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Abstract

In this study, three different varieties of alfalfa were studied to determine that
their effect on germination parameters related to the germination under heavy metal
stress in different concentrations of copper and these effects were stidied to determine
the differences between the varieties. The trial, control (distilled water) with 100, 200,
400 and 800 uM copper (CuSOs) containing solutions which copper concentrations
using as the water to germinate seeds are given. Seeds on copper- containing and no
copper- containing solutions were germinated in dark conditions and germination
cabinet set at 20 °C. On the three different kinds of alfalfa seeds on germination
performance, 100 and 200 uM copper concentrations were occured the positive impact
compared to the kontrol; but, on the concentrations of 400 and 800 uM, it was
determined that showing reduce germination performance on seeds by toxic effects.
According to the case of copper tolerance alfalfa varieties, determination of the effect of
these has been shown to difference. However, total radicle length of each of the three
clover varieties examined that effects of copper dose is changed as depending on the
varieties and highest values obtained from the control group which have not applied the
copper and depending on the copper dose, reduction in radicle length was determined to

ocur with regular and gradually. As a result of germination stage is given stimulant until
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the amount of copper but it was determined that damage to the plant roots from

germinating in the next step.
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Farkh Konsantrasyonlarda Kullamilan Bakir Cozeltisinin Cesitli Yonca Tohumlari

Uzerine Etkileri
Ozet

Bu c¢alismada ii¢ farkli yonca ¢esidinin bakirin farkli konsantrasyonlarda
kullanilarak agir metal stresi altinda ¢imlendirilmesiyle ilgili ¢cimlenme parametreleri
tizerine olan etkilerini ve bu etkilerin ¢esitler arasindaki farkliliklarimi belirlenmeye
calistlmistir. Denemede bakir konsantrasyonlari tohumlara ¢imlenme suyu olarak
verilmek suretiyle kontrol (saf su) ile birlikte 100, 200, 400 ve 800 uM’lik bakir
(CuSO, Sigma) icerikli ¢dzeltiler verilmistir. igerisine bakir bulunan ve bulunmayan
cozeltilere konulan tohumlar, karanlik kosullarda 20 °C’ye ayarli ¢imlendirme
dolaplarinda ¢imlendirilmistir. Ug¢ farkli yonca c¢esidine ait tohumlarin ¢imlenme
performanslar iizerine, bakirin 100 ve 200 pM’lik konsantrasyonlarinda kontrole gore
olumlu etki yaptig1; ancak 400 ve 800 uM konsantrasyonlarda tohumlar iizerinde toksik
etki gostererek c¢imlenme performanslarini disiirdiigii belirlenmistir. Belirlenen bu
etkilerin ise yonca ¢esitlerinde bakira toleranslilik durumlarina gore farklilik gosterdigi
gorlilmiistiir. Ancak, her ii¢ yonca c¢esidine ait toplam radikula uzunluklar
incelendiginde bakir dozlarimin etkilerinin ¢eside bagli olarak degismekle birlikte, en
yiiksek degerlerin bakir uygulanmamis olan kontrol gruplarindan elde edildigi, bakir
dozlarina bagli olarak diizenli ve kademeli olarak radikula uzunluklarinda azalma
meydana geldigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak bakir miktarinin ¢imlenme asamasinda
belirli bir doza kadar uyarici etkisi oldugu, ancak ¢imlenmeden sonraki agamada bitki

koklerine zarar verdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: CuSO,4, Agir metal stresi, Yonca, Cimlenme.



Giris

Agir metaller uygun dozlarda kullanildig: takdirde bitkilerde olumlu ve onemli
etkileri bulunurken, agir metallere asir1 miktarda maruz kalan bitkilerde toksik etki
gozlenmektedir [1,2]. Agir metallerin bu etkileri bitkilerde transpirasyon, stoma
hareketleri, su alimi, fotosentez, enzim aktivitesi, ¢cimlenme, protein sentezi, membran
stabilitesi, hormonal denge gibi bir¢cok fizyolojik olaymn bozulmasina neden olmaktadir
[3]. Toksisite, metalden metale degisebildigi gibi maruz kalma siiresi/ konsantrasyonu,
bitki tlirii, yasi ve hatta organlar1 arasinda dahi farklilik gostermektedir [4,2]. Bu
nedenle bitkilerin bu strese karst olusturdugu tepki mekanizmasint bilmek
gerekmektedir. Bu Ozelliklerin bilinmesi, bitkilerin gelisimi ve canlilig1 agisindan

olduk¢a 6nemlidir [5].

Bakar, bitkilerde enzim aktivasyonunda, karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda
yer almasi nedeniyle énemli bir elementtir [6]. Bakir kirliligi, insan aktivitesi sonucu
olusan emisyon ve atmosferik depositler, pestisid kullanimi, kanalizasyon atiklarinin
giibre olarak degerlendirilmesi, kdmiir ve maden yataklarindan kaynaklanmaktadir.
Bakir toksisitesi genellikle bitki kok sistemlerinde aciga cikar ve bitki bilinyesinde
protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alimi ve hiicre membran stabilitesi gibi bazi
fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olur [7]. Yapilan ¢aligmalarda; Cu toksisitesinin
bitkilerde fotosentez oraninin azalmasina [8], bakirin asimilat taginimini engellemesiyle
nisasta igeriginde artisa ve ayrica bakirin kalsiyumun koklerden yapraklara taginimini
azaltmastyla bitkilerin magnezyum ve potasyum iceriklerinin azalmasina neden
oldugunu [7], hiicre duvar1 elastikiyetini bozdugunu, turgoru azalttigini [9]
belirlemislerdir [10]. Toprakta bakirin fazla miktarda bulunmasinin bitkilerde toplam
verim [11], meyve sayisi, kuru kok agirligi ve bitki boyunun azalmasina neden oldugu
[12], artan bakir dozlarinin toprak pH’sinin, Mg ve Fe azalmasina, N, P, K, Zn ve Cu
iceriklerinin artmasina neden oldugu belirtilmistir [13]. Ayrica Cd, Cu,Zn, Ni, Co, Cr,
Pb, As gibi agir metallerin bitkilerde oksidatif stres olusumuna neden oldugu [14,15],
bakir stres toksisitesinin embriyoyu cevreleyen dokunun fizyolojik durumuna bagh

olarak toksisitenin belirlenmesinde sorumlu oldugu [16] belirtilmistir.



Agir metallerce kirlenmis topraklarda yetisen Medicago sativa L. dokulari,
metalleri alarak tolere etmekte [17-19] ve ayrica lizerinde yetismis oldugu topraklari
agir metallerden temizlemektedir [20,21]. Agir metal sollisyonunda M.sativa
dokularinin en ¢ok nikeli, daha sonra sirasiyla kadmiyumu, ¢inkoyu ve bakir1 akiimiile
ettikleri [22], sentezledikleri ve bir molekiill sayesinde de nikeli kolayca
baglayabildiklerini gézlemlemislerdir [23]. Bir baska arastirmada, yine M. sativa’ya ait
dokularin, metalleri 5 dakika gibi ¢ok kisa bir siire icinde baglayabildikleri, metallerin
baglanma tercih Onceliginin 6nce bakir ile bagladigi, sonra sirasiyla krom, kursun,

c¢inko, nikel ve kadmiyum olarak devam ettigi belirtilmistir [24,25].

Medicago sativa L. Uzerinde agir metallerle ilgili ¢alismalar olduk¢a azdir. Bu
nedenle caligma materyalimiz olan bu bitkilerin farkli konsantrasyonlarda Cu stresi
altinda ¢imlendirilmesiyle, ilgili ¢imlenme parametreleri iizerine olan etkilerini ve bu

etkilerin ¢esitler arasindaki farkliliklar1 belirlenebilir.
Materyal ve Metot
Materyal

Calisma materyali olarak 3 farkli yonca ¢esidi (Savas, El¢i ve Omerbey) Dogu
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmis ve deneme, 2013 yilinda
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii

laboratuarinda kurulmustur.
Metot

Cimlenme caligmalarinda tohumlar; 5x5.5 cm c¢apli petri kaplarindaki ¢ift kath
kurutma kagidi igerisine, birbirine temas ettirilmeksizin yerlestirilmistir. Deneme,
tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii ve her bir tekerriirde 50 tohum
olarak kurulmustur. Denemede bakir konsantrasyonlar: tohumlara 3 ml'lik ¢ozeltiler
halinde verilmek suretiyle kontrol (saf su) ile birlikte 100, 200, 400 ve 800 uM bakir
(CuSO4 Sigma) icerikli ¢ozeltiler olusturulmustur. Igerisinde bakir bulunan ve
bulunmayan ¢ozeltilere konulan tohumlar, karanlik kosullarda 20 °C’ye ayarh

cimlendirme dolaplarinda ¢imlendirilmistir. Denemeler, testadan ¢ikan radikulalarin



sayimi baz alinarak, 3 giin {ist liste ayn1 sonug verdiginde sonlandirilmis; asagida verilen

cimlenme performansi ve ¢gimlenme siiresi 6zellikleri ele alinmustir.

CO= Cimlenme Orani (%)= (Cimlenen tohum sayisi/Toplam tohum sayisi) x

100

Ci= Cimlenme Indeksi= (1. giindeki CO/Dtl1) + (2. giindeki CO/Dt2) +...+ (n.
giindeki CO/Dtn)

OCS= Ortalama Cim. Siiresi (giin)= [(1. giindeki G x 1. giin) + (2. giindeki G x

2.glin) +...+ (n. glindeki G x n.giin)] / Top. Giin

Cim Y= Cimlenme Yiizdesi= Cimlenen tohum sayisinin toplam tohum sayisina

oraninin % ifadesi

YCS: Yar1 Cimlenme Siiresi= Cimlenen tohumlarin % 50'sinin ¢imlenmesi i¢in

gecen sire

UC90= 90 Uniform Cimlenme Siiresi (giin)= Cimlenen tohumlarm % 90’mmn

¢cimlenmesi i¢in gecen siire

UC10= 10 Uniform Cimlenme Siiresi (giin)= Cimlenen tohumlarin % 10’unun

¢imlenmesi i¢in gegen siire

UC90-10= 90-10 Uniform Cimlenme Siiresi (giin)= Cimlenen tohumlarin % 90’1

ile % 10'unun ¢imlenmesi i¢in gegen siire

Esitliklerde, G: Cimlenen tohum sayisini, T: Kullanilan toplam tohum sayisini,

Dt: Sayim giiniinii, n: Son sayim giiniinii géstermektedir (26).
Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen verilere F testi ile varyans analizi uygulanmis, ortalamalar

arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.



Bulgular

Bu calisma, farkli yonca cesitlerine ait tohumlar (Savas, El¢i ve Omerbey)
¢imlenme suyu olarak verilen farkli konsantrasyonlarda bakir (CuSO,; Sigma)

¢ozeltisinin etkilerini arastirmak amaciyla yapilmstir.

Cesitli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 ve 800 uM) CuSO4 ¢ozeltileri ilk
¢imlenme suyu olarak verilerek, 20 °C’de ve karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmas,

¢imlenme parametreleri ve kok uzunluklar giinliik olarak belirlenmistir.

Cimlendirmeye birakilan yonca tohumlarinin toplam 4 giinliik ¢imlenen tohum
sayilarina bagli olarak elde edilen uygulamalar arasi ¢imlenme parametreleri sonuglari
Tablo 1’de ve yonca ¢esitleri arasinda gozlemlenen ¢imlenme parametreleri sonuglari

Tablo 2’de verilmistir.

Bakirin farkli konsantrasyonlarinin yonca tohumlar1 iizerine olan etkileri
incelendiginde ¢imlenme parametreleri (maksimum ¢imlenme sayisi, ¢cimlenme yiizdesi
(%), ¢imlenme indeksi, tohumlarin ¢imlenmesi i¢in gegen ortalama siire, tohumlarin
%50, 90, 10 ve 90-10 ‘unun ¢imlenmesi i¢in gegen siireler gibi) iizerine olan etkileri
p<0,001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek CO degeri 77.500 ile 100 uM ‘lik
bakir konsantrasyonundan elde edilmis olup, bu degerin kontrol (74.833) ile
karsilagtirildiginda  c¢imlenmeyi  tesvik  ettigi  goriilmiistiir.  Artan  bakar
konsantrasyonlarinin yonca bitkilerinde ¢imlenmeyi olumsuz yonde etkiledigi
belirlenmistir. En diisik CO degeri 27.333 ile 800 puM’lik konsantrasyondan elde
edilmistir. Cim Y degeri incelendiginde; 100 ve 200 uM konsantrasyonlardaki bakir
miktarlarinda sirasiyla 51.623 ve 51.456 sonuglart elde edilirken kontrole (50.720)
kiyasla ¢ok az miktarda bir artig gozlenmistir. En diisiik cimlenme yiizdesi ise 32.636 ile
800 uM’lik bakir konsantrasyonundan elde edilmistir. Cimlenme indeksi bakimindan
uygulamalar karsilagtirildiginda 59.973 ile en yiiksek deger, kontrol tohumlarindan elde
edilmis olup artan konsantrasyonlarla birlikte bu degerin kademeli olarak diistiigli ve en
diisiik degerin 18.835 ile 800 uM’lik konsantrasyondan elde edildigi belirlenmistir.
Ortalama ¢imlenme siiresi (OCS)’ nin en yiiksek degeri (15.354) 100 puM’lik
konsantrasyondan elde edilmis olup, kontrol (13.688) ile karsilastirildiginda daha uzun
sirdiigli goriilmiistiir. Ancak, 800 pM’de bu degerin 5.958’e¢ kadar diistiigii



belirlenmistir. Yar1 ¢imlenme siiresi (YCS) dikkate alindiginda 100 ve 200 uM ‘hik

konsantrasyonlardan elde edilen sonuglarin sirasiyla 38.750, 38.333 ve 37.417 ile

kontrol uygulamasinin takip ettigi goriilmektedir. YCS’de en diisiik deger 13.667 ile

diger parametrelerde de oldugu gibi 800 uM ‘lik konsantrasyondan elde edilmistir.
Uniform ¢imlenme siireleri incelendiginde (UC90, UC10, UC90-10) en yiiksek degerler

100 ve 200 uM ‘lik bakir konsantrasyonlarindan elde edilirken, en diistik degerler 800

uM ‘lik bakir konsantrasyonundan elde edilmistir.

Yonca tohumlar1 c¢esitlere bagli olarak birbirleri ile kiyaslandiginda, tiim

cimlenme parametreleri bakimindan birbirleri arasinda istatistiki agidan énemli bir fark

gbzlenmezken, Omerbey ¢esidinin diger El¢i ve Savas cesitlerine gore farkli bakir

konsantrasyonlarina karsi toleransi nispeten daha yiiksek ¢ikmustir.

Tablo 1. Farkli konsantrasyonlardaki CuSO4 uygulamalarinin yonca

tohumlarinin ¢imlenme parametreleri tizerine etkileri

Bakir
. UC90-
Konsantrasyonu| CO (%) | CimY CI OCS YCS ucoo | UcClio 0
(mg/L)
74.833 50.720 A | 13.688 | 37.417 | 67.350 | 7.4833 | 59.867
0 BA BA 59.973 BA BA BA BA BA
A A | 57.862 A | 38750 | 69.750 | 7.7500 A
100 77.500 51.623 BA 15.354 A A A 62.000
A A | 55723 4| 38333 | 69.000 | 7.6667 A
200 76.667 51.456 BA 15.313 A A A 61.333
s s s g | 33.000 | 59.400 | 6.6000 B
400 66.000 47.358 50.111 12.438 B s B 52.800
c c c c | 13.667 | 24.600 | 2.7333 c
800 27.333 32.636 18.835 5.958 c c c 21.867
LSD: 0,05 ok 3k ok sk o *k o oy
p<0,01: ** ; p<0,05: * ; OD: Onemli Degil




Tablo 2. Farkli yonca ¢esitlerinin farkli CuSO4 konsantrasyonlardaki ¢imlenme parametresi

degerleri

Cesitler | CO (%)| CimY | Ci OCS | YCS | UC% | UCl0 | UC90-10

60.000 | 45.088 | 47.218 | 10.8750 | 30.000 | 54.000

Savas Yoncast | 5 5 5 5 5 6.0000° | 48.000°
, 60.400 | 45.154 | 44.501 | 12.1500 | 30.200 | 54.360 5 5
Elgi Yoncast B B B B B B 6.0400 48.320

Omerbey 73.000 | 50.035 | 53.784 | 14.6250 | 36.500 | 65.700

A A
Yoncasi A A A A A A 7.3000 58.400

LSD: 0,05 OD OD OD OD OD OD OD OD

p<0,01: ** ; p<0,05: * ; OD: Onemli Degil

Cimlenmeye birakilan yonca tohumlarinin radikula uzunluklari giinliik olarak

Olciilmiis, elde edilen degerler Sekil 1°de detayl olarak verilmistir.

Sekil 1°deki verilere gore; Omerbey ¢esidinde, uygulamalara bagli olarak
meydana gelen radikula uzunluklari en yiiksek degeri 31.6 mm ile kontrolde
olusmustur. Daha sonra ilave edilen CuSO4 konsantrasyonlarinin miktarina paralel
olarak radikula uzunluklarinda da azalma oldugu ve sonug¢ olarak en diisiik radikula
degerine 8.3 mm ile 800 uM CuSO4 konsantrasyonundan ulagildig: belirlenmistir. Diger
uygulamalar incelendiginde 100, 200 ve 400 pM CuSOs; konsantrasyonlarindaki
uygulamalarda toplam radikula uzunlugu sirasiyla 25.8, 13.9 ve 10.7 mm olarak

belirlenmistir.

El¢i c¢esidinde radikula uzunluklar incelendiginde higbir sekilde CuSO4
uygulamasi yapilmamis olan kontrol tohumlarinda toplam radikula uzunlugu 42.5 mm
olarak elde edilmis ve diger uygulamalarla karsilastirildiginda en yiiksek deger elde
edilmistir. Sirastyla diger (100, 200 ve 400 uM) uygulamalarda 12.8, 9.3 ve 6 mm
olarak radikula uzunluklar elde edilmistir. En diisiik deger ise 1.6 mm ile 800 uM ‘lik

CuSOg4 konsantrasyonunun mevcut oldugu uygulamadan elde edilmistir.




Savas c¢esidinde 0, 100, 200, 400 ve 800 uM’lik CuSO4 konsantrasyonlarinda
toplam radikula uzunluklan sirasiyla 42.5, 16.3, 9.9, 6.3 ve 2.5 mm olarak belirlenmis
olup, en yiiksek deger kontrol grubu tohumlarda olurken, en diistik deger ise 800 pM’lik
0, 100, 200, 400 ve 800 uM CuSO4 konsantrasyonunun uygulandigi tohumlardan elde

edilmistir.
45 A
40 -/
35 -/
30 A
25 +1 m Omerbey
L1
20 - o m Elci
15 -/
— Savas
10 A 1 o A—
ae I II L [ [ -
' -
0 i -

(mm) OuM CusO4 100 uM CuS04  200uM CuSO4  400uM CuSO4 800 uM CuSO4

Sekil 1. Omerbey, Elci ve Savas gesitlerinin farkli konsantrasyonlardaki CuSO,

uygulamalar1 sonucu elde edilen toplam radikula uzunluklari

Genel olarak incelendiginde (Sekil 2) tiim yonca cesitlerinde radikula
uzunluklarinda en yiiksek deger kontrol gruplarindan elde edilirken, bu degerler artan
CuSO4 konsantrasyonlariyla orantili olarak azalmaktadir. Ancak, ¢esitler arasindan
kontrol gruplar1 bakimindan birbirine ¢ok yakin degerler gosteren El¢i ve Savas ¢esitleri
karsilastirildiginda Savas ¢esidinin CuSO4 miktar1 bakimindan daha toleransh oldugu
belirlenmistir. Omerbey ¢esidinin kontrol grubu ise, diger yonca gesitlerinin kontrol
gruplartyla karsilagtirlldiginda radikula uzunlugunun daha kisa olmasina karsin artan
CuSO, konsantrasyonlar1 neticesinde elde edilen radikula uzunluklar1 dikkate
alindiginda diger her iki yonca ¢esidine nazaran CuSO, konsantrasyonundan etkilenme

durumu daha diisiik bulunmustur.



Sekil 2. Farkli dozlarda bakir uygulamalarinin yonca ¢esitlerinde radikula uzunluklari

iizerine etkisi. Sirasiyla; El¢i, Savas ve Omerbey Cesidi.
Tartisma

Calismada ti¢ farkli yonca c¢esidine ait tohumlarin ¢imlenme performanslari
tizerine, bakirin 100 ve 200 pM’lik konsantrasyonlarinda kontrole gére olumlu etkilerde
bulundugu, ancak 400 ve 800 uM konsantrasyonlarda tohumlar iizerinde toksik etki
gostererek ¢cimlenme performanslarii diisiirdiigii belirlenmistir. Belirlenen bu etkilerin
ise yonca cesitlerinde bakira tolerantlik durumlarma goére farklilik gosterdigi

goriilmiistir.

Her ii¢ yonca ¢esidine ait toplam radikula uzunluklar1 incelendiginde ¢eside
bagli olarak degismekle birlikte en yiiksek degerlerin bakir uygulanmamis olan kontrol
gruplarindan elde edildigi, bakir dozlarina bagl olarak diizenli ve kademeli olarak

radikula uzunluklarinda azalma meydana geldigi belirlenmistir.

Sonug olarak bakir miktarinin ¢imlenme asamasinda belirli bir doza kadar
uyarict etkisi oldugu, ancak ¢imlenmeden sonraki asamada bitki koklerine zarar verdigi

belirlemistir. Buna bagli olarak agir metallere karsi yonca bitkisinin hassasiyeti goz
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oniinde bulundurulmali ve ekimi yapilacak olan bdlgede bakir miktarina bagl olarak

bakira daha toleransh ¢esitlerin ekiminin yapilmasi gerektigi sonucuna ulasilmstir.
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