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OZET
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MAGNEZYUM NANOPARCACIKLARININ YEM BORULCESININ (Vigna
unguiculata L. Walp ) IN VITRO REJENERASYONU UZERINE ETKISININ
BELIRLENMESI
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Giimiishane Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Melih OKCU
2020, 50 sayfa

Bu c¢aligma farkli dozlardaki MgO NP’nin yemlik boriilce c¢esidinde in vitro
rejenerasyona etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Arastirmada magnezyum
nanopartikiillerinin farkli dozlar1 yer almistir. Arastirma Tam sansa bagh faktoriyel
deneme desenine gore, analiz 4 tekerriirlii olarak yapilmistir. Arastirmada Morfogenesis,
Kallus olusum oranmi (%), Siirgiin Sayis1 (adet), Siirgiin Olusum Orani (%), Siirgiin
Uzunlugu (cm), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Kok olusum orani (%), Eksplant
basina kok sayisi (adet), Kok uzunlugu (cm) gibi karakterler incelenmistir. Elde edilen
bulgulara goére boriilce bitkisine uygulanan farkli dozlardaki MgO NP’nin tiim karakterler
tizerine etkisi 6nemli bulunmustur. Morfogenesis’de en iyi sonuglar Mg3NP (185 mg),

Mg4NP (370 mg) ve Mg5NP (555 mg) uygulamalarindan elde edilmistir. Siirgiin olusum
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oraninda dozlar karsilastirildiginda en fazla siirgiin olusum oran1 %82.50 ile Mg5NP (555
mg) uygulamasi ve %72.50 ile Mg4NP (370 mg) uygulamasindan elde edilmistir. Siirglin
sayisi, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugunda en yiiksek degerler sirasiyla
61.25 (adet),17.50 (adet) ve 2.075 (adet) ile Mg4 (370 mg) uygulamasindan elde edilmistir.
Kok olusum oraninda en yiiksek degerler Mgl (kontrol) %27.50, Mg2 (370 mg) %27.50 ve
Mg4NP(370 mg) %22.50 uygulamalarindan elde edilmistir. Eksplant bagina kok sayisinda
6.75 (adet) ile Mg2 (370 mg), Kallus olusumunda %10 ile Mg5NP (555 mg) ve %9.50 ile
Mg4NP (370 mg) uygulamasi ve Kok uzunlugunda ise 1.575 (cm) ile Mg2 (370 mg)
uygulamasi en yliksek degerleri vermistir.

Sonug olarak; Incelenen parametreler icerisinde Mgd4NP (370 mg) uygulamasi en
iyl sonucu vermis ve daha sonraki calismalar i¢in tavsiye edilebilecegi kanaatine

varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Boriilce, MgO nanopartikiilleri, Vigna unguiculata L. Walp, Siirgiin,
Kok Olusumu.



ABSTRACT
MS THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECT OF MAGNESIUM NANOPARTICLE ON
THE IN VITRO REJENERATION OF COWPEA FORAGE (Vigna Unguiculata L.
Walp)

Rabia KOCAK

Gumushane University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Melih OKCU
2020, 50 pages

This study was carried out to determine the effect of different doses of MgO NP on
in vitro regeneration in cowpea forage variety. Different doses of Magnesium nanoparticles
were included in the research. The research was conducted in 4 recurrence according to the
factorial experimental designs based on full chance. In the study Morphogenesis, Callus
formation rate (%), number of shoot (pcs), shoot formation rate (%), shoot length (cm),
shoot number per explant (pcs), root formation rate (%), number of roots per explant (pcs),
root length (cm) were examined.

According to the findings, the effect of different doses of MgO NP applied to the
cowpeas on all characters was found to be significant. The best results in morphogenesis
were obtained from Mg3NP (185 mg), Mg4NP (370 mg) and Mg3NP (555 mg). When the
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doses were compared in terms of shoot formation rate, the highest shoot formation rate was
obtained from Mg5NP (555 mg) application with 82.50% and Mg4NP (370 mg)
application with 72.50%. The highest rates in shoot number, number of shoots per explant
and shoot length were obtained respectively from Mg4 (370 mg) application as 61.25 (pcs)
17.50 (pcs) and 2.075 (pcs). The highest rates in root formation ratio were obtained from
Mgl (control) 27.50%, Mg2 (370 mg) 27.50% and Mg4NP (370mg) applications. Mg2
(370 mg) application with 6.75 (pcs) in root number per explant, Mg3NP (555 mg)
application with 10% and Mg4NP (370 mg) application with 9.50% in callus formation
and Mg2 (370 mg) application with 1.575 (cm) in root length have given the highest rates.
As a result, among the parameters examined, Mg4NP (370 mg) application has given
the best result and it has been concluded that it can be recommended for the subsequent

studies.

Keywords: Cowpea, MgO nanoparticles, Vigna unguiculata L.Walp, Root Formation,
Shoot.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Boriilce (Vigna unguiculata L.Walp) ozellikle Afrika, Gliney Amerika, Asya ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde oldukca yaygin tek yillik bir bitki olup, diinya genelinde
en O6nemli baklagil bitkilerinden birisidir (Xiong vd., 2016). Fakir topraklarda gelisme
kabiliyetine sahip olan ve azot fiksasyonu yardimiyla kendinden sonra gelen iiriiniin
verimini artiran iyi bir 6n bitkidir (Miller vd., 1984; Pemberton ve Smith, 1990).

Bitkisel kaynaklardan elde edilen protein diinya protein ihtiyacinin %70’ni
olusturmaktadir. Bu protein kaynaklarmin %66’n1 tahillar, %48.5’ ni yemeklik tane
baklagiller, %15.5’ni ise diger bitkisel kaynaklar olusturmaktadir. Hayvansal igerikli
besinlerin pahali olmasi, tahil proteininin bazi aminoasitleri siirli oranda ihtiva etmesi,
protein gereksinimlerinin giderilmesinde yemeklik tane baklagilleri vazgegilmez bir
alternatif konumuna getirmistir (Sehirali, 1988).

Insan beslenmesinde yesil sebze ve kuru tane olarak, hayvan beslenmesinde yem
bitkisi olarak da degerlendirilen boériilce, baklagil familyasina ait olup taze baklalarinda
%2.0-4.3, taze tanelerinde %4.5-5.0 protein bulunur. Olgunluga ulagmis kuru halde boriilce
tanelerinde protein kapsami gesit ve ¢evre sartlarina bagl olarak %20.42-34.60 arasinda
degisiklik gostermektedir. Bunun yanisira taneleri %50-67 oraninda karbondirat, %1.3 yag,
%3.9 seliiloz ve %3.6 oraninda kiil ihtiva eder (Sehirali, 1988). Tohumlarindaki protein,
tahil tohumlarina gére Lysine ve Tryptophan aminoasitleri bakimindan zengin, hayvansal
proteinlere gore Methionine ve Cystine agisindan ise yetersizdir (Davis vd., 1991).

Ulkemizde 2019 yil1 itibariyle, 13.084 dekar alanda 1.392 ton bériilce iiretilmis ve
106 (kg/dekar) verim alinmistir (URL-1, 2019). 2019 y1l1 verilerine gore il bazinda Manisa
7240 dekarlik alanda 685 ton iiretim ile ilk siray1 alirken, bu ilimizi 2290 dekarlik alanda
232 ton iretim ile Usak, 1621 dekarlik alanda 233 ton iiretim ile Mugla, 610 dekarlik
alanda 61 ton tUretim ile Denizli, 400 dekarlik alanda 68 ton iiretim ile Balikesir, 382
dekarlik alanda 54 ton iiretim ile izmir, 231 dekarlik alanda 20 ton iiretim ile Isparta, 90
dekarlik alanda 5 ton iiretim ile Aydin, 75 dekarlik alanda 13 ton iiretim ile Hatay, 70
dekarlik alanda 7 ton iiretim ile Kiitahya, 55 dekarlik alanda 12 ton {iretim ile Canakkale ve

20 dekarlik alanda ise 2 ton iretim ile Tekirdag takip etmistir (URL-1, 2019).



Bortilce bitkisinde tane verim Kayiplarina neden olan faktdrler; yabanci otlar, bocek
zararlilar1 ve hastaliklar1 gibi biyotik faktorler ile kuraklik ve sicaklik gibi abiyotik
faktorlerdir (Singh vd., 1997). Yetistiricilikte bu gibi olumsuz etkenler, hem verimi
diisiirmekte hem de zararin c¢ok yogun oldugu yerlerde iireticiler bu gibi iirlinleri
yetistirmekten vazgecmektedirler. Dolayisiyla bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in klasik
yontemler yetersiz kalmaktadir ve hizli bir sekilde bunlarin giderilmesi i¢in biyoteknolojik
metodlarin daha ileri seviyelere getirilmesi gerekmektedir (Cubero ve Hernandez, 1991;
Weigand ve Bishara, 1991; Ondrej ve Hunady, 2007). Baklagiller rejenarasyon ve
transformasyon i¢in ‘inat¢1’ (rekalsintrat) kabul edilir. Genel anlamda rejenerasyon biiyiik
bir sorun olusturmaktadir. Baklagillerde ¢ok sayida klasik ve biyoteknolojik caligma
yapilmasina ragmen nanoteknoloji konusunda nano pargaciklarin etkisinin arastirilmasi
lizerine ¢ok az sayida ¢alisma yapildigr goriilmektedir.

‘Nano’ kelimesi Yunan dilinde ciice anlamina gelir ve herhangi bir fiziksel
biiyiikliigiin bir milyarda biri olarak ifade edilir. Metrenin milyarda biri olarak tanimlanan
1 nanometre (nm), ayni zamanda 6 karbon atomu veya 10 su molekiiliiniin eninden
olustugu ifade edilmektedir.insan saginin bir telinin yaklasik 80.000 nm ve kirmizi kan
hiicresinin ise 7.000 nm genisliginde oldugu bildirilmektedir (Sahoo vd., 2007).
Nanoteknoloji teriminin, atomlarin ve molekiillerin, molekiiler boyutlarda yeni malzeme
ve cihazlarn iiretilmesiyle kontrol edilebilecegini ilk kez 1959 yilinda iinlii fizik¢i Richard
Feyman tarafindan sdylendigi ‘Asagida herkese yetecek yer var’ ifadesiyle ortaya ¢iktigi
diigiiniilmektedir (Feyman, 1960; Sahoo vd., 2007) . Ayrica bu terimin 1974 yilinda
Profesor Tanguchi vd ., (1974) tarafindan popularize edildigi ifade edilmektedir (Bulovic
vd., 2004).

Mutlidisipliner bir bilim dali olan nanoteknoloji, nano boyutta malzemeleri kontrol
eden, bilim ve teknolojiyi icerisine alan bir bilim dalidir (Arnall, 2003). Bir baska deyisle,
boyut olarak 100 nanometreden kii¢iik maddelerin oldugu ve bunlarin kontrol edilerek
atomik seviyede degistirilip, kullanisli hale getirilmesi olarak tanimlanir (Bergeson, 2004).
Cok farkli alanlarda gelisen disiplinlerarasi bir arastirma sahasi olan nanoteknoloji, tarimda
bitki koruma ve beslenmede, tarimsal uygulamalarda pestisit dagitimini, nanosensorleri,
pestisit bozulmasini, mikro besinlerin kullanimini kapsamaktadir (Ghormade vd., 2011).

Boyuta bagh olarak ayn1 malzemelerin biiyiik par¢aciklari ile kiyaslandiginda nano
malzemeler iistlin ve yeni 6zellikler gosterebilmektedir. Genis bir alanda nanomalzemeler

veya parcaciklar, yeryiiziinde fitokimyasal {irlinler, volkanik iiriinler ve egzoz dumanlari



gibi dogal olarak bulunabilmektedirler (Enderby vd., 2004; Yazici, 2009). Tozlar veya
pargaciklar olarak bilinen ve boyutlart 1-100 nm araliginda olan nano parcaciklar, nano
boyutlu malzemelerin ve nano teknolojinin temelini olustururlar (Ates, 2017). Yeni nesil
nano teknoloji iiriinii malzemeleri olan nano pargaciklar, sistemlerin fonksiyonelliginde
biiyiik bir gelisim saglarlar. Boyutlarinin kiigiik olmasi, malzemelerin hacimsel yapilari ile
karsilagtirildiginda distiin 6zellik olarak degerlendirilmektedir (Yazici, 2009; Lines, 2008;
Dogan, 2007).

Sahip oldugu fustiin oOzellikler sayesinde nano pargaciklar, katalizorler, tip,
elektronik, boya sanayii, ambalaj, biyo sensorler, kozmetik, biyomiihendislik, otomobil,
tekstil gibi alanlarda kullanilmaktadir. Tipta gen tedavisinde, kanser hastaliklarinin erken
teshis ve tedavisinde, hedefe yonelik ilag taginimi gibi ¢ogu alanda nanopargaciklar bilim
insanlarina imkan tanimaktadir. Tip alanin yanisira mithendislik bilim dallarindada aktif
bir bigimde kullanilmaktadir (Mbonyiryiviize vd., 2015). Tarimin siirdiiriilebilir biiyiimesi,
yeni, akilli ve yenilik¢i tekniklerle nanoteknoloji sayesinde biiyiik dl¢iide hizlandirilabilir
(Tilman vd., 2002; Prasanna ve Hossain, 2007; Ditta, 2012; Mishra vd., 2014).

Nanoteknoloji, ¢evresel faktorlerin ve hedeflenmis eylemlerin izlenmesi yoluyla
minimum kimyasal girdiyle (yani, giibreler, bocek ilaglari, herbisitler, vb.) iiretimi en {ist
diizeye c¢ikarmaya odaklanan hassas tarim {izerinde onemli bir etkiye sahip olabilir
(Hussein vd., 2005). Bu durum toprakta ve suda agrokimyasal birikiminin kisitlanmasini
saglar (De-Legue ve Rubiales, 2009; Rickman vd., 2003). Bilgisayarlar, kiiresel uydu
konumlandirma sistemleri ve uzaktan algilama cihazlar1 hassas tarimda yiiksek diizeyde
yerellestirilmis ¢evresel faktorleri Olgmek i¢in kullanilmaktadir. Boylece bitkilerin
maksimum verimlilikle biiyliylip bliyiimedigini bilmek veya sorunlarin dogasin1 ve yerini
kesin olarak belirlemek i¢in yardimci olacaktir. Bu teknoloji tarimsal atiklari ve cevre
kirliligini en aza indirmeye yardimci olarak toprak sagligini ve kosullarini korumak igin
etkili yontemler sunar (Raliya vd., 2017; Duhan vd., 2017). Nanoteknolojik yaklasimlar
hassas tarimin isleyisini biiyiik 6l¢iide artirabilir (Panpatte ve Jhala, 2019).

Nanopartikiiller, elektronik, tip, ilag, miihendislik ve tarim gibi farkli alanlarda
uygulamalara sahip olmalarin1 saglayan dikkat c¢ekici 6zelliklere sahiptir. 100 nm'den daha
kiiciik boyutlu malzemeler nanopartikiiller (NP'ler) olarak bilinir (Thomas vd., 2012).
NP’ler gidada islenmis gidalarin paketlenmesinde, raf omriiniin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilmaya baglanmistir. Akilli ve yenilik¢i tekniklerle yiiksek verim, diisiik

pestisit, herbisit girisi olusturulmasiyla sistem yerini almaktadir. Bunlara ilaveten yiizey



alti1 sular1 ve tarlalarin temizlenmesi amaciyla da nanoparcaciklar kullanilmaktadir
(Demirbilek, 2015). Giibre sektoriinde de nanokompozit giibre iretmek icin
nanopargaciklar kullanilabilmektedir (Zhang vd., 2017; Giroto vd., 2017).

Bitki gelisiminde ve fizyolojisinde énemli rol oynayan ve makro besin elementi
olan magnezyum, kloroplasttaki anahtar fotosentetik enzimlerin aktivitesini diizenleyen
sentetik klorofil yolunun bir bilesenidir (Sawicki vd., 2017; Chen ve Fan, 2018).
magnezyum eksikliginde bitki biiyiimesini baskilayip, verimi diismektedir (Stagnari vd.,
2011). Magnezyum diger besin elementlerinden daha fazla enzim aktive eden (Epstein ve
Bloom, 2005) ve bitkilerde niikleofilik ligandlarla ilgili yapisal ve diizenleyici gorevleri
olan makro besin elementidir (Shaul, 2002; Cakmak ve Kirkby, 2008). Niikleikasitlerin ve
ATP’nin islevinde ve sentezinde gerekli elementlerden biridir (Sreedhara ve Cowan, 2002;
Igamberdiev ve Kleczkowski, 2015).

Magnezyum oksit genis bir band araligina sahip 6nemli bir inorganik malzemedir
(Al-Gaashani vd., 2012). Bu malzeme, kataliz, katalizor destekleri, toksik atik 1slahi,
refrakter materyaller ve adsorbanlar, agir yakit yaglarinda katki maddesi, yansitic1 ve
yansima Onleyici kaplamalar, siiper iletken ve ferroelektrik ince filmler gibi substrat, siiper
iletkenler ve lityum iyon piller gibi birgok uygulamada kullanilmaktadir (Ouraipryvan vd.,
2009; Mirzaei ve Davoodnia, 2012). Tipta MgO mide eksimesi, mide agris1 ve kemik
yenilenmesi i¢in kullanilir (Bertinetti vd., 2009; Boubeta vd., 2010). Son zamanlarda MgO
nanopargcaciklari timor tedavisinde uygulama i¢in umut vaat etmektedir (Di vd., 2012).
Bunun yani sira MgO antibakteriyel ajan olarak énemli bir potansiyele sahiptir (Tang ve
Lv, 2014). Magnezyum oksit nanoparcaciklarinin ¢ok farkli inorganik metal oksitler
arasinda toksik olmayan ve temini daha kolay olan avantajlara sahip bir antibakteriyel
madde oldugu belirlenmigtir (Cai vd., 2018). Yine yapilan bir baska ¢alismada MgO
NP’lerin domates bitkisinde Jasmonik asit (JA), Salisilik asit (SA) ve etilen (ET) sinyal
yollarini inaktive ederek R.solanacerum’a karsi direng gosterdigi bildirilmistir (Imada vd.,
2016). Bu ozellikler sayesinde iiriiniin korunmasinda kimyasal bocek ilaglarina etkin bir
alternatif olarak MgO NP’lerin kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Cai vd., 2018). Yer
fistiginda MgO NP’lerinin bitkinin fotosentezinde artisa neden oldugu ve bunun da 15181
emme ile birlikte kullanma yetenegini attirdigi bildirilmistir. Ayrica NP’lerin antioksidan
sistemleri uyarmasiyla, bitkinin ¢imlenmesini ve biiyiimesini hizlandirdig1 bildirilmistir

(Mageshwari vd., 2013).



Nanoteknoloji tarim sektoriinde, nanopestisitler ve nanofertilizatdrler seklinde
yararlidir. Ayrica bu bilim dali kullanilarak, sentezlenen nanomalzemeler bitkinin verimini
onemli Glgiide etkileyen zararlilar1 ve patojenleri kontrol etmede tesirli olan koruma saglar
(Prasad vd., 2017).

NP'lerin bitki doku kiiltiirlindeki genis uygulama alanlari, eksplantlar, kallus
indiiksiyonu, organogenez, somatik embriyogenez, somaklonal varyasyon, genetik
transformasyon ve sekonder metabolit gelisiminden mikrobiyal kontaminantlarin ortadan
kaldirilmasini igerir. Nanoteknoloji kavramini bitki doku kiiltiirii tekniklerine, sentezine,
saflastirilmasina ve istenen bitki kaynakli verime entegre ederek bilesikler gelistirilebilir.
Tibbi {irtinler olarak birgok fitokimyasal kullanildigi icin bu tiir yaklasimlar 6nemli
endiistriyel uygulamalara sahip olabilir. ZnO NP'lerin MS ortamina dahil edilmesinin,
kontaminasyon igermeyen kiiltiirlerle sonuglandig1 agiklanmistir (Helaly vd., 2014).

Insan ve hayvan beslenmesinde biiyiik bir 5neme sahip olan bériilce bitkisi iizerine
nanopartikiillerin etkisinin incelenmesi, literatiirde eksikligi goriilmekte olan bir
calismadir. Bu kapsamda boriilce bitkisinin Mg nanopartikiillerinin farkli dozlarinin
uygulanmasiyla birlikte calisma negatif ve pozitif kontrol uygulamalari ile desteklenerek
nanopartikiillerin bitki doku kiiltiiriinde gerceklestirdikleri etkilerin kontrollii bir sekilde

gozlemlenmesi hedeflenmektedir.

1.2. Onceki Cahsmalar

Bortilce bitkisinin siirgiin ucu meristem eksplantindan tamamen siirgiin olusumunu
saglamak i¢in biiyime diizenleyicilerine gerek olmadigini bildiren arastirmacilar ,0.005-
0.1 uM BAP ve 0.05 uM NAA igeren ortamlar1 kullanarak ¢ok yliksek oranda siirgiin
rejenerasyonu gozlemlemeyi bagsarmislardir (Kartha vd., 1981) .

Muthukumar vd., (1995) in vitroda gelistirdikleri boériilcelerin  primer
yapraklarindan elde ettikleri 3 giinliik bitkiciklerden petiol ile beraber primer yapraklar
olusturmuslardir. Elde edilen yapraklar 8x10-7 M 2, 4, 5 trichlorofenoksiasetik asit, 1x10-
2 M L Glutamine ve 1x10-4 M adenin sulfat iceren Gamborg B5 ortamina kiiltiire aldiktan
sonra Petiol eksplantta kallus olusumu gézlenmis ve kallus 5x10-6 M BAP igeren ortamda
ise yiiksek oranda siirglin rejenerasyonu olusmustur. Sirglinler koklendirilmek i¢cin B5

ortamina alinarak sonrasinda topraga aktarilmustir.



Brar vd., (1997)’ nin siirgiin ucu eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu elde
ettikleri ¢aligmada in vitroda gelisen Georgia ¢esidi boriilcelerden 5 mm’lik siirgiin uglarini
elde edilmistir. Sonrasinda 1, 2.5 ve 5 mg/l AP, 1, 2.5 ve 5 mg/I Kinetin ile 0.01, 0.10 veya
0.50 mg/l 2,4-D veya NAA igeren ortamda kiiltiire alinan bitkiciklerde Kinetin i¢eren
ortamlarda BAP iceren ortamlara gore daha fazla siirgiin elde edilmistir. 2, 4-D veya 5.0
mg/l BAP-0.01 mg/l NAA iceren ortamdan en fazla siirgiin elde edilmistir. Biitiin
eksplantlarda kallus olusmustur. Kok olusumu Kinetin igceren ortamlarda goriilmiistiir.
Stirglinleri koklendirmek i¢in 0.1 mg/l NAA 13 iceren ortam kullanilmistir ve hizh
cogaltim igin siirglin ucunun uygun eksplant oldugu tespit edilmistir.

Pellegrineschi (1997)’nin yaptig1 ¢alismada boriilcenin bazi gesitlerinde somaklonal
varyasyon olusmustur. Ayrica hipokotil ve kotiledon eksplantindan siirgiin rejenerasyonu
elde edilmistir. Apikal bolgeleri ¢ikarilan embriyolar rejenerasyon ortamina alinmistir.
Yiiksek sitokinin igeren besi ortamlarinda primer hipokotil ve kotiledonlar 45 giin
bekletildikten sonra siirgiin olugsmustur.

17 boriilce genotipi kullanarak bitki rejenerasyon protokolii elde edilen ¢aligmada
oncelikle kotiledon eksplantlarini igerisinde 15-35 mg/1 BAP bulunan 1/3 MS ortaminda
15 giin bekletip sonra 1mg/1 BAP igeren besin ortamina aktarmislar ve yedi giin bu besin
ortaminda bekletilen eksplantlarda kotiledonlarin iist kisimlarinda siirgiin rejenerasyonu
gozlenmistir. Rejenerasyon oran1 %1-11 ve eksplant basina siirglin sayis1 4-12 arasinda
bulunmustur. Caligmada kullanilan bortilcelerin genotipinin, uygulanan kiiltilir siiresi ve
biiyiime diizenleyici miktarlarinin rejenerasyon orani ve eksplant basina siirglin sayisi
tizerindeki etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. 15 mg/1 BAP bulunan besi ortami
kullanilarak 5 giin sonunda en fazla eksplant basina siirglin, 35 mg/1 BAP ile 5 giin
muamele edilen ortamda ise en fazla siirgiin sayisit elde edilmistir. Olusan bitkilerde
koklenmeyi saglamak i¢in bitkiler tekrar MS ortamina aktarilmigtir (Brar vd., 1999).

Prem Anand vd., (2000), 2,4-D bulunduran MS ortami kullanilarak bdriilcenin
primer yapraklarindan embriyogenik kallus olusturmuslardir. Siispansiyon kiiltiirii i¢in
Yesil-beyaz kallus kullanilmistir. 4.52 uM 2,4-D igeren ortamda yuvarlak, kalp ve torpedo
seklinde embriyolar goriilmiistiir. Olusan embriyolar 0.05 uM 2,4-D, 5uM Absisik asit ve
%3 manitollii ortamlarda olgunlastirilmistir.

Bortilcenin kotiledon bogum eksplantlar1 kullanilarak siirglin rejenerasyonu elde
eden arastirmacilar TDZ iceren MS ve Gamborg B5 ortami kullanmislardir. Oncelikle 10

umol/l TDZ uygulanan eksplantlardan siirgiin ucu uzaklastirilmistir ve dikey kesilmis ince



hiicre tabakalar1 elde edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun ortam olarak 1.0
pmol/l IBA ve 1.0 pmol/l TDZ igceren MSBS5 ortam1 uygun bulunmustur. Eksplant basina
32.5 adet siirgiin elde edilen ¢alismada bitkilerde genotipik degisiklik goriilmemistir. Elde
edilen bitkicikler topraga alistirilmistir (Van Le vd., 2002).

Choi vd., (2003/4), boriilcenin olgun ve olgunlagsmamis kotiledon eksplantlarini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 0.1-2.0 mg/l BAP igeren ortam kullanmislardir.Siirglin
organojenesi i¢in tam kotiledon eksplantlart uygun bulunmustur. 1 mg/l BAP igeren
ortamda % 67.5 siirgiin olusumu ile eksplant basmna 10.1 adet adventif siirgiin elde
edilmistir ve olusan siirgiinler 2 MS besin ortaminda koklendirilmistir. Sonrasinda bitkiler
saksilara ve tarlaya aktarilmistir.

Odutayo vd., (2005), yiizey sterilizasyonu yaptiklar1 boriilcelerden elde ettikleri
embriyolar farkli konsantrasyonlarda sitokinin-oksin i¢eren ortamlarda kiilture almislardir.
Embriyonun yaralanan kisimlarinda kallus olusmustur. 5 hafta bekletilen kalluslar tizerinde
stirglin olusmustur.

Ramakrishnan vd., (2005) ‘nin boriilce bitkisinden somatik embriyogenesis elde
ettikleri ¢alismada suspansiyon kiiltiir kullanilmistir. Primer yapraklar kallus olusturmak
icin 2,4-D, Casein hydrolysate ve Glutamik asit-5-amid i¢ceren MS ve Gamborg BS5
vitaminleri i¢eren besin ortaminda kiiltiire alinarak kallus olusumu goézlenmistir. Kalluslar
0.5 mg 2,4-D igeren MMS ortaminda bekletilmistir. Stvi MMS ortaminda biiylik oranda
somatik embriyolarin ilk asamalar1 gézlenmistir. Ortamlarin hepsinde somatik embriyo
olusumu 2,4-D konsantrasyon oranina paralel gozlenmistir. 0.1 mg/1 2,4-D, 20 mg/1 L-
Proline (pro), SuM Absisik asit ve %2 Mannitol iceren B1 ve B5 ortamlarinda olgun
monokotildonari somatik embriyo meydana gelmistir. B5 ortammin Embriyolari
olgunlagtirmak i¢in, MS ve MMS ortamina gore daha uygun oldugu kanaatine varilmigtir.
5 giin s1v1 ortamda bekletilen eksplantlardan en fazla somatik embriyogenesis meydana
gelmistir. Sukrozun kallus olusumunda, mannitolun embriyolarin olgunlasmasinda ve
maltozun ise embriyolarin ¢imlenmesinde en iyi etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Bitkinin tamamini elde etmek i¢in %3 maltoz, 2500 mg KNO3 ve 0.05 mg TDZ iceren B5
ortami kullanilmistir. Tarlaya aktarilan bitkiler ise morfolojik olarak normal ve fertil
Ozellik gostermislerdir.

Mao vd., (2006), boriilcenin siirgiin ucu eksplantindan elde ettikleri siirgiin
rejenerasyonundan 8.88 pM BAP, 1.0 g/l casein hydrolysate, 342 uM glutamine, % 3.0
sukroz, % 0.3 fitagel (pH 5.8) iceren ortamda en fazla siirgiin elde etmistir. Ortamin 5.8



veya 7.0 pH’da siirgiin rejenerasyonunda ayni etkiyi gosterdigi gozlenmistir. En fazla
stirglin olusumunda eksplant basina 8 siirgiin elde edilmistir. Siirglin uzamasi i¢in 14 pM
GA3 uygulamasi yeterli olmustur. IBA kullanilmasinin siirglinlerin koklendirilmesine
herhangi bir etki etmedigi sonucuna varilmistir. Seraya aktarilan bitkiler normal gelisim
gostermistir.

Aasim vd., (2008) Akkiz ¢esidi boriilcenin 3-4 giinliik siirgiin ucu eksplantindan
MS ortamindan siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. MS ortaminda 0.50 mg/l BAP ile 0,
0.10, 0.30 ve 0.50 mg/l NAA kullanmislar ve NAA iceren ortamlarda biiyiik oranda kallus
olugsmu gozlenmistir. 0.5 mg/l BAP bulunan MS ortaminda 2.60 adet siirgiin ile en fazla
sirglin elde edilmistir. 0.5 mg/l IBA igeren MS ortaminda elde edilen bu siirgiinler
koklendirmeye alinmistir.

Diallo vd., (2008) boériilcenin kotiledon bogum eksplantlarini kullanarak siirgiin
elde ettikleri calismada ise en fazla 8.30 siirgiin 1 mg/l BAP igeren B5 ortaminda iki
kotiledon ile beraber 5-6 giinliik kotiledon bogumundan meydana gelmistir. Kinetin igeren
ortamda da optimum siirgiin uzunluguna ulasilmistir.

Yusuf vd., (2008) boriilce bitkisinin embriyonik eksenini kullanarak BAP iceren
besin ortaminda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. 600 adet eksplant kullanilan
calismada 237 eksplantta siirgiin rejenerasyonu goézlenmis ve eksplant bagina ortalama 6.0
adet siirgiin elde edilmistir.

Raveendar vd., (2009) boriilcenin dort genotipini (VBN-1, VBN-2, Co-6 and Co
(CP) - 7) kullanarak oncelikle 13,3 uM BAP ile 3 giin muamele edip sonrasinda 6,6 uM
BAP iceren MSBS5 ortaminda 3 hafta kadar beklettikten sonra farkli oranda siirgiin elde
etmislerdir. Elde edilen eksplantlar 0,5 uM BAP iceren besin ortaminda kiiltiire alindiktan
sonra siirgiinler MSO ortaminda kdklendirilmistir ve 12 giin sonunda bitkiler dis kosullara
adapte olmustur. V. unguiculata Co (CP) -7 genotipi en fazla siirglinii vermistir.

Kumari vd., (2011) sogan bitkisini kullanarak yapmis olduklar1 ¢calismada bitkinin
koklerine uyguladiklar: dort farklt ZnO NP dozu sonucunda, NP yapilarinin hem sitotoksik
hem de genotoksik etki gostererek hiicre bdliinmesi oraninda degisiklik olusturdugunu
kanitlamiglardir. Ayrica musir, salatalik gibi bitkiler iizerinde test edilen ZnO NP’lerinin de
tohum olusumunu ve kok gelisimini belirli oranda engelledigi tespit edilmistir ( Lin vd.,
2007).

Silika-giimiis NP'leri kullanilan ¢alismada muhtelif bitki patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitenin gerceklestigi gorlilmiistiir. Enfekte olmus yesil kabak



bitkilerinde ise Silika-giimiis NP'lerin uygulanmas kiilleme kontrolii i¢in faydali olmustur
(Park vd., 2006).

Torney vd., (2007) kapakli mezopoz silika NP'lerini kullanarak protoplastlara,
hiicrelere ve tiitiin yapraklarina DNA aktarmay1 basarmislardir.

Cim bitkisinde ZnO NP‘lerinin hiicre igerisine alimi ve bitki igerisindeki dagilimi
incelenen c¢alismada ZnO NP‘lerinin hiicrede birikimi ile olusan toksik etkide
arastirilmistir. Bitkinin yesil aksaminda azalma oldugu goriilmiistiir. Fakat iyonik haldeki
ZnO yapis1 ZnO NP yapisina gore daha kolay alinabildiginden 6zellikle siirglinlerde bu
yapinin birikimine daha fazla rastlanmistir (Lin vd., 2008).

Nanopartikiil derigsimlerinin etkisini inceleyen arastirmacilar marul tohumlarinin
kok-govde boy Olclimleri alarak Pd, Au, Si, Cu nanopartikiillerinin diisiik ve yiiksek
derisimde ¢imlenmeye etkisini tespit etmislerdir. Nanopartikiillerin dogrudan degil de,
dolayli bir yol ile bitki biiyiime mekanizmasinda yerini almast 15 giin sonunda bitki
gelisiminde 6nemli Ol¢iide artisa neden olmustur. (Shah vd., 2009).

Arabidopsis thaliana bitkisi iizerinde nanopartikiil formunda olan Al,O3, SiOp,
FesOs ve ZnO metallerinin 400, 2000, 4000 mg/dm3 olmak tizere U¢ farkli dozda
uygulamasi yapilan ¢alismada NP yapisindaki metallerin etkilerine bakildiginda; yaprak
sayisi, tohum ¢imlenmesi ve kok uzamasi tlizerine en olumsuz etkiyt ZnO nanopartikiil
yapilariin, en diisiik olumsuz etkiyi ise Al,O3 yapisinin olusturdugu goézlenmistir.Daha
kiigiik boyutta olan nanopartikiillerin olusturduklar1 hasarin ¢ok daha ciddi boyutta oldugu
tespit edilmistir (Lee vd., 2010).

Salatalik bitkisi tizerinde Fe3O4, TiO, ve karbonlu NP’ler uygulanarak yapilan
calismada bu yapilarin salatalik bitkisi iizerine etkilerine bakilmistir. Salatalik tohum
¢imlenme oranini ve kok uzamasini NP’lerin olumsuz yonde etkiledigini tespit etmislerdir
( Mushtaq vd., 2011).

Zhang vd., (2011)’nin nanopartikiillerin boyutlarinin ve derisimlerinin etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla yaptiklari calismada, 7 nm ve 25 nm boyutlarindaki seryum
dioksit nanopartikiilii {retilerek salatalik bitkisine uygulanmigtir. Bitkinin 7 nm
boyutundaki seryum dioksit nanopartikiili 25nm boyutundaki partikiile gére ¢ok daha
kolay ve fazla miktarda alabildigi gozlenmistir.

Nekrasova vd., (2011) Elodea densa adli bitkide bakir iyonlarin1 ve bakir
nanopartikiillerini uygulamigtir. Calisma sonucunda bitkide artmig olan lipid

peroksidasyon miktar1 azalmistir. Ayrica katalaz, siliperoksit dismutaz enzimlerinin



aktivitelerinde artis s6z konusu iken, fotosentezin 1 mg/dm3 bakir nanopartikiil dozuyla
birlikte baskilandigi gozlenlmistir.

Prasad vd., (2012) ZnO NP yapilarinin fistik bitkisi tizerinde olusturdugu etkileri
incelemistir. Bitkinin ¢imlenmesi, bliylimesi ve veriminin arastirildigit bu c¢alisma
kapsaminda 1000 ppm ZnO NP konsantrasyonunun tohum ¢imlenmesinde ve bitki
canliliginin korunmasinda etkin bir role sahip oldugu anlagilmistir. Ayrica diisiik dozda
uygulanan NP miktarinin hem yapraklardaki klorofil sayisimi artirdigi, hem de erken
cigeklenmeye sebep oldugu gozlenmistir. Fakat 2000 ppm dozunda uygulanan ZnO NP
yapisi ortaya c¢ikan inhibisyon etkisinin temel sebebi olarak nitelendirilmistir. Normal
¢inko yapisina kiyasla 15 kat daha diisiik dozda etkinligini gosterebilen ZnO NP formunun
ozellikle doz ayarlamalar1 konusunda daha dikkatli bir yol izlenmesi gerektigi ifade
edilmistir.

Siddiqui vd., (2014) domates tohumunda silikon dioksit (SiO) nanopargaciklari
kullanarak tohumun ¢imlenme yiizdesini artirmayi basarmislardirr.

Delfani vd., (2014) Vigna Sinensis’de demir ve magnezyum nano giibrelerini
baklaya uygulayarak bakla basina tohum sayisini ve tohum protein igerigini biiylik oranda
artirmigtir.

Kanola bitkisi {izerinde yapilan arastirmada iyonik formdaki ¢inko, ZnO
nanopartikiilleri ve yigin formdaki ¢inko yapilar1 bitkiye uygulanmistir. Biyokimyasal
bilesikler ile antioksidant enzim aktiviteleri, ¢inko birikimi ve bu yapilarin bitki biiylimesi
tizerine uzun donemdeki etkileri arastirilan bu c¢aligmada iyonik ¢inko formu biiylime
engelleyici etki bakimindan en ¢ok etkiyi gdstermistir. Nanopartikiil uygulanan bitkilerde
ise bliyimeyi engelleyen bir durum s6z konusu olmamustir. Bitkilerdeki toksik etki
incelendiginde ¢inko NP yapisi iyonik formdaki ¢inko ve yigin formdaki ¢inko yapisina
oranla bitkide daha az toksik birikime neden olmustur. Her {i¢ yapida da antioksidant
enzim aktivitesi ve biyokimyasal bilesikler olusumu bakimindan bitkiye etkinin oldugu
goriilmesine ragmen fenolik bilesiklerin tiretiminde herhangi bir degisiklilk olmadig
gozlenmektedir (Kouhi vd., 2015).

Bugdayda MgONP 'lerin uygulanmasiyla daha yiiksek mahsul iiretimi saglanmigtir.
Onceden yapilan arastirmalarda da MgONP 'lerin toprak saghigini iyilestirme olasiligi
gosterdigi ve dogal besin mobilizasyonunu sagladigi gorilmiistiir ( Rathore ve Tarafdar,
2015) . Yapilan birgok calisma, farkli metal nano 6lgekli pargaciklarin bitki biiylimesini
arttirdigin1 gostermistir ( Tarafdar vd., 2014).

10



Oloumi vd., (2015) meyan kokii fideleri {izerinde bakir oksit (CuO) ve ¢inko oksit
(ZnO)’in etkilerini incelemislerdir. Fidelerde antosiyaninler, flavonoidler, glisirhizin,
fenolik bilesikler ve tanenlerin i¢eriginin artti§1 gézlenmistir.

Yesil sentez yoluyla elde edilen Ce;O3 nanopartikiilleri ile yapilan bir ¢aligmada
nanopartikiilllerin antioksidan aktiviteleri incelenmis ve bu nanopartikiillerin yiiksek
derecede antioksidant aktivite sergiledigi goriilmiistiir (Nadaroglu vd., 2016).

Imada vd., (2016) MgONP'leri domates bitkisinde uyguladiklari arastirmada
salisilik asit (SA-), jasmonik asit (JA-) ve etilen (ET-) sinyal yollarim1 aktive ederek
R.solanacearum'a karsi sistemik direng olusturmay1 hedeflemislerdir. Calisma sonucunda
MgONP'lerin mahsul korumada kimyasal bocek ilaglarina gore daha etkili bir alternatif
olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir.

Bitki doku Kkiiltiiriinde nanoteknoloji uygulamalar1 kullanilarak olumlu sonuglar
gosteren ¢ok sayida arastirma vardir. Nanopartikiiller (NP'ler), tohum c¢imlenmesini
gelistirme, bitki bliylimesini ve verimini artirma, bitki genetik modifikasyonunu saglama,
biyoaktif bilesik iiretimini gelistirme ve bitkiyi koruma gibi amaclar i¢in birgok alanda
kullanilmaktadir ( Wang vd., 2016; Ruttkay-Nedecky vd., 2017).

Kondak (2019) Farkli konsantrasyonlardaki MgO nanopartikiillerinin ve
MgSO4’iin Kirik ve Odeska ekmeklik bugday cesitleri iizerine etkilerini tespit etmistir.
Elde edilen sonuglara gére MgO nanopartikiillerinin MgSO4 uygulamasindan daha iyi
sonu¢ verdigini belirlemistir. Siirgiin ve kok olusturmada Kirik ¢esidi en iyi sonuglari
vermistir. Kirik ¢esidinde siirgin uzunlugu 16,89 cm, Odeska cesidinde ise 13,64 cm
Kirik’de siirgiin uzunlugu 13,73 cm Odeska’da 10,50 cm olarak bulunmustur. MgO
nanopartikiillerin uygulamasindan siirgiin uzunlugu 15,48 cm, kok uzunlugu 12,45 cm
olarak tespit edilmis, MgSO4 uygulamasindan ise bu degerler 15,05 cm ve 11,78 cm olarak
belirlenmigtir. Dozlar bakimindan en uzun siirgiinler 925mg/L. uygulamasindan elde
edilmis (15,71 cm) bunu sirastyla 545 mg/L (15,52cm) ve 740 mg/L (15,41 cm)
uygulamalari takip etmistir. Cimlenme ve siirgiin olusturmada 92,4-185-370-545-740 mg/L
konsantrasyonlar1 arasindaki MgO nanopartikiillerinin ve MgSO4 konsantrasyonlarinin

bundan sonraki ¢aligmalara tavsiye edilebilecegi bildirilmistir.
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1.3. Calismanin Amaci

Doku kiiltiirii uygulamalari, geleneksel yontemlerle ¢ogaltilamayan, iiretimi zor
olan bitkilerin ¢ogaltilmasi i¢in hizl1 bir teknik olarak goriilmekle birlikte, patojenlerden ari
bitki elde edilmesi, gen kaynaklarinin muhafazasi, biyokimyasal {irlinleri ve ayn1 6zellikte
binlerce bitkiyi elde etmek i¢in uygulanan bir yontemdir. Ayrica ticari iretim i¢in
uyumunun hizli olmasi avantaj saglamaktadir.

Nanoteknolojinin tanimi ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan yapilmustir.
Norio Taniguchi’ ye gore nanoteknoloji “ileri diizey duyarlilikla mevcut teknolojilerin
kiiciiltiilmesine dayali bir teknoloji” dir (Taniguchi, 1974). Nanoteknoloji disiplinler arasi
bir bilim dalidir. Biyoloji, kimya, fizik, tip, eczacilik, miihendislik, elektronik gibi pek ¢ok
bilim daliyla koordineli bir sekilde c¢alisarak sonuglari ortaya koyan nanoteknoloji
multidisiplinerdir. Yapilan multidisipliner ¢alismalar sayesinde nano materyallerin sentezi
ile kullanim alan1 yayginlasmaya baslayan nanoteknolojinin temel konulari arasinda
ilerleyen teknolojide var olan gelismelerin daha kiicliik boyutlarda ve daha duyarl bir
formda {iretilmesi yer almaktadir.

Nanopartikiil uygulamalarmin dahil oldugu bilimsel ¢alismalar canli organizmalarda
ve bitkilerde yiiriitilmektedir. Bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan por c¢aplarinin,
genellikle deneysel ¢aligmalarda kullanilan nanopartikiillerin boyutlarina nazaran daha
kiiciik oldugu bilinmektedir (Chichiricco ve Poma, 2015). Fakat nanopartikiiller bitki
hiicrelerine gegisi aquaporinleri (Miwa vd., 2010), membran tasima sistemlerini (Gojon
vd., 2009), cevresel besinlerdeki organik kimyasallara veya proteinlere tasiyici olarak
tutunarak (Rico vd., 2011), hiicre duvarindaki yapisal maddelere ¢apraz baglanip yeni
porlar olusturarak (Fleischer vd., 1999) ya da endositozu (Eggenberger vd., 2009)
kullanarak gergeklestirmektedir. Bu sekilde kendilerine gecis igin yol bulabilen NP
yapilarinin floem ve ksilem ile tagiarak bitki organizmalarinda farkli dokularda birikim
gosterebildigi bilinmektedir (Cifuentes vd., 2010).

Insan ve hayvan beslenmesinde bu kadar biiyiik bir éneme sahip olan bériilce bitkisi
tizerine nanopartikiillerin etkisinin incelenmesi, literatiirde eksikligi goriilmekte olan bir
calismadir. Bu kapsamda boriilce bitkisinin Mg nanopartikiillerinin farkli dozlarinin
uygulanmasiyla birlikte ¢alisma negatif ve pozitif kontrol uygulamalar: ile desteklenerek
nanopartikiillerin bitki doku kiiltiirlinde gercgeklestirdikleri etkilerin kontrollii bir sekilde

gozlemlenmesi hedeflenmektedir.
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1.4. Calismanin Kapsam

Aragtirmada yem boriilcesinde Mg nanopargaciklarinin in vitro rejenerasyona

etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Hedeflenen amaca ulasabilmek igin laboratuvar

calismalar1 yapilmistir. Laboratuvar calismalarinda 1 adet Ulkem yem bériilcesi ¢esidi

incelemeye alinmistir. Bu ¢esit ve temin edildigi yer Tablo 1°de verilmistir. Bu bitkilerde

morfolojik ve kalite Ozellikleri de incelenmistir. Calismada Mg nanopargaciklari

kullanilmistir. Elde edilen biitlin sonuglara bakilarak yem boriilcesinde Mg nano

parcaciklarinin in vitro rejenerasyona etkisinin kriterleri belirlenmistir.

Tablo 1. 1. Yem bériilcesi 1-1

Tiirkce Ad1 Latince Adi Cesit Temin Edildigi Yer
Yem Boriilcesi Vigna unguiculata L. Walp Ulkem | Ondokuzmayis
Universitesi
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu calisma Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinde
bulunan, Doku Kiiltiiri Laboratuvar1 ve Donanimli Bitki Analiz Laboratuvari’nda

yiriitilmistir. Calismada kullanilan ekipmanlarin laboratuvarda mevcut olanlar1 sunlardir;

1) Kabin: class I hepa filtreli ¢ift kisilik
2) Otoklav

3) Santrifiij

4) Iklimlendirme Kabini

5) +4°C ve -20°C buzdolaplari
6) Manyetik Karistirici

7) Calkalayici

8) Hassas terazi

9) Ph metre

10) Etiiv

11) Saf su cihazi

2.1.1. Bitki Materyali ve Mg Nanopartikiilii

Bu tez kapsaminda kullanilan bériilce ¢esidi Ondokuzmayis Universitesi’nden
temin edilmistir. Kullanilan gesit yemlik boriilce olarak adlandirilan Vigna unguiculata L.
Walp. tiiriiniin Ulkem adli ¢esididir.

Mg nanopartikiilii ise Atatiirk Universitesi Erzurum M.Y.O. Gida Teknolojisi
boliimiinden temin edilmistir. Caligmada kullanilan MgO nanopartikiiliiniin boyutlari

asagidaki gibidir.
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2.1.2. Rejenerasyon I¢in Kullamlan Eksplantlar

Calismalarda Vigna unguiculata L. Walp tiiriiniin Ulkem adli ¢esidinin olgunlasmis

tohum embriyolarindan elde edilen plumulalar eksplant olarak kullanilmigtir.

2.2. Metot

2.2.1. Uygulama

Oncelikle olgunlasmamis embriyo tohumlart musluk suyundan gegirilmistir.

Daha sonra steril saf su ile iyice yikanmistir ve sonrasinda sterilizasyon
uygulanmustir.

%70 lik ethanolle 5 dk % 50 lik sodyum hipokloritle 20 dk tohumlara sterilizayon
yapilmistir.

Sterilizasyon sonrasi tohumlarin kimyasaldan arindirilmasi amaciyla 6 defa steril

saf su ile yikama yapilmustir.

Tohumlarin bulundugu siselere steril saf su eklenmistir ve bir gece suda
bekletilmistir.
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Yumusayan tohumlar ertesi giin kesilerek embriyolarin plumula kisimlar
cikartilmigtir ve oOnceden hazirlanmig MgONP igerikli MS Besiyerlerine ekim
gergeklestirilmistir.

Eksplantlar 4 hafta besiyerlerinde bekletilmistir ve sonrasinda koklendirme ortami
iceren besiyerlerine tekrar alinmistir ve 4 hafta daha bekletilmistir.

Ardindan her bir eksplant i¢in ¢esitli parametrelerde 6l¢iimler yapilmistir.

2.2.2. Doku Kiiltirii Metotlar:

2.2.2.1. Bityiime Diizenleyicileri ve Saklama Kosullar:

Calismada kullanilacak kimyasal maddeler Merck KgaA (Damstadt, Almanya), ve
Sigma Aldrich Chemical Co. (St Lo. MO, ABD), Duchefa Biochemie (Hollanda)
firmalarindan temin edilmistir. BAP stok soliisyonlart 10 mg olarak 1N NaOH ile
¢oziildikten sonra 10 ml su eklenerek Img/ml olarak hazirlanmistir ve 4 °C’de
saklanmigtir. IBA stok soliisyonlari 10 mg olarak 1N NaOH ile ¢oziildiikten sonra iizerine

10 ml su eklenerek 1mg/ml olarak hazirlanmistir ve -20 °C’de saklanmustir (Tablo 2.1.).

Tablo 2. 1. MS ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicileri ve hazirlaniglari

Hormon | Coziicii Seyreltici | Muhafazas1 | Calisma Kullamlacak
Tipi Konsantrasyonu | miktar
BAP IN NaOH | Su 4°C 1 mg/mi 1.0 mg/Il
IBA IN NaOH | Su - 20°C 1 mg/ml 0.5 mg/I

2.2.2.2. Sterilizasyon Yontemleri

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda kullanilan steril kabin i¢i, ¢alisma yapilmadan 30
dk 6nce %70’lik etil alkol ve %50 lik NaClO kullanilarak temizlenmistir ardindan UV
lambast ile sterilize edilmistir. Calismadan Once en az yarim saat agik kalan UV lambasi,
calismaya baslamadan hemen Once kapatilarak kiiltiire alma islemlerine baglanmistir.

Bistiiri, pens, kasik gibi doku Kkiiltiirlinde kullanilan biitiin aletler 6nce otoklavda steril
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edilmistir. Kabin i¢ine alinan aletler %70’lik alkole batirilip, aleve tutularak yiizeyleri
sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Eksplant kesimi i¢in kullanilan 10x10
cm niteliklerindeki kurutma kagitlar1 ise aliiminyum folyo ile sarilarak otoklavda sterilize
edilmistir.

Bitki doku kiiltiirii i¢in kullanilan tohumlar, {izerlerindeki tozdan arindirmak
amactyla musluk suyuyla yikanmistir. Ardindan %70’lik etil alkolde 6 dakika siireyle 220
rpm’de calkalayicida karistirilmistir. Steril kabin icerisinde alkolden ¢ikarilan tohumlar 3
defa otoklavlanmis saf su ile durulanmis, akabinde %50°1lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde
30 dakika siireyle galkalanarak muamele edilmistir. Tekrar steril kabin igerisine alinan
tohumlar 3 defa saf su ile durulanarak islem sonlandirilmistir.

Besi ortamlar1 105 kPa basing altinda 121°C’de 30 dakika siireyle otoklavda
bekletilerek steril edilmistir. Yiiksek sicakliktan dolayir yapisinda bozulma olabilecek
organik molekiiller (vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri vb.) icin sterilizasyon
islemleri 0.22 um ¢apinda porlara sahip olan seliiloz nitrat filtreler (milipor) araciligiyla

gerceklestirilmistir.

2.2.2.3. Sterilizasyonda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

%96’lik saf etil alkolden alinan 700 ml alkoliin hacmi 1000 mI’ye tamamlanarak
hazirlanmustir.

NaOCI (Sodyum Hipoklorit) igeren ticari bir marka olan ACE ¢amasir suyundan
500 ml alinarak son hacim saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen soliisyon

amber siseye doldurularak oda sicakliginda saklanmistir.

2.2.2.4. Kallus ve Bitki Rejenerasyon Ortamlarinin Hazirlanmasi

Bir litrelik hacme sahip beher igerisine manyetik balik atilarak, 600 ml distile su
koyulup manyetik karistirict {izerinde karistirma islemi baslatilmistir. Ardindan daha
onceden hazirlanan MS Makro element soliisyonundan 50 ml, MS mikro element ve demir
selat sollisyonundan ise 10’ar ml alinarak beher igerisine karistirllmistir. 20 g sakaroz, 1.95
g MES Hydrate tartildiktan sonra karisgima ilave edilmistir ve iizerine MgONP ilave
edilmistir. Bu materyaller eriyinceye kadar karistirilmasi saglanmistir. Tyice karistirildiktan
sonra hacim 950 ml olarak ayarlanmistir. Karisimin pH’1t IN NaOH ve IN HCI

soliisyonlar1 ile 5.8’ e ayarlanmistir. Bu islem ardindan hacim 985 mL olarak ayarlanip,
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icerisine 2 g jel yapict madde olan Phytagel ilave edilerek otoklav siselerine aktarilmigtir.
Siselerdeki besi yeri sivilar1 otoklavda 30 dakika siireyle 105 kPa basing altinda 121°C
sicaklikta sterilize edilmistir.

Otoklav i¢erisinde bozunan vitamin ve hormon karisimi otoklav isleminin ardindan
besin ortamui igerisine filtre edilerek ilave edilmistir. Bu islem i¢in dncelikle 50 ml hacme
sahip beher icerisine MS vitamin soliisyonundan 10 ml, askorbik asit soliisyonundan (50
mg/L) 1 ml ilave edilerek son hacmin saf su yardimiyla 15 ml olmasi saglanmistir. BAP
stok soliisyonlar1 10 mg olarak 1N NaOH ile ¢oziildiikten sonra 10 ml su eklenerek
Img/ml olarak hazirlanmistir ve 4 %C’de saklanmustir. IBA stok sollisyonlart 10 mg olarak
IN NaOH ile ¢oziildiikten sonra tizerine 10 ml su eklenerek 1mg/ml olarak hazirlanmigtir
ve -20 °C’de saklanmigtir (Tablo 2.1).

Otoklavdan ¢ikan besi ortaminin sicakligi yaklasik 40-45°C’ye ulastiginda 0,22 um
por ¢apina sahip seliiloz nitrat yapisindaki filtreden gegirilerek vitamin ve hormon karigimi

besin ortamina ilave edilmistir.

2.2.2.5. Besi Ortamlar ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962)
kullanilmistir. Ortam hazirliginda ise otoklavlanmig saf su kullanilmis ve besin ortaminin
pH’st IN NaOH ve IN HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmigtir. Daha sonra ortamlar
otoklavda 30 dakika siireyle 105 kPa basing altinda 121°C sicaklikta sterilize edilmistir.
Biitiin kiiltiirler beyaz floresan 15181 (Preheat Daylight-42 pmol photons m-2 s-1) altinda 16
saat 151k foto periyodunda 24+1°C sicaklikta bekletilmistir.

2.2.2.6. Bitki Doku Kiiltiirii Ortamlarinda Kullamlan Kimyasallar ve

Hazirlamislar

Bitki doku kiiltiirinde Murashige and Skoog (1962) besi ortamidan
faydalanilmistir. Bu ortamin hazirlanmasinda makro elementler, mikro elementler, demir
selat ajanlar1 ile birlikte organik materyaller kullanilmistir. Bu materyallerin MS
ortamindaki miktarlar1 Tablo 2.2’de gosterilmistir. Tablo 2.3.°de ise MS ortaminda yer

alan Mg nano elementinin miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 2. 2. MS ortamui igerisinde yer alan makro ve mikro elementler

BILESIK KONSANTRASYON (mg/l)

(MS, 1962)
900
650

C&Clz.ZHzO
Mikro Elementler (MS, 1962)

I H 3BO3 I 6.2 I
I MnSQO4.H,O I 15.6 I

70
70

ZnS0,4.7H,0 8.6

I NazMOO4.2H20 I 0.25 I
I CuS04.5H,0 I 0.025 I

I CoCl,.6H,0 I 0.025 I

Kl 0.83
FeS04.7TH0 27.8

Na,EDTA

Tablo 2. 3. MS ortamu igerisinde yer alan Mg nano elementi

Mg Konsantrasyonu 0.25 L

Mg3 NP 185mg 46.25 mg
Mg4 NP 370mg 92.5 mg
Mg5 NP 555mg 138.75 mg

20



MS ortami hazirlamak i¢in kullanilan makro element asagidaki gibi 20X stok
soliisyonu seklinde hazirlanmistir.

Hassas terazi kullanilarak Tablo 2.2°de bulunan makro element miktarlarinin tartimi
20 katlarma denk gelecek sekilde gergeklestirilmistir. Tartimi gercgeklestirilen maddeler
sirastyla 2 litrelik bir beherde bulunan 600 ml’lik saf su igerisine ilave edilmistir. Manyetik
karistiric1 iizerine alinan beher igerisine manyetik balik birakilmistir ve ¢ozeltinin iyice
karismasi saglanmistir. Akabinde mezir kullanilarak karistmin  hacmi 1 litreye
tamamlanarak, soliisyon amber sise igerisine alinmistir. Etiketleme isleminin ardindan stok
soliisyon 4°C ‘de muhafaza edilmistir.

MS ortami hazirlamak i¢in kullanilan mikro element asagidaki gibi 100X stok
sollisyonu seklinde hazirlanmistir.

Hassas terazi kullanilarak Tablo 2.2°de bulunan FeSO,.7H,O ve NaEDTA
haricindeki mikro elementlerin tartimi 100 katlarina denk gelecek sekilde
gerceklestirilmistir. Tartim1 yapilan maddeler sirasiyla 2 litrelik bir beherde bulunan 600
ml’lik saf su icerisine ilave edilmistir. Manyetik karistirici iizerine alinan beher igerisine
manyetik balik birakilmistir ve ¢zeltinin 1yice karigmasi saglanmistir. Tiim materyallerin
¢Ozelti igerisinde ¢oziinme siiregleri tamamlandiktan sonra meziir kullanilarak karigimin
hacmi 1 litreye tamamlanarak, solliisyon amber sise igerisine alimmistir. Etiketleme
isleminin ardindan stok soliisyon 4°C ‘de muhafaza edilmistir.

MS ortami hazirlamak i¢in kullanilan demir selat asagidaki gibi 100X stok
sollisyonu seklinde hazirlanmistir.

Tablo 2.2°de verilen FeSO,.7H,O ve Na,-EDTA maddelerinin miktar1 100 kat
olacak sekilde hassas terazi kullanilarak tartildiktan sonra 300 ml saf su iceren bir beher,
icerisine manyetik balik koyularak 1siticis1 olan manyetik karigtirict iizerine alinmustir.
Akabinde Na,-EDTA beher igerisine birakilarak tamamen ¢o6ziinmesi saglanmistir.
Coziinme isleminin sona ermesiyle birlikte hazirlanan materyalin hacmi meziir ile oda
sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmistir. Baska bir beher icerisine alinan 300 ml
saf su igerisine yine manyetik balik birakilarak, 1siticis1 olan manyetik karistirici lizerine
alinmistir ve hassas terazi ile tartilan FeSO4.7H,O maddesi beher icerisine alinarak
sitictyla  ¢Oziinmesi  saglanmigtir. Coziinme islemi tamamen sona erdiginde meziir
yardimiyla karistmin son hacmi 400 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen iki ¢ozelti

karistirtlarak son hacim meziir yardimiyla 1 litreye tamamlanmistir. A¢ik sar1 renge sahip
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olan ¢ozelti amber siseye alinmustir. Etiketleme yapildiktan sonra 4°C’de muhafaza

edilmistir.
2.2.3. In vitro Calismalar
2.2.3.1. Eksplant izolasyonu ve Kiiltiire Ahnmasi

Denemede kullanilan olgunlasmis tohumlarin embriyolarindan elde edilen plumula

eksplantlar in vitro’ da BAP iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmustr.

2.2.3.2. Siirgiin Rejenerasyonu

Su i¢inde bir giin bekletilerek su ile sisen tohumlar bisturi ile nazik¢e agilarak
embriyoya zarar vermeyecek sekilde plumula elde edilmistir. In vitroda izole edilen
plumula eksplantlar1 1.0 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda 24 + 1 C’de 16 saat 151k foto

periyodunda dort ile alt1 hafta siirgiinler olusana kadar kiiltiire alinmastir.

2.2.3.3. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler kesilerek 0.5 mg/l IBA iceren MS besin ortaminda, steril
petrilerde kiiltiire alinmistir. Dort ile alt1 hafta sonra kdklenen siirgiinlere bulasmis agar

¢esme suyu ile koklere zarar vermeden uzaklastirilmistir.(Aasim vd. 2008).
2.2.4. Arastirmada Incelenen Ozellikler
2.2.4.1. Morfogenesis

Morfogenesis, gelisim siirecinde eksplantlarda meydana gelen sekilsel (sisme,
uzama, vb gibi) degisikliklerdir. Sekilsel degisikliklere sahip eksplantlar 30 giin sonra

sayilmiglardir.

2.2.4.2. Kallus Olusum Orani

Kallus olusum orani asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Aydin 2010).

Kallus olusum oran1 (%)= (olusan kallus sayisi /kiiltiire alinan eksplant sayis1)x 100
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2.2.4.3. Siirgiin Sayis1

Kiiltiir stirecinde meydana gelen siirglinlerin sayisidir.

2.2.4.4. Siirgiin Olusum Orani

Kiiltiir siirecinde meydana gelen siirgilin sayisinin eksplant sayisina oranidir. Siirglin
olusum orani agagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin 2010).

Siirgiin olusum orani(%)=(olusan siirgiin sayisv/kiiltiire alinan eksplant sayis1)x 100

2.2.4.5. Siirgiin Uzunlugu (cm)

Bitkinin eksplant ile siirgiin ucu arasindaki uzunlugunun olgtilmesiyle elde edilir.

Olgiim milimetrik cetvel ile yapilmustir.

2.2.4.6. Eksplant Basina Siirgiin Sayisi

Kiiltiir siirecinde meydana gelen siirgiin sayisinin eksplant sayisina boliinmesi ile
elde edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 =(olusan siirgiin sayis1 /kiiltlire alinan eksplant sayisi)

2.2.4.7. Kok Olusum Orani

Kiiltiir siirecinde meydana gelen kok sayisinin eksplant sayisina oranidir. Kok
olusum orani asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Aydin 2010).

Kok olusum orani (%)= (olusan kok sayisi / kiiltlire alinan eksplant sayis1) x 100

2.2.4.8. Eksplant Basina Kok sayisi

Kiiltiir siirecinde meydana gelen kok sayisinin eksplant sayisina boliinmesi ile elde
edilmistir.

Eksplant bagina kok sayis1 = (olusan kok sayisi / kiiltiire alinan eksplant sayis1)
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2.2.4.9. Kok Uzunlugu

Koklerin uzunlugu milimetrik cetvel kullanilarak dl¢tilmiigtiir.

2.2.5. istatiksel Analizler

Tam sansa bagl faktoriyel deneme desenine gore, analiz 4 tekerriirlii olarak
yapilmustir. Her bir petri tek bir tekerriir olarak degerlendirilmistir. Her bir petriye 20 adet
eksplant konulmustur. Tam sansa bagli deneme planina gore Genel Linear modelde
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Konulara ait ortalamalar arasindaki farklar

% 5 onem seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.

Sekil 2. 4. Magnezyum nano partikiillerinin Mgl uygulamasmimn iilkem
boriilce gesidi iizerine etkisi
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Sekil 2. 5. Magnezyum nano partikiillerinin Mg2 uygulamasinin iilkem
boriilce ¢esidi iizerine etKisi

3. 285 2
gy

Sekil 2. 6. Magnezyum  nano partikiillerinin Mg3 uygulamasinin tilkem
boriilce ¢esidi lizerine etkisi
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Sekil 2. 7. Magnezyum nano partikiillerinin Mg4 uygulamasinin iilkem
boriilce ¢esidi lizerine etkisi

Sekil 2. 8. Magnezyum nano partikiillerinin  Mg5 uygulamasimin iilkem
boriilce gesidi iizerine etkisi
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Sekil 2. 9. Magnezyum nano partikiillerinin Mg4 uygulamasinin
tilkem boriilce gesidi tizerine etkisi

Sekil 2.10. Ulkem bériilce cesidine ait Mg4 uygulamasinin
stirglin uzunlugu goriiniimii
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Uygulanan farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin yem boriilcesinin in

vitro rejenerasyonu lizerine etkilerini incelemek amaciyla yapilan bu c¢alismadan elde

edilen sonuclar agagidaki basliklar altinda sunulmus ve tartisilmistir.

3.1. Morfogenesis

Yem boriilcesine farkli magnezyum nanoparcaciklarinin uygulanmasiyla belirlenen

morfogenesise ait ortalamalar ve ilgili varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.1 *de verilmistir.

Tablo 3. 1. Farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarinin yem boriilcesi bitkisinde
morfogenesis ve siirgiin olusum oranlarina ait ortalama degerler

Magnezyum Morfogenesis Degisim (%) Siirgiin Olusum Degisim (%)
Nanoparcacik Oram (%)

Uygulamalari

Mgl (Kontrol) 9.25 - 60 ab -

Mg2 9.25 - 42.50 bc -29.17
Mg3 10 8.11 30c -50
Mg4 10 8.11 7250 a 20.83
Mg5 10 8.11 82.50 a 37.50
Ortalama 9.7 57.50

Varyasyon SD F Degerleri

Kaynaklar

Tekerriir 4

Magnezyum 4 1,350 1837,5"

Nanoparc¢acik

Uygulamalar

Hata 15

*F Degeri ise p<0,05 ihtimal sinirinda 6nemlidir.
**F Degeri ise p<0,01 ihtimal sinirinda ¢ok énemlidir.

Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.



Morfogenesis tizerine farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin etkisi
istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.1).

Mgl(Kontrol) ve Mg2 dozlar1 ayni seviyede olurken, diger uygulamalarin
(Mg3,Mg4 ve Mg5) tamaminda ise morfogenesis sayist 10 olmustur. Kontrole gore
Mg3,Mg4 ve Mg5 uygulamalarinda morfogenesis sayisinda (%8.11) oraninda artis
gozlenmistir (Tablo 3.1. ve Sekil 3.1)

10.20

10.00
9.80
9.60
9.40
9.20
9.00
8.80
Mg2 Mg3 Mg4 Mg5

Mgl

Morfogenesis

Farkli Dozlardaki Magnezyum Nanoparcaciklar (mg)

Sekil 3. 1. Bortilceye  uygulanan  farkli  dozlardaki magnezyum
nanoparcaciklarinin morfogenesis iizerine etkisi

3.2. Siirgiin Olusum Oram

Yem boriilcesinde belirlenen siirglin olusum oranmna ait ortalamalar ve ilgili
varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.1 *de verilmistir.

Siirgiin olusum oran1 farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin etkisi
istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.1).

Yem boriilcesine uygulanan farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin
etkisine gore siirgiin olusum oranlar1 %20.83 ile %37.50 arasinda degisiklik gostermistir.
Stirglin olusum oraninda en yiiksek deger Mg5 uygulamasindan %37.50, en distiik ise

deger Mg2 uygulamasindan %20.83 ile elde edilmistir. Mgl (Kontrol) uygulamasindan
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%60, Mg2 uygulamasindan %42.50 ve Mg4 uygulamasindan ise %72.50 siirgiin olusumu
orani elde edilmistir.

Arastirmada Kontrole gore Mg4 ve Mg5 uygulamalar siirglin olusum oranini
strastyla %20.83 ve %37.50 oraninda artirmisken, diger uygulamalarin tamami azaltici
yonde etki gostermistir. Bu azalis Mg3 uygulamasi ile %50 ile en fazla olmustur (Tablo 3.1
ve Sekil 3.2).

90.00
80.00
— 70.00
60.00
50.00
40.00

30.00

Stirgin Olusum Orani (%

20.00

10.00

0.00
Mgl Mg2 Mg3 Mg4 Mg5

Farkh Dozlardaki Magnezyum Nanopargagiklar (mg)

Sekil 3. 2. Boriilceye uygulanan  farkli  dozlardaki magnezyum
nanoparcaciklarinin siirglin olusum orani iizerine etkisi

3.3. Siirgiin Sayis1

Doku kiiltiiri uygulamalari, geleneksel yontemlerle gogaltilamayan, iiretimi zor
olan Yem boriilcesi bitkisine farkli dozlardaki nanopargaciklarin uygulanmasiyla
belirlenen siirgiin sayilarina ait ortalamalar ve ilgili varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.2.’de

verilmistir.
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Tablo 3. 2. Farkli dozlardaki magnezyum nanopar¢aciklarinin yem boriilcesi bitkisinde
stirgiin sayis1 ve eksplant basina siirgiin sayisi oranlarina ait ortalama degerler

Magnezyum  Siirgiin sayis1  Degisim (%) Eksplant Basina Degisim (%)
Nanoparcacik (adet) Siirgiin sayisi
Uygulamalari (adet)

Mgl (Kontrol) 21.75b - 6.50 bc -

Mg2 21.75b - 6.75 bc 3.85
Mg3 3.75b -82.76 1.25c -80.77
Mg4 61.25a 181.61 17.50 a 169.23
Mg5 36.25 ab 66.67 10.00 ab 53.85
Ortalama 28.95 8.40

Varyasyon SD F Degerleri

Kaynaklan

Tekerriir 4

Magnezyum 4 3,459 5,675

Nanoparcacik

Uygulamalar:

Hata 15

*F Degert 1se p<0,05 ihtimal sinirinda 6nemlidir.
**F Degeri ise p<0,01 ihtimal sinirinda ¢ok onemlidir.
Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.

Stirgiin sayis1 lizerine farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin etkisi

istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.2).

Caligmada en fazla siirgiin sayist 61,25 ile Mg4 uygulamasindan elde edilirken, bu

uygulamay1 36.25 ile Mg5 uygulamasi takip etmistir. Mgl (kontrol) ve Mg2 uygulamalari

21.75 ile aym degeri verirken, Mg3 uygulamasi ise 3.75 ile en diisiilk degeri vermistir.

Farkli magnezyum nanoparcaciklar1 silirglin sayisin1 kontrol uygulamasma kiyasla

artirmigtir. Kontrole gore siirgiin sayisindaki bu artis Mg4 uygulamasinda %181.61, Mg5

uygulamasinda %66.67 daha fazla olmustur. Mg3 uygulamasi ise azaltici yonde etki
gostermistir (Tablo 3.2; Sekil 3.3; Sekil 3.4).
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Sekil 3. 3. Mg4 uygulamasinin eksplantinda
stirgiin ve kok gelisimi
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Mgl Mg2 Mg3 Mga Mg5

Farklh Dozlardaki Magnezyum Nanopargaciklari (mg)

Slrgln Sayisi

Sekil 3. 4. Boriilceye uygulanan  farkli  dozlardaki magnezyum
nanoparcaciklarinin siirgiin sayist lizerine etkisi

3.4. Eksplant Basina Siirgiin Sayisi

Caligmada kullanilan faktorlere bagli olarak elde edilen eksplant basina siirgiin

sayisina ait degerler ve ilgili varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.2’ de verilmistir.
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Eksplant basma siirgiin sayist bakimindan farkli dozlardaki magnezyum
nanoparg¢aciklarinin etkisi istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo
3.2). Farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarinin yem boriilcesinde belirlenen
ortalama eksplant basina silirglin sayisi degerleri 1.25-17.50 adet arasinda degisiklik
gostermistir. Uygulamalar bakimindan en fazla eksplant basina siirgiin sayist 17.50 adet ile
Mg4 uygulamasindan, en az ise 1.25 adet ile Mg3 uygulamasindan elde edilmistir. Diger
uygulamalardan elde edilen eksplant basina siirgiin sayis1 degerleri ise Mgl (kontrol) 6.25
adet, Mg2 6.50 adet ve Mg5 10 adet olarak tespit edilmistir. Kontrol uygulamasina gore
eksplant bagma siirgiin sayist degerlerinde olan azalma Mg3 uygulamasinda kendini
gostermistir (Tablo 3.2; Sekil 3.5).

Boriilce’de eksplant basina siirglin sayisimt Aasim (2010) farkli BAP ve NAA
dozlar1 uygulayarak elde ettigi degerin 0.33 ile 2.94 adet arasinda degistigini, yine ayni
aragtiricinin farkli TDZ dozlar1 uygulayarak elde ettigi degerin 1.89 ile 2.78 arasinda
degistigini bildirmistir. Calismadan elde edilen bulgular Aasim (2010)’un sonuglarindan

daha yiiksek ¢cikmistir.
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Sekil 3. 5. Boriilceye  uygulanan  farkli  dozlardaki ~ magnezyum
nanoparcaciklarinin eksplant bagina siirgiin sayisi iizerine etkisi
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3.5. Siirgiin Uzunlugu

Bortilce bitkisine farkli dozlardaki nanopargaciklarin uygulanmasiyla belirlenen
slirglin uzunluguna ait ortalamalar ve ilgili varyans analiz sonuglart Tablo 3.3 ‘de

verilmisgtir.

Tablo 3. 3. Farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarinin yem boériilcesi bitkisinde
stirgiin uzunlugu ve kok olusum oranlarina ait ortalama degerler

Magnezyum Siirgiin Degisim (%) Kok Olusum  Degisim (%)
Nanoparcacik  uzunlugu (cm) Oram (%)
Uygulamalar

Mgl (Kontrol)  0.4750 d - 27.50 -

Mg2 1.2000 c 152.63 27.50 -

Mg3 0.1750d -63.16 19.75 -28,18
Mg4 2.0750 a 336.84 22.50 -18.18
Mg5 1.4500 b 205.26 10.00 -63.64
Ortalama 1.0750 21.45

Varyasyon SD F Degerleri

Kaynaklarn

Tekerriir 4

Magnezyum 4 88,901 1,905

Nanoparcacik

Uygulamalar

Hata 15

*F Degert 1se p<0,05 ihtimal sinirinda 6nemlidir.
**F Degeri ise p<0,01 ihtimal sinirinda ¢ok énemlidir.
Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.

Tablo 3.3 incelendiginde farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarinin siirgiin
uzunlugu lizerine etkisi istatistiki olarak p<0,01 ihtimal seviyesinde 6nemli bulunmustur
(Tablo 3.3). Siirglin uzunlugu Mg3 uygulamasinda en az (0.1750 cm), Mg4 uygulamasinda
ise en yiiksek (2.0750 cm) degeri vermistir. Mg4 uygulamasini, Mg5 (1.4500 cm) ve Mg2

(1.200 cm) uygulamalar takip etmistir. Siirgiin uzunlugunu Mg3 uygulamasi haricinde
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uygulanan diger Mg2, Mg4 ve Mg5 uygulamalar1 kontrole gore artirict yonde etki etmistir.
En yiiksek artis % 336.84 ile Mg4 uygulamasindan elde edilmistir (Tablo 3.3.; Sekil 3.6.).
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Farkli Dozlardaki Magnezyum Nanopargaciklari (mg)

Sekil 3. 6. Boriilceye uygulanan farkli  dozlardaki ~ magnezyum
nanoparcaciklarinin siirglin uzunlugu iizerine etkisi

Konu ile ilgili yapilan calismalarda da boériilce bitkisinde siirgiin uzunlugunun
farklilik gosterdigi ve Aasim (2010) fakli BAP ve NAA dozlar1 uygulamasiyla siirgiin
uzunlugunun 2.28-3.98 cm arasinda degistigini bildirmistir. Kondak (2019) yaptig
caligsmada, farkli konsantrasyonlardaki MgO nanopartikiillerinin ve MgSO4’tin Odeska ve
Kirik bugday ¢esitlerinde siirgiin uzunluklarina etkilerini belirlemistir. Sirasiyla elde edilen
stirgiin uzunluklar1 15,05 ve 15,48 olarak tespit edilmistir. Calismadan elde edilen bulgular
Aasim (2010) ve Kondak (2019)’dan diisiik ¢ikmustir.

3.6. Kok Olusum Oram (%)

Farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarimin boriilce bitkisinde belirlenen
kok olusum oranlar1 ve ilgili varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.3 *te verilmistir.

Kok olusum orani iizerine farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin etkisi
istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde o6nemli bulunmustur (Tablo 3.3). Uygulanan
magnezyum nanoparcaciklarin kok olusum orani ortalamalari %10-27.5 arasinda

degismistir. Kok olusum orant bakimindan magnezyum nanoparcaciklart arasinda en
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yiiksek deger %27.50 ile Mgl (kontrol) ve Mg2 uygulamalarindan elde edilirken, %22.50
ile Mg4 uygulamasi ve %19.75 ile Mg3 uygulamalari takip etmistir. En disiik %10 ile
Mg5 uygulamasindan elde edilmistir. Magnezyum nanopar¢aciklariin kontrole gore

degisimlerinde %63,64 oraninda azalma ile en yiiksek deger Mg5 uygulamasinda elde

edilmistir (Tablo 3.3.; Sekil 3.7.).

30

25

20

15

10
5 I

0
Mgl Mg2 Mg3 Mg4 Mg5

Farkl Dozlardaki Magnezyum Nanopargaciklari (mg)

Kok Olusum Orani (%)

Sekil 3. 7. Boriilceye ~ uygulanan  farkli  dozlardaki  magnezyum
nanoparcaciklariin kdk olusum orani tizerine etkisi

3.7. Eksplant Basina Kok Sayisi

Boriilce’de  farkli dozlarda magnezyum nanopargaciklarinin uygulanmasiyla
belirlenen eksplant basina kok sayisina ait ortalamalar ve ilgili varyans analiz sonuglari
Tablo 3.4’ de verilmistir.

Tablo 3.4. incelendiginde farkli dozlarda magnezyum nanopargaciklarinin eksplant
basina kok sayisina etkisi istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde 6énemli bulunmustur (Tablo
3.4). Farkli dozlarda magnezyum nanopargaciklarinin uygulamasi yapilan boriilcede
belirlenen en fazla eksplant basina kok sayist Mg2 uygulamasindan (6.75 adet) elde
edilirken, bu uygulamay1 Mgl (kontrol) (2.75 adet) uygulamasi takip etmistir.

Arastirma sonuclart incelendiginde, uygulanan farkli dozlardaki magnezyum
nanopargaciklarinin Mg2 uygulamasi disinda kontrole gore azalma meydana gelmistir.

Eksplant basina kok sayisinda meydana gelen en fazla azalis Mg3 uygulamasina (%99.96)
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uygulamasinda tespit edilmistir. Mg2 uygulamasi eksplant basina kok sayisina artirict

yonde etki gostermis olup, bu artisin %145.45 oraninda oldugu belirlenmistir (Tablo 3.4.;

Sekil 3.8).

Tablo 3. 4. Farkli dozlardaki magnezyum nanoparcagiklarinin yem boriilcesi bitkisinde
eksplant bagina kok sayis1 ve kallus olusum oranlarina ait ortalama degerler

Magnezyum Eksplant Degisim (%) Kallus Olusumu Degisim (%)
Nanoparcacik basina kok

Uygulamalar sayisi (adet)

Mgl (Kontrol) 2.750000 b - 8b -
Mg2 6.750000 a 145.45 9ab 12.50
Mg3 0.000900 c -99.96 8.5ab 6.25
Mg4 0.750050 bc -712.72 9.50 ab 18.75
Mg5 0.750000 bc -12.72 10.00 a 25
Ortalama 2.200028 9.00

Varyasyon SD F Degerleri

Kaynaklan

Tekerriir 4

Magnezyum 4 18,030 2,679
Nanoparcacik

Uygulamalari

Hata 15

*F Degeri 1se p<0,05 ihtimal sinirinda 6nemlidir.

**F Degeri ise p<0,01 ihtimal sinirinda ¢ok énemlidir.
Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
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Eksplant Basina kok sayisi (adet)
D

' ] ]

Mgl Mg2 Mg3 Mg4 Mg5

Farkli Dozlardaki Magnezyum Nanoparcaciklari (mg)

Sekil 3. 8. Boriilceye  uygulanan  farkli  dozlardaki magnezyum
nanopargaciklarinin eksplant basina kok sayisi lizerine etkisi

3.8. Kallus Olusumu

Boriilce  bitkisine  farkli  dozlardaki  magnezyum = nanopargaciklarinin
uygulanmasiyla belirlenen kallus olusumuna ait ortalamalar ve ilgili varyans analiz
sonuclar1 Tablo 3.4 de verilmistir.

Kallus olusumu fizerine farkli dozlardaki magnezyum nanoparcaciklarinin etkisi
istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde onemli bulunmustur (Tablo 3.4).

Aragtirmada borlilcede magnezyum nanopargaciklarina gore belirlenen kallus
olusumu 8-10 arasinda degismistir. Kallus olusumu Mg5 uygulamasinda (10) en yiiksek
degere ulagsmistir. Bu uygulamay1 9.5 ile Mg4 ve 9 ile Mg2 uygulamas: takip etmistir.
Uygulamalar kontrole gore dnemli 6l¢iide artmistir. Mg5 uygulamasinda %25 ile en fazla
arti elde edilmis, bu uygulamay1 sirasiyla %18.75 ile Mg4, %12.50 ile Mg2 ve %6.25 ile
Mg3 uygulamalari izlemistir (Tablo 3.4.; Sekil 3.9; Sekil 3.10).
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Sekil 3. 9. Ulkem bériilce bitkisinin Mg4 uygulamasinda kallus olusumu
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Sekil 3. 10. Boriilceye  uygulanan  farkli  dozlardaki  magnezyum
nanopargcaciklariin kallus olusumu tizerine etkisi

3.9. Kok Uzunlugu

Aragtirmada ele alinan faktorlerde belirlenen kdk uzunluguna ait ortalama degerler
ve ilgili varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.5 te verilmistir.

Tablo 3.5. incelendiginde farkli dozlarda magnezyum nanopargaciklarinin kok
uzunluguna etkisi istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.5).

Farkli dozlarda magnezyum nanoparcgaciklar uygulanan bdriilceden elde edilen kok
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uzunlugu degerleri  0.000150 ile 1.575000 arasinda degistigi  belirlenmistir.
Uygulamalardan elde edilen en fazla kdk uzunlugu Mg2 uygulamasindan (1.575000 cm)
elde edilirken, bu uygulamayr Mgl (kontrol) (1.075000 cm) uygulamasi takip etmistir
(Tablo 3.5).

Mg2 uygulamasinda kontrole gore %46.51°lik bir artig olmustur. Bu uygulama
disindaki diger uygulamalarin hepsinde azalis belirlenmistir (Tablo 3.5; Sekil 3.11).

Tablo 3. 5. Farkli dozlardaki magnezyum nanopargaciklarinin yem boriilcesi bitkisinde
kok uzunlugu oranlarina ait ortalama degerler

Magnezyum Nanoparcacik Kok Uzunlugu (cm) Degisim (%)
Uygulamalan

Mgl (Kontrol) 1.075000 b -

Mg2 1.575000 a 46.51
Mg3 0.000150 ¢ -99.96
Mg4 0.275075 bc -14.41
Mg5 0.200000 bc -81.39
Ortalama 0.625045

Varyasyon SD F Degeri

Kaynaklan

Tekerriir 4

Magnezyum Nanoparc¢acik 4 20,402
Uygulamalan

Hata 15

40



1.8 4

1.6 4

1.4

1.2 4

0.8 A

0.6 -

K6k uzunlugu (cm)

0.4 4

N B =
0 J
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Farkh Dozlardaki Magnezyum Nanopargaciklari (mg)

Sekil 3. 11. Boriilceye uygulanan  farkli  dozlardaki ~ magnezyum
nanoparcaciklarmin kok uzunlugu iizerine etkisi

Kondak (2019) Farkli konsantrasyonlardaki MgO nanopartikiillerinin ve MgSO,’iin
Kirik ve Odeska ekmeklik bugday c¢esitleri iizerine etkilerini belirlemeye c¢alistigi
aragtirmada, kok uzunlugunu Odeska bugday ¢esidinde 11,78 cm, Kirik bugday cesidinde
se 12,45 cm olarak tespit etmistir. Calismamizda elde edilen veriler Kondak (2019)’un

verilerinden diisiik ¢cikmustir.

41



4. SONUC ve ONERILER

Yesil sebze ve kuru tane olarak hem insan hem de hayvan beslenmesinde
degerlendirilebilen boriilce, sahip oldugu yiliksek oranda protein ve vitamin, kurakliga
dayanikli, baklagil bitkisi olmasi sebebiyle topragin yapisini diizenleyen ve azot
baglayabilen bir bitkidir. Diinyada 30’dan fazla iilkede boriilce yetistiriciligi yapilmaktadir.
Bortilce bitkisi lizerinde ¢ok sayida geleneksel ve biyoteknolojik c¢alismalar yapilmasina
ragmen, nanopartikiillerin  kullanildigi  nanoteknolojik  calismalarin az  oldugu
goriilmektedir.

Tarimsal iiretimde son yillarda nanomateryallerin kullanimiyla birlikte
nanoteknolojiye olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Daha 6nce bdriilcede siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili pek cok galisma yapilmistir. Arastirmamizda kullanmis oldugumuz
MgO NP’nin bitkileri biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karst korudugu ve bitkilerin
korunmas1 ve muhafazasinda énemli bir segenek olarak degerlendirilebilecegi yoniinde ¢ok
sayida olumlu goriisler vardir. Bu tez g¢alismasi ile MgO NP’lerinin farkli dozlardaki
uygulamalarinin boriilce bitkisinde siirgiin olusturmasi iizerine etkileri incelenmis, elde
edilen bilgilerle kullanilmis olan MgO NP’nin bu alanlarda kullanilabilirligi ile ilgili 6n
bilgi ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Bu tez ¢alismasi ile bitki gelisimini tesvik edecek
dozlara sahip oldugu belirlenen NP’lerin kontrolle kiyaslandiginda, hangi dozlarda
kullanilmasi gerektigi de tespit edilmistir.

Calismamizda Ulkem Yemlik bériilce ¢esidi kullanilmis ve calisma Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. MgO
NP’lerinin Morfogenesis, Kallus olusum orani (%), Siirgiin Sayis1 (adet), Siirgiin Olusum
Orani (%), Siirglin Uzunlugu (cm), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Kok olusum orani
(%), Eksplant basia kok sayisi (adet), Kok uzunlugu (cm) 6l¢iim ve degerlendirmeleri
yapilmistir.

Morfogenesis ile ilgili sonuglara bakildiginda, uygulamalar arasinda istatistiki
anlamda herhangi bir farklilifin olmadig:1 belirlenmistir. Morfogenesis 6zellikle ikinci
uygulamadan sonra %8.11’lik bir artis géstermistir.

Stirgiin olusum oraninda 6zellikle kontrole gore %20.83 ile Mg4 uygulamasi ve
%37.50 ile Mg5 uygulamasi artig gostermis ve diger uygulamalarin tamami azaltic1 yonde

etki gdstermistir. Bu azalis Mg3 uygulamasi ile %50 ile en fazla olmustur.



Calismada en fazla siirgiin sayis1 61,25 ile Mg4 uygulamasindan elde edilirken, bu
uygulamay1 36.25 ile Mg5 uygulamasi takip etmistir. Mgl ve Mg2 uygulamalar1 arasinda
herhangi bir farklilik tespit edilmemistir. Mg3 uygulamasi ise en diisiik degeri vermistir.
Kontrole gore siirgiin sayisindaki en fazla artis Mg4 uygulamasinda %181.61 tespit
edilmistir. Mg3 uygulamasi ise azaltict yonde etki gdstermistir.

Eksplant basina siirgiin sayist bakimindan farkli dozlardaki magnezyum
nanoparcaciklarinin etkisi istatistiki olarak ©Onemli bulunmustur. Farkli dozlardaki
magnezyum nanoparcaciklarinin yem boriilcesinde belirlenen ortalama eksplant basina
stirgiin sayis1 degerleri 1.25-17.50 adet arasinda degisiklik gostermistir. Uygulamalar
bakimindan en fazla eksplant basina siirgiin sayis1 17.50 adet ile Mg4 uygulamasindan elde
edilirken, en az ise 1.25 adet ile Mg3 uygulamasindan elde edilmistir.

Siirglin uzunlugu Mg3 uygulamasinda en az (0.1750 cm), Mg4 uygulamasinda ise
en yiiksek (2.0750 cm) degeri vermistir. Mg4 uygulamasini, Mg5 ve Mg2 uygulamalari
takip etmistir. Siirgiin uzunlugunu Mg3 uygulamasi haricinde uygulanan diger Mg2,Mg4
ve Mg5 uygulamalar1 kontrole gore artirici yonde etki etmistir. En yiiksek artis %336.84
ile Mg4 uygulamasinda tespit edilmistir.

Kok olusum orani degerlendirildiginde, uygulanan magnezyum nanoparcaciklarin
kok olusum orami ortalamalarinin %10-27.5 arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek
deger %27.50 ile Mgl (kontrol) ve Mg2 uygulamalarindan elde edilirken, %22.50 ile Mg4
uygulamasi1 ve %19.75 ile Mg3 uygulamalan takip etmistir. En diisik %10 ile Mg5
uygulamasindan elde edilmistir.

Farkli dozlarda Mg nanopargaciklarinin eksplant basina kok sayisina etkisi
istatistiki olarak onemli bulunmus ve en fazla eksplant basma kok sayist Mg2 ve Mgl
(kontrol) uygulamalarindan elde edilmistir. Kallus olusumunda ise en yiiksek degerler Mg5
ve Mg4 uygulamalarindan ve yine en fazla artislar sirasiyla %25 ve %18.75 ile bu
uygulamalardan elde edilmistir. Kok uzunlugu agisindan en yiiksek deger ve en fazla artis
Mg?2 uygulamasindan elde edilmistir.

Sonug olarak; farkli dozlarda Mg NP’nin boriilce bitkisinde incelenen karakterler
tizerinde 6nemli degisimler olusturdugu tespit edilmistir. Mg dozlarinin bitki gelisimini
tesvik edecek dozlara sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle Mg4 uygulamasinin incelenen
tiim parametreler igerisinde en yiiksek degerleri verdigi belirlenmistir. Boriilce bitkisinde

MgO NP’nin bitki gelisimini tesvik ve diizenleyici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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