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OZET

Bitki doku kiiltirii uygulamalar1 in vitro steril kosullarda yapilmaktadir. Kiiltiir
ortamlarinin biyolojik olarak kirlenmeden olusturulmasi ve aseptik olarak korunmasi énemlidir.
Kiiltiir ortamindaki mikrobiyal kontaminasyonlar bitkilerin yeterli beslenme ve gelisimlerini
engelleyerek deneysel sonuglar1 etkileyebilir. Kontaminasyonlar ¢ogunlukla eksplantlarin
yiizeylerinde bulunan mikroorganizmalardir. Bu nedenle eksplantlarin kiiltiir islemleri 6ncesinde
sterilizasyon islemlerinden gegirilmeleri gerekmektedir. Bu amagla her gecen giin bitkiye toksik
etki gostermeyecek, etkili sterilantlarin kesfine ihtiyag duyulmaktadir. Son yillarda,
nanomalzemeler 6zellikle Nanosilver [NS], tip ve ¢evre alanlarinda antimikrobiyal bir madde

olarak kullanilmaktadir.

Bu caligmada, Nepeta cataria L. tohumlarmin steril olarak in vitro kosullarda
¢imlendirilmesi i¢in yiizey sterilizasyonu islemlerinde giimiis nanopartikiillerin (Ag NP) kullanim
potansiyeli arastirilmistir. Bitkinin tohumlarina uygulanacak olan en uygun konsantrasyon ve
slirenin belirlenmesi amaciyla, bes (0 ppm, 75 ppm, 100 ppm ,125 ppm, 150 ppm ) farkli
konsantrasyon ve ii¢ (5dk, 10dk, 20dk) farkl: siire denenmistir.

Yapilan uygulamalar sonucunda en diisiik kontaminasyon, 3 dk. %70’lik etil alkolde,
ardindan 20 dk, 150 ppm konsantrasyonda Ag NP soliisyonunda bekletilen tohumlarda elde
edilmistir. Elde edilen bitkiciklerde herhangi bir toksisite semptomu gézlenmemistir. Sonuglar,

in vitro steril bitkilerin elde edilmesi icin Ag NP lerin kullanilabilecegini bizlere sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Nepeta cataria L., Sterilizasyon, Konsantrasyon,

Kontaminasyon
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SUMMARY

Plant tissue culture applications are carried out in sterile conditions in vitro. It is
important to establish the culture media biologically without contamination and protect
aseptically. Microbial contamination in the culture medium may affect experimental results by
preventing adequate nutrition and development of plants. Contamination agents are mostly
microorganisms found on the surfaces of explants. Therefore, explants should be subjected to
sterilization procedures prior to culture preperations. For this purpose, there is a need for
discovery of effective sterilants that will not have toxic effects on the plants. In recent years,
nanomaterials have been used as antimicrobial agents such as Nanosilver [NS] especially in the

fields of medicine and environment.

In this study, the potential of silver nanoparticles (Ag NP) in surface sterilization of the
Nepeta cataria L. seeds in sterile in vitro conditions was investigated. Five (0 ppm, 75 ppm, 100
ppm,,125 ppm, 150 ppm ) different concentrations and three (5 min, 10 min, 20 min) different
time period were tried to determine the optimum concentration and duration to apply to the seeds

of the plant.

As a result of the applications made, the lowest contamination was obtained in seeds
held in 3 min. 70% ethyl alcohol followed by 20 min. 150 ppm concentration of Ag NP solution.
No signs of toxicity were observed in the obtained plantlets. The results showed that Ag NPs can

be used to obtain in vitro sterile plants.

Keywords: Nanoparticle, Nepeta cataria L., Sterilization, Concentration, Contamination
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TESEKKUR

Tanistigimizdan bugiine, her tiirlii yardim ve destegini hissettigim ve tez calismamim
baslatilmasi, yiiriitiilmesi, degerlendirilmesi asamalar1 sirasinda yardimlarini esirgemeyen
damgman hocam Degerli Yrd. Dog. Dr. Burcu CETINe; ¢aligmalarda kullanilan Nepeta cataria
L. tohumlarini temin eden Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi Bitkiler Aragtirma Merkezi
calisanlarina; destek ve yardimlari igin arkadaslarim Betiil KURTULUS’a, Vesile YORUK ’e ve
Elif BULUT’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Varliklartyla her zaman bana giiven veren ve

desteklerini hicbir zaman esirgemeyen Annem’e ve Babam’a tesekkiir ederim.



viii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET .o v
SUMMARY e Vi
SEKILLER DIZINI.....coiiiiiiiiieieiceeeeeeee ettt X
CIZELGELER DIZINT ..ottt Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cooooiiiiiiiiiiiiiscieescsesseeesseens Xii
L GIRIS oottt ettt ettt et ettt n ettt n e 1
2. GENEL BILGILER .......oooiiiiiiiiiiiiessisceecissei s 3
2.1. Nepeta cataria L. nin Bilimsel Siniflandirmast ...........ccooviinirininineiiiecscseeee 3
2.2. MOTTOlOjiK OZEIITKIETT ......ecvveecvscee ettt sttt 5
2.3. T1bbi ONemi Ve YArarlari........cccceivrviveiiiririiiireiesesesssssessssesesesesss s ssseae s, 5
2.4, Bitki DOKU KUIHIIETT ..evveiiiieiiiiiic ettt sttt sttt et s 6
2.5. Bitki Doku Kiiltiirii Uygulamalarinin Islah Calismalarinda Kullanilmasi.............ccccoe..... 7

2.5.1. Temel biyolojik arastirmalarin yapilmasi ve ekonomik degeri yiiksek
biyokimyasallarin elde edilmesi..........coccveririeiiiiniciiseee e 7
2.5.2. Ekonomik degeri yliksek biyokimyasallarin elde edilmesi seklindeki ¢alismalar . 7
2.5.3. Mikrogogaltim yontemi ile bitki gogaltma...........ccevveiiiiiiniiiiicni e, 7
2.5.4. Patojenlerden arinmis bitki €1desi ........ccccveririieiiniiieiiie e 8
2.5.5. Tiirler arast melezlerin elde €dilmesi ........ccvvveiriiiiieniiice e 8
2.5.6. Anter ve mikrospor kiiltiirii aracilig1 ile haploid bitki eldesi ...........cceveivirnenne. 8
2.5.7. Yeni ozelliklere sahip bitkilerin elde edilmesi..........ccccceeviiiiiiiieniciicicc e, 9
2.5.8. Transgenik bitkilerin elde edilMeSi ... 9
2.5.9. Protoplast fiizyonu ile yeni genotiplerin eldesi .........ccooevviniiiiiiniiniiiniciccee, 9
2.5.10. Gen kaynaklarinin depolanmasi .........cccvuvreerininie e 10
2.5.11. Hiicre kiiltiirlerinin in vitro seleksiyon ¢aligmalarinda kullanimi ...................... 10
2.6. Bitki Doku Kiiltiirii Uygulamalarinin Islah Dis1 Calismalarinda Kullanilmast ............... 10
2.6.1. MIKIOGOZAITIIM ...t 11
2.6.2. Sentetik tohum iiretimi (somatik embriyolar) ..........cccoovvveiiiiiiiniiicn 11
2.6.3. Sekonder metabolit {iretimi (kallus-hiicre siispansiyonlari) ..........ccoccevvrverennenne 11
2.6.4. KIMETAIAI........ciiiiiiii s 11
2.7. Bitki Doku Kiltiirtintin Esas EVI€leri .......c.ccooviiiiiiiiiiicee s 11
2.8. EkSPIant Ve STErliIZASYON .......c.oiviiiiiiiiii e 13

2.9. NanOPartiKGIIET ........cooveiriiiiieii e e 14



ICINDEKILER

Sayfa
2.9.1. Glimiis nanopartikiiller ve antimikrobiyal etkileri ..........ccccccooveiiiiiiininiiienee 14
R A3 | TS L1/ PSSR 15
2.9.3. Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal etkileri...........cccooeniiniiiiiiiicncnenn 16
2.10. Nanopartikiiller ile Yapilan Bitki Doku Kiiltlirii Calismalart ..........ccocceevviveiiniiiennne 17
3. MATERYAL VE METOD ....c.oiiiiiiiiiiit ettt 22
3.1 BESIN OFLAIMI ...ttt bbbttt 22
3.2. Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi..........ccccovereieninieiniininsienese e 24
3.3. MS Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi (1 Litre 1gin) ......occoovieeiicsiceicceeesce, 25
3.4. Doku Kiiltiirlerinde Besin Ortamlarinin Igerigi ..........cocoveerveeererceeieceeeeeeee e, 26
3.4.1. Doku kiiltiirlerinde besin ortamlarinin igeriginde bulunan maddeler................... 26
3.5. Besin Ortaminin SteriliZaSYOMU .......uieiiirerieiierieieieisesese st 27
3.6. Steril Kosullarin Olusturulmasi ve Devam Ettrilmesi .......occoovvveviiiiiiieiieineesie e 27
3.7. Glimiis Nanopartikiillerin Yesil SENtezi...........cccocueriiiiiiiiiiiiieiiiesee s 28
3.8. Sterilizasyon Islemlerinde Kullanilan Nanopartikiil Soliisyonlarinin Hazirlanmasi........ 28

3.9. N. cataria Tohumlarinin Giimiis Nanopartiikiiller ile Sterilizasyonunun Etkisinin
ATASETIIMAST vveeiiieiiie ettt sie st e s e e st e e ss e e nte e e sseeesteeessteeenteeessaeesnseeeaneeeennenens 28
3.10. Istatistik CAIISMALATT .....cvcvevveececeeeieece ettt esen sttt en sttt es s eenans 29
4. BULGULAR ...ttt r e 30
4.1. Nanopartiikiiller ile Tohum Sterilizasyonu ..o 30
5. TARTISMA VE SONUQG ..ottt sttt 35
KAYNAKLAR DIZINT ...ccooiiiiiisceecceess s 36

OZGECMIS



SEKILLER DiZiNi
Sekil Sayfa
2.1, NEPELA CALANTA MBS ...ttt ettt eb b 3
2.2. Nepeta cataria L.DItKISI........cocoiiiiiiiii s 4
2.3. NanopartiKillerin Ye§il SENEZI.......c.civreerririiiiiireese e 16
3.1. Arastirma materyalini olusturan Nepeta cataria L. tohumlart. ...........ccccooviiiiincienne. 22
3.2. MS besin ortami RAZITIIGL. ......covviiiiiiiiieeree e 25
3.3. Steril kabinde Nepeta cataria L. tohumlarinin AgNP ¢ozeltileri ile sterilizasyonu............. 29
4.1. Nepeta cataria tohumlarinda gozlenen ¢imlenmeler. .........c.coovrererieieiesiieinesese e 30
4.2. Nepeta cataria tohumlarnin ¢imlenmis hali..........ccoocviveriiiisiieniene e 31
4.3. Nepeta cataria L. tohumlar1 ekilmis kavanozlarda gézlenen kontaminasyonlar. ................ 32
4.4. Nepeta cataria L. tohumlar1 ekilmis kavanozlarda gézlenen kontaminasyonlar. ................ 33



Xi

CIZELGELER DiZiNi

Cizelge Sayfa
3.1. MS besin ortaminin i¢erigi (MQ/L) ....cviviiriiiiiieieieieeeees s 23
3.2. MS stok soliisyonlari igerigi (Z1/100MI) ......ocoviiiiiiiiiiie e 24
4.1. Uygulanan nanopartikiil konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria tohumlarinin

¢imlenme performanslarina etkilerine iligkin ANOVA sonuglart. ........ccccevvviiiiiiiiecninnne 31
4.2. Uygulanan nanopartikiil konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria tohumlarinda

gozlenen kontaminasyona etkilerine iliskin ANOVA sonuglart. ........ccccevvevviiinniesnennienn 32
4.3. Uygulanan nanopartikiil konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria tohumlarinda

gozlenen fungus kontaminasyona etkilerine iligkin ANOVA sonuglart. .........ccccveeveieennenne 33

4.4, Uygulanan nanopartikiil konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria tohumlarinda

gozlenen bakteri kontaminasyona etkilerine iliskin ANOVA sonuglart..........c.cceeeveieennene 34



Kisaltmalar
Ag NP
Dk
DNA

L

Mg
mg/L
MO
MRNA
MS
Nm

NS

Or
Ppm
RNA
ROS
T.C.

Simgeler
B

Ca
Fe
H,; O,

KNO:3

Na

OH

Zn

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklamalar
Gilimiisnanopartikiil
Dakika

Deoksiribo Niikleik Asit
Lamiaceae

Miligram
Miligram/Litre

Milattan Once

Mesajc1 Ribo Niikleik Asit
Murashige-Skoog
Nanometre

Nanosilver

Ornegin

Derisim Birimi

Ribo Niikleik Asit
Reaktif oksidatif tiirler

Tiirkiye Cumhuriyeti

Aciklamalar
Bor

Kalsiyum

Demir

Hidrojen peroksit
Potasyum
Potasyum nitrat
Azot

Nepeta

Sodyum
Stiperoksit radikal
Hidroksil radikaller
Fosfor

Cinko

Xii



1. GIRIS

[k caglardan beri insanoglu bitkileri ihtiyaglarina gore cesitli sekillerde kullanmslardir.
Bunlar; besin, gecim kaynagi, ilag, kozmetik, boya, ahsap eldesi, kagit endiistrisi, insaat sektorii
ve biyoyakit iiretimi amaglh kullanimlari olarak agiklanabilir. Giiniimiizde dogadaki bitkilerden
yararlanma istegi giderek artig gostermektedir, T1bbi ve aromatik bitkilerin tarima dayali sanayide
(boya, baharat, gida gibi), alternatif veya tamamlayic1 tip tedavisi ve ila¢ sanayisinde hammadde
olarak kullanimi1 da her gegen giin artmaktadir. Bilim ve teknolojinin gelisimiyle birlikte ortaya
cikan metot ve teknikler bitkilerin etken maddelerinin kullanilabilirligini artirmistir. Bu da

geligmis iilkelerin bitkilere olan talebini iist seviyelere ¢ikarmustir (Giil, 2014).

Diinya'da c¢ok eski caglardan beri bir ¢ok bitkinin tibbi amaglarla kullanildig:
bilinmektedir. Tarihte tibbi bitkiler ve onlarin kullanimlar ile ilgili en eski bilgiler Cin, Misir ve
Yunan tarihinden gelmekte olup, Anadolu'da da Hitit'ler doneminde bazi droglarin iiretilip ihrag
edildigi bilinmektedir. Gliniimiizde ise diinyada kullanilan bitki sayisinin 20,000 civarinda
oldugu, bunlardan 4000 drogun yaygin sekilde kullanildigi, yaklasik 400 kadariin ise ticaretinin
yapildig: bildirilmektedir (Baser, 1998).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin verdigi bilgilere gore takribi 20.000 bitki tibbi gayeler
icin kullanilmakta, diinya niifusunun %80°1 bitkisel ilaglarla tedavi olmaktadir. Etnobotanik
olarak bitkilerin kullanimi diinyada 1900°li yillarin basinda hiz kazanmustir. Almanya
(Hamburg), ABD (New York) ve Hong Kong diinyadaki bitkisel droglar i¢in baslica ticaret
merkezleridir. Tirkiye’de ise bu konu, bilimsel olarak 1970’li yillarda ele alinmaya baglamistir.
Tiirkiye'de tibbi olarak kullanilan bitki sayisinin 600 civarinda oldugu bilinmektedir (Sar1 vd.,
2010; Bayram vd., 2009; Baytop, 1999; Alpinar ve Sagli, 1997).

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri iizerinde yapilan
calismalar son yillarda biiylik onem kazanmistir. Bunlarin baslica nedenleri, tedavide kullanilan
sentetik ilag hammaddelerinin bazilarinda tehlikeli yan etkilerin goriilmesi, baz1 dogal ilag
hammaddelerinin sentetik olarak yapilamamas1 ve bitkisel hammaddelerin yar1 sentez iiriinlerde
baslangi¢ maddesi kaynagi olmasi ile son zamanlarda 6nemli yeni bazi bitkisel droglarin
bulunmasi seklinde siralanabilir. Bitkisel droglarin diger bir iistiin yan1 da birkag etkiye birden
sahip olmalaridir. Sentetik bilesikler ise genellikle tek bir etkiye sahiptir. Diinya niifusunun

artmasi ve endiistrinin geligmesi sonucu dogal kaynakl1 bitkilerden elde edilen etken maddelerin



kullanilabilirliginin artmasi soncunda bu friinlere olan talepte ¢ok hizli bir artis oldugu

gbzlemlenmistir (Baydar, 2007).

Onemli tibbi bitkilerden biri olan Nepeta tiirleri ¢ok yillik otsu, nadiren tek yilliktir ve bu
tiirlerin ¢cogu, genellikle hos aromatik kokulu, esansiyel yaglar bakimindan zengin ve potansiyel

ekonomik ac¢idan ilgi ¢ekicidir (Kilig, 2013).

Bitki doku kiiltiirii bitkilerin mikrogogaltimi, 1slahi, hastaliklardan armdirilmasi,
metabolitlerinin tiretilmesi gibi uygulama alanlarinin yani sira temel biyoloji arastirmalarinda da

kullanilan tekniklerdir (Kocacgaliskan, 2017: 26).

Nanopartikiiller son yillarda gdsterdikleri antimikrobiyal etkileri ile Onem
kazanmuglardir. Bu etkinlikleri nano boyutta gosterdikleri ekstrem ozellikler ile agiklanmaktadir
(Duncan, 2011). Steril sartlarin olusturulmasi gereken ¢alismalarda antimikrobiyal etkinlikler ile

ilgili ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir.

Bu tez ¢alisgmasinda tibbi ve ekonomik agidan 6nemli olan Nepeta cataria L. bitkisinin
tohumunun, in vitro doku kiiltiiri ¢alismalarinin 6nemli asamalardan biri olan yiizey
sterilizasyonun, farkli siire ve konsantrasyonlardaki giimiis nanopartikiiller AgNP ile yapilmasi,

bu partiikiillerin sterilizasyona ve tohum ¢imlenme performansina etkileri arastirilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nepeta cataria L. nin Bilimsel Siniflandirmasi

Nepeta L. cinsi, iliman Avrupa, Asya, Kuzey Afrika'da bulunan, tropik Afrika daglarinda
nadiren yillik, ¢ok yillik ve genellikle hos aromatik bitkiler olan Lamiaceae familyasina aittir ve
yaklasik 250 tiirden olugmaktadir (Mabberley, 1997).

Tiirkiye'de yetisen ve 40 taksonla temsil edilen Nepeta taksonlar: iki gruba ayrilabilir:
Akdeniz ve Iran-Turan. Iran-Turan taksonlar1 orta, giiney-dogu ve dogu Anadolu'da bulunurken,
Mediterraneae taksonlar1 gogunlukla Akdeniz, Marmara ve Ege bdlgelerinde yetismektedir. Diger
taksonlar Tiirkiye genelinde yaygin olarak dagilmaktadir. 40 taksondan 18'i Anadolu'ya 6zgiidiir
(12 takson Akdeniz ve 6 Iran-Turan) ve bazilar1 ¢ok yerel ve taksonu yok olma tehlikesi ile karst

karsiyadir (Kilig, 2013).

Sekil 2.1. Nepeta cataria resmi http://www.plantsystematics.org/imgs/kcn2/ r/Lamiaceae_
Nepeta_cataria_6462.html.


http://www.plantsystematics.org/imgs/kcn2/%20r/Lamiaceae_%20Nepeta_cataria_6462.html
http://www.plantsystematics.org/imgs/kcn2/%20r/Lamiaceae_%20Nepeta_cataria_6462.html

Sekil 2.2. Nepeta cataria L.bitkisi (http://linnaeus.nrm.se/botany/fbo/n/nepet/nepecat.html.en).
Alem: Plantae
Boliim: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Takim: Lamiales
Familya: Labiatae
Cins: Nepeta sp.

Tiir: Nepeta cataria L. (http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php? sayfa= 1& tax_
i1d=7815) (Sekil 2.1).


http://linnaeus.nrm.se/botany/fbo/n/nepet/nepecat.html.en
http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?%20sayfa=%201&tax_id=7815
http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?%20sayfa=%201&tax_id=7815

2.2. Morfolojik Ozellikleri

N. cataria familya olarak Ballibagillerdendir. Ulkemizde I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgelerinde yetismekte olup anayurdu bilinmemektedir. Cok yillik dayanikli, 50-100 cm
boylanabilen otsu bir bitkidir. Govdesi dallara ayrilan, keskin ac1 kokulu, yesil renkli, dort kose
kesitli, boydan kabarik cizgili ve hafif tiiylii olan bir yapiya sahiptir. Renkli yapraklarmin alti ince
tiylii olup, lizeri sar1 lekeli, kenarlar1 disli ve gri yesil, ¢iftler seklinde dizilmis ve kalp
bigimindedir. Bitkinin yapraklarina dokunuldugu zaman ele nane kokusu niifuz eder. Bu bitkinin
kokusunu kediler ¢ok sevdikleri i¢in bitkinin tistiine yatarlar ya da bitkiye stirliniirler. Bitki mor-
mavimsi renkli, ak noktali, etkin kokulu ¢igeklerini yaz sezonunda basaklar meydana getirerek
acar. Oval sekilli, kahverengi kiigiik tohumlarmin bir kdsesinde ak nokta vardir. Az siliietli
alanlar1 veya giinesli alanlari, siizek topraklari tercih eden bitki, her gesit toprakta yetisebilmekte
ve tohumlariyla ¢ogalabilmektedir. ilkbahar mevsiminde de bitki cogaltilip kedilerden korunup
yetistirilebilir. Nepeta cataria bitkisinde C vitamini, aci esanslar, geraniol ve sitral isimli
maddeleri barindiran yag, ve strenellol bulunmaktadir. Bazi yerlerde korpe siirgiinleri ve nane
kokulu yapraklari salatalara katilmaktadir. Cesni vermesi i¢inde siirgiin ve yapraklariylada etler
ovulmaktadir. Bal arilarimi bulundugu bahgelere ¢ekmektedir (http://www.ebitki.com/index.
php?hg=Nepeta%?20cataria&gr=Latince).

2.3. Tibbi Onemi ve Yararlar

Nepeta cinsinden olan taksonlar eterik yag kaynagidirlar yapilarinda sitral, sitronel,
geraniol ve farkli bunun gibi hos kokulu bilesenler igerirler (Sajjadi, 2005; Barazandeh, 2006).
Bunun yam sira flavonoid, triterpen bilesenleri, vitaminler ve farkli, insan saglig1 agisindan

ehemmiyetli olan bilesenler ihtiva etmektedirler (Kobaisyet vd., 2005; Rustaiyan vd, 2006).

Bazi Nepeta tiirleri halk tibbinda ditiretik, terletici, oksiiriik onleyici, kaslarda spazm
karsiti, astim karsiti, ates diigiirlicti, kadinlarda aylik kanamay1 hizlandirici ve yatistirict maddeler
olarak kullanilmaktadir (Mammadova ve Mammadov. 2014; Tzakou vd., 2000; Rapisarda vd.,
2001).

Nepeta cataria spazm ¢oziicii olup ¢ocuklarda diyareyi giderici harika bir ilagtir. Ayni
zamanda sakinlestiricidir. Mide hastaliklarini1 ve hazimsizliklar1 gidermektedir. Bagirsak ve mide
gazlarimi soktiiriip, mide kramplarini ¢oziiciidiir. Viicudu rahatlatip gevsetir. Uykusuzluk halinde
uyku getirmesi i¢in kullanilmaktadir. Tradisyonel olarak kullanilan soguk alginlig ve grip ilaglar

arasindadir. Terletme etkisi oldugu igin bronsit vb. rahatsizliklarda yiiksek ates durumlar igin
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kullanildiginda viicuttaki yiiksek atesi kisa zamanda diistirmektedir. Biitiin bunlarin tesirini elde
etmek amaciyla Nepeta cataria’ nin ¢igek ile yapraklari sonbahar mevsiminin baslar1 veya yaz
basinda toplanip siluet yerlerde itina ile kurutulmaktadir. Bu kurumus bitki karigimindan iki tatl
kasig1 alinip, bir bardak kaynar su igerisinde 10-15 dakika kadar demlendirilir. Bu sekilde elde
edilen karigimdan bir giin i¢inde ii¢ defa birer bardak igilebilir. Nepeta cataria bitkisi damarlar
ve dokular1 biizme etkisine sahiptir. Ciban tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Mikrop kirict 6zelligi
bulundugundan sivilce tedavisinde etkili olmaktadir. Bas agrilar1 ve sakakta hissedilen
rahatsizliklara iyi gelmektedir (http://www.ebitki.com/index.php?hg=Nepeta%?20 cataria&
gr=Latince, 2019).

Kedinanesi naneli sakiz, kokulu mendil ve seker yapilmasinda da kullanilirlar. Kedi
nanesi isminin verilmesinin nedeni kedilerin bu bitkiye fazlaca meyilli olmalarn ve tiiylerini
temizlemeleri i¢in bu bitkiye siiriinmeleri ve de uyumak i¢in devamli bu bitkiyi segmeleridir

(http://www.bitkicenter.com/kedi-nanesinin-faydalari-ve-kullanimi/, 2019).
2.4. Bitki Doku Kiiltiirleri

Denetlenebilir sartlar altinda steril suni besin ortamlaria aktarilabilen hiicre, doku yada
organlardan yeni doku, organ, kiigiik bitki veya bitkisel mahsullerin elde edilmesi amaciyla
kullanilan biitiin metodlar, “bitki hiicre, doku, ve organ kiiltiirii yontemleri’’, “mikro {iretim’’
veya “’aseptik kiiltiir’” olarak isimlendirilmektedir. Bu teknikler; elverisli hiicreleri, dokular1 veya
organlari igerisine alan tiirlii eksplantlarin yalitilmalari; bu eksplantlara bakteriyal, fungal, viral
hastalik bulagmalarindan arindirict aseptik yontemlerin tatbik edilmesi, in vitro olarak
isimlendirilen suni besin ortamlarinda kiiltiire alinmalar1 ve 1s1k, sicaklik, nem vb. denetlenebilir

kiiltiir odalarinda korunmalar1 gibi esas basamaklari olusturmaktadir (Babaoglu vd., 2001:2;
Kocagaligkan 2017: 21).

Bitki doku kiiltiirleri yontemleri, ilag ham madde gereksiniminin giderilmesi igin
ozellikle son yillarda 6nem kazanmakta olan yontemlerden birisidir. Ayrica bitkilerde fizyoloji,
biyokimya, sitoloji, genetik ve molekiiler biyoloji gibi konularla alakali aragtirmalarda bu
tekniklerin kullanimi biiyiik 6nem tasimaktadir Gliniimiizde bitki doku kiiltiirii teknikleri tarim,
orman ve siis bitkilerinin patojenlerden giderilmesinde, klonal ¢ogaltiminda, uzun miiddetli
koruma, sekonder metabolit {iretimi ve bitki genetik mithendisliginde genis uygulama yelpazesi

bulan yontemlerdir (Babaoglu vd., 2001:2 ; Kocagaligkan, 2017: 21).
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2.5. Bitki Doku Kiiltiirii Uygulamalarimin Islah Calismalarinda Kullamilmasi

Bitki doku kiiltiirii yontemlerinin bitki 1slaht alaninda bir¢ok kullanim alanlar
bulunmaktadir. Bu alanlar; bitkilerin klonal olarak hizli ¢ogaltilmasi, geleneksel metotlarla
cogaltilmayan bitkilerin ¢ogaltilmasi, patojenlerden arindirilmis bitki elde edilmesi, 1slah amagl
esas biyolojik caligsmalar, somaklonal varyasyonlarin olusturulmasi, haploid bitkilerin elde
edilmesi, bitki gen kaynaklarinin korunmasi, biyokimyasal tirtinlerin (ikincil metabolitlerin) elde

edilmesidir (Dagiistii, 2018). Bu ¢alismalar kisaca asagida izah edilmistir:

2.5.1. Temel biyolojik arastirmalarin yapilmasi1 ve ekonomik degeri yiiksek

biyokimyasallarin elde edilmesi

Bu tarz ¢aligmalar bir dizi biyolojik olayin arastirilmasinda, kolay isletilebilen metotlari
kapsamaktadir. Bu c¢alisma sekline giinlimiizde c¢ok yaygin kullanilan hiicre bdliinmesi

calismalarinda siispansiyon kiiltiirlerinin kullanilmasi 6rnek olarak verilebilir (Dagiistii, 2018).

25.2. Ekonomik degeri yiiksek biyokimyasallarin elde edilmesi seklindeki

calismalar

Bitkiler bircok maddeyi sentez edebilecek ozellikte bir yapiya sahiptir. Bitkiler basta ilag
sanayi olmak iizere, biinyelerinde sekonder (ikincil) metabolitler olarak adlandirilan (bitkinin
iirettigi fakat dogrudan kullanmadigi metabolitler) kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele
sektorlerinde ekonomik agidan ¢ok 6nemli birgok kimyasal maddenin (karbonhidrat, protein,
alkaloidler, glikozidler, eterik yaglar, steroidler, terpenoidler, fenolik bilesikler, morfin, atropin,
odun, seliiloz, zamk, kauguk vb.) iiretimlerini kallus ve hiicre slispansiyon kiiltiirleri araciligi ile
in vitro olarak meydana getirebilirler. Bu metodun en biiyiik avantaji in vitro yetistirme sartlar
sitki bir bicimde kontrol altina alindigi durumda iiriiniin mevsimsel degisikliklere baglh

kalmaksizin siirekli olarak tiretilebilmesidir (Dagiistii, 2018).
2.5.3. Mikrocogaltim yontemi ile bitki cogaltma

Bu yontem ¢ogaltilmasi gii¢, yiiksek ekonomik degere sahip, liretim hiz1 yavas olan bitki
tiirlerinin (siis bitkileri, ¢ilek, muz, kivi vb.) hizli ve az bir maliyetle ¢ogaltiminin mithim oldugu
durumlar disinda kullanimina ¢ok sik bagvurulmamaktadir. Ayn1 zamanda yiiksek ekonomik
O6neme sahip bazi bitkiler (Primula bitkisi gibi) geleneksel metodlar ile ¢cogaltilmasina ragmen
¢ok sayida market talebi bulundugu zaman bu tiir bitkilerden kisa siirede ¢ok sayida bitkinin elde

edilmesi sadece bitki doku kiiltiirii yontemleri ile miimkiin olabilmektedir. Bu yontem ¢ok kisa



siirede ¢ok sayida tretimi, bitkilerin laboratuvar sartlarinda kontrollii olarak yetistirilmesi,
iiretimin bir y1l boyunca miimkiin olmas1 ve hastaliksiz fideleri iiretme potansiyeli sebebi ile
klasik 1slah yontemlerine yardimec1 olmak maksadiyla giiniimiizde kullanilmaktadir (George ve

Sherrington, 1984).
2.5.4. Patojenlerden arinmus bitki eldesi

Bitkiden alinan meristem pargasi in vitro gelismeye birakildiginda bir {iriiniin hastalik
igermeyen tohumluk stok materyali uygun bir bigimde elde edilmis olup bunun depolanmasi da
yine bu metod ile yapilabilmektedir. Hatta meristem kiiltiirii; mikrogogaltim, gen kaynaklarmin
in vitro muhafazasi, genetik transformasyon, bitki materyallerinin uluslararasi degisimi

maksadiyla da kullanilmaktadir (Biirtin, 2001, Hatipoglu, 1999).
2.5.5. Tiirler aras1 melezlerin elde edilmesi

Bitkilerin tohum ve tohum taslaklarindan olgunlasmis veya olgunlagmamis zigotik
embriyolarin aseptik olarak izole edilmesi ve optimum sartlar altinda gelismeleri i¢cin endosperm
kosullarinin saglandigi yapay besi ortamlarinda kiiltiire alinarak tam bitki gelistirilmesine
embriyo kiiltiirii adi verilmektedir. Dogada nadir olarak bulunan tohum ¢imlendirmesi zor veya
miimkiin olmayan tiirlerin tohumlarinin ¢imlendirilmesi embriyo kiiltiirii ile yapilabilmektedir.
Ormegin Colocasia esculanta, Musa balbisiana ve Pinus armandii X Pinus koraiensis melezi
verilebilir (Hatipoglu, 1999). Bu yontemin bir amaci da yetistirme ve islah siirecinin
kisaltilmasidir. Tiirler ve cinsler arast melezlemelerde ve farkli poliploidi diizeyindeki bitkilerin
melezlenmesinde uyusmazlik sebebi ile embriyolarin gelisemedigi veya embriyonun yetersiz
gelismesi durumlarinda normal embriyo gelismesini saglamak maksadiyla da embriyo kiiltiirii
kullanilmaktadir. Embriyo kiiltiirii ile aycicegi, fasulye, keten, pamuk, domates, geltik ve arpada
tirler aras1 melez bitkiler elde edilebilmistir. Hatta yine bu yontem sayesinde T. durum X S.
cereale melezlemesi sonucu olusan tritikale ve Hordeum chilensexTriticum turgidum conv.
durum melezi sonucu olusan tritordeum bitkisi embriyolarinin in vitro kosullarda kiiltiirii sonucu
gelistirilmistir. Bu yontemin kullanilmasi ile haploid bitkilerin elde edilmesi de miimkiindir

(Vaquero vd., 2017).
2.5.6. Anter ve mikrospor Kiiltiirii aracihig ile haploid bitki eldesi

Pekgok tiiriin anter veya poleni yumurta dollemesi olmaksizin yani zigot olusturmadan

tam bir bitki olusturmasi icin uyarilabilir. Bu sekildeki bitkiler genellikle haploidtir (Tek bir



kromozom seti tagirlar.). Anter kiiltiirii ile elde edilen haploid bitkilere kolkisin, asenaftan vb.
kimyasal maddeler uygulamasindan sonra dihaploid bir yapinin olusmasi sonucu homozigot saf
bitki meydana getirilmigtir. Birgok bitki tiirtinde haploid bitkilerin (arpa, bugday, misir, kolza,

tiitiin, asparagus, patlican, kavun vb.) eldesi miimkiin olmustur (Germana, 2011).
2.5.7. Yeni ozelliklere sahip bitkilerin elde edilmesi

Dogada mutant bitkiler bulunabilir. Bu mutant bitkiler ticari degere sahip olabilir.
Ornegin yeni ¢icek renginden otiirii 1slah veya ticari amaglar nedeniyle tercih edilebilir. Bu tip
ozelliklere sahip bitkiler somaklonal varyasyon olusturarak hiicre kiiltlirii yontemleri ile elde
edilebilecegi gibi kimyasal maddeler veya radyasyon uygulanarak varyasyonun arttirilmasi ile de

meydana getirilebilir (Karp, 1994).
2.5.8. Transgenik bitkilerin elde edilmesi

Boceklere dayaniklilik gibi geleneksel islah metodlart ile olusturulmasi giic olan
ozellikler, geleneksel bitki 1slah1 yontemleri ile bir bitki tiiriinden digerine aktarilamayabilir. Bu
gibi 6zellikler bir hiicreden digerine vektor araciligi ile (6r. Agrobacterium spp.) veya DNA ile
kapli ¢ok kiigiik partikiillii hiicrelerin biyolistik metodlar ismi verilen tabanca kullanilarak
firlatilmasi ile aktarilabilir. Kendi DNA’s1 ve yeni eklenen DNA’y1 iceren hiicreler transforme
olmus hiicreler veya transgenik bitkiler olarak adlandirilir. Gen aktarilan hiicrelerden bitkilerin

elde edilmesinde doku kiiltiirii caligmalarindan faydalanilir (Dagiistii, 2018).
2.5.9. Protoplast fiizyonu ile yeni genotiplerin eldesi

Protoplastlar (hiicre duvar1 uzaklastirilmis bitki hiicreleri) somatik hibritler meydana
getirmek icin kullanilabilir. Protoplast hiicreleri birbirleri ile fiizyon ismini verdigimiz
kaynastirma islemi ile birlesebilir. Bu filizyon iriinii akraba olan veya akraba olmayan
ebeveynlerden temin edilen iki veya daha fazla protoplast kiimesinin olusumu sonucu meydana
¢ikar. Bu sekilde iki veya daha ¢ok ebeveyn tiiriinden elde edilen protoplastlarin kaynasmasi ile
istenilen karakterleri kombine eden bitkinin iretilmesi miimkiin olabilmektedir. Birlesen
protoplastlardan fertil bitkilerin elde edilmesi bitki doku kiiltiiri metodlar: ile olabilmektedir
(Dagiistii, 2018).
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2.5.10. Gen kaynaklarinin depolanmasi

Yiiksek verimli, hastaliklara ve zararlilara direncli kiiltiir bitkisi tiirlerinin
gelistirilebilmesi icin 1slah programlarinda kullanilacak genetik materyalin toplanmasi ve
bunlarin uygun sekilde korunarak ihtiya¢ duyuldugunda kullanima hazir bekletilmesi gerekir.
Genetik materyal esasen dogal olarak bulunduklari ¢evrede muhafaza edilmelidir. Ancak bu tip
saklama bi¢imi ¢ok zor, is glicii gerektiren ve zaman alici bir yontemdir. Bu tip genetik materyalin
korunmasi i¢in in vitro kiiltiir metodlar1 gen kaynaklarinin muhafazasinda 6nemli olup gen ve
tohum bankalarina alternatif bir saklama seklidir. Baz1 durumlarda ¢ok kiigiik bitki dokusu veya
hiicresi oldukga diistik sicakliklarda (196°C) sonsuza dek canli olarak muhafaza edilebilir. Bu
yontem ‘cryopreservation’ ya da ‘dondurarak saklama’ yontemi olarak adlandirilir. Bu teknigin
optimum olarak kullanilabilmesi igin bitki doku kiiltiiriniin in vitro sogukta muhafazasini takiben
tam bitki olusumuna olanak saglayacak teknigin gelistirilmesi gerekmektedir. Ulkemizde T.C.
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagh Tiirkiye Tohum Gen Bankasi Ankara’da kurulmus

olup in vitro genetik materyalin korunmasi ¢alismalarina baslanmistir (Dagiistii, 2018).
2.5.11. Hiicre Kiiltiirlerinin in vitro seleksiyon ¢alismalarinda kullanim

Hiicre kiiltiirleri klasik bitki 1slahinda kullanilan bitki diizeyindeki seleksiyona alternatif
bir metod olarak kullanilabilmektedir. Hiicre kiiltiirlerinin varyasyon olusturulmasi ve arzu edilen
varyantlarin sec¢ilmesinde kullanilmasi bitki 1slahindaki geleneksel seleksiyon metodlarina gore
bir¢ok avantaj saglamaktadir. Bu avantajlar su sekilde siralanabilir: Bir test tiipii icerisinde 100
milyon adet hiicreyi kiiltiire almak ve bunlardan seleksiyon olusturmak miimkiindiir. Buna
karsilik ayni sayidaki bitki ile ¢aligmak icin 10.000 ha’lik bir alana ihtiya¢ duyulur. Hiicre
kiiltiirleri araciligl ile seleksiyon uygulanmasinda, hiicreler herhangi bir kimyasalin veya
patojenin toksik maddesinin toksik etki gosteren konsantrasyonunu igeren besi ortamlarinda
kiiltiire alinir. Mutant hiicreler bdyle bir ortamda biiylimelerine devam eder. Toksik maddeden

etkilenen hiicreler 6liir (Dagiistii, 1996).
2.6. Bitki Doku Kiiltiirii Uygulamalarinin Islah Dis1 Calismalarinda Kullanilmasi

Tiim apikal meristem veya buradan alinan ufak embriyonik kesitler kiiltiire alinarak
uygulanan yonteme meristem kiiltiirli ad1 verilir. Cok az miktarlarda bitki biiylime diizenleyicileri
eklendiginde u¢ ve yan meristemlerden bircok yeni bitkicikler meydana gelmektedir. Bu

yontemle meydana gelen bitkiler her bakimdan birbirinin benzeridirler (Babaoglu vd, 2002: 5).
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2.6.1. Mikrocogaltim

Organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya olgunlagsmasimni tamamlamis
somatik hiicrelerden direkt veya indirekt yollarla bitkilerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi

islemine mikrogogaltim adi verilmektedir (Babaoglu vd, 2002:5).
2.6.2. Sentetik tohum iiretimi (somatik embriyolar)

Somatik embriyolarin tiirlii yontemlerle kaplanmasi sonucu yapay tohumlar meydana
gelmektedir. Sentetik tohumlarin, hibritlerin somatik ¢ogaltiminda, erkisir ve ebeveyn hatlarin
korunmasinda ve odunsu bitkilerin elit genotiplerinin elde tutulmasinda kullanimi konusunda

oldukga fazla ¢alisma yapilmaktadir (Babaoglu vd, 2002:5).
2.6.3. Sekonder metabolit iiretimi (kallus-hiicre siispansiyonlar)

In vitro hiicre kiiltiirleri sekonder metabolit iiretimi i¢in de miihim bir kaynak olarak
goriilmektedir. Bitki sekonder metabolitleri, bitki biiylime ve gelismesi ig¢in de dogrudan
kullanilmayan maddelerdir. Isik mikroskobu ile goriilebilen sekonder metabolitlerin (tanenler,
antosiyaninler, karetenoitler) yaninda UV 15181 ile goriilebilenleri (alkaloitler) de vardir (Babaoglu
vd, 2002:6).

2.6.4. Kimeralar

Doku kiiltiiriinde, 6zellikle siis bitkilerinde {izerinde mithimle durulan konulardan birisi
de kimeralardir. Kimerik bitkiler; farkli tiirlerin protoplastlarmin karigik kiiltiirii ve bitki
rejenerasyonu, mutasyon uygulamalari sonucu bitki rejenerasyonu ¢aligmalari, apikal meristemle
ilgili yapilan mikro-cerrahi ¢aligmalar1 ve gen transferi yapilmasi sirasinda, bir bitkiyi olusturan
biitiin hiicrelerin ilgili gen veya genleri tastmamasi durumlarinda meydana gelmektedir (Babaoglu
vd, 2002:6).

2.7. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Esas Evreleri
Tiim doku kiiltiirleri yapiminda temel olarak esas alinan siralama soyledir;

1. Laboratuvar diizeninin kurulmasi; Doku kiiltiirii yapimina baglamadan 6nce, gerekli
odalarm hazirlanip, cihazlarin ve malzemelerin uygun yerlere yerlestirilmesi ve ayarlarinin

yapilmas1 gerekir.

2. Uygun besin ortami1 hazirlanir ve sterilize edilir.
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3. Kiiltiire alinacak eksplantin (bitki dokusunun) orijinini meydana getiren ana bitkinin

secimi yapilir.
4. Eksplant (bitki materyali) sterilize edilir.
5. Bitki materyali steril kosullarda izole edilir ve steril besin ortamina konulur.
6. Kiiltiir kab1 inkiibasyon odasina yerlestirilerek bitkinin biiylimesi saglanir.

7. Kiiltiirde yetistirilmis kiigiik bitkinin seraya aktarilmasiyla dis ortama adapte edilmesi
saglanir ve tarlaya dikilir (Kocagaligkan, 2017: 25).

Laboratuvar diizeninin kurulmasi

Ufak kadranh bir doku kiiltiirii laboratuvarinda iki farkli odanin ve meydana getirilen

bitkilerin dis ortama aktarilmasi i¢in ufak bir sera bulunmalidir.

Cesitli cihazlar, kimyasal madde ve malzemeler i¢in kullanilan oda kiiltiir hazirlama odast
olarak adlandirilir. Ikinci oda ise 151k ve sicaklik kontrollii oda olarak adlandirilir. Ikinci oda

yerine bitki biiyiitme kabinleri de kullanilabilmektedir (Kocagaliskan, 2017: 26).

Besin ortaminin hazirlanmasi

Besin ortamlarinda bitkilerin normal gelisimleri i¢in gereksinim duyduklar1 temel
elementler bulunmaktadir fakat bu elementler piyasada ar1 halde degil bilesikler seklinde

satilmaktadir.

Ornegin, potasyum nitrat (KNOj3) bilesiginde potasyum, azot ve oksijen elementleri
birliktedir. Bu sebeple bilesikleri dyle bir oranda ¢ozelti sekline getirmemiz lazim ki bitkinin
gereksinimi olan miktar ayarlanmis olmali. Bu konuda tiirlii arastirmacilarin  yaptiklar
calismalar sonucu tiirlii besin ortamlari elde edilmistir. Bugiin en az on tiir besin ortami receteleri
bulunmaktadir. Bu ortamlardan en fazla yegleneni Murashige-Skoog (MS) ortamidir
(Kocagaligkan, 2017: 35).

Esas bitkinin secilmesi

Bitki materyalinin izole edilecegi bitkiye esas (ana) bitki denir. Uzerinde ¢alisilacak tiir,
laboratuvarda doku kiiltliriinde yetistirilmis ise bunu esas bitki olarak kullanmak daha elverisli
olur. Zira steril kosullarda {iretildiklerinden dolay1 kontaminasyon olma olasiligi yok denecek

kadar azdir. Ayn1 zamanda doku kiiltiiriindeki bitkilerden alinan bitki materyalleri dogadakilere
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nazaran daha basit ve hizli rejenerasyon gostermektedirler ve sterilizasyon islemi yapilmadan

direkt olarak bitki materyali alinarak kullanilabilmektedirler (Kocagaligkan, 2017: 38).

1. Bitkinin ding ve toy olmas; Ihtiyar bitkilerden alinan bitki materyalleri yavas rejenere

olduklar i¢in kiiltiiriin bagaris1 etkilenebilir.

2. Bitkinin organ ve dokular1 dormant olmamali; Boyle bir vaziyette dormansiyi kirmak
i¢in ayrica bir ¢aligma gerektirecektir ve bu ¢alisma da zaman alan bir islemdir. Ayrica dormant
dokularda ABA gibi biiyiimeyi engelleyici maddeler biriktiginden dolay1 bunlar doku kiiltiiriinde

de tesirlerini devam ettirerek kiiltiiriin gelismesini azaltabilir.

3. Esas bitki tercihi bahar mevsiminde yapilmali; bitkilerin aktif biiylime zamani bu
mevsim oldugu i¢in daha dogru bir tercih yapilabilir ve bu mevsimde bitki dokularinda biiylimeyi
isteklendiren hormonlar daha hizli bulundugundan bu vaziyet doku kiiltiiriine de yansir ve

kiiltiiriin basarist da ¢ogalir.

4. Esas bitkinin sihhatli olmasi; Hasta olan bitkiden alinacak bitki materyali sterilize
edilse bile viriis ve bakteriler kiiltiire gecebilir. Boyle bir durumda enfeksiyon olasilig1 fazladir.

Esasen bu kosullarda doku kiiltiiriinden basar1 saglamak miimkiin olamayacaktir (Kocagaligkan,
2017: 38).

2.8. Eksplant ve Sterilizasyon

Doku kiiltiiriinde basar1 saglanabilmesi igin etkili bir sekilde yiizey sterilizasyonu
yapilmasi gerekir. Aksi halde besin ortaminda bitkisel materyallerin yiizeylerinden veya
i¢lerinden gelen mikroorganizmalar ¢ogalir ve besleyici elementleri tiiketerek bitkilerin biiyiime
ve gelisimlerini engellerler. Arazi veya sera kosullarinda yetistirilen bitkilerden, doku kiiltiiriinde
kullanilmak i¢in alinan bitki pargalarinin sterilizasyonu i¢in sodyum hipoklorit, etil alkol, civa
kloriir, hidrojen peroksit ve giimiis nitrat vb. kimyasallar farkli dozlarda kullanilmaktadir. Bu
islemlerin ardindan steril saf su ile durulanan eksplantlar yine steril olan kurutma kagidinda

bekletildikten sonra besin ortamina aktarilmalidir.

Sterilizasyon amaci ile kullanilan kimyasallar canli dokulara zarar verebilmektedir. Bu
nedenle yeni nesil antimikrobiyal maddelerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda
teknolojideki hizli ve kapsamli gelismeler neticesinde yaygin kullanim alam1 bulan

nanopartikiillerin bu amaglarla arastiritlmast dnemlidir (Kim vd., 2017).
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2.9. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, 1-100 nm boyutlarindaki atom kiimeleridir. Diisiik nano boyutlar
nedeniyle sergiledikleri farkli fonksiyonellik, essiz fiziksel, biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin
bir sonucu olarak tiim bilim dallarinda yeni bir ilgi alan1 olusmuslardir. Cevreye ve insan sagligina
olan etkileri ve riskleri ile ilgili ¢cok az bilgi olmasina ragmen kimya, tip, biyoteknoloji,
biyomedikal, kozmetoloji, elektrokimyasal sensorler ve biyosensorler uygulamalari gibi birgok
alanda kullanim alan1 bulmuslardir (Oyar, 2014) (Beykaya ve Caglar, 2016) (Tunca, 2015).

Bakar, ¢inko, titanyum, altin gibi diger metal par¢aciklarinin antimikrobiyal 6zelliklere
sahip olmadigi bilinmektedir. Bu nedenle, glimiisiin mikroskobik organizmalara, enfeksiyonlara
ve diger Okaryotik mikroorganizmalara karsi en miikemmel etki gosterdigi bildirilmektdir

(Duncan, 2011).
2.9.1. Giimiis nanopartikiiller ve antimikrobiyal etkileri

Glimiis giiniimizde NASA ve Rus MIR uzay mekiklerinde kullanilan sularin
dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir. Aslinda antimikrobiyal etkisinin ¢ok eski zamanlardan beri
kullanildigina dair bilgiler literatiirlerde mevcuttur; Antik ¢agda su ve siitiin igine glimiis paralar
atilarak oda sicakliginda raf Omriiniin uzatildigi, giimiis kap ve aletler kullanilarak gida
muhafazasinda basar1 saglandigi goriilmektedir. MO 1000’1i yillarda su dezenfeksiyonunda,
yaniklarin ve kronik {ilserlerin tedavisinde kullanilmistir. Daha yakin tarihlerde, 1880'lerde goz
damlas1 olarak kullanilan giimiigiin 1940'larda penisilinin kesfinden sonra kullanimi azalmustir.
Son yillarda Moyer tarafindan 1960'larda yanik tedavisinde % 0.5 oraninda bir giimiis nitrat

kullaniminin etkili oldugunun kesfinden sonra tekrar kullanimina baglanmustir (Rai vd., 2009).

Son yillarda farkli patojenik bakterilerin neden oldugu bulasict hastaliklardaki artis ve
antibiyotik direncinin gelismesi nedeniyle ilag sirketleri ve arastirmacilar tarafindan yeni
antibakteriyel maddelerin kesfi ile ilgili ¢aligmalar artmistir. Nano 6lgekli materyallerin, yiiksek
yiizey alani/hacim orani, benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle yeni antimikrobiyal
maddeler olarak kesfedildigi ¢aligmalar literatiirlerde dikkatleri ¢ekmektedir (Rai vd., 2009).
Gumiisiin ¢ok genis spektrumlu bir antibiyotik olmasi ve bakteri direncinin neredeyse hig
bulunmamasi gibi nedenlerle nano 6lgekli yeteneklerinin kesfedilmesi ile ilgili bir¢ok aragtirma

yapilmustir (Siddigi vd., 2018; Cheon vd., 2019, Manosalva vd., 2019).
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2.9.2. Yesil sentez

Nanopargacik iiretimi, fiziksel ve kimyasal teknolojiler kullanilarak kisa bir siirede,
istenilen kiictikliikte ve yiiksek ¢oziiniirliiklii olarak yapilabilir. Ancak, bu teknolojiler ile iiretim
pahalidir, elde edilen partikiillerde kararsizliklar goriilebilir hatta toksik icerikler gézlenebilir. Bu
nedenle son yillarda ¢evre dostu, toksik madde igerigi az, canli hiicrelerden nanopartikiil tiretimi
esasina dayanan Yeni tiretim teknolojileri ile ilgili aragtirmalar 6nem kazanmigtir. Bu yontemler
“Yesil Nanoteknoloji” terimi ile ifade edilir. Yesil Nanoteknoloji, insan sagligina zararsiz,
tehlikeli atik tirtinler ile ilgili problemleri azaltan, uygulanmasi kolay yontemleri ifade etmektedir
(Narayanan ve Sakthivel, 2010; Duncan, 2011).

Nanopartikiillerin bitki, yosun, bakteri, mantar ve hatta insan hiicreleri kullanilarak
yapilmasi biyolojik sentez olarak da adlandirilir. Canli organizmalarda bulunan indirgeyici
proteinler ve metabolik molekiiller, inorganik metal iyonlarin1 indirgenerek metal
nanopartikiillerine ~ dontistiiriirler.  Metal  indirgeyici  yetenekleri  bilinen  bitkilerin
nanopartikiillerin sentezinde diger organizmalara gore daha basarili olduklari belirlenmistir.
Nanopartikiillerin bitkilerle biyosentezi islemelerinde, tek boyutlu ve kararli yapilar olugmasi,
bitkilerin 6lii ya da canli formlarinda kullanilabilmesi, genis sicaklik araliklarinda, yiiksek tuz ve
pH degerlerinde yapilabilmesi avantajli yonleridir (Ocsoy vd., 2016; Bali vd., 2006; Ayisigi,
2018).
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Sekil 2.3. Nanopartikiillerin yesil sentezi, https://pubs.rsc.org/en/content/ articlentml/2019/ ra/
c8ra08982e.

2.9.3. Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal etkileri

Nanopartikiillerin antibakteriyel etki gosterebilmeleri igin, bakteriyel hiicrelerle temas
halinde olmalar1 gerekir. Bakteriler ile temaslari elektrostatik ¢ekim, Van der Waals kuvvetleri,
reseptor ligand ve hidrofobik etkilesimler ile olur. Nanopartikiiller, bakterilere temas ettikten
sonra, bakteri zarini gegerler ve hiicre zarinin seklini, islevini bozarlar. Daha sonra,
Nanopartikiiller oksidatif strese, heterojen degisikliklere, bozulmus hiicre zar1 gegirgenliginin yol
actig1 elektrolit denge bozukluklarmma ve DNA, lizozomlar, ribozomlar ve enzimler gibi
bakterilerin hiicresel temel bilesenleri ile etkilesime girerek de enzim inhibisyonuna ve protein

deaktivasyonuna sebep olurlar (Kirmusaoglu ve Cansiz, 2018).


https://pubs.rsc.org/en/content/%20articlehtml/2019/%20ra/%20c8ra08982e
https://pubs.rsc.org/en/content/%20articlehtml/2019/%20ra/%20c8ra08982e
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Reaktif oksidatif tiirlerin olusumu

Nanopartikiiller tarafindan reaktif oksidatif tiirlerin (ROS) {iretimi antibakteriyel
etkinliklerinde biiyiik rol oynamaktadir. ROS, siiperoksit radikaller (Oz . ), hidrojen peroksit
(H20: ), hidroksil radikaller (OH. ) ve singlet oksijen (102 ) gibi kisa 6miirlii oksidanlardan
olusur. Bu tiirlerin yiiksek reaktivitesi nedeniyle ROS, peptidoglikana ve hiicre zarlarina, DNA,
MRNA, ribozomlara ve proteinlere zarar verebilir. Elektronlar, bakteri ve mantar hiicre zarlari
yirtilarak mikroorganizmalarin béliinmesini ya da genetik materyallerinin  (DNA/RNA)
kendilerini replike etme yeteneklerini engelleyerek mikrobik aktiviteleri etkisiz hale getiriler

(Kirmusaoglu ve Cansiz, 2018).

Protein inaktivasyonu ve DNA ’nin bozulmasi

Metal atomlar1 metabolik reaksiyonlarda etkinlik gdsteren enzimlere veya DNA gibi
molekiillere baglanma egilimindedir. Enzimlerin tiyol grubuyla baglanmalar1 sonucunda enzimler
islevsiz hale gelirken, DNA’daki pirimidin ve piirin baz ¢iftleri arasina baglanarak anti-paralel iki

zincir arasindaki hidrojenin baglarini bozduklari belirlenmistir (Kirmusaoglu ve Cansiz, 2018).

Solunum enzimleri ve hiicre membran inhibisyonu

Gilimiis nanopartikiillerinin,bakteri hiicre membran yapisini1 bozup hiicreye girerek, tiol (-
SH) gruplarindaki hidrojen atomlarinin lokasyonunu degistirerek (-S-Ag-), hiicresel solunum
enzimlerinin inhibisyonuna sebep olduklar1 belirlenmistir. Bdylece, hiicre zar1 gegirgenligi
degisen ve solunumu bloke olan bakterilerin biiyiimesinin durdugu gézlenmistir (Kirmusaoglu ve

Cansiz, 2018).
2.10. Nanopartikiiller ile Yapilan Bitki Doku Kiiltiirii Calismalar:

Rostami ve Shahsavar (2009) calismalarinda, Murashige ve Skoog yar1 verim giiciindeki
(MS/2) besiyerinde “Mission’ zeytin ¢esidi tek bogumlu eksplant kiiltiirlerinde kontaminasyonun
giderilmesine yonelik nano-glimiis potansiyelini degerlendirmislerdir. Kiiltiirden otuz giin sonra,
enfekte olmus ve gelismis eksplantlarin yiizdeleri hesaplanmistir. Sonuglar, zeytin eksplantlarinin
yiizey sterilizasyonu i¢in 1 dakika boyunca %70 etanolden sonra 10 dakika boyunca %10
Clorox'un kullanilabilecegini gostermistir. Tamamlayici dezenfektan uygulamasi olarak
mikrokesikler cesitli nano-glimiis ¢ozeltilerine batirilmis veya kiiltiir ortamina nano-giimiis
eklenmistir. Mikro kesiklerin ¢esitli nano-glimiis ¢ozeltilere batirilmasi, i¢ kontaminasyonlari

kontrol etmede etkili olmus, ancak eksplantlarda ciddi yaralanmalara neden olmustur. Kiiltiir
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ortamina nano giimis (4 mg/L) eklenmesi, eksplantlarin biiylimesi ve i¢ kontaminasyonlarinin
kontrol edilmesinde zararli bir etki géstermemistir. Sonug olarak, bitki doku kiiltiir ortamlarinda
dezenfeksiyon maddesi olarak ¢ok diisiik konsantrasyonlarda nano-giimiis kullanilmasini tavsiye

etmislerdir.

Yang ve ark. (2010) tarafindan kedi nanesinin biiylimesini ve rosmarinik asit {iretimini
arttirmak i¢in, ¢esitli oksin veya poliamin konsantrasyonlari ile takviye edilmis ortamlarda sacakli
kok kiiltiirleri 15 giin boyunca biiyiitiilmiistiir. Ug oksin (0.1-1 mg/L IAA, IBA ve NAA), sagakli
koklerin biiylimesini ve rosmarinik asit tiretimini arttirmigtir. IBA en etkili oksin olarak
belirlenmistir. 0.5 mg/L IBA ile muamele edilen sacakli kok kiiltiirleri, en yiiksek biiyiime
seviyelerini (13.5 gr/L kiiltiirii) ve rosmarinik asidi (19.2 mg/g kuru agirlik) tiretmistir. Benzer
sekilde, putrescine en etkili poliamindir. 50 mg/L putrescine ile muamele edilen sagakli kdk
kiiltiirleri, en yliksek biiylime seviyelerini (13.3 g/L kiiltiirii) ve rosmarinik asidi (18.4 mg/g kuru
agirlik) dretmistir. Bu bulgular, eksojen oksinlerin ve poliaminlerin N. cataria'min sagakli kok

kiiltiirlinde biiyiimeyi ve rosmarinik asit {iretimini artirabildigini gostermistir.

Safavi ve ark. (2011) bakteriyel kontaminasyonun, bitki doku kiiltiirii prosediirlerinde
ciddi bir problem oldugunu belirtikleri caligmalarinda, nano glimiisiin (NS) bakteriyel
kontaminasyon ajanlarin1 yok etme potansiyelini degerlendirmeyi planlamislardir. Deney, NS'yi
MS ortamina bes oran (8, 10, 20, 50, 80 mg/L) katilacak sekilde hazirlanmistir. Eksplantlar MS
ortaminda kiiltiirlenmis ve dort farkli zaman dahilinde degerlendirilmistir (1, 2, 3, 4 hafta). Kiiltiir
ortamina nano giimiis (50 mg/L) eklenmesi ve mikroorganizma enfeksiyonunun kontroliinde tam
etkili oldugu belirlenmistir. NS'nin bitki doku kiiltiirii prosediirlerinde bakteriyel kontamine

edicilerin uzaklastirilmasi igin iyi bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Safavi ve ark. (2011) arastirmalarinda, nano giimiis (NS) ve nano dioksit titanyumun
(TiO2)’un bakteriyel kontamine edici maddeleri yok etme potansiyelini degerlendirmislerdir.
Aragtirmada, MS ortaminda NS ve TiO;’yi denenmistir. Titiin eksplantlari, modifiye MS
ortaminda kiiltiirlendi ve dort hafta sonra degerlendirildi. Bu arastirma, NS ve TiO'nin, tiitiin
bitkisi doku kiiltiirii prosediirlerinde bakteriyel kontamine edicilerin uzaklastirilmasi i¢in iyi bir

potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Shokri ve ark. (2013) tarafindan giil doku kiiltiiriiniin ana sinirlayici faktori olan bakteri
kontaminasyonlarinin 6nlenmesi amaciyla giimiis nanopartikiillerin etkisi arastirilmigtir. Calisma,

iki yaklagimla yapilmistir; birinci ¢alismada Nano-Giimiis, 0, 50, 100 ve 150 ppm
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konsantrasyonlarda kiiltiir ortamina ilave edilmis ve ikinci calismada Eksplantlar 0, 100, 200 ve
400 ppm konsantrasyonlarinda Nano-Giimiis ¢ozeltilerine daldirilmistir. Deneyler dort kere
tekrarlanarak gergeklestirilmis. Sonuclar, direkt olarak ortama eklenen 100 ppm
konsantrasyonunun bakteriyel kontaminasyonu ve fenolik eksiidasyon oranini azaltabilecegini
gostermistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra 20 dakika boyunca 200 ppm konsantrasyon islemi,
bakteriyel kontaminasyonunu kontrol altina almak i¢in en iyi daldirma islemi olarak
belirlenmistir. Yiiksek Nano-Giimiis konsantrasyonlari, eksplantlarin rejenerasyonlarini
yavaglatmistir ve bazi durumlarda eksplantlarin tahrip olmasina neden olmustur. Genel olarak,

Nano-Giimiisiin mantar kontaminasyonu iizerinde etkisi olmadigi belirlenmistir.

Arab ve ark. (2014) yaptiklari arastirmada Nano-Gimiisin (NS) antifungal ve
antibakteriyel aktiviteleri degerlendirmislerdir. Glimiis nano partikiillerin Badem seftali melezi
(G'N15) mikrogogaltimindaki kontaminasyonu kontrol etme potansiyelini degerlendirmek igin
iki ayr1 deney yapilmustir. Ik deneyde, bes farkli NS konsantrasyonu (0, 50, 100, 150 ve 200 ppm)
ve 3 farkls siire (3, 5 ve 7 dakika) igeren 15 uygulama calisilmustir. ikinci deneyde NS, 0, 50, 100,
150 ve 200 ppm konsantrasyonlar1 ile Murashige ve Skoog (MS) ortamina ilave edilmistir.
Sonuglar, 100 ve 150 ppm NS'in hem daldirma olarak hem de dogrudan kiiltiir ortamina
eklenmesinin, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda i¢ ve dis kirlenmeleri 6nemli 6lgiide azalttigini
gostermistir. NS'nin kiiltiir ortaminda kullanilmasi, mantar ve bakteri kontaminasyonunu
azaltmak i¢in daldirma isleminden daha etkili olmustur. Yiiksek NS konsantrasyonlari, G-N15
tekli diigimlerin canlilig1 {izerinde ters bir etki gostermistir ve bu etki, NS'e daldirilmis
eksplantlarda, tomurcuklarin ve bitkiciklerin rejenerasyonu ile ilgili dogrudan NS eklenmesinden
daha ciddi olmustur. Sonug olarak, odunsu bitkilerin, 6zellikle meyve agaglarinin yiiksek oranda
kontaminasyonu ve ayrica civa kloriiriin olumsuz cevresel etkileri nedeniyle NS ¢ozeltisi,
G-N15'in mikro-¢ogaltilmasinda diisiik riskli bir bakterisit olarak kullanilabilecegi ve gelecekte

civa kloriire uygun bir alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Helaly ve ark (2014) calismalarinda, muzun in vitro kiltiirlerindeki biyolojik
kontaminasyon edicileri ve Zn/ZnO nanopartikiillerinin kontamine edici bazi bakteri ve
mantarlar gidermesi ve rejenerasyon iizerine etkilerini test etmislerdir. Nanopargacik icermeyen
ortamda eksplantlarin 6liimiine yol agan dokuz bakteri susu; Cellulomonas uda, Cellulomonas
flarigena, Corynebacterium panrometabolum, Bacillus megaterium, Staphylococcus spp.,
Klebsiella spp., Erwinia cypripedii, Pseudomonas spp., Proteus spp. ve dort fungal kontamine

edici susu Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. ve Candida spp. tanimlamislardir.
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Muz in vitro kontaminasyonsuz kiiltiirleri, nano Zn ve ZnO partikiillerinin kiiltiir MS ortamina
uygulanmasinin bir sonucu olarak rejenerasyon iizerinde olumsuz bir etkisi olmadan elde
edilmistir. Nanopargacik dozlar arttirildiginda prolin ve SOD, CAT ve POX aktiviteleri belirgin
sekilde artarken kallus biiylimesi azalmistir. Somatik embriyojenezin en yiiksek yiizdesi, 100
mg/L nano Zn ve bunu takiben nano ZnO ile desteklenen MS ortaminda gézlenmistir. MS+100
mg/L nano Zn ve ZnO'da da miikemmel filizlenme, koklenme ve rejenere edilmis bitkicikler
gozlenmistir. Rejenere edilmis bitkicikler, deney siiresi boyunca (bir ay) yaklasik % 98
verimlilikle basarili bir sekilde iklimlendirilmistir. Nanopartikiiller ile muamele edilmis
somaklonlarda, kontrol grubundan daha fazla prolin, klorofil, antioksidan enzimlerin aktivitesi
artmig ve kuru agirlik birikimi saglanmistir. Sonug olarak, muz in vitro kiiltiiriindeki mikrobiyal
kontamine ediciler, nano Zn ve nano ZnO partikiillerinin biiylime ortamlarina farkli
konsantrasyonlarda eklenmesiyle etkili bir sekilde elimine edilebildigi, 100 mg/L dozun iyi
bigcimlendirilmis kok sistemleri ile bitkiciklerin rejenerasyonunu arttirmada en iyi etki gosterdigi,
nanopartikiillerin muzun in vitro kiiltiirlerinde genetik stabilite tizerindeki mekanizmalarini ve

yan etkilerini arastirmak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir.

Zaka ve arkadaslari (2015) tarafindan yapilan ¢alismada giimiis, bakir ve altin metalik
nanopargcaciklari ¢evre dostu bir yontem olan polioller islemi kullanilarak sentezlenmis ve tibbi
acidan dnemli bir bitki olan Eruca sativa'ya uygulanmistir. Bu nanopargaciklarin uygulanmasinin
etkileri, tohum ¢imlenme sikligi ve bitki dokularmin biyokimyasal parametreleri iizerinde
degerlendirilmistir. E. sativa tohumlari, cesitli nanopartikiiller siispansiyon (30 pg/ml)
kombinasyonlari ile birlestirilen Murashige ve Skoog (MS) ortami iizerinde ¢imlendirilmistir.
Fitotoksisite c¢aligsmasi, nanopartikiillerin endojen mekanizmalari manipiile ederek bitkilerde
stresi indiikleyebildigini gostermistir. Bu streslere cevap olarak, bitkiler antioksidan sekonder
metabolitler olarak bilinen c¢esitli savunma bilesikleri salgilamislardir. Bu bitkilerden tiireyen
sekonder metabolitlerin yaygin insan hastaliklarinin tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahip
oldugunu bildirmislerdir. Kiigiik boyutlu nanopartikiiller daha yiiksek toksisite seviyede ve artan
ikincil metabolit {iretimi, toplam protein icerigi, toplam flavonoid igerigi ve toplam fenolik igerigi

gosterdigini belirlemislerdir.

Zafar ve ark. (2016) calismalarinda, 500 ila 1500 mg/L arasinda degisen ZnO NP
konsantrasyonlarinin, Brassica nigra tohum c¢imlenmesini ve fide biiylimesini olumsuz olarak
etkiledigi ve ayrica antioksidan aktivitelerde ve enzimatik olmayan antioksidanlarda bir artisa

neden oldugunu bildirmislerdir. B. nigra'nin govde eksplantlarinin Murashige ve Skoog (MS)
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besiyerindeki diisiik ZnO NP (1-20 mg/L) konsantrasyon varliginda olusturulan kiiltiirleri, kalin
kok killariyla beyaz ince koklerin iiretilmesine neden olmustur. 10 mg/L ZnO NP'lerde
stirglinlerin ortaya ¢iktig1 da gézlenmistir. Gelistirilen kallus/kokler 10 mg/L'de %79 DPPH (2,2-
difenil-1-pikril hidrazil) radikal siipiirme aktivitesi gostermistir. Buna ek olarak toplam
antioksidan ve azaltici gii¢ potansiyeli ZnO NP'lerin varligindan da 6nemli dlglide etkilenmistir.
Ayrica, NP’lerin konsantrasyonuna bagli olarak enzimatik olmayan antioksidan molekiillerde
yani fenoliklerde (0.15 mg GAE/mg FW'ye kadar) ve flavonoidlerde (0.22 mg QE/mg FW'ye
kadar) bir artig gézlenmistir. ZnO NP'lerin, uygun ortamda kiiltiirlenmis eksplantlardan kokleri

indiikleyebildigi ve degerli ikincil metabolitlerin iiretimi i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Tez galigmasi Kiitahya Dumlupinar Universitesi, Biyoloji Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari, Kiitahya’da ger¢eklestirilmistir. Arastirmada tibbi ehemmiyete Sahip Nepeta
cataria L. bitkisi kullanilmistir. Bitkinin tohumlar1 Kiitahya Hekim Sinan Tibbi Bitkiler
Arastirma Merkezi’nden tedarik edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Arastirma materyalini olusturan Nepeta cataria L. tohumlari.
3.1. Besin Ortamm

Bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda besin komponenti se¢imi arasgtirmanin Onemi
agisindan ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Bu arastirmada Murashige ve Skoog (MS) besin
ortami1 kullanilmistir (Murashige ve Skoog,1962) (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. MS besin ortaminin igerigi (mg/L), (Babaoglu vd., 2002:).
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Komponentler

Kiiltiir Ortamindaki Konsantrasyon (mg/L)

Makro Elementler MS
NH4NOs 1650
KNOs 1900
CaCl2.H:0 440
MgSQ47H,0 370
KH2.PO4 170
Mikro Elementler MS
Kl 0,83
Hs;BO3 6,2
MnS0,4H,0 22,3
S04 7H20 8,6
Na:Mo0042H.0 0,25
CuS0O45H:0 0,025
CoCl2.6H:0 0,025
Na.EDTA 37,3
FeSO..7H.0 27,8
Organik Bilesikler MS
myo-inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCL 0,5
Thiamin- HCL 0,1
Glisin 2,0
Siikroz 30.000
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3.2. Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

MS besin  ortaminin  hazirlanmasimin ~ birinci  basamagi, stok soliisyonlarin
hazirlanmasidir. Stok soliisyonlar, fazla miktarda bilesikten olusan kiiltiir ortaminin hazirligini
basitlestirmek amaciyla yapilirlar. Stok soliisyonlar makro besin elementleri, mikro besin
elementleri, vitaminler ve bitki biiylime diizenleyicileri olarak gruplara ayrilirlar (Cizelge 3.2.).

Hazirladigimiz stok soliisyonlar +4°C’ de saklanmuslardir.

Cizelge 3.2. MS stok soliisyonlar1 igerigi (gr/100mL) (Kogaliskan, 2017:37)

STOK A Glisin 0,04
Nikotinik asit 0,01
Pridoksin-HCL 0,01
Thiamin- HCL 0,04 0,002
Myo-inositol* -
STOK B NH4NOs 33
STOK C* KNO3 -
STOK D Na;EDTA.2H,0 0,746
FeS04.7H.0 0,556
STOK E CaCl2.H;0 8,8
STOKF KH2PO4 34
STOK G HsBO3 0,124
Na;Mo00s.2H,0 0,005
CoCl,.6H,0 0,0005
Kl 0,0166
STOKH MnS04.H,0 0,338
MgS0..7H.0 7.4
Cu SO4.5H:0 0,0005
Zn SO4.7H0 0,1725

*Tabloda belirtilen kimyasal maddelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmamis MS ortama dogrudan

eklenmislerdir.
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3.3. MS Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi (1 Litre Icin)

Bir litrelik bir beherin igerisine stok ¢ozeltilerinden A, D, E, F, G ve H’den 5’er mililitre

¢ekilerek aktarilmustir.

Beherin igerisine, hassas terazide 30g r sakkaroz,1.9 gr KNO; ve 0.1 gr myo-inositol

tartilarak eklenmistir.

Cozeltinin hacmi bir litre oluncaya kadar {izerine saf su eklenmistir.

Cozeltinin pH’s1 5,7-5,8 olacak sekilde 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCl ile ayarlanmustir.
MS besin ortaminin yari kati halini almasi igin 7 gr/L agar eklenmistir.

Hazirlanan ¢6zelti, homojen dagilim gosterinceye kadar, 1siticili manyetik karistiricida

kaynatilmigtir.
Besin ortamu, 175 mL’lik kavanozlarin igerisine 30’ar mL bolistiiriilerek aktarilmigtir.

Kavanozlarin kapaklart kapatilip, kavanozlar buzdolab: posetlerine konulduktan sonra

posetlerin agz1 kapatilmistir.

Son asamada ise besin ortami, otoklav ile steril edilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. MS besin ortami hazirligi.
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3.4. Doku Kiiltiirlerinde Besin Ortamlarinin Icerigi
3.4.1. Doku Kkiiltiirlerinde besin ortamlarinin iceriginde bulunan maddeler

e Su: Doku kiiltiirlerinde besin ortaminin %95’ini su olusturmaktadir bu yiizden besin
ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilacak suyun kalitesi yiiksek olmalidir. Musluk suyu
besin ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilamaz c¢ilinkii musluk suyu, miktar1 belli
olmayan oranlarda ¢esitli katyonlar1, anyonlari, organik maddeleri, partikiilleri, zararlt
gazlar icermektedir. Besin ortamlarinda kullanilacak suyun bu maddelerden tamamen
arindirilmis olmasi gerekmektedir. Besin ortamlarinin hazirliginda kullanilacak su en
azindan deiyonize su olmalidir ki deiyonize suyun da daha sonra iki kez destile edilmesi

daha ideal olandir.

e Makro ve mikro elementler: Besin ortamlarinda makro elementler; N (25-60mM), K
(20-30mM), P, Ca, S ve Mg (1-3mM) ve mikro elementler; Fe, Mo (1uM), I (5uM), Zn
(5-30uM), Mn (20-90uM), B (25-100uM), Cu, Co (0.1uM) bulunur. Makro elementler
milimol diizeyinde ilave edilirken mikro elementler mikromol diizeyinde ortamlara
katilir. Bu elementlerin kullanim miktarlar1 farkli arastiricilar tarafindan gelistirilmis
besin ortami regetelerinde degisiklik gostermektedir ve bu recetelerden hangisinin
kullanilacagi bitki tiirli, doku kiiltiiriiniin tipi, eksplant kaynag1 gibi ¢esitli faktorlere
baglidir.

e Vitaminler: Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitkilerde
biiylimeyi ve gelismeyi olumlu yonde etkilerler. Thiamin (B1), nikotinik asit, pyridoksin
(B6) ve myo-inositol doku kiilkiirli ortamlarinda sik¢a kullanilmaktadirlar. Farkli besin
ortamlarinda thiamin ve pyridoksin 0.1-10 mg/L; nikotinik asit 0.1-5 mg/L, myo-inostol
50-5000 mg/ | dozlarinda kullanilmaktadir. Biotin, folik asit, askorbit asit, pantotenik asit
(B5), tokoferol (E vitamini), riboflavin (B2) ve paminobenzoik asit ise besin ortamlarinda

kullanilan diger vitaminlerdir.

e Amino asitler: Hiicre gelisimini uyarmak i¢in kullanilan organik azot kaynaklaridirlar.

Glisin (2mg/L), L-glutamin, L-asparagin (100mg/L) sik¢a kullanilan amino asitlerdir.

o Kompleks organik maddeler: Kazein hidrolizat (%0.05-0.1), hindistan cevizi stitii (%5-
20), maya ekstraktlari, malt ekstraktlar1 vb. kompleks maddeler de kimi kiiltiirlerde



27

kullanilmaktadir. Bu maddelerin zararli etki olusturmamasi i¢in kullanmadan once test

edilmeleri 6nemlidir.

e Aktif karbon: Kiiltiirlerde olumsuz etki yapabilecek toksik maddeleri (fenolik bilesikler
gibi) absorbe eder ve kiiltiirlerde karanlik kosul olusturulmasini saglar (koéklendirme).

Besin ortamlaria % 0.2-3 dozlarinda aktif komiir katilabilmektedir.

e Biiyiimeyi diizenleyici maddeler: Doku kiiltiirlerinde oksinler, sitokininler ve giberellik
asit (GAs) en fazla kullanilan bitytimeyi diizenleyici maddelerdir. Absisik asit (ABA) ve
etilen de nadir olmakla birlikte doku kiiltiirlerinde kullanilabilen diger biiylimeyi

diizenleyici maddelerdendir.

e Karbon ve enerji kaynagi: Doku kiiltiirlerinde eksplantlar heterotrof (kendi besinlerini
yapamayan) olduklar icin enerji kaynagi olarak besin ortamlarinda sekere ihtiyag
duyarlar. En fazla sakkaroz bu amagla kullanilmaktadir. Kullanim dozu kiiltiir tipine gére
degismekle birlikte %1-5’dir. En fazla %3 dozunda kullanilmaktadir. Sik olmamakla
birlikte glikoz, maltoz ve fruktoz da bu amacla kullanilabilen diger sekerlerdir. Manitol
ve sorbitol gibi alkol sekerleri bitki dokularinda metabolize edilemezler ve bunlar

genellikle protoplast kiiltiirlerinde ozmotik dengeleyici olarak kullanilirlar.
3.5. Besin Ortamumin Sterilizasyonu

Besin ortamlar1 121°C, 1.06 kg/cm? basing altinda, 15 dk otoklav ile sterilize edilmis.

Besin ortamlar1 oda sicakliginda sogutulduktan sonra karanlikta muhafaza edilmislerdir.
3.6. Steril Kosullarin Olusturulmasi ve Devam Ettirilmesi

Kiiltiir islemlerinin uygulandig1 bitki biiyiitme dolabi ve bitki biiylitme odasi ticari
camasir suyu ile diizenli olarak silinmistir. 150 adet kavanoza transfer islemlerine baslamadan
once steril kabinin yiizey sterilizasyonu, % 70 ethanol ile yapilmig ardindan 15 dk siire ile UV
lamba galistirilarak yapilmistir. Yapilan uygulamalarda kullanilan beher, petri, kavanoz, pens,
bistiiri, siizgeg, pecgete gibi ekipmanlar aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra buzdolabina
posetine konulmus 121°C, 1.06 kg/cm? basing altinda, 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Sterilizasyonun kontrolii igin otoklav bandi kullanilmistir. Calisma esnasinda ellerden gelebilecek
her tirli kontaminasyonu 6nlemek maksadiyla uygulamaya baslanmadan 6nce eller %70lik

ethanol ile steril edilmistir.
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3.7. Giimiis Nanopartikiillerin Yesil Sentezi

Giimiis nanopartikiillerin sentezi ODTU Kimya Béliimii Arastirma Laboratuvarlarinda
gergeklestirilmistir. AgNP’ler yesil ¢ay (Cammelia sinensis) yaprak ekstresi kullandigimiz yesil
bir yontemle sentezlenmistir. Yesil cay ekstresi, deiyonize suda 70 °C'de 2 g ¢ay yapragi ile klasik
demleme metodu ile elde edilmistir. 200 mg/L Ag(I) igeren karisim ve 6ziit 24 saat inkiibe edilmis
ve nanoparcaciklar 10 dakika siireyle 5000 rpm'de santriflij ile dondiiriilmistir. Cokeltilmig
AgNP'ler daha sonra 25 mL deiyonize su iginde dagitilmistir. AAS analizine (Atomik
Absorbsiyon Spektrometresi) gore dagilmis pargaciklarin konsantrasyonu 158 mg/L olarak

belirlenmistir.

3.8. Sterilizasyon islemlerinde Kullamlan Nanopartikiil Soliisyonlarinin

Hazirlanmasi
Uygulamalar ppm (mg/L)
1. Konsantrasyon 0
2. Konsantrasyon 50
3. Konsantrasyon 75
4. Konsantrasyon 100
5. Konsantrasyon 125
6. Konsantrasyon 150

3.9. N. cataria Tohumlarmmin Giimiis Nanopartiikiiller ile Sterilizasyonunun

Etkisinin Arastirilmasi

Nepeta cataria tohumlari yiizey sterilizasyonu islemleri i¢in birbirinden ayr1 15 adet sargi
bezlerinin igerisine alinip, zimba ile kapatilmistir. Bu tohumlar %70’lik etil alkolde 3 dk, 4 farkh
konsantrasyonlardaki; O ppm, 75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm giimii§ nanopartikiil
cozeltilerinde 5 dk, 15 dk ve 20 dk bekletilip steril edildikten sonra 3 seri saf su igerisinde 3’er dk
bekletilerek durulanmustir. Steril pegete iizerine ¢ikartilip, sargi bezinden zimbalar ¢ikarilip fazla
suyu giderilen tohumlar MS besin ortami igeren kavanozlara aktarilmistir. Kavanozlar iizerine
ekilen materyalin adi, numarasi1 ve tarih yazilarak etiketlenmis, bitki biiyiitme dolabina

kaldirilmigtir.
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Sekil 3.3. Steril kabinde Nepeta cataria L. tohumlarinin AgNP ¢ozeltileri ile sterilizasyonu.
3.10. Istatistik Calismalar

Veriler tesadiif parselleri deneme desenine goére bes tekerriirlii olarak yapilmustir.
Uygulamalardan elde edilen veriler, SPSS 16.0 istatistik programi (SPPSS Inc., Chicago, USA)
kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Nanopartikiiller ile Tohum Sterilizasyonu

Tez caligmasinda farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanan AgNP’lerin N. cataria
tohumunun in vitro sterilizasyonu ve ¢imlenmesi iizerine etkisi arastirtlmistir. Bu amagla bes
farkli; 0 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm konsantrasyonlarda ve ii¢ farkli; 5 dk, 10 dk,
20 dk stirede uygulamalar yapilmistir. Yapilan uygulamalar neticesinde gozlemler yapilmis elde
edilen veriler istatiksel olarak karsilastirilmistir. Tohum ¢imlendirilme islemleri sonucunda ilk
¢imlenme on ikinci giin gorilmiistiir. Yapilan gozlemler sonucunda ¢imlenme oranit %31 olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.1. Nepeta cataria tohumlarinda gézlenen gimlenmeler.
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Sekil 4.2. Nepeta cataria tohumlarinin ¢imlenmis hali.

Tohumlara yapilan nanopartikiil uygulama siireleri ¢imlenme performanslart {izerine
anlaml bir fark gostermektedir (Cizelge 4.1) (Fs-145 zaman = 5.828, p< .05). Hangi zaman dereceleri
arasinda fark oldugunun belirlenmesi icin ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey HSD
yapilmistir. Tohumlara uygulanan farkls siirelerdeki nanopartikiil sterilizasyonu iglemlerinden 20
dakikalik uygulamanin (X = 4.16) ¢imlenme iizerine olumlu etkisinin 5 (X = -.22) ve 10 (X = -
.26) dakikalik uygulamalardan daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Tohumlara yapilan nanopartikiil
konsantrasyonlariin tohumlarin ¢imlenme performanslar1 iizerine etkileri istatistiksel olarak

anlamli bir fark gostermemistir [F3.ags konsantrasyon = 2.319, p>.05].

Cizelge 4.1. Uygulanan nanopartikiil konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria tohumlarimin

¢imlenme performanslarina etkilerine iligkin ANOVA sonuglart.

Degisken Alt- N Ort. Ss. Sd. F p

Grup
Cimlenme Konsantrasyon 0 30 026 044 4-145 2319 .06

75 30 020 0.40
100 30 010 0.30
125 30 036 049
150 30 036 049

Zaman 5 50 032 047 2-147 5.828 .004*
10 50 036 048
20 50 010 0.30

p<.05
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Tohumlara yapilan nanopartikiil uygulamalari1 tohumlarda gézlenen kontaminasyonlarin

konsantrasyon ve zaman degiskenlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermektedir

(Cizelge 42) (F4.145 Konsantrasyon = 6496, p< 05, F4-145 Zaman — 6133, p< 05) Hangl Zaman dEI’ECE|EI’I

arasinda fark oldugunun belirlenmesi igin ¢oklu kargilastirma testlerinden Tukey HSD

yapilmigtir. Tohumlara uygulanan farkli siirelerdeki nanopartikiil sterilizasyonu iglemlerinde

kontaminasyon degerleri Konsantrasyonu 0 (X = .53) olan uygulama, 100 (X = .40) ve 75 (X =

.36) olan uygulamalardan daha yiiksek diizeydedir. Zaman agisindan bakildiginda 5 dakikalik

uygulamanin (X = - .30) 20 dakikadan daha yiiksek kontaminasyon degeri verdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Uygulanan nanopartikiill konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria

tohumlarinda gozlenen kontaminasyona etkilerine iliskin ANOVA sonuglari.

Degisken Alt- N Ort. Ss. Sd F p
Grup
Kontaminasyon  Konsantrasyon 0 30 070 049 4-145 6.496 .00*
75 30 016 0.37
100 30 033 047
125 30 030 046
150 30 043 0.50
Zaman 5 50 024 043 2-147 6.133 .003
10 50 0.38 0.49 *
20 50 054 050

p<.05

Sekil 4.3. Nepeta cataria L. tohumlari ekilmis kavanozlarda gozlenen kontaminasyonlar.
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Sekil 4.4. Nepeta cataria L. tohumlari ekilmis kavanozlarda gozlenen kontaminasyonlar.

Tohumlara yapilan nanopartikiil uygulamalarinda gozlenen fungus kontaminasyonu

konsantrasyon ve zaman degiskenlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermektedir

(Cizelge 3.3) (Fs-145 konsantrasyon = 6.039, p< .05; Fs-145 zaman = 5.026, p< .05). Fungus kontaminasyon

degerleri 0 konsantrasyon 75 Konsantrasyondan (X = .47), 125 konsantrasyondan (X = .43) ve

100 konsantrasyondan daha yiiksek ortalama degere sahiptir. 5dk zaman dilimi 20 dk zaman (X

= -.26) diliminden daha yiiksek ortalama degere sahiptir.

Cizelge 4.3. Uygulanan nanopartikiill konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria

tohumlarinda gézlenen fungus kontaminasyona etkilerine iliskin ANOVA sonuglart.

Degisken Alt- N Ort. Ss. Sd. F P
Grup
Fungus Konsantrasyon 0 30 .16 .37 4-145 6.039 .0*
Kontaminasyon 75 30 0 0
100 30 .06 .25
125 30 .13 .34
150 30 .10 0.30
Zaman 5 50 .06 .23 2-147 5.026 .008*
10 50 .10 .30
20 50 .12 .32
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Tohumlara yapilan nanopartikiil uygulamasinda tohumlarda gbzlenen bakteri
kontaminasyonun konsantrasyon ve zaman degiskenlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermemektedir (Cizelge 4.4) (Fs-145 konsantrasyon = 1.461, p>05; Fa.145 zaman = 0.55, p> .05).

Cizelge 4.4. Uygulanan nanopartikiill konsantrasyon miktar ve siirelerinin N. cataria

tohumlarinda gézlenen bakteri kontaminasyona etkilerine iligkin ANOVA sonuglart..

Degisken Alt- N Ort. Ss. Sd. F p
Grup
Bakteri Konsantrasyon 0 30 .60 49 4-145 1.461 218
75 30 13 .34
100 30 .26 44
125 30 : .37
150 30 .16 47
.33
Zaman 5 50 .16 37 2-147  0.553 577
10 50 32 47

20 50 42 49
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki doku kiiltiiriinde basar1 saglanabilmesi i¢in sterilzasyon igleminin etkili bir sekilde
yapilmasi gerekir. Aksi halde in vitro ¢alismalarda kullanilan bitkisel materyallerin yiizeylerinde
viriis, bakteri ve mantarlarin bulunmasi besin ortaminda kontaminasyona ve kiiltiir ortamindaki
bitki materyallerinin 6liimiine neden olabilir (Ramalashmi vd., 2018). In vitro ¢alismalarda her
bitkinin yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan arindirilabilmesi igin gerekli
sterilizasyon tipi, siiresi ve miktar1 farklidir. Sterilizasyonunda kullanilacak yonteme gore
sodyum hipoklorit, etil alkol, giimiis nitrat vb. kimyasallar kullanilabilir (Bharti vd., 2018; Murthy
vd., 2019). Giiniimiizde nanoteknolojik uygulamalarinin ve kullanim alanlarinin artmasiyla
birlikte nanomateryallerin yiizey sterilizasyonu amaciyla kullanildigi bir¢cok calisma
bulunmaktadir. Son ¢alismalar, eksplantlarin NP'lerle yiizey sterilizasyonu ile mikrobiyal
kontaminasyonun 6nemli 6lgiide azalttigimi gostermistir (Mandeh vd., 2012; Taghizadeh ve Solgi,
2014). NP'lerin doku kiiltiiri ortamuna eklenmesi, bakteriyel kontaminasyonu ortadan kaldirabilir ve

eksplantlarin morfogenetik potansiyelini artirabilir.

Tez c¢aligma sonuglarinda nanoboyutundaki giimiisiin doku kiiltiirii  kosullarinda
kontaminasyonu engelleyebildigi belirlenmistir. Genel olarak, yiizey sterilizasyonundan AgNP
cozeltilerinin kullanilmasi, N. cataria tohum ¢imlenme ve gelisim karakterleri izerinde herhangi
bir olumsuz etki olmadan funguslarin kontrolii tizerinde kabul edilebilir bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, bakteriyel kontaminasyonu kontrol etmek ile birlikte uyuglanan
konsantrasyonlar arasinda fark belirlenememistir. Yapilan gozlemler sonucunda nanopartikiil
uygulamasinin yapraklarda irilesme bitki boyunda uzama ve gdévde kalinlagmasi seklinde

morfolojik degisiklikler yaptig1, bitkinin gelisimini de olumlu etkiledigi gozlemlenmistir.

Bu ¢alismada N. cataria bitkisinin tohumlarinin in vitro ¢gimlendirilmesi amactyla yapilan
nanopartikiil uygulamalarindan 150 ppm ve 20 dakikalik uygulamanin basarili oldugu
belirlenmistir. N. cataria bitkisinin tohumlarinin AgNP ile steril edilerek in vitro kosullarda steril

edildigi ilk ¢aligmadir.

Nanopartikiillerin in vitro kiiltiir ¢alismalarindaki sterilizasyon yeteneklerinin

belirlenmesi konusunda yapilacak daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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