YENI GRUP BAZI BiTKi HORMONLARININ

ABIYOTIK STRES SARTLARINDA CIMLENDIRILEN

YONCA (Medicago sativa L.) TOHUMLARININ CIMLENME
PERFORMANSI UZERINE ETKILERI

CELAL TASAR

YUKSEK LISANS TEZi
TARLA BITKIiLERI ANABILIM DALI



T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YENI GRUP BAZI BITKIi HORMONLARININ
ABIYOTIK STRES SARTLARINDA
CIMLENDIRILEN YONCA (Medicago Sativa L.)
TOHUMLARININ CIMLENME PERFORMANSI
UZERINE ETKILERI

Celal TASAR

Bu tez,
Tarla Bitkileri Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS

derecesi icin hazirlanmstir.

KAHRAMANMARAS 2013






Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 6grencisi Celal TASAR
tarafindan hazirlanan ‘“Yeni Grup Bazi Bitki Hormonlarinin Abiyotik Stres Sartlarinda
Cimlendirilen Yonca (Medicago Sativa L.) Tohumlarinin Cimlenme Performansi1 Uzerine
Etkileri’” adli bu tez, jlirimiz tarafindan 04 /08 / 2013 tarihinde oy birligi ile Tarla Bitkileri

Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Iskender TIRYAKI (Danisman) ...,
K.S.U. Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii

Prof. Dr. Hasan TUNAZ (Uye)
K.S.U. Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma BOIIMU oo

Yard. Dog. Dr. Adem EROL (Uye)
K.S.U. Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri BOIM{ ~ .oeuevieeeieeie e

Yukaridaki imzalarin ad1 gegcen 6gretim tiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. M. Hakkt ALMA

Fen Bilimleri Enstitast Muduri



TEZ BiLDiRIiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranmis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarima uygun olarak hazirlanan bu calismada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Celal TASAR

Not: Bu tezde kullanilan 6zgilin ve baska kaynaktan yapilan bildiriglerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri

Kanunundaki hiikkiimlere tabidir.



YENI BAZI GRUP BITKi HORMONLARININ ABIYOTIiK STRES SARTLARINDA
CIMLENDIRILEN YONCA (Medicago sativa ..) TOHUMLARININ CIMLENME
PERFORMANSI UZERINE ETKIiLERI

(YUKSEK LiSANS TEZI)

CELAL TASAR

0z

Bu caligmanin amaci, 6n ¢imlendirme ortamina farkli konsantrasyonlarda ilave edilen baz1 yeni
grup bitki hormonlarinin (Epi Brassinosteroid, Melatonin, Serotonin ve Methyl Jasmonate) yonca
tohumlarmin diisiik (4 [1C ) ve yiiksek sicaklik (30 [1C) stres sartlarindaki ¢imlenme parametreleri
iizerine etkilerini belirlemektir. Bu amagla yonca tohumlari, farkli konsantrasyonlardaki epi-
brassinosteroid (BRs; 0.5, 1 ve 1.5 uM), melatonin (2, 4 ve 6 uM), serotonin (1, 3 ve 5 uM) ve
methyl Jasmonate (0.5, 1 ve 1.5 uM) bulunduran %2’lik KNOs varliginda 15 [/C’de karanlikta 24
saat sure ile 6n ¢imlendirme islemine alinmis. Devaminda tohumlar diisiik ve yiiksek sicaklik stress
sartlarinda ¢imlenme testine tabi tutulmustur. Tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirli
olarak yiiriitillen ¢alismada tohumlara ait ¢imlenme oranlart ile ¢imlenme hiz ve homojenite
degerleri belirlenmistir. Calisma sonuglari, priming ortamina ilave edilen yeni grup bitki
hormonlarinin yonca tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 ile ¢imlenme hiz ve homojenitleri iizerine
etkilerinin ¢alismada kullanilan hormon c¢esidi ve konsantrasyonuna bagli olarak degistigini,
priming ortamina ileve edilen BRs hormononun en diisiik konsantrasyonunun (0.5 pM) caligmada
kullanilan her iki stres sartlarinda da kullanilan diger hormonlara gore daha etkili oldugunu
gOstermistir.
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EFFECTS OF NEW GROUP PLANT HORMONES ON GERMINATION
PERFORMANCES OF ALFALFA (Medicago sativa L.) SEEDS GERMINATED UNDER
ABIOTIC STRESS CONDITIONS
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine germination parameters of primed alfalfa seed
germinated under low (4 [1C) and high temperature (30 [ C) stress conditions. Seeds were primed
in 2% KNOj; suplemented with various concentrations of epi- brassinosteroid (BRs; 0.5, 1 ve 1.5
uM), melatonin (2, 4 ve 6 uM), serotonin (1, 3 ve 5 uM) or methyl Jasmonate (0.5, 1 ve 1.5 uM) at
15 [1C for 24 hours. Following priming, seeds were taken to germination test at low and high
temperature conditions. Completely randomized design was used with four replications.
Germination ratio, speed and span of germination parameters were determined. Results of this
study indicated that the effects of new group of plant hormones would depend on the type and
concentration of plant hormones used. The results also revealed that lowest concentration of BRs
(0.5 uM) was more effective at both low and high temperatures stress conditions compared to the
other hormones tested.
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1. GIRIS

Bir iilkede hayvansal protein agiginin olmasi, o ililkede hayvansal {iretimin yetersiz
oldugunu gosterir (Vallentine,1990). Ulkemizde hayvansal iiretimin istenilen seviyede
olmamasimin temel nedenlerinden birini hayvansal yem kaynaklarinin yetersizligi
olusturmaktadir. Ulkemizin 13- 14 milyon ton kaliteli kaba yem a¢igmin oldugu bildirilmistir

(Anonim, 2012).

Yem bitkileri tarim1 ve ¢ayir meralar, hayvan beslenmesinde ihtiya¢ duyulan yemi en ucuz
ve bol miktarda saglayabilecek kaynaklarin basinda gelmektedir. Yem bitkileri tarimi ayn
zamanda toprak ve su gibi dogal kaynaklarin korunmasi ve siirdiiriilebilir tarimin
yapilabilmesi bakimindan da son derece 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemiz hayvanciliginin
beslenme sorununun ¢dziilebilmesi i¢in, dogal ¢ayir-meralarimizin uygun 1slah yontemleri ile
1slah edilerek yeniden kaliteli ve bol yem firetir duruma getirilmeleri yaninda, yem bitkileri

tariminin da gelistirilmesi gerekir.

Yonca, hayvan besleme agisindan kaliteli kaba yem ihtiyacinin karsilanmasinda ilk akla
gelen ¢ok yillik yem bitkilerinden birisidir. Cesitler arasinda iklim istekleri yoniinden bazi
farkliliklar bulunmakla birlikte, yonca genellikle 1lik ve nemli yerlerde iyi gelisir. Adi yonca
(Medicago sativa L.) i¢in optimum yetisme sicakligi 25/15°C (giindiiz/gece) kabul edilir.
30°C’nin iizerindeki sicaklarda ve diisiik sicaklarda biiyiime yavaslar, ¢igeklenme gecikir.
Cok sicak havalarda bitkiler erken generatif devreye gecerler (Anonim, 2013). Diinya {izerine
yayllmis olan yonca tiirleri morfolojik ve ekolojik istekleri bakimindan oldukga farkliliklar
gostermekle birlikte yayilisint  smirlandiran en 6nemli faktorlerin  basinda sicaklik
gelmektedir. Yonca tohumlarinin ekiminden sonra yaklasik 18 °C toprak sicakliginda, yeterli
nemin varliginda ¢imlenme baglar ve diger taraftan yonca tohumlari 1.7 °C’nin altinda veya

40 °C’nin tizerindeki toprak sicakliginda ¢imlenme olusmaz (Mueller, 2007).

Bagarilt bir tarimsal iiretimde, istenilen bitki sikliginin ve yiiksek verimin elde edilmesi
her seyden once ekilen tohumun hizli, uniform ve eksiksiz bir sekilde c¢imlenip ¢ikis
yapmasina baglhdir. Ancak bir taraftan ¢imlenmenin sicaklik, nem ve toprak tuzlulugu gibi
cevresel faktorlerden etkilenmesi (Kantar ve El Koca, 1998; Turk ve ark. 2004), diger taraftan

ekilen tohumlugun ¢ogu kere genetik yapi, tohum olgunlugu ve tohum biiyiikliigii bakimindan



homojen olmayis1 (McDonald, 2000), eszamanli ¢cimlenme ve ¢ikisa engel olmakta, ¢imlenme

ve ¢ikis oran1 azalmakta ve bunun sonucunda istenilen bitki siklig1 saglanamamaktadir.

Cimlenmenin ve topraktan ¢ikisin iyi olmasi bitkisel verimliligin en 6nemli asamalarindan
birini olusturmaktadir. Bu donemde ¢imlenmesi zor ve uzun donemde gerceklesen bitki
tohumlar1, ekildikleri ortamda heterojen bir c¢ikis gergeklestirdiklerinden gerek tarla
uygulamalarinda gerekse verimin azalmasinda ©onemli rol oynarlar. Geg¢ ve diizensiz
¢imlenme, beraberinde olusan yabanci ot, hastalik ve zararlilar ile birlikte bitki gelisimini
yavaslatarak verimde ve iiriin kalitesinde diisiislere neden olmaktadir. Ozellikle yonca, ii¢giil
ve kopek disi bitkilerine ait tohumlarda oldugu gibi kii¢iik tohumlu ve kii¢iik embriyolu bitki
tiirlerinde eszamanli ¢imlenme ve ¢ikis daha yaygin bir problem olarak goriildiigiinden bu
bitki tohumlarinda ¢imlenme ve ¢ikis oranlarini artirmaya yonelik yontemler ¢ok onemli

tohumluk uygulamalari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Muhyaddin ve Wiebe, 1989).

Bitkisel iiretimde yetistiriciligin ilk agamasini olusturan tohumluk uygulamalar1 arasinda
tohumlarin iriliklerine gore smiflandirilmasi, tohumlarin ekim Oncesi 1slatilmasi, tohum
cimlenme ortamina biiyiime diizenleyici ve vitaminlerin eklenmesi tohumlarin besin
maddeleri veya ozmotik ¢ozeltilerde tutulmasi, tohumlarin ¢imlendikten sonra jel halinde

ekilmesi iglemleri sayilabilir (Heydecker ve Coolbear 1977, Hegarty 1986 ).

1970 ve sonrasinda ekim Oncesi uygulamalarindan birisi olan tohumlarin ozmotik
cozeltilerde tutulmasindaki (priming veya ozmotik kosullandirma) amag, tohum igindeki su
ile tohum disindaki ¢6zeltinin ozmotik basinglar1 arasinda bir fark olusturarak, ¢imlenmeyi
baslatacak kadar suyun kontrollii bir sekilde tohum igerisine girisini saglamaktir. Teorik
olarak c¢imlenmesi uyarilmis tohumlar hizli ve yliksek oranda c¢ikis gostermektedir.
Tohumlarin ¢imlenme performanslarini artirmaya yonelik bir ydntem olan priming
uygulamalarinda yaygin olarak polietilen glikol ile bazi potasyum ve sodyum tuzlari
kullanilmaktadir. Tohumlara uygulanan bu kimyasallar sayesinde kok¢iiglin (radicula) tohum
disina ¢ikigina izin verilmeden ¢imlenmenin ilk asamasi ekim Oncesi gergeklestirilmis
olmaktadir. Priming uygulamasina tabi tutulmus tohumlar ya dogrudan tarlaya ekilmekte ya
da nem igerikleri diisiiriilerek prime olmamis tohumlar gibi muamele edilebilmekte ve
sonradan ekimi yapilmak iizere depolanabilmektedirler (Heydecker ve Coolbear, 1977).

Priming islemi gérmiis boyle tohumlar, ¢imlenmenin birinci agamasini (Faz I) ya ¢ok hizli bir



sekilde gecmekte ya da dogrudan ¢imlenmenin diger asamalarina (Faz II ve III) gecerek,
islem gormemis tohumlara gore ¢imlenme oran ve hizlarinda Onemli iyilesmeler
saglanabilmektedir. Cimlenme parametrelerindeki s6z konusu iyilesmeler 6zellikle
c¢imlenmenin olumsuz etkilendigi biyotik ve abiyotik stres sartlarinda daha belirgin olarak

ortaya ¢cikmaktadir (Tiryaki ve Biiyiikcingil, 2009).

Bu nedenle, diisiik ve yiiksek toprak sicakliklarinda yonca tohumlarinin ¢imlenme ve ¢ikis
performansini artiracak olan tohum On uygulamalari, bu bitkilerin ekim alanlarinin smirh
kalmasimi Onleyecek ve daha genis ekim alanlarina ulasmasina katki saglayacaktir. Yonca
tohumlarmin ¢imlenme ve ¢ikis performanslarini artiracak ¢alismalar ayni1 zamanda tohum ekim
zamaninin erkene alinarak ekim yili vejetasyon siiresinin uzatilmasina, ilk yil bitkileri i¢in daha
genis bir bilyiime vejetasyon siiresinin saglanmasina neden olacaktir. Bu sekilde saglanacak erken
ekim, bitkilerin hastalik ve zararlilara karsi ¢ok hassas olduklart ¢imlenme ve erken fide
doneminde verecegi zararin minimum seviyede kalmasina veya tamamen ortadan kaldirilmasina

bliylik yarar saglayacaktir.

Bu calismanin amaci priming ¢ozeltisine (%2’lik KNOs) farkli konsantrasyonlarda ilave
edilen baz1 yeni grup bitki hormonlarinin (Epi Brassinosteroid , Melatonin, Serotonin ve Methyl
Jasmonate) yonca tohumlarinin sicaklik stresi (diisiik ve yliksek sicaklik) sartlarindaki ¢imlenme

performansi lizerine etkilerini belirlemektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Taylor ve Rowley (1971), fotosentezin diisiik sicakliktan hizli sekilde etkilenerek
durdugunu, 151k siddetinin ve miktarinin ¢esitten ¢eside degiserek diisiik sicakliga farkli tepki
gosterdigi; C3 ve C4 bitkilerinin her ikisinde de diisiik sicakliga duyarli tepki veren veya
tolerans gosteren bireylerin bulundugunu bildirmektedirler. Bu calismayla sicakligin ve 1s18in
kontrol edilerek diisiik sicaklik zararina karsi tolerant genotiplerin se¢imi programi

olusturabilecegi gosterilmistir.

Rizk ve ark. (1978), yaptiklar arastirmada ii¢ yonca tiirtinde; 0, 0.01, 0.02 ve 0.1 N NaCl
ve CaCl, konsantrasyonlarinin ¢imlenme orani, ¢imlenme indeksi, fide boyu ve kuru agirlik
artist lizerine olan etkilerini aragtirmiglar ve artan konsantrasyonlarin bu 6zellikleri olumsuz
yonde etkiledigini, CaCl,’iin olumsuz etkisinin NaCl’e gore daha diisiik diizeyde oldugu

belirlenmistir.

Fowler ve ark. (1981), kontrollii kosullarda yapilan soguga dayaniklilik testleri, bitkilerin
dayanabilecekleri en diisilk soguk derecesinin bitkilerde soguga dayaniklilik farklarinin
belirlenmesi bakimindan onemlidir. Diger taraftan, kontrollii kosullarda yapilan soguga
dayaniklilik testleri kisa siirede sonuglandirilabildikleri ve her zaman uygulanabildikleri i¢in

tarla denemelerinden daha onceliklidir.

Irwin ve Price (1983) , tohumlarin toprakta patojen olmadig1 durumlarda diistik sicakliklarda
uzun sire zarar gormeden kalabildigini ve sicakliklarin yilikselmeye basladiginda
¢imlenebildiklerini bildirmislerdir. Soguga hassas olan bitkilerin tohumlar1 ise 10°C veya
15°C’nin altindaki sicakliklarda ¢imlenememektedirler. Ancak bu bitki tohumlar1 eger kokgiik
cikis1 gergeklesirken diisiik sicakliga maruz kalirlarsa kokgiik ucu kararmakta ve biiyiime
engellenmektedir. Bu bitkilerde meydana gelebilecek diigiik sicaklik zararmin biytkligi,

maruz kalinan sicakligin diisiikliigline ve maruz kalma siiresine bagl olarak degigsmektedir.

George (1985), diisiik sicakliklarin meyve seklini ve biiytlikliigiini etkiledigi, yapilan
calismada tozlanmanin yeterli olmasi i¢in meyve seklinin herhangi bir sekilde erkenden

ortaya ¢ikarilmasinin gerekli oldugunu belirtmistir.

Thomashow (1990), bitkilerin maruz kalinan diisiik sicakligin siiresine ve maruz

kaldiklar1 sicakligin sifirin altinda olup olmamasma bagli olarak soguk stresine karsi
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kompleks tepkiler gosterdigi ve klasik genetik ¢alismalarin soguga tolerantligi cok sayida

genin kii¢iik etkilerinin eklemeli (additive) katkilariyla ortaya ¢iktig1 vurgulanmistir.

Mutlu ve Bozcuk (2000), tarafindan yapilan ¢alismada ¢esitli konsantrasyonlarda (50, 100
cimlenmesi ve baz1 erken biliylime parametreleri iizerine farkli konsantrasyonlardaki
spermin’in (0.01, 1, 2mM) etkileri incelenmis, ¢alismada tuzlu olmayan kosullarda spermin
uygulamasi, konsantrasyona bagli olmaksizin tohumlara hicbir etki gostermemistir. Tuz ise
konsantrasyona bagli olarak tohumlarin ¢imlenmesini engellemis veya geciktirmistir. Erken
bliylime evresinde incelenen biiylime parametreleri de tuz uygulamasindan olumsuz
etkilenmistir. Bunlara karsin, 200 mM NaCl ile birlikte 0.01 ve/veya ImM spermin
uygulamasinda, spermin, tuzun ¢imlenme iizerindeki engelleyici etkisini tamamen ortadan

kaldirmistir.

Pill ve Necker (2001), yavas ¢cimlenme gdsteren ¢ayir salkim otunun (Poa pratensis L.)
farkli sicakliklardaki ¢cimlenme hizlarini artirmak amaciyla 4 farkli hidrasyon (hidropriming,
hizlandirilmig ¢imlendirme, matrik priming ve osmotik priming) tekniginin uygulandigi
calisma sonucunda 15 ve 25°C deki ¢imlenme sicakliklarinda, prime dilen tohumlarin kontrol
tohumlarina oranla daha hizli ¢gimlenme gosterdikler, fakat ¢imlenme oranlarinda ¢ok fazla bir
artisin  olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica aym calismada prime edilen tohumlarin

kurutulduktan sonra daha yavas ¢imlenme gosterdiklerini saptamistir.

Tasgin ve ark. (2003), kislik bugdayin donma stresine karsi toleransini inceledikleri
caligmalarinda bugday yapraklarinda yiiksek miktarlarda i¢sel SA  bulundugunu
bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar kontrollii kosullarda (15/10°C de 15 giin,10/5°C de 15 giin,
5/3°C de 15 giin) bugday bitkilerini soguk stresine aligtirmiglar ve daha sonrasinda bu
bitkilerin donma stresine (-10°C) tabi tutulmasinda ise bitkilerin strese tolere edebildikleri ve
bununda nedeni olarak alistirma sirasinda bitkilerin sentezledikleri SA oldugu, disaridan
yapraklara yapilan 0.1 mM seviyesindeki SA’in bugday yapraklarinin donmaya karsi
toleranslarini artirdigini ve bununda nedeninin SA’in antifiriz proteinlerinin sentezini tegvik

ettigi sonucuna varmiglardir.

Tiryaki ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢aligmalarda priming soliisyonuna ilave edilen degisik
bitki biiylime diizenleyicileri (BBD)’nin priming islemini daha da etkili hale getirdigi,

olumsuz toprak sartlarina kars1 bitki toleranslarini artirdigini saptamislardir.



Tiryaki ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢caligmada priming soliisyonu olarak polietilen glikol
(PEG)’u test etmisler ve priming ortamina ilave edilen stres ile ilgili bitki biiylime
diizenleyicilerinin sorgum tohumlarinin diisiik sicakliktaki ¢imlenme ve ¢ikis performanslari
tizerine etkilerini incelemiglerdir. PEG doz ve priming siiresi denemesinde sorgum
tohumlarma farkli konsantrasyonlarda methyl jasmonate (1, 3, 5 ve 10mM), spermin (1, 3, 5
ve 10mM) ve asetil salisilik asit (ASA, 50, 100, 500, 1000mM) iceren 100gL” PEG
solusyonu igerisinde15°C’de 3 giin siireyle prime edilmislerdir. Deneme sonucunda PEG’in
priming ortami olarak 15°Cnin altindaki sicaklarda daha etkili oldugunu ve ¢imlenme hizinda
onemli artiglar saglandigini saptamiglardir. Ayrica priming ortamina ilave edilen bitki biiyiime
diizenleyicilerinden 100mM ASA’nin ¢imlenme hizinda ve fide ¢ikis yiizdelerinde 6nemli

artiglar sagladigini tespit etmislerdir.

Subedi ve Ma (2005), yaptiklar1 arastirmada Ottawa ve Kanada da bir misir denemesi
kurmuglardir. Yapilan saksi ve tarla denemesinde tohumlar ekim Oncesi su ile 1slatma,
osmotik soliisyon olarak da %2.5 KCI ve bitki biiyiime diizenleyicileri (Indole Asetik Asit
Sitokinin, Etephan ve Gibberallik asit) ile muamele edilerek ¢ikis, fide olusumu, azota karsi
cevap ve tane verimi {izerine etkileri degerlendirilmistir. Serada yapilan saks1 denemesinde
uygulamalarin her birisi, uygulama yapilmayan kontrol tohumlarindan daha iyi oldugu
saptanmigstir. Tarla denemesinde ise yapilan uygulamalarin bitkinin azota kars1 verdigi cevap

ve tane verimi iizerine onemli derece de etki ettigini belirtmislerdir.

Uzunlu (2006), yapmis oldugu ¢alismada tohumdan uygulanan aspirinin ii¢ hafta boyunca
etkili olmas1 ve uygulanmasinin da yapraktan piiskiirtmeye gore daha kolay ve pratik olmasi
g6z onlinde bulunduruldugunda tavsiye edilebilecek bir yontem olarak one ¢iktigi, aspirin
konsantrasyonlarindan 0.25 ve 0.50 mM konsantrasyonlarin tohumdan veya yapraktan
uygulanmasinin kavun fidelerinde kuraklik stresi, soguk stresi ve tuz stresine karsi onemli
tolerans artiric1 etkisinin oldugu bulunmustur. Kavun yetistiriciliginde ekimden Once
tohumlarin 0.25 ve 0.50 mM aspirin igeren suda 1 giin bekletilmesi, fide doneminde bitkilerin
karsilagabilecegi kuraklik stresi, tuz stresi veya soguk stresinden daha az zarar gormelerini

saglayacagini belirlemistir.



Tiryaki ve Topu. (2009) yaptiklar1 g¢aligmada fakli konsantrasyonlardaki methyl
jasmonate (JA-Me; 1. 3 ve 5uM), gibberrellik asit (GAj3; 150, 300, ve 450 uM) ve 1-
aminocyclopropane-1- carboxylic asit (ACC; 1. 3 ve 5 uM)’in ar1 otu (Phacelia tanacetifolia
L.) tohumlarinda hasat sonrasi gozlenen fizyolojik dormansinin giderilmesi {izerine olan
etkilerini aragtirmiglardir. Calisma sonuclar1 tim hormon uygulamalarinin ar1 otu
tohumlarinin ¢imlenme oranlari ile ¢imlenme hiz ve eszamanliliginda kontrol tohumlarina
gore 6nemli iyilesmelere neden oldugunu gostermistir. Cimlenme oran1 SuM JA-Me ‘in daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, ar1 otu tohumlarinda hasat sonrasi gézlenen fizyolojik
dormansinin giderilmesinde JA-Me ve ACC hormonlarinin GA;’e gore daha etkili bir sekilde

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Krishna ve ark. (2010) Arabidopsis mutantlarin1 kullanarak abscisic asit, ethylene (ACC),
jasmonic asit (JA) ve salicylic acid (SA) kullanilarak sicaklik ve tuz toleransina karsi
yaptiklar1 caligmalarda, nprl mutantinin SA’ya duyarsiz kaldigini, ein2 mutantinin ise
ACC’ye duyarsiz kaldigini, Brassinosteroid ve abscisic acid’in ise ein2 mutantinda strese

etkileri oldugunu belirlemislerdir.

Ramakrishna ve ark. (2011) Serotonin (5- hydroxytrytamine; SER) nin sebzelerde iyi bir
ndron tasiyict ve bitki tiirlerinde genis bir ¢esitliligi oldugunun rapor edildigini, serotoninin
kesin fonksiyonunun fizyolojik seviye bakimindan ozellikle gelisme diizenleyici olarak
ciceklenmede, ksilemin 6zsuyu tasimasinda, iyon gecirgenliginde ve bitki morfogenezinde
rolii heniiz belirginlesmedigini, bitki tilirlerinin farkli kisimlarinda, yapraklari, goévdeyi,
kokleri, meyveleri, tohumlar1 ve bitki dokularinda degisik genislikte bulunan bitki hormonu
auxin gibi aktivitesi oldugunu gdstermisler, serotoninin bitki biyosentezinde serotoninin
roliinli gbézden gecirerek yararli oldugunu, bitkilerde serotoninin hiicre sinyal
mekanizmalarina katilimi yoniinde etkisinin varliginin miimkiin oldugunu ve bdyle etrafh

olarak gelecekte bu alanda ¢ok calisma olacagini ileri stirmiislerdir.

Hardeland ve ark. (2012), yapmis olduklar1 ¢aligmada tarimsal besinlerde melatoninin
roliine ve farkli bakis agilara iligkin olarak melatonin seviyeleri ile telafi edici tepkiler
karsilastirilmis, popiiler iceceklerde (kahve, cay, sarap ve bira) melatonin konsantrasyonun
dikkat cekici oranda yiiksek oldugu o6l¢iilmiistiir. Diinya ¢apinda milyarlarca insanin saglhigi

anlaminda melatoninin yararli etkileri bulundugu diisiiniilmiistiir. Melatonin varliginda



klorofili koruyucu olarak etkili oldugu, fotosentez ve kdk gelisiminin uyarimi konusunda da

rolii oldugunu agiklamiglardir.

Arnao ve ark. (2013), yapilan ¢alismada aci1 baklada siirli gelisme kosullarinda farkl
melatonin seviyelerini ¢aligmig, melatoninin bitki fizyolojisinde birka¢ rolii oldugunu
belirtmis, ac1 baklada (Lupinus albus L.) melatonin artmasit durumunda bitki dokularinin
direncinde dogal veya yapay tersine durumlarin indiiklendigi ve lupin bitkilerinde melatonin
seviyelerinde endogenlerinde degisik Olgiilerde stres durumlarin da etkili oldugu, ayrica
abcisic acid, ethylene ve dogal cevre kosullarinin etkileri de degerlendirilmis, bitki
organlarinda yapilan arastirmada da melatonin seviyesinin arttig1 goriilmistiir. Kurak ve
soguk stresini takiben melatonin endogenler seviyelerinde ZnSO, veya NaCl’iin sebep oldugu
cok belirgin degisiklikler gérmiis, baz1 durumlarda kontrol bitkilerinde melatonin seviyesinde
12 kathik artis oldugu, yaygin stres durumlarinda melatonin biyosentezinin indiiklemis, iyi
bilinen antioksidatif 6zelliklerden dolay1 direk bir anti stres sinyal molekiilii gérev yaptigini

belirlemislerdir.



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma 2012- 2013 yillar1 arasinda Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiiniin Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Calisma, Adana Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde temin edilen yonca tohumlari
kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2. Metod

Yonca tohumlarinda kullanilacak 6n ¢imlendirme (priming) ortam ve kosullar1 yapilan 6n
denemeler ile belirlenmistir. Yapilan priming 6n deneme sonugclari, %2’lik KNO; varliginda,
15°C’de 1 giin siireli priming sartlarinin yonca tohumlart i¢in en uygun priming sartlari

oldugunu gostermistir. Bu priming sartlar1 hormon uygulamalarinda kullanilmistir.

3.2.1. Hormon Uygulamalari

Calismada yonca tohumlari, farkli konsantrasyonlarda epi-brassinosteroid (EpiBRs; 0,5, 1
ve 1,5 uM), melatonin (Mel; 2, 4 ve 6 uM), serotonin (Ser; 1, 3 ve 5 uM) veya methyl
jasmonate (MeJa; 0,5, 1 ve 1,5 uM) bulunduran %2’lik KNO; varliginda 15°C’de karanlik
ortamda 24 saat siire ile 6n ¢imlendirme islemine alinmistir. Tohumlara uygulanan kimyasalin
tohumdan uzaklastirilmas1 amaciyla musluk suyunda 2 dakika siire ile yikanmigtir. Etkili
kimyasal maddesi uzaklastirilan tohumlar, tohum yiizeyinden serbest suyun uzaklastirilmasini
saglamak amaciyla 2 saat siire ile oda sicakliginda bekletilmislerdir. Bu tohumlar, hormon
icermeyen, sadece %?2’lik KNO3 uygulamasi gérmiis kontrol tohumlari ile birlikte ¢cimlendirme

testine alinmustir.



3.2.2. Cimlendirme Denemesi

Yonca tohumlar1 kullanilarak yapilan 6n c¢alisma sonuglari, hormon uygulamalar: arasindaki
farkliliklarin daha iyi belirlenebilmesi i¢in diisiik sicaklik olarak 5°C’nin altindaki bir sicakligin
yiiksek sicaklik stresinin olusturulabilmesi igin ise 25 °C’nin {izerindeki bir sicakligin kullanilmasi
gerektigini gdstermistir. Bu nedenle ¢aligmada diisiik sicaklik olarak 4 °C yiiksek sicaklik olarak
ise 30 °C ¢imlenme sicakligi olarak kullanilmustr.

Priming islemi gérmiis tohumlardan 50 adet alinarak ¢imlendirme testi amaciyla c¢ift kath
kurutma kagidi bulunduran kapakli cam petri kapaklarina (60x1.5 mm) yerlestirilmis ve
lizerlerine 4 ml saf su ilave edilerek 4 £0.5°C’ye ve 30 + 0.5°C” ye ayarlanmis iklim dolaplarina
konulmustur (ISTA,1999). Deneme, faktoriyel olarak diizenlenmis tesadiif parselleri deneme
desenine gore 4 tekrarlamali olarak yiiriitiilmiistiir. Calismada ¢imlenen tohumlar giinliik olarak
sayilarak petri kabindan uzaklastirilmistir. Bu islem herhangi bir petri kabinda ¢imlenen tohum
sayis1 ardisik 3 giin siireyle sifir oldugu zamana (10-12 giin) kadar devam etmistir. Denemede 1-2
mm kokglik ¢ikist ¢cimlenmis tohum olarak kabul edilmistir.

Calismada hormon uygulanmayan ve sadece %2’lik KNOs varliginda 15°C’de karanlikta
24 saat siire ile 6n ¢imlendirme islemine alinmis tohumlar kontrol olarak kullanilmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak ¢imlenme orani, ¢imlenme hizi ve c¢imlenme de
eszamanlilik parametreleri literatiirde (Tiryaki, 2006) belirtildigi sekilde asagidaki gibi

hesaplanmuistir:

3.2.2.1. Cimlenme Yiizdesi (Cim Y):
[Cimlenen tohum sayis1 / Toplam tohum sayisi] x 100 olarak hesaplanmustir.
3.2.2.2. Cimlenme yiizdesinin [ Cim Y] acisal (Arcsin) transformasyonu
Cim Y degerlerine agisal (Arcsin) transformasyon uygulanarak hesaplanmastir.
3.2.2.3. Cimsy
Cimlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gecen giin sayisi olarak hesaplanmustir.
Bu deger, ¢imlenme hizinin ters gostergesi olarak kullanilmustir.
3.2.2.4. Cimy — Cimy (giin)
Cimlenen tohumlarin %90 ¢imlenmeye ulasmasi i¢in gerekli giin sayisindan %10
cimlenmeye ulasmasi i¢in gerekli giin sayisi ¢ikartilarak hesaplanmistir. Bu deger, ¢cimlenme

homojenitesinin ters gostergesi olarak kullanilmigtir.
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3.3. Sonuglarn Istatistiksel Degerlendirilmesi

Cimlenme oran degerleri ArcSin data transformasyonuna tabi tutularak elde edilen
sonuglarin SAS paket programi kullanilarak (SAS, 1997) varyans analizine tabi tutulmustur.
Vrayans analizinde, farkli konsantrasyonlardaki yeni grup bazi hormon varliginda yonca
tohumlarmin ¢imlenme performanslarini daha 1yi gorebilmek amaciyla ¢alisma sonucu elde
edilen veriler boliinmiis deneme desenine gore varyans analizine tabi tutulmuslardir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar Fisher’in en kiiciik énemli fark (LSD) testi ile P< 0.05

seviyesinde test edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Hormonlarin Yonca Tohumlarinin Diisiik Sicakhkta (40C) Cimlenme Performansi
Uzerine Etkileri

Yonca tohumlarinin diisiik sicakliktaki ¢imlenme performansi iizerine iyilesmeler yapip

yapmadiginin tespiti amaci ile yapilan ¢aligmanin sonuglari asagida verilmeye ¢alisilmigtir.

4.1.1. Farkh Konsantrasyonlardaki Hormon Varhginda On Cimlendirme Islemine
Alman Yonca Tohumlarmmn Diisiik Sicakhkta (4°C) Cimlenme Yiizdesi (Cim Y)
Uzerine Etkileri

Yonca tohumlarinin 4°C’deki ¢imlenme oranlarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.1.1°de, bu veriler ait coklu karsilastirma (LSD) test degerleri ise Cizelge 4.1.2°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1.1. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi

tutulan yonca tohumlariin 4°C‘deki ¢imlenme oranlari tizerine etkilerine ait varyans analiz

sonugclari.
Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Genel 15 49.37 249"
Blok 3 8.43 0.43%°
Uygulama 12 59.60 3.00°
Hata 36 19.84

*# OD; P<0.01 seviyesinde ¢ok énemli, P<0.05 seviyesinde énemli degil.

Cizelge 4.1.2.°de hormon uygulamalarinin diisiik sicaklikta (4°C) ¢imlendirilen yonca
tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 {izerinde ¢ok Onemli artiglar sagladigi gozlenmistir. En
yiiksek ¢imlenme oran1 % 81.00 ile 0.5 puM epi-brassinosteroid hormonu uygulanan
tohumlardan elde edilmistir. Bunun yaninda hormon uygulanmayan kontrol tohumlarinda son
cimlenme orani % 65.00 olarak belirlenmistir. Sonuglar, epi-brassinosteroid hormonunun
artan konsantrasyonlarinin tohumlarin ¢imlenme oranlarinda diisiislere neden oldugunu
gostermistir. Epi-Brassinosteroid hormonunun stres hormonu olan jasmonik asit ve salisilik

asit gibi diger bitki hormonlari ile aralarinda var olan sinyal iletileri diisliniildiigiinde, diisiik
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sicaklik sartlarinda c¢imlendirilen yonca tohumlarinin ¢imlenme oranlarinda 6nemli artiglar

saglamasi, bu hormonun ¢alisma ile ortaya konmus 6nemli bir sonugtur.

Cizelge 4.1.2. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarmin 4°C‘deki ¢imlenme verilerine ait toplam ¢imlenme orani (%),
cimlenme ylizdesinin agisal (Arcsin) transformasyonu [CimY], ¢imlenme hizi (Cimsg) ve

¢imlenme homojenitesi (Cimjg.g0) degerleri.

Cim'Y Cimso Cimyg.90
Hormon Konsantrasyon
(uM) % [CimY] Giin Giin
Epi-Brassinosteroid 0.5 81.00 | [64.27]° 4.02%° 6.80%
1 72.00 | [58.10]™ 3.97% 6.37°
1.5 68.00 | [55.57]° 4.42° 5.95
Melatonin 2 72.50 | [58.57]% 4.00%° 6.85%
4 71.50 | [57.80]° 4.32° 6.77%
6 67.00 | [54.95]° 4.12% 6.15"
Serotonin 1 64.00 |[53.30]™ 4.45 6.67%
3 63.50 | [52.901™ 3.42° 4.75°
5 71.50 | [57.82]° 4.50° 5.47%
Methyl Jasmonate 0.5 67.50 | [55.32]° 4.52° 577
1 54.50 | [47.65]° 4.40° 6.17"
1.5 68.00 | [55.62]° 447 6.05"
Kontrol %2 KNO3 65.00 |[53.85]™ 4.50° 797"
LSD .05 [6.38] 0.71 1.51
Onemlilik * OD *

#% % ye OD; Sirastyla P<0.01 seviyesinde ¢cok dnemli, P<0.05 seviyesinde énemli ve P<0.05
seviyesinde onemli degil.

£ CimY, Son ¢imlenme orani; [ Cim Y], Son ¢imlenme oraninin agisal transformasyonu;
Cimsy, cimlenen tohumlarin %50’ nin ¢imlenmesi i¢in gerekli giin sayisi; Cim10-90, ¢imlenen

tohumlarin % 10 ¢imlenmeden % 90 ¢imlenmeye ulasabilmesi i¢in gerekli giin sayisi.
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Cizelge 4.1.2°nin incelenmesinden de goriilecegi gibi hormon uygulanmis tohumlarda en
diisiik ¢cimlenme oran1 % 54.50 ile 1 pM methyl jasmonate uygulanan tohumlardan elde
edilmistir (Cizelge 4.1.2). Sonuglar, artan epi-brassinosteroid hormon konsantrasyonuna bagl
olarak tohumlarin ¢imlenme oranlarinda diisiislerin meydana geldigini gostermistir, Bu
sonuclar ileride yapilacak c¢alismalarda epi-brassinosteroid hormonunun daha diisiik
konsantrasyonlarinin denenmesi gerektigine isaret etmektedir. Sonuclar ayni1 zamanda epi-
brassinosteroid hormonunun yonca tohumlarmin diistik sicaklik stresine karsi tohum
cimlenmesi tizerine etkili olabilecegini gostermektedir. Diger hormon uygulamalarindan elde
edilen sonuglarda her ne kadar istatistiki acidan ¢ok 6nemli farklar elde edilmemis olsa da,
melatonin hormonunun diisiik sicaklik stres sartlarinda etkisiz oldugunu gostermistir. Caligma
sonuglari, serotonin hormonunun artan hormon konsantrasyonuna bagli olarak tohumlarin
cimlenme oranlarinda Onemli artiglar saglayabilecegini ve yapilacak yeni c¢alismalar ile

yiiksek konsantrasyonlarin denenmesi gerektigini gostermistir.

Calismada c¢imlenme oranini Onemli oranda artiran diger iki hormon uygulamalari
sirastyla 2 pM melatonin(% 72.50) ve 5 uM serotonin (% 71.50) olmustur. Bu sonuglar,
diistik sicaklik stresinin uygulandigi yonca tohumlarinda epi-brassinosteroid hormonu yaninda

melatonin ve serotonin’de etkili oldugunu gostermektedir.

Diger taraftan ¢alisma sonuglari, biyotik ve abiyotik stres sartlarina karsi ¢cok farkl etki
mekanizmalarina sahip olan jasmonik asit’in diigiik sicaklik sartlarinda ¢imlendirilen yonca
tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 iizerine etkisiz oldugunu gostermistir. Bu sonuclar, bir
baklagil bitkisi olan yonca tohumlarinda soguk stresine karsi etkili olan mekanizmalarda
jasmonik asit’in dogrudan gorev almadigmmi ve bu tip bitkilerde bu gorevi farkli bitki

hormonlarinin iistlenmis olabilecegine isaret etmektedir.
4.1.3. Farkh Konsantrasyonlardaki Hormon Varhiginda On Cimlendirme Islemine
Allman Yonca Tohumlarmmn Diisiik Sicaklikta (4°C) Cimlenen Tohumlarin %50’nin

Cimlenmesi I¢in Gecen Siire (Cims)

Yonca tohumlarinin 4°C’de, ¢imlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gegen siire

ile ilgili varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.1.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.1.3 Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarinin 4°C‘deki ¢imlenen tohumlarin %50’nin ¢imlenmesi i¢in gegen

siire (Cimsg)’ye ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri

Genel 15 0.38 1.56 OD

Blok 3 0.29 1.17 OD

Uygulama 12 0.41 1.66 OD
Hata 36 0.24

OD; P<0.05 seviyesinde dnemli degil.

Yapilan istatistiki analizler sonucunda kontrol tohumlari ile karsilagtirildiginda yapilan
hormon uygulamalarinin tamami ¢imlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gegen siire
bakimindan uygulamalar arasinda istatistiki ac¢idan (P<0.1182) 06nemli farkliliklarin

olmadigini1 géstermistir.

4.1.4. Farkli Konsantrasyonlardaki Hormon Varhginda On Cimlendirme Islemine
Alman Yonca Tohumlarimin Diisiik Sicaklikta (4°C) Cimlenen Tohumlarin %10

Cimlenmeden %90 Cimlenmeye Ulasabilmesi I¢in Gerekli Giin Sayis1 (Cim;g.op)

Cimlenen tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye gecebilmek icin gerekli giin
sayilarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.4’de, bu veriler ait ¢oklu karsilastirma
(LSD) test degerleri ise Cizelge 4.1.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1.4.’incelenmesinden goriilecegi iizere ¢gimlenen tohumlarin % 10 ¢imlenmeden
% 90 ¢imlenmeye gecebilmek i¢in gecen siire bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel

olarak (P<0.035) 6nemli farkliliklarin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1.4. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarmin 4°C‘deki ¢imlenen tohumlarin % 10 ¢imlenmeden % 90

cimlenmeye gecebilmesi i¢in gecen siire(Cim.90)’ye ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Genel 15 2.15 1.93%*
Blok 3 1.04 0.93 OD
Uygulama 12 2.43 217 *
Hata 36 1.12

15



* OD; P<0.05 seviyesinde dnemli, P<0.05 seviyesinde énemli degil.

Cizelge 4.1.4.’nin incelenmesinden goriilecegi lizere priming ¢ozeltisine (%2’lik KNO3)
ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki hormonlar, yonca tohumlarinin ¢imlenme
homojeniteleri lizerine olumlu etkilerde bulunmustur. Cimlenen tohumlarin %10
cimlenmeden %90 ¢imlenmeye ulasabilmeleri i¢in gerekli giin sayis1 kontrol tohumlarinda
G10.90=7.97 giin olurken, bu deger 3 uM serotonin uygulanan tohumlarda 6nemli derecede
kisalarak Gjg.90=4.75 giin olarak tespit edilmistir. Diger taraftan diisiik sicaklik sartlarinda en
ylksek cimlenme oranina sahip 0.5 puM epi-brassinosteroid hormonuna ait ¢imlenme
homojenitesi Gjg.90=6.80 giin olarak belirlenmistir. Calisma sonuglari, 3 uM serotonin
uygulanan hormon disindaki tiim hormon uygulamalarinin yonca tohumlarinin diisiik
sicakliktaki ¢imlenme homojenitleri lizerine herhangi bir olumlu etkilerinin olmadiginm
gostermistir. Serotonin (5-hydroxytryptamine) memelilerde sinir iletilerini kontrol yolu ile
uyku, duygu ve heyacan gibi bir ¢ok fizyolojik olay ile alkolizm gibi bazi aligkanliklarin
kontrol edilmesinde rol oynayan onemli bir hormondur (Veenstra-VanderWeele ve ark.
2000). Serotonin’nin turp tohumlar1 ile bazi bitki polenlerinin ¢imlenmelerini tesvik ettigi
belirtilmistir (Roshchina 2001; Roshchina and Melnikova 1998). Bu ¢alisma sonuglari,
serotonin hormonunun yonca tohumlarinin diisiik sicakliktaki ¢imlenme homojenitleri {izerine
olumlu etkisinin oldugunu gostermistir. Calisma sonuglar1 ayn1 zamanda serotonin’nin stres
sartlar1 ile tohum ¢imlenmesine yonelik sinyal iletimlerinde gorev yapabilecegine isaret

etmektedir.

4.2. Hormonlarin Yonca Tohumlarinin Yiiksek Sicakhikta (300C) Cimlenme
Performans1 Uzerine Etkileri
Priming ¢ozeltisine ilave edilen farkli hormonlarin, yonca tohumlarinin diisiik sicakliktaki

cimlenme performansi iizerine iyilesmeler yapip yapmadiginin tespiti amaci ile yapilan

calismanin sonuglar1 asagida verilmeye calisilmistir.
4.2.1. Farkh Konsantrasyonlardaki Hormon Varhginda On Cimlendirme Islemine

Alinan Yonca Tohumlarmn Yiiksek Sicakliktaki (30°C) Cimlenme Yiizdesi (Cim Y)
Uzerine Etkileri
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Yonca ¢esidi tohumlariin, farkli hormonlarin varliginda prime edilmesinin, tohumlarin
yiiksek sicaklik( 30°C) ve karanlikta ¢imlenme performansi lizerine olan etkilerine ait son
cimlenme ylizdesi ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.2.1.’de hormon uygulamalarina
ait ortalama degerler ile bu verilere ait coklu karsilastirma degerleri ise ¢izelge 4.2.2°de
verilmigtir.

Cizelge 4.2.1.”in incelenmesinden de goriilecegi lizere son ¢imlenme yiizdesi bakimindan
uygulamalar arasinda istatistiksel olarak P< 0.01 seviyesinde 6nemli farkliliklarin oldugu

gozlenmektedir.

Cizelge 4.2.1. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarinin 30°C’deki son ¢imlenme oranlari iizerine etkilerine ait varyans

analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri

Genel 15 60.35 3.02%*

Blok 3 6.91 0.35 OD

Uygulama 12 73.71 3.69 **
Hata 36 19.96

#%°OD; Sirastyla P<0.01 seviyesinde ¢ok énemli, P<0.05, OD. seviyesinde 6nemli degil.

Cizelge 4.2.2’nin incelenmesinden de goriilecegi lizere priming ortamina ilave edilecek
hormon uygulamalar1 yonca tohumlarinin yiiksek sicakliktaki ¢cimlenme oranlar ile ¢cimlenme
hiz ve homojenitilerinin iyilesmesi iizerine ¢ok énemli katkilar saglamistir. Cimlenme orani
kontrol tohumlarinda % 49 olarak tespit edilirken bu oran 0.5 pM epi-brassinosteroid
uygulanan tohumlar ile 6 uM melatonin uygulanan tohumlarda siras1 ile % 62.50 ve % 61.0
olarak gerceklesmistir. Buna karsilik, kullanilan serotonin konsantrasyonlarinin higbiri
tohumlarin yiiksek sicakliktaki ¢cimlenme oranlarinda artis saglamamais, aksine 5 uM serotonin
uygalanan tohumlarda ¢imlenme orani1 %37.5’lere gerilemistir. Cimlenme oraninda benzer bir
gerileme (9%38.5) 1.5 uM metyl jasmonate uygulanan tohumlarda gozlenmistir. Uygulanan
hormonlardan Epi-brassinosteroid ve metyl jasmonate’in en diisiik konsantrasyonlari,
uygulanan diger konsantrasyonlara gore yiiksek ¢cimlenme oranlarinin elde edilmesine neden
olmustur. Bu sonuglar, ileride yapilacak benzer ¢alismalarda s6z konusu hormonlarin daha
diisiik konsantrasyonlarinin denenmesi gerektigini gostermektedir. Calisma sonuglar1 ayni

zamanda, bu hormonlarin ¢imlenme mekanizmasi iizerine olan etkilerinde, diisiik hormon
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konsantrasyonlarmin ¢ok etkili oldugunu ve hiicre i¢i hormon degisim mekanizmalarinda
(homoeastasis) diger hormonlar ile interaksiyon halinde olabilecegine isaret etmektedir. Diger
taraftan serotonin ve jasmonik asit’in diisiik sicaklik sartlarinda etkili olduklar1 halde yiiksek
sicaklik stres sartlarinda yonca tohumlarinin ¢imlenme oranlarinda gerilemelere neden
olmalari, ilgili hormonlarin biyosentez yolundaki enzim aktivitelerinin yiiksek sicakliklarda

calisamaz olduguna isaret etmektedir.

Cizelge 4.2.2. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarmim 30°C’deki ¢imlenme verilerine ait toplam ¢imlenme orani (%),
c¢imlenme yilizdesinin agisa(Arcsin) transformasyonu [CimY], ¢imlenme hizi (Cims),

¢imlenme homojenitesi (Cimjg.g0) degerleri.

CimY Cimso Cimyg.90
Hormon Konsantrasyon
(uM) [ CimY]
% Gilin Gilin
Epi-Brassinosteroid 0.5 62.50 | [52.32]° 1.17* 1.97%
1 49.50 | [44.70]° 1.10° 1.42°%
1.5 51.50 | [45.92] 1.30° 2.45°
Melatonin 2 51.50 | [45.87]™ 1.10° 1.55%
4 51.50 | [45.901™ 1.07° 1.97%
6 61.00 |[51.40T"° 0.45° 1.57°
Serotonin 1 4750 | [43.57] 1.30° 2.10%
3 50.50 | [45.301™ 0.97° 1.90™
5 37.50 | [37.77] 1.25° 1.95
Methyl Jasmonate 0.5 57.00 | [49.10] 1.15° 1.77°
1 45.00 | [42.12]1" 1.20° 1.40°
1.5 38.50 | [38.32] 1.00° 1.60°
Kontrol %2 KNO; 49.00 | [44.45]° 0.92° 1.80"
LSD .05 [6.40 ] 0.39 0.49
Onemlilik * * o

KNO3+ Belirtilen oranda hormon konsantrasyonu.
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*# P<0.01 seviyesinde ¢ok 6nemli

£ Cim Y, Son ¢imlenme orant; [ Cim Y], Son ¢imlenme oraninin agisal transformasyonu;
Cimsg, ¢imlenen tohumlarin %50’nin ¢imlenmesi i¢in  gerekli giin sayisi; Cim10-90,
¢imlenen tohumlarin % 10 ¢imlenmeden % 90 ¢imlenmeye ulasabilmesi i¢in gerekli giin
sayisl.

Yapilan hormon uygulamalar1 sonucunda ¢izelge 4.2.1. in incelenmesinden de goriilecegi
gibi melatonin hormonunun olumlu bir etkide bulunmadigini gostermistir. Melatonin sentezi
karanlikta yiikselir, aydinlikta ise azalir. Bu 6zelliginin uzantisinda melatonin omurgalilarda
biyoritmi diizenlemek i¢in kullanilir ve kimyasal olusumlu karanlik habercisi olarak rol oynar

(Kayhan ve ark.2009)

4.2.3. Farkl Konsantrasyonlardaki Hormon Varhginda On Cimlendirme Islemine
Alnan Yonca Tohumlarmmn Yiiksek Sicakhkta (30°C)’de Cimlenen Tohumlarin
%50°nin Cimlenmesi I¢in Gegen Siire (Cims)

Yonca tohumlarma yiiksek sicaklikta (30°C) ¢imlenen tohumlarin %50°nin ¢imlenmesi
icin gecen siire ile ilgili varyans analiz sonuclar1 ¢izelge 4.2.3’de, priming artt hormon

uygulamalar1 ortalama degerleri ile ilgili LSD degerleri ¢izelge 4.2.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2.3. Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine
tabi tutulan yonca tohumlarinin 30°C’deki ¢imlenen tohumlarin %50’nin ¢imlenmesi igin

gecen siire (Cimsg)’ye ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Genel 15 0.17 2.28%*
Blok 3 0.09 1.19 OD
Uygulama 12 0.19 2.56 **
Hata 36 0.07

#% % OD; Sirastyla P<0.01 ¢ok nemli, P<0.05 seviyesinde 6nemli ve P<0.05 6nemli degil.

Cizelge 4.2.3’1in incelenmesinden de goriilecegi ilizere son ¢imlenme orani bakimindan
uygulamalar arasinda istatistiksel olarak P < 0.01 seviyesinde ¢ok 6nemli farkliliklarin oldugu

anlagilmaktadir.
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Yapilan istatistiki analizler sonucunda kontrol tohumlar1 ile karsilastirildiginda yapilan
hormon uygulamalarinin tamami ¢imlenen tohumlarin %50’ nin ¢imlenmesi i¢in gegen siireyi
onemli derece de kisalttigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2.2). En yavas ¢imlenme, 1 pM
serotonin ve 1.5 uM BRs hormonu uygulanan (Cimsy=1.30giin) tohumlardan elde edilirken,
kontrol tohumlarinda ¢imlenme hizi (Cimsy=0.92giin) olarak tespit edilmistir. En hizli tohum
¢imlenmesi (Gsp=0.45glin) ile 6 puM melatonin hormonu uygulanan tohumlardan elde
edilmistir. 6 uM melatonin uygulamasi ¢imlenme oranlarinda da 6énemli artiglar sagladig1 goz
Oniine alindiginda, melotonin’nin yiiksek sicaklik stres sartlarinin negatif etkisinin
giderilmesinde basar1 ile kullanilabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar ayni zamanda,
melatonin hormonunun yiiksek sicakligin neden oldugu enzim biyosentez mekanizmasi
lizerine olan olumsuz yoOndeki etkinin giderilmesine katki sagladigin1 gostermektedir.
Melatoninin ilave bir fonksiyonu da siddetli hasarlardan DNA’y1 korumak ve bunun yaninda
RNA polimeraz-1I'nin aktivitesini artirmak suretiyle transkripsiyonu uyarmak oldugunu ileri
stirmiislerdir (Yurdaydin ve ark. 1998). Bu ¢alisma sonuglar1 melatoninin yonca tohumlarinin
abiyotik stres sartlarinda ¢imlenme asamasinda ¢imlenmesi i¢in gecen siireyi kisaltmasi ile
birlikte DNA’nin stres sartlarinda hasar gormesini engelleyebilecegine isaret etmektedir.

Kullanilan hormon konsantrasyonlarinin ¢imlenme hizi iizerine olan genel etkileri
incelendiginde epi-brassinosteroid hormonunun genelde etkisiz oldugu, diger hormonlarin ise
kullanilan hormon konsantrasyonuna bagli olarak farkli etkilerinin oldugunu gostermistir

(Cizelge 4.2.2).

4.2.4. Farkh Konsantrasyonlardaki Hormon Varhginda On Cimlendirme Islemine
Alinan Yonca Tohumlarimn Yiiksek Sicakhkta (30°C) Cimlenen Tohumlarmn %10

Cimlenmeden %90 Cimlenmeye Ulasabilmesi I¢in Gerekli Giin Sayis1 (Cim;g.o9)

Yonca tohumlarmin %10 ¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye gecebilmek icin gerekli giin
sayisi ile ilgili varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.2.4°da, priming artt hormon konsantrasyonu

uygulamalarina ait ortalama degerler ile LSD degerleri ¢izelge 4.2.2°de verilmistir.
Cizelge 4.2.4’nin incelenmesinden goriilecegi iizere ¢imlenen tohumlarm %10

cimlenmeden %90 ¢imlenmeye gegebilmek igin gerekli giin sayist bakimindan uygulamalar

arasinda P < 0.01 seviyesinde istatistiksel olarak c¢ok 6nemli fark oldugu anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.2.4 Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi
tutulan yonca tohumlarmm 30°C’deki ¢imlenen tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90

cimlenmeye gecebilmek i¢in gerekli glin sayisi(Cimjo.90) 'na ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Genel 15 0.30 2.58%#*
Blok 3 0.12 1.07 OD
Uygulama 12 0.35 2.96 **
Hata 36 0.11

#* * OD; Sirastyla P<0.01 seviyesinde ¢ok 6nemli, P<0.05 eviyesinde énemli ve 6nemli ve

P<0.05 seviyesinde 6nemli degil.

Yiiksek sicaklik sartlarinda (30°C) ¢imlendirilen tohumlara ait analiz sonuglari, kontrol
tohumlar1 ile karsilastirildiginda, yapilan hormon uygulamalarinin ¢imlenen tohumlarin % 10
cimlenmeden % 90 ¢imlenmeye gecgebilmesi icin gegen siirelerde onemli kisalmalara neden
oldugunu gostermektedir. Kontrol tohumlarinda Cimjg99 1.80 giin olarak tespit edilirken
hormon uygulanan tohumlardan en homojen tohum ¢imlenmesi (Cimjg.9p=1.40giin) 1 uM
methyl jasmonate uygulanan tohumlardan elde edilmistir. Jasmonic asit ya da onun metil ester
formu olan methyl jasmonate, yonca tohumlarinin yiiksek sicaklik sartlarindaki ¢imlenme
homojenitelerini énemli oranda kisaltmalarina ragmen bu uygulamaya ait ¢imlenme orani
kontrol tohumlarindan da diisiik olarak % 45 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, methyl
jasmonate hormonunun, yiiksek sicaklik stres sartlarinda tohumlarin ¢imlenme oranlarinda
diistislere neden oldugunu ancak bu hormonun ¢imlenen tohumlarin daha homojen olarak
cimlenmesine katkida bulundugunu gostermektedir. Buna karsin % 10 ¢imlenmede % 90
cimlenmeye ulasabilmek icin gegen siire 1 uM serotonin uygulanan tohumlarda en yavas

(Cimjg.90=2.10 giin) olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.2.2).
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5. SONUC VE ONERILER

Yeni grup bitki hormonlarinin diisiik ve yiiksek sicaklik sartlarinda ¢imlendirilen yonca
tohumlarimin ¢imlenme parametreleri lizerine etkilerinin arastirildigi bu ¢alisma sonuglar1 ¢ok
onemli yeni bulgulara ulasilmasini saglamstir.

Farkli konsantrasyonlardaki hormon varliginda 6n ¢imlendirme islemine tabi tutulan
yonca tohumlarmin 4°C*deki ¢imlenme oranlari tizerine etkilerine ait varyans analiz sonuglari.
hormon uygulanmayan kontrol tohumlarinda ¢imlenme orani % 65.00 iken 0.5 uM epi-
brassinosteroid hormonu uygulanan tohumlarda % 81.00 olarak tespit edilmistir.

Sonuglar, artan BRs hormon konsantrasyonuna bagli olarak tohumlarin ¢imlenme
oranlarinda diisiisler meydana geldigini, en diisiik ¢cimlenme oraninin %54.50 ile 1 uM methyl
jasmonate hormonu uygulanan tohumlardan elde edildigini gostermistir. Bu sonuglar ileride
yapilacak ¢alismalarda BRs hormonun daha diisiik konsantrasyonlarinin denenmesi
gerektigini gdstermistir.

Yonca tohumlarina yapilan hormon uygulamalarinin tamami disiik sicaklik (4°C)
sartlarinda c¢imlendirilen yonca tohumlarinin ¢imlenme oranlarinda ¢ok Onemli artiglar
saglamistir. Sonuglar, BRs ve melatonin hormonlarinin diisiik sicaklik stresine karsi benzer
veya ayni sinyal iletim aglarini kullaniyor olabilecegini gostermistir.

Yapilan hormon uygulamalarinin tamami, diisiik sicaklik sartlarinda ¢imlendirilen
tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gegen siire bakimindan uygulamalar arasinda istatistiki
acidan (P<0.1182) 6énemli farkliliklarin olmadigini géstermistir.

Diistik sicaklik sartlarinda ¢imlenen tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye
ulasabilmeleri i¢in gerekli gilin sayisi kontrol tohumlarinda Gj.99=7.97 giin olurken, bu deger
3 uM serotonin uygulanan tohumlarda 6nemli derecede kisalarak Gjg.90=4.75 giin olarak
tespit edilmistir. Diger taraftan, diisiik sicaklik sartlarinda en yiiksek ¢imlenme oranini veren
0.5 uM BRs hormonuna ait ¢cimlenme homojenitesi Gj.90=6.80 giin olarak belirlenmistir.

Yonca tohumlarinin 30°C’deki ¢imlenme oranlarina ait varyans analiz sonuglari, priming
ortamina ilave edilecek hormon uygulamalarmin yonca tohumlarinin yiiksek sicakliktaki
¢imlenme oranlar1 ile ¢cimlenme hiz ve homojenitilerinin iyilesmeler sagladigini gostermistir.
Cimlenme orani kontrol tohumlarinda % 49 olarak tespit edilirken bu oran 0.5 pM BRs
uygulanan tohumlar ile 6 uM melatonin uygulanan tohumlarda siras1 ile % 62.50 ve % 61.0

olarak gerceklesmistir.
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Yiiksek sicaklik sartlarinda (30°C) en yavas ¢imlenme 1 uM serotonin ve 1.5 uM BRs
hormonu uygulanan (Cimso=1.30giin) tohumlardan elde edilirken en hizli tohum ¢imlenmesi
(Gs50=0.45giin) 6 uM melatonin hormonu uygulanan tohumlardan elde edilmistir.

Yiiksek sicaklik sartlarinda (30°C) ¢imlendirilen tohumlarda hormon uygulamalari,
¢imlenen tohumlarin % 10 ¢imlenmeden % 90 ¢imlenmeye gegebilmesi i¢in gegen siirelerde
onemli kisalmalara neden olmustur. Kontrol tohumlarinda bu siire Cimjg.99 1.80 giin olarak
tespit edilirken hormon uygulanan tohumlardan en homojen tohum c¢imlenmesi (Cimjy.
90=1.40giin) 1 uM methyl jasmonate uygulanan tohumlardan elde edilmistir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, priming ortamina ilave edilen yeni grup bitki
hormonlarinin yonca tohumlarimin ¢imlenme oranlart ile ¢imlenme hiz ve homojenitleri
lizerine etkilerinin ¢alismada kullanilan hormon tiiri ve konsantrasyonu ile kullanilan
cimlenme sicaklifina bagli olarak degisebilecegini, priming ortamina ilave edilen BRs
hormonunun en diisiik konsantrasyonunun (0.5 uM) ¢alismada kullanilan her iki sicaklik stres
sartlarinda da etkili oldugunu, baklagil tohumlarinda bu hormonun 6zel etkilerinin var
olabilecegini ve sicaklik stresinin giderilmesinde bu hormonun kullanilabilecegini
gostermistir.

Elde edilen bilimsel sonuglar ilgili alandaki bilim insanlarinin yapacaklari ¢alismalara 1g1k
tutmasi yaninda, O6zellikle tohumculuk sektoriinde tohum 6n uygulamalari yapan ticari

firmalar icin pratige aktarabilecekleri degerli bilgilerin elde edilmesine neden olmustur.
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