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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Zn0, CuO ve y-Fe;0, NANOPARTIKULLERIN YESIL SENTEZi VE BUGDAY
GENOTIPLERI UZERINDEKI ETKIiLERININ DOKU KULTURUNDE ARASTIRILMASI

Ozge BALPINAR NALCI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Nanotip Bilim Dali

Danisman: Prof.Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

Yapilan bu tez ¢aligmasmda; ZnO, CuO ve y-Fe3O4 nanopartikiil yapilarinin yesil sentez yoluyla
sentezlenmesi, karakterize edilmesi, iki farkli bugday genotipi iizerine olgun embriyo kiiltiir teknigi
kullanilarak etkilerinin arastirilmasi amag edinilmistir.

Nanopartikiil yapilarin1 sentezlemek igin Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisi ekstraktindan
elde edilen peroksidaz enziminden faydalanilmistir. Kismi olarak saflastirilan peroksidaz enziminin
%60-80 amonyum siilfat ¢6ktiirme yontemiyle Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden
149.5 kat saflagtirildigr belirlenmistir. Peroksidaz enzimi kullanilarak ZnO, CuO ve y-Fe30q
nanopartikiil (NP)’lerin yesil sentezi gerceklestirilmistir. Bu amagla; NP’lerin sentezi i¢in pH,
sicaklik, zaman, metal iyonu konsantrasyonu gibi cesitli biyokimyasal verilerin optimizasyon
islemleri yapilmistir. Elde edilen bulgulara goére ZnO, CuO ve vy-Fe3O, nanopartikiillerin
sentezlenme siireleri sirasiyla 30 dk, 30 dk ve 15 dk olmustur. Optimum sentezlenme pH’larinin 7.5,
8.0 ve 11.0 oldugu saptanirken, 30°C, 25°C ve 20°C’ler optimum sentez sicakliklari olarak
belirlenmistir. Elde edilen nanopartikiil yapilarinin karakterizasyonu i¢in FT-IR, XRD ve SEM
spektrum analizleri yapilmistir. ZnO NP yapilar1 60-80 nm arasinda boyutlara sahipken, CuO NP
yapilar1 50-120 nm arasinda, y-FesO, NP yapilarinin ise 30-80 nm arasinda boyutlar1 arasinda
oldugu belirlenmistir.

Calisgmanin devaminda ZnO, CuO ve y-Fe;0,4 nanopartikiillerinin, Kirik ve ES-26 olmak {izere iki
ayr1 bugday (Triticum aestivum L.) genotipinin olgun embriyo kiiltiiriinde, mikro element olarak
etkileri aragtirilmistir. Bu kapsamda NP yapilarinin hem Murashige and Skoog besi ortaminda var
olan normal miktariyla(1x), hem de bu miktarin iki(2x) ve iig¢(3x) katlar1 seklinde test edilmistir.
Calisma negatif ve pozitif kontrollerle desteklenmistir. Elde edilen bulgularda, nanopartikiil igeren
uygulamalarda gelismeye birakilan bugday embriyolarinin nanopartikiil yapilarindan aktif bir
bicimde yararlanamadigi diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak kontrole kiyasla nanopartikiil iceren
uygulamalarin gelisimleri daha az olmustur. Tim uygulamalar arasinda kallus olusum oram
bakimindan 3x CuO NP igeren ortamlar ile 3x ZnO NP iceren ortamlarin kontrollere kiyasla daha
basarili sonu¢ verdigi belirlenmistir. Bitki olusturma kabiliyeti bakimindan en basarili grup kontrol
grubu olmustur. Bu dogrultuda kontrole kiyasla bitki rejenerasyonunun nanopartikiil
uygulamalariyla artis gostermedigi goriilmektedir. Ancak bu durumun temelde nanopartikiillerin
bitki tarafindan yararlanim siireciyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Toksik bir etki olusturup
olusturmadig1 ise gelecek ¢aligmalarin konusu olmaya adaydir. Bu c¢alisma, olgun embriyo
kiiltiiriinde yesil sentez yoluyla elde edilen NP yapilariin test edilmesi noktasinda bir ilk olma
Ozelligi tasimaktadir. Bu durum embriyolarin doku kiiltiiri gelisim asamalarima NP’lerin
olusturacagi etkilerin belirlenmesi noktasinda literatiirde bir eksikligi giderecektir.

2016, 80 sayfa
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ABSTRACT

MS Thesis

GREEN SYNTHESIS OF ZnO, CuO, and y-Fe;0, NANOPARTICULES AND THE
INVESTIGATION OF THESE NANOPARTICULES' EFFECTS ON WHEAT
GENOTYPES IN TISSUE CULTURE

Ozge BALPINAR NALCI

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and nanoengineering
Department of Nanomedicine

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

In this thesis study; ZnO, CuO and y-FesO,4 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
Zn0, CuO and y-Fe;0, 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 y-Fe;O, 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 y-
Fe;O, NP structures have been found to be between 30-80 nm.

The effects of ZnO, CuO, and y-Fe;O,4 nanoparticles on two different wheat (Triticum aestivum
L.) genotypes, namely, Kirik 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
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dm Desimetre
dk Dakika
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kg Kilogram
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M Molar
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nano olgekte fiziksel, biyolojik ve kimyasal olaylarin anlasilmasi,
kontrolii, iiretimi ve taklit edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalar1 konu edinen
multidisipliner bir bilim dalidir. Nanoteknoloji bilim dali kapsaminda, ozellikle 1 ile
100 nm boyut skalas1 dahilinde yer alan partikiiller ile ¢aligmalar gergeklestirilmektedir.
Bu yapilar igerisinde nanokristaller, nanotiipler, nanogubuklar, nanopartikiiller,
nanoteller gibi materyaller yer almaktadir. Nano materyaller sentetik ya da dogal
kaynakli maddelerden sentezlenebilmektedir. Uretimlerinde polimerik materyaller
kullanilabildigi gibi yesil sentez iiretim siirecinde oldugu gibi bitkilerden de
faydalanilabilinmektedir. Bu sekilde farkli yollarla elde edilebilen nano yapilar; tip,
eczacilik, bilgisayar, genetik, biyoloji, kimya, miihendislik bilimleri gibi pek ¢ok alanla
iliskili olarak kullanilabilmektedir.
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Sekil 1.1. Nanopartikiiler yap: 6rnekleri (Hall et al. 2007)

Yenilenebilir enerji, tekstil, biyomedikal, saglik hizmetleri, tarim, endiistri, elektronik,
cevre gibi alanlarda aktif kullanim imkani yakalamaktadir. Alt bashk halinde
diisiintildiiglinde nanoteknolojinin; kontrollii ilag salinimi, kanser terapisi, ilag taginimi,
1slanmaya ve gaz gecisine dayamikli kiyafetlerin tasarlanmasi, nano pigmentler,

yiyeceklerin paketlenmesi, atik sularin iyilestirilmesi, hidrojen {iretim ve depolama



yapilarinin retimi, UV 15181 engelleme kapasitesinde kiyafetlerin tiretimi, yliksek
yogunlukta bilgi depolama, kendi kendini temizleyebilen yiizeyler, nano boyutta
elektronik devrelerin iiretimi, yliksek hassasiyete sahip sensorlerin iiretimi gibi pek ¢ok
alanda uygulama imkan1 buldugu séylenebilmektedir. Son donemlerin gézde bilim dali
olan nanoteknoloji, 6zellikle kaliteli bir yasam standardi saglamanin ilk kosulu olan
sagligin kazanilmasi noktasinda; hastaliklar i¢in molekiiler tedavi yaklasimlarindan,
hastaliklarin daha hizli ve dogru bir sekilde teshis edilmesine kadar pek ¢ok acidan
hizmet imkani sunmaktadir. Bunun yaninda biyosensorler, kontrollii salim sistemleri ile
patojenlerle miicadelede ve ayrica bitkilerin besinleri daha kolay kullanabilme
yeteneginin artirilmasi yoniinde, gida ve tarim alaninda da devrim niteliginde gelismeler

sunmaktadir.

NP’ler sahip olduklar1 essiz 6zellikleri nedeniyle kullanilabildigi alanlarin sematik
gosterimi Sekil 1.2°de verilmistir. Ozellikle medikal amacli olarak NP’lerin kullanim
imkani buldugu alanlar hastaliklarin daha kolay taninabilmesi ve akabinde daha akilci
tedavi yontemleri gelistirilmesi olarak ifade edilebilmektedir. Tip alaninda NP’lerin bu
sekilde kullanilabiliyor olmasi, 6zellikle nanokiireler kullanilarak yapilabilecek gen
terapilerini, kanser gibi son derece saldirgan olan hastaliklarin daha erken teshis ve
tedavisinin yapilabilmesini, hedefe yonelik ila¢ tasinimi gibi pek cok alanda bilim

insanlarina olanak saglamaktadir (Mbonyiryivuze et al. 2015).
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Sekil 1.2. NP’lerin kullanim alanlar1 semasi

Bunun yaninda NP’ler yalnizca tip alaninda degil, ayn1 zamanda bilgisayarlar,
bataryalar, elektronik cihazlar ve mobil iletisim sistemleri gibi alanlarda da miihendislik

bilim dallarinda da aktif bir sekilde kullanilabilmektedir (Mbonyiryivuze et al. 2015).

Optik sistemlerin icerisinde NP’lerin kullanimi, akabinde bu alanda NP’lerle iiretilecek
sensorler, lazerler ya da dedektorler de nanoteknolojinin NP’ler ile erisebildigi farkli

alanlarin kapisini aralamaktadir.

Ayrica, NP’ler tekstilde, otomotiv sektoriinde, insaat ile ilgili materyal ve benzeri
hazirlik islemlerinde, filtrelerin, boyalarin ve daha pek cok endiistriyel alana yonelik

materyal liretim uygulamalarinin igerisinde yer almaktadir.



Tiim bunlarin yani sira NP’ler ile tarim ve gida sektoriinde de siklikla karsilagma imkani
bulunabilmektedir. Gida sektoriinde 6zellikle islenmis gidalarin paketlenmesinde, mini
sensOr benzeri yapilar kullanilarak gidalarin raf 6mriiniin belirlenmesinde son derece sik
bir bigimde NP’lerin kullanimi1 yayginlasmaya baslamistir. Tarimda NP’lerin kullanimi
ise ozellikle akillt salinim sistemleri, gercek zamanli takip sistemleri ile yiiksek verim,
diisiik pestisit, herbisit girisini saglayacak calismalar kapsaminda yerini almistir. Bunun
yaninda tarimda NP’ler yer alt1 sularmin ve tarlalarin temizlenmesi amaciyla da

kullanilmaktadir (Demirbilek 2015).

llerleyen zamanlarda, nano boyuttaki materyaller katalizor olarak kullanilarak,
boceklerin ve istenmeyen yabanci otlarin ortadan kaldirilmasi amaciyla ¢ok kiiciik
dozlarda dahi etki edebilecek tiriinler elde edilebilecektir. Nanoteknoloji yenilenebilir
enerji kaynaklar1 ve temiz enerji liretimi amaciyla da kullanilarak, cevre kirliliginin
azaltilmasi, filtre olarak kullanilabilecek nanokatalizérler ile dogada mevcut olan
kirletici materyallerin temizlenmesine yardimci olarak g¢evrenin korunmasinda rol
oynayacaktir (Scott and Chen 2002). Tiim bu bilgiler dolayisiyla giiniimiiz diinyasinda
nano taneciklerin pek ¢ok alanda aktif olarak kullanilarak iiretildikleri, ¢alismalara konu
olduklar1 sdylenebildigi gibi gelecek donemlerde de nanoteknolojinin bilimsel anlamda

pek cok alana hizmet edecegi acik¢a goriilmektedir.

NP’ler sahip olduklar1 6zellikler dolayisiyla bilim diinyasinda kendilerine kolaylikla yer
bulabilmektedir. NP’lerin avantaj olarak kabul edilen ozellikleri ise su sekilde

siralanabilmektedir:

1. Belirli boyut araliginda tiim maddeler ve dolayisiyla NP’ler, sahip olduklar
hacimsel oran dolayisiyla farkli 6zellikler ve gorevler kazanmaktadir. Bu durumun
temel sebebi nano boyuttaki yapilara normal fizik kurallart yerine kuantum fizik
kurallarinin etki ediyor olmasidir.

2. NP’lerin yilizey/hacim oranlari son derece yliksektir. Bu durum hem in vitro hem de

in vivo galismalarda NP’lerin tercih edilmesinin temel sebebi haline gelmistir.



3. NP’ler son derece kiiglik boyutlara sahiptir. Bundan dolay1 kapillerden, porlardan
rahatlikla gegebilmektedir.

Tim bu 6zelliklere sahip nanopartikiilleri sentezlemek i¢in kullanilan yontemlerden biri
olan yesil sentez yontemi, diger bir ismiyle biyosentez, temelde basit yapida olan
materyallerden daha karmasik yapilar elde etmeyi amaglayan bir siiregtir. Bu islem
aslinda canlilarin metabolik siireglerinde kimyasal olarak gerceklesen olaylar1 ifade
etmek amaciyla kullanilan bir terimdir. Ancak nanoteknolojide bu olay, canli
organizmalar1 veya kimyasal materyalleri kullanarak NP elde etme islemi olarak ifade
edilmektedir. Bu siirecte rol oynayan canli organizmalara; algler, bakteriler, bitkiler,

mantarlar gibi organizmalar 6rnek olarak gosterilebilmektedir.

Son donemlerde daha sik kullanilmaya baslanan bu yontemin tercih edilmesi genel
olarak; basit bir uygulama olmasi, toksik bir materyal ile islem yapma zorunlulugunun
bulunmayisi, ekonomikligi, bliylik miktarlarda ticari iiretime uygun yapida olmasi,

biyomedikal islemlerde de uygulanabilir olmasi gibi nedenlerden ileri gelmektedir.

Yesil sentez isleminde kullanilacak materyalin se¢iminde, yesil materyalin giivenli,
yalnizca bir adet reaksiyon basamagi igeren, atik madde salimimina neden olmayan,
cevre dostu, yenilenebilir nitelik tasiyan, verim kapasitesi %100’e yakin olan ve
reaksiyonun sonunda basit bir sekilde ortamdan ayrigabilen yapida bir materyal olmasi
gerekmektedir (Raveendran et al. 2003). Tiim bu 6zellikleri bir araya toplamak zor olsa
da, biiylik ¢ogunlugunu ihtiva eden bir materyal se¢imi, sentezin basarisinin artmasinda

olduk¢a 6nemli olmaktadir.

Altin NP yapilarin1 sentezlemek i¢in yapilan bir ¢alismada bildircin yumurta sarisindan
faydalanilmis ve bu yontemin pek cok agidan diger kimyasal veya fiziksel yontemlere
kiyasla daha ekonomik oldugu, yiiksek basing ve yiiksek sicaklik gerektirmemesi
dolayisiyla daha kolay bir yontem oldugu ifade edilmistir (Nadaroglu et al. 2016).



Bu yonteme verilen diger bir ad ise yesil kimyadir. Yontemin metalik yapida NP
sentezinde de kullanildig1 bilinmektedir. Bu amagla kullanilan yesil materyalin mantar,
bakteri, bitki ekstraktlar1 gibi maddeler oldugu goriilmektedir (Bar et al. 2009; Philip et
al. 2010; Dubey et al. 2010). Yapilan bir ¢alismada Jatropha curcas bitkisi kullanilarak
yesil sentez islemi yapilmistir. Bu bitkiden iiretimi gerceklestirilen lateks ile giimiis
NP’ler elde edilmistir (Bar et al. 2009). Yine bagka bir ¢aligmada siitlegen (Euphorbia
amygdaloides) bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi kullanilarak giimiis
nanopartikiillerin sentezi gercgeklestirilmistir (Cicek et al. 2015). Gortldugi gibi bu
sentez yonteminde bitkiler, mantarlar, bakteriler veya bu yapilardan elde edilen enzim

gibi iirtinler kullanilarak islem gerceklestirilebilmektedir.

Nadaroglu ve ark. (2015) yapmis olduklar1 c¢alismada, platin nanopartikiilleri
sentezlemek i¢in bildircin yumurtasi kullanmislar ve yesil sentez yoluyla sentezlemis

olduklar1 bu platinium NP yapilarinin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.

Cinko (ZnO) NP yapilari, iyon formunda iiretimi gerceklestirildigi gibi ZnO formunda
da iiretilmektedir. Bu yapilarin genel anlamda UV 15181 absorbe etme 6zelligi olmasi
dolayisiyla, ¢ogunlukla giines panellerini iiretiminde kullanildig1 bilinmektedir. Ancak
hem canlilara hem de gevreye olan toksisitesi heniiz tam olarak bilinmemektedir (Kim
et al. 2014). Bu konuda yeterli bilginin olmamasi sebebiyle kullanimi sinirlt olsa dahi,
Zn NP yapilan ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Bu ¢aligmada yer almakta olan
diger bir nanopartikiil olan Bakir (Cu2+) NP yapilan 6zellikle katalizleme, optik ve
yapisal dzellikleri dolayisiyla tercih edilmektedir. Uretimi i¢in pek ¢ok yol olmasima
ragmen, bakir yapisinin ¢ok kolay okside olmasi iiretimi icin se¢ilmesi gereken
metotlart siirlandirmaktadir. Demir (y-Fe3O4) NP’leri ise sahip olduklari manyetizma
ozellikleri dolayisiyla calismalara konu oldugu gibi, bunun yaninda pek ¢ok canlinin
yasamsal faaliyetlerinin stirdiiriilmesinde de aktif rol oynamasi dolayisiyla bilim
diinyasi tarafindan ilgi gérmektedir. Biyomedikal ¢aligmalari, goriintiileme sistemleriyle
ilgili ¢alismalarda daha ¢ok demir nanopartikiil yapilar: tercih edilmektedir. Ozellikle
¢inko, bakir ve demir NP yapilarimin bitki gelisimi tizerine gosterdikleri etkilerin

belirlenmesi kapsaminda bu alanda yapilan ¢alismalarin toksisite boyutunu agiklama



noktasinda yetersiz olmast nedeniyle hala arastirilmasi gerekmekte olan konular

arasinda yer almaktadir.

Bugiline kadar yapilan c¢alismalara bakildiginda, o6zellikle nanopartikiillerin
fitotoksisitesi, bitki tarafindan kullanimi ve dolayisiyla akabinde besin zincirinde yer
almasmna dair c¢alismalarin azligi dikkat c¢ekmektedir. Bu nedenle bu alanda
nanopartikiillerin toksisitesinin daha net bir bicimde ortaya konmasi amaciyla yeni

caligmalarin literatiire kazandirilmasi gerekli goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan c¢alisma ile ZnO, CuO ve y-Fe304 nanopartikiilleri yesil
sentez yontemiyle iiretilmis ve bitki doku kiiltiirii ¢aligmasiyla giiniimiiz beslenme
aliskanlig1 igerisinde kendisine biiyilk oranda yer bulmakta olan bugday bitkisinin

tohumlarma bu nanopartikiillerin etkisi arastirilmastir.

Bitki doku kiiltiirii, aseptik sartlarda arzu edilen bir bitki, o bitkinin organi1 ya da
hiicreleri vasitasiyla tam bir bitki, yeni bir doku veya metabolit eldesi gerceklestirmek
adina yapilan islemlerin tiimiine verilen isimdir. Bu teknikle asil hedeflenmekte olan
bitki rejenerasyonudur (Purnhauser et al. 1987). Bu ¢alismada kullanilmak iizere segilen
bugday (Triticum aestivum L.) bitkisi, sahip oldugu besin degeri, islenme kolaylig1 ve
yiiksek adaptasyon Kabiliyeti dolayisiyla, diinyada ekilis alan1 ve tiretim bakimindan ilk
sirada yer almaktadir. Bugday, diinya besin alim dongiisii igerisinde kendisine biiyiik
oranda yer bulabilen bir bitki olmas1 nedeniyle in vitro kiiltiirde ¢calismasi yogun olarak
yapilan bir bitkidir (Delporte et al. 2001). Diinyada yaklasik olarak 50 iilkenin temel
besini oldugu bilinmektedir. Ulkemizde de bugday ve bugday kaynakli besinler,
tikketilen bitkisel kaynakli besinlerin %53’linii olusturmaktadir. Tiirkiye kisi basina
yaklasik olarak 250 kg bugday tiiketimi gergeklestirerek bu konu basliginda diinyada ilk
siralarda goriilmektedir. Diinyanin %35°lik kisminin temel besin maddesi konumunda
olan bugday, pek ¢cok avantajlarindan dolay1 bugiin biiylik oranda ekilis alanina sahiptir.
Adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olusu, depolama, isleme islemlerinin kolayligi, iiretim
stirecinin karmasikliktan uzak olmasi sebeplerinden 6tiirii bugdayin tercih edilebilirligi

son derece yiiksek olmaktadir.



Bugday tanesi insan beslenmesinde son derece onemli bir konuma sahiptir. Sahip
oldugu %65-70 nisasta oraninin yaninda tane icerisinde %8-15 oraninda degisen protein
ihtivast da s6z konusudur. Bunlarin yaninda bir bugday tanesinde bulunan yag orani
%1-5 iken, seker igerigi %1.5-3, igerdigi kiil miktar1 %1-2, nem orani ise %11-13 olarak
ifade edilmektedir. Bahis edilen igerik oranlarinin yaninda bugday tanesinde insan ve
hayvan beslenmesinde son derece 6nemli olan vitaminlerin de var oldugu bilinmektedir

(Kiin 1988).

Bugday yetistiriciliginde ve 1slahinda var olan problemlerin giderilmesi amaciyla doku
kiiltiiri ve biyoteknoloji kaynakli yontemlerin kullanimi son derece yaygindir. Bugday
in vitro kiiltiiriinde kallus olusumu ve rejenerasyon kabiliyetinin bitkinin sahip oldugu

genetik bilgiyle birebir iliskili oldugu unutulmamalidir (Sehirali et al. 1988).

Bu kadar yogun bir sekilde besin zinciri igerisinde kendisine yer edinmeyi basarmis
olan bir bitki iizerine nanopartikiillerin etkisinin incelenmesi, literatiirde eksikligi
goriilmekte olan bir calismadir. Bu kapsamda bugday bitkisinin olgunlagmis
embriyolarinin ihtiyag duydugu mikro besin elementleri olarak ZnO, CuO ve y-Fe304
nanopartikiillerinin farkli dozlarinin uygulanmasiyla birlikte ¢alisma negatif ve pozitif
kontrol uygulamalar1 ile desteklenerek nanopartikiillerin bitki doku kiiltiirtinde

gerceklestirdikleri etkilerin kontrollii bir sekilde gozlemlenmesi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Nanoteknoloji terimini ¢agristiran ifadeler ilk olarak Dr. Richard Feynman tarafindan
kullanilmistir. Katildigi bir konferansta “Asagida daha c¢ok bosluk var” soéziiyle
nanoteknolojinin kapilarini aralayan Feynman 1959 yilinda Nobel 6diili almis ve

atomlarin kuantum kurallariyla kontrol edilebilecegi fikrini ortaya atmistir (Pittenger et
al. 2008).

Nanoteknoloji teriminin tam olarak kullanilmasi ise 1974 yilinda Dr. Nario Taniguchi
tarafindan gergeklestirilmistir. Taniguchi, mikro ve nano seviyesindeki yapilarin
birbirinden farkliligini ifade edebilmek adina bu terimi bilim diinyasina kazandirmistir.
Multi disipliner bir bilim dali olan nanoteknoloji, biyoloji, kimya, fizik, tip, eczacilik,
miithendislik, elektronik gibi pek ¢ok bilim daliyla koordineli bir sekilde calisarak

sonugclar1 ortaya koymaktadir.

Glinlimiiz teknolojisinde var olan gelismelerin daha kiiclik boyutlarda ve daha duyarli
bir formda iiretilmesi nanoteknolojinin temel konular1 arasindadir. Disiplinler arasi
gerceklestirilen ¢alismalar ile pek ¢ok alanda nanomateryallerin sentezi dogrultusunda

kullanim1 yayginlagmaya baglamistir.

Nanoteknolojiye konu olan malzemeler boyutlar1 dolayisiyla daha biiyiikk boyutlu
malzemelerden ¢ok daha farkli nitelikler gostermektedirler. Bu  durum
nanomalzemelerin optik, kimyasal reaktivite, elektriksel iletkenlik, manyetizma, fiziksel
dayaniklilik gibi 6zelliklerde farklilik gostermesine neden olmaktadir (Joseph and
Morrison 2006). Nano boyutta malzemelerin farkli 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasina nano
boyutta bu malzemelere kuantum fizik kurallariin etki etmesi neden olarak

goriilmektedir.

Son donemlerde bu sekilde farkli nitelikler kazanan nanopartikiillerin yogun bir sekilde

calisilmasi nedeniyle, bu partikiil yapilarinin toksik etkilerinin olup olmadigi, toksik bir
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etkisi var ise nasil bir mekanizmayla kendini gosterdigi konulari arastirilmaya
baslanmistir. Bu durum nanotoksikoloji olarak adlandirilan yeni bir bilim dalina
kapilarin agilmasin1 saglamistir. Nanotoksikolojinin bir konusu olarak; iiretilen ve
miithendislik iiretimi olarak bir sekilde dogaya salinan nanopartikiillerin insanlar,
bitkiler ve hayvanlar iizerine etkileri incelenmistir. Genel olarak bu yapilarin canlilar
tizerine olumsuz etkilerde bulundugu goriilmiistiir (Lin et al. 2007; Kumari et al. 2011,
Demir vd 2014).

Canli organizmalar arasinda yer alan bitkilerle ilgili de nanopartikiil uygulamalarini
iceren yogun olarak bilimsel ¢aligmalar yapilmaktadir. Bitkilerin hiicre duvarlarinin
sahip olduklar1 por ¢aplarinin, genellikle deneysel c¢alismalarda kullanilan
nanopartikiillerin boyutlarina nazaran daha kii¢iikk oldugu bilinmektedir (Chichiricco
and Poma 2015). Ancak nanopartikiillerin bitki hiicrelerine giris igin farkli yollar
kullandig1 diistinilmektedir. Bu amagla bitkiler aquaporinleri (Miwa et al. 2010),
membran tagima sistemlerini (Gojon et al. 2009), cevresel besinlerdeki organik
kimyasallara veya proteinlere tasiyici olarak tutunarak (Rico et al. 2011), hiicre
duvarindaki yapisal maddelere ¢apraz baglanip yeni porlar olusturarak (Fleischer et al.,
1999) ya da endositozu (Eggenberger et al. 2009) kullanarak nanopartikiilleri hiicre
icerisine alabilmektedir. Bu sekilde kendilerine bir sekilde yol bulabilen NP yapilarinin
floem ve ksilem ile tasinarak bitki organizmalarinda farkli dokularda birikim

gosterebildigi bilinmektedir (Cifuentes et al. 2010).

Kumari ve ark. (2011) yapmis olduklart g¢alismada sogan bitkisinin koklerine
uyguladiklart dort farkli ZnO NP dozu sonucunda, NP yapilarinin hem sitotoksik hem
de genotoksik etki gostererek hiicre boliinmesi oraninda degisiklik olusturdugunu
kanitlamiglardir. Bunun yaninda musir, salatalik gibi bitkiler iizerinde test edilen ZnO
NP’lerinin de hem tohum olusumunu hem de kok gelisimini belirli oranda inhibe ettigi

saptanmistir (Lin et al. 2007).

Yapilan bir ¢alismada Fe3O4, TiO, ve karbonlu NP’ler ile yapilan ¢alisma sonucunda bu

yapilarin salatalik bitkisi {izerine etkilerine bakilmistir. Bu NP’lerin salatalik tohum
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¢imlenme oranini ve kdk uzamasini olumsuz yonde etkiledigini saptamislardir (Mustagh

etal. 2011).

Nanopartikiil formunda olan Al,Os, SiO,, Fe304 ve ZnO metalleriyle yapilan baska bir
calismada, Arabidopsis thaliana bitkisi {iizerine bu metaller ¢ farkli dozda
uygulanmustir. 400, 2000, 4000 mg/dm® dozajlarinda uygulamasi yapilan bu NP
yapisindaki metallerin etkilerine bakildiginda; yaprak sayisi, tohum ¢imlenmesi ve kok
uzamasi tizerine en olumsuz etkiyi ZnO nanopartikiil yapilarinin ortaya c¢ikardig
goriilmiistiir. En diisiik olumsuz etki AlO3z yapisinda gozlenirken daha kiiciik boyutta
olan nanopartikiillerin olusturduklar1 tahribatin ¢ok daha ciddi diizeyde oldugu
saptanmustir (Lee et al. 2010)

Hem iyonik formdaki ¢inko, hem ZnO nanopartikiilleri hem de yigin formdaki ¢inko
yapilari, kanola bitkisi {izerinde test edilmis ve biyokimyasal bilesikler ile antioksidant
enzim aktiviteleri, ¢inko birikimi ve bu yapilarin bitki biiylimesi {izerine uzun
donemdeki etkileri incelenmistir. Biiyiime engelleyici etki bakimindan en ¢ok etki
gosteren yapi1 iyonik ¢inko formu olurken, nanopartikiil yapist bu anlamda en masum
uygulama olarak kaydedilmistir. Bu durumda toksik etki olarak da ¢inko NP yapisinin
daha az toksik oldugunu sdylemek miimkiin olabilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismada
antioksidant enzim aktivitesi ile biyokimyasal bilesikler {izerine etki bakimindan her ii¢
yapmin da etkisi oldugu goriilmiistiir. Fenolik bilesiklerin iiretiminde uygulamalarin

herhangi birinin etkin oldugu séylenememektedir (Kouhi et al. 2015).

ZnO NP yapilarinin fistik bitkisinin ¢gimlenmesi, biiylimesi ve verimi {izerine etkisinin
arastirildig bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda 1000 ppm ZnO NP
konsantrasyonunun, hem tohum ¢imlenmesinin saglanmasinda hem de bitki canliliginin
korunmasinda etkin bir role sahip oldugu anlasilmistir. Bunun yaninda diisiik dozda
uygulanan NP miktarinin hem yapraklardaki klorofil sayisini artirdigi, hem de erken
ciceklenmeye neden oldugu ifade edilmistir. Ancak 2000 ppm dozunda uygulanan ZnO
NP yapis1 ortaya ¢ikan inhibisyon etkisinin temel sebebi olarak nitelendirilmistir.

Normal ¢inko yapisina kiyasla 15 defa daha diisiik dozda etkinligini gdsterebilen NP
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ZnO formunun Ozellikle doz ayarlamalari konusunda mantikli bir yol izlenmesi

gerektigi ifade edilmistir (Prasad et al. 2012).

Cim bitkisinde ZnO NP yapisinin hem hiicre igerisine aliminda hem de bitki igerisinde
dagilimi ve birikimiyle ilgili olarak bir ¢alisma yapilmistir. Bu yapilarin ayn1 zamanda
¢im bitkisi iizerine toksik etkisi olup olmadigi da degerlendirilmistir. Bu kapsamda ZnO
NP varliginda bitkinin yesil aksaminda azalma gdzlenmistir. Bunun yaninda iyonik
formdaki ZnO yapisinin ZnO NP yapisina nazaran daha kolay alinabildigi i¢in 6zellikle

slirglinlerde bu yapinin birikiminin daha fazla oldugu gézlenmistir (Lin et al. 2008).

Nanopartikiillerin olusturdugu toksik etkilerin pek ¢ok etkenle degisiklik gosterdigi
bilinmektedir. Canliya nanopartikiiliin temas siiresi ve temas sekli, nanopartikiiliin
derisimi ve boyutuna gore degisen toksik etkilerin etki mekanizmasi heniiz ayrintili bir
bicimde ortaya konulamamistir. Ayrintili olarak bilinmiyor olmasina ragmen,
nanopartikiillerin toksik etkilerinin temel mekanizmasinin Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) olarak ifade edilen serbest oksijen radikallerini meydana getirmesi nedeniyle
gerceklestigi  diisiinlilmektedir. Hiicre icerisinde serbest halde dolagmaya
basladiklarinda sahip olduklar1 negatif yiik dolayisiyla son derece saldirgan bir yap1
sergileyen bu radikalik maddeler, hiicre membran yapisinin par¢alanmasina, DNA
hasarina, proteinlerin dolayisiyla enzimlerin oksidasyonuna sebep olarak geri dontistimii

zor olacak hatalara zemin hazirlamaktadirlar.

Nel et al. (2008) hazirlamis olduklari derleme galismada, NP’lerin ROS yapilarini
ortaya cikararak toksisiteye neden oldugu fikri en iyi ihtimal olarak ifade edilmistir.
NP’lerin hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ortaya ¢ikacak problemler, beyin ve
periferik sinir sisteminin hasar gérmesi, mutasyonlar, karsinogenesis gibi pek ¢ok ciddi

probleme neden olacagi ongoriilmiistiir.

Nanopartikiillerin boyutlarinin ve derisimlerinin etkisinin degerlendirilmesi kapsaminda
yapilan bir calismada, seryum dioksit nanopartikiili 7 nm ve 25 nm boyutlarinda

iretilmistir. Ardindan bu partikiiller salatalik bitkisine uygulandiginda, bitkinin 7 nm
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boyutundaki partikiilii cok daha kolay ve fazla miktarda alabildigi belirlenmistir (Zhang
etal. 2011).

Ce,03 nanopartikiilleri ile yapilan bir calismada bu NP’ler yesil sentez yoluyla elde
edildikten sonra antioksidan aktivitelerine bakilmis ve bu nanopartikiillerin yiiksek

derecede antioksidant aktivite sergiledigi goriilmistiir (Nadaroglu et al. 2016).

Su mercimegi Landoltia punctata bitkisi iizerine CuO nanopartikiil yapilarinin test
edildigi bir caligmada, nanopartikiil uygulamasi sonrasinda bitki gelisiminin %350

oraninda azaldig1 saptanmigtir (Shi et al. 2011).

Ayni sekilde Triticum aestivum ve Phaseolus radiatus bitkileri tizerinde de test edilen
CuO nanopartikiilleri bu bitkilerin gelisimlerinde de yavaslamaya neden olmus,

NP’lerin toksik etkisi gozle goriiliir bir formda vuku bulmustur (Lee et al. 2011).

Bunlarin yaninda hem bakir iyonlar1 hem de bakir nanopartikiilleri Elodea densa adli
bitki iizerinde test edildiginde, bitkide artmis olan lipid peroksidasyon miktarinda
azalma gozlenmistir. Ayrica katalaz, siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinde
artis gozlenirken, fotosentezin 1 mg/dm® bakir nanopartikiil dozuyla birlikte
baskilandigi tespit edilmistir (Nekrasova et al. 2011).

Transgenik bir pamuk bitkisinde CuO NP yapisinin toksisitesinin test edildigi bir
calisma yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan pamuk bitkisinin igerdigi Ipt geni
dolayisiyla transgenik Ozellik tasidigi, bu genin izopentenil transferaz enzimini
kodladigr bilinmektedir. Bu kapsamda 3 farkli dozda uygulanan CuO NP’lerin diigiik
dozda biiylime ve gelismeye herhangi bir etkide bulunmadigi, ancak yiiksek dozlarda bu

yapilarin fitohormonlarin iiretimini engelledigi saptanmistir (Van et al. 2016).

Fe3O4 nanopartikiil yapilart kullanilarak yapilan ilk ¢alismada, bu tip NP yapilarinin
balkabag: bitkisi tarafindan aliminin 6nemli bir seviyede oldugu ve bazi dokularda bu

yapilarin birikiminin gergeklestigi ifade edilmistir (Zhu et al. 2008).
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Soya fasulyesinde yapilan bir ¢alismada y-Fe3O, NP yapilarinin klorofil igerigini
olumsuz etkiledigi saptamigtir. Bunun yaninda bu yapilarin fotosentez reaksiyonlarinin
cesitli evrelerinde hem biyokimyasal hem de enzimatik etkinligi {izerine negatif bir etki

yapmis olabilecegi ihtimali s6z konusu olmustur (Ghafariyan et al. 2013).

Hem demir iki oksit, hem de demir {i¢ oksit nanopartikiillerinin bugday (Triticum
aestivum L.) gelisimi iizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmada dort ayri dozda
uygulanan y-FesO4 NP’leri test edilmistir. Bu nanopartikiil yapilarinin bugday tohum
olusturma kabiliyeti, klorofil igerigi ve bitki biiyiimesi lizerine olumsuz bir etkide
bulunmadig1 saptanmistir. Ayrica bu NP’lerin bitkinin 6zellikle koklerinde antioksidant
metabolik siire¢lerinde rol oynayan enzimlerin aktivitesini artirdigi saptanmistir. Bu
durum her iki demir oksit nanopartikiil yapisinin da oksidatif stresi 6nlemede yardimci
bir rol iistlendigini gostermektedir. Yapilan ¢alismada bu NP’lerin fitotoksik olmadigi,

hatta tarimsal uygulamalarda kullanilabilecegi ifade edilmistir (lannone et al. 2016).

Atha ve ark. (2012) yapmis olduklari ¢alismada ilk defa bakir nanopartikiillerin tarim
bitkilerinde ve ¢im bitkilerinde DNA hasarmi uyardigini ortaya ¢ikarmustir. Turp
(Raphanus sativus), ¢ok yillik delice otu (Lolium perene), tek yillik delice otu (Lolium
rigidum) bitkileri iizerinde laboratuvar kosullarinda bakir nanopartikiilleri test
edilmistir. Test sonucunda bu NP’lerin DNA yapisinda mutagenik lezyonlara (7,8-
dihidro-8-oksoguanin; 2,6-diamino-4-hidroksi-5 formamidopirimidin; 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin) neden oldugu ve gii¢lii bir sekilde bitki biliylimesini engelledigi

gorilmiistiir.

Allium cepa bitkisi {izerine ¢inko oksit NP’lerin etkisini arastiran bilim insanlari, bu
yapilarin bitki koklerinin gelisimini engelledigini ortaya koymustur. 50 ile 100 nm
arasinda boyutlar1 degisen NP yapilar1 5 ile 20 pg/cm3 miktarlar1 arasinda artan
dozlarda bitkiye uygulanmistir. Cinko oksit NP’lerinin hem hiicresel hem de

kromozomal seviyede hasara neden oldugu saptanmistir (Ghodake et al. 2011).
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Nanopartikiil derisimlerinin etkisinin incelendigi bir diger c¢alismada marul
tohumlarinin kok-govde boy olgiimleri alinarak bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmada
etkisine bakilan Pd, Au, Si, Cu nanopartikiillerinin diisiik ve yiiksek derisimde
cimlenmeye etkisi arastirllmistir. Siiregelen deneyin 15. giliniinde bitki gelisiminde
kayda deger bir artisin oldugu goézlemlenmistir. Bunun nedeni ise, nanopartikiillerin
dogrudan degil de, dolayl bir yol ile bitki biiyiime mekanizmasinda yerini almas1 olarak

ifade edilmistir (Shah et al. 2009).

Nanopartikiillerin bitkiler iizerine etkileri konulu ¢aligmalar bugiine dek kisith sayida
bitki ve nanopartikiil tiirii ile gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin bitki biiyiimesine
olan etkisinin merak ediliyor olmasi dolayisiyla bugiine kadar yapilmis olan

caligmalarin ¢ogu bu alanda kendine yer bulmustur (Rico et al. 2011).

Bitkiler, nanoteknoloji ile c¢evre, insan arasinda bir bag olarak goriilmektedir.
Nanopartikiillerin ara birim olarak kabul edilen bitkilerin ve onlar1 tiiketmekte olan
hayvan ve insanlarin iizerinde ne gibi etkiler gerceklestirecegi ise hala bir merak
konusudur. Bu sebeple nanopartikiillerin bitkiler iizerine etkisi ve akabinde bu
nanopartikiillerin besin zincirine bitkiler yoluyla taginip tasinmadig: belirsizliine yanit
olmas1 amaciyla ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bilindigi gibi bitkiler nanopartikiilleri
yapisal bir materyal olarak kullanabilmekte, metabolik siireclerde rol verebilmekte, bazi
boliimlerinde bu nanopartikiilleri biriktirebilmektedirler. Partikiillerin tiirline gore
bitkiye etkisinin degisecegi gibi, ayn1 zamanda bitkiye nanopartikiiliin etki tiirii de
degisiklik gosterebilmektedir. Olumlu ya da olumsuz etkilerin yaninda literatiirde
nanopartikiillerin bitki iizerinde notr bir uygulama oldugu gergekleri de goriilmektedir.
Ornek olarak ¢inko oksit ve seryum dioksit nanopartikiillerinin soya fasulyesi iizerine
etkisine bakildigi Lopez-Moreno (2010) ¢alismasi verilebilmektedir. Yapilan ¢aligmada
bu nanopartikiillerin soya fasulyesinin ¢imlenme siirecine herhangi bir etki etmedigi
halde, diger gelisim evrelerinde seryum dioksit nanopartikiiliiniin genotoksik bir etki

yaptig1 ortaya konulmustur.
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Nanopartikiillerin genel anlamda toksik etkilerini arastiran bilim dalina nanotoksikoloji
denilmektedir. NP’lerin toksik etkileri incelenirken pek cok etkenin rol oynadigi
bilinirken, bu etkenlerin basinda NP’lerin dozu ve boyutlar1 gelmektedir. Yapilan pek
cok calismada NP’lerin toksik etkilerinin var oldugu ortaya konulmustur. NP yapilarinin
yalnizca bitkiler i¢in degil, diger canlilar i¢in de toksik etki olugturdugu yapilan pek cok
calismayla ortaya koyulmustur.

Gubbins ve ark. (2011) yapmis oldugu ¢alismada giimiis NP’lerinin ¢ok diisiik dozlarda
dahi toksik etki sergiledigi ortaya konulmustur. Titanyum oksit NP’lerinin farelerde
beyin hasarina neden oldugu belirlenmistir. Farelere oral yolla verilen nano boyuttaki
bakir elementinin bobrek, karaciger ve dalakta mikro boyut partikiillerine kiyasla ¢ok

daha fazla hasara neden oldugu saptanmistir (Chen et al. 2006).

Bu toksik etkilerin hangi mekanizma ile olustugu konusu, her ne kadar tam bir netlik
kazanamamis olsa da, bu etkilerin olast mekanizmasinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
ortaya ¢ikmasi ile ilgili oldugu ifade edilmektedir. NP’lerin boyutlar1 dolayisiyla pek
cok alana kolaylikla erigsebilmesi, canli organizmalarda oksidatif stresin artmasina, bu

durum da dolayli olarak hasarlara ve toksik etkilere neden olmaktadir.

ROS yapilari, normal oksijen molekiilii ile kiyaslandiginda, kimyasal olarak ¢ok daha
aktif ve saldirgan yapiya sahip olan maddelerdir. Siiperoksit anyonu (O, hidrojen
peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH") yapilarinin 6rnek olarak gosterilebilecegi ROS
yapilari; protein hasari, membranda hasar, DNA yapisinda mutasyonlar, mitokondriyal
hasarlar gibi pek c¢ok farkli negativiteye sebep olmaktadirlar (Sekil 2.1). Bu
olumsuzluklar ise pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir: Down sendromu, diabet,

Parkinson, amfizem, iskemi, akut renal yetmezlik vs.
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Sekil 2.1. NP’lerin toksik etki olusturma siiregleri (Sanvicens and Marco 2008)

NP’lerin bitkilerle ilgili ¢aligmalarda kullanimi yalnizca toksik etkilerini gdzlemlemek
adina yapilmamistir. Tarimda nanopartikiiller, hastalik etkenleri ve zararlilara kars ilag
etkenlerinin akilli salinim sistemleriyle, gercek zamanli bir takiple birlikte deneme
alanina verilmesinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Nanotasiyicilar ile eslestirilen
veya enkapsiile formda ortama birakilan etken maddeler, normal bir ilaca kiyasla ¢ok
daha aktif bir sekilde islev gosterebilmektedir. Bu sekilde kullanilan etken maddelerin
biyoyararhliklarinda artis olurken, bir yandan da salimmin siirekliligi ve biyoaktif
etmenlerin devamlilig1 saglanmis olmaktadir. Liu et al. (2008) yapmis oldugu ¢alismada
bifenthrin etken maddesinin nanopartikiil siispansiyonlarin tireterek, bu maddenin su
igerisinde zayif ¢oziinlirliigliniin, yag igerisindeki yiiksek ¢ozlniirliigiiniin olusturdugu
riskli durumu ortadan kaldirmay1 basarabilmislerdir. Bifenthrin, pamuk zararlis1 olarak

bilinen bir bécegin sinir sistemi iizerine etki eden sentetik bir insektisittir.

Demir oksit nanopartikiillerinin test edildigi bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda
tarla sartlarinda uygulanan demir oksit NP’lerinin soya fasiilyesinin gelisimini pozitif
sekilde etkiledigi ve verimi artirdig1 saptanmistir. Bunun yaninda bu NP’lerin fotosentez
miktarin1 artirdigl, yapraklara demir transferinin daha etkili bir sekilde gerceklestigi

belirlenmistir (Sheykhbaglou et al. 2010).
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Gozenekli silika nanopartikiiller icerisinde yiiklenmis etken maddeler de son
donemlerde olduk¢a yaygindir. Yuvarlak solucan olarak bilinen nematodlar ve eklem
bacaklilar familyasi olan artropodlara kars: etkili olan avermektin ile fungusit 6zelligi
sergilemekte olan validamisin ilaglar1 da gozenekli silika partikiiller ile enkapsiile
edilmistir (Wen et al. 2005). Patojenik bitki funguslarinda fungusit 6zellik gésteren
chlorothalonil etken maddesinin polimerik bir nanopartikiil igerisinde aktivitesinin

arttig1 gézlenmistir (Liu et al. 2001).

Gen aktarim c¢alismalarinda da bitkiler iizerinde kullanilan altin nanopartikiiller ile
yapilan calismada, plazmitin altin nanopartikiiller ile transferinin yapilabildigi ortaya
konulmustur (Christou et al. 1998). Torney et al. (2007) yapmis olduklari ¢alismada,
silika nanopartikiillerinin yiizeye baglanma ve enkapsiilasyon acisindan etkinliklerini
gbzlemlemisler ve gen aktariminda diger yontemlere nazaran ¢ok daha etkili oldugunu

aci1ga ¢cikarmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar ve Malzemeler

Cizelge 3.1. Yesil sentez ve bitki doku kiiltiirii islemleri i¢in kullanilan cihazlar

Sira Cihaz

1 Iklimlendirme Kabini

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

3 Kabin: class I hepa filtreli ¢ift kisilik

4 Otoklav: Lica

5 +4°C ve -20°C buzdolaplari: Bosch

6 Manyetik Karistirici

7 Saf Su Cihazi

8 Spektrofotometre: Epoch nanodrop UV-VIS
9 Calkalayici: Heidolph Titramax 100

10 Hassas Terazi

11 Blender

12 Evaporator

13 pH-metre

14 Saf su cihaz1

15 Epoch nanodrop UV-VIS spektrofotometre
16 Yiiksek devirli santrifiij: Beckman coulter
17 Vorteks

3.2. Nanopartikiillerin Yesil Sentezi

3.2.1. Bitki orneklerinin toplanmasi ve bitki ekstraktinin hazirlanmasi

Bu ¢alismada Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisi kullanilmistir. Yesil sentez

isleminde

kullanilacak olan bitki Ornekleri Erzurum ilinin Hasankale ilgesi
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dolaylarindan toplanmistir. Akabinde taksonomistler yardimiyla bitki tiirii tespit
edilmistir. Laboratuvara getirilen bitki 6rnekleri lizerindeki toz ve benzeri kalintilardan
arindirilmak amaciyla birka¢ kez distile su ile yikanmistir. Bu islem ardindan bitki
materyali yaklasitk 50 g agirhigindaki kiiciik parcalara ayrildi. 250 mL 10 mM
konsantrasyonundaki sodyum fosfat tamponu igerisine alinan kii¢iik parcalar blenderda
homojen bir karisim olacak sekilde karigtirllmistir. Ardindan elde edilen homojen
karisim 5000 xg’de 10 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant enzim

saflagtirma siirecinde kullanilmak tizere alinmistir (Demir et al. 2008).

3.2.2. Kismi peroksidaz enzim saflagtirmasi - amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitki homojenati amonyum siilfat kullanilarak
%60-80 oraninda doygun bir ¢ézelti durumuna getirildikten sonra 8000 xg’de 10 dakika
siireyle santrifiij edilerek peroksidaz enzimi pellet halinde elde edilmistir. Peroksidaz
pelleti 10 mM sodyum fosfat tamponunda c¢ozdiiriilerek kullanima hazir hale
getirilmistir. Akabinde kullanilincaya kadar bu ¢ozelti +4°C’de muhafaza edilmistir
(Demir et al. 2008).

3.2.3. Peroksidaz enzim aktivite testi

Bu islem i¢in pH degeri 6.0 civarinda seyreden 0,1 M fosfat tamponu ile hazir hale
getirilen 1mM 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonic acid) diamonyum tuzu
(ABST) substrat olarak kullanilmigtir. Bu tayin isleminde 2,8 mL ABTS bir tiipe
aktarilmig, ardindan deney tiipii igerisine 100 pl %80 ¢okelek ve 100 pl 3.2mM H,0;
soliisyonu ilavesi gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi hazir hale geldikten sonra 3
dakika boyunca 1 dakika arayla UV-visible spektrofotometre (Epoch nanodrop UV-VIS
spektrofotometre) yardimiyla 412 nm’de absorbans etkinligi saptanmaya calisilmigtir.

Bu islem siiresince kor numune olarak saf su kullanilmistir.
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3.2.4. ZnO nanopartikiillerinin sentezi

2.9 ml 1 mM Cinko kloriir (ZnCly) 6rnegi tizerine Euphorbia (Euphorbia amygdaloides)
bitki ekstraktindan elde edilen peroksidaz enziminden 100 ul eklenmistir. Ardindan bu
karisim 5 saat siireyle kapali bir mekanda inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siiresinin
sonunda ¢o6zelti ZnO nanopartikiillerinin varligina isaret eden koyu yesil-sar1 bir renk
almigtir. Bu islem ardindan evaporatdr yardimiyla su uzaklastirilmis, elde edilen ¢inko

nanopartikiiller bir giin siireyle 70°C’de kurutulmustur (Glingér 2011).

3.2.5. CuO nanopartikiillerinin sentezi

29 mL, 1 mM bakir (II) kloriir (CuCly) Ornegi tizerine Euphorbia (Euphorbia
amygdaloides) bitki ekstraktindan elde edilen peroksidaz enziminden 100 pL
eklenmistir. Ardindan bu karisim 4 saat siireyle kapali bir mekanda inkiibe edilmistir.
Bu inkiibasyon siiresinin sonunda ¢ozelti CuO nanopartikiillerinin varligina isaret eden
bulanik bir mavi renk almistir. Bu islem ardindan evaporatér yardimiyla su
uzaklastirilmig, elde edilen bakir oksit nanopartikiiller bir giin siireyle 70°C’de

kurutulmustur (Glingor 2011).

3.2.6. y-Fe3O4 nanopartikiillerinin sentezi

2.9 mL 1 mM FeCl, — FeClj3 ¢ozeltileri tizerine Euphorbia (Euphorbia amygdaloides)
bitki ekstraktindan elde edilen peroksidaz enziminden 100 pL eklenmistir. Ardindan bu
karisim 4 saat stireyle kapali bir mekanda inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siiresinin
sonunda ¢ozelti y-Fe3O4 nanopartikiillerinin varligina isaret eden koyu kahverengi bir
renk almistir. Bu islem ardindan evaporator yardimiyla su uzaklastirilmis, elde edilen y-

Fe304 nanopartikiiller bir giin siireyle 70°C’de kurutulmustur (Gungor et al. 2011).
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3.2.7. ZnO, CuO ve y-Fe304 nanopartikiillerinin sentezinin biyokimyasal 6zellikleri

Sentezlenen nanopartikiill yapilarimin = sicakliklari, pH degerleri, metal iyon
konsantrasyonlar1 ve kontakt zamanlar1 ile iliskili olarak optimizasyon c¢alismasi

gergeklestirilmistir.

Optimum kontakt zamani belirlemek i¢in; 3’er dakikalik araliklarla O ile 240 dakika
arasinda spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapilmistir. Bu g¢aligmada kor numune saf

sudur.

Optimum pH degerini belirlemek i¢in; 2-11 arasindaki pH degerlerinde ZnO, CuO ve
v-Fe30,4 nanopartikiillerinin sentezi gergeklestirilmis ve UV visible spektrofotometre ile
absorbans degerlerine bakilmistir. pH ayarmin gergeklestirilmesinde 0.1 N HCI ve 0.1

N NaOH kullanilmistir. Yine kor numune olarak saf su kullanilmastir.

Sicaklik degerini optimize edebilmek icin; sentez reaksiyonlar1 10°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C'lerde sirasiyla, ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Her
sicaklikta UV visible spektrofotometre ile reaksiyon karisiminin absorbans degerlerine

bakilmistir. Saf su kér numune olarak kullanilmustir.

Metal iyon konsantrasyonunun optimizasyonu icinse; 0,5 mM, 1mM, 3mM, SmM,
7mM  ZnCl,, CuCl, ve FeCl,—FeCl; c¢ozeltileri kullanilarak sentez islemi
gerceklestirilmistir. Her uygulama i¢in ayri ayr1 UV visible spektrofotometre ile

absorbans Ol¢iimii yapilmistir.

3.3. Zn0O, CuO, y-Fe;0O4 Nanopartikiillerinin SEM, XRD, FT-IR Karakterizasyonu

Yesil sentez yoluyla elde edilen nanopartikiill yapilarmin yiizeysel morfoloji
gorilntiilerinin elde edilmesi amaciyla Zeiss marka Sigma 300 model Taramali Elektron

Mikroskobu kullanilarak SEM goriintiileri alinmigtir. Bunun yaninda X-Isin1 Kirinim
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yontemi olan PANalytical marka Empyrean modelindeki XRD cihazi kullanilarak
nanopartikiillerin ~ kristal  formlarinin  tespiti  saglanmistir.  Ayrica  iretilen
nanopartikiillerin i¢erisindeki elementler arasindaki baglarin ortaya koyulmasi amaciyla
Brucker VERTEX 80/80v markali FT-IR cihaz1 ile FT-IR grafiklerinin eldesi
saglanmistir. Bu c¢alismalarin gerceklestirilmesi noktasinda Atatiirk Universitesi

DAYTAM laboratuvarlarindan yardim alinmstir.

3.4. Bitki Materyali

Bu tez kapsaminda kullanilan bitki genotipleri Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Kullanilan genotipler ekmeklik bugday olarak
adlandirilan Triticum aestivum L. tiirtiniin Kirik ile ES-26 ¢esitleridir. Dolgun, beyaz
tanelere sahip olan Kirik bugday ¢esidi, daha ¢cok Dogu Anadolu Bolgesine dnerilmekte
olan kardeslenme sayis1 diisiik bir bitki olarak bilinmektedir. ES-26 ise, kisa ve kurak
sartlara dayanikliliga sahip bir bitki olmasinin yaninda sar1 pas hastaligina dayanikli
olmasiyla dikkat ¢ekmektedir. Bu genotiplerin bu calisma igin se¢ilmis olmalarinin
nedeni, kirik bugday genotipinin kallus olugturma oraninin son derece yiiksek, ES-26

genotipinin ise kirike nispeten daha diisiik kallus olusturma oranina sahip olmasidir.

3.5. Bitki Doku Kiiltiirii Ortamlarinda Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlaniglar:

Kallus gelisimi ve somatik embriyolarin elde edilme siirecinde, Murashige and Skoog
(1962) besi ortaminda faydalanilmistir. Bu ortamin hazirlanmasinda makro elementler,
mikro elementler, demir selat ajanlari ile birlikte organik materyaller kullanilmistir. Bu

materyallerin MS ortam icerisindeki miktarlar1 Cizelge 3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. MS ortami igerisinde yer alan makro ve mikro elementler

Bilesik Konsantrasyon (mg/L)
Makro Elementler (MS, 1962)
MgS0O4.7H,0 370
KH,;PO4 170

KNO; 1900
NHsNO3 1650
CaCl,.2H,0 440

Mikro Elementler (MS, 1962)
H 3BO; 6.2
MnS0O4.H,0 15.6
ZnS0,4.7H,0 8.6
Na;Mo0,.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025

Kl 0.83
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3

3.5.1. MS makro elementler icin stok soliisyonun hazirlanmasi

Makro elementlerin MS ortam hazirlama siirecinde kullanimi i¢in 20X stok soliisyonu

hazirlanmistir. Bu kapsamda takip edilen basamaklar asagidaki gibidir:

a) Cizelge 3.1°de verilmis olan makro element miktarlarinin tartimi 20 katlarina denk
gelecek sekilde gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in hassas terazi kullanilmistir.

b) 2 litrelik bir beherde bulunan 600 mL’lik saf su igerisine bahsi gegen tartimi
gerceklestirilmis materyaller tek tek erimesi saglanarak ¢ozelti icerisine ilave edilmistir.
Bu islem esnasinda beher icerisine manyetik balik birakilmig ve akabinde manyetik

karistiricinin karistirma isleminden faydalanilmistir.



25

¢) Tim elementlerin ¢oziinme islemi tamamlandiginda meziir kullanilarak karisimin
hacmi 1 litreye tamamlanarak, soliisyon amber sise igerisine alinmistir. Etiketleme

isleminin ardindan stok soliisyon 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.2. MS mikro elementler i¢in stok soliisyonun hazirlanmasi

100X derisiminde bir mikro element stok soliisyonu hazirlama islemi i¢in takip edilmis

olan islem basamaklar1 su sekildedir:

a) Cizelge 3.2’de yer alan materyallerden FeSO4.7H,0 ve Na;EDTA haricindeki diger
tiim malzemeler 100 katlar1 olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartilmistir.

b) Igerisinde yaklastk 600 mL saf su bulunan beher, manyetik balikla birlikte
manyetik karigtirict  lizerine koyulur. Ardindan tarttimi gergeklestirilen mikro
elementlerin sirayla, ¢oziinmeleri beklenerek ilaveleri saglanmistir. Tiim materyallerin
¢ozelti igerisinde ¢oziinme siirecleri tamamlandiktan sonra meziir yardimiyla karigim 1
litreye tamamlanarak amber sise igerisine alinmustir. Etiketleme islemi ardindan

soliisyon 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.3. Nanopartikiil iceren MS mikro stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Cizelge 3.3. MS mikro elementler igerisindeki nanopartikiil elementlerin gosterimi

Mikro Elementler (MS, 1962), (mg/l)
H 3BO; 6.2

MnSQO,4.H,0 15.6
Nanopartikiil ZnO 8.6
Na2M004.2H20 0.25
Nanopartikiil CuO 0.025

CoCl,.6H,0 0.025

Kl 0.83
Nanopartikiil y-Fe;O, 27.8

Na,EDTA 37.3
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Nanopartikiil iceren MS mikro stok soliisyonlarinin hazirlanmasi siirecinde bahsi gegen
NP mikro elementlerin her biri igin 3 ayri stok soliisyonu hazirlanmistir. Bu islem igin
Zn0O ve CuO nanopartikiilleri hassas terazi kullanilarak 3’er farkli miktarda tartilmistir.
Zn0O ve CuO nanopartikiillerinin normal MS mikro stok soliisyonu hazirlama isleminde
tartilan miktarin kendisi, bu miktarin iki kat1 ve normal miktarin {i¢ kat1 olacak sekilde 3

ayr1 dozda tartimi gerceklestirilmistir.

3.5.3.a. Normal miktarda ZnO NP iceren (1X ZnO NP) stok soliisyonunun

hazirlanmasi

FeSO,4.7H,O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmast dolayisiyla 100 kati tartilarak kenara alimmistir. Ayni zamanda ZnO

NP’nden de MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigi normal miktarda tartilmistir. Bu islemde
100X derisiminde 250 mL’lik bir karisim elde edilmistir.

Beher icerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirici
tizerinde karigtirllmaya baslanir. Tartimi gerceklestirilen mikro elementler sirayla
coziinmeleri beklenerek karisima ilave edilmistir. Tartimi gerceklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarda (1X) ZnO NP de karisgima ilave edilerek ¢6ziinmesi
saglanmistir. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmistir. Stok soliisyon etiketlenerek,

soliisyonun adi, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi yazilarak +4°C’de saklanmustir.

3.5.3.b. Normalin iki kati miktarda ZnO NP igeren (2X ZnO NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

FeSO,.7H,O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmasi dolayisiyla 100 kati tartilarak kenara alinmigtir. Ayni zamanda ZnO
NP’nden de MS mikro c¢ozeltisinde yer aldigi normal miktarm iki kati oraninda

tartilmistir. Bu islemde 100X derisiminde 250 mL’lik bir karisim elde edilmistir.
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Beher icerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirict
tizerinde karistirilmaya baglanir. Tartimi gergeklestirilen mikro elementler sirayla
cOziinmeleri beklenerek karigima ilave edilmistir. Tartimi gergeklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarin iki kati miktara sahip (2X) ZnO NP de karisima ilave
edilerek ¢Oziinmesi saglanmistir. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmistir. Stok
sollisyon etiketlenerek, sollisyonun adi, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi

yazilarak +4°C’de saklanmistir.

3.5.3.c. Normalin ii¢ kati miktarda ZnO NP iceren (3X ZnO NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

FeSO,.7H,O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmas1 dolayisiyla 100 kati tartilarak kenara alimmistir. Ayni zamanda ZnO
NP’nden de MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigi normal miktarin ii¢ kati oraninda

tartilmistir. Bu islemde 100X derisiminde 250 mL’lik bir karisim elde edilmistir.

Beher icerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistiric
lizerinde karistirilmaya baglanir. Tartimi gerceklestirilen mikro elementler sirayla
coziinmeleri beklenerek karisima ilave edilmistir. Tartimi gerceklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarin ii¢ kati miktara sahip (3X) ZnO NP de karisima ilave
edilerek ¢Oziinmesi saglanmistir. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmigtir. Stok
soliisyon etiketlenerek, soliisyonun adi, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi

yazilarak +4°C’de saklanmustir.

3.5.3.d. Normal miktarda CuO NP iceren (1X CuO NP) stok soliisyonunun

hazirlanmasi

FeSO,.7H,0O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmas1 dolayisiyla 100 kati tartilarak kenara alimmmistir. Ayni zamanda CuO
NP’nden de MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigr normal miktarda tartilmistir. Bu islemde

100X derisiminde 250 mL’lik bir karisim elde edilmistir.
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Beher icerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirict
tizerinde karistirilmaya baglanir. Tartimi gergeklestirilen mikro elementler sirayla
cOziinmeleri beklenerek karigima ilave edilmistir. Tartimi gergeklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarda (1X) CuO NP de karisima ilave edilerek ¢oziinmesi
saglanmistir. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmustir. Stok soliisyon etiketlenerek,

sollisyonun adi, hazirlayan kisinin ad1, hazirlanma tarihi yazilarak +4°C’de saklanmistir.

3.5.3.e. Normalin iki kati miktarda CuO NP iceren (2X CuO NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

FeSO,.7H,O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmast dolayisiyla 100 kati1 tartilarak kenara alinmistir. Ayni zamanda CuO
NP’nden de MS mikro c¢ozeltisinde yer aldigi normal miktarn iki kati oraninda

tartilmistir. Bu islemde 100X derisiminde 250 ml’lik bir karisim elde edilmistir.

Beher igerisine 150 ml saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirict
tizerinde karistirilmaya baslanir. Tartimi gerceklestirilen mikro elementler sirayla
coziinmeleri beklenerek karisima ilave edilmistir. Tartimi gerceklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarin iki kati miktara sahip (2X) CuO NP de karisima ilave
edilerek ¢oziinmesi saglanmistir. Son olarak hacim 250 ml’ye tamamlanmistir. Stok
soliisyon etiketlenerek, soliisyonun adi, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi

yazilarak +4°C’de saklanmustir.

3.5.3.f. Normalin ii¢ kati miktarda CuO NP iceren (3X CuO NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

FeSO,.7H,O ve NaEDTA haricindeki diger tiim malzemeler 100X’lik bir ¢ozelti
hazirlanmas1 dolayisiyla 100 kati tartilarak kenara almmistir. Ayni zamanda CuO
NP’nden de MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigi normal miktarin {i¢ kati oraninda

tartilmistir. Bu islemde 100X derisiminde 250 mL’lik bir karisim elde edilmistir.
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Beher icerisine 150 mL saf su koyularak, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirict
tizerinde karistirilmaya baglanir. Tartimi gergeklestirilen mikro elementler sirayla
cOziinmeleri beklenerek karigima ilave edilmistir. Tartimi gergeklestirilen normal MS
ortaminda yer alan miktarin ii¢ kati miktara sahip (3X) CuO NP de karisima ilave
edilerek ¢Oziinmesi saglanmistir. Son olarak hacim 250 mL’ye tamamlanmistir. Stok
sollisyon etiketlenerek, sollisyonun adi, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi

yazilarak +4°C’de saklanmistir.

3.5.4. MS demir selat icin stok soliisyonunun hazirlanmasi

100X derisimindeki demir selat stok soliisyonunun hazirlanmasi i¢in takip edilmis olan

adimlar asagidaki gibidir:

a) Cizelge 3.2°de verilen FeSO4.7H,0 ve Na-EDTA maddelerinin miktar1 100 kat
olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartilir.

b) 300 mL saf su igeren bir beher, igerisine manyetik balik koyularak isitict ve
manyetik karistiricis1 calismakta olan bir karistirict iizerine alinir. Akabinde Na,-EDTA
beher igerisine birakilarak tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir. Coziinme isleminin sona
ermesiyle birlikte hazirlanan materyalin hacmi meziir ile oda sicakligindaki saf su ile
400 mL’ye tamamlanmustir.

c) Baska bir beher igerisine alinan 300 mL saf su igerisine yine manyetik balik
birakilarak, 1sitici ve karistiricist acilan manyetik karistirict {izerine koyulmustur.
Akabinde tartimi1 gerceklestirilen FeSO4.7H,O maddesi beher igerisine birakilarak
¢Ozlinmesi saglanmistir. Coziinme islemi tamamen sona erdiginde meziir yardimiyla
karisimin hacmi 400 mL’ye tamamlanmigtir.

d) Hazirlanmis olan bu iki ¢ozelti karistirilarak hacimleri meziir yardimiyla 1 litreye
tamamlanmistir. A¢ik sar1 renge sahip olan ¢ozelti amber siseye koyularak etiketlenmesi

tamamlanmis, ardindan 4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.5.5. Nanopartikiil iceren MS demir selat stok soliisyonlarimin hazirlanmasi

3.5.5.a. Normal miktarda y-Fe;O4 NP iceren (1X y-Fe;O4 NP) stok soliisyonunun

hazirlanmasi

Na,-EDTA ve y-Fe3O4 NP’li normal MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigir miktari, 100 kat
olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartilir. Bu agsamada karigim 100X derigiminde

250 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

80 mL saf su igeren bir beher, icerisine manyetik balik koyularak 1sitic1 ve manyetik
karistiricis1 ¢calismakta olan bir karistirici tizerine alinir. Akabinde Na,-EDTA beher
icerisine birakilarak tamamen ¢Ozlinmesi saglanmistir. CoOziinme isleminin sona
ermesiyle birlikte hazirlanan materyalin hacmi meziir ile oda sicakligindaki saf su ile

110 mL’ye tamamlanmaistir.

Bagka bir beher igerisine alinan 80 mL saf su icerisine yine manyetik balik birakilarak,
1sitict ve karistiricist agilan manyetik karistirict lizerine koyulmustur. Akabinde tartimi
gerceklestirilen y-Fes04 NP maddesi beher igerisine birakilarak ¢oziinmesi saglanmaistir.
Coziinme islemi tamamen sona erdiginde meziir yardimiyla karigimin hacmi 110 mL’ye

tamamlanmuistir.

Hazirlanmis olan bu iki ¢ozelti karistirilarak hacimleri meziir yardimiyla 250 mL’ye
tamamlanmistir. Agik sar1 renge sahip olan ¢dzelti amber siseye koyularak etiketlenmesi

tamamlanmis, ardindan 4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.5.5.b. Normalin iki kati miktarinda y-Fe;O, NP iceren (1X y-FesO, NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

Na,-EDTA ve y-Fe3O4 NP’li normal MS mikro ¢dzeltisinde yer aldigir miktarin 2 kati
miktarinda, 100 kat olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartilir. Bu asamada karisim

100X derisiminde 250 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

80 ml saf su igeren bir beher, icerisine manyetik balik koyularak isitic1 ve manyetik
karistiricis1 ¢calismakta olan bir karistirici tizerine alinir. Akabinde Na,-EDTA beher
icerisine birakilarak tamamen ¢Ozlinmesi saglanmistir. Coziinme isleminin sona
ermesiyle birlikte hazirlanan materyalin hacmi meziir ile oda sicakligindaki saf su ile

110 mL’ye tamamlanmuistir.

Bagka bir beher igerisine alinan 80 mL saf su icerisine yine manyetik balik birakilarak,
wsitict ve karistiricisi agilan manyetik karistirict lizerine koyulmustur. Akabinde tartimi
gerceklestirilen y-FesO4 NP maddesi beher igerisine birakilarak ¢oziinmesi saglanmaistir.
Coziinme islemi tamamen sona erdiginde meziir yardimiyla karigimin hacmi 110 mL’ye

tamamlanmustir.

Hazirlanmis olan bu iki ¢ozelti karistirilarak hacimleri meziir yardimiyla 250 mL’ye
tamamlanmistir. Agik sar1 renge sahip olan ¢6zelti amber siseye koyularak etiketlenmesi

tamamlanmis, ardindan 4°C’de muhataza edilmistir.

3.5.5.c. Normalin ii¢ kati miktarinda y-Fe;O, NP igeren (1X y-Fe3O4 NP) stok

soliisyonunun hazirlanmasi

Na,-EDTA ve y-Fe3sO4 NP’ii normal MS mikro ¢ozeltisinde yer aldigi miktarin 3 kati
miktarinda, 100X’e uygun olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartilir. Bu agsamada

karisim 100X derisiminde 250 mL olacak sekilde hazirlanmustir.
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80 mL saf su iceren bir beher, icerisine manyetik balik koyularak 1sitici ve manyetik
karistiricist galismakta olan bir karigtirict lizerine alinir. Akabinde Na-EDTA beher
icerisine birakilarak tamamen ¢Oziinmesi saglanmistir. Coziinme isleminin sona
ermesiyle birlikte hazirlanan materyalin hacmi meziir ile oda sicakligindaki saf su ile

110 mL’ye tamamlanmuistir.

Bagka bir beher icerisine alinan 80 mL saf su igerisine yine manyetik balik birakilarak,
1sitict ve karistiricist agilan manyetik karistirict lizerine koyulmustur. Akabinde tartimi
gerceklestirilen y-Fe304 NP maddesi beher igerisine birakilarak ¢oziinmesi saglanmaistir.
Coziinme islemi tamamen sona erdiginde meziir yardimiyla karigimin hacmi 110 mL’ye

tamamlanmugtir.

Hazirlanmis olan bu iki ¢ozelti karistirilarak hacimleri meziir yardimiyla 250 mL’ye
tamamlanmistir. A¢ik sar1 renge sahip olan ¢ozelti amber siseye koyularak etiketlenmesi

tamamlanmis, ardindan 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.6. MS vitaminleri icin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Asagida Cizelge 3.4’de verilmis olan organik materyaller 100x derisiminde bir stok

soliisyon hazirlanmas1 amaciyla kullanilmigtir.

Cizelge 3.4. MS ortamu igerisinde bulunan organik maddelerin listesi

Organik Maddeler Konsantrasyon(mg/L), (MS,1962)
Glisin 2

Myo-inositol 100

Nikotonik asit 0.5

Pridoksin-HCI 0.5

Tiamin-HCI 0.1
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100X MS vitamin stok soliisyonunun hazirlanmasi amaciyla asagidaki basamaklar takip

edilmistir:

a) Cizelge 3.3’de verilmis olan maddelerin 100 kati miktarinda maddeler hassas terazi
yardimiyla tartilmistir.

b) 700 mL saf su igeren bir behere, bahsi gegen vitamin tozlari sirayla ¢ozdiiriilerek
ilave edilmis, manyetik balik yardimiyla manyetik karistirict {izerinde c¢ozeltinin
hazirlanmasi saglanmistir. Tiim organik maddelerin ¢oziinme siireci tamamlandiginda
meziir yardimiyla hacmin 1 litreye tamamlanmasi saglanmistir. Ardindan hazirlanmig
olan stok soliisyon amber sise igerisine almnip etiketlenmistir. Muhafazasi, 4°C’de

gerceklestirilmistir.

3.5.7. MS ortamunin icerisindekilere ek olarak ilave edilen kimyasallar

MS ortami igerisine cesitli nedenlerle ilave edilen ek kimyasallar Cizelge 3.5’te

verilmigtir.

Cizelge 3.5. MS ortamina ilave edilen ek kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar Miktar
Askorbik Asit 100 mg/L
MES Hidrate 1.95g/L
Phytagel 2 g/L
Sakkaroz 20 g/L

MS ortamina ilave edilen bir diger kimyasal grubu ise bitki biiyiime diizenleyicileridir.
Cizelge 3.6’da bu tez deneyleri kapsaminda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

olan oksin (Dicamba ve IAA) ve sitokininin (TDZ) hazirlama sekilleri gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. MS ortamina ilave edilen bitki biiyliime diizenleyicileri ve hazirlaniglari

Hormon Tipi | Coziicii Seyreltici Muhafazasi Calisma
Konsantrasyonu
Dicamba Su/Etil Alkol Su 4°C 1 mg/mL
IAA Etil Alkol Su 4°C 1 mg/mL
TDZ Dimetil Su 4°C 1 mg/mL
Stilfoksit

3.6. Sterilizasyon Yontemleri

3.6.1. Bitki doku Kkiiltiirii calisma ortamu ve aletlerin sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda kullanilan steril kabin i¢i, ¢aligma yapilmadan en az
10-15 dk once %70’lik etil alkolle temizlenerek, UV lambasi ile sterilize edilmistir.
Calismadan 6nce en az yarim saat acgik kalan UV lambasi, ¢alismaya baslamadan hemen
once kapatilarak kiiltiire alma islemlerine baslanmistir. Bistiiri, pens gibi doku
kiiltiiriinde kullanilan alet ve edevatlar da %70’lik alkole batirilip, aleve tutularak
yiizeyleri sterilize edilerek kullanilmistir. Eksplant kesimi i¢in kullanilacak olan 10x15
cm niteliklerindeki kurutma kagitlar1 ise aliiminyum folyo icerisine sarilarak otoklavda

sterilize edilmistir.

3.6.2. Bugday tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiiriinde kullanilacak olan tohumlar, istlerine yapismis olan tozdan
arindirmak amaciyla musluk suyuyla yikanmistir. Ardindan %70’lik etil alkolde 5
dakika stireyle calkalayici cihazinda karistirilmasi suretiyle muamele edilmistir.
Ardindan steril kabin igerisinde alkolden ¢ikarilan tohumlar 3 defa saf su ile

durulanmis, akabinde %1’lik sodyum hipoklorit (%20°’lik ticari ¢amasir suyu)
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cozeltisinde 35 dakika silireyle calkalanarak inkiibe edilmistir. Tekrar steril kabin

igerisinde tohumlar 3 defa saf su ile durulanarak islem sonlandirilmistir.

3.6.3. Besi ortaminin ve diger bilesenlerin sterilizasyonu

105 kPa basing ile 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavda bekletilerek besi ortamlarinin
sterilizasyonu saglanmistir. Yiiksek sicakliklar dolayisiyla yapilarinda bozulmalar
meydana gelebilecek organik molekiillerin (vitaminler, bitki biiyiime diizenleyicileri
vs.) sterilizasyon islemleri 0.22 um ¢apinda porlara sahip olan seliiloz nitrat filtreler

(milipor) yardimiyla gerceklestirilmistir.

3.6.4. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

%70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi: %96’lik saf etil alkolden alinan 700 mL alkoliin

hacmi 960 mL’ye tamamlanarak elde edilmistir.

3.6.5. %1’lik sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlanmasi

%5 NaOCIl (Sodyum Hipoklorit) barindiran ticari bir marka olan ACE c¢amasir
suyundan 200 mL alinmis ve son hacim saf su kullanilarak bir litreye tamamlanmistir.

Elde edilen soliisyon amber siseye doldurularak oda sicakliginda saklanmstir.

3.7. Kallus ve Bitki Rejenerasyon Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi

Bir litrelik hacme sahip beher igerisine manyetik balik atilarak, 600 mL distile su
koyulup manyetik karistirici iizerinde karigtirma islemi baslatilmistir. Ardindan daha
onceden hazirlanan MS Makro element soliisyonundan 50 ml, MS mikro element ve
demir gelat soliisyonundan ise 10’ar mL alinarak beher igerisine birakilmistir. Akabinde
20 g sakaroz, 1.95 g MES Hydrate tartilarak karisima ilave edilmistir. Bu materyaller

eriyinceye kadar karistirilmasi saglanmistir. Erime siireci sona erdiginde son hacim 950



36

ml olarak ayarlanmis ve akabinde 1N NaOH ve 1N HCI soliisyonlarinin gerekli oldugu
durumlarda kullanilmasiyla pH 5.8’e ayarlanmistir. Bu islem ardindan hacim 985 mL
olarak ayarlanip, igerisine 2 g jel yapict madde olarak adlandirilan Phytagel ilave
edilerek erlen igerisine aktarilmistir. Erlenin agzi aliiminyum folyo ile kapatilarak
otoklavda 20 dakika siireyle 105 kPa basing altinda 121°C’lik sicaklik ile sterilize

edilmistir.

Otoklav igerisinde bozunan vitamin ve hormon karisimi otoklav isleminin ardindan
besin ortamu igerisine filtre edilerek ilave edilmistir. Bu islem i¢in O6ncelikle 50 mL
hacme sahip beher igerisine MS vitamin soliisyonundan 10 mL, askorbik asit
soliisyonundan (50 mg/L) 1 mL ilave edilerek son hacmin saf su yardimiyla 15 mL
olmasi saglanmistir. Otoklavdan ¢ikan besi ortaminin sicakligi yaklagik 40-45°C’ye
ulastiginda 0,22 um por capina sahip seliiloz nitrat yapisindaki filtreden gecirilerek

vitamin ve hormon karigimi besin ortamina ilave edilmistir.

3.8. Nanopartikiil iceren Kkallus ve bitki rejenerasyon besin ortamlarinin

hazirlanmasi

Bu islem i¢in normal besin ortami hazirlarken yapilan islemlerin aynisi yapilmistir.
Ancak ZnO NP materyalinin 1X, 2X ve 3X dozlarinda igeren besin ortamlarinin
hazirlanmas1 siirecinde, daha 6nceden hazirlanmis olan NP igeren stok soliisyonlar

kullanilmistir. Ayni islemler CuO ve y-Fe3O4 NP’leri icin de gerceklestirilmistir.

3.9. Endosperm Destekli Olgun Bugday Embriyosu Kiiltiirii

Bu islem i¢in Aydin (2011) ¢alismasinda yer alan endosperm desteli olgun embriyo
kiltiir asamalar1 kullanilarak uygulama gercgeklestirilmistir. Bu uygulama siirecinde

gerceklestirilen basamaklar ise su sekildedir:
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a) Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmis tohumlar steril kabin igerisinde, steril
kosullarda olgun embriyolar tohumdan ayrilmayacak sekilde 6 parcaya bolinmiistiir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tohum sterilizasyonu ardindan olgun embriyonun kesim kisimlarinin
gosterimi

b) Embriyolar1 kesilen tohumlar kallus gelisimi igin, 12 mg/L dikamba (3,6-
Dikolorobenzoik asit), 0.5 mg/L IAA (indol-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
ortaminda 25+1°C’de 30 giin siireyle karanlikta inkiibe edilmistir.

€) Bir ay siirenin sonunda gelisim gosteren kallus yapilart hormon igermeyen MS
ortaminda bitki rejenerasyonunu saglayabilmek adina 15 giin siireyle inkiibe edilmistir.
d) 0.5 mg/L TDZ, 2 mg/L phytagel ve 20 g/L sakaroz igeren MS ortamina aktarilan
kalluslar 25+1°C’de 16:8 saat 1sik:karanlik fotoperiyodunda 30 giin siireyle
bekletilmistir. Aydinlatma kaynagi olarak 62 pmol m? st gk yogunlugu ayarlanmis

olan fliioresan lamba kullanilmistir.

Tim uygulamalar i¢in hazirlanmis besi ortami igeren petri kaplarmin her birine 10 adet
olgun bugday embriyosu ekimi yapilmistir. Her bir uygulama 4 tekerriirlii olacak

sekilde calisma gerceklestirilmis ve bu dogrultuda tamamlanmistir.
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3.10. incelenen Karakterler

Bugday olgun embriyo kiiltiiriinde nanopartikiillerin test edildigi bu tez kapsaminda

asagida verilen karakterler incelenmistir.

3.10.1. Kallus olusum (KO) oram (%)

Kallus olusum oranini elde ederken asagida verilmis olan formil baz alinmistir (Aydin
2010).

Olisan kallus sayist
Kallus olusum orani(%) = ——— x 100
Kiltire alinan eksplant sayist

3.10.2. Embriyogenik kallus olusum orani (%)

Embriyogenik kallus yapisinin sert nitelikte, dagilabilir bir formda, piirtizlii ve sik1 bir
yapiya sahip oldugu ve ayn1 zamanda bir embriyo olusturma kapasitesinde oldugu ifade
edilmektedir. Kallus sayisina gére embriyogenik kallus olusum orani hesaplanmigtir

(Aydin 2010).

Embriyogenik kallus sayisi
KSEKO orant (%) = x1

Kallus sayist

3.10.3. Cevap veren embriyogenik kallus orani (%)

Eksplantlardan meydana gelen kallus sayisina gore verilen formiil kullanilarak

hesaplanmistir (Aydin 2010).

Cevap veren embriyogenik kallus sayis1 *
KSCEK orant (%) = Kallus sayis: x100
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3.10.4. Cevap veren somatik embriyo sayisi (adet)

Eksplantlardan meydana gelen kallus sayisina asagidaki formiil kullanilarak elde

edilmistir (Aydin 2010).

Cevap veren somatik embriyo sayisi *

KSCEK = 100
Kallus sayist X

3.10.5. Bitki Sayis1 (BS)

Elde edilen toplam bitki sayisidir.

“Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus veya somatik

embriyo sayisl.

3.11. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler SPSS istatistik analiz programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Uygulamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde hesaplanmistir. Verilerin istatik
olarak anlamlandirilmasi amaciyla Duncan ¢oklu karsilastirma varyans analiz testi
kullanilmis ve bu yontemle sonuglar ortaya konulmustur. Arastirilan karakterler

bakimindan sonuglar ise Pearson katsayisi ile elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Nanopartikiillerin Yesil Sentezinin Sonug¢lari

4.1.1. Yesil sentezde kullanilan peroksidaz enziminin kismi saflastirma sonuclari

Peroksidaz enzimi Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinin ekstrakt
kullanilarak kismi olarak saflastiriimistir. Bu siiregte %60-80 oraninda amonyum siilfat
¢oktiirmesi ile elde edilen peroksidaz enziminin hem aktivite 6l¢iimii hem de protein
tayini gerceklestirilmistir. Bu Olclimlerden elde edilen wveriler kullanilarak bazi
hesaplamalar yapilmistir. Hesaplamasi yapilan parametreler arasinda; aktivite, toplam
aktivite, spesifik aktivite, saflagtirma katsayisi, % verim parametreleri yer almaktadir.

Cizelge 4.1°de bu verilerden elde edilen parametrelerin degerleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden elde edilen peroksidaz
enzimine ait saflagtirma ve verim profili

Protein Spesifik

Basamaklar Hacim |Aktivite | ToPIam Aktivite (mg aktivite |Saflastirma
mL EU/mL EU % protein EU/mg |katsayisi
(mL) protein
Ham s 3.82*10°
A1 . , ]
ekstrakt 50 236.4+1.0 | 11.82x10° | 100 07 0.62

(NH.):SO, |20 174.3+1.02 [3.49 x10° |29.5 [1.88+0.16 |92.71 149.54
(%60-80)

4.1.2. ZnO nanopartikiil yesil sentezi

Gergeklestirilen biyokimyasal optimizasyon siireclerinde, ZnO nanopartikiilii sentez
islemi i¢in optimum kontakt siiresi 30 dakika olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda
optimumum sentez pH degeri 7,5 olurken, sentez siirecinin en etkili gerceklestigi

sicakligin 30°C oldugu bulunmustur. Ayrica ZnO NP sentezi i¢in en uygun iyon
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konsantrasyonunun 1 mM oldugu saptanmistir. Tim bu islemler ZnO NP’lerin

maksimum absorbans verdigi 338 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile 0lgiilerek

belirlenmistir.

Yesil Sentez

Sekil 4.1. ZnO nanopartikiiliiniin yesil sentezinin sematik gosterimi
A: ZnCl, ¢ozeltisi, B: ZnO nanopartikiilii

4.1.3. CuO nanopartikiil yesil sentezi

CuO NP i¢in gerceklestirilen yesil sentezin biyokimyasal optimizasyon islemlerinde en
uygun sentez pH degerinin 8 oldugu saptanmistir. Bunun yaninda en uygun kontakt
stiresi 30 dakika bulunurken, optimum sentez sicakliginin ise 25°C oldugu
belirlenmistir. Ayrica 350 nm dalga boyunda gergeklestirilen spektrofotometrik
Olglimlere gore en basarili iiretim sonucunu veren iyon Kkonsantrasyonunun 1 mM

oldugu goriilmiistiir.
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Yesil Sentez

Sekil 4.2. CuO nanopartikiiliiniin yesil sentezinin sematik gosterimi

4.1.4. y-FesO,4 Nanopartikiil Yesil Sentezi

v-FesO4 NP igin gergeklestirilen yesil sentezin biyokimyasal optimizasyon islemlerinde
en uygun sentez pH degerinin 11 oldugu saptanmistir. Bunun yaninda en uygun kontakt
stiresi 15 dakika bulunurken, optimum sentez sicakligmm ise 20°C oldugu
belirlenmigtir. Ayrica 330-345 nm dalga boylar1 araliginda gerceklestirilen
spektrofotometrik  Slglimlere gore en basarili iiretim sonucunu veren iyon

konsantrasyonunun 1 mM oldugu goriilmiistiir.

Yesil Sentez

Sekil 4.3. y-Fe304 nanopartikiiliiniin yesil sentezinin sematik gosterimi
A: FeCl, — FeClj; ¢ozeltisi B: Y-Fe304 nanopartikiilii
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4.1.5. ZnO, CuO, y-FesO, nanopartikiillerinin sentezinin optimum biyokimyasal

ozellikleri

Cizelge 4.2. ZnO, CuO, vy-Fe3O4 nanopartikiillerinin yesil sentezinin optimum
biyokimyasal 6zellikleri

NP pH | Sicakhk | Kontakt Metal Iyon Dalga Boyu | Partikiil
Siiresi Konsantrasyonu Boyutu

ZnO 7.5 30°C 30 dk 1mM 338 nm 60-80 nm
CuO 8.0 25°C 30 dk 1 mM 350 nm 5-120 nm
v-Fe;O, | 11.0 20°C 15 dk 1 mM 330-345 nm | 30-80 nm

Yesil sentez isleminde, sentez siirecine etki edebilecek biyokimyasal faktorlerin, hangi
degerde maksimum verim sergiledigini belirlemek adma optimizasyon c¢aligmasi
yapilmistir. Her {i¢ nanopartikiiliin sentezinde de her bir biyokimyasal faktor i¢in en
uygun degerler belirlenmistir. Her ili¢ nanopartikiil i¢in de 10°C, 20°C, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C sicakliklar1 arasindan hangisinde daha etkin bir sentez
gerceklestigi test edilmistir. Aymi sekilde pH 2-11 degerlerinde de benzer islemler
uygulanmistir. 0,5mM, 1mM, 3mM, 5mM ve 7mM olarak 5 ayr1 metal iyonu
konsantrasyonu test edilmistir. Bunun yaninda en uygun kontakt siiresinin saptanmasi
icin de 3’er dakikalik araliklarla O ile 240 dk arasinda spektrofotometrik olarak Sl¢iim
yapilmistir. Bu dogrultuda her {i¢ nanopartikiiliin sentezi i¢in optimum biyokimyasal
degerler tespit edilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.2°’de verilmistir. Metal iyonu
konsantrasyonlar1 her {i¢ nanopartikiil sentezi i¢in de ayni degerde optimum nitelik
sergilerken, optimum pH degerleri olarak tiim nanopartikiiller bazik nitelikte pH
degerlerinde optimum verim sergilemistir. ZnO, CuO ve y-Fe3O,4 nanopartikiillerinin

optimum sentez sicakliklar1 degerleri ise sirastyla 30°C, 25°C ve 20°C olmustur.
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4.2. ZnO, CuO, y-Fe;0O4 Nanopartikiillerinin SEM, XRD, FT-IR Karakterizasyonu

4.2.1. ZnO, CuO, y-Fe;0, nanopartikiillerinin SEM karakterizasyonu

SEM (Scanning Electron Microscope), temelde yiizey morfolojisinin goriintiisii alinmak
istenen bir materyalin, elektronlar yardimiyla taranmasi sonucu goriintiiler elde edilmesi
esastyla calismaktadir. Kaynaklari tungsten ug¢ olan elektronlar, taranmak istenen
yiizeye gonderilir. Ardindan sagilan elektronlarin dedektor vasitasiyla yakalanmasi
sonucunda goriintii olusturulur. Bu sekilde ¢aligmada yer almakta olan nanopartikiillerin

SEM cihazinda alinan goriintiileri Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6°da verilmistir.

SEM cihazi ile elde edilen goriintiler hem 10 pum hem de 5 pum boyutlarinda
kaydedilmistir. y-Fe3O4 NP yapist i¢in kaydedilen SEM goriintiisiinde daha ¢ok
birbirlerinin iistiine yerlesen, yumusak yapili olabilecegini diisiindiiren, daha ¢ok toz
zerresini andiran bir goriintii elde edilmistir. Bu goriintii 10 pum boyutundaki NP
yapilariin goriintlisiidiir. Yapilan ylizey karakterizasyonu islemi ile elde edilen bu

nanopartikiil yapilarinin ortalama 30 ile 80 nm boyutlar1 arasinda oldugu belirlenmistir.

b 4 = uT T — PSS N Lo SWE > 5
HV |mag O] WD | 4/22/2016 | det | HFW | —— 10 pm ——

12.50 kV| 6 000 x | 8.0 mm |7:40:36 PM |ETD |49.7 pm| ATATURK UNIVERSITY

Sekil 4.4. y-Fe30,4 Nanopartikiil yapisinin SEM goriintiisii
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CuO NP yapist i¢in elde edilen 10 pm boyutundaki goriintiide ise, daha ¢ok kiigiik
yuvarlak gruplarin bir araya gelerek olusturdugu, piiriizlii bir yilizeyin géze carptigi bir
kesit elde edilmistir. Bu kiiciik yuvarlak veya kiiresel yapilarin boyutlarinin daha ¢ok 5
ile 120 nm arasinda degisiklik gosteren boyutlara sahip oldugu tespit edilmistir.

HV |[mag O] WD [ 4/22/2016 | det | HFW —— 10 pm
12.50 kV| 6 000 x | 8.2 mm |5:57:48 PM |ETD|49.7 ym ATATURK UNIVERSITY

Sekil 4.5. CuO Nanopartikiil yapisinin SEM goriintiisii

ZnO NP yapisinin goriintlisii 5 pm boyutunda alinmistir. Bu goriintiide goze c¢arpan
detay, NP yapisinin daha ¢ok dalgali bir yiizey sergiliyor olmasidir. Genellikle
peroksidaz enzimi igeren sivi, toz ve pul benzeri yapilarindan olugmakta olan ZnO
nanopartikiil olusumlarinin birlesim gostermesine engel olmaktadir. Ancak bu enzim
stvisinin ugurulmasinin  ardindan toz ve pul yapilarinin bazi bdlgelerde birlesim
gostererek dalgali goriiniim sergiledigi goriilmektedir. ZnO nanopartikiillerinin yilizey
karakterizasyon analizi ardindan bu yapilarin ortalama 60 ile 80 nm arasinda degisiklik

gosterdigi saptanmigtir.
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F £

mag 00| WD | 4/22/2016 | det | HFW | = ——5um——
12000 x | 6.6 mm |6:36:11 PM|ETD|24.9 ym ATATURK UNIVERSITY

Sekil 4.6. ZnO Nanopartikiil yapisinin SEM goriintiisii

4.2.2. Zn0O, CuO, y-Fe30,4 nanopartikiillerinin FT-IR karakterizasyonu

Fourier Doniistimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR), 6l¢iimii yapilmak istenen yap1
icerisinde var olan elementler arasindaki bag olusumlarini tespit etmek amaciyla
yapilmaktadir. Bu dogrultuda yap1 icerisindeki bag olusumlarinin belirli frekanslarda
yaymis olduklari titresimin dl¢lilmesi suretiyle, numunenin sahip oldugu yapisal olusum
anlasilabilmektedir. Bu durum o6l¢limii yapilan materyalin igerisindeki fonksiyonel
gruplarin tespitinde yardimer olmaktadir. ZnO, CuO, y-Fe3O4 nanopartikiillerinin FTIR
karakterizasyonlar1 sirasiyla Sekil 4.7, Sekil.4.8 ve Sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.7°de verilen ZnO nanopartikiilii FTIR spektrumuna bakildiginda, yesil sentez
yoluyla sentezlenen metal nanopartikiillerin stabilizasyon yetenegi ve bant genisliklerini
ortaya koyarak biyomolekiilii tespit etmek amaciyla yapilan bu analizde Zn-O bag
olusumunu gostermekte olan 510-564 cm™ aralifindaki absorbansi gorebilmek

miimkiindiir (Gnanasangeetha and Sarala 2014).
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Sekil 4.7. ZnO NP yapisinin FTIR spektrumu
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Sekil 4.8. CuO NP yapisinin FTIR spektrumu

Sekil 4.8’de verilen CuO nanopartikiil yapilarma ait FT-IR diagramina bakildiginda,
432 cm™ ile 713 cm™ arasinda gerceklesen salinimlar analiz edilen yapmim Cu=0 bagini

ihtiva ettigini agikca gostermektedir.
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Sekil 4.9°da verilen y-Fe3O4 NP yapisina ait FT-IR spektrumunda, demir elementiyle
oksijenin olusturdugu bag yapilarinin salinimlari yer almaktadir. Bu nanopartikiil
yapisinin daha ¢ok 200 ile 650 em™ degerleri arasinda salinim gosterdigi bilinmektedir
(Zhang X et al 2013). Bu dogrultuda grafikte de goriildiigii gibi yesil sentez yoluyla elde

1

edilen y-Fe;04 nanopartikiil yapist 256 cm™ ile 636 cm™ arasinda demir ile oksijen

elementleri arasindaki spesifik baglar1 belirten salinimlar sergilemistir.
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Sekil 4.9. y-Fe304 NP yapisinin FTIR spektrumu

4.2.3. ZnO, CuO, y-Fe;0, nanopartikiillerinin XRD karakterizasyonu

Calismada kullanilan NP’lerin kristalize yapilarinin analizinin gergeklestirilmesi igin
XRD vyani X-Isin1 Kirmim yontemi kullanilmistir. Bu yontemde her yapmin ortaya
koyacagi kirmim deseni farkli olacagindan, yapmin sahip oldugu simetrik ya da
periyodik sekilde dizilmis elementlerin diizlemsel yapisinin tespiti saglanabilmektedir.
Bu amagla ZnO, CuO, y-Fe3O4 nanopartikiillerinin gergeklestirilen XRD ¢alismasi
sonrasinda bazi grafikler elde edilmistir. Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 ile verilen
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spektrumlarda ZnO, CuO ve y-Fe304 nanopartikiillerinin XRD analizi sonucunda elde

edilen grafikler verilmistir.

ZnO nanopartikiiliiniin kristalize yapisin1 ortaya koymak adina yapilan XRD analizi
grafiginde, 100, 002, 101, 102, 110, 103, 200, 112, 201, 004 ve 202 diizlemleri tespit
edilmistir. ZnO nanopartikiil yapisinda bulunan atomlarin verilen diizlem uzakliklarina
karsilik gelen 31.77°, 34.40°, 36.22°, 47.61°, 56.58°, 62.85°, 66.41°, 67.93°, 69.08°,
72.54° ve 76.85° 20 ac¢1 degerlerinde konumlandigi grafikten elde edilmistir. Bu

durumda XRD grafigi, analizini ger¢eklestirdigimiz nanopartikiiliin ZnO nanopartikiilii

oldugunu dogrulamistir.
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Sekil 4.10. ZnO NP yapisinin XRD spektrumu

Euphorbia bitki ekstraktindan elde edilen peroksidaz enzimi yardimiyla sentezi
gergeklestirilen CuO nanopartikiil yapisinin XRD analizi sonucunda, CuO nanopartikiil
yapisinin varligimi gosteren spesifik pikler goriilmistiir. Bu dogrultuda elde edilen
grafikte CuO nanopartikiiliiniin spesifik 26 degerleri olan 19.86°, 24.55°, 58.71°, 75.22°
degerleri saptanmistir. Bu 20 degerleri kullanilarak hesaplanan kristal diizlemler arasi

mesafe 111, 200, 220 belirlenmistir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda, bakir oksit
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nanopartikiil yapisindan beklendigi gibi ylizey merkezli kiibik bir kristalinin varlig

gorilmistir.
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Sekil 4.11. CuO NP yapisinin XRD spektrumu

Sekil 4.12’de goriilen y-FesO, NP XRD spektrumunda elde edilen pikler,
gerceklestirilen yesil sentez siirecinde istenilen nanopartikiil yapisinin elde edildigini
ortaya koymaktadir. Bu nanopartikiile spesifik olan 20 degerleri 30°, 33°, 44°, 53°, 56°,
62° olarak belirlenmistir. Bu dogrultuda belirlenen diizlemler arasi uzakliklar ise
sirastyla 220, 311, 400, 422, 511, 440’tur. Bu bilgiler 1s1ginda y-Fe3O4 NP yapisinin

kiiresel bir form arz eden kristal yapisinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. y-Fe304 NP yapisinin XRD spektrumu

Tez kapsaminda Kirik ve ES-26 bugday genotipleri iizerinde ZnO, CuO ve y-Fe3O4
NP’lerin etkileri incelenmistir. Bitki doku kiiltliriinde gergeklestirilen calismada NP
yapilarinin bitkinin gelisim asamalarina (kallus, embriyogenik kallus, cevap veren
embriyogenik kallus, somatik embriyo, cevap veren somatik embriyo, bitki sayis1) etkisi
tek tek incelenmistir. Gergeklestirilen calisma her petri kabinda 10 tohum ve her
uygulama 4 tekrar olacak sekilde uygulanmistir. Bu sekilde elde edilen tiim bulgular

SPSS programiyla analiz edilmistir.

4.3. Kallus Olusum (KO) Orani

Eksplantlarin besi ortamina ekiminin yapilmasinin 3-4 giin sonrasinda kallus yapilarinin
ortaya c¢iktigr goriilmiistiir. Kallus yapisi; bitki dokularinin yaralanmalar1 sonucunda
ortaya cikan, daha ¢ok organize olmamis, tiimdrlesmis hiicre toplulugu olarak ifade
edilmektedir. Negatif kontrol de dahil olmak {izere ekim gerceklestirilen her besi

ortaminda, 3 giiniin ardindan kallus olusumu gozlenmistir. Ancak NP iceren ortamlarda
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ortaya cikan kallus yapilarinda kontrole kiyasla az miktarda da olsa bir kiigiilmeden s6z

etmek miumkiindir.

W ) W

()

Sekil 4.13. Kirik bugday genotipinde kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP igeren MS ortami h) 3x CuO NP igeren MS ortamu 1) y-Fe;O4 NP igermeyen MS ortamu i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortamu j) 2x y-Fes04 NP igeren MS ortami K) 3x y-Fe3O4 NP iceren MS ortamm |) Kontrol

grubu
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Sekil 4.14. ES-26 bugday genotipinde kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortami d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP igermeyen MS ortamui f) 1x CuO NP iceren MS ortam g) 2x CuO
NP igeren MS ortami h) 3x CuO NP igeren MS ortamu 1) y-Fe;O4 NP igermeyen MS ortamui i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortam j) 2x y-Fes04 NP igeren MS ortami K) 3x y-Fe3O4 NP iceren MS ortamm |) Kontrol
grubu
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Kallus olusum (KO) oranina genotipin etkisi ¢ok dnemli (p<0.01) iken, gergeklestirilen
NP uygulamalarinin bir 6nemi olmamustir. Yine genotip x uygulama interaksiyonunun
da KO orani iizerine etkisinin analiz sonuglarinda Onemsiz oldugu goriilmiistiir.

(Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Nanopartikiil igeren ortamlarda gelisen olgun embriyolarin in vitro ortamda
incelenen bazi karakterlerine ait varyans analiz sonuglari

Kareler Ortalamasi

Varyasyon

y SD (KO KSEKO KSEO |KSCSE |EKSE BS
Kaynagi

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

Uygulama (B) 12 |29.920 220.16* 1.68** 10.69** |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 diizeyinde 6nemlidir

ES-26 genotipinde ise en yiikksek KO orant %97.5 olmus ve bu orana sahip
uygulamalar; 2x ZnO, 3x ZnO, 3x CuO ve kontrol uygulamasi olarak kaydedilmistir.
Bu genotipte en diisiik KO oranina sahip uygulama ise 3X y-Fe3O4 uygulamasi olarak

belirlenmistir. (Cizelge 4.4)

Kirik genotipinde yalnizca 1x oraninda y-Fe3O4 igeren besi ortami ile 2x oraninda ZnO
iceren besi ortamindaki kallus gelisim oranlart %100 olmamistir. Diger tiim ortamlarda
kallus gelisim orani %100 olmus, bu genotip i¢in en diisiik KO oram1 %97.5 olarak
Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.5).
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Elde edilen verilere gore ortalama en yiiksek KO oran1 %99.42 ile Kirik genotipinde
gozlemlenirken, ES-26 genotipinin ortalama KO oran1 %92.99 degerinde kalmistir
(Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Nanopartikiil iceren ortamlarda geligsen olgun ES-26 embriyolarinin in vitro

ortamda incelenen bazi karakterlerine ait veriler

KO | KSEKO | KSCEKO | KSSEO | KSCSEO | BS
Genotip Yontem
(%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet)
gsge 95.00 | 15.83° 0.61 0.38™ 1.92 3.50
1xZnO | 90.00 | 16.73° 0.73 0.52% 238 475
2xZnO | 97.50 | 18.61° 0.63 0.15% 1.00 1.50
3x ZnO 97.50 | 41.38® 1.00 0.69% 1.70 6.75
gzge 87.22 |35.20% |0.77 0.48> 1.43 4.25
1XxCuO | 89.72 | 39.58%® 1.12 0.69% 1.56 6.25
2xCuO | 95.00 | 21.38° | 0.43 0.052° 0.21 0.50
3x CuO 97.50 | 30.55%° 0.79 0.53" 2.48 5.25
ES-26 —
gy Y"1 91.94 | 2269™ |0.25 0.09° 0.38 0.75
3Y4
é)é o T | 9250 |2201% |055 0.40° 1.63 375
3Y4
i’; o 719250 | 27.43% | 073 0.44% 1.38 4.00
3Y4
3X v- abc bc
oo 85.00 | 22.91 0.69 0.37 1.19 3.25
3Y4
Kontrol | 97.50 | 42.22° 158 1188 2.94 11.25
Total 92.998 | 27.428 0.76 0.46 1.55 4.29

1. Ayni siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 5nemsizdir.

2. Her bir uygulama siieresi i¢in aym siitunda aym kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar

Onemsizdir.
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Cizelge 4.5. Nanopartikiil i¢ceren ortamlarda gelisen olgun Kirik genotipi embriyolarinin
in vitro ortamda incelenen bazi karakterlerine ait veriler

KO KSEKO | KSCEKO | KSSEO KSCSEO | BS
Genotip | Yontem

(%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet)
None 100.00 | 95° 5.83 0,72 0.75 275
Zn0O
1x ZnO | 100.00 92.5%® 5.65 0.05¢ 0.06 0.25
2xZnO | 97.50 90%® 4.64 0.39% 0.41 0.75
3xZnO | 100.00 95° 5.33 0.6™ 0.63 2.50
5 100.00 | 87.5® 5.10 0.4 0.47 1.25
CuO

Kirik a abc

1x CuO | 100.00 97.5 5.90 0.85 0.86 5.25
2x CuO | 100.00 87.5% 5.35 0.4% 0.43 2.25
3x CuO | 100.00 90%® 6.65 1.15® 1.30 4.75
None = | 10000 | 97.5° 5.25 0.27 0.28 0.50
Fe;0O4
1x Y"1 9750 97.5% 6.54 0.86%° 0.90 2.75
Fe;0O4
2X Y- b bed

100.00 80 4.28 0.45 0.54 1.75
Fe;0O4
v 0000 | 85® 5.95 1.45° 1.69 9.00
Fe;04
Kontrol | 97.50 84.16™ 6.67 1.11% 1.30 9.25
Total 99.42% 90.70" 5.63 0.67 0.74 3.31

1. Ayni siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 5nemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi i¢in ayni siitunda aym kiiciik harfle gsterilen ortalamalar arasindaki farklar
Onemsizdir.
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Cizelge 4.6. Nanopartikiil igeren ortamlarda gelisen olgun embriyolarin in vitro ortamda
incelenen bazi karakterlerine ait ortalama veriler

Yéntem KO KSEKO | KSCEKO | KSSEO | KSCSEO | BS
(%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet)
;‘gge 9750 | 55418 | 3.214BC0 | QBEBCDE | 1 33ABC | 3 19BCDE
1xZnO | 95.00 | 54.61° 3.18"BD [ 0.28PF 1.2175¢ 2.5CPE
2xZnO | 97.50 | 54.30° 2.63°P 0.27°F 0.70° 1.12F
Uygulama 3xZnO | 98.75 | 68.19" 3.16"5P | 0.645P 1.16"B¢ 4.625¢P
Ortalamalan
'(\':Er(f 9361 | 61.35"8 | 29380 [ 044%E | 0958C | 2 75BCOE
1XxCuO | 94.86 | 68.54" 3.50"B¢ 0.7778¢ 1.2075¢ 5.75°¢
2xCuO | 9750 | 54.44° 2.885¢P 0.22PF 0.32° 1.37°F
3xCuO |98.75 |60.27°® [3.72"8 0.8478¢ 1.88"F 58¢
1:;"5 Y"1 9597 |60.09%® |275%° |0.18F 0.32° 0.62F
34
;l:’; b 7| 9500 |59.75"® | 35478 | (063B° | 12678 | 35BCDE
34
2X ¥ lggo5 |5371° | 2.50° 0.44°E | 0.958¢ | 2 g7BCDE
Fe;0O,
i);o Y| 92550 |53.958 3.3178¢D | 09178 1.4378¢ 6.128
34
Kontrol | 97.50 | 63.19"® 412" 1.15% 2.117 10.25%
Total 96.21 | 59.07 3.19 0.57 1.15 3.80

1. Ayni siitunda ayn1 biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi i¢in ayni siitunda aym kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
O6nemsizdir.

4.4. Kallus Sayisina Gore Embriyogenik Kallus Olusum (KSEKO) Oram

Embriyogenik kallus yapisi, kallus gelisiminin 30 giin sonrasinda ortaya ¢ikan sert bir
doku yapisinda olan, dagilabilir gibi nazik nitelikte olan, siki bir yap1 teskil eden, krem
renkli olusumlar olarak ifade edilmektedir. Embriyogenik kallus olmayan yapilar ise,
embriyogenik kallusun aksine beyaz renkli ve sulu olusumlar olarak ifade edilmektedir.
Ifade edilen embriyogenik kallus yapilar1 kallus sayisina gore embriyogenik kallus
olusum (KSEKO) oranit olarak degerlendirilerek veriler elde edilmistir. Kallus
olusumlar1 30 giinliik karanlik ortamda inkiibasyonunun ardindan, hormon i¢ermeyen
MS ortamina aktarilmalarindan 7-8 giin sonra embriyogenik kalluslar olusmaya

baslamiglardir.
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Sekil 4.15. Kirik bugday genotipinde embriyogenik kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP i¢eren MS ortami h) 3x CuO NP i¢eren MS ortamu 1) y-Fe3O4 NP icermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu 1) Kontrol
grubu
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Sekil 4.16. ES-26 bugday genotipinde embriyogenik kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP i¢eren MS ortami h) 3x CuO NP i¢eren MS ortamu 1) y-Fe3O4 NP icermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu I) Kontrol

grubu
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Cizelge 4.3’e gore, KSEKO oraninin olusumunda genotipin etkisi ¢ok énemli olurken
(p<0.01), uygulamanin bu olusum oranina etkisi onemli olmus, yine ayni sekilde
genotip x uygulama interaksiyonunun bu olusum oranina etkisi de 6nemli olmustur
(p<0.05). Kirik genotipinde, KSEKO oraninin toplamda %90.70’lik bir basar1 yiizdesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu genotipte en yliksek olusum oraninin %97.5 ile y-Fe304
icermeyen ve 1x oraninda y-Fe3O4 NP iceren ortamlarda oldugu kaydedilmistir. Bunun
yaninda bu genotip icerisinde en diisiik KSEKO oranini olusturan uygulamanin ise %80

oraniyla 2x y-Fe3O4 NP igeren uygulama oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).

ES-26 genotipindeki KSEKO oran1 verilerine bakildiginda, toplamda bu genotipin bu
olusum i¢in basart oraninin %?27.42 oraninda kaldigi gorilmiistiir. KSEKO orani
bakimindan ES-26 genotipinde en yiiksek olusum yiizdesini veren uygulama %42.22 ile
kontrol uygulamasi olmustur. Bunun yaninda en diisiik olusum oranina sahip ES-26
uygulamasinin ise %15.83 ile ZnO NP vyapisim1 igermeyen uygulama oldugu

saptanmustir (Cizelge 4.4).

Gergeklestirilen NP uygulamalarimin ortalamalarina bakilarak yapilan analizde, en
yiiksek KSEKO oranmin %68.19 ile 3x oraninda ZnO NP igeren ortamda oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda en diisiik uygulama ortalamasinin ise %53.71 ile 2x
oraninda y-Fe3O, NP igeren ortamda yapilan uygulamaya ait oldugu anlasilmistir

(Cizelge 4.6).

4.5. Kallus Sayisina Gore Cevap Veren Embriyogenik Kallus Olusum (KSCEKO)

Oram

Kok ve siirglin yapisina sahip olacak sekilde bitkicik meydana getirme kabiliyetinde
olan yesil renkli olusumlara genel anlamda cevap veren embriyogenik kallus
denilmektedir. Bu yapilar, embriyogenik kallus olusumunun ardindan yesil aksam
olusturma yolunda kendilerini gosteren yapilardir. Olusan embriyogenik kalluslarin
ardindan, cevap verenler belirlenmis ve bu olusumlarin verilerine de kallus sayisina

gore cevap veren embriyogenik kallus olusumu (KSCEKO) denilmistir. Embriyogenik
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kallus olusumunun ardindan 7-8 giin sonrasinda cevap veren embriyogenik kallus

olusum oranlar1 not edilmistir.

Sekil 4.17. Kirik bugday genotipinde cevap veren embriyogenik kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortami d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP igermeyen MS ortamui f) 1x CuO NP iceren MS ortam g) 2x CuO
NP igeren MS ortami h) 3x CuO NP igeren MS ortamu 1) y-Fe3O4 NP igermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu 1) Kontrol

grubu
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Sekil 4.18. ES-26 bugday genotipinde cevap veren embriyogenik kallus olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP i¢eren MS ortami h) 3x CuO NP i¢eren MS ortamu 1) y-Fe3O4 NP icermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP igeren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu 1) Kontrol

grubu
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Cizelge 4.3’te verilen analiz sonuglarina gére KSCEKO orania genotipin etkisi ¢ok
onemli (p<0.01) olurken, yine ayni sekilde ger¢eklestirilen uygulamalarin da KSCEKO
oranina etkisi ¢ok énemli (p<0.01) olmustur. Bu uygulama oranina genotip X uygulama

interaksiyonunun etkisi ise 6nemli olmamuistir.

ES-26 genotipinde ortalama KSCEKO orani 0,46 adetle sinirli kalmigtir. Bunun yaninda
en yiiksek cevap veren embriyogenik kallus olusum adedine sahip uygulama ise 1,58
adetle kontrol uygulamasi olurken, en diisiik KSCEKO oran adedine sahip uygulama ise

0.25 adetle y-Fe304 NP icermeyen yontem olmustur (Cizelge 4.4).

Kirik genotipinde ise ortalama olarak KSCEKO olusum oranit adet bazinda 5.63
degerini ortaya koymustur. Bununla birlikte bu genotipin en yiiksek KSCEKO oranina
sahip yontemi ise 6.67 adetle kontrol olurken, buna ¢ok yakin bir deger sergileyen 3x
CuO NP igeren yontem de 6.65 adet KSCEKO orani sergilemistir. En diisitk KSCEKO
oranina sahip kirik genotipi yontemi 4.28 adetle 2x y-FesO4 NP igeren yontem olmustur

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.6°da verilen degerlere gore, gerceklestirilen yontemlerin tiim uygulamalari
baz alinarak elde edilen ortalama degerler kapsaminda en yiiksek KSCEKO oranina
sahip yontem 3x CuO NP igeren uygulama olurken, en diisiik KSCEKO oranina sahip

yontem ise 2x y-Fe3O4 NP igeren yontem uygulamasi olarak belirlenmistir.

4.6. Kallus Sayisina Gore Somatik Embriyo Olusumu (KSSEO) Orani

Somatik embriyo, somatik hiicrelerden elde edilen, totipotensi 6zelligine sahip olup tiim
bir bitkiyi olusturma kabiliyeti tasiyan yapilardir. Tohumlarin besin ortamlarina
ekiminden 45 giin sonra, 1 ng/l oraninda TDZ igeren ortamlara aktarilan yapilarin her
biri somatik embriyo olarak ifade edilmektedir. Gergeklestirilen uygulamalarda farkli
sayida somatik embriyo elde edilmistir. Farkli sayida somatik embriyo elde edilmesi

gerceklestirilen uygulamalarla iligkilidir.
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Bu kapsamda kirik genotipinde ortalama olarak 0.67 adet somatik embriyo elde
edilirken, en yliksek KSSEO oraninin 1.45 adet ile 3x y-Fe3O4 NP igeren yontemin
uygulamasinda oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda en diisiik KSSEO oranina ise 0.05

adetle 1x ZnO NP igceren yontem uygulamasinda rastlanmaktadir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4’te de gorildugi tizere, ES-26 genotipinin ortalama KSSEO orani 0.46
olarak belirlenmistir. En yiiksek KSSEO oraninin 1.18 adetle kontrol uygulamasinda
oldugu goriilmektedir. En diisiik KSSEO oranmi ise 0.052 adetle 2x CuO NP igeren

yontem uygulamasinda oldugu tespit edilmistir.

Uygulanan yontemlerin ortalamalarina bakildiginda en yiiksek KSSEO oranina sahip
yontemin 1.15 adetle kontrol uygulamasina ait oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda en
diisiik KSSEO oraninin ise 0.18 adetle y-Fe3O, igermeyen uygulamaya ait oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Genel anlamda KSSEO orani {izerine yapilan varyans analizinde ¢ikan sonuca gore
genotipin bu orana olan etkisinin ¢ok Onemli (p<0.01), gergeklestirilen yontem
uygulamalarinin da ¢ok onemli (p<0.01) oldugu anlasilmistir. Genotip x uygulama
interaksiyonu ise KSSEO orani iizerine 6nemli (p<0.05) diizeyde etkili olmaktadir

(Cizelge 4.3).

4.7. Kallus Sayisina Gore Cevap Veren Somatik Embriyo Olusumu (KSCSEO)

Orani

TDZ igeren ortama aktarilan somatik embriyolar, sitokinin sagladigi uyarim dolayisiyla
sirglin olusturmaya tesvik edilirken, bu gelisim siirecine siirglin yani yesil aksam
olusturarak yanit verirse cevap veren somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir.
Somatik embriyolarin cevap veren niteligi embriyogenik kallus olusum siirecinde dahi
gozlenebilmektedir. Ancak tiim somatik embriyolarin gozlenip, hangisinin cevap
verdiginin belirlenebilmesi adina somatik embriyolarin eldesinden sonra degerlendirme

yapmak en dogrusu olarak bilinmektedir.
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V)

Sekil 4.19. Kirik bugday genotipinde cevap veren somatik embriyo olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP i¢eren MS ortami h) 3x CuO NP i¢eren MS ortamu 1) y-FesO4 NP icermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP iceren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu I) Kontrol
grubu
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Sekil 4.20. ES-26 bugday genotipinde cevap veren somatik embriyo olusumu

a) ZnO NP igermeyen MS ortami b) 1x ZnO NP igeren MS ortami ¢) 2x ZnO NP i¢eren MS ortamui d) 3x
ZnO NP igeren MS ortami €) CuO NP icermeyen MS ortami f) 1x CuO NP igeren MS ortami g) 2x CuO
NP i¢eren MS ortami h) 3x CuO NP i¢eren MS ortamu 1) y-FesO4 NP icermeyen MS ortami i) 1x y-FezO4
NP iceren MS ortamu j) 2x y-FesO4 NP iceren MS ortamu k) 3x y-Fe3O, NP iceren MS ortamu I) Kontrol

grubu
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Cizelge 4.3’te verildigi gibi, KSCSEO orania genotipin etkisi ¢ok énemli (p<0.01)
olmustur. Gergeklestirilen uygulamalar ise bu olusum oranina énemli (p<0.05) derecede
etki etmistir. Bu iki etkenin, yani genotip x uygulama interaksiyonunun bu olusum

oranina etkisi ise 0nemsiz olarak belirlenmistir.

Gergeklestirilen uygulamalarin elde edilen ortalama degerlerine bakildiginda, en yiiksek
KSCSEO oranina sahip uygulama 2.11 adetle kontrol yontemi olmustur. Bunun yaninda
en diislik ortalamaya sahip olan yontemler ise 0.32 adetle 2x CuO NP iceren uygulama

ile y-Fe3O4 NP igermeyen uygulama olarak saptanmistir (Cizelge 4.6).

Kirik genotipinin KSCSEO orani yoniinden ortalama degerinin 0.74 adet oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda en yiiksek KSCSEO oranina sahip yontemin 1.69 adetle
3x y-FesO4 NP yapist i¢eren uygulama oldugu goriiliirken, en diisiik KSCSEO oranina
sahip uygulamanin 0.06 adetle 1x ZnO NP yapisi igeren yontem oldugu agikca
goriilmektedir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4’te de goriildigi gibi, ES-26 genotipinin KSCSEO orani ortalamasi 1.55
adet olarak belirlenmistir. En yliksek KSCSEO oranina sahip ES-26 genotipini tagiyan
uygulamanin 2.94 adetle kontrol uygulamasi oldugu saptanmistir. En diisik KSCSEO
oraninin ise 0.21 adet cevap veren somatik embriyo olusumuyla 2x CuO NP yapisi

iceren yontem uygulamasina ait oldugu gorilmiistir.

4.8. Bitkicik Sayis1 (BS)

Bitkicik sayisi, uygulanan bitki doku kiiltiirii siireciyle birlikte elde edilen kok ve siirgiin
yapilarina sahip kii¢iik bitki formlarinin sayimiyla elde edilen veridir. Bitki doku
kiltiri ile gelistirilen bitkicikler, oncelikle magenda olarak adlandirilan aklimatizasyon
kutularma aktarilmakta, ardindan kademeli bir sekilde sera kosullarina veya tarlaya
aktarilmaktadir. Ancak bu calismada elde edilen bitkicikler magenda kutularina

aktarilmamis, ¢alisma bu noktada sonlandirilmistir.
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Elde edilen BS verilerine gore; genotipin BS oranina etkisi Onemsiz olmus,
uygulamanin bu orana etkisi ise ¢ok onemli (p<0.01) olarak 6l¢iilmiistiir. Genotip x
uygulama interaksiyonunun BS iizerine etkisi ise Onemsiz olarak nitelendirilmistir

(Cizelge 4.3).

Gergeklestirilen uygulamalarin BS elde etmedeki basarilarini gosteren Cizelge 4.6
incelendiginde, en yiiksek BS elde edilen uygulamanin 10.25 adetle kontrol uygulamasi
oldugu belirlenmistir. Bu kapsamda en diisilk BS elde edilen uygulama ise 0.62 adet
bitkicik tiretimiyle igeriginde y-Fe3O4 bulundurmayan yontem olarak tespit edilmistir.

Tiim uygulamalarin ortalamasi ise 3.8 adet bitkicik elde edildigini ortaya koymaktadir.

Bunlarin yaninda BS elde etmede kirik genotipinin basarisinin sonuglarina yer verilen
Cizelge 4.5’te de goriildiigii gibi, bu genotipin en basarili uygulamasi olarak 9.25 adet
bitkicik elde eden kontrol yontemi 6ne ¢ikmaktadir. Bitkicik iiretiminde en basarisiz
sonuglari ortaya koyan kirik genotipi uygulamasi ise 0.25 adet bitkicik liretimiyle 1x
ZnO NP igeren yontem olmustur. Kirik genotipinin tiim uygulamalarin ortalamasi

olarak toplamda 3.31 adet bitkicik liretmeyi basardig1 gézlenmektedir.

BS agisindan ES-26 genotipinin tiim uygulamalarda ortalama olarak toplamda 4.29 adet
bitkicik tiretimi gergeklestirdigi tespit edilmistir. ES-26 genotipinin bitkicik tiretiminde
en basarili uygulamasinin 11.25 adet bitkicik sayisiyla kontrol uygulamasi oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda bitkicik iiretiminde en basarisiz ES-26 genotipi
uygulamasi ise 0.5 adet bitkicik tiretimiyle 2x CuO NP igeren uygulama olmustur

(Cizelge 4.4).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartiyma

Son donemlerin gézde bilim dallar1 arasinda kendini gosteren nanoteknolojide kolay,
maliyeti diisiik, ¢evre dostu ve etkin nanopartikiil olusturabilme yeteneginde olan
nanopartikiil sentez yontemlerinin gelistirilmesi son derece dnem arz etmektedir. Yesil
sentez, bu noktada nanoteknoloji alaninda oldukc¢a 6nemli bir ihtiyacin giderilmesinde
kilit bir rol oynamaktadir. Her ne kadar iiretilecek nanopartikiil boyutlar1 standarda
indirgenemiyor olsa da, yontemin sahip oldugu avantajlar dolayisiyla yesil sentez
nanopartikiil iiretiminde nanoteknoloji biliminde kendine olduk¢a ©Onemli bir yer
bulmaktadir. Bu yontem kullanilarak iiretilen ZnO, CuO ve y-Fe3O,4 nanopartikiillerinin
SEM, FT-IR ve XRD analizleri gergeklestirilmis ve bu analizler sonucunda sentezlenen
nanopartikiil yapilarinin elde edilmek istenen nanopartikiil yapilart oldugu tespit
edilmistir. Bu durum cevre dostu bir yontem olan yesil sentez yonteminin nanopartikiil
sentezinde basarisin1 gostermektedir. Elde edilen nanopartikiillerin FT-IR grafiklerinde,
cinko oksit yapisinda agik bir sekilde goriilmesi gereken Zn=O bagimin absorbansi
goriilebilmekte, ayn1 sekilde demir ile oksijen, bakir ile oksijen arasindaki baglarin da
absorbansi alinan FI-IR spektrumlarinda net bir sekilde tespit edilebilmektedir. Ayni
sekilde CuO ve y-Fe3O4 NP yapilart i¢in de yapilan FT-IR grafikleri bu nanopartikiil
yapilarinin sentez islemlerinin basarisi ile dogru iiriinler elde edildigini ortaya koyar
niteliktedir. Bu elde edilen sonuglar literatiirdeki verilerle de 6rtiismektedir (Kumar and
Rani 2013; Zhang et al. 2013; Taufik and Saleh 2016).

Euphorbia bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi, sentez isleminde kullanilmadan
once verim ve aktivite tayinleri gergeklestirilerek, kismi olarak saflastirilan enzimin
islevsel olup olmadig test edilmistir. Bu islem sonuglarina gore yesil sentez islemi i¢in
Euphorbia (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden kismi olarak elde edilen peroksidaz
enziminin aktivitesinin son derece yeterli oldugu saptanmistir. Bu yeterlilik enzimin
%32.4’liik bir verimle aktivite sergiliyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Yeterli oranda

aktivite sergileyen peroksidaz enziminin bu ¢alismada oldugu gibi nanopartikiil
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sentezinde kullanilmasi, belirli bir aralikta boyutlar1 degisen nanopartikiillerin elde
edilmesi durumunun olusturabilecegi olumsuz durumlar haricinde son derece efektif bir

yontem olarak goriilmiistiir.

Yesil sentez isleminden en efektif sonuglarin elde edilmesi igin, biyokimyasal bazi
faktorlerin optimum degerlerinin saptanmasi igin yapilan c¢alismada, her {i¢
nanopartikiilin de farkli degerler sergiledigi belirlenmistir. Bu durum her bir
nanopartikiilin farkli elementer yapiya sahip bilesiklerden elde edilmesinden
kaynaklidir. Her ti¢ nanopartikiil sentezinde de ayni olan tek optimum degerin metal
iyonu konsantrasyonu oldugu saptanmis, bu durumun da ¢ok kiigiik boyutlu partikiil
yapilarmin sentezlenmesi i¢in daha yogun konsantrasyonlara ihtiyag duyulmamasiyla
iligkili oldugu belirlenmistir. Her bir nanopartikiiliin en efektif sentez islemi i¢in ihtiyag
duydugu pH degeri farklilik arz etmektedir. Sahip olduklar1 yiik degerlerinden, bag
yapabilme kapasitelerine kadar pek ¢ok farkli 6zellige sahip olmalar1 dolayisiyla farkli
pH degerlerinde optimum sentez islemi gergeklestigi diistiniilmektedir. Bunlarin
yaninda kimyasal reaksiyonlarin gergeklesmesi icin belirli bir sicaklik degerine ihtiyag
duyulmakta, bu deger her bilesik ya da element yapisi i¢in farklilik arz etmektedir. Bu
nedenle her nanopartikiilin optimum sentezlenme sicakliklarinin da ayni olmadigi
acikca goriilmektedir. Kontakt siiresi, yesil sentezin ana materyali olan bitki
ekstraktindan elde edilen peroksidaz enzimi ile nanopartikiilii sentezlenecek bulk bilesik
yapisinin temas halinde oldugu siireyi ifade etmektedir. Bu siire, bakir oksit ve ¢inko
oksit yapilarinda ayn1 olurken, demir iceren NP yapisinin sentezinde daha az olmustur.
Bakir ve ¢inko iyon yapilarinin benzer yiiklere sahip olmalar1 ve akabinde ayni siirede
nanopartikiil yapilarinin optimum sentez islemlerinin gergeklesmis olmasi, bu islemin
nanopartikiil formuna getirilecek elementin sahip oldugu yiiklerle iliskili oldugunu

diistindiirmektedir.

Yesil sentez yontemiyle sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1 sabit bir standartta
olmamakta, belirli bir aralikta degisiklik gostermektedir. Belirli bir boyutta olmasi
istenilen nanopartikiil liretimi i¢in baz1 maddelerin sentez esnasinda katkisina ihtiyag

duyulmaktadir (Zhang et al. 2015). Ayn1 zamanda bir nano yapinin nano boyuttaki bir
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materyal olarak adlandirilabilmesi adina 1-100 nm boyutlar1 arasinda olmasi1 gerekliligi
dolayisiyla, SEM ile ylizey goriintileri alinan nanopartikiil yapilarmin XRD ile
boyutlar1 da saptanmaktadir. Kiiresel formda oldugu saptanan CuO nanopartikiillerinin
5-120 nm arasinda degisen boyutlara sahip oldugu tespit edilmistir. ZnO
nanopartikiillerinin pul gibi goriinim arz ettikleri ve boyutlarinin 60 ile 80 nm
araliginda oldugu belirlenmistir. y-Fe3O4 NP yapilarinin sahip oldugu goriinim daha
cok kiiresel olup boyut araliginin ise 30 ile 80 nm arasinda degisiklik gosterdigi
saptanmistir. Bu durum, farkli boyutlara sahip nanopartikiil ilireten yesil sentez
yonteminin, nanoteknoloji biliminde kabul goéren boyut araligini biiyiik Olcilide

yakalayabildigini ortaya koymaktadir.

Sentezlenen NP yapilarinin karakterizasyon siirecinin bir basamagi olarak XRD ile
kristal yapilarinin analizi de gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda CuO nanopartikiillerinin
SEM goriintiilerinde kiiresel formda goriintii vermesine karsin, kristal formunun yiizey
merkezli kiibik bir yapiya sahip oldugu ortaya koyulmustur. y-Fe3O4 nanopartikiillerinin
kiiresel nitelik sergileyen kristalize formu da XRD sonuglarinda ortaya g¢ikmustir.
Bilindigi gibi nanopartikiillerin sekilleri de NP yapisinin etkisinde oldukga etkin bir rol
oynamaktadir (Service 2004).

Nanopartikiiller sahip olduklar1 6zellikler dolayisiyla giliniimiiz diinyasinda pek c¢ok
calismaya konu olmustur. Normal kiitlesel formda olan bir madde nano boyuta
indirgendiginde, bu materyalin pek ¢ok Ozelliginde degisimler gozlenmektedir. Bulk
formuna kiyasla nano yapilar optik, kimyasal reaktivite, elektriksel iletkenlik,
manyetizma, fiziksel dayaniklilik gibi 6zellikler bakimindan farkliliklar sergilemektedir
(Joseph and Morrison 2006). Nano yapilarin normal formlarina kiyasla farkli nitelikler
sergiliyor olusu, bu yapilarin toksik etkilerinin aragtiritlmasi noktasinda genel bir ¢ikis
noktasi olarak goriilmektedir. Nitelikleri farklilasan nano yapidaki elementlerin normal
element halinden farkli olarak nasil bir yol izleyerek etki gosterecegi bilim diinyasinda
merak konusu olmustur. Bu noktada bu yapilarin insanlar ve hayvanlara olan etkilerinin

arasgtirtlmasi kadar, diinyanin oksijen-karbondioksit dongiisiinde hayati rol oynamakta



72

olan bitkiler lizerine olan etkilerinin de arastirilmasi literatiirde oldukca genis bir sekilde

kendine yer bulmaktadir.

Nanotoksikolojinin bitkilerle olan iliskisinin incelendigi pek c¢ok caligmada, farkli
sentez yontemleriyle iiretilen nanopartikiil yapilarinin bitki gelisimini olumsuz yonde
etkiledigi, kok gelisimi, tohum iiretimi gibi énemli doku organ kisimlarinin gelisiminde
bitkide biiyilik oranda negativiteye neden oldugu belirlenmistir (Lin et al. 2007; Kumari
et al. 2011; Mustagh et al. 2011). Farkli bitki tiirleriyle gergeklestirilen galismalarin
sonuglarinda farkli dozlarda uygulanan nanopartikiil yapilarnin morfolojik etkileri
oldugu kadar biyokimyasal olarak da enzim aktivitelerinde azalmalara sebep oldugu
goriilmiistiir (Nekrasova et al. 2011; Ghafariyan et al. 2013; Kouhi et al. 2015; Van et
al. 2016). Bitkiler tizerine yapilan bu caligmalar genel olarak nanopartikiil yapilarinin
daha toksik yan iiriin olusturan sentez yontemleriyle iretildigi ve bitkinin topraktaki
gelisimine etkisinin arastirildig1 calismalardir. Ancak son donemlerde bitki gelisiminin
kallus olusumuyla birlikte gozlenebildigi bitki doku kiiltlirii teknigini iceren
caligmalarin azlig1 dikkat cekmektedir (Namrata et al. 2009; Mandeh et al. 2012).

Bu tez kapsaminda uygulanan deneysel ¢aligmada, bitki doku kiiltiiriinde bahsi gegen
nanopartikiil yapilarinin bugday bitkisinin gelisimine olan etkisi arastirilmis ve elde
edilen verilerin bilim diinyasina yeni bilgiler kazandiracak nitelikte oldugu goriilmiistiir.
Uygulanan yontemlerin tiim genotipler baz alinarak hesaplanan ortalamalarinin sundugu
verilere bakildiginda, kallus olusturma orani bakimindan kontrolden (%97.5) daha
yiiksek oranda kallus olusumu saglayabilen yontemlerin 3x CuO NP ig¢eren uygulamalar
(%98.75) ile 3x ZnO igeren uygulamalar (%98.75) oldugu goriilmektedir. Yine ayni
sekilde embriyogenik kallus olusturma orani bakimindan da kontrole kiyasla bazi
uygulamalarin ortalama olarak daha basarili sonuclar verdigi goriilmektedir. 3x ZnO NP
iceren uygulama ile 1x CuO igeren uygulamalarin kontrolden daha basarili bir sekilde
embriyogenik kallus olusturabildigi goriilmektedir. Ancak bitkicik gelisimi bakimindan
sonuglar ayni basar1 oranityla devam etmemektedir. Yontem ortalamalar1 ¢izelgesi
Cizelge 4.4’te de goriildiigi gibi 10.25 adet bitkicik tiretimiyle kontrol grubu en bagarili

uygulama olurken, diger uygulamalarin yaklasik olarak kontrol grubu degerlerinin
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yarisi ve asagisinda bir dagilim gdsterdikleri goriilmektedir. Elde edilen bu ortalama
verileri dogal olarak genotip ayrimi yapmaksizin hesaplanmis ortalama degerleri ifade
etmektedir. Kallus olusum oraninda kontrolden daha yliksek bir degere sahip olan
uygulama ortalamasinin, genotiplerin hangisiyle daha c¢ok iliskili oldugunun

belirlenmesi adina genotiplere ait ¢izelgelerin incelenmesi gerekmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan arastirmada elde edilen verilere gore, bitki doku kiiltiiriinde
cinko, demir ve bakir minerallerinin normal formu yerine nanopartikiil formunun
kullanilmasi bugday (Triticum aestivum L.) bitkisinin farkli genotiplerinin gelisimlerine
pozitif anlamda katki saglayamamistir. Arastirmada kullanilan her iki genotipe ait
uygulamalarin kallus olusum oranlarinin kontrol uygulamasmin altinda kaldig
goriilmektedir. Genellikle kontrol grubuna kiyasla; kontrole yakin veya daha az gelisim
gosterdigi gortilen bitkilerin, ayni sekilde bitkicik olusturma orani bakimindan da
kontrol grubunun c¢ok altinda gelisim gosterdigi agikca goriilmektedir. ES-26
genotipinde kontrolden (11.25 adet) sonra en yiiksek bitkicik olusturma oran1 6.75 adet
bitkicik ile 3x ZnO NP igeren uygulamada oldugu goriilmektedir. Bu durum ES-26
genotipinde NP iceren ortamlardan en iyi gelisim gosteren uygulamanin dahi kontrol
grubunun yarist kadarlik bir gelisim sergileyebildigini net bir sekilde ortaya
koymaktadir. Kirik genotipinde ise en yiiksek bitkicik gelistirme orani 9.25 ile kontrol
grubuna aitken, bu degere en yakin bitkicik gelisimi saglayan uygulamanin 9 adet
bitkicik eldesi ile 3x y-Fe304 NP iceren uygulama oldugu gortilmiistiir. Her ne kadar 3x
v-FesO4 NP igeren uygulama kontrole ¢ok yakin degerde bir sonug vermis olsa da, diger
uygulamalarla kontrol arasinda biiylik farklar géze carpmaktadir. Bu durum akillara
nanopartikiil yapilariin  bitki tarafindan faydanilabilirligi konusunda sorular
getirmektedir. Nanopartikiil yapilarmin besi ortamima ilavesinin ¢ozelti seklinde
gerceklesmesi esnasinda olusabilecek ¢Oziilmeme hali ve bunun yaninda besi
ortamindaki formundan farkli nitelik tasiyor olmasi; bu yapilarin bitki tarafindan

kullanimini, faydanilabilirligini azaltmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Bitki gelisiminde ozellikle biyokimyasal siireglerde, enzimlerin ihtiya¢ duydugu

kofaktor olarak aktif bir sekilde kullanilmakta olan mineraller arasinda ¢inko, bakir ve
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demir de bulunmaktadir. Bitki gelisimi acisindan dnemli olan bu yapilarin nanopartikiil
formlarinin istenilen etkiyi vermemis olmasi, nano yapilarin boyutlart dolayisiyla
kazandiklar1 farkli 6zelliklerden de kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli sentez
yontemleriyle elde edilen nano yapilarin kullanimi ile gergeklestirilen literatiirdeki diger
calismalarda da bu negatif etki agik bir sekilde fark edilmektedir. Gergeklestirilmis olan
bu calismalarin varligina ragmen, bitki doku kiiltiirlinde gelismekte olan bir bitkinin
nanopartikiil boyutundaki ¢inko, bakir ve demir minerallerinden daha etkin bir sekilde
faydalanip faydalanmayacagi, bu yapilarin normal islevlerine ek olarak bir olumsuz
etkiye sebep olup olmayacag: literatiirde bir eksiklik sergilemekteydi. Bu sebeple
gerceklestirilen bu tez arastirmasinda, bu yapilarin bugday genotiplerinde efektif bir
bicimde kullanilmamasi dolayisiyla gelisime katki saglayamadigi agikca goriilmektedir.
Toksik olmayan ve yan {iriin birakmayan yesil sentez yontemiyle elde edilen
nanopartikiillerin bitki gelisimine olan etkisinin daha ¢ok nanopartikiillerin kullanim

sekli dolayisiyla negatif bir goriiniim arz ettigi diistiiniilmektedir.

Tez arastirma bulgularinda goriildiigii gibi gelisim basamaklarinda elde edilen verilere
bakilarak, ES-26 genotipi ile gergeklestirilen uygulamalarin tamami kontrol grubundan
daha alt seviye bir degerde gelisim gostermistir. Bu durumda kullanilan
nanopartikiillerin, hem negatif kontrol olarak kullanilan NP icermeyen uygulamalarda
hem normal MS ortaminda olan miktar1 igeren 1x NP iceren uygulamalarda, hem de 2x
ve 3x oraninda NP igeren ortamlarda gelisimi beklenen bugday bitkisine beklenenden
daha diisiik bir gelisim gostermesi noktasinda etkin kullanilamadigi son derece

agikardir.

Kirik genotipi ile yapilan deneysel caligmalarda ozellikle 3x y-Fe3Os4 NP igeren
uygulamanin tiim doku kiiltiirii gelisim basamaklarinda kontrole yakin degerlerde
gelisim gosterdigi goriilmiistiir. 3x CuO NP igeren uygulamalarinin da BS oranina kadar
genel anlamda kontrole yakin degerlerde sonuglar verdigini sdylemek miimkiindiir.
Ancak bitki sayist anlaminda 3x CuO NP iceren uygulamanin (4.75 adet) kontrol grubu
(9.25 adet) degerinin yaris1 kadar sayida bitki elde edebildigi goriilmektedir. Elde edilen

veriler 1s18inda kirik genotipinde, her ne kadar kontrole yakin degerler iiretebilen



75

uygulamalarin varligi goze carpiyor olsa da, kontrolden daha yukarida degerler
sergileyebilecek, yani nanopartikiiliin efektif bir bigimde kullanilarak rejenerasyonun
tesvik edildigi bir uygulamanin varhigindan s6z edebilmek miimkiin degildir. Bu
nedenle bu c¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda uygulanan NP yapilarindan,
ilgili konsantrasyonlar, kullanim sekli, besi ortamina ilave edilen bilesik formunun
farklilig1 gibi nedenler dolayisiyla gelisimi tesvik etme konusunda etkin bir bigimde

faydalanilamadig diistiniilmektedir.

Bitki doku Kkiiltiiriiniin uygulanma amaci, genel anlamda bitkilerin sahip oldugu
rejenerasyon kabiliyetini artirmak, tek bir bitkiden biitiin bir bitki olusturma
kapasitesine sahip birden fazla bitki {retebilmektir. Bitki gelisimini destekleyip
rejenerasyon oranini artirabilecegi dngoriilerek test edilen nanopartikiillerin, normalde
bugday doku kiiltiiriinde rutin olarak gerceklestirilene kiyasla etkili bir rejenerasyon
orant sergileyemedigi agiktir. Bu durum kullanilan nanopartikiillerin bitki doku kiiltiirii
besi ortami igerisindeki bilesiklerden farkli nitelik tasiyan nanopartikiil formlariyla
iligkili olabilecegi gibi, bu yapilarin ¢ozelti icerisinde c¢oziinme oranlarindaki
farkliliklar, bitkilerin bu yapilari etkin bir sekilde kullanamamis olmasi gibi sebeplerden

kaynaklanabilecegi ihtimalleri tizerinde durulmaktadir.

5.2. Sonuc ve Oneriler

Diisiik maliyetli, kolay ve toksisitesi az olan bir yontem olan yesil sentez yonteminin
tiretilecek nanopartikiillerin etkin bir sekilde iiretim amacgli kullanimi1 bu calisma ile
oldukca miimkiin goriinmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda sentezlenen
nanopartikiillerin nanoteknoloji biliminde kabul goéren boyut araliginda oldugu ve bu
sayede iiretilebilen NP’lerin bilimsel calismalarda kullanilabilecegi bu calisma ile

ortaya konulmustur.

Farkli minerallerin farkli doz araliginda, farkli bugday genotipleri iizerinde test edildigi
bu ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler, bitki rejenerasyonunu artirma amaciyla bu

yapilarin bahsi gecen oranlarda, verilen kullanim sekli ile kullanimmin beklenen
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sonuglar1 vermedigi goriillmektedir. Bu durumu gidermek, bitki gelisimini artirmak ve
totipotensi Ozelligine sahip hiicrelerin sayisini artirmak icin; bu nano yapilarin bitki
doku Kkiiltiiriinde belirtilen bilesik formlarinda, daha farkli miktarlarda test edilmesi
gerekmektedir. Bunun yaninda bitkilerin bu yapilar1 daha etkin bir bi¢imde kullanip,
yararlanabilmeleri i¢in standart MS ortaminda gelisim gosteren olgun embriyolar
tizerinde bu nanopartikiillerin etkisinin test edilmesi de bu nanopartikiillerin gelisimi ne

derece destekledigini daha net ortaya koyan bir ¢aligsma olacaktir.

Boyutlar1 dolayisiyla farkli ozellikler kazanabilen ¢inko, demir, bakir gibi nano
yapilarin bu ¢alismada oldugu gibi sahip olduklar1 faydali nitelikleri yaninda etkin
bi¢imde metabolizmaya dahil edilemedigi, faydalanilabilirliginin diisiik olabilecegi
durumlarinin varligir da mevcuttur. Bilim diinyasinda bir boslugu dolduran bu ¢alisma
ile tez konusu olan nanopartikiillerin belirtilen dozlarda, gelisim agisindan yeterli
oranda kullanilamadigi, bu nedenle gelisimde bir eksiklik sergilendigi goriilmektedir.
Bu nanopartikiillerin hangi dozlarda bitki gelisimini artirabilecegi, hangi dozlarda
gelisimin tamamen durmasina neden olabilecegi ise bir baska arastirmanin konusu

olmaya adaydir.

Yapilan bu tez ¢alismasinin ardindan, NP’lerin bitki gelisimini tesvik edecek dozlarinin
belirlenmesi amaciyla calismalarin yapilmasi oOnerilmektedir. Ayrica farkli bitki
gelisiminde farkli 6zelliklere sahip olan nanopartikiillerin kullanimi saglanarak etkilerin
kiyaslanmasi saglanacaktir. Bu sayede normale kiyasla daha verimli bitkilerin elde
edilmesinde hangi nanopartikiillin hangi dozda kullanilmasi gerektigi belirlenebilecek,
ozellikle istenen oOzelligin gelisimini artirict  nitelikteki  NP’lerin  saptanmasi
gerceklestirilecektir. Ayni zamanda yiiksek diizeyde antibakteriyel etkiye sahip
olduklar1 bilinen nanopartikiiller sayesinde bitkileri zararlilara karsi korumak igin
pestisid, herbisid gibi yiiksek toksisiteye sahip olduklar1 bilinen kimyasallarin
kullanimina gerek kalmadan bitkilerin korunmalar1 da saglanacaktir. Biitiin elde edilen
veriler 15181da nanoteknoloji sayesinde gelecekte her bitkiye spesifik giibre iiretimleri

yapilabilecektir.
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