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Bu calismada, TAA ve IBA ile yiiklenmis ¢inko oksit nanopargaciklarin elma mikro ¢eliklerinde in vitro
koklenme iizerine etkileri arastirilmistir. Caligma, ates yanikligi hastaligia yiiksek diizeyde dayanikli, zor
koklenen 67 nolu yerel elma cesidinde gergeklestirilmistir.

Tez kapsaminda iiretilen IAA-nZnO ve IBA-nZnO, Fourier Doniistimli Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR-
ATR), zeta potansiyeli, Taramali Elektron Mikroskopu (SEM), Enerji Dagilimli X-151m1 Spektroskopisi
(EDX), Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ve Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile karakterize
edilmistir. Caligmada, oksinler, nZnO’e basariyla yiiklenerek stabil yapida nanopargaciklar iiretilmistir.
Oksinleri yiikleme verimi %87 ve %89’dur. SEM ve TEM analizleri nanopargaciklarmn kiip, dikdortgen
ve kiiresel sekilli oldugunu gostermistir. nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO pargaciklarin hidrodinamik
boyutu sirastyla 245+1.199 nm, 99240.1647 nm ve 318+0.1251 nm olarak belirlenmistir.

Koklendirme denemelerinde 1AA-nZn0O, IBA-ZnO ve nZn0O 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 mg/L, IAA ve IBA
0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L dozlarinda kullanilmistir. Ayrica, 3.0 mg/L 1AA+1.0 g/L polivinil alkol+25 mg/L
kazein hidrolizat uygulamasi ve kontrol de denemelerde yer almistir. Tiim maddeler %2 kuvvetindeki MS
besin ortamina otoklavdan once ilave edilmistir. Ortamlara %2 sakaroz eklenmis, pH 5.8’e ayarlanmis ve
%0.7 agar ile katilastirllmistir. Kiiltiirler ilk 5 giinii karanlikta olmak {izere 25+1°C sicaklik ve 16 saat
aydinlik kosullarda 6 hafta inkiibe edilmistir.

Calismada, kontrol ve nZnO uygulamalarinda koklenme meydana gelmemistir. Ozellikle, 1.0 mg/L ve 2.0
mg/L IBA-nZnO nanopargacik uygulamalart (0.5 mg/L ve 0.9 mg/L IBA icermekte) sirasiyla %40.3 ve
%70.4 koklenme oranlari, 2.0+£0.4 ve 2.3+0.4 koklenme diizeyleri, 2.6+0.7 ve 2.5+0.6 adet ortalama kok
sayilart ve 20.4£1.6 mm ve 20.2+3.4 mm ortalama kok uzunluklari ile etkin uygulamalar olarak one
cikmustir.
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THE EFFECTS OF ZINC OXIDE NANOPARTICLES STABILIZED WITH
IAA AND IBA ON IN VITRO ROOTING OF APPLE MICRO CUTTINGS
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In this research, the effects of zinc oxide nanoparticles loaded with 1AA and IBA on in vitro rooting in
apple micro cuttings were investigated. The study was conducted in local apple cultivar 67, which is
highly resistant to fire blight disease and a difficult-to-root genotype.

IAA-nZnO and IBA-nZnO nanoparticles which is produced within the thesis is characterized by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR), zeta potential, Scanning Electron Microscope (SEM),
Energy Distribution X-ray Spectroscopy (EDX), Transmission Electron Microscope (TEM) and Thermal
Analysis (DTA).

In the study, a stable structure of nanoparticles was produced successfully by loading auxins to nZnO.
The loading efficiency of auxins is 87% and 89%. SEM and TEM analysis showed that nanoparticles are
cube, rectangular and spherical in shape. The hydrodynamic size of nZnO, I1AA-nZnO and IBA-nZnO
particles was determined as 245+1.199 nm, 992+0.1647 nm and 318+0.1251 nm, respectively.

In rooting trials, IAA-nZnO, IBA-nZnO and nZnO 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 mg/L, IAA and IBA were
used at 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L. In addition, 3.0 mg/L 1AA+1.0 g/L polyvinyl alcohol+25 mg/L casein
hydrolyzate application and control were also included in the trials. All substances were added to MS
basal medium with ' strength before autoclaving. Sucrose (2%) was added to the media, the pH was
adjusted to 5.8 and solidified with 0.7% agar. The cultures were incubated for the first 5 days in the dark
and then for 6 weeks at 25+1°C under 16-h photoperiod conditions.

In the study, no rooting occurred in control and nZnO applications. Especially, 1.0 mg/L and 2.0 mg/L
IBA-nZnO nanoparticle applications (containing 0.5 mg/L and 0.9 mg/L IBA), respectively with rooting

rates of 40.3% and 70.4%, rooting levels of 2.0+£0.4 and 2.3+£0.4, 2.6+£0.7 and 2.5+0.6 average root
numbers and 20.4+1.6 mm and 20.2+3.4 mm average root lengths put forward as effective applications.

June 2020, 83 pages
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1. GIRIS

Kiiltiir elmasmin (Malus domestica Borkh.) atas1 Orta Asya daglarinda yayilmis olan
Malus sieversii tiriidiir. Malus cinsinin diinyanin farkli yerlerinde bir¢ok tiirii
bulunmaktadir. M. domestica, tiirler aras1 hibritlesmelerin sonucunda ortaya ¢ikmig ve
binlerce yildir gergeklestirilen seleksiyonlar ile gelistirilmistir. Tarihgiler, Anadolu’da
ve Urdiin Vadisi’ndeki Jericho’daki kazilarda bulduklari kaltilardan elmanim
diinyadaki varliginin M.O. 6500’lii yillarin dncesine dayandigimi belirtmektedir (Luby
2003, Collett 2011). Tarih boyunca 10.000’den fazla elma ¢esidi gelistirilmis olmakla
birlikte giiniimiizde diinyada ticari olarak yetistirilen yaklagik 100 ¢esit bulunmaktadir
(Collett 2011).

Bitkiler aleminde Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Maloideac (Pomoideae) alt
familyasi, Malus cinsine dahil olan kiiltiir elmasi (M. domestica Borkh.) esas olarak bir
tliman iklim meyve tiiriidiir. Bu kusakta yer alan Tiirkiye’nin hemen her bodlgesinde
basariyla yetisebilmektedir. Ayrica Tirkiye, M. sylvestris ve M. orientalis elma

tiirlerinin gen merkezlerinden birisi {izerinde yer almaktadir (Luby 2003, Ercisli 2004).

FAO’nun 2018 yil1 verilerine gore Diinya iiretimi 86.1 milyon ton olan elmanin bu
bakimdan 6nemli oldugu baslica iilkeler Cin (%45.5), A.B.D. (%5.4), Polonya (%4.6),
Tiirkiye (%4.2), Iran (%2.9), Italya (%2.8) ve Hindistan’dir (%2.7) (Cizelge 1.1)
(Anonymous 2018).

Elma yabanci tozlanan bir meyve tiiriidiir ve tohumla ¢ogaltiminda yiiksek genetik
acilim meydana gelmektedir. Bu nedenle bir 6rnek bitki iiretimi i¢in vejetatif gogaltim
yontemleri kullanilmaktadir. Kiiltiir elma ¢esitleri, koklenmedeki basarisizliktan dolay1
yine elma tiirlerine (Malus spp.) dahil ¢6giir ve tercihen klon anaglar tizerine asilanarak
cogaltilmaktadir. Klon anaglar, ilizerine asilanan cesitleri bir Ornek gelistirmenin
Otesinde onlarin gelisme kuvveti, verimlilik, meyve kalitesi, stres unsurlarina

dayaniklilik gibi birgok 6zelligini etkileyebilmektedir (Wertheim ve Webster 2003).



Cizelge 1.1 Diinya elma tiretimi (Anonymous 2018)

Ulkeler Uretim (Ton)
Cin 39 233 400
ABD 4 652 500
Polonya 3999 523
Tiirkiye 3625960
[ran 2 519 249
Italya 2414 921
Hindistan 2327000
DUNYA 86 142 197

Elma klon anaglar1 vejetatif olarak daldirma, gelik ya da mikro ¢ogaltim teknikleriyle
cogaltilabilmektedir. Daldirma ve celikle ¢ogaltim gibi geleneksel tekniklerde bitki
tiretim katsayis1 diisiiktiir. Bunun en 6nemli nedeni her iki teknigin de yilin belirli
zamanlarinda yapilabilmesi ve koklenmede ortaya c¢ikabilen sorunlardir. Oysa mikro
cogaltim teknigi ile zamana bagl kalinmadan tiim yil boyunca kitlesel bitki ¢cogaltimi
yapilabilmekte ve koklenme sorunu kontrollii kosullarda basariyla ¢oziilebilmektedir

(Wertheim ve Webster 2003, Hartmann vd. 2011).

Diinyada, 20. yiizyilin sonlarindan itibaren hizla gelismekte olan mikro ¢ogaltim teknigi
ile koklenmede elde edilen basarili sonuglar sayesinde tiim meyve tiirlerinde anag 1slah
calismalar1 ¢ok biiyiik ivme kazanmistir. Glinlimiizde farkli meyve tiirlerinde klon
anaclarin sayist ¢ok yiiksek diizeylere ulasmis ve fidancilik sektoriinde bu anaglarin
kullanimi1 yine mikro ¢ogaltim sayesinde ticari boyutta giderek artan bir egilim igerisine
girmistir. /n vitro ve ex Vitro calismalarm biitiinii olan mikro cogaltim, bitki doku
kiiltiirleri kapsaminda siirgiin ucu, tomurcuk, bogum, meristem, kok, yumru, sogan,
hiicre silispansiyon, embriyo ve tohum Kkiiltiirleri, mikro asilama ve somatik
embriyogenesis gibi tekniklerin esas alindigi, Kullanilan baslangi¢c materyaline gore
vejetatif ya da generatif bir cogaltim yontemidir. Mikro ¢ogaltimin esas olarak 4
asamasi bulunmaktadir. Bunlar; 1) baslangig, 2) siirgiin ¢ogaltma, 3) koklendirme ve 4)

dis kosullara alistirmadir (Hartmann vd. 2011).



Koklendirme, oOzellikle zor koklenen bitkilerde mikro c¢ogaltimin en kritik
asamalarindan birisi olup basarisizlik ya da diisiik basari durumlarinda ¢ok yiiksek
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Mikro ¢ogaltimda koklenme basarisi iizerine
en etkili faktor genotiptir. Ayrica, mikro ¢eliklerin fizyolojik durumu, koklendirme
ortamlarinin tipi, yapist ve icerigi, koklenmeyi uyarict maddeler ve uygulamalar, 1s1k,
sicaklik, nem, hava bilesimi gibi gevresel unsurlar basarili bir koklenme igin tizerinde

durulmasi gereken diger onemli konulardir (Hartmann vd. 2011).

Mikro ¢ogaltimda kdklenme sorunu, genotipler i¢in uygun protokollerin gelistirilmesi
ile ¢oziime kavusturulabilmektedir. Bu kapsamda yillardir uygulanmakta olan
geleneksel ¢6ziim yollar yerine, glinlimiizde oldugu kadar gelecekte de 6énemli bir alan
olmay1 siirdiirecek nanoteknolojiden yararlanma olanaklarinin arastirilmasi, meyve
anaglarinda koklenme ve boylece ¢ogaltim basarisinin artirilmasi agisindan 6nemlidir

(Thangavelu vd. 2018).

Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri (1 nanometre (nm=10"°m) 6lgekteki maddeler ile
ilgilenen bilim dalhidir. Metalik nanoparcaciklar, bulk metallerden farkli fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere sahiptir. Daha diisiikk erime noktalari, daha yiiksek 6zgiil yilizey
alanlari, spesifik optik 6zellikleri, mekanik gii¢liiliik ve spesifik miknatislanmalar gibi
ozellikler bu maddeleri ¢esitli endiistriyel uygulamalarda ¢ekici kilmaktadir (Horikoshi
ve Serpone 2013).

Nanopargaciklarin bitkiler tizerine etkisi, bitki genotipi kadar nanoparcaciklarin
bilesimi, konsantrasyonu, boyutu, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine de baglidir. Etkisi
bitkiden bitkiye degismekle birlikte nanoparcaciklarin tohum ¢imlenmesi, kdklenme,
bitki gelisimi ve fotosentez {lizerine olas1 etkileri konularinda cesitli caligmalar

bulunmaktadir (Siddiqui vd. 2015).

Nanoteknolojinin bitki bilimlerine ve bitki {iretim sistemlerine uygulanmasi olarak
tanimlanan fitonanoteknoloji, giibreler ve tarimsal miicadele ilaglar1 gibi kimyasal

maddelerin dogrudan hedefe yonelik, kontrollii salimini ve yeni bir vektdr olarak



niikleotidler, proteinler, aktivatorler gibi biomolekiillerin hedefe 06zel tasinimini

saglayarak gelencksel bitki tiretim sistemlerini degistirebilecektir (Wang vd. 2016).

Nanopargaciklar, ¢6ziinmiis, hapsedilmis veya adsorbe haldeki etkin maddeyi kontrollii
olarak aciga ¢ikaran kolloidal polimerik partikiiler sistemlerdir (Sengel-Tiirk ve
Hasgigek 2009). Koklenme yetenegi diisiik olan genotiplerde oksinler ile stabilize
edilmis nanoparcgaciklar essiz fizikokimyasal 6zellikleri ile koklenme basarisini artirma

yoniinde 6nemli bir potansiyeldir (Thangavelu vd. 2018).

Bu tezin amaci, elmanin mikro ¢ogaltiminda anahtar rol oynayan kdklenme basarisinin
artirtlmasinda mikro geliklerin in vitro koklenmesi tlizerine indol asetik asit (IAA) ve
indol biitirik asit (IBA) ile yiikklenmis ¢inko oksit nanopargaciklarin (nZnQO) etkilerini

arastirmaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bircok odunsu bitki tiirlinde oksinlerin adventif koklerin olusumu icin etkili
indiikleyiciler olduklar gosterilmistir (Selby vd. 1992, Diaz-Sala vd. 1996, Goldfarb vd.
1998, De Klerk vd. 1999). Koklendirme g¢aligmalarinda oksin ve etilen genellikle
aktivatorler olarak tanimlanirken, sitokininler ve gibberellinler adventif kok
olusumunun inhibitorleri olarak ifade edilmektedir (Pop vd. 2011). Sauer vd. (2013)
tarafindan bildirildigine gore oksin, Yunanca’da biiylimek-genislemek anlamina gelen
‘auxein’ kelimesinden orijinini almis ve ilk olarak bir fermentasyon ortamindan izole
edilmis (Salkowski 1885) ve indol-3-asetik asit (IAA) olarak isimlendirilmistir (Kogl
vd. 1934). Dogal ve sentetik oksinler diisiik molekiil agirlikli ve bir karboksil grubu
bulunan indol ya da aromatik bir halka iceren organik maddelerdir. Bu bilyiimeyi
diizenleyiciler kristal seklinde ve suda ¢ok az c¢oziinen maddeler olup organik
coziiciilerde (etanol, metanol, aseton, dietil eter ve dimetil stilfoksit) veya zayif asitler
olarak alkalin sulu ¢ozeltilerde kolayca c¢oziinebilmektedir. IAA haricindeki diger
oksinler, doku kiiltiiri ortamlarinda stabil yapidadir ve bu stabilitesini
koruyabilmektedir. IAA ise daha az stabildir. Bu oksin 6zellikle 1s18a (6zellikle UV) ve
oksidanlara kars1 duyarlidir. Dogal olarak meydana gelen indolik oksinler ve bunlarin
sentetikleri farkli yapilarina ragmen benzer fizyolojik etkilere sahiptir. Tim aktif
oksinler zayif organik asitler olarak tanimlanmaktadir (Machakova vd. 2008). Farkli
biiylime siireglerinde oksinlerin nispi etkinligi ¢ok degiskendir. Bu durum sadece
bitkiden bitkiye degil, ayn1 zamanda organdan organa, dokudan dokuya, hiicreden
hiicreye ve ayrica bitki dokusunun yas ve fizyolojik durumunda da ortaya ¢ikmaktadir
(Davies 2004). Digtan uygulandiginda birgok kiiciikk molekiil oksin etkisi meydana
getirmektedir. Bu bilesikler, IAA, 4-chloroindole-3-acetic acid ve phenylacetic acid gibi
dogal olarak olusan aktif oksinler; indole-3-pyruvic acid, indoleacetamine, indole-3-
acetaldoxime, indole-3-acetonitrile ve indole-3-acetaldehyde gibi dogal olarak olusan
ancak aktif olmayan oksin onciileri ve dogal olarak olusan oksin depolama formlaridir
(IBA, methyl-IAA ve amino asitlere veya sekerlere bagli oksinler). ilave olarak 2,4-D
(2,4-Diklorofenoksiasetik  asit), NAA (naftalen asetik asit), 3,6-dichloro-2-
methoxybenzoic acid ve 4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid gibi sentetik bilesikler de

oksin etkisi meydana getirmektedir (Korasick vd. 2013).



Pop vd. (2011) tarafindan bildirildigine gore oksinlerin bitkilerde koklenme iizerine
olan etkisi ilk kez geliklere yapilan uygulamalar ile gosterilmis (Hitchcock ve
Zimmerman 1936) ve oksinlerin bu etkisi doku kiiltiiriinde kallustan kdk olusumunun
gerceklesmesi ile de tespit edilmistir (Skoog ve Miller 1957). Oksinler bitkilerde
yapraklar, tepe tomurcuklar ve ¢igekler gibi meristematik dokularda sentezlenmekte ve
tasinmasi yukaridan asagiya dogru olmaktadir. Bitkilerde dogal olarak sentezlenebilen
IAA (Sekil 2.1), ¢eliklerin koklendirilmesinde ilk kullanilan oksindir. Bununla birlikte
daha sonra koklenmeyi tesvik eden bir baska oksin IBA (Sekil 2.1) kesfedilmis ve bu
oksinin koklenme iizerine daha etkili oldugu belirtilmistir (Pop vd. 2011).
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Sekil 2.1 TAA ve IBA. IBA'nin indol halkasi iizerindeki 3 pozisyonundaki yan zincir,
IAA'nin iki karbonlu yan zincirinin aksine dort karbona sahiptir (Frick ve
Strader 2018)

2.1 EIma Genotiplerinde Mikro Celiklerde Koklendirme Calismalari

Werner ve Boe (1980), M7 (East Malling 7) elma anacinin in vitro g¢ogaltimi
kapsaminda koklendirme agamasinda 1.0, 2.0 ya da 3.0 mg/L IBA ilave edilmis 1/3
kuvvetindeki Murashige ve Skoog (MS) besin ortamin1 (Murashige ve Skoog 1962)
esas almiglardir. Bu calismada koklenme, 2.0 mg/L IBA igeren ortamda 28 giin

igerisinde gergeklesmistir.



Lane ve McDougald (1982), M27, M9, M26, MM111 (Malling Merton 111) klon elma
anaglar1 ve Mclntosh ¢esidinin dogal bir mutant1 olan Macspur elma ¢esidinin in vitro
kosullarda mikro ¢eliklerinde koklenme oranlarinin genotiplere ve uygulamalara gore
farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Arastiricilar, NAA’nin 0.1, 0.33, 1.0, 3.3, 10 ve 33
uM (0.02, 0.06, 0.19, 0.61, 1.86 ve 6.14 mg/L) dozlarmi 2 kuvvetindeki MS besin
ortamina ilave etmislerdir. Ug¢ hafta sonra mikro geliklerde en yiiksek koklenme orani
M27, M26 ve Macspur’da 1 uM (0.19 mg/L) NAA uygulamasinda sirasiyla %85, %85
ve %58, , MMI111°de 3.3 uM (0.61 mg/L) NAA uygulamasinda %84 olarak
kaydedilmistir. M9 anacinda koklenme ise aseptik kosullarda mikro ¢eliklerin 0.54 mM
(100 mg/L) ve 1.61 mM (300 mg/L) NAA solusyonlarma 2 dakika siireyle
daldirildiktan sonra bilylimeyi diizenleyici madde igermeyen 2 kuvvetindeki MS temel

besin ortamina dikilmesiyle sirastyla %45 ve %52.5 oranlarinda saglanmistir.

Sriskandarajah vd. (1982) zor koklenen Jonathan ve Delicious elma ¢esitlerinin mikro
slirgiinlerinden hazirladiklart 50 mm uzunlugundaki mikro gelikleri 10 uM (1.86 mg/L)
NAA iceren besin ortamina dikmisler ya da mikro c¢eliklerin dip kisimlarina 750 pM
(150 mg/L) IBA uygulamasi yapmislardir. Bu uygulamalarin in vitro kosullarda
adventif kok olusumu iizerine etkilerini belirlemiglerdir. Diger bir denemede 5 haftalik
donemler halinde mikro siirgiinleri art arda alt kiiltiire almanin koklenme basarisi
tizerine etkilerini incelenmiglerdir. Calismanin sonucunda yeni kiiltire alinmig
materyalde kokler olusmazken alt kiiltiir sayisinin c¢ogalmasi ile birlikte mikro
celiklerde koklenmenin arttigr bildirilmistir. Jonathan ¢esidinin mikro geliklerinde 9 alt
kiiltiirden sonra koklenme oran1 %95 olurken, Delicious ¢esidinde 4 alt kiiltiirden sonra

bu oran %21 ve 31 alt kiiltiirden sonra %79 olarak kaydedilmistir.

James (1983), M9 ve M26 elma anaglarinda in vitro adventif kok olusumu kapsaminda
koklenme baslangicinin oksine duyarli fazi siiresince IAA’nin siirglinlere alinimi ve
dagilimimi incelemistir. Calismada, M9 anacinin mikro siirgiinlerinin 1 cm’lik dip
kisminda C ile etiketlenmis IAA oranlari, sivi ya da agar ile katilastirilmis besin
ortamlarinda 1072 M phloroglucinol (PG) varliginda etkilenmemistir. Bununla birlikte
stvi ortam kullanimi, oksin uygulamasinin 10 giinliik periyodunda alinim oranlarim

azaltmistir. Siirgliniin 1 cm’lik dip kismu ile kalan kismi arasinda etiketlenmis IAA’ nin



dagilimi PG ile etkilenmemistir. Zor koklenen M9 ve kolay koklenen M26
siirgiinlerinin etiketlenmis IAA’l1 2.8x10° M (4.9 mg/L) IAA’ya maruz kalmasi, dip
kisimdan alinan etiketlenmis IAA miktar1 ve koklenme performansi arasinda pozitif bir
korrelasyon ortaya ¢ikarmamistir. Uygulamadan 9 giin sonra M9 siirgiinlerinin dip
kisminda absorbe edilmis IAA miktari, M26 siirgiinlerinin 2 katina yakin dlgiiliirken
koklenme oran1 M26’nin sadece 1/3’ii kadar belirlenmistir. Siirgliniin 1 cm’lik dip kisim
ile kalan kismi arasinda etiketlenmis IAA dagilimi 6lglimleri, oksin uygulamasinin 6
giinlik periyodu boyunca, etiketlenmis IAA’nin %10’undan daha az bir kisminin
siirgiiniin kalan kismma tasimdigim gostermistir. 1x107> M (2 mg/L) ve 3x107> M (600
mg/L) araliginda koklenme ve IAA'nin doz-tepki egrileri, M9’da kok sayisinin 6 giin
sonra 1x107° M (200 mg/L), M26°da ise sadece 1x10°* M (20 mg/L) dozunda en
uygun oldugunu gdstermistir. Bu verilerin, iki anacin koklenmesindeki farkliliklarin
IAA’nn siirgiinlere alinma ve dagilma oranlarindaki farkliliklar1 degil, digsal IAA nin

i¢csel metabolizmasindaki farkliliklar1 yansittigi hipotezini destekledigi bildirilmistir.

Pua ve Chong (1985), in vitro kosullarda Macspur elma ¢esidinde siirgiin ve kok
gelisimi ilizerine farkli karbon kaynaklarinin etkilerini arastirdiklari calismalarinda
mikro ¢eliklerde en yiiksek kdklenme oranini 15 pM (3 mg/L) IBA ve 30 g/L sakaroz

iceren %2 kuvvetindeki MS besin ortami lizerinde %100 olarak belirlemislerdir.

Zimmerman ve Fordham (1985), Delicious, Gala, Golden Delicious, MclIntosh, Mutsu,
Paladino Spur Mcintosh, Red Spur Delicious, Redchief Delicious, Spartan, Royal Red
Delicious, Vermont Spur Delicious ve York Imperial elma c¢esitlerinin mikro
celiklerinde in vitro kosullarda kok olusumunu 43.8 mM (15 g/L) sakaroz, 1.5 uM (0.3
mg/L) IBA igeren sivi ortam {izerinde ilk 3-7 giin karanhk uygulamasiyla
baslatmiglardir. Karanlik kosullarda sicakligin 25°C’den 30°C’ye ylikselmesi bazi
cesitlerde koklenme basarisint artirmistir. MS mineral maddelerinin yar1 kuvvette
kullanilmasi ya da besin ortamina phloroglucinol (100 mg/L) ilave edilmesi koklenmeyi
tyilestirmemistir. Arastiricilar koklenme i¢in IBA’nin en etkili oksin oldugunu, IAA’nin
ise en az etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Calismada, Mutsu ve Mclntosh
cesitlerinde koklenme oraninin %90’ {izerine ¢ikmasi i¢in 4 alt kiltiiriin yeterli

oldugunu ancak diger cesitlerde daha fazla alt kiiltiirden sonra dahi koklenmede



iyilesme saglanamadigin1 ve Redspur Delicious ¢esidinde 38 alt kiiltiirden sonra en

yiiksek koklenme oraninin %74’e ulagabildigini bildirmislerdir.

Welander (1985), Akerd Isve¢ elma ¢esidinin 200 yasindaki bir agacinin mikro
cogaltiminda koklendirme denemelerini 8., 9. ve 11. alt kiiltiirlerden alinmis mikro
stirglinler ile kurmustur. Koklendirme asamasinda, makro elementleri 2 kuvvetinde ve
mikro elementleri 1/1 kuvvetindeki Lepoivre besin ortami (Quoirin vd. 1977),
vitaminleri ise Walkey’e (1972) gore olan karma bir kdklendirme ortami kullanilmistir.
Bu ortama, 0, 0.5, 1.2, 2.5, 5.0, 10 uM (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) IBA, %2
sakaroz ve %0.6 agar eklenmistir. IBA iceren ortamlarda kiiltiirler ilk 5 giin karanlikta
ya da 16 saat aydinlik kosullarda ve ilave 2 giin daha 16 saat aydinlik kosullarda
tutulmus ve daha sonra tiim kiiltiirler IBA icermeyen ayni besin ortamina taginmistir.
Gozlemler 8 ve 16 giin sonra yapilmistir. Aragtirmanin sonunda alt kiiltlir sayisinin
artmasi ile birlikte mikro siirgiinlerde koklenme yeteneginin arttifi saptanmistir.
Calismada aydinlik kosullarda 16 giin sonra en yiiksek koklenme orani 11. alt kiiltiirden
alinmuis siirglinlerde 2.5 pM IBA (%90<), 9. ve 8. alt kiiltiirlerden alinmis siirgiinlerde 5
uM IBA (~%60 ve %50) dozlarinda belirlenmistir. Karanlik uygulamasi 6zellikle diisiik
IBA dozlarinda koklenme degerlerini iyilestirmis, koklenme orani 11. alt kiiltiirden
alinmis siirglinlerde yine yiiksek olurken, 9. ve 8. alt kiiltiirden alinmis siirglinlerde
yaklasik %85 ve %70’e ulagsmistir. Karanlik uygulamas: yapilmis 11., 9. ve 8.
kiiltiirlerde yaklagik kok sayisit sirasiyla 8 adet (2.5 uM IBA), 7 adet (2.5 uM IBA) ve 4
adet (5 uM IBA) olarak kaydedilmistir.

Alvarez vd. (1989), M26 ve M9 elma klon anaglarinin mikro ¢eliklerini in vitro
kosullarda koklendirmek tizere Lepoivre besin ortamina (Quoirin vd. 1977) 0.0, 0.1, 1.0,
4.0,12.0 yada 15.0 uM (0.0, 0.02, 0.2, 0.8, 2.4 ya da 3.0 mg/L) dozlarinda IBA ve 1.3
mM PG ilave etmislerdir. Kiiltiirler 5 gilin karanlik ortamda tutulmus ve daha sonra
mikro c¢elikler bilylimeyi diizenleyici madde icermeyen besin ortamina tasinmistir.
Calismada en yiiksek kdklenme oranlart M26 anacinda %100 olarak 4 uM (0.8 mg/L)
ve M9 anacinda %380 olarak 12 uM (2.4 mg/L) IBA uygulamalarindan elde edilmistir.
Bu arastirmada koklendirme uygulamalarindan 6nce mikro siirgiinlerin dip ve ug

kisimlarindaki serbest ve bagli IAA kapsamlari Olcililmiistiir. Siirgiinlerin dip



kisimlarindaki serbest IAA miktart M26 anacinda, M9 anacina gore 2.5 kat daha
yiiksek bulunmustur. Siirgiinlerin ug¢ kisimlarindaki IAA miktarlar: ise her iki anagta
da benzer olmustur. Bununla birlikte siirgiinlerin dip kisminda bagli IAA miktar1t M9
anacinda Oonemli dilizeyde daha yiiksek belirlenmistir. Arastiricilar, M26 anacinda
yliksek koklenme oranlarini, siirgiinlerin dip kisminda yiiksek seviye ol¢iilmiis serbest

IAA miktar ile agiklamislardir.

Webster ve Jones (1989), M9 elma anaci lizerinde yiiriittiikleri ¢alismada bir aylik
donemlerle siirgiinleri 21 ay, 5 ya da 9 yil boyunca alt kiiltiire aldiklarinda siirgiinlerde
koklenme yeteneginin alt kiiltiir sayis1 arttikca yiikseldigini ve kdklenme oranlarinin
%90-100’¢ ulastigini bildirmektedirler. Arastiricilar siirgiinleri oksin tozuna batirdiktan
sonra kum igerisine dogrudan dikimini de in vitro koklenme kadar etkin bulmuslardir.
Calismada besin ortamima PG ilavesi, 11-15 aylik alt kiiltiirden gelen siirgiinlerde

koklenmeyi iyilestirmis, ancak 21 aydan sonra etkisiz olmustur.

Standardi ve Romani (1990), Delicious ve Starkspur Red elma g¢esitlerinde mikro
stirgiinlerin in vitro koklenmesi iizerine antioksidanlarin etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda, ilk asamada koklenmeyi uyarmak igin mikro siirgiinleri 1.5 uM (0.3
mg/L) IBA, 43.4 mM (15 g/L) sakaroz ve farkli antioksidanlar ilave edilmis olan sivi
Lepoivre besin ortami iizerinde 1 hafta karanlik kosullarda inkiibe etmislerdir.
Caligmada bu asamada antioksidan olarak 0.25 mM polyvinylpyrrolidone-40 (PVP);
1.61 mM glutathione reduced (GH); 6.25 mM 2-mercaptoethanol (2-Me); 83.33 mM
diethyldithiocarbamic acid, sodium salt trihydrate (DIECA) kullanilmistir. Daha sonra
koklenmenin baglatilmasi-uzatilmas1 asamasinda mikro siirgiinler sivi kiiltiirlerden
alinarak mineral maddeleri % kuvvetinde olan Lepoivre besin ortamu ile 1slatilmis olan
25 uM PVP, 1.30 mM GH, 1.05 mM citric acid ya da 1.11 mM ascorbic acid ilave
edilmis Milcap tiiplere aseptik kosullarda dikilmistir. Antioksidanlarin sadece
koklenmenin uyarilmasi asamasinda sivi kiiltiirlerde kullanimi ile koklenme oranlari
mikro silirgiinlerde 6nemli diizeyde azalmistir. Oysa, koklenmenin baslatilmasi-
uzatilmasi asamasinda Milcap tiiplerde 6zellikle GH ve Citric acid uygulamalarinda
Delicious c¢esidinde koklenme sirasiyla %62.5 ve %69.3, Starkspur Red cesidinde

%76.6 ve %75.4 oranlarina ulasmistir. Kontrol uygulamasinda ise koklenme oranlart bu
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cesitlerde %49.4 ve %54.6 olarak kaydedilmistir. Bu sonuclarin, kklenmeyi uyarma
asamasinda peroksidaz aktivitesini azaltmak i¢in antioksidanlarin kullanilmasinin
koklenmeyi olumsuz etkiledigini, koklenmenin baslatilmasi-uzatilmas: asamasinda
peroksidaz aktivitesini azaltmak i¢in antioksidanlarin uygulanmasimin ise koklenmeyi
tesvik ettigini gosterdigi bildirilmistir. Arastiricilarin bu bulgusu, koklenme ile
peroksidaz aktivitesi arasindaki iliskileri ortaya koymustur. Koéklenmeyi uyarma
asamasinda peroksidaz aktivitesinin antioksidan kullanilarak azaltilmamasi, aksine bu
aktivitede hizli bir artisin olmasi gerektigi, ancak ardindan kéklenmenin baslatilmasi-
uzatilmasi1 asamasinda bu kez antioksidanlar ile peroksidaz aktivitesinin diigiiriilmesinin
koklenme oranlarmin artirtlmast  bakimmdan 6nemli oldugu vurgulanmistir.
Aragtiricilar, koklenmenin her iki asamasinda da antioksidan uygulamalarinin koklerin

sayist ve uzunlugunu etkilemedigini 6ne siirmiislerdir.

Sriskandarajah vd. (1990), Gala, Royal Gala ve Jonagold elma cesitlerinin mikro
celiklerinin koklenmesi iizerine MS besin ortamina 1/1, Y4, 4 kuvvetinde ilave edilen ya
da ilave edilmeyen amonyum nitratin etkilerini aragtirdiklar1 galismalarinda potasyum
nitratin tam kuvvette olmasi kosuluyla amonyum nitrat igermeyen ortamlarda kdklenme
basarisini %100 civarinda belirlemislerdir. Koklenmis celiklerde ortalama kok sayisi ise

cesitlere gore sirasiyla 8.48, 6.72 ve 5.68 adet olarak kaydedilmistir.

Webster ve Jones (1991), soguga dayanikli B9, Ottawa 3, P2 ve P22 bodur elma
anaclar1 arasindan P22 ve Ottowa 3 anaglarinda 6-9 ay boyunca ¢ok sayida alt kiiltiir
yapmanin koklenme oranlarini artirdigini (%85-100) belirlemislerdir. Bununla birlikte
mikro ¢ogaltimin daha gii¢ oldugu B9 ve P2 anaglarindan P2’de 38 ay boyunca alt
kiiltiir yapilmasina ragmen koklenme diisiik bulunmustur. Ancak, besin ortamina 162
mg/L PG ilavesi ile koklenme orani1 %80-90a ulagsmistir. B9 anacinda da 39 ay boyunca
alt kiiltiire alindig1 halde koklenme zayif olmus (%50), 4 y1l boyunca kiiltiire almanin
ardindan PG bulunan ortamda koklenme orant %73’e¢ ulagsmistir. Bu anagta mikro
stirgiinleri IBA tozuna batirdiktan sonra kum igerisine dogrudan dikme ydntemiyle

koklenme degeri %96 olarak kaydedilmistir.
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Baraldi vd. (1991), Golden Delicious elma ¢esidinde mineral maddeleri 2 kuvvetinde
olan MS temel besin ortamimna IBA varliginda (0.06 mg/LL ve 0.3 mg/L) veya
yoklugunda 0, 50, 250 ve 500 mg/L dozlarinda ilave ettikleri potasyum humatin
koklenme basarisi lizerine etkilerini arastirmislardir. Oksin benzeri etkiye sahip olan
potasyum humatin 50 mg/L dozunun, 0.3 mg/L IBA ile kombinasyonunun kdklenme ve
koklenmis bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda basarili oldugu bildirilmistir. Bu
kombinasyonda koklenme oram1 %87, ortalama kok sayist 4.7 adet, ortalama kok
uzunlugu 26 mm ve toplam kok uzunlugu ile ifade edilen kok sistemi 118 mm olarak

belirtilmistir.

Moncousin vd. (1992), Jork 9 elma anacinda siirgiin ¢ogaltimi ve mikro ¢eliklerin
koklenmesi tizerine besin ortamina ilave edilen karbonhidrat tipinin etkisini
inceledikleri calismalarinda siirgiin ¢ogaltma ortaminda farkli dozlarda sakaroz,
sorbitol, fruktoz, glikoz, fruktoz+glikoz ve hidrolize sakarozun olusturdugu 12
uygulamayi esas almislardir. Koklendirme asamasinda mikro gelikler, alindiklari
¢ogaltma ortaminin karbonhidrat uygulamasi ile ayn1 (1), 0.088 M sakaroz (30 g/L) (2)
veya 0.176 M glikoz (30 g/L) (3) igeren besin ortamlarina dikilmistir. Dikimden 6nce
mikro c¢eliklerin dip kisimlari agar ile katilagtirllmis 2 mM IAA (350 mg/L)
sollisyonuna 2 saat siireyle daldirilmistir. Dikimden sora kiiltiirler 6 gilin karanlik
kosullarda tutulmustur. En iyi koklenme sonuglari, %83 koklenme oranmi ve 4.3 adet kok
sayist ile siirgiin ¢ogaltma ortaminda 30 g sakaroz (0.088 M) ve koklendirme ortaminda
30 g glikozun (0.088 M) kullanilmasi ile elde edilmistir. Bununla birlikte bu bulgular,
istatistiksel olarak hem siirgiin ¢ogaltma ve hem de koklendirme asamalarinda sorbitol
uygulamalarindan (0.176 M) farkli olmamustir. Bu uygulama ile koklenme oran1 %79 ve

kok sayist 3.86 olarak kaydedilmistir.

Orlikowska (1992), P60 ve P2 bodur elma anaglarinin in vitro kdklenmesi {izerine
Woody Plant Medium (WPM), %2 WPM, MS, % MS temel besin ortamlarinin, 20 g/L ve
30 g/L sakaroz diizeylerinin, 6 g/L Difco Bacto ve Oxoid No. 1, 3-10 g/L Japanese
commercial fibre ve Japanese commercial powder agarlarinin ve WPM ortaminda pH 4-
6 diizeylerinin etkilerini arastirmistir. Denemelerde koklendirme ortamlarmna 1 mg/L

IBA, anaclara gore sirasiyla 40 g/L veya 80 g/L PG ilave edilmis ve kiiltiirler ilk 5 giin
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karanlikta tutulmustur. Calismanin sonunda arastirict 30 g/L sakaroz ve 4 g/L Japanese
commercial powder agar iceren pH diizeyi 5.0’a ayarlanmig WPM temel besin
ortaminin kdklenmeyi olumlu etkiledigini bildirmistir. Calismada P60 elma anacinda en
yiiksek koklenme oranlar1 ayni istatistik grupta yer alan WPM+30 g/L sakaroz (%90),
WPM+20 g/L sakaroz (%82.5) ve 1/2MS+30 g/L sakaroz (%77.5) uygulamalarinda

elde edilmistir.

Noiton vd. (1992), Jonathan elma mikro ¢eliklerinde igsel IAA ve ABA (absizik asit)
seviyeleri ve koklenme yetenegi tizerine in vitro alt kiltir sayisinin etkisini
arastirdiklari ¢alismalarinda 26 alt kiiltiir yapmislardir. Arastiricilar in vitro koklendirme
denemelerinde 15 g/L sakaroz ve 8 g/L agar ilave ettikleri 2 kuvvetinde MS temel besin
ortamini kullanmislardir. Mikro celiklerde koklenme, 10 uM (2 g/L) IBA katilmis besin
ortaminda 48 saat inkiibasyonun ardindan oksinsiz ortama transfer ile saglanmustir.
Caligsmada alt kiiltiir sayisinin artisi ile birlikte koklenme oranlarinin arttig1, stirgiinlerde
zor koklenme durumundan kolay koklenmeye gecisin 4. alt kiiltiirden sonra
gerceklestigi bildirilmistir. 11k 1, 2, 3 ve 4. alt kiiltiirlerde koklenme oranlar sirasiyla
%0, %32, %62, %72, mikro ¢elik basina kok sayis1 1.6, 2.2, 4.7 adet, 9. ve 26. alt
kiiltiirlerde koklenme orani %100, kok sayist da 8.5 ve 10.6 adet olarak kaydedilmistir.
Ayrica, serada gelisen ana bitkiler ve bu bitkilerden olusturulmus in vitro kiiltiirlerdeki
siirglinlerin dokularindaki icsel IAA ve ABA seviyeleri karsilastirilmis, seradaki
bitkilerin IAA ve ABA miktarlarinin in vitro siirgiinlerden daha fazla oldugu, ancak 4.
alt kiiltiirden sonra in vitro siirgiinlerde IAA seviyesi degismezken, ABA seviyesinin
azaldig1 belirlenmistir. Baslangicta, kuru agirlik cinsinden 1328.6 ng/g olan ABA
miktart 4. alt kiiltiirde 186.7 ng/g, 26. alt kiiltirde 94.2 ng/g; baslangigta 0.2 olan
IAA/ABA orani ise 4. alt kiiltiirde 0.6 ve 26. alt kiiltiirde 0.7 olarak kaydedilmistir.

Harbage vd. (1993) calismalarinda Gala elma c¢esidinde adventif kok olusumunun
anatomisini incelemislerdir. Mikro ¢elikler kok uyarimi igin su, 1.5 uM (0.3 mg/L) IBA,
44 mM (15 g/L) sakaroz ya da 1.5 uM IBA + 44 mM sakaroz sivi ortamlarinda 4 ya da
8 giin silireyle tutulmustur. Bu ortamlarda 4 giin sonra sirastyla 0, 0.2, 2.2 ve 11.9
adet/mikro ¢elik meristemoid belirlenmistir. Arastiricilar, Gala mikro ¢eliklerinde kok

primordiumlarinin floem parankimasindan meydana geldigini bildirmislerdir.
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Stimart ve Harbage (1993), Gala elma ¢esidinde in vitro kosullarda koklendirdikleri
mikro ¢eliklerde adventif kok sayisinin, ileri agamalarda dis kosullarda mikro geliklerde
kok ve siirgiin gelisimi lizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada ilk olarak mikro
celiklerin 4 mm’lik alt kisimlart kok uyarmmi igin 10 mM  2-[-morpholino]
ethanesulfonic acid (MES) igerisinde 0, 0.15, 1.5, 15 ve 150 uM (0, 0.03, 0.3, 3, 30
mg/L) IBA ve 43.8 mM (15 g/L) sakarozun birlikte bulundugu ve pH diizeyleri 5.5, 6.3
ve 7.0 olarak ayarlanmis sivi kiiltlirlere yerlestirilmis ve bu kiiltiirler 4 giin siireyle
30°C’de karanlikta tutulmustur. Daha sonra mikro ¢elikler kok gelisimi i¢in 21.9 mM
(7.5 g/L) sakaroz ilave edilmis mineral maddeleri %2 kuvvetindeki sivi MS ortamina
transfer edilmis ve bu ortam lizerinde 14 giin siireyle 23°C’de 16 saat aydinlik
kosullarda gelistirilmistir. Mikro ¢eliklerde 18 giin sonra adventif kok sayilar1 1.5 uM
(0.3 mg/L), 15 uM (3 mg/L) ve 150 uM (30 mg/L) IBA dozlarinda sirasiyla 12.4, 19.6
ve 15.8 adet/mikro ¢elik ile diger dozlardan daha yiiksek bulunmustur. Kok sayisi
tizerine pH’nin belirgin bir etkisi olmamistir. D1s kosullarda 149 giin sonra kok sayisi
ise baslangicta O ve 0.15 pM IBA uygulanmis mikro ¢eliklerde benzer kalirken, 1.5, 15
ve 150 uM dozlarinda %45, %141 ve %159 oranlarinda artmistir. Canlilik oranlar1 149
giin sonra %96.3 ile en yiiksek 1.5 uM IBA uygulamasindan gelen mikro ¢eliklerde
belirlenmistir. Yiiksek canlilik oranlart ve kok sayisindan dolayr aragtiricilar kok

uyarimi agamasinda 1.5 uM (0.3 mg/L) IBA uygulamasini 6nermislerdir.

Karhu ve Zimmerman (1993), Golden Delicious, Triple Red Delicious ve Oregon Spur
Delicious elma gesitlerinin mikro geliklerinde kok uyarimi igin baslangi¢ asamasinda
karanlik ve kumarin uygulamalarinin koklenme tizerine etkisini aragtirmiglardir. Onalt1
saat 151k periyodu ile karsilastirildiginda 7 giinliik karanlik uygulamasiyla koklenme
orani bu gesitlerde sirasiyla %40, %15 ve %36’dan %66, %54 ve %64’¢e ylikselmistir.
Bir monofenol olan kumarin ise 1.5 uM (0.3 mg/L) IBA ile birlikte uygulandiginda
ozellikle Gala elma ¢esidinin mikro ¢eliklerinde kdklenme oranlarini %100 seviyesine
cikarmistir. Bu c¢esitte kumarin ve IBA yoklugunda kdklenme orani %80, sadece IBA

varliginda %60 olarak saptanmustir.
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Yepes ve Aldwinckle (1994), 13 elma ¢esidinin mikro cogaltiminda koklenme
asamasinda MS temel besin ortaminin mikro ve makro besin elementlerini 2
kuvvetinde kullanmislardir. Bu ortama 0-1 mg/L arasinda degisen dozlarda IBA ya da
NAA, %15 sakaroz ilave etmislerdir. Koklenme denemelerini sivi ya da 7 g/L agar ile
katilastirilmis ortam {izerinde yapmislardir. Oksin igeren sivi ortamda kiiltiirleri 1 hafta
siireyle calkalamiglar ve daha sonra oksin igermeyen besin ortamina tasimislardir.
Karanlik uygulamasinin yapildigi ¢alismada en yiiksek koklenme degerleri 0.1-1 mg/L
IBA Dbulunan ortamlarda genotiplere gore %71-%100 arasinda saglanmistir.
Arastirmada diisiik IBA dozlarinda sivi kiiltiirlerde daha yiiksek koklenme degerlerinin

elde edildigi bildirilmistir.

Pawlicki ve Welander (1995), karbonhidrat kaynagi, IBA konsantrasyonu ve uygulama
stiresinin Jork 9 elma anacinin mikro siirglinlerinden 1 mm kalinlikta hazirlanan
disklerin koklenmesi tizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada temel besin ortami
olarak 2 MS makro elementleri, Lepoivre mikro elementleri, Walkey vitaminleri, 100
mg/L proline i¢eren ortam kullanilmistir. Kok uyarimi i¢in baslangi¢c asamasinda diskler
24.6 uM (5 mg/L) IBA igeren temel besin ortami iizerinde 24 saat karanlik kosullarda
inkiibe edilmis ve daha sonra IBA icermeyen temel besin ortamina aktarilarak 16 saat
aydimlik kosullarda tutulmustur. Ik olarak koklenme ortamma farkli dozlarda katilan
sakaroz, glukoz, fruktoz, sorbitol ve bunlarin bazi kombinasyonlarinin koklenme ve
kallus gelisimi {izerine etkileri arastirilmistir. Sadece sakaroz uygulamalarinda (29-59
mM) (10-20 g/L) kdklenme yaninda kallus gelisimi de uyarilmistir. Sorbitol optimum
koklenme i¢in yiiksek dozlara ihtiyag gostermistir. Bu karbonhidrat kaynagi ile kallus
gelisimi azalmistir. Glukoz (117 mM)+sorbitol (59 mM) ve sakaroz (59 mM)+manitol
(29 mM) kombinasyonlarinda disklerde %100 koklenme ve disk basina 6 adedin
tizerinde kok saptanmistir. Bununla birlikte optimum koklenme i¢in ihtiya¢ duyulan
siire sakaroz+manitol uygulamasinda en diisiik bulunmustur. Iyi sonu¢ veren 59 mM
(20 g/L) sakaroz+29 mM (5.3 g/L) manitol kombinasyonu esas alinarak ¢aligmada farkli
dozlarda IBA igeren kok baslangic ortami iizerinde karanlik kosullarda inkiibasyon
stirelerinin koklenme {tizerine etkileri de incelenmistir. Bu denemelerin sonucunda

sakaroz+manitol kombinasyonunda 540 dakika (9 saat) siireyle 49.2 uM (10 mg/L) IBA
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uygulamasinda %100 koklenme orani, disk basina 6.55 adet kok sayis1 ve %4.40 ile en

diisiik kallus olusum orani kaydedilmistir.

Auderset vd. (1996), thiol bilesikleri glutathione ve dithiothreitoliin tek ya da oksin
soku ile birlikte koklenme iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda oksin sokunu
aseptik kosullarda Jork elma anacinin mikro ¢eliklerinin dip kisimlarimi agar ile
katilastirilmis 1 mM TAA igerisine 1 saat siireyle daldirarak uygulamiglardir. Daha sonra
mikro ¢elikler thiol bilesiklerinin ilave edildigi MS besin ortamina dikilmis ve kiiltlirler
ilk 6 giin karanlikta tutulmustur. Ondort giin sonra yapilan gézlemlerde 6zellikle oksin
sokundan sonra 0.075 mM rediikte glutathione iceren ortamlarda %87 koklenme
basarisi elde edilmistir. Kontrol uygulamasinda bu oran %355 olarak bildirilmistir. Oksin
soku ile birlikte 0.025 mM dithiothreitol uygulamasmin da koklenmeyi artirdigi
belirtilmistir.

Harbage ve Stimart (1996), bazi elma ¢esitlerinde (Gala, Golden Delicious, Jonathan,
Mclintosh, Vermont Spur Delicious ve Triple Red Delicious) pH tamponlama ve
IBA’nin mikro ¢eliklerde adventif kok olusumuna etkilerini arastirmislardir.
Calismada kok baslangig ve kok gelistirme ortamlari kullanilmistir. Kok baslangig
ortaminda 43.8 mM (15 g/L) sakaroz ve 1.5 uM (0.3 mg/L) IBA bulunmaktadir. Bu
asamada tamponlama yapilmamis olan besin ortaminin pH degerleri 5.5-5.6 olarak
ayarlanmistir. Kiiltiirler 30°C’de karanlik kosullarda 4 giin inkiibe edilmistir. Daha
sonra mikro ¢elikler kok gelistirme ortamina taginmistir. Bu ortam, 21.9 mM (7.5 g/L)
sakaroz 1ilave edilmis, Fe-EDTA ig¢ermeyen ! kuvvetindeki MS ortamidir.
Denemelerde, mikro ¢eliklerin 4 mm’lik dip kisimlarinin batirildig: sivi formdaki 3’er
ml baslangic ve gelisme ortamlarinin bulundugu kiigiik tiipler bir plastik destege
yerlestirilmistir. Calismada kok baslangig¢ ortaminin pH’st 10 mM MES ile
tamponlanmig ya da tamponlanmamistir. Kok baslangi¢c ortaminda IBA’nin 0, 0.15,
1.5, 15.0, 150.0 uM (0, 0.03, 0.3, 3.0, 30.0 mg/L) dozlar1 kullanilmistir. K&k
sayimlari, kok gelistirme ortamina transferden 14 giin sonra yapilmistir. Tamponlama
yapilmamis kok baslangi¢ ortaminin pH degeri 2 giinde 5.6’dan 7’ye ylikselmistir.
MES ile tamponlanmis ortamda ise pH degisimleri Onlenmis ve tamponlama

yapilmamis durum (7.6 adet kok sayisi) ya da pH 7 (7.1 adet kok sayisi) ile
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karsilastirildiginda, pH 5.5 diizeyinde kok sayist (14.2 adet) 2 kat artmistir. Kok
sayisinin artiritlmasi i¢in pH diizeyinin azalmasi ile birlikte IBA’nin daha diisiik
dozlarma gerek olmustur. Tamponlanmis kok baslangic ortammda IBA’nin
kolorimetrik 6l¢iimii, daha yiliksek IBA kaybinin ve daha fazla kok sayisinin tiim
cesitlerde daha diisiik pH seviyeleri ile iliskilendirildigini gostermistir. Buna gore kok
baslangi¢ ortamindan IBA kaybi ortamin pH’sina baghidir ve bu kok sayisini
etkilemektedir. Kolay ve zor koklenen gesitler arasindaki kok sayisi farkliliklari, kok
baslangic ortaminda IBA kaybinin miktar1 ile bagmtili degildir. Kok sayisi
bakimindan cesitler arasindaki farkliliklar sadece kok baglangi¢ ortaminindan IBA

kaybi ile agiklanamamustir.

Druart (1997), zor koklenen bir genotip olan Compact Spartan elma gesidinde in vitro
koklenmenin optimizasyonu igin farkli denemeler yapmustir. ilk olarak optimum oksin
uygulama siiresini belirlemek tizere mikro siirgiinleri 3, 5, 7, 10, 15 ve 30 giin siireyle
ilk 5 giinli karanlik ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda IAA (0.1 mg/L), IBA (1
mg/L) ve 20 g/L sakaroz igeren besin ortami fiizerinde inkiibe etmistir. Oksin
uygulamalarindan sonra kok gelisimi i¢in mikro siirglinleri oksin igermeyen %2 sakaroz
ve 5 g/l agar igeren katilastirilmis temel besin ortami ya da distile su ile islatilmig
vermikulit (100 cm? distile su/250 cm?® vermikulit) iizerine tasimistir. Temel besin
ortam1 olarak makro elementleri 2 kuvvetinde ve mikro elementleri tam kuvvette olan
Lepoive besin ortami kullanilmistir. Bu besin ortamina thiamine-HCL (0.4 mg/L) ve
myo inositol (100 mg/L) ilave edilmistir. Bu denemenin sonunda koklenme baslangict
icin karanlik kosullarda 5 giin oksin uygulamasinin yeterli olacagi belirlenmistir. Kok
gelisimi i¢cin temel besin ortami yerine vermikulit kullanilmis kiiltiirlerde %100
koklenme saglanmistir. Kok gelismesinin vermikulit iizerinde denendigi kosullarda 30
giin oksin uygulamasinda dahi %90-100 koklenme meydana gelmistir. Sakarozun,
vermikulit i¢in gerekli olmadigi, temel besin ortami i¢in ise gerekli oldugu bildirilmistir.
Aragtirici, diger bir denemede makro elementlerin koklenme iizerine etkilerini
belirlemistir. Mikro elementlerin koklenme i¢in gerekli oldugu bildirilen ¢alismada, kok
gelisiminin amonyum nitrat ile engellendigi, kalsiyum nitratin ise kdklenmeyi tesvik

ettigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak, baslangicta uzun oksin uygulama siiresinin, kok
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gelisimi i¢in amonyum nitrat varliginin ve yetersiz havalanma kosullarinin kdklenmeyi

engelleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

De Klerk vd. (1997), Jork 9 elma anacinin in vitro koklenmesi tizerine IAA, IBA ve
NAA’nm etkilerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda NAA diisiik (8 adet kok/mikro ¢elik),
IAA ve IBA yiiksek (15 adet kok/mikro gelik) koklenme saglamistir. En yiiksek kok
sayis1 [AA’de 10-100 uM (1.9-18.6 mg/L), IBA’de ise 10 uM (2.0 mg/L) dozlarinda
belirlenmistir. Arastiricilar, NAA ve IBA kok ve siirgiin gelisimini engelledigi igin
IAA’in Jork 9 elma anacimin in vitro koklenmesi igin daha uygun oldugunu

bildirmislerdir.

Isutsa vd. (1998), G65, G30 ve G11 elma anaclarinda ilk olarak mikro siirgiinleri, ug
kismi1 yukar1 yonde diizgiin olarak ya da ters ¢evirerek asagi yonde dikmenin ve 4 hafta
sireyle farkli IBA dozlarinin koklenme iizerine etkilerini incelemislerdir. Koklenme
oranlart G65 anacinda 2 mg/LL IBA iceren ortamlarda ters cevrilerek dikilmis
stirgiinlerde en yiiksek %30; G30 anacinda 3 mg/L IBA igeren ortamlarda diizgiin
olarak dikilmis siirgiinlerde %100; G11 anacinda 1 ya da 2 mg/L IBA igeren ortamlarda
ters gevrilerek dikilmis siirgiinlerde %100 olarak kaydedilmistir. Ikinci denemede mikro
stirgiinler ex vitro kosullarda fog sistem kullanilarak 450 ya da 1350 pmol/mol
karbondioksit seviyesinde ve 3 1sik yogunlugunda (30, 50 or 100 pmol m? s%t)
koklendirilmis ve dis kosullara alistirilmistir. EX vitro kosullarda anaglarin tamami
basartyla koklendirilmis ancak yasama oranlart degismistir. Orta ve diisiik 151k
yogunluklari ile karsilastirildiginda yiiksek 1s1k kosullarinda bitkicikler en yiiksek kuru
madde, yaprak alani ve gelisme oranlarina sahip olmustur. Karbondioksitin etkisi
stireklilik gostermemistir. Yiiksek 151k yogunlugunda fog sistemin bulundugu tiinel ve
seralarda koklenme basariyla gergeklestirilmis ve bitkiciklerin yasama orant %100
olarak kaydedilmistir. Ugiincii denemede yeni koklendirilmis elma mikro siirgiinlerinde
sikga karsilasilan koklenme sonrasi dinlenme {izerine 3.3°C’de 4 hafta soguklatma ya da
GA3 (gibberellik asit) piskiirtmenin etkileri arastirilmigtir. Soguklatilmis  bitkiler
kontrol veya GAs piskiirtiilmiis olanlara gore daha yiiksek kuru maddeye sahip
olmustur. GA3z’tin etkisi kisa siirmistiir. EX vitro denemelerin sonucunda anaglarin

mikro ¢ogaltimi i¢in gereken zamanin 6 aya kadar azaltilabilecegi bildirilmistir.
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Dobranszki vd. (2000), Husveti rozmaring Macar elma ¢esidinde mikro siirgiinleri
koklendirme Oncesinde ©n uygulama olarak farkli sitokininlerin bulundugu besin
ortamlarinda 4 hafta boyunca yatay ya da dikey pozisyonda kiiltiire almiglardir. Dort
haftalik yatay pozisyon 6n uygulamalari P1 (1.0 mg/L BA (benzil adenin) + 1.5 mg/L
KIN (kinetin)) ve P4 (1.0 mg/L TOP (meta-topolin)); dikey pozisyon 6n uygulamalari
P2 (1.0 mg/L BA + 1.5 mg/L KIN), P3 (1.0 mg/L BA + 1.5 mg/L KIN ve 3 hafta dikey
+ 1.0 mg/L TOP ve 1 hafta dikey), P5 (1.0 mg/L TOP)’dir. On uygulamalardan gelen
stirgiinlerden hazirlanan mikro ¢elikler 1.0 mg/L IBA, 20 g/L sakaroz, 7 g/L agar-agar
ilave edilmis mineral maddeleri ¥ kuvvetindeki MS kok baslangi¢ ortamina dikilmistir.
Bu ortam iizerinde karanlik kosullarda 1 hafta tutulan mikro ¢elikler daha sonra 30 g/L
sakaroz, 2 ml/L Wuxal ve 7 g/L agar-agar katilan ¥ MS kok uzama ortamina transfer
edilerek 3 hafta 16 saat aydinlik kosullarda inkiibe edilmistir. Arastirmanin sonucunda
yatay siirgiin pozisyonunun kullanildigr P1 ve P4 6n uygulamalarindan gelen mikro
celiklerde koklenme orani %88.6, dikey pozisyonun esas alindigi P2, P3 ve P5 6n
uygulamalarindan gelen mikro siirgiinlerde sirasiyla %0, %2 ve %6’dir. P1 ve P4
uygulamalarinda kok sayist (6.4 ve 4.5 adet) ve uzunlugu (15.3 mm ve 22.0 mm)
degerleri dikey pozisyonlu diger uygulamalardan (0-1 adet ve 0-8 mm) daha yiiksek
bulunmustur. On uygulamada BA kullanilmis ortamlardan hazirlanan mikro geliklerde
kok sayisi, TOP kullanilmig ortamlardan gelen mikro ¢eliklerde kok uzunlugu degerleri
daha yiiksek belirlenmistir. P1 6n uygulamasindan gelen bitkiciklerin dis kosullarda

yasama orani yiiksek olmustur.

Sharma vd. (2000), MM106 elma anacinin in vitro koklendirilmesi kapsaminda mikro
stirgiinleri 30, 50, 70 ve 100 mg/L IBA igerisine 1-3 saat siireyle daldirmislar ve daha
sonra oksin bulunmayan %0.1 aktif komiir ilave edilmis agar ile katilastirilmis MS
besin ortamina transfer etmislerdir. En yiiksek koklenme orani (%80.25), 30 mg/L
IBA’ya 3 saat siireyle daldirma uygulamasindan elde edilmistir. Bu uygulamada siirgiin
basina ortalama kok sayist 7 adet, ortalama kok uzunlugu 3.95 cm olarak
kaydedilmistir. Koklenme ortamina PG ilavesi koklenme oranini artirmamis, ancak
cogaltma ortaminda bu maddeyi iceren kiiltiirlerden gelen mikro siirgiinlerde koklenme

orani yliksek oranlarda belirlenmistir.
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Litwinczuk (2000), M26, MM106 ve P14 yart kuvvetli elma anaglarinin mikro
cogaltiminda ¢ift fazli ortamin etkilerini aragtirdiklar1 ¢caligsmalarinda bu ortam iizerinde
cogaltilan siirgiinlerde koklenme oranlarini 1.0 mg/L IBA ilave edilmis ortamlarda P14
ve MM106 anaclarinda sirasiyla %98.5 ve %89.9, M26 anacinda ise sadece %66.4

olarak belirlemislerdir.

Magyar-Tabori vd. (2002), JTE-H, M26 ve MMI106 elma anaglarinin in Vvitro
stirgiinlerinin koklenmesi tizerine 1.0, 2.0, 3.0 mg/L IBA dozlarinin ve aktif komiiriin
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda temel besin ortami olarak mineral maddeleri %2
kuvvetinde olan MS ortamini esas almiglardir. Kok basglangi¢ ortamina IBA dozlar1 ve
%?2 sakaroz ilave edilmis ve siirgilinler bu ortam {izerinde 1 hafta karanlikta tutulmustur.
Daha sonra siirgilinler IBA icermeyen, %3 sakaroz ve 2.5 g/L aktif komiir ilave edilmis
ya da aktif komiir ilave edilmemis mineral maddeleri ' kuvvetinde olan MS kok
gelistirme ortamina transfer edilmistir. Caligmada baslangi¢c ortamina ilave edilmis tiim
IBA dozlarinda ve kok gelistirme asamasinda aktif komiir iceren ve icermeyen ortamlar
tizerinde JTE-H anacinda yiiksek koklenme oranlari (%91.4-100) elde edilirken yine
uygulamalar arasinda Onemli bir farklilik olmadan MM106 anacinda bu kosullarda
koklenme orant %33-46 arasinda belirlenmistir. Oysa M26 anacinda en yliksek
koklenme orant 1.0 mg/L IBA ve aktif komiirsiiz uygulamada %94.3 oraninda
belirlenmistir. Bu anagta aktif komiir uygulandiginda koklenme orani en yiiksek %65.7
ile yine 1.0 mg/L IBA dozunda saptanmistir. Caligmada aktif komiir uygulamasinda kok
uzunlugu artmis ancak en yiiksek kok sayilart aktif komiirsiiz ortamda belirlenmistir.
JTE-H anacinda kdk uzunlugu 1.0 ve 2.0 mg/L IBA uygulanmis aktif komiir ilave
edilmis ortamlarda 28-30 mm, M26 anacinda 17-13 mm, kok sayisi ise aktif komiir
icermeyen ortamlarda 1.0 ve 2.0 mg/L IBA dozlarinda JTE-H anacinda sirasiyla 11.5
ve 12.3 adet, M26 anacinda 4.5 ve 6.0 adet olarak kaydedilmistir. Bu degerler, aktif
komiirlii ortamlarda anaglara ve IBA dozlarina gore sirasiyla 6.1-8.3 adet ve 2.0-4.9
adettir.

Nagy ve Sule (2006), Agrobacterium ile gen transferi yapilmis elma siirgiinlerinde

koklenmenin olduk¢a zor oldugunu One siirerek Pinova elma g¢esidinin transgenik

stirgiinlerinde in vitro kdklenme igin farkli ortamlar1 denemislerdir. Mikro ¢elikler 6nce
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0.0, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L IBA ilave edilmis, 2 kuvvetindeki MS mikro ve makro
elementleri ile Gamborg vitaminlerinden olusan 20 g/L sakaroz katilmis 5 ml sivi ya da
agar ile katilastirilmis (7 g/L) besin ortaminda 4 giin siireyle karanlik kosullarda 6n
uygulamaya tabi tutulmustur. Daha sonra siirgiinler agar ile katilastirilmis veya
vermikulit ile desteklenmis biiylimeyi diizenleyici madde igermeyen Y2 kuvvetindeki
MS mikro ve makro elementleri ile Gamborg vitaminlerinden olusan 20 g/L sakaroz
katilmis besin ortamina dikilmistir. Calismada en yiiksek koklenme etkinligi, herhangi
bir biiyimeyi diizenleyici madde igermeyen sivi ortam iizerinde on uygulamaya tabi
tutulmus siirgiinlerde belirlenmistir. On uygulamada 0.0 mg/L IBA dozu uygulanmis
stirgiinlerde vermikulit ortamda koklenme oran1 %73, agar ile katilagtirilmig ortamda
%46.7 olarak kaydedilmistir. On uygulamada 1.0 mg/L IBA uygulanmis siirgiinlerde
vermikulit ortamda koklenme basarist %53.3 e diiserken, agar ile katilagtirilmis ortamda
%67’ye yiikselmistir. Arastiricilar elmada transgenik siirgiinler icin biiylimeyi
diizenleyici maddesiz 6n uygulamayi1 takiben vermikulit ortamda koklendirmeyi

Onermislerdir.

Sharma vd. (2007), M7 ve MM 106 elma anaglarinda in vitro kok uyarimi ve gelisimi
amaciyla bes farkli deneme kurmuslardir. 1. denemede, %0.02 aktif komiir ile birlikte
ya da aktif komiir olmadan kok baslangi¢ ortamina 1.0-3.5 mg/L arasindaki dozlarda
IBA ilave etmislerdir. Iki hafta sonra aktif kémiirsiiz ortamdaki mikro siirgiinleri IBA
bulunmayan ortama transfer etmislerdir. 2. denemede kok uyarimi igin mikro siirgiinler
ilk olarak yiiksek konsantrasyonlarda IBA ¢ozeltisine (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
200, 500, 1000 mg/L) farkli periyotlarda (10, 20, 30 dakika ya da 1, 2, 3, 4, 5 saat)
daldirilmis ve daha sonra oksinsiz ortama aktarilmistir. 3. denemede mikro siirgiinler
0.5 mg/L IBA igeren sivi kok baglangi¢ ortaminda 6 ila 13 giin boyunca karanlikta
inkiibe edilmistir. Bu siirgiinler daha sonra IBA igermeyen kati besin ortamina
aktarilmig ve kiiltiirler 1s1k altinda tutulmustur. 4. denemede birinci, ikinci ve ligiinci
denemeler siirekli 1s1k altinda gergeklestirilmistir. 5. denemede, igiincii ve besinci
denemelerde kok uyarimindan sonra siirgiinler tuz konsantrasyonu azaltilmig (1/3, 1/4)
ve farkli sakaroz dozlarinn (10 ve 15 g/L) kullanildigi kok gelisme ortamina
aktarilmistir. 1. denemenin sonucunda maksimum koklenme orani aktif karbon
katilmamis ortamlarda IBA’nin M7’de 2.0 mg/L (%86.63) ve 2.5 mg/L (%89.63),
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MM106°da 1.0 mg/L (%62.0) uygulamalarinda saglanmistir. Kéklendirme ortamindaki
aktif komirinin varligi koklenme kalitesini iyilestirmis, ancak her iki anagta da
koklenme oramin1 distirmistiir.  Yiiksek dozlarda IBA solusyonlarina daldirma
denemesinde aktif komiir varliginda en yiiksek koklenme oranlar1t M7 anacinda 70
mg/L, 2 saat uygulamasinda %76, 80 mg/L, 2 saat uygulamasinda %80 ve 90 mg/L, 1
saat uygulamasinda %86.0 olarak belirlenmistir. Calismada kok uyarimi i¢in IBA igeren
sivi ortamda birka¢ giin karanlikta bekletme ve kok uzamasi i¢in IBA igermeyen
ortamlarda 1sikta inkiibasyon en etkili sonuglar1 vermistir. Bununla birlikte siirekli 151k
uygulamasinda koklenmenin azaldigi goriilmiistiir. K6k uzatma ortaminda MS

tuzlarmin ve sakarozun azaltilmasi koklenmede diisiise neden olmustur.

De Klerk vd. (2008), Jork elma anacinda mikro siirgiinlerin gévdesinden 1 mm
kalinlikta hazirladiklar1 disklerden adventif kok olusumu {izerine ortam pH’smin ve pH
tamponlayict MES’in etkilerini arastirmiglardir. Denemeler, 10 uM (2 mg/L) etiketli
IAA [1-1*C] iceren 20 ml katilastirnlmis koklenme ortaminm bulundugu 2 cm
yiiksekligindeki 9 cm c¢apindaki petrilerde yapilmis olup otoklavdan oOnce besin
ortamlarmin pH’s1 4.5-8.0 arasinda ayarlanmistir. Otoklavdan sonra ve 3 haftalik kiiltiir
sonrasinda ortamlarin pH’s1 5.2-6.0, 10 mM MES ilave edilmis ortamlarda stabil olarak
5.0-6.5 araliginda 6l¢iilmiistiir. Elma disklerinde en yiiksek koklenme, otoklavdan sonra
pH degeri ~5.3 olan MES bulunan veya bulunmayan ortamlarda elde edilmistir. Bu
sonucun oksin alimi ile iliskili olmadig: belirtilmistir. MES, meristemoidlerin olusmaya
basladig1 baslangic asamasinda adventif kok olusumunu %30 oraninda azaltmistir.
Bununla birlikte meristemoidlerin koklere donistiigii asamada koklenmede %30
oraninda artis meydana getirmistir. MES’in engelleyici ve uyarict etkisi tiim pH
degerlerinde gozlendiginden dolay1r bu etkinin MES’in tamponlama etkisi ile ilgili

olmadig bildirilmistir.

Ciccotti vd. (2008), elma coklu siirgiin fitoplazmasina dayanikli apomiktik Malus
sieboldii elma genotiplerinin oldukg¢a zor olan mikro ¢ogaltimi kapsaminda koklenme
icin farkli uygulamalar denemislerdir. Bu denemelerde mikro siirgiinler 10 uM (2 mg/L)
IBA ya da IAA, 58.6 mM (20 g/L) sakaroz, %0.6 agar katilmis pH’s1 5.6 olan Y2
kuvvetindeki MS kok uyarma ortamu iizerinde karanlikta 7 giin veya 25 uM (5 mg/L)
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IBA ya da TAA, 88 mM (30 g/L) sakaroz ilave edilmis pH’s1 6.59-6.60 olan siv1 ya da
agarla (%0.6) katilastirilmis su solusyonunda 4 giin siireyle karanlikta inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda mikro siirgiinler oksin igermeyen 29.3 mM (10 mg/L) sakaroz ve
%0.5 agar bulunan vitaminsiz 2 kuvvetindeki MS ortama tasinmis ve aydinlik
kosullarda 25 giin tutulmustur. En iyi koklenme degerleri genel olarak kok uyarimi igin
25 uM IBA’nin kullanildig1 uygulamadan elde edilmistir. Bu uygulamada en yiiksek
koklenme oranlar1 genotiplere gore %34-100, mikro siirgiin basina kok sayist 2.8-11.4

adet ve kok uzunlugu 1.4-7.0 cm arasinda belirlenmistir.

Naija vd. (2009) galismalarinda MM 106 elma anacinda mikro siirgiinlerin koklenmesi
lizerine  poliaminlerin  etkilerini  arastirmuglardir.  Poliaminlerin  ve  poliamin
metabolizmasinin inhibitorlerinin  kullanilmadigi, 1.0 mg/L IBA ilave edilmis %
kuvvetindeki MS ortami iizerinde 5 gilin karanlik kosullarda tutulduktan sonra 25 giin
siireyle oksin icermeyen besin ortami iizerinde 16 saat aydinlik kosullarda inkiibe
edilen mikro siirgiinlerde koklenme oran1 %96.7 olarak kaydedilen denemede, IBA
bulunmayan ortamlarda koklenme meydana gelmemistir. IBA’siz ortama 10 uM
putrescine, spermidine, cyclohexylamine veya aminoguanidine ilavesi ise koklenmeyi
uyarmis (%26.7-%53.3), IBA ile birlikte de yiiksek koklenme oranlart (%84.4-%94.4)
belirlenmistir. Bununla birlikte IBA bulunmayan o-difluoromethylornithine ilave
edilmis ortamlarda koklenmenin meydana gelmedigi, IBA ile birlikte ise koklenme

oraninin diisiik seviyelerde (%63.3) gergeklestigi bildirilmistir.

Dumanoglu vd. (2009), Golden Delicious elma ¢esidi ve MM 106 elma anacinda mikro
celiklerin in vitro koklenmesi iizerine besin ortamina 0.25, 0.50, 1,0, 1.5, 2.0 ve 3.0
mg/L IBA veya 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L NAA ilave edilmesinin ya da aseptik
kosullarda mikro ¢eliklerin 1000 ya da 4000 ppm IBA solusyonuna 15 saniye siireyle
hizli daldirma uygulamasindan sonra oksinsiz ortama dikilmesinin etkilerini
arastirmislardir. Calismada temel besin ortami olarak makro element diizeyi /2 olan MS
besin ortami kullanilmistir. Tiim ortamlara %2 sakaroz katilmis ve %0.6 agar ile
katilagtinnlmistir. Kiltiirler ilk 1 hafta karanlikta inkiibe edilmistir. Sekizinci haftanin
sonunda Golden Delicious g¢esidinde en yiiksek koklenme orani %50 ile 1000 ppm IBA

solusyonuna hizli daldirma uygulamas: ile elde edilmistir. MM106 anacinda tiim
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uygulamalarda istatistiksel bir farklilik olmadan koklenme oranlar1 yiiksek bulunmustur
(%88.9-%100). Mikro ¢elik basina kok sayisi, ortalama kok uzunlugu, en uzun kok
uzunlugu ve koklenme diizeyleri bakimindan uygulamalar arasinda onemli bir
farkliligin kaydedilmedigi ¢alismada bu degerler Golden Delicious ¢esidinde sirasiyla
1.0-3.1 adet, 1.3-4.7 cm, 1.5-5.6 cm ve 0.2-2.5; MM106 anacinda 2.6-9.8 adet, 1.3-3.2

cm, 2.4-5.2 cm ve 0.8-1.8 arasinda belirlenmistir.

Yaseen vd. (2009), M9 ve M26 elma anaglarinin in vitro koklenme potansiyeli tizerine
farkli karbon kaynaklarinin etkilerini aragtirmislardir. Bu ¢alismada, 4 farkli karbon
kaynagindan (sakaroz, sorbitol, manitol ve glukoz) 5’er doz (0, 5, 15, 25, 35 ve 45 g/L)
kullanilarak denemeler kurulmustur. Caligmada temel besin ortami olarak MS ortami
kullanilmigtir. Bu ortama, 1.0 mg/L IBA ve bir karbon kaynag ilave edilmis, ortamlar
6.5 g/L agar ile katilastirilmistir. Dikimden dort hafta sonra yapilan incelemelerde en
yiiksek koklenme orani (%96.67) M26 anacinda 45 g/L sorbitol uygulamasindan elde
edilmistir. M9 anacinda ise en yiiksek koklenme %86.67 ile 35 g/L sorbitol
uygulamasinda belirlenmistir. Karbon kaynaklar1 arasinda 35 g/L sorbitol ile en yiiksek
ortalama kok sayist (5.0) ve kok uzunluguna (3.84) ulasilmistir. Sakaroz ve glikoz,
sorbitol kadar olmasa da her iki genotipte de koklenmeyi uyarmigtir. Manitol

uygulamalarinda ise koklenme saglanamamustir.

Boudabous vd. (2010), Douce de Djerba elma ¢esidinin mikro g¢ogaltimi igin in vitro
koklendirme denemelerinde tam ya da %2 kuvvetinde MS temel besin ortaminin, 3.0
mg/L dozunda IBA, NAA ve IBA+NAA oksin uygulamalarinin ve aktif komiir (2 g/L)
kullaniminin etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar 30 giinliik inkiibasyon siiresinin ilk
5 giiniinde kiiltiirlere karanlik uygulamiglardir. Calismanin sonucunda en yliksek
koklenme degerleri 2 kuvvetinde MS ortaminda, 2 g/L aktif komiir varliginda, 3.0
mg/L IBA uygulamasindan elde edilmistir. Bu uygulamada koklenme orani %66.7,
stirgin basma kok sayist 5.9 adet ve ortalama kok uzunlugu 4.1 cm olarak
belirlenmistir. Ayn1 oksin ve aktif kdmiiriin uygulandig1 tam kuvvetteki MS ortaminda
ise bu degerler sirasiyla %40, 3.3 adet ve 2.8 cm’dir. NAA ve IBA+NAA
uygulamalarinda koklenme degerlerinde énemli diizeyde diisiis meydana gelmis ve en

yiiksek koklenme oranlari sirastyla %15.2 ve %5 olarak kaydedilmistir.
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Kepenek ve Karoglu (2011), Starking Delicious, Amasya elma c¢esitlerinin ve M9 elma
anacmin in vitro koklendirilmesinde 0.0, 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 ppm paclobutrazol (PP
333) ve daminozide’in (Alar-85) etkilerini belirledikleri ¢alismalarinda %2 sakaroz, %1
aktif komiir, 0.5 ppm IAA ve belirtilen biiylimeyi engelleyici maddeleri igeren Y-
kuvvetinde sivi MS besin ortamint kullanmiglardir. Kiiltiirler denemede farkll
asamalarda 10 giin ya da 2 hafta siireyle karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
Calismanin sonucunda 1.0 ppm PP 333 uygulamasinda koklenme oranlar1 Starking
Delicious, Amasya ve M9’da sirasiyla 9%59.2, %48.6 ve %32.5; 2.5 ppm Alar 85
uygulamasinda ise %50.4, %41.3 ve %35.7 olarak belirlenmistir. Koklenme oranlari
kontrolde genotiplere gore %47.7-56.4 (Starking Delicious), %42.6-47.5 (Amasya) ve
%30.7-34.7 (M9) arasinda degismistir. Bulgular biiyiimeyi engelleyici bu maddelerin

koklenme oranlarinda belirgin bir artisa neden olmadigini gostermistir.

Keresa vd. (2012), karaleke hastaligina dayanikli oldugu i¢in Avrupa’da organik elma
yetistiriciliginde tercih edilen Cek elma gesidi Topaz’in in vitro ¢ogaltiminda mikro
stirgiinleri koklendirmede QL (Quoirin ve Lepoivre) ortaminin makro elementleri, MS
ortamimin mikro elementleri ve vitaminlerinden olusan, 0.1 g/L myo-inositol, %2
sakaroz, %0.8 agar ilave edilmis temel besin ortamini kullanmiglardir. Koklendirme
denemelerinde temel besin ortamina 1.0 mg/L veya 2.0 mg/L IBA ya da IAA
katilmistir. Kiiltiirler ilk 4 giin karanlik ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda
tutulmustur. Diger bir denemede mikro siirglinler 20 saat siireyle MS ortaminin
vitaminleri ve 80 mg/L IBA ya da 70 mg/L TAA iizerinde aydinlik kosullarda inkiibe
edilmis ve bu siirenin sonunda oksin igermeyen temel besin ortamina transfer edilmistir.
Caligmada ytiksek koklenme etkinligi (%68.7), siirglin basina yiiksek kok sayis1 (6.6
adet) ve en 1yi slirgiin kalitesi 2.0 mg/L IBA uygulamasiyla elde edilmistir.

Ghanbari (2014), Azayesh-Esfahan, Morabbaee Mashhad ve M9 elma anaglarinin mikro
cogaltiminda kok olusumu iizerine 1/1 ve %2 kuvvetindeki MS, 0.5, 1.0 ve 1.5 mg/L IBA
dozlarmin etkisini arastirmigtir. Besin ortamlarina 30 g/L sakaroz ilave edilmis ve %0.7
agar ile katilastirlmistir. Kiiltiirler ilk 2 giin karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

Calismada tiim anaglar, 1.5 mg/L IBA igeren % MS ortaminda basariyla
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koklendirilmistir. Azayesh-Esfahan, tiim anaglar arasinda en yiiksek koklenme oranina

(%48.33) sahip ana¢ olmustur.

Paprstein ve Sedlak (2015), Cek Cumhuriyeti'nde 1slah edilmis olan Jarka ve Mivibe
gesitlerinin mikro ¢ogaltiminda mikro siirglinleri koklendirmek tizere 1.0 mg/L IBA,
IAA ya da NAA ilave edilmis MS ortamini kullanmislardir. Arastiricilar ¢alismanin

sonucunda koklenme oraninin %0-44 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Dumanoglu vd. (2016), elma (Malus spp.) gen kaynaklar1 bakimindan 6nemli olan
Dogu Karadeniz Bolgesi’nin sahil kusagindaki elma genotiplerinin mikro ¢ogaltimi
calismasinda mikro gelikleri 3.0 mg/L 1AA, 1.0 g/L PVA (polivinil alkol) ve 25 mg/L
kazein hidrolizat katilmig makro element diizeyi 2 kuvvetindeki MS ortami {izerinde ve
ilk 1 hafta karanlik uygulamasi ile koklendirmislerdir. Calismada cesitlere gore

koklenme orani %5.0 ile %95.9 ve ortalama kok sayis1 1.0-6.7 adet arasinda degismistir.

Modgil ve Thakur (2017), elma klon anaglarmin (MM106, M7, MM111, M793 ve
M26) in vitro cogaliminda koklenmeyi iki asamali uygulamalar ile basariya
ulastirmislardir. Iki asamali uygulamada mikro siirgiinler kok uyarimi igin farkli oksin
ve 20 g/L sakaroz i¢eren Y2 MS ortamina daldirilmistir. Bu agsamada oksinler, 1) 10-50
mg/L IBA ya da NAA’ya 0.5-3 saat siireyle, 2) ayni oksinlerin 0.5-1.0 mg/L dozlarina
7-10 gilin boyunca uygulanmustir. Siirglinler daha sonra oksin icermeyen MS ortamina
aktarilmigtir. Bazi anaglar igin tek asamali olarak 0.5-1.0 mg/L IBA ya da NAA
uygulanmistir. Bu durumda, kdklenme ortamia 100 mg/L phloroglucinol ilavesinin ve
bir hafta karanlik uygulamasinin etkileri de degerlendirilmistir. En iyi koklenme
oranlart ve kok kalitesi iki agsamali olarak 0.3-1.0 mg/L IBA ve 0.2-0.5 mg/L NAA
uygulamalarindan elde edilmistir. Iki asamali uygulamalar ile koklenme basarist
anaglara gore %60 ile %100 arasinda degismistir. En yiiksek koklenme orani (%90-100)
M26 anacinda 0.3 mg/L NAA uygulamasinda kaydedilmistir. Tek asamali

uygulamalarda karanlikta inkiibasyonun kdklenme {izerine etkisi olmamustir.

Meneguzzi vd. (2017), Geneva® serisi yeni elma anaci G.814’in mikro ¢ogaltim
protokolii kapsaminda kdklenme asamasinda 0, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5 ve 2.5 mg/L IBA’nin
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koklenme orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve kallus gelisimi iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Temel besin ortami olarak QL besin ortaminin esas alindig1 ¢alismada,
bu besin ortamina 100 mg/L inositol, 30 g/L sakaroz ve 6 g/L agar katilmuistir.
Calismada en iyi koklenme 1.5 mg/L IBA uygulamasinda elde edilmistir. Bu uygulama
ile koklenme orani yaklasik %100, siirgiin basina kok sayist 2 adet ve kdk uzunlugu 6

mm, kallus gelisme orani1 %60 olarak kaydedilmistir.

Li vd. (2018), ¢alismalarinda Gala elma ¢esidinin mikro siirgiinlerinde kok olusumu ve
gelisimi {izerine yeni tip bir nanopargacik olan graphene oxide’in etkilerini
incelemisglerdir. Arastirmada, bu nano materyal 30 dakika ultrases uygulamasindan
sonra 0.0 (kontrol), 0.1, 1.0 veya 10.0 mg/L dozlarinda otoklavlanmis besin ortamina
ilave edilmistir. Besin ortam1 1.0 mg/L IAA, 0.5 mg/L IBA ve farkli dozlarda graphene
oxide igeren % kuvvetindeki MS ortamidir. Dikimden 40 giin sonra yapilan gozlemlerde
0.1-10.0 mg/L graphene oxide uygulamalarinin mikro siirgiinlerde adventif kok
uzunlugu, nem kapsami ve lateral koklerin sayisini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.
Bununla birlikte 0.1 ve 1.0 mg/L graphene oxide uygulamasinda koklenme orani ve
adventif koklerin sayisi, graphene oxide bulunmayan ortamlara ve 10.0 mg/L graphene
oxide uygulamasina gore onemli diizeyde artis gostermistir. Kéklenme orani, 0.0 ve
10.0 mg/L graphene oxide uygulamalarinda yaklasik %50, 0.1 ve 1.0 mg/L graphene
oxide uygulamalarinda %80-85 olarak kaydedilmistir. Calismada, graphene oxide
uygulamalar1 ile kontrole gore katalaz, peroksidaz ve superoksit dismutaz enzim
aktivitelerinde artis kaydedildigi, malondialdehid seviyesinde ise 10.0 mg/L graphene
oxide uygulamasi ile diisiis meydana geldigi belirtilmistir. Ayrica, 0.1 mg/L graphene
oxide uygulamasinin, oksin digaakis tasiyict (auxin efflux carrier) genlerin (PIN7,
ABCB1) ve oksin igeakis tasiyicit (auxin influx carrier) genlerin (LAX2, LAX3)
transkriptini artirdigi, sitokinin biyosentezinde rol oynayan ARR3 geninin transkript
seviyelerini  engelledigi, adventif koklerin, lateral koklerin ve kok tiiylerinin
olusumunda rol oynayan ARRO1, ARF19 ve TTGI1 genlerinin transkript seviyelerinin
ise 1.0 ve 10.0 mg/L graphene oxide uygulamalarina yanit olarak diisiis gosterdigi one
striilmiistiir. Bulgulara gore 0.1 mg/L graphene oxide uygulamasinin Gala elma

sirglinlerinde kok olusumu iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu, ancak kok
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gelisimini olumsuz etkiledigi, bu tepkinin, hiicresel yap1 ve islev lizerine graphene

oxide’in olumsuz etkileri ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Podwyszynska ve Cieslinska (2018), zor koklenen bazi diploit ve yeni tetraploit elma
cesitlerinin in vitro koklenmesinde 5 uM (0.88 mg/L) IAA ve 50 uM putrescine ile
kombine edilmig 2.5 pyM IBA (0.5 mg/L) ya da 1.3 puM NAA (0.24 mg/L)
uygulamasiyla iki asamali koklendirme ile koklenme oranlarinin %60-%80 seviyelerine
ulastigini bildirmislerdir. Arastiricilar, iki asamali koklendirmede mikro ¢elikleri 6nce
biliylimeyi diizenleyici madde ve putrescine ilave edilmis, adenin siilfat ve amonyum
nitrat igermeyen MS ortaminda 7 giin siireyle karanlik kosullarda 26 °C’de ve daha
sonra biliylimeyi diizenleyici madde ve putrescine bulunmayan 4 g/L aktif karbon
katilmig aynt MS ortaminda 18 giin siireyle 16 saat aydinlik kosullarda inkiibe

etmislerdir.

Amirchakhmaghi vd. (2019), Malus orientalis elma tiirinde bir mikro g¢ogaltim
protokolii gelistirme calismalari kapsaminda 0.9 mg/L IBA ile kombine ettikleri yar1
kuvvette Linsmaier ve Skoog (LS) besin ortaminda koklenme oranmni %77.8, kok sayist
2.04 olarak bildirmislerdir. Bununla birlikte ayni1 temel besin ortaminda alt kiiltiiri de

yapilan mikro siirgiinlerde koklenme oran1 %96 kok sayist 7.18 olarak belirtilmektedir.

2.2 Bitkilerde Cinko Oksit Nanoparc¢acik Uygulamalari

Nanoteknoloji kavramu ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard Feyman
tarafindan bilim felsefesiyle ilgili bir sohbet sirasinda giindeme gelmistir. Drexler, 1986
yilinda molekiiler yapidaki nanoteknolojinin dikkat c¢ekici olanaklarini tartismaya
acmistir. Zamanla nanoteknolojideki hizli gelismeler, diger teknolojik alanlarda oldugu
gibi bu teknolojinin insan ve eckosistem igin biiyiik yararlari oldugu kadar 6nemli
zararlar1 olabilecegi konusunu da giindeme getirmistir. Nanoteknolojinin temel bileseni
atomik ve molekiiler diizeyde manipiile edilmis nanopargaciklardir. "American Society
for Testing and Materials (ASTM)"’e gore nanoparcaciklar, iki ya da ii¢ boyutlu olarak
1-100 nm biiyiikliigiindeki pargaciklar olarak tanimlanmaktadir (Berk ve Akkurt 2012).
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Cinko, insan, hayvan ve bitkilerde metabolik aktiviteler igin gerekli olan bir mikro besin
elementidir. Bu element bilindigi iizere IAA’in triptofandan sentezinde 6nemli islevlere
sahiptir. Cesitli ¢alismalarda ¢inkonun bitki biiyimesi, ¢ogaltilmasi ve veriminde
onemli rol oynadigin1 gosterilmistir. Yetersizligi durumunda bitki biinyesinde fizyolojik
dengesizlikler yaratmakta ve enzim aktivitelerini ve diger metabolik siirecleri
etkilemektedir. Cinko oksit ise essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile ¢ok fonksiyonlu
bir maddedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 tarimin da igerisinde yer aldigi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Kolodziejczak-Radzimska ve Jesionowski 2014). Son yillarda
arastiricilar  nanoteknolojiden yararlanarak ¢inko 0ksit nanopargaciklar {izerinde
calismalara baslamiglardir (Laware ve Raskar 2014). Nanoteknoloji, ileri tarim
uygulamalari ve {irlin olasiliklar ile tarim sektoriiniin gelismesi i¢in zengin vizyonlar
sunmakta ve gelecekte diinya niifusunu beslemek icin kiiresel mahsullerin iiretim
hacmini artirmada nano bitki besin maddeleri ile etkin bir glibreleme, {iriin verimliligini
artirma, bitki koruma iirlinleri, nano paketleme ve nano sensdrler alanlarinda umut
verici sonuglar ve uygulamalart miimkiin kilmaktadir (Abobatta 2018). Bitki biiyiime ve
gelisimi {izerine ¢inko oksit nanopargaciklarin olumlu ve olumsuz etkileri konusunda

yapilmig ¢aligmalar asagida sunulmustur.

Lin ve Xing (2007), nanoparcaciklarin fitotoksititesi konusunda yaptiklari ¢alismada
¢inko ve ¢inko oksit nanopargaciklarinin da aralarinda bulundugu 5 tip nanopargacigin
(¢cok duvarli karbon nanotiip, aliminyum, aliimina, ¢inko ve ¢inko oksit), alt1 bitki
tiirtinde (turp, kanola, ¢ok yillik ¢im, marul, misir ve hiyar) tohum ¢imlenmesi ve kok
gelisimi {izerine engelleyici etkilerini arastirmislardir. Calismada, tohum ¢imlenmesi,
misirda nano-ZnO ve ¢ok yillik ¢imde (Lolium perenne) nano-Zn’nun 2000 mg/L
dozunun disinda engellenmemistir. Kok  gelisiminin  engellenmesi  durumu
nanoparcaciklar ve bitkilere gore biiyilik dlgiide degismistir. Nano-Zn ve nano-ZnO’in
2000 mg/L’lik suspansiyonlari, test edilen tiirlerde kdk uzamasini pratik anlamda
sonlandirmistir. Nano-Zn ve nano-ZnO’nun %50’lik engelleyici konsantrasyonlari
(IC50), turp icin 50 mg/L, kanola ve ¢ok yillik ¢im i¢in yaklasik 20 mg/L olarak tahmin
edilmistir. Engelleme durumu, tohum islatma asamasindan ziyade tohum inkiibasyonu

boyunca meydana gelmistir.
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Lee vd. (2010), Arabidopsis thaliana (farekulagi teresi) bitkisinin gelisimi iizerine
aliminyum oksit (nAl203), silikon dioksit (nSiO2), manyetit (nFe3Os) ve ¢inko oksit
(nZnO) nanopargaciklarin etkilerini incelemislerdir. Nanopargaciklarin 400, 2000 ve
4000 mg/L konsantrasyonlarina maruz kalmasinin ardindan {i¢ toksisite indikatori
(tohum ¢imlenmesi, kok uzamasi ve yaprak sayisi) Ol¢iilmistiir. Test edilen
nanopargaciklar arasinda, nAl>O3’in tiim konsantrasyonlart ve 400 mg/L. nSiO:
nanoparcaciklari, kok uzamasimi 6nemli diizeyde pozitif yonde etkilemistir. Diger
taraftan, nFe3O4 ve nZnO tiim dozlarda, nSiO> ise 2000 mg/L ve 4000 mg/L dozlarda
engelleyici etkiye sahip olmustur. Bu nanopargaciklar arasinda nZnO yiiksek diizeyde
fitotoksik bulunmus, bunu nFe30a ve nSiO; izlemistir. nAl,O3 toksik bulunmamustir.
Sonu¢ olarak, toksitite belirleyicileri olarak ¢inko ¢Oziintirliigii ve parcacik
biiytlikliigiiniin 6nemini anlamak {lizere nZnO ileri diizeyde calisilmistir. Nanopargacik
siispansiyonlarindaki ¢oziinebilir ¢inko konsantrasyonlari, ¢oziinmiis ¢inko tuzunun
(ZnCl2) minimum inhibitér konsantrasyonundan 33 kat daha diisik bulunmustur. Bu
bulgu, cinko ¢Ozlinmesinin tek basma toksisiteyi aciklayamayacagini gostermistir.
nZnO’in tohum c¢imlenmesini engellenmesi, esit konsantrasyonlarda daha biiyiik
parcaciklara (mikron boyutunda) gore daha yiiksek toksitite meydana getirmesinden
dolay1 parcacik biiyiikliigline baglanmistir.

Shaymurat vd. (2012) sarimsak (Allium sativum L.) {izerine ZnO nanopargaciklarin
(ZnO NPs) kok gelisimi, kok apikal meristeminde mitoz ve mitotik anomaliler {izerine
etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar sarimsak bagslarin1 deiyonize su igerisinde
koklendirmislerdir. Kokler 2 cm uzunluga ulastifinda fideleri dogrudan ZnO NPs
siispansiyonlar1 (10, 20, 30, 40, 50 mg/L) ya da kontrol amaciyla Zn?* solusyonlari (0.0,
0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) icerisine 24 saat siireyle yerlestirmislerdir. Calismanin
sonucunda ZnO NPs konsantrasyonuna bagli olarak kok uzunlugu iizerine engelleyici
etkiye sahip olmustur. ZnO NPs’nin 50 mg/L dozunun 24 saat siireyle uygulanmasi ile
sarimsagin kok gelisimi tamamen durmustur. Calismada, %50 engelleyici doz 15 mg/L
olarak tahmin edilmistir. Arastiricilar mitoz indeksinin de konsantrasyona ve zamana
bagl olarak azaldigini bildirmislerdir. ZnO nanopargaciklar, kromozom yapismasi,

kopriiler ve kirilmalar gibi mitotik anomalileri de uyarmistir. ZnO NPs
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konsantrasyonlarinin yiikselmesi ve uygulama siiresinin uzamasi, anormal hiicrelerin

toplam oranini artirmigtir.

Prasad vd. (2012), calismalarinda yerfistig1 tohumlarinin ¢imlenmesi, fide gelisimi,
ciceklenme, klorofil kapsami, meyve verimi ve kok gelisimi {izerine farkli
konsantrasyonlarda (400, 1000, 2000 ppm) ¢inko oksit nanopargaciklarin ve selatlanmig
bulk ¢inko siilfatin (ZnSO4) etkilerini arastirmiglardir. Ortalama 25 nm boyutundaki
cinko oksit nanoparcaciklarin 1000 ppm dozu, tohum ¢imlenmesini ve fide gelisimini
uyarmistir. Meyve verimi bulk materyal ile karsilastirildiginda %34 artmistir. Daha
sonra tarla denemelerinde selatlanmis ZnSO4 (30 g/15 L) ile karsilagtirildiginda ¢inko
oksit nanopargaciklarla 15 kat daha diisiik dozda (2 g/15 L) gergeklestirilen yaprak
uygulamalar1 sonucunda meyve verimi iki vejetasyon doneminde %?29.5 ve %26.3
oranlarinda artmistir. Sonug¢ olarak, daha yiliksek nanopargacik konsantrasyonunun
(2000 ppm) engelleyici etkisinin, bu nanopargaciklarin bu gibi uygulamalarda dikkatli
kullanilmasi gerekliligini ortaya koydugu bildirilmistir.

Burman vd. (2013), nohut fidelerinin gelisimi ve antioksidan sistemi {izerine ¢inko oksit
nanopargcaciklarin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 10 giinliik fidelere 1.5 ppm ya
da 10 ppm dozlarindaki ¢inko oksit nanopargacik soliisyonlarini yapraktan piiskiirtme
yoluyla uygulamiglardir. Ayrica, normal boyutta ¢inko oksit ve ¢inko siilfat solusyonlari
da kullanilmistir. Arastirmada stirgiin kuru agirligi iizerine en ytiksek etki 1.5 ppm ZnO
nanoparcacik uygulamasindan elde edilirken 10 ppm nanopargacik uygulamasi kok
gelisimini olumsuz etkilemistir. Bununla birlikte fidelerde toplam agirlik genel olarak
cinko oksit nanopargacik uygulamalari ile artmistir. Bu etkinin, diisiik malondialdehit
(MDA) igeriginden de anlasilabilecegi gibi daha az lipid peroksidasyonuyla sonuglanan
diisiik reaktif oksijen tiirevi (ROS) seviyelerine baglanabilecegi belirtilmistir. Bu
durum, kontrol ile karsilastirildiginda ¢inko oksit nanoparcacik uygulanmis fidelerdeki
superoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz gibi belirgin antioksidan enzimlerin diisiik
aktivitesi ile iliskilendirilmistir. Antioksidan sistem, bitkilerde reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) fotosentez ve fotorespirasyon iizerindeki olumsuz etkilerini
hafifletmede O©nemli bir rol oynamaktadir. Cinko, siiperoksit dismutaz (SOD)

igerisindeki varligindan dolay1r ROS iiretimini dengelemede ve temizlemede yardimci
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oldugundan, biyomembranlar ve proteinin stabilitesinde merkezi bir rol oynamaktadir.
Arastirmacilar, topraklarinin %50’sinden fazlas1 ¢inko eksikligi gosteren ve ¢inko
giibrelerinin yapraktan uygulanmasinin 6nerildigi Hindistan gibi yerlerde bu sonuglarin

daha fazla 6nem tasidigini 6ne siirmiislerdir.

Helaly vd. (2014), calismalarinda muzun in vitro kiiltiirlerinde biyolojik kontaminasyon
ve organogenik rejenerasyon iizerine nanopargaciklarin etkilerini arastirmislardir.
Nanopargaciklarin bulunmadigi muz kiiltiirlerinde 9 bakteriyal (Cellulomonas uda,
Cellulomonas flarigena, Corynebacterium panrometabolum, Bacillus megaterium,
Staphylococcus spp., Klebsiella spp., Erwinia cypripedii, Pseudomonas spp. ve Proteus
spp.) ve 4 fungal (Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. ve Candida spp.)
kontaminant tamimlanmistir. Muzda, Zn ve ZnO nanoparcaciklarin kullanimi ile
kontaminantlardan ari kiiltiirler elde edilmistir. Nanopargaciklarin rejenerasyon iizerine
olumsuz bir etkisi belirlenmemistir. Denemelerde 0, 50, 100 ve 200 mg/L dozlarinda
kullanilan nanopargaciklarin dozlarinin artmasi ile birlikte toplam prolin, SOD
(superoksit dismutaz) CAT (katalaz) ve POX (peroksidaz) aktiviteleri 6nemli diizeyde
artmis, kallus gelisimi azalmistir. En yiiksek somatik embriyogenesis oran1 100 mg/L

nano ¢inko ile desteklenmis MS ortaminda belirlenirken bunu, nano ZnO izlemistir.

Laware ve Raskar (2014), soganda bitki gelisimi, ¢iceklenme ve tohum verimliligi
izerine ¢inko oksit nanoparcaciklarin (ZnO NPs) etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
bitkilere 15 giin arayla ti¢ kez 0, 10, 20, 30 ya da 40 pg/ml konsantrasyonlarinda ZnO
NPs piiskiirtmiislerdir. Calismada, 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarinda ZnO NPs
uygulamalarinda kontrole gore 12-14 giin erken ¢iceklenme ve daha iyi bir gelisme
gorlilmiistiir. ZnO NPs uygulanmis bitkilerde tohum verimi ve agirligi kontroliin
tizerinde tespit edilmistir. Arastiricilara gore ZnO NPs uygulamalart soganda

ciceklenme periyodunu kisaltmis ve saglikli tohum tiretimini miimkiin kilmistir.
Das vd. (2015), domateste ¢imlenme ve fide gelisimi {izerine farkli nanopargaciklarin

etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ¢inko oksit nanoparcaciklari 0, 2, 4, 8, 10 ve 14

ppm dozlarinda uygulamislardir. Kontrol 1ile karsilastirildiginda nanopargacik
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uygulamalar1 tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimini iyilestirmistir. Genel olarak yiiksek

dozlar toksik etki yapmustir.

Maithreyee ve Gowda (2015), ¢alismalarinda yaslandirilmis hibrit misir tohumlarinin
kalite parametreleri tizerine giimiis, demir oksit, ¢inko oksit ve bakir oksit
nanopargaciklarin etkilerini arastirmiglardir. Cimlenme orant %79 olan tohumlarin
kullanildig1 arastirmada giimiis ve demir oksit nanopargaciklar1 1250 mg/kg, bakir oksit
ve glimiis oksit nanopargaciklart 1500 mg/kg dozda uygulanmistir. Tohumlar
baslangicta 3 saat siireyle suda islatilmis ve daha sonra 3 saat nanopargacik solusyonlari
icerisinde tutulmustur. Uygulama yapilmis tohumlar baslangic nem diizeyine (%12)
kadar golgede kurutulmustur. Cimlenme orani, siirgiin ve kok uzunlugu, fide boyu ve
kuru madde miktar1 kontrolde sirasiyla %79, 10.7 cm, 15.0 cm, 25.6 cm ve 4.6 mg
olurken ¢inko oksit nanoparcacik uygulamasinda %89, 15.7 cm, 19.5 ¢cm, 35. 2 cm ve
6.7 mg olarak kaydedilmistir. Nanoparcaciklarin etkisi, uygulama siiresince tohumlara

maddelerin ulagsmasini kolaylastiran kiiciik parcacik boyutlarina baglanmastir.

Raliya vd. (2015), domates bitkilerine (Solanum lycopersicum L.) ¢inko oksit ve
titanyum dioksit nanopargaciklarin translokasyon ve fizyolojik etkilerinin mekanik
degerlendirmesi konusunda yaptiklart c¢aligmada 0-1000 mg/kg arasinda degisen
konsantrasyonlart kullanmiglardir. Calismada, nanoparcaciklarin bitkiler tarafindan
alimi1 bakimindan piiskiirtme yoluyla uygulamanin, topraktan uygulamaya gore cok
daha etkili oldugu belirlenmistir. Nanoparcacik tipinden bagimsiz olarak TiO, ve ZnO
nanoparcaciklarin 250mg/kg konsantrasyonu en yiiksek bitki boyu, kdk uzunlugu ve
biyokitlenin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Likopen kapsami ve meyve verimi 100
mg/kg, klorofil icerigi ise 750 mg/kg dozunda en yiiksek bulunmustur. TiO2
nanoparcaciklar, bitkilerde 151k absorbsiyonunu ve klorofil kapsamini artirmistir.
Calismada, ZnO nanopargaciklarin, temel bir besin maddesi ve besinleri mobilize eden

enzimlerin ko-faktorii olarak ikili roliine dikkat ¢ekilmistir.

Chutipaijit (2015), aromatik celtikte (Oryza sativa) bitki rejenerasyonu iizerine
nanoparcaciklarin etkilerini arastirdigi calismasinda 24 nm boyutundaki titanyum

dioksit (TiO2) nanopargaciklarinin 25 mg/L dozunun bitki rejenerasyonunu (%56.46),
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kontrole (%55.46) gore onemli diizeyde artirdigini belirlerken, 30.4 nm boyutundaki
ZnO nanopargaciklarimin 5, 25, 50 mg/L dozlarinin rejenerasyon lizerine (%48.27-

51.73), kontrole (%55.46) gore 6nemli bir etkiye sahip olmadigini belirlemistir.

Amiri vd. (2016), hurmada (Phoenix dactylifera L. cv. Estamaran) in vitro kallus
olusumu iizerine giimiis oksit nanopargaciklarinin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
6-12 nm boyutundaki ZnO nanopargaciklarini 2.43, 4.86 ya da 7.29 mg/L dozlarinda
farkli kuvvetlerdeki MS besin ortaminda denemislerdir. Arastiricilar, 2.43 mg/L ZnO
nanoparcacik uygulamasiin diger ZnO nanopargacik ve bulk ¢inko uygulamalarina
gore hurmada kallus olusumu iizerine oldukga etkili bulmuslardir. Cinkonun, bitki
beslenmesinde 6nemli bir mikro element olmasindan dolay1 toksik etkilerden kaginmak
icin ozellikle diisiik dozlarda ZnO nanoparcaciklarin bitkilerde gelisme iizerine etkili

oldugu bildirilmistir.

Dastjerdi vd. (2016), ¢alismalarinda yerfistigi tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine MS
besin ortamina farkli dozlarda (10, 30, 50, 100, 200, 400, 1000 ve 2000 mg/L) ilave
ettikleri ¢inko oksit nanoparcaciklarin etkilerini arastirmislardir. Calismada kokeiik
uzunlugunun 50 mg/L ve iizerindeki dozlarda 6nemli diizeyde azaldigini, en kisa siirgiin
uzunlugunun 2000 mg/L dozunda belirlendigini, kok¢iikk ve siirgiin yas agirliginin
yiiksek dozlarda azaldigini, kokgiik kuru agirligimin 10 mg/L uygulamasinda, 200 mg/L

ve lizerindeki uygulamalara gére 6nemli diizeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Zafar vd. (2016), in vitro kosullarda hardal (Brassica nigra) tohumlarinin ¢imlenmesi
ve fide gelisimi tizerine ZnO nanopargaciklarin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
nanopargaciklart MS besin ortamima 500-1500 mg/L arasinda degisen dozlarda ilave
etmislerdir. Nanoparcaciklarin bulundugu ortamlarda tohumlarin ¢imlenme orani (%19-
%14), kontroliin (%20) gerisinde kalmistir. Fidelerde siirgiin uzunlugu kontrol ile
karsilagtirildiginda 500 mg/L ZnO nanoparcacik uygulamasinda %64 oraninda artis
gosterirken kok uzunlugu %61 oraninda azalmistir. Arastiricilar gévde segmentlerinden
stirgiin ve kok olusumu amaciyla ZnO nanopargaciklart 0, 1, 5, 10 ve 20 mg/L diisiik
dozlarda besin ortamina ilave etmislerdir. ZnO NPs’nin 1-20 mg/L diisiik dozlarinda

eksplantlarda sik kok tiiyleri ile birlikte ince kok olusumlart gozlenmistir. Ayrica, 10
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mg/L dozunda siirgiin olusumu da goézlenmistir. Nanoparcaciklarin varligi toplam
antioksidan ve indirgeme kapasitesi tizerine 6nemli bir etkiye sahip olmustur. Enzimatik
olmayan antioksidatif —molekiiller, fenolikler ve flavonoidler nanopargacik
konsantrasyonuna bagli olarak artis gostermistir. Arastiricilar, ZnO nanoparcaciklarin
eksplantlardan kok olusumunu uyarict etkisinin degerli sekonder metabolitlerin tiretimi

icin kullanigliligina dikkat ¢ekmistir.

Goodarzi vd. (2017), c¢alismalarinda mahlep (Prunus mahaleb) tohumlarina titanyum
dioksit ve ¢inko oksit nanoparcacik uygulamalarimin etkilerini aragtirmislardir.
Katlamadan ¢ikarilmis mahlep tohumlar1 bu nanoparcaciklarin %0.5, %1.0, %2.0 ve
%3.0’lik konsantrasyonlarinda 10, 20 ve 30 dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra
fideler 7 ay siireyle %1.0, %5.0 ve %10.0’lik nanoparcacik solusyonlar1 ile tarla
kapasitesine ulasilana kadar sulanmistir. En yiiksek ¢imlenme orani (%65) tohumlarin
20 dakika siireyle %1.0 titanyum dioksit nanoparcacik solusyonuna daldirildigi
uygulamadan elde edilmistir. En diisiik ¢imlenme oram1 (%13) ise yine bu
nanopargacigin 30 dakika siireyle %3.0 uygulamasinda belirlenmistir. En ytliksek ¢ogiir
boyu (32.6 cm) 10 dakika %0.5 titanyum dioksit nanoparcacik uygulamasinda
saptanmistir. Cinko oksit nanopargaciklarin 10 dakika siireyle %2.0 uygulamasinda
tohum ¢imlenme oranm1 %61, ¢ogilir boyu da 27.1 cm olarak olglilmiistiir. Cogiirlerde
bitki boyu, yasama orani ve toplam kuru madde artisi igin %1.0 titanyum dioksit
solusyonu ile sulama uygun bulunmustur. Bu parametrelerdeki artis ¢inko oksit
nanopargacik uygulamalarinda diisiik seviyelerde kalmistir. Calismada yiiksek
seviyelerde nanopargacik uygulamalarina bir tepki olarak bitkilerde oransal su

iceriginde azalma ve prolinde artis gozlenmistir.

Vankova vd. (2017), Arabidopsis thaliana bitkilerinin siirgiin ucu, yaprak ve koklerinde
sitokininler, oksinler, absizik asit, salisilik asit ve jasmonik asit kapsamlari tizerine ZnO
nanopargaciklarin (ortalama 30 nm biiyiikliigiinde 0.16-100 mg/L konsantrasyonlarinda)
etkilerini incelemislerdir. Calismada nanopargacik konsantrasyonunundaki artis, siirgiin
apikal meristemlerinde asamali olarak oksin ve sitokininlerin biyosentezini baski altina
almigtir. Bunun aksine, stres tepkisi ile iliskili bir sitokinin olan cis-zeatin 20 ve 100

mg/L nanopargacik konsantrasyonlarinda koklerde sirasiyla %280 ve %590 oranlarinda
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artis gostermistir. Daha yliksek dozlarda ZnO nanoparcaciklart 6zellikle siirglin ucu ve
yapraklarda bir stres hormonu olan absizik asitte artisa neden olmustur. Diger bir stres
hormonu olan jasmonik asit nanopargaciklarin varliginda baskilanmistir. Oksinler ve
sitokininler gibi siirgiin uglarinda gelismedeki azalis, nanopargaciklara karsi ilk tepkiler
olarak goézlenmistir. Yiiksek nanopargacik dozlarinda absizik asitin ve diger bir stres
hormonu salisilik asitin artis gdstermesi, bitkilerin nanopargaciklar1 siddetli bir stres

unsuru olarak algiladigini ortaya koymustur.

Mousavi Kouhi ve Lahout (2018), kolzada (Brassica napus L.) doku kiiltiirii yoluyla
hipokotil eksplanlardan kallus olusumu iizerine ZnO nanopargacik uygulamasinin
etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda ZnO nanopargaciklar (ZnO NPs) ile birlikte
denemelerinde ZnO bulk parcaciklari ve Zn?* metal iyonlarina da yer vermislerdir. ZnO
NPs, ZnO bulk pargaciklar1 ya da Zn?* MS temel besin ortamima 10, 25, 50, 100 mg/L
dozlarda ilave edilmistir. Calismada, 10 mg/L. ZnO NPs, kallus ve siirglin olusumunu
uyarmis, ancak ayni dozdaki diger madde uygulamalarinda bir olusum meydana
gelmemistir. Kallus gelisimi tiim uygulamalarin 25, 50 ve 100 mg/L dozlarinda 6nemli
diizeyde yavaslamistir. ZnO NPs’nin en yiikksek dozunda kallus olusumu meydana

gelmemistir.

Faizan vd. (2018), domates bitkilerinin antioksidan sistemi ve fotosentetik etkinliginde
¢inko oksit nanopargaciklara bagli degisimlerini inceledikleri ¢aligmalarinda 20 giinliik
domates bitkilerinin koklerini 0, 2, 4, 8 ve 16 mg/L ¢inko oksit nanopargacik
solusyonuna 15, 30 ve 45 dakika siireyle daldirmislar ve daha sonra biiyiime ortamlarina
tasinmislardir. Gelismenin 45. gilinlinde ¢inko oksit nanopargaciklari biiylime,
antioksidan sistem, karbonik anhidraz aktivitesi ile birlikte fotosentetik etkinligi 6nemli
diizeyde artirmustir. Ozellikle 30 dakika siireyle 8 mg/L ¢inko oksit nanopargacik
uygulamasi en yiiksek etkiye sahip olmustur. Bu uygulamanin sonucunda fotosentetik
oran, prolin birikimi ve antioksidan enzim aktivitesi en iist noktaya ulagsmistir.
Aragstiricilar, ¢inko oksit nanoparcaciklarin varliginin, antioksidan sistemi iyilestirdigini,
bitkiler i¢in stabilite saglayan prolin birikimini hizlandirdigin1 ve fotosentetik etkinligi

tyilestirdigini 6ne slirmiiglerdir.
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Kavianifar vd. (2018) calismalarinda ketenden (Linum usitatissimum) doku kiiltiiri
yoluyla sekonder metabolit olarak mukilaj iiretimi iizerine nanopargaciklarin etkilerini
arastirmiglardir. Mukilaj, tibbi ila¢ olarak degerlendirilen yiiksek molekiillii bir
polisakarittir. Calismada, keten tohumlar1 aseptik kosullarda ¢imlendirildikten sonra
geng bitkilerin yaprak, govde ve kok dokulart kallus kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Elisitor
olarak nano-ZnO, nano-SiO> ve nano-Al203, 5, 10 ve 20 mg/L dozlarinda kalluslarin alt
kiiltiirlere alind1g1 MS besin ortamina ilave edilmistir. Iki hafta sonra kiiltiirlerde kallus
taze agirligl, mukilaj oran1 ve mukilaj verimi kaydedilmistir. Sonuglar, diisiik dozlarda
nano elisitorlerin kallus olusumu ve mukilaj iiretimi iizerine pozitif etkiye sahip
oldugunu gostermistir. En yiiksek mukilaj tiretimi 5 mg/L nanopargacik dozunda
sirastyla nano-ZnO (%2.8 oraninda 22.3 mg), nano-Al203 (%2.6 oraninda 19.8 mg) ve
nano-SiO2 (%2.2 oraninda 17.1 mg) ile elde edilmistir.

Chutipaijit vd. (2018), indica ¢eltik fidelerinde (Oryza sativa) ZnO nanopargaciklarin in
vitro bitki gelisimini tizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda fideleri 0-1000 mg/L
nano-ZnO dozlarinda yetistirmislerdir. Uygulamadan 5, 7, 10 vel4 giin sonra fidelerde
yapilan gozlem ve Ol¢iimlerde kontrol ile karsilastirildiginda 100 mg/L dozunda
biyokitlenin, gelisme tolerans indeksinin, klorofil kapsaminin ve antioksidan enzim
aktivitelerinin O6nemli diizeyde arttigi, ancak 300-1000 mg/L uygulamalarinda
nanopargacik dozunun yiikselmesi ile birlikte bu parametrelerde diislisler meydana
geldigi bildirilmistir. Arastiricilar bitkilere nano-ZnO’in diisiik dozlar1 uygulandiginda
biyokitle, gelisme tolerans indeksi ve klorofil kapsaminda goriilen artiglarin, bitki
hiicrelerinde antioksidan enzimlerin (katalaz ve peroksidaz) tretimleri ile iligkili

oldugunu 6ne stirmiiglerdir.

Maity vd. (2018), yulaf (Avena sativa) ve Iskenderiye ii¢giilii (Trifolium alexandrinum)
tohumlarmin ¢imlenmesi, giicii ve yemlik {iriiniin verimi iizerine ¢inko oksit (ZnO),
titanyum oksit (TiOz), bakir oksit (CuO) ve giimiis (Ag) nanopargaciklarin etkilerini
incelemislerdir. Tohum uygulamalar1 i¢in nanopargaciklar 750, 1000 ve 1250 mg/kg
dozlarinda uygulanmistir. Yulafta tiim nanoparcaciklarin ve Iskenderiye iiggiiliinde
sadece Ag nanopargacigim 750 mg/kg dozunda ¢imlenme orant %100 olarak

kaydedilmistir. Yiksek dozlarda, kok ve siirgiin uzunlugunda azalmalar meydana
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gelmigtir. TiO2 uygulamast en yiiksek dozda en yliksek tohum verimini saglamistir.
Tarla caligmalarinda nanopargaciklarin toprak mikrobiyal populasyonu iizerine énemli

bir etkisi belirlenmemistir.

Medina-Velo vd. (2018), fasulye bitkilerinde (Phaseolus vulgaris), 0-500 mg/kg
dozunda iyonik ¢inko (ZnCl2), bulk ZnO, kaplanmis nano-ZnO (Z-COTE HP1) ve
kaplanmamis nano-ZnO (Z-COTE)’in, ikinci nesil tohumlarin (S2) fizyolojisi ve besin
profili  iizerine etkilerini incelemislerdir. Analiz sonucunda kontrol ile
karsilastirildiginda uygulamalarin S2 tohumlarda verim, olgunlasma zamani, Zn
birikimi, seker, nisasta ya da protein kapsamlarini etkilemedigi saptanmistir. S2
tohumlarda K, P, S, Mg, Fe, Mn, B, Mo ve Cu birikimi de etkilenmemistir. Bununla
birlikte kontrol ile karsilagtirildiginda Ni miktar1, 500 mg/kg Z-COTE, 125 mg/kg ve
500 mg/kg ZCOTE HP1 uygulamalarinda sirasiyla %60, %41 ve %74 oranlarinda
azalmistir. Cinko nanomateryaller askorbat peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz
(SOD) aktivitelerini ise etkilememistir. Ancak, 500 mg/l ZnCl,, S2 tohumlarda SOD

degerini %28 artirmistir.

Das vd. (2019), tahillarda bir depo zararlis1 olan Sitophilus oryzae (L.)’ya karsi
aliminyum oksit, titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanoparcaciklarin entomotoksik
etkinligini arastirmislardir. Calismada 1 g/kg aliiminyum oksit nanopargaciklarinin
uygulamasindan 4 giin sonra zararlinin %90'dan fazlas1 6lmiistiir. Bu sonuca, ¢inko
oksit ve titanyum dioksit nanoparcaciklarinin 2 g/kg dozu ile uygulamadan 14 giin sonra
ulasilmigtir. Aliiminyum oksit nanopargaciklarinin tarim sektoriinde bilinen olumsuz
etkilerinden dolay1 ¢inko oksit ve titanyum dioksit nanopargaciklarinin kullaniminin
onerildigi ¢alismada, bu maddelerin antimikrobiyal 6zelligi nedeniyle tarimsal {riinleri
sadece boceklerin zararlarina kars1 degil mikrobiyal enfeksiyonlardan da koruyacagi

bildirilmistir.

Garcia-Lopez vd. (2019), ¢inko oksit nanopargacik ve ¢inko siilfatin 1000 ve 2000 mg/L
dozlarinda yaprak uygulamalarmin Habenero biberlerinde (Capsicum chinense Jacq.)
biyoaktif bilesiklerin kapsami {izerine etkilerini arastirmislardir. Sera kosullarinda

yiiriitiilen denemede kontrol ve c¢inko siilfat ile karsilastirildiginda 1000 mg/L ¢inko

38



oksit nanoparcacik uygulamasi bitki boyu, govde capt ve klorofil kapsamini pozitif
yonde etkilemis, tirtin miktarin1 ve biyokitle birikimini artirmistir. Her ne kadar 2000
mg/l ¢inko oksit nanopargacik uygulamasi bitki gelisimini negatif yonde etkilemis ise
de meyve Kalitesini, capsaicin (%19.3) ve dihydrocapsaicin (%10.9) kapsamlarini,
Scoville Heat Units (Acilik Olgii Birimi) degerini (%16.4), meyvelerde toplam
flavonoidleri (%26.9) ve toplam fenolleri (%14.5) artirmigtir. Bunun sonucunda ABTS
(2,2’azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)), DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) ve FRAP (ferric reducing antioxidant power)’da sirasiyla %15.4, %31.8

ve %20.5 oranlarinda daha yiiksek antioksidan kapasitesi ortaya ¢ikmistir.

Rossi vd. (2019), kahve bitkilerine (Cof#a arabica L.) ginko siilfat (ZnSOa) ve ginko
nano-giibrelerin (ZnO NPs) yaprak uygulamalarinin giibre alimi ve bitki fizyolojisi
tizerine etkilerini kontrol ile karsilastirmali olarak arastirmislardir. Sera kosullarinda bir
yash bitkilere ¢inko stilfat monohidrat (ZnSQO4-H20) ya da ¢inko oksit nanopargaciklari
(ZnO NPs %20 w/t) 10 mg/L Zn diizeyinde 14 giin aralikla iki kez uygulanmistir. Ilk
uygulamadan 45 giin sonra yapilan degerlendirmelerde ZnO nanopargacik
uygulamalarinda, kontrol ile karsilastirildiginda, kok yas agirliginin %37 ve yaprak yas
agirhiginin %95 oraninda arttig1 saptanmistir. Kuru agirlik ise kok, gévde ve yapraklarda
sirastyla %28, %85 ve %20 daha yiiksek olmustur. Denemenin sonunda fotosentetik
oranda %55’lik bir artig kaydedilmistir. Zn kapsami, ZnO nanoparcacik uygulanmis
yapraklarda (1267.1+ 367.2 mg/kg kuru agirlik), ZnSO4 uygulanmasindan (344.1+£106.2
mg/kg kuru agirlik) ve kontrolden (53.6+18.9 mg/kg kuru agirlik) elde edilen
degerlerden 6nemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. X-ray mikro analiz goriintiileri
kahve yaprak dokusuna ZnO NPs penetrasyonundaki artis1 ortaya koymustur.
Aragstiricilar, bu sonuglarin, 6zellikle ¢inko noksanlig: yiiksek olan alanlarda ZnO NPs
uygulamalarinin  meyve tutumu ve Kkalitesini iyilestirmek amaciyla kahve

plantasyonlarinda diisiiniilebilecegine dikkat ¢gekmektedir.

Ogunyemi vd. (2019), farkl bitki ekstraktlar1 kullanilarak ¢inko oksit nanopargaciklarin
(ZnONPs) yesil sentezini ve Xanthomonas oryzae pv. Oryzae’ye karsi antibakteriyel
etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar  bitki ekstraklar1 kullanilarak metal oksit

nanopargacik sentezinin, Kimyasal metodlara alternatif timitverici bir yontem oldugunu
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bildirmektedir. Calismada, Mayis papatyast ¢igegi (Matricaria chamomilla), zeytin
yapragi (Olea europaea) ve kirmizi domates meyvesinin (Lycopersicon esculentum)
bitki ekstraktlar1 kullanilarak ¢inko oksit nanoparcaciklar1 sentezlenmistir. Sentezlenen
ZnONP'ler EDS profili ile SEM, UV-goriiniir spektroskopi (UV-Visible spectroscopy),
FTIR, XRD (X-ray diffraction) ve TEM ile karakterize edilmistir. Genel olarak, ¢inko
oksit nanoparcaciklarin, ¢eltikte bakteriyel yaprak yamkligi hastaligina karst

kullanilabilecek umut verici biyolojik kontrol ajanlar1 oldugu bildirilmistir.

2.3 Celiklerin Koklenmesi Uzerine Nanoparc¢aciklarin Etkileri

Celiklerde koklenme iizerine nanopagcaciklarin etkileri konusunda literatiirde ti¢ kaynak

bulunmaktadir.

Helaly vd. (2014), muzun in vitro kiiltiirlerinde Zn ve ZnO nanopargaciklarin koklenme
tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismada kontrol uygulamasinda koklenme meydana
gelmezken 100 mg/L nano Zn uygulamasinda %89.0 ile en yiiksek koklenme orani,
6.57 ile siirgiin basina en yiiksek ortalama kok sayist ve 2.93 cm ile en yiiksek ortalama
kok uzunlugu belirlenmistir. Bu uygulama ile 200 mg/L nano Zn, 100 ve 200 mg/L

nano ZnO uygulamalar1 ayni istatistik grup icerisinde yer almistir.

Thangavelu vd. (2018), IAA ve IBA ile kaplanmig giimiis nanoparcaciklarin sentezini
ve karakterizasyonunu gerceklestirdikleri calismalarinda model bitki olarak tiitiinde
(Nicotiana tabacum) in vitro kosullarda mikro ¢eliklerin ve Cin giiliinde (Hibiscus rosa
sinensis) ex vitro kosullarda odun c¢eliklerinin dip kisimlarin1 IAA ya da IBA ile
stabilize edilmis nanopargacik solusyonuna (yaklasik olarak 0.02 mg/mL
konsantrasyonda) 30 dakika siireyle daldirmislardir. Nanoparcgaciklarin hem kdklenmeyi
engelleyen fitopatojenleri bertaraf etme ve hem de koklenmeyi uyarma Ozellikleri

sayesinde kontrole gore koklenme oranlarini 3 kata kadar artirdigi belirlenmistir.
Karakegili vd. (2019) ise IAA ve IBA igin nanotasiyici olarak ¢inko oksit

nanopargaciklarin (nZnQO) sentezi, karakterizasyonu ve farkli Pyrus tiirlerinde mikro

celiklerde kok olusumu iizerine etkilerini arastirmiglardir. Oksin yiiklenmis
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nanopargaciklar (IAA-nZnO ve IBA-nZnO), parcacik boyutu, morfolojisi, termal
davranig ve kimyasal yapisi bakimlarindan karakterize edilmistir. Calismada her iki
oksin i¢in de yiiksek bir ylikleme kapasitesi (~%90) gézlenmistir. Denemelerde celikleri
zor (Pyrus elaeagrifolia Pall.) ve kolay (Pyrus communis L.) koklenen iki genotipin
mikro ¢eliklerine nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO (20, 40, 80, 200 ve 400 mg/L), IAA
(12.3, 24.5, 49.0, 112.6 ve 245.3 mg/L) ve IBA (16.3, 32.5, 65.0, 162.6 ve 325.2
mg/L), aseptik kosullarda yavas daldirma yontemiyle (1 saat) uygulanmistir. Celikleri
zor koklenen genotipte kontrol ve nZnO uygulanmis mikro celiklerde koklenme
meydana gelmezken, 400 mg/L IBA-nZnO ve IAA-nZnO uygulanmis celiklerde
strastyla %50.0 ve %41.7 oranlarinda en yiiksek koklenme diizeyine ulasilmistir. Bu
uygulamalar ile belirtilen genotipte koklenme basarisinin, normal 1AA ve IBA
uygulamalarina gore en az iki kat arttig1 gozlenmistir. Arastiricilar oksin ile yiiklenmis
ZnO nanoparcaciklarin tarimsal uygulamalarda etkili bir nanotasiyict olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Biyoteknoloji II Laboratuvar1 ve Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii

Laboratuvari’nda 2016-2018 yillar1 arasinda yiiriitiilm{istiir.

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel materyal

Calismada bitkisel materyal olarak TUBITAK 1090197 nolu proje kapsaminda
Dumanoglu vd. (2013) tarafindan Dogu Karadeniz Bolgesi sahil kesiminden selekte
edilmis olan 67 nolu yerel elma gesidinin mikro ¢elikleri kullanilmistir. Bu yerel elma
¢esidi meyve ve anaglik Ozellikleri yoniiyle dikkat ¢eken bir genotiptir. Orijini Ordu
ilinin Giilyal ilgesi olan bu yerel c¢esidin yoresel adi “Kirmizi Eksi Elma”dir.
Meyveleri orta irilikte, yass1 kiiresel sekilde, albenisi iyi, kabuk zemin rengi yesilimtirak
sar1, kabuk st rengi kirmizi, kabuk iist renginin tipi ¢izgilidir (Sekil 3.1). Kishik bir

cesit olup yoresinde hasat zamani Ekim ayinin sonudur (Dumanoglu vd. 2013).

Sekil 3.1 Ordu ili Giilyal ilgesinden selekte edilmis olan 67 nolu genotipin meyvesinin
goriiniimli (Dumanoglu vd. 2013)
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Bu genotip, ates yanikligi (Erwinia amylovora (Burr.) Winslow vd.) hastaligina yiiksek
diizeyde dayanikli (Sekil 3.2), siirglin ucu kiiltiirii ile mikro ¢ogaltimda in vitro
kiiltiirlerde canlilik ve siirgilin proliferasyon oranlar1 %100, siirgiin ¢cogaltim katsayisi

5.3’diir (Dumanoglu vd. 2013 ve 2016).

Sekil 3.2 Ates yaniklig1 hastaligina yiiksek derecede dayaniklilik gdsteren 67 nolu elma
genotipi ve hassas standart elma c¢esidi Royal Gala fidanlarinin
inokiilasyondan sonra goriiniimii (Dumanoglu vd. 2013)

Tez caligmasinin bitkisel materyali olan mikro ¢eliklerin kaynagi, Dogu Karadeniz
Bolgesi sahil kesiminden selekte edilen tim elma genetik materyalinin Ankara’da bir
araya toplandig1 koleksiyon parselindeki 67 nolu yerel elma ¢esidinin agaglaridir. Bu
parsel, M9 klon elma anac1 tizerine asili fidanlarla Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Bolimii Arastirma ve Uygulama Bahgesi’nde 2010 yilinda kurulmustur.

Tezin in vitro galismalar1, 67 nolu yerel elma gesidinin alt kiiltiirleri ile baglamistir. Bu
yerel elma gesidinin bahge kosullarindan in vitro kosullarda kiiltiire alindig: tarih, tez
calismasindan hemen o6nce 2016 yili ilkbahar gelisme periyodudur. Kiiltiirler, Dogu

Karadeniz elma genotipleri igin gelistirilmis olan siirgiin ucu kiiltiirli protokoliine gore 6
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yasli agaclarin taze siirgiinlerinden toplanan siirgiin uglari ile baslatilmistir (Dumanoglu

vd. 2013 ve 2016).

3.1.2 Oksinler ve ¢inko oksit nanoparcaciklari

Tezde mikro ¢eliklerin koklendirilmesi denemelerinde ¢inko oksit nanoparcaciklari (n-
Zn0), TAA ve IBA ile yiiklii ¢inko oksit nanopargaciklari (IAA-nZnO ve IBA-nZnO),
IAA ve IBA oksinleri kullanilmistir. IAA, IBA ve ¢inko oksit nanopargaciklar1 Sigma-
Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Tezde, IAA ve IBA ile yiikli ¢inko
oksit nanopargaciklarin sentezinde de kullanilan ¢inko oksit nanopargaciklari nanotoz
formunda, <50 nm pargacik biiyiikligiinde, >%97 safliktadir.

3.2 Yontem

3.2.1 Oksinler ile yiiklii ¢inko oksit nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Cinko oksit nanoparcaciklara IAA ve IBA’nin viiklenmesi: Once, 30 mg IAA veya

IBA mutlak etanol (150 pl) veya IN NaOH (150 pl) iginde ¢oziilmiis ve daha sonra oda
sicakliginda 10 ml etanol/su (50/50, v/v) Kkarisimi i¢inde seyreltilmistir. Hazirlanan
oksin ¢ozeltisine 30 mg nZnO eklenmis ve 30, 60, 120, 180 ve 240 dakika boyunca 700
rpm'de manyetik karigtirict  kullanilarak oksin yiiklemesi i¢in oda sicakliginda
karigtirllmistir. Tanimlanan karistirma siirelerinin sonunda ¢ozeltiler 24 saat boyunca
beklemeye birakilmistir. Siispansiyon, nanoparcgaciklart (IAA-nZnO ve IBA-nZnO)
cokeltmek tlizere 10000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijden elde
edilen s1v1, agz1 genis jam siselere alinmis ve agiz kismu polietilen streg ile kapatildiktan
sonra 2 giin boyunca -20°C’de derin dondurucuda tutulmustur. Daha sonra 6rnekler
liyofilizatérde 4 giin boyunca dondurularak kurutulmustur. Liyofilizatorde 6rneklerin
kurutulmast  tamamlandiktan  sonra  nanopargaciklarin  kazinma  asamasi

gerceklestirilmistir.

Cinko oksit nanoparcaciklara IAA ve IBA vyiikleme verimi: IAA veya IBA’nin

nZnO {izerine yiikleme verimi, spektrofotometrik 6lgiimler kullanilarak belirlenmistir.
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Oksin yiiklemesinden 6nce ve sonra yiikleme c¢dozeltisi igcindeki IAA veya IBA
konsantrasyonlari, 229 nm’de UV spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile
Ol¢iilmiistiir. Her bir oksin igin oksin yiikleme yiizdesi, asagida verilen denklem

kullanilarak hesaplanmustir:

Cini — Cin

Oksin yiikleme (%) = [ C
ini

]XlOO

Esitlikte C;y,; ve Cgp,, nanoparcaciklar ile etkilesimden dnce ve sonra ¢ozeltilerdeki oksin

derisimlerini gostermektedir.

Nanoparcaciklarin karakterizasyonu:

Nanoparcaciklarin  FTIR-ATR (Fourier dontusimlii  kizilotesi-zayiflatilmis  toplam

yansitma spektroskopisi) ile analizi: nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO o6rnekleri, 4000-

400 cm! dalga boyu arahiginda dogrudan ATR modunda analiz edilmistir ve bir FTIR-
ATR (Thermo Scientific Nicolet iIS10, USA) kullanilarak 6rnek basina 32 tarama ile 4

cm’lik bir ¢dziiniirliik elde edilmistir.

Parcacik biiyiikliigii ve zeta potansiyelinin Ol¢timii: Zeta potansiyeli, polidispersite
indeksi (PDI) ve hidrodinamik ¢ap 6l¢timleri (DLS, dinamik 1s1k sagilimi) nZnO, IAA-

nZnO ve IBA-nZnO’nun sulu siispansiyonu ile 25 °C’de parcacik analiz cihazi (Delsa
Nano C, Malvern Instruments, Malvern, UK) kullanilarak olgiilmiistiir. Numunelerin
seyreltilmesi, iiglii damitilmis su ile uygun sekilde yapilmstir. Olgiimler ii¢ kopya

halinde yapilmstir.

Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) / Enerji Dagilimli X-1sin1 Spektroskopisi (EDX)

analizi: nZnO, IAA-nZn0O ve IBA-nZnO’nun morfolojik ve elementel karakterizasyonu,
taramali elektron mikroskobu (QUANTA 400F Field Emission SEM, ABD) ile
belirlenmistir. Ayrica Enerji Dagilimli X-151m1 Spektroskopisi (EDX) olc¢limleri de
yapilmistir. Nanopartikiiller liyofilize edilerek ve bir ¢ift yapiskanli karbon bant
kullanilarak bir aliiminyum saplama iizerine monte edilmistir. Nanoparcaciklarin

fotomikrografileri farkli biiyiitmelerde kaydedilmistir.

45



Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ile analiz: Nanoparcaciklarin topografya ve
boyut dagilimini belirlemek i¢in gegirimli elektron mikroskobu (FEI 120kV CTEM,
ABD) kullanilmigtir. Numune hazirlama igin, nanopargaciklarin sulu ¢ozeltisi, prob
sonikatorii ile ilk olarak 1 dakika siireyle sonike edilmistir. Dagilmis nanoparcacik
cozeltisi bir bakir 1zgara ilizerine yerlestirilmis ve oda sicakliginda kurutmak igin

birakilmistir.

Diferansiyel Termal Analiz (DTA): Termogravimetrik (TGA) ve diferansiyel termal
analizler (DTA), bir Setys 1750 SETARAM aletinde oda sicakligindan 1000 °C'ye

kadar 10 °C/dakika 1sitma hizina sahip bir nitrojen akisi altinda gergeklestirilmistir.
Istatistiksel Analizler: Elde edilen verilerin istatistiksel analizi, iki tarafli t-testi ve
ANOVA kullanilarak yapilmistir. Tiim deneyler bir¢ok kez tekrar edilmis ve veriler +
standart ayrilma (SD) cihazi olarak sunulmustur.

3.2.2 In vitro koklendirme calismalar

Mikro ¢eliklerin _hazirlanmasi: Mikro celikleri hazirlamak i¢in kullanilan mikro

stirgiinler alt kiiltiirler ile gogaltilmistir. Alt kiiltiirlerde besin ortami olarak 1.0 mg/L
BAP (benzil amino purin), 0.25 mg/L GAgs (gibberellik asit), %3 sakaroz igeren pH’s1
5.8’¢ ayarlanmis, %0.7 agar katilmig, modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) temel
besin ortami (Dodds ve Roberts 1993) (Cizelge 3.1) kullanilmigtir. Besin ortamlari,
otoklavdan 6nce 250 ml’lik erlenlere 50’ser ml olarak dagitilmig ve sterilizasyon, 121°C
ve 1 atmosfer basing altindaki otoklavda 20 dakika siirede gergeklestirilmistir. Alt
kiiltiirler, taze besin ortamlarina mikro siirgiinlerin her erlene 8’er adet dikimiyle
yapilmis ve kiiltiirler, floresans 1s1k ile 16 saat siireyle aydmlatilan (35 pmol-m?2-s™),
25+1°C sicakliktaki iklim odasinda 4-5 hafta siireyle inkiibe edilmistir (Dumanoglu vd.
2013 ve 2016).
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Cizelge 3.1 Modifiye edilmis MS (Murashige ve Skoog) temel ortaminin bilesimi
(Dodds and Roberts 1993)

MS

(A) MAKRO ELEMENTLER g/mol | Ortam

mg/L
Amonyum nitrat (NHsNO3) 80.04 1650
Potasyum nitrat (KNOs) 101.11 1900
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2.2H20) 147.02 440
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) 136.09 170
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS0O4.7 H20) 246.48 370
(B) DEMIR
Sodyum-demir EDTA (CioH12N2FeNa) 367.1 36.7
(C) MIKRO ELEMENTLER
Mangan siilfat monohidrat (MnSO4. H20) 169.02 16
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H:0) 287.54 8.6
Borik asit (H:BO3) 61.83 6.2
Potasyum iyodiir (KI) 166.01 0.83
Sodyum molibdat dihidrat (NazM004.2H,0) 241.95 0.25
Bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20) 249.68 0.025
Kobalt kloriir heksahidrat (CoCl.. 6H20) 237.9 0.025
(D)VITAMINLER
Myo-Inositol (CeH1206) 180.16 100
Glisin (C2HsNO) 75.07 2
Thiamin klorid hidroklorid (C12HsCi2N4OsxH20) 337.27 0.1
Nikotinik asid (CeHsNOz) 123.11 0.5
Pridoksol hidroklorid (CgH12CINO3) 205.64 0.5

Alt kiiltiirler ile koklendirme denemeleri igin yeterli mikro siirgilin sayisina ulasildiktan
sonra aseptik kosullarda alt kiiltiirlerden alinan siirglinlerden yaklasik 2 cm uzunlukta
hazirlanan mikro ¢elikler once biiylimeyi diizenleyici madde igermeyen MS temel besin
ortaminda ve ayni inkiibasyon kosullarinda 10 giin siireyle tutulmustur. Bu uygulama ile

sirglin ¢cogaltim ortamlarinda kullanilan BAP ve GAz3’lin kdklenme iizerine olabilecek
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olumsuz etkileri bertaraf edilmistir (Moshkov vd. 2008, Van Staden vd. 2008). Bu
asamada besin ortamlari, 250 ml’lik cam kavanozlara (kapak c¢api 80 mm) 50°ser ml

olarak dagitilmistir. Her kavanoza 100’er mikro ¢elik dikilmistir.

Koklendirme denemeleri: Bu denemelerde nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO 1.0, 2.0,
3.0, 4.0, 5.0, 6.0 mg/L dozlarinda, IAA ve IBA 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L dozlarinda

kullanilmistir. Tezde ayrica Dumanoglu vd. (2013 ve 2016) tarafindan daha 6nce bu
genotipin in vitro koklendirilmesinde kullanilmis olan 3.0 mg/L IAA, 1.0 g/L PVA
(polivinil alkol) ve 25 mg/L kazein hidrolizat uygulamasina ve herhangi bir biiyiimeyi
diizenleyici maddenin bulunmadigi kontrole de yer verilmistir. Koklendirme
denemelerinde besin ortami olarak %2 sakaroz ilave edilmis, pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve
%0.7 agar iceren 2 kuvvetindeki MS temel besin ortami esas alinmistir. Koklendirme
calismalarinda deneme konusu olan tim maddeler pH ayarlamasindan 6nce bu besin
ortamina ilave edilmistir. Besin ortamlar1 250 ml hacmindeki kavanozlara 50’ser ml
dagitilmis ve 20 dakika siireyle 121°C’de 1 atmosfer basing altinda otoklavlanmustir.
Dikimden sonra kiiltiirler ilk 5 giinli tamamen karanlikta olmak iizere 25+1°C sicaklik
ve 16 saat aydinhik (35 pmol'm?s?) kosullara sahip iklim odasinda toplam 6 hafta
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin bitiminde mikro geliklerde koklenme orani (%),
koklenen mikro ¢eliklerde koklenme diizeyi (1-4) (1= zayif, 2= orta, 3=iyi, 4= ¢ok iyi),
kok sayist (adet/mikro c¢elik), ortalama kok uzunlugu (cm) ve kallus capi (mm)

belirlenmistir.

Koklenme orani (%): Koklenme ortamina dikilen mikro celiklerden koklenenlerin,

dikilen mikro ¢elik sayisina oranlanmasi ile % olarak hesaplanmustir.

Kok sayisi (adet/kdklenen celik): Koklenen her bir mikro ¢elikten olusan koklerin

sayilmasiyla belirlenmistir.

Ortalama kok uzunlugu (mm): Koklenen celiklerde bir cetvel yardimiyla her bir kokiin

uzunlugunun dl¢iilmesi ve kdk sayisina bdliinmesiyle saptanmistir.

Koklenme diizeyi (1-4): Koklenmis her bir ¢elik gorsel olarak 1-4 skalasina (1=zayif,

2=orta, 3=iy1, 4=¢ok 1y1) gore degerlendirilmistir.
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Kallus ¢ap1 (mm): Koklenen celiklerin dip kisminda olusan kallusun ¢apinin bir cetvel

ile dlciilmesiyle belirlenmistir.

Deneme plani ve verilerin analizi: Koklendirme denemeleri, tesadiif parselleri deneme

desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Her tekerriirdeki mikro celik sayis1 7
adettir. Denemeler 2 kez yinelenmistir. Veriler, yinelemelerin ortalamasi olarak varyans
analizi yontemi ile Minitab Paket Programi (MINITAB Inc.814-238-3280 WS
112102553) ile F testine (p=0.05) gore kontrol edilmis, ortaya ¢ikan énemli farkliliklar
Duncan testi ile %5 hata sinir1 esas alinarak saptanmig ve farkliliklar harfler yardimiyla

belirlenmistir. Analizlerde yilizde oranlarin a¢1 degeri karsiliklar1 kullanilmistar.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 ZnO Nanoparg¢aciklarina IAA ve IBA Yiikleme Verimi

Bu c¢alismada ZnO nanopargaciklarina IAA ve IBA yiikleme verimi, ¢0ziicii olarak

mutlak etanoliin kullanilmas1 ve ayrica nanopargaciklarin oksin ¢ozeltilerinde karistirma

stiresindeki artis ile birlikte yiikseldige gortlmiustiir (Cizelge 4.1). Mutlak ethanolde

¢oziinmiis 1AA ve IBA’nin yiikleme verimi 180 dakikalik karistirma siiresinde dengeye

ulagsmistir. IAA ve IBA igin bu degerler sirasiyla %88 ve %86 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Farkli karistirma zamanlarinda ZnO nanopargaciklarina IAA ve IBA

yiikleme verimi

nZnO Oksin Karistirma .. -
Oksin | konsantrasyonu | konsantrasyonu siiresi YUkleI(I;/‘;)V erim
(mg/ml) (mg/ml) (dakika)
Coziicii: Mutlak etanol
30 21
60 37
IAA 3.0 3.0 120 55
180 88
240 89
30 20
60 33
IBA 3.0 3.0 120 57
180 86
240 87
Coziicii: IN NaOH
IAA 3.0 3.0 240 22
IBA 3.0 3.0 240 20
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4.2 TAA ve IBA Yiiklii ZnO Nanopancaciklarin Karakterizasyonu

IAA ve IBA yiikli ZnO nanopancaciklarin FTIR spektroskopi analizinde IAA ve IBA
icin karakteristik pikler spektrumda gozlenmistir (Sekil 4.1). IAA i¢in 3384 cm™Y'deki
piK, birincil amin gruplarina, 2910 cm™ ve 1688 cm™'deki pikler sirasiyla asidik alkol
grubuna ve Kkarbonil grubuna ve 1406 cm™ ve 1040 cm™deki pikler ise aromatik
halkanin HC = CH ve HC-CH gerilme titresimlerine karsilik gelmistir. IBA spektrumu,
birincil amin gruplarmi 3376 cm™'de gosterirken 2871 cm™'deki pik, asitli alkol grubuna
aittir. Karbonil grubu 1695 cm™e, 1402 cm™ ve 1095 cm™deki pikler, aromatik
halkanm HC = CH ve HC-CH germe titresimlerine karsilik gelmektedir. ZnO
nanoparcaciklarin yiizeyindeki hidrojen baglanmis -OH gruplarina ait zayif bir pik
~3400 cm™'de gdzlenmistir. Zn-O deformasyon titresimi igin 673 cm™'de daha yogun
bir pik goézlenmistir. Tim nZnO/oksin ornekleri i¢in nZnO, IAA ve IBA'nin
karakteristik piklerinin IAA-nZnO ve IBA-nZnO yapilarinda bulundugu goériilmektedir.
IAA-nZnO igin ~ 3400 cm™” deki pik, ZnO nanopargaciklarina aittir ve 3375 cm™ deki
pik, birincil amin gruplarina tahsis edilmektedir. Karbonil bandinin, daha diisiik bir
dalga boyuna (1688 ile 1538 cm™) degisikligi, nanopargacigin hidroksil kisimlariyla
hidrojen bag: etkilesimini gostermektedir. Ayni degisim IBA-nZnO spektrumunda da
gbzlenmistir. Sonug olarak, FTIR-ATR ¢alismalart IAA ve IBA molekiillerinin nZnO

pargaciklarina basariyla yiiklendigini gostermektedir.
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m—i " . . , st

o ZnO+IBA - \VA/ > = \ //W\f\ / \/V‘w i \‘ww /\;ﬁ/m

V

Sekil 4.1 IAA, IBA, IAA-nZnO ve IBA-nZn0O yapilarina ait FTIR-ATR spektrumlari
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Diger bir analiz olan IAA ve IBA yiiklii ZnO nanopancaciklarin enerji dagilimli X-1gin1
spektroskopisi (EDX) olgtimleri ile nZnO pargaciklarinin yapisinda bulunan g¢inko
(%31.08) ve oksijen (%16.25) ile iligkili pikler, nZnO’in EDX spektrumunda agik¢a
goriilmistiir (Sekil 4.2.a). IAA yiiklii nZnO'nun ardindan ¢inkodan kaynaklanan tepe
yogunlugu (%3.97) azalmis ve oksijen tepe noktasi (%33.93) artmistir. Ayrica, [AA’dan
gelen karbon piki (%13.92) gozlenmistir (Sekil 4.2.b). IBA yiiklii nZnO'nun ardindan
¢inko (%17.69) ve oksijen (%13.74) piki azalmistir. Ayrica, karbon piki (%38.52) ve
azot piki (%2.36) gozlenmistir (Sekil 4.2.c). Bu sonuglar IAA ve IBA oksinlerinin
nZnQO'ya basariyla yiliklendigini gostermektedir.

(@) (b)
AlKa Alka
Composition (Mass %) 0% Al% n%
nZn0 16.25 5267 31.08 Composition(Mass%) 0% A% Zn% C% N%
nZnO-1AA 33.93 4818 397 1392 0.00
InLa
ZnLa
0 Ka Ingl
0 Ka
d 2nKa N Ka InkKa
i InKp ¢ - L Infb
1,00 2,00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 .00 9.0 keV 1.0 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 5.00 XV

(©)
AlRa
Composition(Mass%) 0% A% In% €% N%
nZn-IBA 13.74 2769 17.69 3852 236
ZnLa
0 Ka
CK
InKb
Ingl InKa
a
1,00 2.00 3,00 400 5.00 6.00 7.00 8,00 .00 eV

Sekil 4.2 EDX analizi sonuglar1 a) nZnO, b) IAA-nZn0O, c) IBA-nZnO
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Parcacik biiytikliigli ve zeta potansiyelinin ol¢iimii kapsaminda nZnO’larin ortalama
zeta potansiyel degeri -16.1+4.54 mV olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.3.a). Ayrica, nZnO
336.4 nm'lik pargacik boyutuna ve 0.143 PDI degerine sahiptir (Sekil 4.4.a) ve dar bir
pargacik boyutu dagilimmi temsil etmektedir. IAA-nZnO pargaciklarin ortalama zeta
potansiyel degeri -12.7+4.63 (Sekil 4.3.b), parcacik boyutu 547.5 nm ve PDI degeri
0.343°diir (Sekil 4.4.b). Ayrica, dar bir pargacik boyutu dagilimini temsil etmektedir.
IBA-nZnO pargaciklarin ortalama zeta potansiyel degeri, -6.82+3.97 (Sekil 4.3.c),
pargacik biyiikligi 192.7 ve PDI degeri 0.268’dir (Sekil 4.4.c) ve genis bir parcacik

boyutu dagilimini sergilemektedir. Sonug¢ olarak, nZnO parcaciklarin fiziksel

ozelliklerinin IAA ve IBA yiiklenmesinden sonra hafif olarak degistigi goriilmiistir
(Cizelge 4.2). nZnO ve TAA/IBA yiikli nZnO arasindaki farklar, IAA ve IBA'nin

nZnQO'ya yliklendigini gostermektedir.

izelge 4.2 nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO pargaciklarinda SEM, TEM, zeta
g p
potansiyel degerleri ve parcacik boyutlar

Zeta Parcacik
SEM TEM "
Nanoparc¢acik potansiyel boyutu PDI
(nm) (nm)
(mV) (nm)
nZnO 66.15+£55.79 15+3.6 -16.1+4.54 336.4 0.143
IAA-nZnO 68.75+£36.76 131£58 -12.7+4.63 547.5 0.343
IBA-nZnO 174.25+50.51 71£18 -6.82+3.97 192.7 0.268
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Sekil 4.3 Nanopargaciklarin ortalama zeta potansiyel degeri a) nZnO, b) IAA-nZn0O,
c) IBA-nZnO
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Tez ¢alismasi kapsaminda nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO parcaciklarin SEM analizi
ile karakterize edilmis morfolojileri incelendiginde tiim nanopargaciklarin dikdortgen,
kiiresel ve altigen seckiller vb. diizensiz sekilli oldugu gorilmistir. SEM
goriintiilerinden elde edilen nZnO, IAA-nZnO ve IBA-nZnO pargaciklarin hesaplanan
ortalama biiyiikliikleri sirasiyla 66.15£55.79 nm, 68.75+36.76 nm ve 174.25+50.51 nm
olarak belirlenmistir (Sekil 4.5, 4.6, 4.7).

(@) (b)

200 nm

METU CENTRAL LAB

Sekil 4.5 nZnO pargaciklarin SEM goriintiileri (a) 10000x, (b) 100000x , (c) 400000x
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det HV spot WD 0 nm

AM | ETD|20.00 kV | 40X 30 |97 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.6 IAA-nZnO pargaciklarin SEM goriintiileri (a) 10000x, (b) 100000x,
(c) 400000x
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1 pm
METU CENTRAL LAB

1um
METU CENTRAL LAB

Sekil 4.7 IBA-nZnO pargaciklarin SEM goriintiileri (2) 20000x, (b) 100000,
(c) 400000x

Calismada nZnO ve oksin yiiklii nZnO pargaciklarin boyut dagilimi ve morfolojisi TEM
goriintiilerinde de incelenmistir. TEM goriintiileri nanopartikiillerin kiiresel seklini
dogrulamistir (Sekil 4.8). Nanopargaciklarin ¢ogu kiip, dikdortgen ve kiiresel sekillidir.
Her iki oksinin nZnO'daki homojen molekiiler dagilimi ve partikiill formunda
dagilmamis oldugu goriilebilmektedir (Sekil 4.8). Oksinler yiiklendikten sonra IAA ve
IBA molekiillerinin kapsami, IAA-nZnO ve IBA-nZnO i¢in elde edilen TEM
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goriintiilerinden kolayca ayirt edilebilmektedir (Sekil 4.8). Oksin molekiillerine
atfedilen organik faz, nZnO pargaciklarini 6rten bir kabuk olarak agikga goriilmektedir.

(@) (b)

Sekil 4.8 Nanopargaciklarin TEM goriintiileri (2) nZnO, (b) IAA-nZnO, (c) IBA-nZnO

Bu ¢alismada nZnO, TAA-nZnO ve IBA-nZnO pargaciklarina ait termogravimetrik
analiz bulgular sekil 4.9°da sunulmustur. nZnO pargaciklarina ait olan termogramda,
ylizeyde adsorbe edilmis su molekiillerinin buharlagmasi ve hidroksil gruplarindan
kaynaklanan bagli su molekiillerinin salinmasi1 nedeniyle tiim sicaklik araliinda
yaklasik sadece %3'liik bir agirhk kaybi goriilmektedir. IAA-nZnO igin 220-465°C
arasindaki agirlik kaybi [AA'nin termal bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Benzer

sekilde, IBA'nin termal bozunmasi, birka¢ adimda 360-521°C araliginda gériilmektedir.
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Sekil 4.9 Termogravimetrik analiz bulgulari (a) nZnO, (b) IAA-nZn0O, (c) IBA-nZnO
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DLS sonuglari, soliisyonlardaki nZnO pargaciklarin hidrodinamik boyutunun, 1AA ve
IBA yiiklemesinden sonra arttigmmi gostermektedir. nZnO, IAA-nZnO ve IBA-
nZnO’nun ortalama pargacik biiytikliikleri sirasiyla 245+£1.199 nm, 992+0.1647 nm ve
318+0.1251 nm’dir (Sekil 4.10). Ayrica pargacik biiyiikligi Ol¢iimii ile pozitif

korrelasyon gostermektedir.

1200 -+
1000 - 992+0.1647
|
S\i 800 - ‘
>
£ 600 -
g
£ 400 1 4541100 318+0,1251
+ »
~ .
0 a
nZnO IAA-nZnO IBA-nZnO
Size (r, nm)

Sekil 4.10 Nanopargaciklarin hidrodinamik boyutu (DLS sonuglar1)

4.3 Mikro Celiklerde In Vitro Koklendirme Bulgular:

Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi sahil kesimi yerel elma ¢esitlerinden 67 nolu
genotipin mikro ¢eliklerinin in vitro koklenmesi kapsaminda koklenme orani (P=0.000),
koklenmis mikro ¢eliklerde ortalama kok uzunlugu (P=0.000) ve kallus ¢ap1 (P=0.012)
ozellikleri bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmustur. Koklenme diizeyi ve ortalama kok sayist 6zelliklerinde ise uygulamalar

arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (Cizelge 4.3).

Calismada, kontrol ve nZnO’in 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0 mg/L dozlarinda mikro
celiklerde koklenme meydana gelmemistir. En yiiksek koklenme orant %70.4 ile 2.0
mg/L IBA-nZnO (0.9 mg/L IBA igermekte) uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge
4.3, Sekil 4.11 ve 4.12).
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Cizelge 4.3 67 nolu elma genotipinde mikro geliklerin in vitro koklenmesi lizerine IAA
ve IBA ile yiiklenmis ¢inko oksit nanopar¢aciklarin etkileri

Miktar Oksin | Koklenme | Koéklenme | Kok Sayisi Kok Kallus Capt
Uygulama (mg/L) Dozu Oram Diizeyi (adet/mikro | Uzunlugu (mm) P
L)1 (mgiL) (%) (1-4) celik) (mm)
Kontrol - - 0.0+0.0 H - - - -
1.0 - 0.0+0.0 H - - - -
2.0 - 0.0+0.0 H - - - -
3.0 - 0.0+0.0 H - - - -
nZnO
4.0 - 0.0+0.0 H - - - -
5.0 - 0.0+0.0 H - - - -
6.0 - 0.0+0.0 H - - - -
1.0 0.5 40.3+£3.7 A-F 2.0£0.4 2.6+0.7 20.4£1.6 A-E| 5.1+0.3 A-D
2.0 0.9 70.4+4.9 A 2.3+0.4 2.5+0.6 20.2£3.4 A-E | 5.2+0.3 A-D
3.0 14 51.5+2.4 A-E 2.2+0.7 3.5+1.4 72+1.7E | 6.1£0.3 A-C
IBA-nZnO
4.0 1.9 65.445.3 AB 1.7+0.2 2.4+0.2 7713 E | 5.740.3 A-C
5.0 2.3 |53.0+6.0 A-D 2.0+0.3 3.24+0.7 8.9+2.1 DE | 5.9+0.2 A-C
6.0 2.8 |57.6£5.0 A-C 1.6+0.4 1.9+0.5 79+1.9E | 5.8+1.0A-C
1.0 0.5 [25.9+9.8 C-G 1.9+0.5 2.44+0.8 32.4+10.9 A | 4.3£0.6 B-D
2.0 1.0 [25.9+134E-G| 1.840.3 2.0+0.4 23.54£7.2 A-C| 3.74£0.0 CD
3.0 1.4 |37.0+16.1 B-F 1.4+0.4 1.6+0.6 29.2+2.0 AB | 3.7£0.9 CD
IAA-nZnO
4.0 1.9 P29.6+13.4C-G 1.6+0.3 2.4+0.2 22.1£5.1 A-D| 4.0+1.7 CD
5.0 24 140.7£19.6 A-F| 2.8+0.6 2.4+0.2 10.6£3.3 C-E | 4.5+0.3 A-D
6.0 2.8 48.1+13.4 A-F 2.3+0.4 3.4+0.5 6.5+1.8 E 4.9+0.5 A-D
0.5 0.5 39.7+3.8 A-F 2.240.2 3.1+0.5 12.9+4.9 C-E | 4.4+0.9 A-D
BA 1.0 1.0 51.4+2.1 A-E 1.8+0.3 2.0+0.3 12.845.9 C-E| 5.4+0.3 A-D
2.0 2.0 43.7£2.6 A-F 2.1+0.1 2.5+0.4 11.9+5.1 C-E| 6.6+0.7 AB
3.0 3.0 51.4+4.5 A-E 2.5+0.5 2.6+£0.5 6.8+14 E 6.8£0.4 A
0.5 0.5 7.4+£3.7 GH 1.5+0.3 1.5+0.3 17.0+¢8.0B-E| 3.0+1.1D
IAA 1.0 1.0 [22.2+6.4 D-G 1.4+0.3 1.8+0.6 32.3x8.2 A | 4.3+0.7 B-D
2.0 2.0 29.6+7.4 C-F 1.8+0.8 2.5+1.5 13.7¢1.8 C-E| 3.9+1.1 CD
3.0 3.0 [29.6+£16.1 D-G| 1.2+0.1 1.2+0.1 10.0£0.7 C-E| 2.9+04 D
PVA + IAA ég %Ig; 3.0 18.5+7.4 FG 1.0+0.0 1.0+0.0 32.5+¢7.7 A | 4.5£0.7 A-D
P
0.000™ 0.3624- 0.336%4- 0.000™ 0.012"

“Kiiltiirler, ilk 5 giin tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
“Her siitunda Duncan testine (P<0.05) gore aym: harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel
farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 4.11 67 nolu elma genotipinde mikro ¢eliklerin kéklenme orani {lizerine oksinlerin
ve oksinler ile yiiklenmis ZnO nanoparcaciklarin etkisi

Bununla birlikte bu uygulamaya ait koklenme oran1 IBA-nZnQO’in diger dozlar1 (Sekil
4.12), IAA-nZnO’in 5.0 mg/L ve 6.0 mg/L ve IBA’nin tiim dozlarinda (0.5, 1.0, 2.0,
3.0 mg/L) (Sekil 4.13) belirlenen ve %39.7 ile %65.4 arasinda degisen koklenme orani

degerleri ile ayni istatistik grup igerisinde yer almistir (Cizelge 4.3).

Calismada, en diisiik koklenme orant %7.4 ile 0.5 mg/L TAA uygulamamasinda
kaydedilmis olmakla birlikte bu uygulama ile 3.0 mg/L 1AA; 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/L IAA-
nZnO ve 1.0 g/L PVP+3.0 mg/L TAA uygulamalari (%18.5-%29.6 koklenme orani)
arasinda bu bakimdan 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Genel olarak, IAA’nin tiim
dozlarinda, TAA-nZnO’in 1.0-4.0 mg/L arasindaki diisiik dozlarinda ve PVA+IAA
uygulamasinda mikro geliklerde in vitro koklenme oranlart bir hayli diisiikk oranlarda

gerceklesmistir (Cizelge 4.3).
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1.0 mg/L IBA-nZnO 2.0 mg/L IBA-nZnO
(0.5 mg/L IBA icermekte) (0.9 mg/L IBA icermekte)

[ Yo e S A

3.0 mg/L IBA-nZnO 4.0 mg/L IBA-nZnO
(1.4 mg/L IBA icermekte) (1.9 mg/L IBA icermekte)

5.0 mg/L BA-nZnO " 6.0 mg/L IBA-nZnO
(2.3 mg/L IBA icermekte) (2.8 mg/L IBA icermekte)

Sekil 4.12 67 nolu elma genotipinde IBA-nZnO pargaciklari ilave edilmis besin
ortaminda koklendirilmis mikro ¢elikler

Caligmada, 67 nolu elma genotipinin 1-4 skalasinda degerlendirilmis olan kokli mikro
celiklerinde koklenme diizeyi 1.0+£0.0 ile 2.8+0.6 ve ortalama kok sayist 1.0+£0.0 ile
3.5+1.4 adet arasinda degismistir. Her iki 0zellik bakimindan uygulamalar arasindaki

farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.13 67 nolu elma genotipinde IBA ilave edilmis besin ortaminda kéklendirilmis
mikro ¢elikler

Ortalama kok uzunlugu, IBA-nZnO’in 1.0, 2.0 mg/L; IAA-nZnO’nun 1.0, 2.0, 3.0 ve
4.0 mg/L; IBA’nin 1.0 mg/L gibi diisiik dozlarinda ve 1.0 g/L PVA+3.0 mg/L IAA
uygulamasinda diger uygulamalardan 6nemli diizeyde daha yiiksek belirlenmistir. Bu
uygulamalarda ortalama kok uzunlugu 20.243.4 mm ile 32.5+7.7 mm arasinda
degismistir. Bununla birlikte diger uygulamalarin o6zellikle yiiksek dozlarinda ve
IBA’nin tiim dozlarinda ortalama kok uzunlugu diisiik degerlerde kaydedilmistir
(6.5£1.8 mm-17.0+£8.0 mm) (Cizelge 4.3).

Calismada, IBA ve IBA-nZnO uygulamalarinin yiiksek dozlart mikro ¢eliklerde kallus
gelisimini artirmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.12, 4.13). PVA+IAA uygulamasinda da
kallus gelisimi fazla olmustur. Bu uygulamalarda koklenmis mikro ¢eliklerde kallus
capt 4.4+0.9 mm ile 6.840.4 mm arasinda belirlenmistir. Bu uygulamalar arasindaki
farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir. En diisiik kallus gelisimleri ise

IAA ve IAA-nZnO’nun 1.0-4.0 mg/L disik dozlarinda kaydedilmistir. Bu
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uygulamalarda kallus ¢ap degerleri 2.9+0.4 mm ile 4.3+0.6 mm arasinda belirlenmistir
(Cizelge 4.3).

Koklenme oranlar1 ve koklenmis g¢eliklerde koklenme diizeyi, ortalama kok sayisi ve
kok uzunlugu ozellikleri bir arada degerlendirildiginde 6zellikle 1.0 mg/L ve 2.0 mg/L
IBA-nZnO nanopargacik uygulamalart (0.5 mg/L ve 0.9 mg/L IBA icermekte) sirasiyla
%40.3 ve %70.4 koklenme oranlari, 2.0+0.4 ve 2.3+0.4 koklenme diizeyleri, 2.6+0.7 ve
2.5£0.6 adet ortalama kok sayilar1 ve 20.4£1.6 mm ve 20.2+3.4 mm ortalama kok
uzunluklar: ile kaliteli in vitro bitkiciklerin tiretiminde etkin uygulamalar olarak 6ne
cikmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, ates yanikligi (Erwinia amylovora (Burr.) hastaligina yiiksek diizeyde
dayanikli olan Dogu Karadeniz Bolgesi sahil kesimi yerel elma ¢esitlerinden 67 nolu
genotipin mikro ¢eliklerinin in vitro koklenmesi iizerine IBA ve IAA ile yiiklii ZnO

nanopargcaciklarin etkileri aragtirilmistir.

Calismada, IAA ve IBA, nZnO’ya basariyla yiiklenerek stabil yapida nanopargaciklar
tiretilmistir. Oksinleri ylikleme verimi, IAA ve IBA’y1 ¢c6zmek {lizere 1 N NaOH yerine
mutlak etanoliin kullanilmast ile karigtirmanin 240. dakikasinda %87 ve %89
diizeylerine ulasmistir (Cizelge 4.1). Karakegili vd. (2019), oksin yiikleme
kapasitesindeki bu artisin muhtemelen yiikleme ortaminin polaritesindeki degisim ile
ilgili oldugunu, oksin yiiklemesinin olas1 mekanizmasinin, oksinlerin nZnO yiizeyi ile
hidrojen baglar1 arasindaki etkilesime bagli bulundugunu ve proton dondrii ve alici
arasindaki hidrojen baginin segiciliginin, oksinlerin 1IN NaOH ¢o6zeltisinde ¢oziindiigi
durumda yok edilebildigini  bildirmektedir. = Calismada  nanoparcaciklarin
karakterizasyonu ile ilgili FTIR-ATR analizleri IAA ve IBA molekiillerinin nZnO
parcaciklarina basariyla yiiklendigini gostermistir (Sekil 4.1). UV analizi sonucunda saf
nZnO i¢in maksimum absorpsiyon 410 nm'de gozlenmistir (Vimala vd. 2017). IAA ve
IBA igin karakteristik pikleri, her iki oksin i¢in de spektrumda gdzlenmistir. IAA icin
3384 cm™'deki pik birincil amin gruplarina, 2910 cm™ ve 1688 cm™'deki pikler asidik
alkol grubuna ve karbonil grubuna, 1406 cm™ ve 1040 cm™deki pikler aromatik
halkanin HC = CH ve HC-CH gerilme titresimlerine karsilik gelmistir (Shetti ve
Nandibewoor 2009, Tian vd. 2016). Calismada, IBA spektrumu, birincil amin gruplarini
3376 cm™'de gosterirken 2871 cm™deki pik, asitli alkol grubuna aittir. Karbonil grubu
1695 cm™'e, 1402 cm™ ve 1095 cm™'deki pikler, aromatik halkanin HC = CH ve HC-
CH germe titresimlerine karsilik gelmektedir (Shetti ve Nandibewoor 2009, Tian vd.
2016). ZnO nanoparcaciklarin yiizeyindeki hidrojen baglanmis -OH gruplarina ait zayif
bir pik ~3400 cm™'de gdzlenmistir. Zn-O deformasyon titresimi i¢in 673 cm™'de daha
yogun bir pik gozlenmistir (Tian vd. 2017). Pargacik biiytlikliigli ve zeta potansiyelinin
Ol¢iimii kapsaminda nZnO’larin ortalama zeta potansiyel degeri -16.1+4.54 mV olarak

Olciilmiistlir (Sekil 4.3). 50 nm nZnO parcacik blytikliigii 6l¢timiindeki farklilik, su
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icinde dagilmis nanopargaciklarda siklikla karsilasilan bir durum olup numune
hazirlama sirasinda pargaciklarin koagiilasyonundan kaynaklanmaktadir (Ghaffari vd.
2017). Sekil 4.9°da gorildiigii tlizere nZnO pargaciklarina ait olan termogramda,
ylzeyde adsorbe edilmis su molekiillerinin buharlasmasi ve hidroksil gruplarindan
kaynaklanan bagli su molekiillerinin salinmasi nedeniyle tim sicaklik araliginda
yaklagik sadece %3'liik bir agirlik kaybi goriilmektedir (Cao vd. 2015). IAA-nZnO igin
220-465°C arasindaki agirlik kaybi1 IAA'nin termal bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
Benzer sekilde, IBA'nin termal bozulmasi, birka¢ adimda 360-521°C araliginda

goriilmektedir.

Oksinler ile yiiklii nanopargaciklarin besin ortamina ilave edilerek mikro celiklerin
koklenmesi tizerine etkileri ilk kez bu tez ¢alismasinda aragtirilmistir. Ayrica, oksinler
ile yikli cinko oksit nanopargaciklarin elmada mikro geliklerin kdklenmesi {izerine
etkilerinin arastirildigi bu tez c¢aligmasi bir ilktir. Bilindigi iizere cinko, IAA’nin
triptofandan sentezinde 6nemli islevlere sahip bir elementtir. Bunun yani1 sira ¢inkonun
bitki biiytimesi, gelismesi ve veriminde dnemli rol oynadigi da bilimsel verilerle ortaya
konulmustur (Mousavi vd. 2013). Cinko oksit ise essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ile ¢gok fonksiyonlu bir maddedir (Kolodziejczak-Radzimska ve Jesionowski 2014).
Bunun oOtesinde ¢inko oksit nanoparcgaciklari, ¢esitli Ozellikleri, islevleri ve
uygulamalar ile ¢ok yonlii kullanilabilir malzemelerden biri olarak 21. yiizyilda 6ne
¢ikmistir. ZnO nanopargaciklari muazzam fiziksel ve optik 6zelliklere, baz1 bakteri ve
mantarlara karsi1 antimikrobiyal etkilere sahiptir (Sabir vd. 2014). Tarimda, bu
nanopargaciklarin bitki biiylime ve gelisimi, ¢imlenme, bitki besleme, hastalik ve
zararllarla miicadele gibi bir¢ok alanda etkilerinin arastirildigi goriillmektedir (Lin ve
Xing 2007, Lee vd. 2010, Shaymurat vd. 2012, Prasad vd. 2012, Burman vd. 2013,
Helaly vd. 2014, Laware ve Raskar 2014, Das vd. 2015, Maithreyee ve Gowda 2015,
Raliya vd. 2015, Chutipaijit 2015, Amiri vd. 2016, Dastjerdi vd. 2016, Zafar vd. 2016,
Goodarzi vd. 2017, Vankova vd. 2017, Mousavi Kouhi ve Lahout 2018, Faizan vd.
2018, Kavianifar vd. 2018, Maity vd. 2018, Medina-Velo vd. 2018, Das vd. 2019,
Garcia-Lopez vd. 2019, Rossi vd. 2019, Ogunyemi vd. 2019). Bu kapsamda yeni bir
bakis acisiyla bu tez calismasinda IBA ve TAA ile yiiklii ¢inko oksit nanopargaciklarin

67 nolu yerel elma gesidinin mikro ¢eliklerinin in vitro koklenmesi iizerine etkileri
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incelendiginde besin ortamina ilave edilen IBA-nZnO pargaciklarin tiim dozlarinda (1-6
mg/L) %40.3 ile %70.4 arasinda degisen oranlarda, IAA-nZnO pargaciklarin ise sadece
5 mg/L ve 6 mg/L dozlarinda %40.7 ve %48.1 oranlarinda yiiksek kdklenme degerleri
elde edilmistir. Karake¢ili vd. (2019), mikro ¢elikleri zor koklenen ahlat genotipinin
(Pyrus elaeagrifolia Pall.) mikro ¢eliklerine IAA-nZnO ve IBA-nZnO pargaciklarini 20,
40, 80, 200 ve 400 mg/L dozlarinda aseptik kosullarda yavas daldirma yontemiyle (1
saat) uyguladiklarinda 400 mg/L IBA-nZnO ve IAA-nZnO uygulanmis ¢eliklerde
strastyla %50.0 ve %41.7 oranlarinda en yiiksek koklenme diizeyine ulagmiglardir.
Sadece nZnO uygulanmis mikro celiklerde ise koklenme elde edememislerdir. Bu
calisgmada da sadece nZnO uygulamalarinda elma mikro c¢eliklerinde koklenme
meydana gelmemistir. Bulgularimiz, arastiricilarin bulgular ile ortiismektedir. Bununla
birlikte Helaly vd. (2014), muzda doku kiiltiirii ¢aligmalarinda mikro siirgiinlerde
kontrol uygulamasinda koklenme meydana gelmezken besin ortamina ilave edilen 50,
100 ve 200 mg/L nZnO uygulamalarinda %70’in tizerinde koklenme elde etmislerdir.
Bu sonuglar, elma mikro ¢eliklerinde koklenme ile ilgili olarak nZnO uygulamalarindan
elde ettigimiz bulgular ile uyusmamaktadir. Bununla birlikte arastiricilarin 50-200 mg/L
seviyelerindeki nZnO uygulama dozlari, ¢alismamizda esas aldigimiz 1-6 mg/L nZnO

dozlarinin ¢ok iizerindedir.

Caligmamizda nanopargacik uygulamalari kapsaminda elma mikro geliklerinin in vitro
koklenmesinde en iyi koklenme oranlarinin elde edildigi IBA-nZnO uygulamalarinin
degerleri (%40.3-%70.4), normal IBA uygulamalarinin degerleri (%39.7-%51.4) ile
istatistiksel anlamda benzer bulunmustur. Bir baska ifadeyle 67 nolu elma genotipinde
IBA-nZnO uygulamalar1 kdklenme oranlarin1 normal IBA uygulamasindan daha yiiksek
bir seviyeye tasimamistir. Oysa, Karakecili vd. (2019) tarafindan zor kdklenen ahlat
genotipinde 400 mg/L IBA-nZnO ve IAA-nZnO uygulamalar1 ile koklenme
basarisinin, normal IAA ve IBA wuygulamalarina gore en az iki kat arttigi
bildirilmektedir. Ancak, bitki genotiplerinin disinda oksin ve oksin yikli
nanopargaciklarin mikro geliklere uyulama yontemleri de bu iki ¢alismada birbirinden

farklilik gostermektedir.
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Bu c¢alismada elma mikro geliklerinin in vitro koklendirilmesinde normal 1AA
uygulamalarina goére IBA uygulamalarindan elde edilen yiiksek degerler, diger
arastiricilarin, bitkilerde koklenme iizerine IBA’nin, IAA’dan daha etkili bir oksin
oldugu yoniindeki bulgulart ile uyumludur (Zimmerman ve Fordham 1985, Stefancic
vd. 2005, Ciccotti vd. 2008). Caligmamizda bu elma genotipinde IBA’nin tim
dozlarinda (0.5-3.0 mg/L) mikro ¢eliklerde %39.7-%51.4 arasinda koklenme
saglanmistir. Bu oranlar IAA uygulamalarinda elde edilmis kdklenme oranlarindan
(%7.4-%29.6) 6nemli diizeyde daha yiiksektir (Cizelge 4.3). Zimmerman ve Fordham
(1985), elma mikro c¢eliklerinin in vitro koklenmesinde IBA’nin en etkili oksin
oldugunu, IAA’nin ise en az etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Ciccotti vd. (2008)
de mikro siirgiinleri olduk¢a zor koklenen Malus sieboldii elma genotiplerinde en iyi
koklenme degerlerini  (%34-%100), IAA yerine 5 mg/L IBA’nin kullanildig:
uygulamadan elde etmislerdir. Arastiricilarin bulgulari, bu ¢alismada ulasilan sonuglarla
uyumludur. IBA ve TAA ile ilgili bu durum, IBA’nin, IAA’ya gore daha kararli bir
oksin olmasindan dolay1 koklendirme ortaminda IAA'dan daha uzun bir siire varligini
korumasina, IBA'nin 6nemli bir kismi1 baglanmis veya 1A A'ya déniistiiriilmiis olsa dahi
IBA'nin ortamda varligimi siirdirmesinden dolayr dokudaki gercek IBA seviyesinin
diismemesine baglanmistir (Nordstrom vd. 1991, Van der Krieken vd. 1993, Stefancic
vd. 2005, Frick ve Strader 2018). Ayrica, Van der Krieken vd. (1993) elma

stirgiinlerinde IAA’nin IBA’dan daha hizli bozuldugunu 6ne stirmektedir.

Farkli elma genotiplerinde mikro ¢eliklerin koklendirilmesi amaciyla c¢ok sayida
arastiricinin ¢aligsmalarinda IBA’y1 esas aldiklar1 ve kdklenme {izerine olumlu etkilerini
belirledikleri goriilmektedir (Werner ve Boe 1980, Pua ve Chong 1985, Zimmerman ve
Fordham 1985, Welander 1985, Alvarez vd. 1989, Standardi ve Romani 1990, Baraldi
vd. 1991, Moncousin vd. 1992, Noiton vd. 1992, Harbage vd. 1993, Stimart ve Harbage
1993, Karhu ve Zimmerman 1993, Yepes ve Aldwinckle 1994, Pawlicki ve Welander
1995, Harbage ve Stimart 1996, Isutsa vd. 1998, Sharma vd. 2000, Litwinczuk 2000,
Magyar-Tabori vd. 2002, Sharma vd. 2007, Ciccotti vd. 2008, Naija vd. 2009,
Dumanoglu vd. 2009, Yaseen vd. 2009, Boudabous vd. 2010, Ghanbari 2014,
Meneguzzi vd. 2017). Bu tez calismasinda da IBA’nin 67 nolu elma genotipinin mikro

celiklerinin in vitro koklenmesi iizerine etkin rolil ortaya konulmustur. Genel anlamda
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IBA, kok apikal meristeminin, kokgiiklerin, adventif koklerin olusumu ve gelisimi
tizerine kuvvetli bir etkiye sahiptir (Frick ve Strader 2018). Bu ¢alismada, 0.5, 1.0, 2.0
ve 3.0 mg/L IBA dozlarindan elde edilen koklenme bulgular1 arasinda istatistiksel
anlamda Onemli bir farklilik bulunmamistir. Koklenme orani %39.7 ile %51.4,
koklenme diizeyi 1.8-2.5, ortalama kok sayis1 2.0-3.1 adet ve ortalama kok uzunlugu
6.8-12.9 mm arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.3). M7 elma anacinin in Vvitro
koklendirilmesinde Werner ve Boe (1980) da besin ortamina 1.0, 2.0 ya da 3.0 mg/L
IBA ilave etmis ve 2.0 mg/L IBA igeren ortamda 28 giinde koklenme elde etmislerdir.
Pua ve Chong (1985) ise in vitro kosullarda Macspur elma g¢esidinde mikro geliklerde
en yiksek koklenme oranim1 3.0 mg/L IBA igeren ortam iizerinde %100 olarak
belirlemislerdir. Alvarez vd. (1989), M26 ve M9 elma klon anaglarinin mikro
celiklerini in vitro kosullarda koklendirmek tizere 0.0, 0.02, 0.2, 0.8, 2.4 ya da 3.0
mg/L dozlarinda IBA’nin etkilerini arastirmislar ve en yiiksek koklenme oranlart M26
anacinda %100 olarak 0.8 mg/L ve M9 anacinda %80 olarak 2.4 mg/L IBA
uygulamalarindan elde etmislerdir. Litwinczuk (2000), M26, MM106 ve P14 yar
kuvvetli elma anaglarinin mikro ¢ogaltiminda koklenme oranlarimi 1.0 mg/L IBA ilave
edilmig ortamlarda P14 ve MM106 anaclarinda %98.5 ve %89.9, M26 anacinda ise
sadece %66.4 olarak belirlemislerdir. Magyar-Tabori vd. (2002), JTE-H, M26 ve
MM106 elma anaglarmin in koklenmesinde esas aldiklart 1.0, 2.0, 3.0 mg/L IBA
dozlarinin tamaminda JTE-H anacinda %91.4-100 ve MMI106 anacinda %33-46
koklenme elde ederken, M26 anacinda en yiiksek koklenme oranma 1.0 mg/L IBA
dozunda ulagmislardir. Boudabous vd. (2010), Douce de Djerba elma ¢esidinin mikro
cogaltimi igin in vitro koklendirme denemelerinde en yiiksek koklenme degerlerini 3.0
mg/L IBA uygulamasindan elde etmislerdir. Bu uygulamada koklenme oran1 %66.7,
slirglin bagma kok sayisi 5.9 adet ve ortalama kok uzunlugu 4.1 cm olarak
belirlenmistir. Ghanbari (2014), Azayesh-Esfahan, Morabbaee Mashhad ve M9 elma
anaclarinin mikro c¢ogaltiminda 0.5, 1.0 ve 1.5 mg/L IBA dozlarinin etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda tiim anaglarin 1.5 mg/L IBA dozunda basariyla
koklendirildigini, Azayesh-Esfahan’in tiim anaglar arasinda en yiiksek koklenme
oranina (%48.33) sahip oldugunu bildirmislerdir. Meneguzzi vd. (2017), Geneva®
serisi yeni elma anaci G.814’lin mikro cogaltim protokolii kapsaminda koklenme

asamasinda 0, 0.25, 0.50, 1, 1.5 ve 2.5 mg/L IBA’nin kdklenme orani, kok sayisi, kok
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uzunlugu ve kallus gelisimi {iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Caligmada en 1iyi
koklenme 1.5 mg/L IBA uygulamasinda elde edilmistir. Bu uygulama ile koklenme
oran1 yaklasik %100, siirgiin basina kok sayis1 2 adet ve kok uzunlugu 6 mm, kallus
gelisme orant %60 olarak kaydedilmistir. Arastiricilar, farkli elma genotiplerinde
IBA’nin 0.5-3.0 mg/L arasinda degisen dozlarinda yiiksek kdklenme oranlari elde
etmislerdir. Bu bulgular ¢aligmamizda 0.5-3.0 mg/L IBA dozlarindan elde ettigimiz
bulgular ile biiyiik 6l¢iide uyusmaktadir.

Bu calismada her ne kadar koklenme orani bakimindan normal IBA uygulamalari, IBA-
nZnO uygulamalar ile birlikte yiiksek degerler ortaya koymus ise de ozellikle kdk
gelisimi bakimindan normal IBA uygulamalari, IBA-nZnO’nun 1.0 mg/L ve 2.0 mg/L
diizeyindeki diisiik dozlarmin gerisinde kalmistir. Koklenme diizeyi ve ortalama kok
sayist bakimlarindan uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmamistir. Kallus
capt sadece normal TAA uygulamalart ve IAA-nZnO’nun diisiikk dozlarinda kii¢iik
degerlere (2.9£0.4 mm-4.3+0.6 mm) sahip olmustur. Diger uygulamalarda kallus
gelisimi 4.4£0.9 mm ile 6.840.4 mm arasinda belirlenmistir. Normal ya da ZnO
nanopargaciklara yiiklii oksinlerin 6zellikle diisiik dozlarinda asir1 bir kallus gelisimi
gozlenmemistir (Sekil 4.12, 4.13). Kokl mikrogeliklerde biiyiik kallus olusumu kok
gelisimini ve bitki kalitesini olumsuz etkilemektedir (Mokotedi vd. 2000, Gaba 2005).

Sonug¢ olarak, bu caligmada koklenme orant ve kok gelisimi verileri bir arada
degerlendirildiginde 6zellikle 1.0 mg/L ve 2.0 mg/L IBA-nZnO uygulamalari (0.5 mg/L
ve 0.9 mg/L IBA i¢ermekte) sirasiyla %40.3 ve %70.4 koklenme oranlari, 2.0+0.4 ve
2.3+0.4 koklenme diizeyleri, 2.6+0.7 ve 2.5+0.6 adet ortalama kok sayilar ve 20.4+1.6
mm ve 20.243.4 mm ortalama kdk uzunluklari ile 67 nolu yerel elma ¢esidinin mikro
geliklerinin in vitro koklenmesinde etkin uygulamalar olarak 6ne ¢ikmistir (Cizelge 4.3
ve Sekil 4.12). Karakegili vd. (2019) de ZnO nanopargaciklarin zor koklenen bitkilerde
koklenme kapasitesini artirmada oksin tastyicilar olarak tarimsal biyoteknolojide biiyiik
bir potansiyele sahip oldugunu bildirmektedir. Bu tez ¢alismasinda ulastigimiz sonug,
arastiricilarin bulgusu ile uyumludur. Bu tez ¢alismasinda 6zellikle diisiik dozlarda IBA
ile yiiklii ZnO nanopargaciklari, koklenmesi zor olan bitkilerde saglikli bir kok sistemi

ile birlikte mikro geliklerin in vitro koklenmesi i¢in dnerilmektedir.
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