın varlığından söz edebilmek mümkün değildir. Bu 

nedenle bu çalıĢmada elde edilen veriler doğrultusunda uygulanan NP yapılarından, 

ilgili konsantrasyonlar, kullanım Ģekli, besi ortamına ilave edilen bileĢik formunun 

farklılığı gibi nedenler dolayısıyla geliĢimi teĢvik etme konusunda etkin bir biçimde 

faydalanılamadığı düĢünülmektedir. 

Bitki doku kültürünün uygulanma amacı, genel anlamda bitkilerin sahip olduğu 

rejenerasyon kabiliyetini artırmak, tek bir bitkiden bütün bir bitki oluĢturma 

kapasitesine sahip birden fazla bitki üretebilmektir. Bitki geliĢimini destekleyip 

rejenerasyon oranını artırabileceği öngörülerek test edilen nanopartiküllerin, normalde 

buğday doku kültüründe rutin olarak gerçekleĢtirilene kıyasla etkili bir rejenerasyon 

oranı sergileyemediği açıktır. Bu durum kullanılan nanopartiküllerin bitki doku kültürü 

besi ortamı içerisindeki bileĢiklerden farklı nitelik taĢıyan nanopartikül formlarıyla 

iliĢkili olabileceği gibi, bu yapıların çözelti içerisinde çözünme oranlarındaki 

farklılıklar, bitkilerin bu yapıları etkin bir Ģekilde kullanamamıĢ olması gibi sebeplerden 

kaynaklanabileceği ihtimalleri üzerinde durulmaktadır. 

5.2. Sonuç ve Öneriler 

DüĢük maliyetli, kolay ve toksisitesi az olan bir yöntem olan yeĢil sentez yönteminin 

üretilecek nanopartiküllerin etkin bir Ģekilde üretim amaçlı kullanımı bu çalıĢma ile 

oldukça mümkün görünmektedir. Elde edilen veriler doğrultusunda sentezlenen 

nanopartiküllerin nanoteknoloji biliminde kabul gören boyut aralığında olduğu ve bu 

sayede üretilebilen NP’lerin bilimsel çalıĢmalarda kullanılabileceği bu çalıĢma ile 

ortaya konulmuĢtur. 

Farklı minerallerin farklı doz aralığında, farklı buğday genotipleri üzerinde test edildiği 

bu çalıĢma kapsamında elde edilen veriler, bitki rejenerasyonunu artırma amacıyla bu 

yapıların bahsi geçen oranlarda, verilen kullanım Ģekli ile kullanımının beklenen 
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sonuçları vermediği görülmektedir. Bu durumu gidermek, bitki geliĢimini artırmak ve 

totipotensi özelliğine sahip hücrelerin sayısını artırmak için; bu nano yapıların bitki 

doku kültüründe belirtilen bileĢik formlarında, daha farklı miktarlarda test edilmesi 

gerekmektedir. Bunun yanında bitkilerin bu yapıları daha etkin bir biçimde kullanıp, 

yararlanabilmeleri için standart MS ortamında geliĢim gösteren olgun embriyolar 

üzerinde bu nanopartiküllerin etkisinin test edilmesi de bu nanopartiküllerin geliĢimi ne 

derece desteklediğini daha net ortaya koyan bir çalıĢma olacaktır. 

Boyutları dolayısıyla farklı özellikler kazanabilen çinko, demir, bakır gibi nano 

yapıların bu çalıĢmada olduğu gibi sahip oldukları faydalı nitelikleri yanında etkin 

biçimde metabolizmaya dahil edilemediği, faydalanılabilirliğinin düĢük olabileceği 

durumlarının varlığı da mevcuttur. Bilim dünyasında bir boĢluğu dolduran bu çalıĢma 

ile tez konusu olan nanopartiküllerin belirtilen dozlarda, geliĢim açısından yeterli 

oranda kullanılamadığı, bu nedenle geliĢimde bir eksiklik sergilendiği görülmektedir. 

Bu nanopartiküllerin hangi dozlarda bitki geliĢimini artırabileceği, hangi dozlarda 

geliĢimin tamamen durmasına neden olabileceği ise bir baĢka araĢtırmanın konusu 

olmaya adaydır.  

Yapılan bu tez çalıĢmasının ardından, NP’lerin bitki geliĢimini teĢvik edecek dozlarının 

belirlenmesi amacıyla çalıĢmaların yapılması önerilmektedir. Ayrıca farklı bitki 

geliĢiminde farklı özelliklere sahip olan nanopartiküllerin kullanımı sağlanarak etkilerin 

kıyaslanması sağlanacaktır. Bu sayede normale kıyasla daha verimli bitkilerin elde 

edilmesinde hangi nanopartiküllün hangi dozda kullanılması gerektiği belirlenebilecek, 

özellikle istenen özelliğin geliĢimini artırıcı nitelikteki NP’lerin saptanması 

gerçekleĢtirilecektir. Aynı zamanda yüksek düzeyde antibakteriyel etkiye sahip 

oldukları bilinen nanopartiküller sayesinde bitkileri zararlılara karĢı korumak için  

pestisid, herbisid gibi yüksek toksisiteye sahip oldukları bilinen kimyasalların 

kullanımına gerek kalmadan bitkilerin korunmaları da sağlanacaktır. Bütün elde edilen 

veriler ıĢığıda nanoteknoloji sayesinde gelecekte her bitkiye spesifik gübre üretimleri 

yapılabilecektir. 
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