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Nohut (Cicer arietimum L.) ¢ok eski zamanlardan beri insan ve hayvan beslenmesinde tiiketilir
ve Tirkiye'de ekim alani ve {iretim bakimindan ilk sirada yer alir. Protein, esansiyel aminoasit ve bazi
mineraller bakimindan bir hayli zengin yemeklik tane baklagildir. Nohut bitkisi tohum renkleri ve cografi
dagilimlar1 bakimindan Kabuli ve Desi olmak {izere 2 ana biyotipe ayrilmaktadir. Desi tip nohutlar kiigiik,
koyu renkli bir sekle sahipken Kabuli tip nohutlar biiyiik, piriizsiz ve agik renklidir. Bu c¢alismada
Nohutun ER99 ¢esidine ait olgun embriyolar1 kullanilmistir ve rejenerasyon calismasinda farkli
konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 800 ve 1200 mg/L) TiO; nano partikiiller kullanilmigtir. En fazla
rejenerasyon yiizdesi ve eksplant bagina sirgiin sayist 200 mg/L TiO2 konsantrasyonunda
gozlemlenmistir. Ayrica, en uzun siirgiinler hem 200 mg/L hem de 800 mg /L TiO2 konsantrasyonlari
kullanilarak elde edilmistir. Daha yiiksek oranda (1200 mg/L) TiO, nanopartikiillerin kullanimi
eksplantlar tizerinde Oliimciil etkisi olmustur. ER99 ¢esidi nohutun plumula ve embriyonik ekseni
kullanilarak yapilan calismada ise farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) TiO;'
nanopartikiillere maruz birakilan eksplantlarin TiO, konsantrasyonu artmasi ile bagl rejenerasyon
yuzdesinin azaldigi goézlemlenmistir. In vitro desi tip nohut ¢imlenme ¢alismasinda farkli
konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 mg/L) TiO, eklenmis besi
ortamlarmdaki nohut tohumlarda ~%100 ¢imlenme gbzlemlenmis. Cimlenme hizi ve ortalama ¢imlenme
zamani parametrelerinde ise de onemli bir fark gézlemlenmemistir. Dikbas cesidi nohut tohumlarda ise
800 mg/L TiO; konsantrasyonunda hig bir ¢gimlenme izlenmemistir. Priming siiresi arttikga kok uzunlugu
azalirken, priming siiresi azaldikca ¢imlenme zamani artmistir. Cimlenen her tohumunda siirgiin
olusmadig1 ve tiim ortamlar i¢in siirgiin ¢ikis hizinin ¢imlenme hizindan daha az oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Desi, Embriyo, Embriyonik eksen, Kabuli, Plumula,
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Chickpea (Cicer arietim L.) since ancient time has been consumed as human and animal
nutrition and ranks first place in terms of cultivated area and production in Turkey. It is a very rich edible
legume in terms of protein, essential amino acids and some minerals. Chickpea plant is divided into 2
main biotypes as Kabuli and Desi in terms of seed color and geographical distribution. Desi type
chickpeas are small, dark shape, while Kabuli type chickpeas are large, smooth and light colored. In this
study, mature embryos of chickpea Cv. ER99 were used for regeneration by applying TiO, nanoparticles
at different concentrations (100, 200, 400, 800 and 1200 mg/L) in the study. The highest regeneration
percentage and number of shoots per explant were observed at 200 mg/L TiO, concentration. Whereas,
the longest shoots were obtained using both 200 mg/L and 800 mg/L TiO, concentrations. The use of
TiO, a higher concentration resulted in the death of explants. The use of plumula and embryonic axis
explants of ER99 cv exposed to TiO, nanoparticles at different concentrations (0, 25, 50, 100 and 200
mg/L) resulted in decreased regeneration percentage with the increase in TiO, concentration. The study
on in vitro germination of desi chickpea cultured on medium containing different concentrations of TiO,
(0, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 and 3200 mg/L) resulted in ~100% germination. No significant
difference was observed in the germination rate and mean germination time parameters. No germination
was observed in Dikbasg Cv. at 800 mg/L TiO, concentration. Root length decreased as the priming time
increased and germination time increased with increase in priming time. It was observed that no shoots
were formed from every germinated seed and the shoot emergence rate was lower than the germination
rate for all mediums.

Keywords: Desi, Embryo, Embryonic axis, Kabuli, Plumula
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1. GIRIS

Nohut, piring ve bugday gibi bitkilerle karsilagtirildiginda besin igerigi
bakimindan iistlinliige sahiptir. Sadece protein bakimindan degil, essensiyel yaglar,
esansiyel aminoasit, vitaminler ve Fe, Zn, Cu gibi mineraller bakimindan da
zengindir. Diinyada tarimi yapilan yemeklik tane baklagiller tiirleri icerisinde ekim
alan1 ve lretim bakildiginda birinci sirada kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.),
ikinci sirada bezelye (Pisum sativum L.) ve {igiincii sirada nohut (Cicer arietinum L.)
yer almaktadir. Nohut iiretimi 50°°den fazla iilkede yapilmakta olup, Tirkiye
395.000 ha alanda, 120 kg/ha verim ve 470.000 ton iiretimiyle diinyada nohut
yetistirici iilkeler arasinda dnemli bir yer tutmaktadir (TUIK 2018).

Nohut bitkisi tohum renkleri ve cografi dagilimlar1 bakimindan Kabuli ve
Desi olmak tizere 2 ana biyotipe ayrilmistir (Wang ve ark., 2010). Pakistan ve Giiney
Asya tllkelerde’ Desi tip nohut yetistirilirken Tiirkiye’’de agirlikli olarak Kabuli tip
nohut yetistirilmektedir (Aydemir ve Yemencioglu, 2013). Desi tipi nohudu Giiney
Dogu ve Dogu Anadolu’da hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir. Desi tip
nohutlar kii¢lik ve koyu renkli bir sekle sahipken Kabuli tip nohutlar biiyiik, piiriizsiiz
ve agik renklidir (Purushothaman ve ark., 2014). Ayrica desi tip nohutlar antosiyanin

pigmentine sahip olup, ¢icekleri pembe rengindedir (Jukanti ve ark., 2012).

Sekil 1.1. Kabuli (a) ve Desi (b) tip nohutlar (Galili ve ark., 2010)



Steril ortam sartlarinda hazirlanan yapay besi ortaminda meristematik
hiicreler, kallus hiicreleri, ¢esitli bitki eksplantlari, apikal meristem, kdk gibi ¢esitli
bitki boliimlerinden yeni bitki, doku veya metabolitler iiretilmesi bitki doku kiiltiirii
olarak adlandirilir (Babaoglu ve ark., 2001).

Bitkinin tek bir hiicresinden tiim bitki elde etme kabiliyetine rejenerasyon
denir. Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda bitkinin rejenerasyon kabiliyetinden
yararlanilir ve rejenerasyon direkt ve indirekt olarak iki cesittir. Direkt
rejenerasyonda kallus olusumu gozlemlenmezken indirekt rejenerasyon sirasinda
kallus olusmaktadir. Organize olmamis hiicre topluluklarina kallus denilmektedir.
Indirekt rejenerasyonda kallus asamasinda hiicrelerin genetik stabiliteleri diisiik
oldugu icin gen aktarim c¢alismalarinda direkt rejenerasyon tercih edilmektedir. Besi
ortamma bitki hormonlar1 ilave edilerek kallus, embriyo ve siirgiin olustulabilir.
Organogenez ve somatik embriyogenez yollar1 ile rejenerasyon saglanabilir
(Babaoglu ve ark., 2001). Bitki eksplantindan; direkt siirglin veya bitki olusmasi
(direkt organogenez), once kallus ardindan siirgiin veya bitki olusmasi (indirekt
organogenez), once somatik embriyo ardindan siirgiin veya bitki olusmasi (somatik
embriyogenez), ilk kallus ardindan somatik embriyo en son da siirglin veya bitki
olusmast  (indirekt somatik embriyogenez) rejenerasyon yollar1  olarak
adlandirilabilir.

Nanoteknolji maddenin 1 ile 100 nanometre biiyiikliigii arasmndaki
davraniglari anlayip, kontrol etme bilimi olarak tanimlanabilir. Bu sekilde bir
kontrol g¢esitli alanlarda kokten degisime neden olmaktadir. (Allhoff, 2009).
Nanoteknoloji, lireme bilimi ve teknolojisi, gida ve tarim atiklarinin enerjiye
doniistiiriilmesi ve hastalik onleme gibi tarimsal ¢aligmalarda gelismelere olanak
saglamaktadir (Carmen ve ark., 2003).

Nanopartikiilleri diger biiyiik materyallerden ayiran yalnizca boyutlarmin
spesifik onemi degil ayrica nanopartikiiller kimyasal reaktiviteleri, enerji emilimleri
ve biyolojik mobiliteleri bakimindan da biiyilk maddelerden farkli bir yap1
gostermektedir. Metal nano toz, nano kompozit gibi nano pargaciklar barindiran
nanopartikiiller nano malzemenin ana parcalaridir (Nair ve ark., 2008).

Yar1 iletken olan titanyum dioksit (TiO2) son zamanlarda cogunlukla,

fotokatalizor, gilines koruyucu, fotovoltaik giines pilleri, optik filtreler, yansima



Onleyici kaplamalar, kimyasal sensorler gibi alanlarda oldugu kadar katalizorler ve
sterilizasyon malzemesi olarak da tercih edilmektedir (Maira ve ark., 2000; Viana ve
ark., 2010). Bu materyalin diger onemli ozellikleri yiiksek goriiniir spektrum
gecirgenligi, yiiksek kirilma indeksi, kimyasal stabilite ve fotokatalitik ve ayni
zamanda antimikrobiyal aktivitedir (Viana ve ark., 2010).

Bu ¢alismada amag olarak nanopartikiillerin in vitro sartlarda bitki {izerinde
kullanimin ¢imlenme, bilylime ve in Vitro rejenerasyon iizerine etkilerini arastirarak,
bu yeni kullanilmaya baslayan nanopartikiillerin bitki {izerinde bilinmeyen yonlerini

kesfetmek ve son zamanlarda calisilmaya baslanan bu alana kaynak saglamaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Nohut (Cicer arietinum L.) ¢ok eski zamanlardan beri insan ve hayvan
beslenmesinde tiiketilen, Tiirkiye'de ekim alani ve iiretim bakimindan ilk sirada yer
alan, protein, esansiyel aminoasit ve bazi mineraller bakimindan bir hayli zengin
yemeklik tane baklagildir (Ak¢in, 1988). Nohut, i¢inde bulundurdugu yiiksek protein
miktar1 nedeniyle, beslenmede hayvansal gidalara alternatif bitkisel bir kaynak
olarak one ¢ikmaktadir. Esansiyel aminoasitler acisindan yiiksek miktarda farkli

proteinleri barindirmaktadir.

2.1. Nohut Bitkisinde in vitro Rejenerasyon Calismalar

Nohut bitkisinin farkli miktarlarda ¢esitli biiylime diizenleyicilerin embriyo
iizerindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada nohutlar ilk dnce sterilize
edilmis daha sonra bir gece 1slatilip embriyonik eksen ve kotileon bogum kisimlar1
izole edilip farkli BAP ve IBA hormonlarmin bulundugu ortamlara aktarimistir. 3
mg/L BAP igeren MS ortaminda en yiiksek siirgiin baslangict gbzlenmis olup,
embriyonik eksen eksplantlar1 tiim kosullarda maksimum biiyiime gelisme
gostermistir. 0,3 mg/L IBA iceren MS ortaminda ise her iki eksplant i¢in de kok
olusumu agisindan iyi sonuglar vermistir. MS ortamlarinda ise zayif sonuglar elde
edilmistir (Behere ve ark., 2017).

Giza 531 ve Giza 4 olarak anilan iki nohut ¢esidinde yapilan bir ¢alismada
direkt organogenez embriyo ekseni, dikey olarak ikiye kesilmis embriyo ekseni,
dikey embriyo eksen kesiti, embriyo ekseni kotiledonun bitigik kism1 eksplant olarak
kullanmigtir. Rejenerasyon i¢in 1, 2, 3 mg/L BAP, TDZ ve Zeatin kullanilip gelisen
stirglinleri 0.25, 0.50, 0.75, 1 mg/L IBA ve TAA igeren ortamda koklendirilmistir.
IBA ve BAP bulunan ortamlarda sirasiyla en yiiksek siirgiin rejenerasyon ve kok
olusumu yiizdeleri izlenmistir. Giza 531 ¢esidi, siirgiin olusumu bakimindan Giza 4
cesidinden daha iyi sonu¢ vermesine ragmen kok olusumu igin daha diisiik sonug

vermistir (Amer ve ark., 2019)



2.2. Nanopartikiillerin Uygulanmasi

Nanopartikiiller son zamanlarda bitkilerin ¢imlenmesi, biiyiimesi veya in
vitro kosullarda bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak sterilizasyonu, kallus veya
stirglin olusumu, somatik embriyojenezi ve antioksidan enzim aktivitelerini
degistirerek kok olusumunu, gen ekspresyonunu, etilen {iretiminin inhibisyonunu ve
ROS iiretimini etkilemesi goriilmiistiir. Glimiis (Ag), aliminyum oksit (Al,O3), bakir
(1) oksit (CuO), demir oksit (Fe3O,), altin (Au), magnezyum oksit (MgO), nikel
(Ni), silikon (Si), silikon dioksit (SiO,), titanyum dioksit (TiO>) ve ¢inko oksit (ZnO)
gibi ¢ok cesitli nanopartikiillerin ¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal

aktivitelere sahip oldugu goriilmiistiir (Beyth ve ark., 2015).

2.3. Nanopartikiiller ve Sterilizasyon Calismalari

In vitro kiiltiiriin baslangicindaki en énemli adim yiizey dezenfeksiyonudur.
Yiizeysel sterilizasyon asamasinda basar1 elde edilmeden, ilerleyen asamalara
gecmek miimkiin olmamaktadir. Brom su (BW), kalsiyum hipoklorit (CaOCl), etanol
(EtOH), hidrojen peroksit (H20;), sodyum hipoklorit (NaOC1), civa kloriir (HgCly),
giimilis nitrat (AgNQO3), antibiyotikler ve fungisitler gibi dezenfektanlarin maruz
kalma siiresi, konsantrasyonlar1 eksplantlarin kalitesini etkilemektedir. (Leifert ve
ark., 1994).

In vitro ¢ahsmalarda bakteriyel kontaminasyonu &nlemek i¢in son
zamanlarda farkli yontemler kullanilmigtir. Antibiyotikler, bitki ortamindaki
istenmeyen kontaminasyonlari Onlemek icin besiyerlerde ¢ogunlukla kullanilir.
Lakin antibiyotikler fitotoksik etki gdstererek bitki biiylimesini engelleyen ve
geciktiren bir etkisi olabilir. Bazi dezenfektanlar da eksplantlarda bulunan
kirleticileri yok etmekte basarisiz olarak fitotoksiteleri nedeniyle organojenezi
olumsuz etkilemistir. Metal ve metal oksit nanopartikiiller ise g¢esitli
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmakta yararli etkileri oldugu bilinmektedir (Wang
ve ark., 2017)



Bakteriyel kontaminasyonu dnlemek i¢in Valeriana officinalis bitkisinde Ag
nanopartikiil kullanilmistir (Abdi ve ark., 2008). Serada yetistirilen bitkilerden elde
edilen tek digiim eksplantlari, once 1 dakika boyunca %70 EtOH, sonral dk
boyunca %10 Clorox ve daha sonra 180 dakika 100 mg/L Ag nanopartikiil ile
dezenfekte edilmis ve sonucunda %89 oraninda kirlilikten uzak kiltiir elde
edilmistir. Ayrica, Ag nanaopartikiil uygulamasi1 filiz ¢ogalmasi ve sonraki
koklenmeyi etkilememistir.

Arabidopsis tohumlarinin, patates yapraklarmin ve domates kotiledonlarinin
Ag mnanopartikiil kullaniminin yiizey sterilizasyona etkilerinin arastirildigi bir
caligmada eksplantlar 100 mg/L Ag ile 1 veya 5 dk muamele edilmesiyle tohumlar,
yapraklar ve kotiledonlar igin ideal dekontaminasyon (%100) bulunmustur. Ayrica,
eksplant canliligi {zerinde hicbir yan etkisi de olmamuistir. Ancak, tohum
cimlenmesi, yaprak ve kotiledon sagkalimi, daha yiikksek Ag nanopartikiil

konsantrasyonlari ile muamele edildiginde azalmistir (Mahna ve ark., 2013).

2.4. Nanopartikiiller ve In vitro Cimlenme, Biiyiime ve Rejenerasyon

Cahsmalan

Altin (Au) nanopartikiiller MS bazal ortamina eklenmesinin Arabidopsis
thaliana'da tohum c¢imlenmesi ve fide biiylimesinin yilizdesini artirdigini
gbézlemlenmistir. Pod uzunlugu ve tohum sayist1 10 mg/L Au nanopartikiil ile
muamele edilen bitkilerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Au nanopartikiil
uygulamasi, antioksidan enzim aktivitesini gelistirmis ve A. thaliana'da
mikroRNA'larin (miR398 ve miR408) ekspresyonunda bir azalmaya yol agmistir. Bu
fizyolojik ve molekiiler varyasyonlar, Au nanopartikiillerin yararli etkilerinden
olabilir (Kumar ve ark., 2013).

Tecomella undulata bitkisinin kok eksplantlar1 ile yapilan caligmada
eksplantlar MS ortamina 10 mg/L Ag nanopartikiili, 2.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L
IAA eklenerek elde edilen ortamda kiiltiirlendiginde filizlenme indiiksiyon yiizdesi,

slirgiin sayis1 ve kallus olusumunun arttif1 goriilmiistiir (Sarmast ve ark., 2015).



Yapilan bir diger calismada 50 mg/L Ag nanopartikiilin MS bazal ortamina dahil
edildiginde Brassica juncea fidelerinin biiyiime 6zelliklerini aktive edici antioksidan
enzimler yoluyla hidrojen peroksit, malondialdehid (MDA) ve prolin igerigini
azaltarak artirdigini gozlemlenmistir. Ayrica, daha yiiksek Ag NP konsantrasyonlar1
(100-400 mg/L) fide biliylimesi {izerinde zararli bir etkiye sahip oldugu
gOriilmiistiir.(Sarmast ve ark.2015).

Nohut tohum polimer kaplamasinin, 10 ve 25 ppm Zn, Fe ile 100 ve 500 ppm
ZnS0,, FeS0O,4 olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda nanopartikiillerin, 6 ve 12
saat olmak iizere hidropriming uygulamasinin nohut tohumunun fide karakterleri
iizerindeki etkisini bilmek i¢in bir laboratuvar ¢calismasi yapilmistir. Sonucta 25 ppm
Fe nanaopartikiil olan tohum polimer kaplamasinda %87.25 olacak sekilde onemli
Olciide tohum ¢imlenmesi ve %86.75 kadar ¢imlenme hizi artig1 goriiliirken, 19.36
cm fide kokii uzunlugu, 12.98 cm fide siirgiin uzunlugu, 32.34 cm fide uzunlugu
gozlemlenmistir. Hidropriming uygulamasi parametreler iizerinde ayri ayr1 olumlu
etkisi varken, bu priming uygulamasmin hazirlanma sekli de dnemlidir. Sonug olarak
nohut tohum kalitesini yiikseltmek icin 25 ppm Fe ve Zn nanopartikiillerinin

kullanilmasinin olumlu etkisi vardir (Sumanth Krishna ve ark., 2017).

2.5. Nanopartikiiller ve Bitki Biiyiimesi ve Rejenerasyon Calismalari

Bitki biiylimesi ve rejenerasyon caligmasinda 0.2 mg ZnO nanopartikiil, 100
ml deiyonize (DI) su i¢inde dogrudan dagitilmis ve 30 dakika siireyle ultrasonik
isinlama (100 w, 40 kHz) altina yerlestirilerek nano-ZnO siispansiyonu elde
edilmistir. 1 saat boyunca DI suda 1slatilan Cicer arietinum L. tohumlar1 daha sonra,
nano-ZnO  siispansiyon c¢ozeltisinde 2 saat muamele edilmistic. ZnO
nanopartikiillerin, fito-uyarict  faaliyetlerde rol oynayan oOzellikle TAA,
fitohormonlarin reaktivitesi tiizerindeki etkisi gOriilmiistiir. Oksijen bosluklar
nedeniyle, oksijenden yoksun, yani ¢inko bakimindan zengin ZnO nanopartikiilleri,
koklerdeki (filiz) IAA seviyesini arttirmistir (Pandey ve ark., 2010).

Nano-ZnO partikiillerinin mas fasulyesi (Vigna radiata) ve C. arietinum bitki

fidelerinin biiylimesi iizerindeki etkisini gostermek i¢in yapilan ¢aligmada, V. radiata



icin 0, 10, 20, 50, 100, 500, 1000, 2000 ppm ve C. arietinum i¢in 0, 1, 2, 5, 10, 20,
50, 100, 500, 1000, 2000 ppm ZnO agar ortamina eklenmistir. Sonucunda optimum
konsantrasyonlarda fidelerin iyi bir biiyiime gosterdigi ve biiylimede gecikme oldugu
gozlenmistir (Dhoke ve ark., 2011).

Nohut iizerinde bir calismasinda 1.5 mg/L ZnO nanopartikiil ¢ozeltisinin
yapraktan uygulanmasinin, ZnSO, degismesine gore biyokiitlesini arttirdigini
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, 10 mg/L ZnO nanopartikiil uygulamas1 kok
biyokiitleyi olumsuz etkilemistir (Burman ve ark., 2013).

TiO, nanopartikiil uygulamasi ile soguk stresindeki nohut bitkilerine
odaklanan bir ¢alismada, TiO; nanopartikiillerinin, soguk streste, bitkiler tizerindeki
tyilestirici etkileri, sinyal iletimi, savunma, metabolizma ve diizenleyici siireglerde
yer alan muhtemel tepki bilesenleri ile iliskilendirilmistir. Goriinlise gore, bu
bilesenler nohutun soguk strese toleransmnin arttirilmasinda olumlu etkiler

saglamaktadir (Amini ve ark., 2017).

2.6. Cimlenme ve Priming Uygulamalan

Cimlenme bitki yetistirilmesinde énemli ve hassas bir asamasidir. Inert
durgun bir tohumun hareketli gilicli metabolizmaya doniistiigii i¢in ¢imlenme
olduk¢a karmasik bir siirectir (Dow and Schwintzer 1999). Suyun emilmesi ile
baslayan ve bir vakit sonra enzimatik proteinlerin sentezlenmesi ve aktive edilmesi
ile devam eden ¢imlenme tiim tohumlar i¢in bu sekilde baslar. Cimlenme cevresel
etkiler ve hormonal etkilesimler araciliyla diizenlenir (Paleg, 1960; Iglesias ve
Babiano, 1997) ve sadece kosullar uygun hale geldigi zaman olur. Ekzojen ve
endojen bircok faktor bu siireci etkilemektedir.

Tohumda ya da bitkinin 6teki organlarinda gelisme goriilmemesi ¢imlenme
durgunlugu (dormansi) olarak adlandirilir. Embriyo i¢inde ve dis kabuk sebebiyle
olusan dormansi birbirinden farklidir. Embriyo ¢evresindeki kabugun ¢ikarilmasi dig
kabugun sebep oldugu dormansiyi kaldirir. Embriyo gelisme durumu dis kabuk

smirlamasindan daha gii¢lii oldugu durumlarda tohumda ¢imlenme gozlenir.



Priming uygulamasimin amagclari; ¢imlenme ve ¢ikis oranini arttirmak, ekim
ve ¢ikis arasi slireyi kisaltmak, fide ¢gikisini bir 6rnek saglamak, bazi tiirlerde termal
dormansinin kirilmasmi1 ve buna bagli olarak c¢imlenmenin garantilenmesini
saglamak, ¢imlenme esnasinda tohumda bulunan besin maddelerinin en verimli
sekilde kullanilmasini saglayarak giiclii fidelerin olusmasina katki saglamak ve
diistik, yiiksek sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi ¢esitli stres kosullarina dayanimi
arttrmak olarak sayilabilir. Priming uygulamalari; hidropriming, halopriming,
ozmopriming, hormonal priming, biyopriming, organik priming, kat1 matris priming
ve termo priming olarak ayrilir.

Ortamdaki su ve oksijen yetersizligi, tohum gecirimsizligi gibi sebeplerle
dogada ekilen her tohum ¢imlenmeyebilmektedir. Cimlense bile gelismis ve saglikli
fide elde edilemeyebilir. Priming; tohumlarin ozmotik bir ¢ézelti ya da su igerisinde
su alimma izin verip kok¢ligiin tohum c¢ikisma izin vermeyen bir ekim Oncesi
uygulama olarak tanimlanabilir. Priming uygulamasinin fizyolojik temeli; tohumlarin
su veya ozmotik bir soliisyonla ile muamele edilerek, tohumun ozmotik
potansiyelinde bir denge saglayarak biyokimyasal aktivasyonun baslamasina izin
verip, fakat kokciigiin kabuktan ¢ikis1 sinirinda uygulamanin  durdurulmasina
dayanir. Priming uygulamasi yapilan tohumlar ¢imlenmenin ilk evresini
tamamladiktan sonra yikanir orijinal nem igeriklerine kadar kurutularak depolanabilir
veya ekimi yapilabilir.

Seker, polietilen glikol (PEG), gliserol, sorbitol kullanilarak hazirlanan sivi
cozeltiler ile yapilan ozmopriming uygulamasmin alternatifi olarak kati matris
primingde; organik veya inorganik maddeler kullanilarak tohumlarin su alinimini
kontrollii bigimde gerceklestirilmesine olanak saglanir (Harman, 1998).

Haloprimingde farkli konsantrasyonlarda inorganik tuzlar (NaCl, KNOs,
KH,PO, Ca(NO3); kullanilir. Halopriming uygulanmis tohumlarin tuzlu topraklarda
daha rahat yetisebilme imkanlarinin oldugu goriilmiistiir (Ashraf ve Foolad, 2005).

Hormonal priming uygulamasinda sitokinin, oksin, giberellin, absisik asit,
salisalik asit, brassinosteroid gibi bitki biiylime ve gelismesinde 6nemli olan
fitohormonlarin tohuma uygulanmasidir. Tuz stresine toleranshi ve toleranssiz iki
bugday cesidinde yapilan ¢alismada bugday tohumlar: tuz stresine maruz kaldiktan

sonra tohumlar 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L Kin ve BAP hormonlar1 ile muamele
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edilmistir. Kin uygulamasiin her iki ¢esit i¢in de biiyiime ve tane verimini arttirdigt
gozlemlenmistir. Tuz stresine toleranssiz bitkilerde 100 mg/L Kin ve toleranslh
bitkilerde 150 mg/L BAP ve Kin priming uygulamali kiiltiirlerde tuzlu kosullarda
yaprak serbest SA miktarinda artis gdzlemlenmistir. Sonug olarak hafif Kin priming
uygulamasinin her iki ¢esitte de tuz stresinde biiyiime ve tane verimi {izerinde tutarl
faydalar1 oldugu goriilmiistiir.(Igbal ve Ashraf, 2006).

Biyopriming uygulamasi ise  biyoaktif  molekiiller ve  yararh
mikroorganizmalar ile yapilan tekniktir. Mikroorganizmalar bitkiler ile endofitik
iligkiler kurarak fitohormon {iretimine, bitki biiyiimesine ve stres kosullarina
dayanikliligini arttirmaktadir (Waller ve ark., 2005).

Organik priming deniz yosunu gibi cesitli organik bitkisel ekstraklar
kullanilarak yapilan priming uygulamasidir.

Termo priming uygulamasinda ise tohumlar oksijen bakimindan zengin
yiiksek sicakliktaki saf su igersinde karanlikta bekletilir. Ekimden once yapilan

sicaklik uygulamalari ¢imlenme oranina olumlu etkileri vardir (Hardegree, 1996



11

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda bitki materyali olarak Kabuli tipi tescilli beyaz nohut ve
Desi tipi siyah nohut kullanilmistir. Kabuli tip nohutlarda Gokge, TAEK, ER99 ve
Dikbas ¢esidi tercih edilmistir. Bitki materyalleri Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisti Mudirligi Yeni Mahalle, Ankara’dan temin edilmistir.

3.2. Deneme Yeri

Bu c¢alisma Konya Necmettin Erbakan Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Biyoteknoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.3. Biiyiime Ortamlari ve Biiyiime Kosullar

Bu tez ¢alisgmasinda MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortam ile %3 siikroz
kullanarak hazirlanmis ve %6 agar ile katilastirilmis ortam kullanilmistir. Ortam
hazirlanmasinda saf su kullanilmis ve pH’s1 5,7-5,8’e ayarlamak i¢in 1 N NaOH
veya 1 N HCI kullanilmistir. Ardindan otoklavda 1,2 atmosfer basing altinda 121
°C’de 20 dk tutularak sterilizasyonu saglanmistir.

Tez kapsamindaki caligmalar beyaz ve giin 15181 olmak iizere LED 151k altinda
16 saatlik fotoperiyot ve 2442 °C altindaki iklim odasinda tutulmustur. Cimlenme
denemeleri i¢cin Magenta GA-7 kutular1 veya cam kavanoz kullanilirken rejenerasyon

denemelerinde cam petri kullanilmistir.

3.4. Priming Uygulamalan

Tez kapsaminda ¢imlenme denemelerinde c¢imlenmeyi arttirmak icin

tohumlar saf su kullanilarak 1 giin hidropriming uygulamasina tabi tutulmustur.



12

3.5. In vitro rejenerasyon Calismalar

In vitro rejenerasyon denemelerinde ise tohumlar farkli konsantrasyonlarda
BAP hormunu igeren MS ortami kullanilmis, farkl siirelerde bekletilerek biiyiimeleri
saglanmistir. Daha sonra, plumula ve embriyonik eksen eksplantlar1 izole edilerek

rejenerasyon ¢aligsmalar1 yapilmistir.

3.6. Yiizey Sterilizasyonu

Nohut tohumlarin sterilizasyonu i¢in farkl siirelerde (dk) ticari camasir suyu
(Ace, Tiirkiye- %5 NaOCI) kullanilmistir (Aasim ve ark. 2013). Kabuli tip tescilli
Gokee, TAEK, ER99 ve Dikbas nohutlarin yiizey sterilizasyonunda ¢amasir suyunun
bekleme siiresi 30 veya 10 dk iken, Desi tipi siyah nohutta 15 dk olarak optimize
edilmistir (Kirtis ve Aasim, 2019). Camasir suyunda bekletilen nohutlar ardindan
distile steril saf su ile 3 kez 5’er dk yikanmistir. Camasir suyunda bekletme ve
yikama iglemleri sirasinda tohumlar manyetik karistirici ile karistirilarak homojen bir

ortam olusturulmustur.

3.7. Eksplant Kiiltiirii Alma

Bu tezde in vitro c¢alismalarda embriyo, plumula ve embriyonik eksen
eksplantlar1 kullanilmistir. Embriyo kiiltiirii igin sterile edilen nohut tohumlar1 1 giin
steril saf suda bekletilmis ardindan steril bistiiri ve pens yardimi ile embriyolar1 izole
edilmis ve kiiltiire almmustir (Sekil 3.1.). Plumula ve embriyonik eksen eksplantlar
kullanilan calismalar iki asamada gerceklestirilmistir. ik asamada tohumlardan
embriyolar izole edilmistir ve 10 mg/L BAP iceren MS ortammda 10-15 giin
bekletilmistir. Daha sonra, ikinci asamada embriyolardan embriyonik eksen ve
plumula eksplantlr1 steril pens ve bistiiri ile eksplantlara zarar vermeyecek sekilde

izole edilmistir (Sekil 3.2.). Biitiin calismalar1 yapmak i¢in steril kabin kullanilmistir
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Sekil 3.1. Tez kapsaminda kullanilan ER99 ¢esidine ait olgun tohumundan eksplantlarin izole
edilmesi (a), her hangi muamele edilmemis tohumu (b)1 giin distile saf suda bekletilmis (c), pens
yardimi ile ikiye ayrilmig(d) ve embriyo eksplantin izole edilmis halleri

Sekil 3.2. Tez kapsaminda kullanilan ER99 ¢esidi gelismis nohut embriyosunun
radikula, e eksen (embriyonik eksen) ve plumula kisimlar1

3.8 Nanopartikiillerin Uygulanmasi

TiO; nanopartikiilii otoklav Oncesi besiyerlere cesitli konsantrasyonlarda

eklenerek kullanilmistir.
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3.8. Invitro Cimlenme

In vitro ¢imlenme ¢aligmalarinda Desi ve Kabuli olmak tizere farkli gesit
nohutlar kullanilmigtir. Sterilize edilen Kabuli nohutlar 1 giin distile steril suda 6n
muameleye tabi tutulup, Desi tip nohutlar ise bir 6n muamele olmaksizin direk kiiltiir

ortamina almmastir.

3.9. Exvivo Cimlenme

Bu denemede nohutlar farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 400 mg/L )
TiO, ortaminda farkl siirelerde (6, 12, 24 saat) priming uygulanmis daha sonra 4
tekrar ve her kavanozda 10 eksplant olacak sekilde, su ile nemlendirilmis perlit dolu
kavanozlara alinmistir. Her giin ¢imlenmeleri gozlenmis ve perlit nemli kalacak

sekilde sulanmustir.

3.9. Temel Biiyiime Parametreleri

TiO, nanopartikiiliin bitki rejenerasyonu iizerindeki etkileri inceleyebilmek
icin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basma siirglin sayist ve siirgiin uzunlugu,
parametreleri Ol¢iilmiistiir. Her bir tekerriir i¢indeki eksplantlarin siirgiin sayis1 ve
stirglin uzunlugu 6l¢iiliip toplam biiylimiis eksplant sayisini boliinmiistiir.

Cimlenme denemelerinde ise TiO; nanopartikiiliin etkilerini inceleyebilmek
icin eksplant basina silirglin sayisi, siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, kok sayisi
parametreleri 6l¢iilmiistiir. Cimlenme yiizdesi i¢in sayim islemi ekim isleminden 24
saat sonra baglaylp c¢imlenme sabitlene kadar devam etmistir ve 2mm kok
gézlemlenen tohumlar ¢imlenmeye baslamis kabul edilmistir. Cimlenme
denemelerinde asagidaki formiiller kullanilmistir.

Yaprak alani belirlenirken; her tekerriir i¢inde rastgele olarak 10 yaprak
se¢ilmis ardindan diiz beyaz zeminde fotograflar1 ¢ekilerek ’Imagel’ programi
kullanilmigtir. Alani 6lgerken kalibrasyon saglamak amactyla yapraklarin fotograflar:

cekilirken yanlarina cetvel konulmustur.
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a. Cimlenme yiizdesi: Tohumlarin ylizde ka¢ oranda ¢imlendigi belirlemek

icin bu formiil kullanilmistir.

Son ¢imlenen tohum sayisi
) x 100

Cimlenme Yiizdesi (%) ( Toplam tohum sayis1

b. Cimlenme indeksi (¢imlenme hiz1):

Bu formiil kullanilarak elde edilen yiiksek degerler, bir tohumun digerine
gore daha yiiksek fide giicline sahip oldugu anlamina gelir.Cimlenme hiz1 olarak da
adlandirilan bu formiil ayni sayida ¢imlenen numuneler i¢in bile farkli degerler
verebilmesi sebebiyle 6zellikle de ekili tiirlerde tohumlarin goéreceli olarak giiciinii

belirlemek i¢in kullanilir (Maguire, 1962).
Cimlenme Indeksi = Z d/n

n: d glinlinde ¢imlenen tohum sayisi

d:deneme bagindan itibaren sayilan giinler

C. Ortalama Cimlenme Zamani: Tohumlarin ortalama olarak ¢imlendigi
glinii tespit edebilmek i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Ellis ve

Roberts, 1981).

Ortalama Cimlenme Zaman1 = Z dn/z n

n: d giiniinde ¢imlenen tohum sayisi

d: deneme bagindan itibaren sayilan giinler
d. Tohum canhlik indeksi:

Kok ve siirgiin uzunluk ortalamasinin ¢imlenme yiizdesi ile carpilarak elde
edilen bu formiil sonucu yiiksek indekse sahip tohum i¢in canlilik oranmn yiiksek

oldugu séylenebilir (Abdul-Baki ve Anderson, 1973).
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Tohum Canlilig1 Indeksi=(K.0.+S.0.)XCimlenme yiizdesi

K.O: kok uzunlugu ortalamasi

S.0O.: siirgiin uzunluk ortalamast

3.9. istatiksel Degerlendirme

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Elde edilen
veriler “’SPSS 20 for Windows’’ programiyla varyans analizine tabi tutulup,
ortamlar1 karsilastirmak amaciyla Duncan (DMRT) testi kullanilmistir. Yiizde

degerler, istatistik analizinden 6nce arcsin degerlerine ¢evrilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Invitro Kosullarda Tohum Cimlenmesi

Bu denemede nohut embriyolarinin in vitro kosullarda MS ortamindaki
gelisme ve canlilik oranlar1 karsilastirilmistir.  Sterilizasyonu yapilip embriyo
kiiltiirinde alman nohutlar MS ortamindaki 4 giin sonraki gelismeleri
karsilastirilmistir. Cizelge 4.1°de gosterildigi iizere en yiiksek canlilik orani yani
embriyo gelisimi %100 ile ER99’da goézlenirken, %73 ile ikinci sirada Gokge
gelmekte olup, iigiincii sirada ise %55 orani ile TAEK oldugu goézlenmistir. Sonug
olarak embriyo rejenerasyon denemeleri i¢in nohudun ER99 ¢esidi canlilik ve
gelisme bakimimdan diger nohut cesitler ile kiyaslanmada daha avantajlidir. Ayni
kabuli biyotip i¢cinde dahi olsa farkli ¢esit nohut tohumlar1 birbirinden farkl biiyltime
ve gelisme gosterirler (Sozen ve Karadavut, 2019; Sagel ve ark., 2009).Tohum

cesitleri arasindaki canlilik oranlar1 farklar1 bundan kaynaklaniyor olabilir.

Cizelge 4.1. Farkli ¢esit nohutlarmm MS ortamindaki ¢imlenme yiizdeleri

Nohut Cesidi o(r:aiﬁhg’l/i)
TAEK 55
ER99 100
Gokge 73

4.2. In vitro Embriyo Rejenerasyon Cahsmalari

4.2.1. Dikbas Cesidinde in vitro Rejenerasyon ¢alismalari

Nohudun Dikbas tip ¢esidinde yapilan ilk calismada 10 dk’lik
sterilizasyondan sonra 1 giin steril saf suda bekletilmesinin ardindan embriyolar izole
edilmigtir. Embriyolar 13 giin boyunca 10 mg/L BAP iceren MS ortaminda 6n
muameleye tabi tutulmus ardindan 0, 25, 50, 100, 200 mg/L TiO, ve 1 mg/L BAP
iceren MS ortamlara aktarilmigtir. Fakat iklim odasindaki yiiksek sicakliktan dolay1

petrilerde fazla su birikmesi olusmustur. Biriken sular laminer flow kabin iginde
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bosaltilmistir. Ancak, petrilerde olusan biraz kontaminasyon ve belirgin bir bliylime
rastlanmadigi i¢in veriler alinmamustir.

Ikinci denemede besi ortamlarda 200 mg/L antibiyotik ilave edilerek dnceki
denemeye gore yapilmistir. Ama yine de eksplantlarda her hangi biiyliime
goriilmemistir. In vitro kosullarda antibiyotik kullanimm bitki rejenerasyonuna
olumsuz etkileri oldugu yapilan caligmalarda bildirilmistir (Padilla ve Burgos.,
2010).

4.22. ER 99 ¢esidinin Embriyo Eksplantlarnmin In vitro Rejenerasyon

Cahsmalan

Bu denemede kullanilan embriyo eksplantlar1 sterile edilmis ER99 nohut
¢esidinin 24 saat steril saf suda bekletilmesi ardindan izole edilmistir. Olgun embriyo
veya zigotik embriyo, nohutun siirgiin rejenerasyonunu indiikleyen gii¢lii
eksplantlardan biridir (Aasim ve ark., 2011). 100, 200, 400, 800 ve 1200 mg/L TiO,
ve 1 mg/L BAP igceren MS ortamda 15 giin kiiltiire alinmistir. Daha sonra elde edilen
sonuglar incelenmistir. TiO, nanopartikiilin otoklav sicakligina dayaniklilig
optimize edilmeden Once bu galismada TiO, filtre sterilizasyon ardindan besi
ortamina ilave edilmistir. 15 giin sonra elde edilen verileri SPSS analizi ile varyans

analizi tabi tutulmustur (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasina maruz birakilan ER 99 ¢esit nohutun
rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna ait varyans analizi

Rejenerasyon Yiizdesi Eksplant Basina . -
V.K. S.D J ()gAJ) Siirgﬁrtjl Say1s1?adet) Silingihn Umpmlrz (em)
K.O. F. K.O. F. K.O. F.
TiO, 4 4306,667 | 20,187** 6,812 26,485** 3,305 12,174**
Hata 10 213,33 - 0,257 - 0,272 -
Genel Toplam | 14 - - - - - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.2.’de ER 99 ¢esidi nohutta farkli konsantrasyonlarda TiO; uygulamasmin

rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve silirgiin uzunluguna ait varyans
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analizleri gosterilmistir. Her parametre i¢in TiO2’in farkli uygulama sonucu elde

edilen veriler arasinda p<0.01 diizeyinde 6nemli farklilik izlenmistir.

Cizelge 4.3. ER99 ¢esit nohuta farkli konsantrasyonlardaki TiO, ile uygulamasinin rejenerasyonuna

etkileri

TiO2 Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin

(mg/L) Yiizdesi (%)** Siirgiin Sayisi Uzunlugu (cm)**
(adet)**

100 86,67ab 3,50 a 2,21a

200 93,33a 3,70a 2,40 a

400 80,00ab 3,09a 2,35a

800 60,00 b 2,86 a 2,40 a

1200 0,00 c 0,00 b 0,00 b

** Ayni siitun icinde farkl harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde
onemlidir.

Ortamlarin hi¢ birinde kontaminasyon gozlemlenmemistir bu da TiO,
nanopartikiiliin mikroplar tizerindeki toksik etkisini gostermektedir (Mandeh ve ark.,
2012; Mohammed ve ark., 2015). TiO, nanopartikiilii ilave edilmis hi¢bir ortamda
kallus olusumu gézlemlenmemistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Cu (Bentarzi ve
ark., 2016) ve Ag nanopartikiillerinin (Kalsaitkar ve ark., 2014) bitki tizerinde kallus
olusumunu azaltic1 veya inhibe edici etkisi oldugu rapor edilmistir. Fakat yapilan bir
caligmada ise 60 pg/mL TiO, ve 20 mg/mL 2,4-D (fenil asetik asit) kullanildiginda
olgun arpa embriyolarinda yiiksek kallus sayis1 ve boyutu ile olumlu etki yaptigi
belirtilmistir (Mandeh ve ark., 2012). Her iki sonugctaki fark, farkli genotip veya 2,4-

D'nin varligindan kaynaklanabilmektedir.

En yiiksek TiO2 konsantrasyonunun (1200 mg/L) ise embriyolar i¢in olduk¢a
zararli oldugu ve Oliimleri ile sonuglandigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Farkli
konsantrasyonlarda TiO; uygulamasi rejenerasyon yiizdesi tizerinde %60 ile %93,33
arast sonuglar elde edilmistir. En yiiksek sonug¢ 200 mg/L TiO2 konsantrasyonunda
%93,33 olarak gdriilmiis olup TiO2 konsantrasyonu arttik¢a rejenerasyon yiizdesi de
buna bagli olarak azaldigi gozlemlenmistir. Eksplant bagmna siirgiin sayisinda ise
(Cizelge 4.3) rejenerasyon sonucunda oldugu gibi en iyi sonu¢ 200 mg/L TiO2
konsantrasyonunda 3,70 ile gozlemlenmistir. Rejenerasyon yiizdesi sonuglarinda
oldugu gibi eksplant basina siirgiin sayist sonuglarinda da 200 mg/L TiO2

konsantrasyonundan sonra sonuglarda azalma gozlemlenmemistir. Siirgiin uzunlugu
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kisminda (Cizelge 4.3.) 200 ve 800 mg/L TiO2 konsantrasyonlarinda 2,40 cm olarak
Ol¢tilmiistiir. 100 mg/L konsantrasyonunda 2,21 c¢cm iken 400 mg/L. TiO2 ortaminda
slirgiin uzunlugu 2,35 olarak elde edilmistir.

Bitki rejenerasyon parametrelerinde dogrusal bir artis veya azalig
gozlemlenmemistir. Siirglin uzunlugu sonuglarinda rejenerasyon yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayisindan farkli olarak 200 mg/L TiO2’den sonra siirgiin uzunlugunda
azalma gozlemlenmesine ragmen 800 mg/L TiO, konsantrasyonunda tekrar artig
gostermis ve 200 mg/L TiO; ile ayn1 sonuca gelmistir. Bu deneme sonucunda 1200
mg/L Ti02 gibi yliksek konsantrasyonun embriyo biliyiime gelismesi lizerinde negatif
etkisi olup, Oliime sebep oldugu gozlemlenmistir. 200 mg/L konsantrasyonunun
rejenerasyon yiizdesi, eksplant basma siirglin sayist ve siirgiin uzunlugu
parametrelerinde en iyi sonucu verdigi ayrica siirgiin uzunlugunda 800 mg/L TiO,
konsantrasyonunun da en yiiksek sonu¢ verdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Diisiik
(200 mg/L) konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin nohut igin rejenerasyon yiizdesi,
eksplant basma siirglin sayisi ve uzunlugu parametreleri bakimindan olumlu etkisi
oldugu soylenebilir. Yapilan ¢alismalarda farkl bitkilerde TiO; uygulamasinin bitki
biiyiimesine olumlu etkileri rapor edilmistir (Gogos ve ark.,2016; Mahmoodzadeh ve
ark., 2013; Feizi ve ark. 2013; Raliya ve ark., 2015; Rafique ve ark., 2014)
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[

100 mg/L TiO» 200 mg/L. TiO,

800 mg/L TiO, 1200 mg/L TiO-

Sekil 4.1. In vitro kosullarda ER 99 ¢esit nohut embriyo eksplantin 100, 200, 400, 800 ve 1200 mg/L
TiO; igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.2.3. ER 99 cesidinin Plumula ve Embriyonik Eksen Eksplantlarinin In vitro
Rejenerasyon Cahsmalari

Dikbas ¢esidine ait izole edilen embriyolara 13 giin 10 mg/L BAP igeren MS
ortammda On muamele (priming) uygulamasi yapilmistir. Muamele edilmis
embriyolardan plumula ve embriyonik eksen eksplantlar1 izole edilip 0, 25, 50, 100
ve 200 mg/L TiO2 ve 1 mg/L BAP igeren MS ortamlarinda, giin 15181 altinda iklim
odasinda biiylimeye birakilmistir. Denemede siirgiinler ¢ok kisa oldugu icin veriler

alinmamastir.



Cizelge 4.4. Plumula kism1 izole edilen Dikbas ¢esit nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO,
uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basma siirgiin sayisina ait varyans analizi
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VK. sD Rejenerasyon Yiizdesi (%) gise lgyi??;zzgurgun
K.O. F. K.O. F.

TiO, 4 506,667 0,950 1,018 0,981
Hata 10 533,333 - 1,038 -
Genel Toplam 14 - - - -

*Onemli fark yoktur.

Cizelge 4.5. Plumula kism1 izole edilen Dikbas ¢esit nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO;
uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayist ortalamasina etkisi

TiO2 Rejenerasyon Eksplant Basgina

(mg/L) Yiizdesi (%) * Siirgiin Sayis1 (adet)
0 73,33 3,58
25 66,66 4,26
50 46,66 4,05
100 46,66 4,53
200 46,66 3,08

% Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda énemli fark yoktur.

Cizelge 4.4. ve c¢izelge 4.6.’da plumula ve embriyonik eksen eksplantlarina
ait farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasmin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayisina etkilerine ait swrasiyla varyans analizi ve Duncan testi
sonuglar1 gosterilmistir. Embriyonik eksende TiO, uygulamasinda rejenerasyon
yiizdesi p<0.01 diizeyinde onemli iken diger parametrelerde Onemli farklilik
goriilmemistir.

Plumula ve embriyonik eksen bitkilerde biiylime ve gelismeyi daha iyi
anlamak ve degerlendirmek i¢in tam embriyo disinda kullanilan eksplantlardan
bazilaridir (Javadi ve Yamaguchi ark., 2004; Matilla ve ark., 2002; Sharma ve ark.,
2005).Yapilan baska caligmalarda nohut bitkisi, plumula ve embriyonik eksen
izolasyonu Oncesi BAP hormonu ilave edilmis besi ortaminda kiiltiire alinmistir
(Sadhu ve ark., 2020; Pathak ve Hamzah, 2008). Cizelge 4.5.’de goriildigi gibi
plumula eksplantindan silirglin rejenerasyon yiizdesi %46,66-73,33 arasinda

degismistir. Denemede TiO; oranin artis1 ile paralel olarak 50 mg/L ve daha yiiksek
oranlarda diisiis (%46,66) kaydedilmistir. En yiiksek rejenerasyon yiizdesi ise kontrol
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grubunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglarina gore TiO, ilave edildiginde
rejenerasyon yiizdesinde azalma izlenmistir. Ancak, TiO, konsantrasyonda artis ile
slirglin uzunlugunda da artis izlenmistir. Siirgiin uzunlugu ise 3,58-4,53 cm arasinda

degismisken en uzun siirgiinler 100 mg/L TiO; igeren ortaminda gézlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Embriyonik eksen kismi izole edilen Dikbas ¢esit nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO,
uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi

VK. sD Rejenerasyon Yiizdesi (%) EkSplgyi??;z Surgun
K.O. F. K.O. F.

TiO, 4 693,333 8,667 ** 0,186 0,116 *
Hata 10 80,000 - 1,595 -
Genel Toplam 14 - - - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
*Onemli fark yoktur.

Cizelge 4.7 Embriyonik eksen kismi izole edilen Dikbag ¢esit nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO,
uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisi ortalamasina etkisi

TiO, Rejenerasyon Eksplant Bagina

(mg/L) Yiizdesi (%)** Siirgiin Sayis1 (adet)
0 73,33a 2,86
25 60,00 ab 3,10
50 60,00 ab 2,77
100 46,66 bc 3,27
200 33,33¢ 2,66

** Ayni siitun iginde farkh harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
“*Aym siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasmda denmli fark yoktur.

Cizelge 4.7.’de Dikbas tip nohuttan izole eden embriyonik eksen eksplantinin
farkli konsantrasyonlarda TiO, maruz birakilmas: sonucu rejenerasyon yiizdesi
sonuglar1 %73.33 ile %33.33 arasindadir. En yiiksek sonu¢ kontrol gurubunda
gozlemlenmis olup TiO; konsantrasyonu arttik¢a rejenerasyon yiizdesi azalmistir. 25
mg/L ve 50 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda ise rejenerasyon yiizdesi degismemis
%60 olarak Sl¢iilmiistiir. Eksplant basma siirgiin sayisinda ise sonuglar 3,27 ile 2,66
arasi Ol¢lilmiistiir. En yiiksek sonu¢ 100 mg/L. TiO, miktarinda en diisiik ise 200
mg/L  TiO, miktarinda Ol¢lilmiistiir. azalma

Dogrusal bir artis veya

gbzlemlenmemistir.
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Plumula (Cizelge 4.6.) ve embriyonik eksen (Cizelge 4.7.) eksplantlarinin
rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayilar1 karsilastirildiginda ise her iki
eksplant i¢in de en yiiksek rejenerasyon yiizdesi kontrol grubunda gozlenmistir.
Eksplant bagina siirgiin sayisinda ise her iki eksplantta da en yiiksek sonu¢ 100 mg/L
konsantrasyonunda Glgiiliirken en diisiik sonug 200 mg/L TiO, konsantrasyonunda
gozlemlenmemistir. Eksplantlar bakimdan carpici bir fark gézlemlenmemistir. ZnO
nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarda nohut bitkisine uygulamasi ile yapilan
bir calismada optimum konsantrasyonlarda nanopartikiil uygulamasmin bitki

biiylimesine olumlu etkileri oldugu rapor edilmistir (Dhoke ve ark., 2011).

4.4. In vitro Cimlenme Cahismalar

Tez kapsamindaki bu denemede ise steril ER99 nohutlar1 1 giin steril saf suda
bekletildikten sonra farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 100
mg/L) TiO, ve 1 mg/L BAP eklenmis besi ortaminda kiiltiire alinmigtir. Ortam
kosullar1 sebebiyle ¢cimlenme gbzlenememis ve sonug alinamamistir.

Bir baska denemede sterilizasyonu yapilan Gokge tip nohutlar 1 giin steril saf
suda bekletilmesinin ardindan farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400,
800 ve 100 mg/L ) TiO; ile zenginlestirilmis ortamlara aktarilip 3 giin karanlikta
bekletilmesinden sonra giin 151 altinda iklim odasinda birakilmistir. Ortamdaki fazla
nem sebebi ile c¢imlenme gergeklesmemis ve sonu¢ alinmamistwr. Ortam
kosullarindaki fazla su miktar1 nohut bitkisindeki tohum verimine azaltici bir etkisi
oldugu bilinmektedir (Behboudian ve ark., 2001).

Sterilizasyonu yapilan Desi biyotip siyah nohutlar farkli konsantrasyonlardaki
(0, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 mg/L) TiO, ve 1 mg/L BAP ilave
edilmis besi ortamina aktarilip beyaz 1sik altinda iklim odasinda birakilmistir.

Cimlenme sabitlenene kadar yani 11 giin sonras1 dl¢timler yapilmustir (Sekil 4.5.).
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Cizelge 4.8. Desi cesit siyah nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin ¢imlenme
yiizdesi, ¢gimlenme hizi, ortalama ¢imlenme zamani ve tohum canlilik indeksine ait varyans analizi

Cimlenme iml o O.rtalllama Tohum Canlilik

V.K. | SD. yiizdesi (%) S ZC‘m cnme indeksi
amani (giin)

K.O. F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
TiO, 8 10,292 | 1,000 | 0,357 | 1,683" | 0,035 | 1,427* | 20978,509 | 2,951*
Hata 18 10,292 - 0,212 - 0,024 - 7108,074 -
Genel
Toplam 26 i j j j j i i i

* p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
*Onemli fark yoktur.

Desi tip nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO; uygulamasina ait varyans
analizinde c¢imlenme ylizdesi, ¢imlenme hizi ve ortalama c¢imlenme zamani
parametreleri i¢in istatistiksel agidan 6nemli olmasa da tohum canliligi indeksi

parametresi i¢in p<0.05 diizeyinde énemlidir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.9. Desi ¢esit siyah nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin ¢imlenme
yiizdesi, ¢cimlenme hizi, ortalama ¢imlenme zamani ve tohum canlilik indeksi {izerine etkisi

. p Ortalama
(;K/)E) fz 1(1;;1:;3)1/16)65 Cimlenme Hizi bs Cimlenme TOhiun; f(a.llhhk

g y - Zaman (giin)*® .

0 100,00 4,94 ab 1,39 1142,33 abcd
25 100,00 4,83 ab 1,38 1151,33 abc
50 94,44 411b 1,59 1224,66 a
100 100,00 4,77 ab 1,44 1207,66 ab
200 100,00 5,05a 1,38 1056,33 bcd
400 100,00 5,00 ab 1,33 1079,66 abcd
800 100,00 5,00 ab 1,33 1110,33 abcd

1600 100,00 4,27 ab 1,61 985,00 d
3200 100.00 5,00 ab 1,33 1004,33 cd

*Ayni siitun iginde farkl harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
“*Ayn1 siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda dnemli fark yoktur.

Cimlenme ¢aligmalarinda desi ¢esit nohutlar cogunlukla kullanilmaktadir
(Khattak ve ark. 2007.) Cizelge 4.9.’da desi gesit siyah nohut igin 50 mg/L TiO;
konsantrasyonunda ~ %94,44  ¢imlenme  oranmi  gozlemlenirken  diger
konsantrasyonlarda %100 ¢imlenme gozlemlenmistir. Cimlenme hizinda 5,05 ile
4,11 arasinda sonuglar elde edilmistir. Cimlenme hizlarinda ¢arpici bir degisim
gozlenmemis fakat 50 ve 1600 mg/L TiO, konsantrasyonlarinda en diigiikk sonuglar
gozlemlenmistir (Sekil 4.2.). En diisiik sonuglar olan 4,11 ile 50 mg/L TiO, ve 4,27
1600 mg/L TiO; konsantrasyonlar1 iken en yiiksek sonug¢ 5,05 ile 200 mg/L TiO,




26

konsantrasyonundadir. Ortalama ¢imlenme zamaninda sonuglar 1,33 ile 1,61 arasi
gozlemlenmistir. En diisiik sonug 400, 800 ve 3200 mg/L TiO, konsantrasyonlarinda
Olgilmiis olup, en yiikksek sonu¢ ise 1600 mg/L TiO, konsantrasyonunda
gozlemlenmistir. Ortalama ¢imlenme zamaninda dogrusal bir azalma goriilmemistir
(Sekil 4.3.). Tohum canlilik indeksi bakimindan en iyi sonug 50 mg/L TiO; en diisiik
sonug ise 1600 mg/L TiO, konsantrasyonunda gézlemlenmis olup, sonuglar 1224,66
ile 985,00 arasinda degismistir. Tohum canlilik indeksinde de dogrusal bir azalma

gozlemlenmemistir (Sekil.4.4.).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin Desi ¢esit nohut iizerinde ¢cimlenme hizina

etkisi
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin Desi gesit nohut {izerinde ortalama
¢imlenme zamanina etkisi
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin Desi gesit nohut tizerinde tohum canlilik
indeksine etkisi

800 mg/L TiO; 1600 mg/L. TiO, 3200 mg/L TiO;

Sekil 4.5. In vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda (0,25,50,100,200,400,800,1600 ve 3200 mg/L)
TiO; ilave edilmis besi ortaminda ¢imlenen desi ¢esit siyah nohutlar
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Cizelge 4.10. Desi ¢esit siyah nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin siirgiin sayist,
stirglin uzunlugu, kok sayisi ve kok uzunluguna ait varyans analizi

. Siirgiin Uzunlugu .. Kok Uzunlugu
VK. SD. Stirgiin Sayis1 (cm) Kok Sayisi (cm)
K.O. F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
TiO, 8 0,227 | 1,438 | 2,254 | 4,728** | 1,270 | 1,562*° | 0,259 | 1,758
Hata 18 0,158 - 0,477 - 0,813 - 0,147 -
Genel
Toplam 26 i j j j j i i i

** p<0,01 diizeyinde énemlidir.
*Onemli fark yoktur.

Cizelge 4.10.°da desi tip siyah nohuta farkli konsantrasyonlarda TiO;
uygulamasinin siirgiin sayisi, slirglin uzunlugu, kok sayisi ve kok uzunluguna ait

varyans analizi sonuglar1 gosterilmistir. Diger parametreler istatistiksel acidan

onemsiz farkliligr bulunmustur; ancak,

stirglin uzunlugu bakimindan TiO;

konsantrasyonlar arasinda p<0.01 diizeyinde 6nemli farkliligi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.11. Desi cesit siyah nohutun farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin siirgiin sayist,
stirgiin uzunlugu, kok sayist ve kdk uzunlugu iizerine etkisi

(;;;(/)Ii) Siirgiin Sayis1®® uzunfl?gﬁlzgm)** Kok sayis1™ KOk(grf,]l)lalslslugu

0 4,66 ab 7,48 bed 2,59 ab 3,93 ab

25 4,44 ab 8,08 abc 2,66 ab 3,42 ab

50 4.95a 9,20 a 2,27hb 3,82 ab
100 4,38 ab 8,42 ab 2,27hb 3,65 ab
200 4,16b 7,26 bed 3,14 ab 3,30b
400 4,27 ab 7,38 bed 3,11 ab 3,41 ab
800 411b 7,01cd 4,27 a 4,09 a
1600 4,27 ab 6,49d 2,83 ab 3,36 ab
3200 4,66 ab 6,71d 3,61 ab 3,33b

**Ayni siitun iginde farkli harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
“*Ayn1 siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasindaénemli fark yoktur.

Cizelge 4.11.°de farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasmin siirgiin, kok
sayist ve uzunluguna etkisi verilmistir (Sekil 4.8.). Siirgilin sayis1 sonuglar1 4,95 ile
4,11 aras1 gozlemlenmistir. En yiiksek sonu¢ 50 mg/L TiO; en diisiik sonug ise 800
mg/L TiO, konsantrasyonunda Ol¢iilmiistiir. Stirglin sayisinda dogrusal bir azalma
gozlemlenmemis fakat en carpici sonu¢ 50 mg/L TiO, siirgiin sayisindaki artigtir
(Sekil 4.6.). Kok uzunlugunda ise sonuglar 4,27 ile 2,27 arasindadir ve en yiiksek
sonu¢ 800 mg/L TiO, en diisiik sonu¢ 50 ve 100 mg/L TiO;, konsantrasyonlarinda
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gozlemlenmistir. Kok sayisindaki en c¢arpicr  degisim 800 mg/L TiO;

uygulamasindaki artistir.
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Sekil 4.6. Farkl1 konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin Desi ¢esit nohut iizerinde siirgiin ve kok
say1s1 lizerine etkisi
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasinin Desi ¢esit nohut iizerinde siirgiin ve kok
uzunluguna(cm) iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda TiO; uygulanmasmin siirgiin ve kok sayisi
bakiminda birbiri ile iligkili bir sonu¢ vermemistir (Sekil 4.6.) Siirgiin uzunlugu en
yiksek 9,20 cm ile 50 mg/L TiO; en disik 6,49 cm ile 1600 mg/L TiO;

konsantrasyonunda gozlemlenmistir. Siirglin uzunlugu icin en c¢arpici degisim 50
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mg/L TiO, uygulamasindaki artistir dogrusal bir azalma gozlenmese de 50 mg/L
TiO, konsantrasyonundan sonra azalma gozlemlenmistir (Sekil.4.7.). Kok
uzunlugunda sonuglar 4,09 cm ile 3,30 cm arasindadir ve en yiiksek sonu¢ 800 mg/L
TiO, konsantrasyonunda iken en diisiik sonug 200 mg/L TiO, konsantrasyondadir.
Kok uzunlugunda dogrusal bir artis veya azalis gdzlemlenmemistir.

ZnO partikiillerinin mas fasulyesi (Vigna radiata) ve C. arietinum bitki
fidelerinin biiytimesi tizerindeki etkisini géstermek igin yapilan ¢alismada, V. radiata
ve C. arietinum icin farkli konsantrasyonlarda ZnO agar ortamina eklenmistir.
Sonucunda optimum konsantrasyonlarda fidelerin iyi bir biiylime gosterdigi ve
biiyiimede gecikme oldugu gozlenmistir .Siirgiin ve kok uzunlugu bakimindan nohut
bitkisi i¢in paralel sonuglar goézlemlenmistir (Dhoke ve ark., 2011). Bu tez
caligmasinda ise siirgiin sayis1 ve uzunlugu i¢in 50 mg/L TiO, konsantrasyonunda en
yiiksek, sirasiyla 800 mg/L ve 1600 mg/L konsantrasyonlarinda en diisiik sonuglar
Olciiliirken kok sayisi ve uzunlugu i¢in siirgiin parametrelerinin tersine 800 mg/L
TiO, konsantrasyonunda en yiiksek 200 mg/L 100 mg/L ve 50 mg/L TiO;
konsantrasyonlarinda en diisiik sonuglar 6l¢iilmiistiir. Bu fark kullanilan nanopartikiil

farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
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800 mg/L TiO; o T 1600 my/L TiO; o 3200 mw/L TiO;

Sekil 4.8. In vitro kosullarda farkl: konsantrasyonlarda (0,25,50,100,200,400,800,1600 ve 3200 mg/L)
TiO; ilave edilmis besi ortaminda ¢imlenen her konsantrasyondan bir tekrara ait desi gesit siyah
nohutlar

4.5. Ex vivo Cimlenme Calismasi

Dikbas nohutlar1 ile yapilan bu denemede farkli konsantrasyonlarda (0, 25,
50, 100, 200 ve 400 mg/L) TiO, kullanarak farkli stirelerde (6, 12, 24 saat) priming
uygulamasi yapilmistir. Ardindan nohutlar su ile nemlendirilmis perlit ortamlarina
aktarilmistir. Kavanozdaki petriler sulanarak nemli tutulmus ve 15 giin sonra sonug
alinmis. Perlit bitki ¢imlenmesine uygun ortam saglamasi sebebi ile besi ortamina
alternatif olarak ¢imlenme ¢aligmalarinda kullanilmaktadir ( Samarah ve Abu-Yahya,
2008; Velez ve ark., 2017).

Cizelge 4.12.de  nohudun Dikbas c¢esidin  tohumlarin  farkh
konsantrasyonlarda ve siirelerde priming uygulamasmin siirgiin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve yaprak alanina etkilerine ait varyans analizi sonuglar1 gosterilmistir.
Farkli TiO, konsantrasyonu igeren tim parametreler lizerinde p<0.01 Onemlidir.

Farkli zamanlar agisindan eksplant basina silirglin sayisi ve siirgiin uzunlugu
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bakimindan énemli faklilig1 bulunmazken kdk uzunlugu ve yaprak alani bakimindan

sirastyla p<0.001 ve p<0.05 diizeyinde 6nemli farklidir. TiO, ve zaman agisindan

yalniz kok uzunlugu bakimmdan p<0.01 diizeyinde 6nemli farklilig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Dikbas ¢esit nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin
stirglin sayist, slirgiin uzunlugu, kék uzunlugu ve yaprak alanina ait varyans analizi

. Siirgiin Uzunlug Kok Uzunlug Yaprak Alani
V.K. S.D. Stirglin Say1st . (cm) = (cm) = 1O(cmz)
K.O. F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
TiO,(T) 6 8,177 | 10,253** | 54,271 | 9,959** | 51,457 | 24,140** | 0,038 | 13,477**
Zaman(Z) 2 0,992 1,244% 6,037 | 1,108% | 83,261 | 39,061** | 0,010 3,568*
TxZ 12 10,927 | 1,163" | 7,896 | 1,449 | 6,584 | 3,089** | 0,005 | 1,737%
Hata 63 0,798 - 5,450 - 2,132 - 0,003 -
Genel
Toplam o i i ; i 4 j j j

** p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

* p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
*Onemli fark yoktur.

Cizelge 4.13. Dikbas tip nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasmin
stirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu ve yaprak alanina etkisi

. Siirgiin Siirgiin Kok Yaprak Alam
TiO, (mg/L) | Zaman (saat) S s Uzunlugu Uzunlugu 2165
ayisl (cm)® (cm)** (cm?)
6 1,94 abc 5,46 abc 7,19 abc 0,16 abcd
0 12 2,10 abc 5,39 abc 6,46 bcd 0,14 abcde
24 2,11 abc 5,92 abc 4,94 cde 0,10 cde
25 6 1,50 abc 4,42 abc 7,10 bc 0,11 cde
12 1,76 abc 4,09 abc 4,51 de 0,16 abcd
24 1,17 bed 4,11 abc 2,719¢e 0,75 ef
50 6 2,30 abc 7,05a 7,84 ab 0,14 abcde
12 1,16 bed 2,54 cd 3,32¢e 0,12 abcde
24 1,63 abc 4,66 abc 3,47¢e 0,14 abcde
100 6 2,35 abc 5,39 abc 8,12 ab 0,20 ab
12 2,27a 6,70 a 5,14 cde 0,13 abcde
24 1,98 abc 7,05a 3,59¢e 0,07 def
200 6 2,83 a 6,53 ab 9,43 a 0,21a
12 0,93 cd 2,60 bcd 3,30 e 0,12 bede
24 2,561 ab 7,16 a 3,86 ¢e 0,14 abcde
400 6 2,59 ab 5,14 abc 5,19 cde 0,14 abcde
12 2,29 abc 6,85a 4,73 de 0,18 abc
24 2,19 abc 4,71 abc 3,05¢e 0,17 abc
800 6 0,00d 0,00d 0,00 f 0,00 f
12 0,00d 0,00d 0,00 f 0,00 f
24 0,00d 0,00d 0,00 f 0,00 f

**Ayni siitun iginde farkl harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
“*Ayni siitunda farkh harflerle gosterilen ortamlar arasinda onemli fark yoktur.
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Sekil 4.9. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin siirgiin
sayisi lizerine etkisi

Cizelge 4.13.’de farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde TiO, priming
uygulamasi sonucu siirgiin sayisi siirgiin ve kok uzunlugu sonuglar1 verilmistir.800
mg/L TiO; konsantrasyonunda toksik etki sebebiyle hi¢ biiylime ve gelisme
gozlemlenmemistir. Siirglin sayis1 sonuglar1 2,83 ile 0,00 arasinda Sl¢iilmiistiir. En
yiiksek sonug 6 saat 200 mg/L TiO; uygulamasi iken en diisiik sonug 800 mg/L TiO;
uygulamasidir.800 mg/L TiO, konsantrasyonunda biiyiime gbzlemlenmemistir.6 saat
priming siiresine bakildiginda dogrusal bir azalama veya artis gbzlemlenmemistir
fakat en yiiksek sonu¢ 200 mg/L TiO; konsantrasyonunda 6l¢iilmiistiir ve sonrasinda
dogrusal bir azalma gdsterip 800 mg/L TiO, 0’a diigmiistiir.12 saat priming siiresine
bakildiginda ise en yiksek sonu¢ 100 mg/L TiO, konsantrasyonunda
gozlemlenmigstir.24 saat priming siiresinde ise en yiiksek sonu¢ 200 mg/L TiO;

konsantrasyonunda 2,19 olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.10. Dikbas cesidine farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin siirgiin

uzunluklarma etkisi
Siirgiin uzunlugu 0,00-7,16 cm arasindadir degismistir (Cizelge 4.13.). En
uzun silirgiinler 24 saat siire priming ve 200 mg/L TiO, uygulamasindan elde
edilirken, 800 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda hi¢ biiylime izlenmemistir. 6, 12 ve
24 saat priming uygulamasma bakildiginda dogrusal bir artis ve azalis
gozlemlenmemistir. 6 saat priming uygulamasi i¢in en yiiksek deger 50 mg/L TiO;
konsantrasyonunda 7,05 cm ile gézlemlenmistir. 12 saat priming uygulamasi igin ise
en yiikksek deger 400 mg/L TiO, ortaminda 6,85 cm olarak gézlenmistir. 24 saat
priming uygulamasinda kontrol grubundan sonraki konsantrasyonlarda azalma
gozlemlense de dogrusal bir ilerleme seyretmemistir ve en yliksek deger 200 mg/L
TiO; konsantrasyonunda 7,16 cm olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.10.).

12 ve 24 saat priming uygulamalar1 i¢in yiiksek konsantrasyonlarda siirgiin
sayisinin yiiksek Olgiilmesinin sebebi Zheng ve ark. TiO; 1spanak tohumlarindaki

caligmasinda da rapor ettigi gibi kiigiik nanapartikiil boyutundan kaynaklaniyor
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olabilir. Nanopartikiillerin bu kiigiikk boyutu uygulama siirecinde tohuma niifuz

etmesine biiyiime sirasinda arttirici islevi yerine getirmesine neden olabilir (Zheng ve
ark., 2015).
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Sekil 4.11. Dikbas cesidine farkli konsantrasyonlarda, farkls siirelerde priming uygulamasinin kok
uzunluguna etkisi

Kok uzunlugu sonuglari ise 0,00 cm ile 9,43 arasinda Slgiilmiistiir (Cizelge
4.13.).En yiiksek sonug¢ 6 saat 200 mg/L TiO, uygulamasinda gozlemlenmistir.6 saat
priming uygulama sonuglar1 kék uzunlugu i¢in diger 12 ve 24 saat priming
uygulamasindan biitiin TiO, konsantrasyonlar1 bakimindan daha yiiksek bir sonug
vermistir. Yapilan bir ¢alismada da nohut tohumlar1 farkli konsantrasyonlarda
nanopartikiillerde 6 ve 12 saat bekletilmistir. Sonu¢ olarak priming siiresine bagl
olarak siirgiin ve kok uzunluklarinda farkliliklar gézlemlenmistir (Sumanth Krishna
ve ark., 2017). 6 saat priming uygulamasinda 25 mg/L TiO, konsantrasyonundan
itibaren 200 mg/L TiO,’e kadar dogrusal bir artis gdzlemlenmis olup 200 mg/L TiO;
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konsantrasyonundan sonra dogrusal bir azalma gozlemlenmistir.12 saat priming
uygulamasinda ise en yiiksek sonug kontrol grubunda 6,46 cm olarak dl¢iilmiistiir. 24
saat priming uygulamasinda da en yiiksek sonug¢ kontrol grubunda goézlemlenmis
olup 4,94 c¢cm Olglilmiistiir. TiO, konsantrasyonlarinda birbirinden ¢arpici derece az

sonuglar gozlemlenmemistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.12. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasinin yaprak
alanina etkisi

Yaprak alani sonuglarinda dogrusal bir artis veya azalis gézlemlenmemistir.
Sekil 4.12.’da en yiiksek deger 200 mg/L TiO, konsantrasyonunda 6 saat priming
uygulamasinda 0,21 cm? 6lciilmiistiir.800 mg/L TiO; konsantrasyonunda ¢imlenme
ve gelisme gozlenmedigi i¢in yaprak olusumu gergeklesmemis sonuglar 0 olarak
hesaplanmistir. 12 saat priming uygulamasinda en yiiksek deger 400 mg/L TiO;
konsantrasyonunda 0,18 cm®24 saat priming uygulamasinda ise 400 mg/L

konsantrasyonunda 0,17 cm? olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.13.).
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Cizelge 4.14 Dikbas cesit nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasmin
¢imlenme yiizdesi, ¢cimlenme hizi ve tohum canligina ait varyans analizi

Ortalama
V. K sD Cimlenme Yiizdesi (%) Cimlenme Hiz1 Cimlenme Zaman1 | Tohum Canlilik Indeksi
K. .D. (giin)
K.O. F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
*
Tio,(T) | 6 |14102,778 | 208,647+ | 94,617 | 90,515% | 5835 | 132,768** | 1705721,582 | *490°
Zaman (Z) 2 782,143 16,563** | 28,120 | 26,901** | 0,839 | 19,102** | 555711,698 | 4,856*
TxZ 12 118,254 2,504** 2,399 2,295* | 0,064 1,460 182026,610 | 1,591%
Hata 63 47,222 - 1,045 - 0,044 - 114440,306 -
Genel
Toplam 83 i j j j j i i i

** <0,01 diizeyinde 6nemlidir.
* p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
*Onemli fark yoktur.

Cizelge 4.14.°de fakli konsantrasyonlarda ve siirelerde TiO, uygulamasinin
¢imlenme yiizdesi, ¢imlenme hizi, ortalama ¢imlenme zamani ve tohum canlilik
indeksi tizerine etkilerine ait varyans analizi gosterilmistir. TiO, uygulamasi tiim
parametreler i¢cin p<0.01 diizeyinde 6nemli iken zaman uygulamasi tohum canlilik
indeksi i¢in p<0.05 diger parametreler i¢cin p<0.01 diizeyinde 6nemlidir. TiO, ve
zaman birlikte uygulanmasi ise ¢imlenme yiizdesi i¢cin p<0.01 diizeyinde ¢imlenme
hiz1 i¢in p<0.05 diizeyinde 6nemli diger parametreler icin istatistiksel agidan

Onemsizdir.
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Cizelge 4.15. Dikbas ¢esit nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin

¢imlenme yiizdesi, ¢imlenme hizi ve tohum canlilik iizerine etkisi

. Ortalama
Cimlenme . . Tohum
TiO2 (mg/L) | Zaman (saat) Yiizdesi C“l‘l‘le‘lme gimlenme Canlihk
(%o)** “ zamant indeksi®
(giin)
6 85,00 bcd 6,04 ef 2,08 ab 1083,34 abc
0 12 85,00 bcd 7,25 cdef 1,76 bcde 1003,70 abcd
24 100,00 a 9,45a 1,52¢e 1086,70 abc
6 90,00 abc 6,12 ef 2,13 a 1039,47 abc
25 12 80,00 cd 7,00 cdef 1,75 bede 705,13 bcd
24 95,00 ab 8,12 abcd 1,72 cde 660,33 bcd
6 77,50d 5,67 f 2,13 a 1151,44 ab
50 12 80,00 cd 6,87 cdef 1,79 bede 466,70 de
24 100,00 a 9,04 ab 1,62 de 813,30 bcd
6 85,00 bcd 6,00 ef 2,13 a 1157,19 ab
100 12 90,00 abc 7,70 bede 1,76 bcde 1053,82 abc
24 100,00 a 8,54 abc 1,72 cde 1064,73 abc
6 90,00 abc 7,08 cdef 1,89 abcd 1436,32 a
200 12 92,50 ab 7,20 cdef 1,89 abcd 540,71 cd
24 97,50 a 9,00 ab 1,56 de 1079,26 abc
6 90,00 abc 6,50 def 2,01 abc 932,40 abcd
400 12 97,50 a 8,37 abc 1,74 bede 1122,62 ab
24 92,50 ab 7,29 cdef 1,89 abcd 707,81 bcd
6 0,00e 0,009 0,00 f 0,00e
800 12 0,00e 0,009 0,00 f 0,00e
24 0,00e 0,009 0,00 f 0,00e

** Ayni siitun i¢inde farkli harfler ile gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
*Ayni siitun iginde farkl harfler ile gosterilen ortamlar arasidaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
“*Ayni siitunda farkl harflerle gésterilen ortamlar arasinda dnemli fark yoktur.




39

Zaman
100,00 (zaat)
Ms
E1z
Oz
~ 80,00
)
7]
[+
]
N 60,00
>
%
= 40,00
E
On
20,00
0,00~

I
0 25 50 100 200 400 800

TiO2 Konsantrasyonlari (mg/L)

Error Bars: +/- 1. SE

Sekil 4.13. Dikbas cesidine farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasinin
cimlenme yiizdesine etkisi

Cizelge 4.15.°de farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde TiO, priming
uygulamasinin ¢imlenme parametreleri tizerine etkileri verilmistir. 800 mg/L TiO,
konsantrasyonunda titanyumun toksik etkisi sebebiyle ¢imlenme gézlemlenmemistir.
Cimlenme yiizdeleri 0 ile %100 arasinda Ol¢iilmiistiir. En yiiksek sonuclar 0, 50 ve
100 mg/L TiO; 24 saat uygulamalarinda 6l¢iilmiisttir. 0, 25, 50, 100 ve 200 mg/L
TiO, konsantrasyonlarinda 24 saat priming uygulamasmm 6 ve 12 saat
uygulamalarma kiyasla daha yiiksek c¢imlenme ylizdesi ile sonuglandigi
gozlemlenmigtir. Nohut bitkisinde yapilan bir ¢alismada da priming siiresi arttik¢a
¢imlenme yiizdesinin arttig1 gézlemlenmistir (Elkoca ve ark., 2007). 6 saat priming
uygulamalarinda en yiiksek sonu¢ 25, 200 ve 400 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda
%90 olarak Olcililmiistiir ve dogrusal bir azalma veya artis gézlemlenmemistir. 12
saat priming uygulamasmda ise 400 mg/L TiO, konsantrasyonunda 9%97,5
hesaplanmistir. 50 mg/L TiO, konsantrasyonundan itibaren 400 mg/L TiO;
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konsantrasyonuna kadar dogrusal bir atis gdzlemlenmistir (Sekil 4.13.). Tohumlarin
su veya ozmotik bir ¢ozelti icersinde 1slatilmasi tohumun kismi hidrasyonuna izin
verir ve bdylece ¢imlenme Oncesi metabolik faaliyetler devam eder (Heydecker ve
Gibbins, 1978). Cimlenme yiizdesinde priming siiresi arttikca ¢imlenmedeki artig

bundan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.14. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin
¢imlenme hizina etkisi

Tohum ¢imlenme hizi bakimindan 0 ile 9,45 aras1 sonuglar elde edilmistir

(Cizelge 4.15.) .En yiiksek ¢imlenme hizi kontrol grubu 24 saat priming
uygulamasinda Olgiilmiistiir. 6 saat priming uygulamasmm biitiin = TiO2

konsantrasyonlarinda diger 12 ve 24 saat uygulamalarma goére daha diisiik ¢imlenme

hiz1 gosterdigi gézlemlenmistir.6 saat priming uygulamasi i¢in en yiiksek sonug 200

mg/L TiO2 ortaminda Gl¢lilmiistiir. 12 saat priming uygulamasinda ise en yiiksek
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sonu¢ 8,37 ile 400 mg/L TiO2 konsantrasyonunda o&l¢iilmiistiir.6 saat priming
uygulamasinda en yiiksek sonu¢ 200 mg/L TiO2 ortaminda 7,08 olarak 6l¢iilmiistiir.

Bu sonuglara bakarak farkli konsantrasyonlarda TiO2 uygulamasinin ¢imlenme hizini
sonuglarinda dogrusal bir azalma veya artigsa sebep olmamasima ragmen 6, 12 ve 24
saat TiO2 priming uygulamasinin sirasiyla ¢imlenme hizina arttirict etkisi oldugu

sOylenebilir (Sekil 4.14). Bunun sebebi suyun tohum igersine tohum kabugu
iizerindeki nanopartikiillerinin olusturdugu yeni gozeneklerden girebilmesi veya
nanopartikiillerin tohum yiizeyindeki catlaklardan iceri girebilmesi ve enzimleri
erken asamada aktif ederek ¢imlenmeyi hizlandirabilmesi olabilir (Sumanth Krishna
ve ark., 2017).
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Sekil 4.15. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin
ortalama ¢imlenme zamanina etkisi

Ortalama ¢imlenme zamani bakimindan ¢imlenme hizinin tersine 6 saat

priming uygulamasmin 12 ve 24 saat priming uygulamasma gore daha iyi sonug
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verdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.15.).En yiiksek ortalama ¢imlenme zamani 2,13 giin
ile 25, 50 ve 100 mg/L TiO, konsantrasyonlarinda olgiilmiistiir. 800 mg/L TiO,
konsantrasyonunda hi¢ ¢imlenme gozlemlenmedigi i¢in sonu¢ alinamamustir. 12 saat
priming uygulamasinda en yiiksek sonu¢ 200 mg/L TiO, konsantrasyonunda 1,89
Olgiiliirken 24 saat priming i¢in ise 400 mg/L TiO, konsantrasyonunda da 1,89 olarak
Olciilmiistiir (Cizelge 4.15.). TiO2 konsantrasyonu acisindan bakildiginda
konsantrasyonlar arasinda g¢arpict bir fark gozlemlenmemistir. Bitkiye uygulanan
TiO; konsantrasyonu arttik¢a ortalama ¢imlenme zamani iizerinde arttirict etkisi

olmadigi rapor edilmistir (Feizi ve ark., 2013).
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Sekil 4.16. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasinin tohum
canlilik indeksine etkisi

Tohum canlilik indeksinde farkli konsantrasyonlarda TiO, uygulamasmnin

dogrusal olarak artic1 veya azaltict etkisi gdzlemlenmemistir. Fakat 6 saat priming

uygulamasinda 25 mg/L TiO; konsantrasyonundan itibaren 200 mg/L’e kadar

dogrusal bir artis gozlenmis olup, daha yiiksek konsantrasyonlarda azalma gosterip
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800 mg/L TiO; konsantrasyonunda 0’ulagmustir (Sekil 4.16.). Tohum canlilik indeksi
bakimindan en yiiksek sonu¢ 6 saat 200 mg/L TiO; uygulamasinda gézlenmistir ve
800 mg/L TiO; konsantrasyonunda ¢imlenme olmadigi i¢in tohum canlilik indeksi 0
Olctilmiistiir. 12 ve 24 saat priming uygulamasinda sirasiyla en yiiksek sonuglar 400
mg/L

Cizelge 4.16. Dikbas ¢esit nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkl: siirelerde priming uygulamasinin
stirgiin ¢ikis yiizdesi, siirgiin ¢ikis hiz1 ve ortalama siirgiin ¢ikis zamanina ait varyans analizi

Siirgtin Cikis Yiizdesi . Ortalama Siirgiin Cikis
V.K. S.D. (%) Sy (Gl L6 Zamani (giin)
K.O. F. K.O. F. K.O. F.
TiO, (T) 6 8816,667 | 52,278** 3,967 46,205** 44,725 214,996**
Za(%a“ 2 665,476 | 3,946* 0,403 4,690* 0,170 0,818"
TxZ 12 132,143 0,784% 0,086 1,001% 0,374 1,797%
Hata 63 168,651 - 0,086 - 0,208 -
Genel
Toplam g3 d i i i j j
** p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
* p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
%Onemli fark yoktur.
Cizelge 4.16.’da farkli konsantrasyon ve siirelerde TiO, priming

uygulamasinin siirgiin ¢ikis yiizdesi, siirgiin ¢ikis hizi ve ortalama siirgiin ¢ikis
zamanina etkilerine ait varyans analizi gosterilmistir. TiO, uygulamasi tim
parametreler i¢cin p<0.01 diizeyinde 6nemli iken zaman uygulamasi siirgiin ¢ikis hizi
ve siirgiin ¢ikis ylizdesi i¢in p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.TiO, ve zamanin birlikte
uygulanmasinda ise ortalama ¢ikis zamani i¢in p<0.01 diizeyinde onemlidir. Diger

parametreler istatistiksel acidan 6nemli degildir.
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Cizelge 4.17. Dikbas ¢esit nohuta farkli konsantrasyonlarda, farkl: siirelerde priming uygulamasinin
stirgiin ¢ikis yiizdesi, siirgiin ¢ikis hiz1 ve ortalama siirgiin ¢ikis zamanina etkisi

_ T Ortalama
TiO2 (mg/L) Zaman (saat) ‘S{‘l‘l;%‘e‘;‘l ((f:’l/i()l‘?s Slll‘%lll;lglkls siirgiin cikis
zamani (giin)
6 72,50 ab 1,76 ab 4,43d
0 12 62,50 b 1,35 bc 4,85 bed
24 90,00 a 1,97 a 4,77 cd
6 62,50 b 1,29 bc 5,08 bcd
25 12 65,00 b 1,25¢ 5,39 abc
24 65,00 b 1,24 ¢ 5,60 ab
6 65,00 b 1,32 bc 5,16 abcd
50 12 70,00 ab 1,42 bc 5,14 abcd
24 75,00 ab 1,65 abc 4,88 bed
6 65,00 b 1,36 bc 4,91 bed
100 12 67,50 b 1,46 bc 4,94 bed
24 82,50 ab 1,68 abc 5,08 bed
6 67,50 b 1,21c 5,85a
200 12 65,00 b 1,23¢ 5,35 abc
24 75,00 ab 1,68 abc 4,65 cd
6 70,00 ab 1,51 abc 4,80 cd
400 12 80,00 ab 1,57 abc 5,38 abc
24 77,50 ab 1,59 abc 5,05 bed
6 0,00c 0,00d 0,00e
800 12 0,00¢ 0,00d 0,00e
24 0,00¢ 0,00d 0,00 e

% Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasmda 6nemli fark yoktur.
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Sekil 4.17. Dikbas cesidine farkli konsantrasyonlarda, farkh siirelerde priming uygulamasinin siirgiin
¢ikis yiizdesine etkisi

Cizelge 4.17.’de ¢imlenme denemelerinde kullanilan formiiller kdk yerine
stirglin i¢in optimize edilerek siirgiin ¢ikis yiizdesi, slirgiin ¢ikis hizi1 ve ortalama
stirglin ¢ikis zamani hesaplanmistir. 800 mg/L TiO, konsantrasyonunda TiO;’in
toksik etkisi sebebiyle siirgiin ¢ikis1 gozlemlenmemistir. Siirgiin ¢ikis ylizdesinde en
yiksek sonu¢ kontrol grubunda 24 saat priming uygulamasinda %90 olarak
Olctilmiistiir. Siirgiin ¢ikis yiizdesinde dogrusal bir artis veya azalis olmamis fakat 24
saat priming uygulamasinin 0, 25, 50, 100 ve 200 TiO, konsantrasyonlarinda siirgiin
cikis ylizdesinin 12 ve 24 saate gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 6 saat
priming uygulamasimda en yiiksek deger 0 konsantrasyonunda %72,5 6l¢iilmiis olup,
diger konsantrasyonlarin siirglin ¢ikis yilizdesinde g¢arpict  bir degisiklik
gozlemlenmemistir. 24 saat priming uygulamasinda ise en yiiksek deger 400 mg/L
TiO, konsantrasyonunda %77,5 6lglilmiistiir ve diger konsantrasyonlarda birbirine

yakin degerler gozlemlenmistir (Sekil 4.17.).
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Cimlenme yiizdesi (sekil 4.13.) ve siirgiin ¢ikis yilizdesi (Sekil 4.17.)
karsilastirildiginda tim konsantrasyonlar ve priming siireleri i¢in siirgiin ¢ikis
yiizdesinin ¢imlenme yiizdesinden daha az oldugu gézlemlenmistir.Bu fark 6 ve 24
saaat priming uygulamalari i¢in en az 0 konsantrasyonunda en diigiik iken en diisiik
iken en yiikksek 25 mg/L TiO; konsantrasyonundadir. Cimlenen her tohumun siirgiin

vermemistir ve bu oran en diisiik kontrol grubunda gozlemlenmistir.
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Sekil 4.18.. Dikbas cesidine farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde priming uygulamasinin siirgiin
¢ikis hizina etkisi

Siirgiin ¢1ikis hizi bakimindan en yiiksek deger kontrol grubunda 24 saat
priming uygulamasinda 1,97 olarak Sl¢iilmistiir. 800 mg/L TiO, konsantrasyonunda
stirglin ¢ikist olmadigindan siirgiin ¢ikis hiz1 0 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.17.).
0, 50, 100, 200 ve 400 mg/L TiO, konsantrasyonlarinda 24 saat priming
uygulamasinin 12 ve 24 saat uygulamalarina gore siirgiin ¢ikis hizinin daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. 6 saat priming uygulamasinda en yliksek deger kontrol

grubunda 1,76 olgiilmiistiir. 12 saat priming uygulamasinda ise en yiiksek deger 400
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mg/L konsantrasyonunda 1,57, ,24 saat priming uygulamasinda 25 mg/L
konsantrasyonunda 1,24 olarak Sl¢tilmistiir.

Cimlenme hizt (Sekil 4.14.) ve siirgiin ¢ikis hizi  (Sekil 4.18.)
karsilastirildiginda siirgiin ¢ikis hizinin tiim degerler i¢in ¢imlenme hizindan daha az
oldugu gozlemlenmistir. 6, 12 ve 24 saat priming uygulamasi i¢in sirastyla ¢cimlenme
ve sirglin ¢ikis hizi arasindaki fark artmustir. En az fark 6 saat priming de
gozlemlenirken en ¢ok fark 24 saat priming uygulanan TiO; konsantrasyonlarinda
gozlemlenmistir. Priming uygulamasinm siiresi arttik¢a, siirgiin ¢ikis hizi siirgiin

hizina kiyasla azaldig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.19. Dikbas ¢esidine farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde priming uygulamasinin
ortalama siirgiin ¢ikis zamanina etkisi
Ortalama siirglin ¢ikis zamanmda ise en yliksek deger 200 mg/L TiO;
konsantrasyonunda 5,85 giin olarak 6l¢iilmiistiir. 800 mg/L TiO, konsantrasyonunda

stirglin ¢ikig1 olmadigi icin sonuglar 0 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.17). Siirgiin



48

¢ikis zamaninda dogrusal bir artis veya azalis gozlemlenmemistir (Sekil 4.19.). 6 saat
priming uygulamasinda en yiiksek deger 200 mg/L TiO, konsantrasyonunda 5,85
giin, 12 saat priming uygulamasinda 25 mg/L konsantrasyonunda 5,39 giin, 24 saat
priming uygulamasinda da 25 mg/L TiO, konsantrasyonunda 5,60 olarak
Ol¢tilmiistiir.

Ortalama ¢imlenme zamani (Sekil 4.15.) ve ortalama siirglin ¢ikis zamani
(Sekil 4.19.) karsilastirildiginda biitiin degerler i¢in ortalama siirgiin ¢ikis zamanin
daha vyiiksek oldugu ve siirgiin ¢ikiginin ¢imlenmenin 3.giinii  basladigi
gozlemlenmistir. Priming uygulamalar1 bakimmdan dikkat ¢ekici bir sonug

gozlemlenmemistir.

0 mgl 25 my/l. S0 myg/l 100 mg/L 00mg/l. 400 mg/L O mp/l 1S mg/l O mg 100 mg/l
TiO. TiO. TiO. TiO T, TO: TO. T, 0. TO:

6 st 6 sant 6 saat 6 saat 6 saat 6 saat 12 sant 12 samt 12 sant 12 samt

e | v Lo
" _wd g SR
-8 alt
b Y

Wimg/l. 0 mg/l. 25 mgl S0 mg/l, 100mg/l. 200 mg/l. 400 myl.
o, O, 1O, . o o T,
12 saa M M 24 sat 24 samt 24 s 24 sat

Sekil 4.20. Ex vivo kosullarda farkli konsantrasyonlarda (0,25,50,100,200,400 mg/L ) ve siirelerde
(6,12,24 saat) TiO, priming uygulamasi ardindan pelit ortamina aliarak biiyiitiillen Dikbas ¢esit
nohutlar
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5. SONUCLAR VE ONERILER

TiO, nanopartikiiliiniin nohut bitkisinde rejenerasyon ve ¢imlenme {iizerine
etkilerini gozlemlemek icin yapilan bu tez ¢alismasinda Gokge, Dikbas, ER 99,
TAEK kabuli biyotip ve desi biyotip nohutlar kullanilmistir. TAEK, ER99 ve Gokge
tip nohutlar arasinda ER 99 rejenerasyon yiizdesi %100 ile en yiiksek Ol¢iildiigii i¢cin
TAEK ve Gokge yerine ER99 tercih edilmistir. Dikbas tip nohutun in vitro
rejenerasyon ¢alismasinda ise iklim odasindaki yiiksek sicaklik ve kontaminasyon
sebebi ile sonu¢ alinamamustir. Besi ortamma 200 mg/L antibiyotik eklenerek
deneme tekrarlamasma ragmen biliylime goriilmemistir. Daha Once yapilan
calismalara gore antibiyotigin bitkilerin ¢gimlenme ve gelisimine olumsuz etkileri
oldugu bilinmektedir (Selleck ve ark., 1972).

ER 99 tip nohut tam embriyosunun farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400,
800 ve 1200 mg/L) TiO; ve 1 mg/L BAP ilave edilmis ortamda kiiltiire alinmasi
sonucu rejenerasyon yiizdesi, eksplant basmna siirgiin sayisi 200 mg/L TiO; en
yikksek Olcililmiis ve konsantrasyon arttikga azalma gozlemlenmistir. Siirgiin
uzunlugunda ise en yiiksek sonu¢ 200 ve 800 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda
Ol¢lilmiistiir. 1200 mg/L TiO, konsantrasyonunda embriyolar canlilik géstermemistir.
Tam embriyo i¢in Oliimciil TiO, konsantrasyonu belirlenmesine ragmen kontrol
grubu ve daha kii¢iik konsantrasyonlarda TiO, uygulamasi ile deneme tekrarlanmasi
titanyumun embriyo lizerindeki etkilerini daha iyi anlamaya yardimci olacaktir.

Farkli miktarlarda (0, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) TiO;’in ER 99 tip nohutun
plumula ve embriyonik eksenin in vitro rejenerasyona etkisi anlamak igin yapilan
calismada siirgiinler cok kisa oldugu i¢in Olglim yapilamamistir. Rejenerasyon
yiizdesi plumula ve embriyonik eksen i¢in en yiliksek kontrol grubunda 6l¢tilmiistiir.
Embriyonik eksen eksplant1 i¢in TiO, konsantrasyonu arttikga azalmigtir. Eksplant
basina siirgiin sayisinda en yiliksek sonug ise plumula ve embriyonik eksen i¢in 100
mg/L konsantrasyonunda Ol¢lilmiistiir. Plumula ve embriyonik eksen eksplantlari
karsilastirildiginda ise plumulanin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant basmna siirgiin
sayis1 bakimmdan daha yiiksek sonuglar verdigi gozlemlenmistir. TiO, miktarinin

rejenerasyon yiizdesi i¢in azaltici etkisi oldugu gozlemlenmesine ragmen siirgiin
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sayist i¢in dogrusal olmasa da arttirici bir etkisi oldugu gozlemlenmistir. Eksplantlar
icin Oliimcilil konsantrasyonu bulmak ve ortam kosullar1 sebebi ile Olglilemeyen
parametreleri 6lgmek i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda denemenin tekrarlanmasi
sonuglara giivenirligi artiracaktir.

Cimlenme c¢aligmalarinda ise farkli konsantrasyonlarda TiO, ve priming
uygulamalarina ragmen kabuli tip nohutlarda in vitro kosullarda ¢imlenme
gozlemlenmemistir. Bu sebep ile desi tip siyah nohut farkli konsantrasyonlarda (0,
25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 mg/L) TiO, ve 1 mg/L BAP ilave edilmis
ortamlarda kiiltiire almmustir. Cok yiiksek TiO; konsantrasyonunda bile ¢imlenme
gbzlenmistir. Laboratuvar ortamindaki titanyum nanopartikiilii eksikligi sebebi ile
daha yiiksek konsantrasyonlarda deneme tekrarlanamamistir. Fakat siyah nohut i¢in
Olimcil TiO, miktarm1 bulmak i¢in sonraki c¢alismalarda daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilabilir. Cimlenme hizi icin 50 mg/L ve 1600 mg/L
konsantrasyonlarindaki diisiis hari¢ ortalama ¢imlenme zamani i¢in 50 mg/L ve 1600
mg/L konsantrasyonlarindaki yiikselis hari¢ bariz bir farklilik gézlemlenmemistir.
Tohum canlilik indeksi ise dogrusal olmasa da kontrol grubuna gore konsantrasyon
arttikca azalma gozlemlenmistir. Siirgiin uzunlugu i¢in 50 mg/L konsantrasyonuna
kadar bir artig ardindan konsantrasyon arttikca dogrusal olmasa da azalma
gozlemlenmistir.

Kabuli tip nohutlarda in vitro ¢imlenmede sonug¢ alinmadigi i¢in Dikbas tip
nohuta farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 mg/L ) ve
stirelerde (6, 12, 24 saat) TiO; ile priming uygulamasi yapilmis daha sonrasinda
cimlenmeleri i¢in nemli perlit ortamlarma almmistir. 800 mg/L konsantrasyonunda
hicbir ¢imlenme ve canlilik goézlemlenmemistir. Priming siiresi arttikca kok
uzunlugunda azalig gézlemlenmistir. Biitiin ortamlarda yiliksek ¢imlenme yiizdesi ve
diisiik konsantrasyonlarda 24 saat priming uygulamasmin daha yiiksek ¢imlenme
yiizdesi verdigi gézlemlenmistir. Ortalama ¢imlenme zamaninda ise 6 saat priming
uygulamasi diger siirelere gore daha yiiksek sonuclar Ol¢iilmiistiir. Yani priming
stiresi azaldikca ¢imlenme zamani artmakta ve tohum daha ge¢ ¢imlenmektedir.
Konsantrasyonlar arasinda ise bariz bir fark 6l¢iilmemistir. Cimlenme yiizdesi ise
slirgiin ¢1kis yilizdesi karsilastirildiginda ise ¢imlenen her tohumun siirgiin vermedigi

ve bu oranin en diisiik kontrol grubunda oldugu gézlemlenmistir. Cimlenme hiz1 ile
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stirglin ¢ikis hiz1 karsilastirildiginda siirgiin ¢ikis hizinin tiim ortamlar i¢in ¢imlenme
hizindan daha az oldugu ve priming siiresi arttik¢a siirglin ¢ikis hizinin ¢imlenme
hizina kiyasla azaldig1 gozlemlenmistir. Ortalama ¢imlenme zamani ile ortalama
stirglin ¢ikis zamani kiyaslamasinda ise siirglin ¢ikismin ¢imlenmenin 3.gilini
basladig1 ve tiim ortamlarda ortalama siirgiin ¢ikis zamaninin daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda farkli desi ve kabuli tip nohutlar ile ex
Vvivo ¢imlenmesi tekrarlanarak nohut tipleri arasinda da karsilagtirma yapilabilir.

Tez kapsamindaki biitiin ¢alismalarda beyaz veya giin 15181 tek tip 151k
kullanilmustr.  {lerde farkli renk 1siklarda da denemeler yapilmast TiO;
nanopartikiiliiniin rejenerasyon ve ¢imlenme iizerine etkisini daha iyi anlamayi
saglayacaktir.

Zengin protein miktar1 sebebi ile insan beslemesinde 6nemli olan nohut
bitkisinin TiO, nanopartikiil kullanilarak ¢imlenme ve rejenerasyon iizerine etkisini
gozlemlemek amaci ile yapilan bu tez sonraki c¢alismalarda titanyum
nanopartikiiliiniin kullanma protokollerinin hazirlanmasi, adaptasyon ¢alismalar1 i¢in

katkida bulunabilir.
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