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OZET. Nanopartikiillerin kullanimi, ekonomik anlamda olumlu etkilerinden dolay1 birgok sektérde dikkat
¢eken bir konu haline gelmistir. Giimiis nanopartikiiller tohum ¢imlenmesi, bitki biiylimesi, fotosentetik
verimliligin artmasi ve bitki hastaliklarinin kontroliinde antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilmaktadir. Bu
caligmada, farkli konsantrasyonlarda (17.053 pug L2, 34.104 pg L ve 51.156 pg L) hazirlanan biyosentez
iriinii olan AgNP’nin dogal tetraploid Trifolium pratense L. tohum ¢imlenmesi {izerindeki etkisi
incelenmistir. Biyosentez iiriinii olan AgNP'nin; tohumlarin ¢imlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme siiresi
ve kok uzunlugu tizerindeki etkisi belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda AgNP’ler ¢imlenme
parametreleri ve bilyiime ozellikleri agisindan farkli tepki gostermistir. 17.053 pug L1, 34.104 pug L ve
51.156 pg L' AgNP konsantrasyonlarina yanit olarak bitkinin ¢imlenme yiizdesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda sirasiyla; %3, %8 ve %13 artmustir. Ayn1 zamanda kok, hipokotil ve kotiledon gelisiminde
o6nemli bir artis gdzlenmis ve ortalama ¢imlenme siiresi kisalmistir.

Anahtar Kelimeler: In vitro ¢imlendirme, Dogal Tetraploid, Trifolium pratense L., Giimiis
Nanopartikiilii.

GIRIS

Nanopartikiillerin absorpsiyonu, translokasyonu, birikimi, biyotransformasyonu
ve toksisitesi konusunda gesitli bitki tiirleri igin farkli gortsler bildirilmistir. Glimiis
nanopartikiillerinin (AgNP) yiiksek bitkiler tizerindeki etkisi, bitkilerin tiiriine ve yasina,
nanopartikiillerin boyutu ve konsantrasyonuna, sicaklik gibi fiziksel kosullara baglidir.
Ornegin, 10 mg/L AgNP Hordeum vulgare’ nin tohum ¢imlenmesini engelledigi, keten
(Linum usitatissimum) ve arpada (Hordeum vulgare) siirgiin uzunlugunu azalttig
bildirilmistir [1]. 0.2-1,6 mg L™ arasindaki AgNP konsantrasyonunun Brassica nigra’da
tohum c¢imlenmesi, lipaz aktivitesini inhibe ettigi ve Brassica nigra’ nin ¢imlenen
tohumlarinda ve fidesinde seker igerigini azalttigi bulunmustur [2]. Bununla birlikte,
AgNP'lerin daha yiiksek konsantrasyonlarinda bile Ricinus communis L. [3] ve Vicia
faba'nin [4] tohum ¢imlenmesi, kok uzunlugu veya siirgiin uzunlugu tizerinde 6nemli bir
etkisinin olmadigi gosterilmistir. Diger c¢aligmalar AgNP'lerin Brassica juncea [5],
Phaseolus vulgaris veya Zea mays'in [6] biiyiimesini destekledigini gostermistir.
Boswellia ovalifoliolata [7] ve Pennisetum glaucum’ un [8] tohum ¢imlenmesi iizerinde
AgNP'lerin olumlu etkisi bildirilmistir. AgNP’lerin etkisi birgok bitki tiirii igin
aragtirtlmaya devam etmektedir.
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Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda (17.053 pg L-1, 34.104 pg L-1 ve 51.156
ug L-1) hazirlanan biyosentez {irtinii olan AgNP'lerin; dogal tetraploid Trifolium pratense
L. tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme siiresi, ¢imlenme hizi ve kok,
hipokotil, kotiledon uzunlugu tizerindeki etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE METOD
Giimiis Nanopartikiillerin Biyosentezi

Dogal tetraploid Trifolium pratense L.” nin 15 giinliik aseptik fideleri bitki
biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortaminda yetistirilmistir. Fideler 10° ar g tartilip
100 ml saf su ile 80°C’ lik su banyosunda 150 rpmde 1 saat ¢alkalanmistir. Ekstrakt oda
sicakligina geldikten sonra filtre kagidi (Whatman No. 1) kullanilarak siiziilmustiir ve bir
cam siseye aktarilarak +4°C'de saklanmistir. Hazirlanan ekstrakttan 10 ml alinip {izerine
1 mM 100 ml giimiis nitrat (AgNO3) stok soliisyonu eklenerek biyosentez baslatilmistir.
Biyosentez iiriinlerinin kantitatif analizi ICP-MS ile yapilmistir.

Tohum ve Kiiltiir Ortami

Dogal tetraploid T. pratense L. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Biyoloji
Boliimii deneme bahgesinde yetistirilmistir. Tohum ekimi ig¢in in vitro MS tohum
c¢imlendirme ortami hazirlanmistir. Biyosentez {irlinii olan AgNP’ lerin farkli
konsantrasyonlar1 (17.053 pg L, 34.104 pg L ve 51.156 pug L'Y) MS besi yerine
eklenmistir. MS ortamlar1 121°C’ de 20 dk otoklavlanmistir ve 17x9%x9 cm cam
kavanozlara her kavanozda yaklasik 200 ml olacak sekilde ortamlar dokiilmiistiir.

Tohum Cimlendirme ve Biiyiime
Deneme bahgesinde yetistirilen ve senelik toplanan dogal tetraploid T. pratense

L. tohumlar1 once %96’lik etonelde 1 dakika bekletilmistir, daha sonra %10’ luk
sodyumbhipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile 10 dakika muamele edilmistir [9]. 3 kez steril
distile su ile yikanarak tohumlarin yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Tohumlar her
bir tohum ¢imlendirme ortamina 5 adet olacak sekilde ekilmistir. Tohumlar ¢imlendikten
sonra 15 gilin boyunca 24+2°C ve 16/8-saatlik bir fotoperyodla inkiibe edilmistir.
Cimlenme yiizdesi, ¢imlenen tohum sayisi, kok, hipokotil ve kotiledon uzunlugu
kaydedilmistir.

Son c¢imlenme ylizdesi, deney sonunda toplam ¢imlenen tohum sayisina gore
hesaplanmistir. Cimlenme parametreleri i¢in asagidaki denklemler kullanilmugtir:

(1) Cimlenme Yiizdesi (%) = (Gf/n) x 100
Gf, deney sonunda ¢imlenen tohumlarin toplam sayisidir. n, ¢aligmada kullanilan toplam
tohum sayisidir.

(2) Ortalama Cimlenme Siiresi = £ NiDi/n
Ni, i. gline kadar ¢imlenen tohum sayisidir ve
Di, ¢alismanin baslangicindan i'ye kadar gegen giin sayisidir.
n, ¢cimlenen tohumlarin toplam sayisidir.

(3) Cimlenme Hiz1 = £ Ni/ZTiNi
Ni, Ti zamaninda yeni ¢imlenen tohumlarin sayisidir.
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Istatistik

Tim denemeler 3 kez tekrarlanmistir. Cimlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme
sliresi ve ¢cimlenme hizi arasindaki farkliliklar Microsoft Office 2013 Excel programindan
yararlanilarak yapilmaistir.

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda AgNP uygulamasinin dogal tetraploid T.
pratense L. tohum ¢imlenmesi ve fide biiyiimesi lizerindeki etkisi aragtiritlmistir. Kontrol
grubunda dogal tetraploid T. pratense L. tohumlarinda ilk ¢imlenme 3 giin sonra
gerceklesmistir. Biyosentez {irlinii olan AgNP ile hazirlanan tohum ¢imlendirme
ortamlarinda ilk ¢cimlenme 24 saat sonra olmustur.

Tohumlarin ¢imlenme yiizdesi kontrol grubunda %57, 17.053 pg L't AgNP’ de
%60, 34.104 pg L™ AgNP’ de %65, ve 51.156 ug L AgNP’ de %70’ dir. Tohumlarin
cimlenme siiresi kontrol grubunda 1.3 gilinde birken AgNP konsantrasyonlari ile
muameleden sonra 14.4 saatte bir ¢imlenme gozlenmistir. AgNP konsantrasyonlari ile
muameleden sonra tohumlarin ¢imlenme hizi kontrol grubuna kiyasla 6nemli Glgiide
artmistir. Tohumlar igin en yiiksek ¢imlenme hiz1 51.156 ug L™t AgNP' i MS ortaminda
gerceklesmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli konsantrasyonlarda AgNP’ nin ¢imlenme yiizdesi ve ortalama ¢imlenme
zamanina etkisi.

Dogal tetraploid T.
pratense L. omrol  j70s3pgLt 3aloapgLit 0ot
tohumlan g ng
Cimlenme yiizdesi
(%) >7 60 65 70
Ortalama cimlenme 13 0.6 06 06

zamani (giin)

Farkli konsantrasyonlarda AgNP’ li ortamlarda yetisen aseptik fidelerin biliylime
ve gelisimi kok, hipokotil ve kotiledon gelisimi agisindan incelenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Biyosentez iiriinii olan AgNP’ lerin farkli konsantrasyonlarinin dogal tetraploid
T. pratense L. fideleri iizerindeki etkisi. a. kontrol grubu, b. 17.053 ug L™* AgNP., c.
34.104 ug L AgNP ve d. 51.156 ug L™* AgNP.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek biiyiime oram 51.156 pg L*
AgNP iceren ortamda (%229 kokte ve (%62,7 kotiledonda) gergeklesmistir. Buna karsin

hipokotiledonda en yiiksek biiyiime oran1 %9 ile 17.053 ug L™ AgNP iceren ortamda
belirlenmistir (Sekil 2).

| m Kok
Hipokotil
' m Kotiledon

Kontrol grubu  17.053 pg L-1 34.104 pg L-1 51.156 pg L-1
AgNP AgNP AgNP

Sekil 2. Farkl konsantrasyonlarda AgNP'lerin dogal tetraploid T. pratense L. aseptik
fidelerinin farkli organlarina etkisi.
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SONUC

AgNP'ler {irlin verimini artirmak i¢in tarimda kullanilmaktadir. Bu ¢alisma dogal
tetraploid T. pratense L. tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme siiresi ve
cimlenme hiz1 6zellikleri agisindan farkli konsantrasyonlarda AgNP'lerin farkl tepkileri
oldugunu gostermistir. Dogal tetraploid T. pratense L. tohumlarinin ¢imlenme yiizdesini
arttirmak i¢in 51.156 pg L't AgNP konsantrasyonu yeterlidir. Daha yiiksek AgNP
konsantrasyonlarinin bitkide toksisiteye yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

Savithramma vd., (2012) AgNP'lerin Boswellia ovailifoliolata tohumlarinin
¢imlenme yiizdesini 6nemli 6l¢iide artirdigin1 ancak ¢imlenme siiresini de artirdigini
gozlemlemistir [7]. Geisler-Lee vd., (2013) Arabidopsis thaliana’ da ve Abdel-Azeem ve
Elsayed (2013) Vicia faba’ da tohum g¢imlenmesinin AgNP'lerden etkilenmedigini
bulmustur [4] [8]. Bizim ¢alismamizda ise biyosentez liriinii olan AgNP’ ler tohumun
cimlenme ylizdesi Ve ¢imlenme siiresini olumlu etkilemistir.

AgNP’ lerin tohum testasina niifuz etmesi ve tohum ¢imlenme siireci lizerinde
olumlu bir etki gostermesi yapilan bu denemeden ve literatiir ¢alismalarindan
cikarilabilecek bir sonugtur. AgNP’ lerin tohum ¢imlenme mekanizmalar tizerindeki
etkilerine iligkin ¢aligmalara dayanarak, AgNP’ lerin tohumlarda su emilimini, rediiktaz
enzimleri seviyelerini, tohumlarin su emme yeteneklerini arttirmasi, tohum antioksidan
sistemlerini gelistirmesi miimkiindiir. AgNP’ lerin hidrojen peroksit, siliperoksit
radikalleri ve malonildialdehit igerigini azaltarak stresi azalttigi ve bazi enzimlerin
(stiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, guaiakol peroksidaz ve katalaz gibi)
aktivitelerini arttirdigi bulunmustur [9]. Bu bilgiden yola ¢ikarak AgNP’ lerin baz1 bitki
tiirlerinin tohum ¢imlenmesini 1yilestirdigi diisiintilebilir.
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