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ONSOZ

Tahillar temel besin kaynagidirlar. Degisen cevre kosullarina karsi gelistirilecek
toleransli 1rklar iretimin dengede olmasini saglayacaktir. Arpa Tiirkiye’de en cok
iretimi yapilan tahillar arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Sanayilesmenin getirdigi
olumsuz etkilerin en 6nemlilerinden biri topraklarimizin agir metallerle kirlenmesidir.
Bu tez calismasinda bakirin arpa bitkisinde doku kiiltiirli kosullarinda gelisim {izerine
etkilerini anlamaya yonelik ¢calismalar gergeklestirilmistir.
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OZET

ARPA (HORDEUM VULGARE L.) BITKISINDE BAKIRIN
INVITRO KOSULLARDA KOK GELIiSiMi UZERINE ETKILERI

Bu c¢alismada Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160’in in vitro kosullar altinda bakir
stresine karsi verdigi yanitlar arastirildi ve bakir birikimi analizi yapildi. Hordeum
vulgare L.ye ait olgun tohum embriyolar1 farkli bakir siilfat(CuSO4) konsantrasyonlari
(10-10000 uM) iceren Murashige ve Skoog (MS) besiyerine ekildiler. Tiim kiiltiirler
25 °C “de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik periyodundaki bitki biiyiitme kabinlerinde
tutuldular. Bitkilerin besiyerine alinmalarindan sonraki 3, 6, 10, 13, ve 17. giinlerde kok
ve govde uzunluklart Slclildii. Kok uzunluklarinin yiiksek bakir konsantrasyonunda
azaldig1 gbzlendi.

Bakir birikimi analizi i¢in atomik absorbsiyon spektrofotometresi’nde kontrol ve ii¢
farkli konsantrasyonda CuSO,4 uygulanmis ortamda yetisen bitkiler kullanildi. 1000 uM
CuSOy, igeren besiyerindeki bitkilerde en fazla bakir birikimi oldugu tespit edildi.
10.000 uM CuSOyq igceren besiyerindeki bitkilerde ise gelisim goézlenmedi. Koklerdeki
bakir birikiminin gévdeden daha fazla oldugu saptandi. Bu aragtirma Hordeum vulgare
L. cv. Zafer-160 arpasinda doku kiiltiirii kosullarinda bakir stresinin koklerin gelisimi
tizerine ve bakir birikimi iizerine etkilerini gosteren bir 6n calismadir.

vii



SUMMARY

EFFECTS OF COPPER STRESS ON ROOT DEVELOPMENT
OF BARLEY (HORDEUM VULGARE L.) UNDER IN VITRO CONDITIONS

In this study response to copper stress on Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160 was
investigated under in vitro conditions and analysis of copper accumulation were
performed. Mature embryos of Hordeum vulgare L. were cultured on Murashige and
Skoog (MS) media supplemented with different concentrations of copper (CuSOy) (10-
10 000 uM). All the cultures were kept under 25 °C 16 hours light , 8 hours dark period
in a controlled growth chamber. Root and stem lengths were measured at 3, 6, 10, 13,
and 17 days after cultivation of explants. Root lengths were decreased with increasing
concentrations of copper.

Copper accumulation analyses were performed by using atomic absorption
spectrophotometry ~ on control and copper treated plants with three different
concentrations.The highest copper accumulation was determined in plants grown on MS
medium containing1000 uM CuSOs. Plants cultured on 10.000 pM CuSO4 containing
MS medium did not show development.Copper accumulation was higher in roots when
compared to shoots. This study is a preliminary work for copper stress on root
development and copper accumulation in vitro grown Hordeum vulgare L. cv. Zafer-
160.



1.GIRIS

Arpa (Hordeum vulgare L.), Poaceae (bugdaygiller) familyasindan bugdayla beraber
diinyanin en eski kiiltiir bitkisidir. Giiniimiizde tarim1 yapilan arpa Orta Doguda yetisen
yabani tiirlinden (H. spontaneum L.), kéken almistir. Arpanin kromozom sayist 2n=14

‘tiir. Arpa tek yillik bir uzun giin bitkisidir. Bitki boyu ortalama 35-100 cm kadardir.

Arpa (Hordeum vulgare L.) diinyada tahillar arasinda iiretim bakimindan dordiinci
sirada, Tirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de; arpa
ekim alan1 3.5 milyon ha, iiretim 7 milyon ton, ortalama verim ise 200 kg/da’ dir. 2005
yil1 verilerine gore diinyada ilk on siradaki arpa iireticisi olan iilkeler Tablo-1.1 de

verilmistir ( http://en.wikipedia.org/wiki/Barley) .

Tablo1.1 2005 yil1 verilerine gore diinyada ilk on arpa iireticisi lilke (milyon ton ).

Rusya 16.7
Kanada 12.1
Almanya 11.7
Fransa 10.4
Ukranya 9.3
Turkiye 9.0
Avusturalya 6.6
Ingiltere 5.5
Amerika 4.6
Ispanya 4.4
Diinya toplam1 138




Arpa yiiksek oranda karbonhidratin yani sira protein, kalsiyum, fosfor ve az miktarda B
vitamini igerir. Bilesimindeki gluten (esnek bir protein) yiizdesi diisiik oldugu igin, arpa
unu gozenekli ve yumusak ekmek yapiminda kullanilmaya uygun degildir. Diinya arpa
iretiminin biiyiik kismi hayvan yemi geri kalani insanlar i¢in besin ve malt yapiminda
kullanilir. Bira malti ¢imlendirilmis arpadan yapilir ve ¢imlendirilmis arpa ayrica

damitik i¢kilerin iiretiminde de kullanilir.

Dogada genellikle bakir miktar1 diisiiktiir fakat madenlerin ¢ikartildigi, islendigi,
eritildigi alanlarda bu miktar artmaktadir. Toprakta bulunan biiyiik miktardaki bakir
formu organik maddeler ile ve toprak kolloidleriyle yapmis oldugu gii¢lii baglardan
dolay1 bitkinin alabilmesi i¢in uygun bir form degildir. Bitkinin bakira tolerans1 bakiri
koklerinde tutmasi, ret veya bosaltmasi seklinde, hiicre duvarinda immobilizasyon
seklinde, organellerde biriktirme seklinde ve hiicre i¢i metal baglayici
kelatorlerin(metallotionin ve fitokelatin) baglanmasi seklinde olmaktadir. [Wojcik ve
Tukiendorf., 2003]. Bakir ¢oziiniirliigii, diisiikk pH’ta artar ve bakir toksisitesi toprak
pH’1nin 5’e ulagmasi ile goziikiir. Bakir bitki i¢in gerekli bir mikroelementtir, oksidatif
reaksiyonlar1 katalizleyen c¢esitli metabolik yollarda rol oynar. Fazla miktarda
absorblanan bakir ise bitki biiylimesine ket vurur. Bu biiylime gerilemesi; kok
uzamasinin gerilemesi, kok epidermal hiicrelerinin ve kok hiicre membranlarinin tahrib
edilmesi seklinde olur. Bakir ayrica fotosentezde onemli rol oynayan ribulose-1,5-bis
fosfat karboksilaz ve fosfoenol piruvat karboksilaz gibi enzimleri de inhibe eder [Jiang

veLiu, 2001].

Bitki toleransi bakirca zengin dogaya karsi bir veya birden fazla mekanizmayla
gerceklesmektedir. Topraktaki bakirin gesitli seviyelerde olmasi genis Olglide bakirin
pestisit olarak kullanilmasindan da kaynaklanir. Metal toleransi ¢ok sayida mekanizma
ile agiklanmaya c¢alisilmaktadir. Bu mekanizmalar arasinda; metallerin hiicre duvarina
baglanmasi, vakuoldeki aktif transport iyonlariyla tasinma ve organik asitlerle veya

peptidlerle kompleksler olusturma gibi farkli yollar vardir.



Bitkilerde metal detoksifikasyonuyla ilgili 6nemli mekanizmalardan biri diisiik molekiil
agirhiklt proteinlerden metallotionin ve peptid ligand familyasindan fitokelatinle
metallerin baglanmasidir. Bitkilerde de hayvan hiicrelerinde ki gibi dizi benzerligine
sahip metallotionin sentezleyen birden fazla gen oldugu bulunmustur. Fitokelatin ise

bircok metale yanit olarak enzimatik olarak glutatyondan sentezlenir [Cobbet., 1999].

Bitkiler metal kirliligi gosteren veya metal yoniinden zengin topraklarda biiyiimek i¢in
tic temel mekanizma gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan ilkinde bitkiler metallerin
{ist dokularina tasinmasini engellemislerdir sadece kdklerinde metal biriktirirler. ikinci
mekanizmada ise bitkiler list dokularinda da metal biriktirirler ve dokulardaki metal
seviyesi toprakta bulunan seviyeyi yansitir. Ugiincii mekanizmayr uygulayan bitki
tirlerine de biriktiriciler denilmektedir, bu bitki tiirleri toprakta bulunan metal

seviyesinden daha fazla metali tiim dokularinda biriktirebilirler [Memon ve dig., 2001].

Bir¢ok bitkinin optimum biiylimesi, iiretimi ve hatta tarimi toprakta bulunan farkl
seviyelerdeki bir veya birden fazla inorganik iyonla sinirlandirilmaktadir. Abiotik stres
faktorlerinden olan agir metallerin ve agir metallerden de bakirin arpa bitkisi iizerinde
yarattig1 stress in vitro kosullarda tolerans simirlarini belirlemek amactyla incelenmistir.
Bu amagla Hordeum vulgare L.’ye ait yurdumuz kokenli Zafer-160 kiiltiir varyetesinin
olgun tohum embiryolar1 farkli bakir konsantrasyonlar1 igeren Murashige ve Skoog
(MS) [Murashige ve Skoog., 1962] besiyerinde kiiltlire alinarak bakira dayamiklilik
siirlar1 saptanmig ve farkli bakir konsantrasyonlarda yetisen bitkiler alinarak bakirin

hangi organlarda biriktigi atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile tayin edilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ABIYOTIK STRES

Anormal c¢evre kosullari; kuraklik, tuzluluk, agir metaller, soguk, don, yiiksek 1si,
yiiksek 151k yogunlugu ve besin dengesizligi bitki gelisimini etkileyen abiyotik stres
etmenleridir. Bitki gelisiminin ¢esitli asamalarinda bitki fenotipinin belirmesi bitkinin
genotipiyle cevre arasindaki etkilesime bagimlhidir. Abiyotik stres bitki gelisimini
etkileyerek zirai dnemi olan bitkilerde iiriinii de olumsuz etkiler. Bu durum kiiresel

6l¢ekte artan populasyonun gida giivenligini tehlikeye sokar.

Bitkiler ¢esitli abiyotik stres kosullarina yanit olarak anatomik, morfolojik, hiicresel ve
molekiiler seviyelerde mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu yanitlardan bazilar1 tiire 6zgii
bir davranis gosterirken bazilari ise farkli taksonlardan olan bitkilerde bile ortaktir
[Dhariwal ve dig.,1998]. Abiyotik stres kosullarina karsi bitki tarafindan gelistirilen
toleransin molekiiler temellerini anlayabilmek i¢in yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Bitkilerde degisik abiyotik stres kosullarina yanit gelistirmede absisik asit (ABA)
hormonu 6nemli bir rol oynar. ABA sinyal iletimi yolu ile bir¢cok abiyotik stres
kosulluna kars1 bitki savunma mekanizmasini baglatir. Sinyal molekiilleri olarak ABA
ve salisilik asidin g¢esitli abiyotik stres kosullarina yanit olarak bitki savunmasini aktif
hale getirmeleri yoniinden biiylik benzerlikleri oldugu bildirilmistir [Kawai ve dig.,
1998]. Abiyotik stres sonucunda aktif olan bircok gen absisik asit (ABA) tarafindan
kontrol edilir. Bazi genlerde ise absisik asit kontrol mekanizmasi yoktur. Bu
mekanizmada strese yanit gen anlatiminda ABA bagiml diizenleyici sistem ve ABA’

dan bagimsiz diizenleyici sistem bulunmaktadir. [Yamaguchi ve dig., 2005].



Hiicresel ve molekiiler biyoteknolojide ki gelismeler ekonomik Onemdeki genlerin
klonlanip mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar arasindaki genetik sinirlar1 asarak
gen transferine ve genin yerlestirilmesine olanak saglamistir. Cok sayidaki bitki tiiriiniin
etkin bitki regenerasyon yontemlerinin gelistirilmesi ve Aqrobacterium’daki Ti
plazmidi tizerinden gelistirilen vektor sistemleri, direkt DNA transfer yontemleri,
transposable elementler, ¢ok sayidaki promotoérler, marker genler ve c¢ok sayidaki
klonlanmig genler genetik degisimlerin istege uygun bicimde yonlendirilmesine olanak
vermistir. Bu gelismelerin sonucunda abiyotik stres kosullariyla bagintili genler
klonlanip bu kosullara toleransl bitkiler olusturulmasi yolunda énemli adimlar atilmistir

[Dhariwal ve dig.,1998].

2.2. AGIR METALLER

Topraktaki agir metallerin (Cu, Zn, Pb ve Cd gibi) ve diger inorganik iyonlarin (Na, Al,
B, As ve Mn) fazlalig1 diinya topraklarinin dortte biri lizerindeki bitkilerin normal
tarimini kisitlamaktadir.Bu topraklardan tuzlu olanlarda Na birikimi, asidik olanlarda Al
ve Mn birikimi ve agir metal yoniinden zengin olanlarda ise Cu, Zn, Pb, Ni, Cd
birikiminin fazla oldugu goriiliir. Baz1 inorganik iyonlara (B, Cd ve Cu) kars1 tolerans
saglayan genler belirli tahillarda tanimlanmistir. Bezelyeden klonlanan metalotionin
geninin(PsMTA) farkli organizmalardaki anlatimi arastirilmistir. Transgenik E.coli ve
transgenik Arabodipsis’te  PsMTA geninin kalict anlatimmin fenotipik etkisi
arastirildiginda PsMTA pozitif E.Coli hiicrelerinin kontrol hiicrelerine nazaran sekiz kat
fazla bakir biriktirdigi bulunmustur. Benzer sekilde PsMTA geni aktarilan Arabidopsis
bitkisinin kontrol bitkilere gore birka¢ kat fazla bakir biriktirdigi gozlenmistir. Bu
durum PsMTA geninin bakir detoksifikasyonuyla bagintili oldugunu gostermektedir
[Dhariwal ve dig.,1998].



Bakirin serbest haldeki iyonik formu bilesik halindeki formundan ¢ok daha toksiktir
[Florence ve dig., 2004]. Hiicre i¢ci metal baglayicilar1 fitokelatainler (PCs) ve
metallotioninler (MTs) olarak bilinen bilesiklerdir. Fitokelatinler fitokelatin sentaz
enziminin etkisiyle glutatyondan sentezlenirler. Arabidopsis thaliana ‘da fitokelatin
sentaz enzimini kodlayan gen klonlanmistir [Cobbett., 1999]. Bir¢ok farkli tiir bitkinin
ise 6rnegin Triticum aestivum, Lemma minor, Silene vulgaris, Oryza sativa gibi bakira
maruz kalmasi sonucu prolin biriktirerek yanit verdikleri rapor edilmistir [Chen-Teh ve
dig., 2004]. Bitkilerde ( Arabidopsis thaliana) bakir toleransi sirasinda plastosiyanin ve
plastidlerdeki iki bakir tasiyicisi; PAA1 ve PAA2’nin transkripsiyonunda azalma,
sitosolik Cu/Zn siiperoksit dismutazda (CSD1) artis izlenmistir [Schiavon ve dig.,
2007]. Siper oksitdismutaz  aktivitesi artist Schizosacharomcyes pombe’de da
gosterilmistir [Tarhan, 2003]. Bitkilerde bakirin metabolizmada ¢ok 6nemli gorevleri
bulunmaktadir, bu gorevlerle ilgili baz1 bilgiler ve bakirin bitkilerde bulundugu baslica

organeller Tablo-2.2’de verilmistir.



Tablo 2.2. Bitkilerde bakirin dagilimi ve gorevi.

ISIM YER GOREV KAYNAK
Plastosiyanin Kloroplastlar Elektron transferi a
(PSI e transfer
zinciri)
Superoksid Mitokondri, Superoksid radikal b,c,d,e
Dismutaz (Cu-Mn | glikozom ve detoksifikasyonu ve lipid
SOD) kloroplastlar peroksidasyonu
Sitokrom Oksidaz | Mitokondri Elektron tasima zincir ucu f
molekiiliiniin yiikseltgenmesi
Askorbat Oksidaz | Hiicre duvarlari Askorbik asidin indirgenmesi gh
ve yiikseltgenmesi(hiicre
gelisimi ve bitki savunmast)
Diamin Oksidaz | Epidermis Poliamin 1,j
hiicrelerindeki indirgenmesi(lignifikasyon ve
apoplazm ve suberizasyon)
ksilem dokusu
Polifenol oksidaz |Hiicre duvarlar1 ve | Lignin, alkoloidler ve k,1,m

kloroplastlar

plastosiyanin biyosentezi

a= Ayala ve Sandmann (1988), b= Elstner (1982), c= Duke ve Salin (1985), d=
Sandalio ve Del Rio (1987), e= Palma ve ark. (1986), f= Bligny ve Douce (1977),
g=Pignocchi ve Foyer (2003), h= Smimoft (1996), i= Angelini ve ark. (1990), j= Scalet
ve ark. (1991), k= Mayer (1987), I= Vaughn ve Duke (1984), m= Vaughn ve ark.

(1988).

Metallotionin proteinleri metallerle bilesik olusturup bitki hiicrelerini koruyarak bu

metalleri detoksifiye ederler. Bitkilerin serbest iyonik formdaki bakirla muamelesi

dokularda MT mRNA anlatimin1 uyarir. Serbest iyonik formdaki bakirla muamele

edilmemis normal bitki dokularinda ise MT mRNA anlatimi diisiiktiir [Memon ve dig.,

2001].




Bu tez ¢alismasinda arpa embriyolar kiiltiire alinmis ve farkli konsantrasyonlarda bakir
iceren besiortamlarinda ki kok ve govde gelisim ozellikleri incelendi. Bu amacla
bakirin arpa kok ve govde gelisimi lizerine etkileri ile bakirin hangi organlarda
biriktirildigi arastirildi. Bu veriler arpa bitkisinde bakirin kokler iizerine molekiiler

etkilerinin arastirilacagi ¢alismalar i¢in 6nem tagimaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BiTKi MATERYALI

Bu ¢alismada arpa (Hordeum vulagare L.) bitkisine ait Zafer-160 kiiltiir varyetesi
kullanildi.

3.2 HORDEUM VULGARE L. EMBRIYOLARININ DOKU KULTURUNDE
CIMLENDIRILMESI

Hordeum vulgare L.’ye ait tohumlar yiizey sterilizasyonu igin %20’lik sodyum
hipoklorit solusyonunda 20 dakika tutulup 3 kez steril destile su ile yikandilar. Yiizey
sterilizasyonu yapilan arpa tohumlarinin testalar1 alkol ile yikanmis eller yardimiyla
cikarildiktan sonra steril pens ve bistiiri ile embriyolar tohumlardan izole edildi.
Embriyolar %70’lik etil alkolde 5 dakika bekletilerek 3 kez steril destile su ile
yikandilar.

In vitro kosullarda arpa embriyolarinin ¢imlendirilmesi amaciyla hormon i¢ermeyen
MS besiyeri kullanildi. Bu ortamin igerigi Tablo 3.1°de verilmistir. Bir litre MS besiyeri
hazirlamak icin 4.4g/l MS tuzu, 30 g sukroz tartilarak destile suda ¢ozlindiikten sonra 1
ml MS vitamin solusyonu eklendi. Ortamin pH’1 1 N NaOH ile 5.8 olarak ayarlandi.
Ortama 9 g agar eklenerek hacim 1 litreye tamamlandi ve 121 °C’lik otoklavda 1
atmosfer basing altinda 20 dakika steril edildi. Vitamin solusyonlar: sterilizasyondan

sonra eklendi.

Embriyolar her bir petride veya magenda kabinda 5 tane olacak sekilde kiiltiir
ortamina(besiyerine) ekildiler. Farkli CuSO4 konsantrasyonlarinin embriyo ¢imlenmesi
ve gelismesi lizerine etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla 10.000, 1000, 100, 10 uM
CuSO, igeren MS besiyerleri kullanildi. Embriyolar 25 °C deki kontrollu bitki biiyiitme
kabininde 16 saat 151k, 8 saat karanlik periyodunda tutuldu. 3, 6, 10, 13, 17. giinlerde
olgun embriyolarin ¢imlenmeleri ve biiylimeleri izlendi. Bakirin kok ve govde

uzamasina etkisi aragtirildi.
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Tablo 3.1. Doku kiiltiirii c¢alismalarinda kullanilan MS  besiyerinin  igerigi

(konsantrasyonlar mg/l olarak verilmistir).

ICERIK mg/l

MS TUZLARI

NH4NO3 1650.0
KNO; 1900.0
CaCl, 3322
MgSO4 180.0
KH,PO4 170.0
Na,EDTA 37.26
FeS0O4.7H,0 27.80
MnS04.H,O 16.90
ZnS04.7H,0 8.60
H;BO; 6.20
KI 0.83
Na;Mo004.2H,O 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0O 0.025
VITAMINLER

Thiamin. HCl 0.1
Nikotinik Asit 0.5
Pridoksin. HCI 0.5
Glisin 2.0
Myo-inositol 100.0
DIGERLERI

Sukroz 30000

Agar 9000
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pH 5.7-5.8

3.2. BITKILERIN BAKIR BiRiKiMi ANALIiZi

Kontrol ve bakir uygulanmis bitkilerde bakir birikimi analizi i¢in atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde ~ 6lgiim  yapilmustir.  Ornekler  atomik  absorbsiyon
spektrofotometresi icin Cayir (2004) tarafindan Onerilen yonteme gore hazirlandi.
Onceden kurutulmus ve besiyeri artiklarindan temizlenmis kontrol ve farkli
konsantrasyonlarda bakir igeren ortamda gelisen arpa bitkisinin kok ve govdesinden
ayr1 ayr1 1’er g tartilarak 100 ml’lik cam beherlere konuldu. Her cam behere 5 ml
konsantre H,SOy ilave edilerek beherler tizerine saat cami konuldu ve 70-80 °C>de 3-
4 saat kadar 1s1tma tablas1 iizerinde tutuldu. Ornekler 1s1tma tablasi iizerinde ve sicakken
konsantre HNO; damla damla ilave edildi. HNO; eklendiginde, Ornekler sivi hale
gecmeye basladi. Ornekler tamamen koyu kahve rengini alinca sicaklik 120 °C’ye
¢ikarildi ve belli araliklarla HNOs eklenmeye devam edildi. Ornegin rengi sar1 beyaz
olana kadar HNO; eklendi. Daha sonra hidrojen peroksit damla damla eklenmeye

baslandi ve sicaklik 150 °C’ye gikarildi.

Hidrojen peroksit eklenmesi sonucu &rneklerin rengi tamamen beyazlasir. Ornekler
kurumaya yakinken 1sitma tablasindan alindi ve sogutuldu. Hazirlanan %?2’lik
HNOs’den her behere 20 ml eklendi. Saat camu konularak 60-70 °'C’de kaynatmadan
1s1tildi. Ornekler berraklasip tuzlar ¢oziiliinceye kadar 1sitmaya devam edildi. Kurumaya

yakin, ornekler alinip siiziildii ve son hacim 10 ml’ye tamamlandi.

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda bakir uygulanmis arpa kok ve govdelerinden
hazirlanan Ornekler atomik absorbsiyon spektrofotometresi cihazinda bakir birikimi

analizi i¢in tek tek Olctildii. Sonuglar kontrollari ile karsilastirmali olarak incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. HORDEUM VULGARE L.’nin doku kiiltiiriinde ¢cimlendirilmesi

Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin Zafer-160 varyetesine ait embriyolar1 kontrol ve
10000, 1000, 100, 10 uM CuSOy igeren MS besiyerinde ¢imlendirilerek bitki gelisimi

saglandi.

4.2. CuSOy iceren Ortamda Embriyo Cimlenmesi ve Gelismesi

Arpa embriyolar1 farkli konsantrasyonlarda CuSQO, iceren MS besiyerlerine ekilerek,
bakirin ¢imlenme ve bitki gelisimi {izerine olan etkileri incelendi. Embriyolar 10000,
1000, 100, 10 uM CuSOy iceren MS besiyerine ekildi ve 3, 6, 10, 13, 17. giinlerde
bitkiler izlendi. 3. Giinde sadece kontrol materyelde kok gelisim izlenirken, bakir
uygulamalar1 kok olusumunu ve gelisimini geciktirdi. Bu kok olusum gecikmesi ve
gelisim geriligi artan bakir konsantrasyonlari ile daha fazla etkilendi. 10000 uM CuSO4
iceren MS besiyerinde yetisen arpa embriyolarinda kok ve govde gelisimi gézlenmedi.
1000 uM CuSOy4 iceren MS besiyerinde yetisen arpa embriyolarinin gelisiminin zayif
oldugu ve kok, govde uzamasinin diisiik oldugu tespit edildi. 100 ve 10 uM CuSOg4
iceren MS besiyerlerinin ise arpa embriyolar1 i¢in nispeten tolere edilebilecek
konsantrasyonlar oldugu tespit edildi. 10 uM CuSOy igeren MS besiyerlerindeki arpa
embriyolarinin ¢gimlenmesinin 3. glinden itibaren kontrol bitkiyle aralarinda ¢ok az bir

fark olacak sekilde gelisim gosterdigi izlendi. ( Sekil 4.1-4.3).

Tablo 4.1. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda CuSO, igeren MS besiyerlerinde

cimlenen arpa embriyolarinin giinlere gore kok uzunluklari(mm).

3.Giin 6.Glin 10.Giin 13.Giin
Kontrol 4 +£04 7.2 +0.39 9+0.40 14 +0.40
10 uM L 54+0.50 7.5+0.50 11.5+0.52
100 uM L 4 £0.70 6+0.72 10+ 0.66
1000 uM L 3.3+0.35 4+0.34 8+0.35
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16 4
14 4
124

104

8 | OKontrol
|iouM
0100 uM
6

01000 uM

Uzunluk (mm)

Zaman (giin)

Sekil 4.1. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda CuSO,4 igeren MS besiyerlerinde

¢imlenen arpa embriyolarinin giinlere gore kok uzunluklari.

A B C
Sekil 4.2. 1000 uM (A), 10 (B) uM CuSO4 ve Kontrol (C) iceren MS besiyerlerinde

cimlenen arpa embriyolariin 17.glinde Magenda kiiltiir kaplarindaki morfolojik

goriiniimleri.
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A B C

Sekil 4.3 . 1000 uM (A), 10 (B) uM CuSO4 Kontrol (C)iceren MS besiyerlerinde

cimlenen arpa embriyolariin 17.glindeki morfolojik goriiniimleri.
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4.3. Arpa (Hordeum vulgare L.) kok ve govdelerinde bakir birikimi analizi

Bakir birikimi analizi i¢in kontrol, 1000, 100 ve 10 uM CuSOy igeren besiyerlerinde
yetistirilen sekiz adet bitkicik kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda bakir igeren MS
besiyerinde yetistirilen arpa bitkisinin kok ve govdeleri besiyerinden ¢ikartilip mekanik
olarak ayristirilarak atomik absorbsiyon spektrofotometresinde 6l¢iim analizine tutuldu.
Yapilan ol¢iimlerde koklerin govdeden daha fazla bakir biriktirdigi daha 6nce yapilan
calismalarlada ortiisen sonuglar elde edildi. Bakir konsantrasyonunun artisiyla birlikte
kok ve govdelerde daha fazla bakir birikiminin oldugu gézlendi. 1000 uM CuSOy iceren

besiyerindeki arpa kok ve govdelerinde en fazla bakir birikiminin oldugu tespit edildi.

CuSOq4 Kontrol 10 uM 100 uM 1000 uM
Konsantrasyonu

Govde 13,65 ng/g 41,65ng/g 195,10 pg/g 403,23 pg/g
Kok 19,02 pg/g 149,06 pg/g 1143,52 png/g 2231,30 pg/g

Sekil 4.4. Kok ve govdede bakir birikim degerleri.
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5. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alismada Hordeum vulgare L.’nin Zafer-160 varyetesinin bitki doku kiiltiirtinde
bakir stresinin bitki kdk ve gdvde uzamasini ve ¢imlenmesini azalttigi tespit edildi.
10000 uM CuSO, konsantrasyonunda yetisen arpa embiryolarinda kok ve goévde
gelisiminin olmadig1 goriildii. 10 uM CuSO,4 konsantrasyonun arpa bitkisinin tolere
edebildigi konsantrasyon degeri olarak gozlendi. Bitki kok ve govdeleri ayristirilarak

organlardaki bakir birikimi arastirildi.

Hordeum vulgare L.’nin Zafer-160 varyetesine ait olgun tohum embriyolar1 kullanilarak
olusturulan doku kiiltiiriinde farklt CuSO4 konsantrasyonlar1 (10, 100, 1000, 10000 uM)
iceren hormonsuz MS besiyerinde bitki ¢imlenmesi ve gelismesi arastirildiginda 1000
uM CuSOy igeren MS besiyerindeki bitkilerde gelisimin gozle goriiliir bir sekilde diistik
oldugu tespit edildi. Bakir konsantrasyonu arttik¢ca bitki ¢imlenmesi ve gelisiminin
zayifladigr goriildii. Benzer sekilde WOJCIK ve dig. (2003) Arabidopsis thaliana’da
yaptiklar1 ¢aligmada (5-100 uM) konsantrasyonlarindaki CuSOs’iin kok uzamasini
azaltigt ve bakirin koklerde birikiminin daha fazla oldugunu gostermislerdir.
MAHMOOD ve ISLAM (2006) piring fidelerini 8, 16 ve 32 uM bakir igeren sivi
besiyerinde 4.5, 5 ve 5.5 pH’da yetistirdiklerinde kok ve govde gelisimlerinde azalmalar
izlemiglerdir bakir konsantrasyonlarinin yanisira pH’nin ¢ok 6nemli oldugunu ve 5.5
pH’da biiyiime ve gelismenin digerlerine gore daha fazla oldugunu izleyerek artan pH
degerleri ile bakirin zararli etkilerinin azaltilabilecegini ileri silirmiislerdir. Bizim
calismamizdaki bakir konsantrasyonlart yiiksektir, fakat ¢alismamiz sirasinda pH 5.7-
5.8 arasinda tutulmustur. Bu pH degerinin daha yiiksek konsantrasyonlardaki bakira
toleransin saglanmasinda etkili oldugu diisiniilmektedir.  JIANG ve dig. (2001) Zea
Mays L’de yaptiklar1 calismada 10 pM bakir konsantrasyonunda koklerin iyi
gelisebildiklerini gostermiglerdir. Bizim arpa bitkisi ile gerceklestirdigimiz ¢aligmada
da 10 uM CuSO4benzer bulgular elde edilmistir.
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ALI ve dig. (2004) Hordeum vulgare L’de yaptiklari bir baska ¢alismada ise Cu ve Cr
daha cok koklerde biriktigini géstermislerdir. LIN ve dig. ( 2003) ise ay¢icegi bitkisinde
bakir siilfatin kok, hipokotil, kotiledon ve yapraklarda birikimini arastirmiglardir. Bakir
birikimin %73 iintin koklerde oldugunu belirterek, bakirla kirlenmis topraklarda
aycicegi bitkisinin yetistirilebilecegini ve bakirin toksik etkilerinden kurtulabilecegini
ileri siirmiislerdir. Bizim arpa bitkisi ile gerceklestirdigimiz ¢alismada da bu bitkinin
yiiksek bakir konsantrasyonlarina tolerans gosterebilecegini ve bakirin daha c¢ok
koklerde biriktirildigini gozledik. Bu bulgularin 1s18inda arpa bitkisi de bakirla
kirlenmis topraklar i¢in uygun bir se¢im olabilir. Bununla birlikte topragin asiditesi de
bakir toksisitesi i¢in biiylik 6nem tasidiginda bu tip arastirmalarda toprak asiditesinin de
izlenmesi gerekir. Calismamizda elde edilen bulgularin arpa bitkisi ve bakir iligkisi
tizerine gerceklestirilecek c¢alismalara bir 6n calisma bigciminde destek olacagi

diistiniilmektedir.
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