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OZET

Yiksek Lisans Tezi

SIGARA DUMANINA MARUZ BIRAKILMIS SALATALIK (Cucumis sativus L. ) FIDELERINDE
KOK YASARMA SIVISININ BUYUME HORMONLARI ILE ILGILI CESITLI BIYOLOJIK
TESTLERDEKI AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Songll CANAKCI

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Biyoloji Anabilim Dali

1994, Sayfa : 41

6 gunlik Cucumis sativus L. fideleri, 24 saat streyle sigara dumaniyla doyurulmus kapalt
sistemlere alinmis ve uygulama sonunda bitkilerde blyime parametreleri tesbit edilmigtir.
Ayrica sigara dumani uygulanmig ve uygulanmamig bitkiler dekapite edilerek, kok eksddatlari
toplanmistir. Daha sonra ¢bzgen ayngtirmasi ve kromatografik ayristirmayla, kék ekstdatindan
elde edilen cesitli fazlara karsi, cesitli spesifik biyolojik testlerin verdikleri cevaplar
arastinlmigtir.

Su fazinda, turp kotiledonu genisieme biyotesti ile sitokininler, etil asetat fazinda bugday
koleoptili dik buyume testi ile indol asetik asit (IAA) ve absisik asit (ABA) , marul hipokotili dik
blyame testi ile gibberellinler (GA,) tesbit edilmistir.

Deneyler sonunda, sigara dumanindan kaynaklanan stres faktérinin koék ve hipokotil
blyamesinde meydana getirdigi inhibisyona paralel olarak, kk eksidatindaki ABA dlzeyinde
bir artiga ve sitokinin dizeyinde bir azaliga yol actidi gbzienmigtir. Kok eksGdatinda IAA
aktivitesine rastlanmamigtir. Kékte sentezlenip eksiidasyon sivisiyla bitkinin Ust kisimlarina
taginan gibberellinler, tek Rf ‘te toplanamadigindan stres faktérintn gibberellin dizeyine etkisi

belilenememistir.

ANAHTAR KELIMELER : Sigara dumani, bitki bluylme maddeleri, fide blytGmesi, engellenme,
kék ekslidati, biyolojik test.
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SUMMARY

Master Thesis

AN INVESTIGATION ON THE ACTIVITY OF ROOT XYLEM EXUDATE OF CUCUMBER
(Cucumis sativus L. ) SEEDLINGS IN VARIOUS BIOASSAYS RELATED
TO PLANT GROWTH HORMONES

Songul CANAKCI

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biclogy
1994, Page : 41

6 days old Cucumis sativus L. seedlings were exposed to cigarette smoke in a closed
system for 24 hours and later growth parameters were determined, Subsequent to smoke
application, the seedlings were decapitated and root exudates obtained by collection was
seperated from treated and untreated seedlings were seperated in to various fractions by
solvent partitioning and chromatography. Using specific hormone bioassays, the activities of
these fractions were determined. The basic water phase was assayed with radish cotyledone
expansion method for cytokinins. The neutral-acidic ethyl acetat phase, on the other hand, was
assayed with wheat coleoptile straight growth method for auxins and ABA, and with lettuce
method for gibberellins.

Our results showed that the stress caused by cigarette smoke application gave rise to an
increase of ABA and to a decrease of cytokinin levels in root exudate along with growth
inhibition in the seedlings. The. gibberellin activity could not be determined in the exudate due
to the failure of the chromatography in the isolation of them in a certain Rf zone.

KEY WORDS: Cigarette smoke, plant growth substances, seedling growth, inhibition, root

exudate, bioassay.
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1. GIRIS

Cagimizda, ozellikle artan insan niifusu, plansiz kentlesme, hizh
endistrilegsme ve gittikce genisleyen trafik aginin bir neticesi olarak, cevre
kirliligi acilen ¢oziim bekleyen bir sorun halini almis bulunmaktadir.

Bir pargasi olduumuz dodgal cevrenin hava, su, toprak gibi unsurlarnnin,
toplumsal hayatin fiziksel, kimyasal ve biyolojik nitelikteki, yapay ortam
faktérleri ile dogal dengesinin bozulacak dizeyde kirlenmesi, cevre Kkirliligi
(pollisyon) olarak nitelendiriimektedir. Kirletici (pollutant) 'ler, bir noktada
lokalize olmayip, atmosferdeki meteorolojik olaylarin mimkan kildi§: ylksek
difiizyon kapasitesiyle, kisa siirede genis ekosistemleri etkileri altina
alabilmektedirler. Bu nedenle, g¢evre kirlilii evrensel bir sorundur.

Cogu zaman, farklh kaynaklardan direk atmosfere birakilan primer
kirleticilerden ziyade, bunlarin atmosferde gegirdikleri kimyasal tepkimelerden
dodan sekonder kirleticiler daha toksik karakteridirler. Omegin kakdrtdioksit
(SO,), 6nce atmosfer oksijeninin ve ultraviyole iginlarinin etkisiyle kakdrttrioksit
(SO;) 'e donhgerek, son asamada atmosferdeki su buhariyla birlegip, asit
yagmurlari halinde yeryGzine digsen H,SO, 'l olugturmaktadir.

Bitkiler Gizerinde, yogun etkilere sahip olan hava kirliligi, bu yéniyle pek ¢cok
calismaya konu olmustur. Bitkiler, hayvanlardaki adaptasyon yetenegini
diizenlenleyen icsel homeostatik mekanizmaya sahip olmadidindan, ortamsal
degdisikliklere daha hizli ve gbzle g6rilir bicimde cevap vermektedirler.
Kirleticilerin bitkiye esas girig yollari yaprak ve koklerdir. Klkart-dioksit (S02),
azot oksitleri (NOy), karbon moncoksit (C0), ozon (03) ve diger fotokimyasal sis
arinleri, amonyak (NH3), etilen, flortirler (F-), klor (Cl2), hidrojen saifar (H,S),
hidrojen klorir (HCl) ve egzos gazi bilegenleri bitkiye yaprakiar yoluyla
girmektedir. Kokler vasitasiyla, kirleticiler ancak suda ¢dzinmis olarak ve
sGspansiyonlar halinde, bitkiye girebiimektedirler. Bunlarin yanisira,
hidrokarbonlar, zehirli aerosoller, sigara dumani, volkanik ve radyoaktif artikiar
énemli kirleticilerdir.

Cevre Kirleticilerinin bitkiler izerindeki etki derecesi, kirletici ve tagiyici ortam,
konsantrasyon ve maruz birakma sdresi, bitkinin genetik yapisi ve ortamsal
etkilegimleri gibi degigkenlere baglidir. Besin zincirinin merkezi halkasini



olugturan ve aktif hareket edemeyen bu canli grubunun, kirleticilere adaptasyon
gbsterme amacina yonelik davranislari, ¢cevre kirleticilerinin bitkiler Gzerindeki
etkileri olarak tanimlanmaktadir.

Bitkiler Gzerindeki olumsuz etkileri uzun zamandan beri bilinen S05 ‘in
kaynadint  fosil yakitlarin  yakilmast olusturmaktadir. SQp, disglk
konsantrasyonlarda stomalarin ag¢timasini, ylksek konsantrasyonlarda
stomalarin kapanmasini tegvik etmektedir. Ayrica bu gazin yilksek
konsantrasyonlarda net fotosentez oranini 6nemli élciide azalttigi aciklanmigtir
(Lendzlan ve Unsworth, 1981).

S02 ve ozonlu heksen (ozonoidler), kuvvetli klorofil zehiridirler. Ozonlu
heksen ile 4 saat muamele edilmis bitkilerde % 4, 24 saat muamele edilmis
bitkilerde % 49 oraninda klorofil miktari azalmigtir (Todd ve Garber, 1958). S02
'e maruz kalmis bitkilerde, fide blyUmesinin 6énemli 6l¢lide engellendigi,
yapraklarin klorozis ve nekrozise ugradiji (Godzik ve ark., 1985), kok
biyimesinin gévde blylmesinden daha fazla etkilendigi (Jones ve Mansfield,
1982) rapor edilmigtir. Asit yagmurlari (H2S04), toprak ve sularin pH 'sini
dasilrerek canlilar Gzerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Bu tar
yagmurlarin, bitkilerde bliylimeyi engelledii ve stomalarin kapanmasina yol
actigi da bilinmektedir (Neufeld ve ark., 1985).

Atmosferdeki yliksek sicaklik veren yanmalar sonucu meydana gelen NO5 'in
ylksek konsantrasyonlarda toksik etki yaparak, yapraklarda nekrotik bélgelerin
olusumuna, defoliasyona (Naegele, 1974) ve kiorozise (Heck, 1964) yol actigi
belirtilmigtir. SO2 ile NO2 arasinda, zararh etki olusturma yénlnden sinergistik
bir etki bulundugu bildirilmistir (Godzik ve ark., 1985).

Nitrojen oksitler ve hidrokarbonlarin  atmosferdeki fotokimyasal
tepkimelerinden peroksiagil nitratlar (PAN) ve ozon (03) gibi fotokimyasal sis
drinleri olugsmaktadir. llk kez 1958 yilinda bu sis igerisinde bitkilere esas etki
eden unsurun ozon oldugu tespit edilmistir (Naegele, 1974). Bu gazin, mezofil
hiicrelerinde ézellikle palizat parankimasinin ultrastriktiriine olumsuz etkileri
vardir (Thomson ve ark., 1965). Mekanizmasi aydinlatiiamamis olmakla beraber
ozonun, bitkilerde sofuda ve kurakiia dayanikithg etkiledigi (Davison ve
Bailey, 1982) ve soya fasulyesinde su stresine adaptasyonu azalttigi (Winner ve
Atkinson, 1986) bildirilmigtir. Bu gaz ile muamele géren limon meyvelerinde,



muhtemelen kiimakterik nitelikte oldugu dustnilen bir solunum arttisi
gézlenmistir (Todd ve Garber, 1958).

Peroksiagil nitratlarin en tipik etkileri, mezofil tabakasinin ¢ékmesine ve
yapragin alt kisminin parlak bronz bir renk almasina yol agmalanidir.

Bitkiler ~ Uzerindeki en o&nemli hasarlan, farkli kirletici kaynaklardan
atmosfere birakilan dumanin bilesimindeki gazlar meydana getirmektedir.
Motorlu tagitlardan kaynaklanan egzos gazinin, bitkilerde klorozis, nekrozis ve
protein parcalanmasina yol actigi (Munzuroglu ve Baltepe, 1994), blyimenin
engellenmesine, stomalarin kapanmasina, klorofil miktarinin ve biyoktlesel
verimin azalmasina, epidermis, mezofil ve iletim dokularinin batinligianin
bozulmasina neden oldugu (Tlrkan, 1988) bildirilmistir. A§ir metaller (Cu, Hg,
Ni, Pb, Zn, vs.) 'in ylksek dozlarda stoma fonksiyonunda bozulmaya,
fotosentezin depresyonuna, solunumda dlizensizliklere ve blylimede azalmaya
sebep oldugu gdsterilmigtir (Larcher, 1980). Onemii bir fitohormon olan etilen
gazinin bitkilerde bllyimeyi engelledidi, yapraklarda klorozis ve nekrozise neden
oldugu bilinmektedir (Beevers, 1976). Etilen hem serbest, hem de badlhi ABA
miktarinda artiga yol agmaktadir (Hananya ve ark., 1976).

Kirleticilerin, primer etkilerinin bitki bayime regllatérieri Gzerinde meydana
geldigi ve bu faktérlerin 6zellikle bitki bliylime ve gelismesi Uzerindeki etkilerinin
hormonlarla iligkili oldugu disiniimektedir. Ornedin, siilfit (803)'2 ‘in deney
tipunde indolasetik asit (IAA)' in oksidasyonunu arttirdidi gésterilmigtir (Yang ve
Saleh, 1973).

Halka a¢ik kapali atmosferlerde, sigara dumani dnemli bir kirlilik faktéradar.
Sigara dumani caplan 0.1-1 nm arasinda degisen sivi-kati partiklllerden ve
gazlardan olusan toksik bir aerosoldir. Tatiniin bilegsimiyle, yanma (prolizis)
sonucu olusan sigara dumaninin bilegimi oldukga farkiidir. Yanma olayinin
ardindan, yaklasik 4000 cesit kimyasal madde olugmaktadir.

Yapilan analizler sonunda, tatiin dumaninda bulunan toksik ve kanserojen
maddelerin agagidaki yapitaglarimi icerdigi  bildirilmektedir (Munzuroglu,
Yayinlanmamisg);

Amonyak ve ucucu aminler; amonyak, etilamin, metilamin, dimetilamin,
pridin, prolidin, trimetilamin, hidrazin,...

Ucucu aldehit ve ketonlar; asetaldehit, aseton, akroleyn, formaldehit,
furfurol, karotenaldehit,...



Diger ugucu bilegikler; benzen, Grethan, vinil klorit, karbon monoksit, azot
oksitleri, hidrosiyanik asit,...

Cok cekirdekli aromatik bilegikler; fluoren, fluoranthen, karbakzol, kronen,
prilen, antrasen, antantren, benzo (b) fluoren, metilfluoranten,...

Alkoller; butanol - 1, butanol - 2, metanol, etanol, propanol - 1,...

Fenolik bilegikler ve kinonlar; katekol, guakol, fenol, etil fenol, 1 - naftol, 2 -
naftol, 4 - vinil aikol, 4 - vinil guakol,...

Karboksilik asitler; asetik asit, benzoik asit, formik asit, laktik asit, siksinik
asit, propiyonik asit, n - batirik asit,...

Laktonlar; kumarin, ¥- bitirik lakton,...

Aromatik aminler; anilin, toluidin, 2, 3 ve 4 etilalinin, 1 ve 2 naftilaminier...

Pridin- ve prolidinler; pridin, 3-vinil pridin, n-nitrosamin, 3-metilpridin, 2-
metilprazin,..

Iz elementler; aliminyum, antimoan, arsenik, bizmut, kadmiyum, kobalt,
bakir, kurgun, magnezyum, mangan, nikel, potasyum, selenyum, sodyum,
cinko,...

Katran ve nikotin.

Kisaca 6zetledigimiz bu yapitaglarinin g¢ogunlugu, farkh kaynaklardan
atmosfere birakilan kirlilik unsurlariyla ayni kimyasal karakterde olup, sekonder
tepkimelerle toksik yetenek kazanmaktadiriar (Heseltine ve ark., 1988).

Sigara dumanindan nikotin, nem ve karbon monoksit ¢iktiktan sonra, geri
kalan maddelerin timQ, dumanin katran fazi olarak tanimlanmaktadir. Katran
fazinda, cesitli aromatik nitrozaminler, aromatik aminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, hidrosiyanik asit, furfural akrolein, nitrik oksit, azotdioksit ve
fenolik bilesikler yer almaktadir. Kiicik molekallt ve lipolifilik bir madde olan
nikotin, cilt ve mukozalardan kolaylikla absorbe edilebilmektedir.

Képekler Gzerinde yapilan calismalarda, hayvanin géziine veya diline damlatilan
1-2 damla nikotinin 6ldirGici oldugu gézlenmigtir .

Tatin dumaninin, akciger kanseri olusturmak agisindan hava kirliliginden
daha etkili oldudu ve bu etkinin dumanin icerdigi katranla orantili oldugdu,
hayvanlar Gzerindeki deneylerle ortaya konmustur. Fare ve tavganlarin
derilerine sigara dumani uygulanmasi ile epitel timorlerin ortaya ciktig
belirtilmigtir. Aktif veya pasif igicilikle alinan titin dumaninda bulunan CO,
akciderlerde hemoglobine baglanma ydniinden, oksijenle rekabet ederek,



karboksihemoglobin (HbCO02) halinde, dokulara tasinmaktadir. Ayrica sigara
dumani i6kositlerin fazla miktarda proteolitik enzimler salgilamasina yol agarak,
akcider dokusunun elastikiyetini ortadan kaldirmaktadir.

Bu kirlilik faktdrinin bitkiler Gzerindeki etkilerinin arastinimasi, cok eski
tarihlere dayanmaktadir. Ancak bu konudaki bilimsel yayinlar olduk¢a sinirhidir.
Cunkii sigara dumani genel olarak atmosferik bir kirletici faktér degildir,
dolayisiyla dig ortamdaki bitkiler Gzerinde olumsuz bir etkisi s6z konusu olamaz.
Ancak son yillarda pasif igiciligin organizmalar Gzerindeki etkisi ayrintili olarak
ortaya koyulduktan sonra, ézellikle kapali mekanlardaki tim organizmalarda
oldugu gibi, bitkilerde de bu kirletici faktére karsi davranislar merak konusu
olmaya baglamistir. Sigara dumanin, geng fidelerde anormal geligsmelere yol
actigr bilinmektedir (Stiles, 1950). Sogan fidelerinin kék uclarinda, sigara
dumaninin mitotik anormallikler meydana getirdigi, hiicre duvarinin
sekillenmesini engelledigi bildiriimistir (Bhalla ve ark., 1976). Sigara dumani
katrani, bitkide k&k hiicrelerinde mikronukleusiar ve kromozom képrileri
olusturarak, bdlinme duzensizliklerine neden olmaktadir (Yakar-Olgun, 1959).
Ozérglch ve arkadaslart (1986), kolsisin ve sigara dumani uygulanmis geng
Vicia faba ve Pisum sativum kdklerinde, boy kisalmasina karsi, enine bir artig
tespit etmiglerdir. Ayrica koék hicrelerinde, DNA miktarinin arttigini  ve
sitoplazma vizkositesinin azaldigini saptamislardir. Bu c¢aligmada, hiicre
bélinmesini inhibisyona ugratan kolsisin ile kanserojenik etkenlige sahip sigara
dumaninin benzer ézellikteki farkliliklara yol agmasi oldukga ilgingtir.

Tohum ¢imlenmesinden baglayarak, bilylime ve gelismenin daha sonraki
evrelerinde sigara dumanin etkileri aragtirimig, bu faktérin tohum ¢imlenmesini
ve ondan sonraki morfogenetik gelismeyi 6nemli élctide geciktirdigi tespit
edilmisgtir. Sigara dumaninin bitkideki etkisini, ilk kez endogen hormon
seviyesinde ele alan bu fizyolojik calismada, sigara dumani uygulanmasi ile
cimlenmeleri engellenmis tohumlarda bazi hormoniarin diazeyinde énemli bir
degisiklik olmadidi gbézlenmigtir. Sonug¢ olarak, stres faktéri ortamdan
kaldirildiktan sonra, tohumlarin ¢inilenme aktivitelerinin normale déndigi ve
dokulann i¢sel hormonlara karsi tekrar duyarliik kazandi§i rapor edilmigtir
(Munzuroglu, Yayinlanmamisg).

Simdiye kadar genel kapsamda ele aldigimiz atmosferik kirleticiler ve  sigara
dumani, canlilarda strese yol acan faktérler kategorisine girmektedirier.



Biyolojik a¢idan, dilimize "zorlama” olarakta cevrilebilen stres terimi ilk kez
Levitt (1972) tarafindan, "gevre sartlaninin optimum disindaki degisimleri ile
bitkinin blylime ve gelismesinin ters ybénde zorlanmasidir " sgeklinde
tanimlanmigtir. Strese sokulmus bitkilerde, bitki bilylime maddelerinin dizeyi ve
karsilikh etkilesimleri, bugiin henliz tamamiyle aydinlatilamamistir. Ancak bu
etkilesimlerin stres fizyolojisinin temelini tegkil ettigi, diger bir deyimie stresin
sebep veya sonucu oldugu dasintimektedir.

Strese sokulmug bitkilerde bllylimenin geciktigi, hizli yaslanma gérilduga,
kéke oranla daha az ve kigik sirglin meydana geldigi, bitki banyesinde ve bazi
metabolik olaylarda ¢ok sayida degisikliklerin olugtugu bildirilmistir (Vaadia ve
ark.,1961). Bir cok aragtirmaci tarafindan, farkh stres faktérleri i¢in dogrulanmig
olan bu sonuclar, stres fizyolojisinde genel bir haberci molekil bulundugu
gorisini desteklemektedir.

Su stresine maruz kalmis titln bitkilerinde, stres baslangicindan 30 dakika
gibi kisa bir zaman sonunda sitokinin aktivitesinin yari yariya azaldi§
aciklanmigtir (Itai ve Vaadia, 1971).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde biyime hizi ve verimi azalmaktadir. Tuz
iyonlari, osmotik strese yol a¢malari yaninda, yiliksek konsantrasyonlarda
uygulanirsa, tohum ¢imlenmesi esnasinda embriyo Gzerinde spesifik olarak
toksik etki yaratmaktadirlar. NaCl 'n, mitoz bélinmeyi engellemek suretiyle,
bitkide genetik bozukluklara yol actgi belirtiimistir (Nieman, 1965). Benzer
etkiler sigara dumani icinde gézlenmistir (Ozérglci ve ark., 1986).

Kurakhk ve tuzlulugun yol actifi osmotik streslerde bitkinin i¢sel sitokinin
etkinliginin stres yogunlugu ile orantili olarak azaldi§i sonucuna varilmigtir.
Ancak stres kogullart ortadan kalktiginda sitokinin dizeyi tekrar normale
ulagsmaktadir (Itai ve Ben - Zioni, 19786).

Tahil bitkileri Gzerinde yapilan aragtirmalar, kdklere uygulanan ¢ok kiiclk bir
osmotik basincin (1bar) dahi belli metabolik olaylart ve bitki blyamesini
engelledigini géstermistir. Dolayisiyla, bu sonuglar kéklerin su teminindeki veya
su seviyesindeki ciddi bir azalmayla ilgili degildir (Meyer ve Gingrich, 1964).

RNA sentezini desteklemek suretiyle, protein metabolizmasini etkileyen
kinetin (Osborne, 1962) muamelesi ile hizli yaslanma (Mothes, 1964), solunum
ve amilolitk aktivitedeki degisimlerin (itai ve Ben-Zioni, 1973) normale
doénastaralebildigi rapor edilmistir.



Bitki kéklerinin su stresine tepkileri ile ABA arasindaki iligkiler agik degildir.
Bununla birlikte su potansiyelindeki bir azalma, osmotik su potansiyelindeki
degisim ister su azlifindan (Loveys ve Kriedemann, 1973), isterse tuzluluk gibi
osmotik ajanlardan kaynaklansin, bitkideki icsel ABA dlizeyinde gézle g&rilir bir
artisa yol agcmistir.

Mizrahi ve arkadaglan (1971), tGtin bitkisine, bir gliin siire ile nem ve tuz
uygulamas!t sonunda, ABA seviyesindeki ylkselmeye paralel olarak terlemede
bir azalma oldugunu rapor etmislerdir. Osmotik strese ugramis bitkilerde
sentezlenen ABA su kaybedilmesini engelleyici bir mekanizma olarak stomalarin
kapanmasina yol agmaktadir (Loveys ve Kriedemann, 1973).

Sofuda maruz kalmig bitkilerde, ABA'nin stoma hareketlerini regle ettigi ve
su agidinin kokin hidrolitik iletkenligindeki bir azalmadan kaynakianabilecegi
ileri strlimastar (Smit-Spinks ve ark,, 1984).

Optimumun distndaki sicaklik uygulamalariyla strese sokulmus bitkilerde yas
adiriikta azalma meydana geldigi (itai ve ark., 1973), bunun kuru madde
miktarindaki artis veya su icerigindeki azalistan kaynaklanmis olabilecegi ileri
strtimastar (Smit - Spinks ve ark., 1984).

ABA ‘in osmotik stres kosullarinda koklerde birikerek suyun girigsine karsi,
kékun direncini azaltti§) (Walton ve ark., 1976), kdk hiicrelerinde protoplastin
yoguniugunu arttirdidi, su hareketlerini etkileme mekanizmasinin temelinde iyon
hareketleri Gzerindeki etkilerinin yattigi (Cram ve Pitman, 1972) ileri strllmustar.
Strese karg! adaptasyon gésterilimesinde, fonksiyonel bir Sneme sahip olan ABA
in, iyon alinimini engelledigi bildirilmigtir (Shaner ve ark., 1975). Ancak bu
hormonun, alinan iyonlarin kokte taginimlarini  engelledigi (Cram ve Pitman,
1972), ya da hizlandirdidi (Karmoker ve Van Steueninck, 1978) seklinde,
celigkili sonuglar mevcuttur. Ornegin, optimumun Ustindeki sicaklia maruz
kalmis bitki koklerinde, ClI- iyonlarinin alimmi hizla azalmig, akig hizi ise
artmigtir. Bunun hormonal dengedeki degisimin sebep veya sonucu olan zar
batinlidindeki bozulmadan kaynaklanabilecedi ileri strGimustir (itai ve ark.,
1973).

Pamuk fidelerinde, donma &ncesinde disardan verilen ABA, 4°C 'de 5 gun
sUreyle hasarlanmayi énleyebilmigstir (Rikin, ve ark.,1979).Disardan benziladenin
(BA) uygulanan turp fidelerinde, dona karsi direncin arttigi ve bunun biylime



inhibitérleri ile toleransi arttinci maddelerin, artan  hareketlilijinden
kaynaklanabilecegi bildirilmigtir (Hale ve Orcutt, 1987).

Strese maruz kalmig bitkilerde, plastid olusumunda ve klorofil, karotenoid
sentezinde gériilen azalmanin ABA birikiminden (Duysen ve Freeman, 1976) ya
da sitokinin seviyesindeki azalmadan (ltai ve ark.,1973) kaynaklandi§i ileri
sUrGimistar.

Batan bu sonuglar, genelde stres olgusunun bitkideki hormonal denge ile ¢ok
yakindan iligkili oldugunu ve stres durumunda ABA 'in bir karsi koyma
mekanizmasinin temelini olusturdugunu, bu nedenle sentezinin arttigini ortaya
koymustur. Buna mukabil, bitkide sitokinin dlzeyi stresin beliriminden itibaren,
hemen hemen tiim stres tirlerinde Gnemli 6lciide azalmaktadir.

Bilindigi gibi bitkilerde, bilhassa ilkbaharda g&vdenin herhangi bir yerinin
kesiimesi ile agilan yaradan, bilesik kaplar kanununa aykiri sekilde sivi sizmasi,
ekslidasyon (yasarma) olarak tanimlanmaktadir. Ksilemdeki suyun Gst kisimlara
tasinmasinda transpirasyon akimina ek olarak, kék basinct da belli bir rol
oynamaktadir. Kokler vasitasiyla aktif bir sekilde, suda ¢déziinmis olarak alinan
tuz iyonlari, metabolik enerjinin yetersizligi sebebiyle Kaspari seridini
gecemeyerek, ksilem elemanlarinda birikmektedir. Kéklerle alinan su ve suda
¢ézinmis maddeleri yukariya dogru pompalayan, ksilemdeki bu tuz
yogunluguna kék ya da eksiidasyon basinci adi verilir. Transpirasyon akiminin
ortadan kalktig! dekapite edilmis bitkilerde, kék basincina bagh olarak ksilemde
yikselen ve kesik ylzeyden digariya akan siviya kdk yasarma sivisi veya
ekslidasyon sivist denir. K&k basinci, kloroform gibi anestezik ve siyanir gibi
toksik maddelerden etkilenen ve oksijen arttisina paralel olarak artan, aktif
metabolik bir olaydir. Ayrica, bu olayin kék civarina uygulanan cesitli stres
faktorlerinden (su, tuz, sicaklik, v.s.) de etkilendigi bilinmektedir.

Batlin bunlann yanisira, fizyolojide bitki kdk hicrelerinden  difflizyonla
rizosfere sivi salgilanmasi da, eksiidasyon olarak tanimianmaktadir. Ornedin,
bu tip bir caligmada yer fistiginin tohum ve kék eksidatlarinda, oksin, sitokinin
ve gibberellin benzeri bayuticl faktorlerin koklerden rizosfere difiizyonla
salgilandi§i ve bunlarin kokteki difer bilegenlerle kombinasyonlar halinde
bulunabildigi bildirilmistir (Reddy ve ark., 1989; Gogala, 1989). Ayrica bu
bayatact faktdrlerin filizZlenen tohumlara ve kdklere yakin bélgelerde (rizosfer)
bitki patojenlerinin aktivitelerini etkiledigi agiklanmisgtir (Reddy ve ark., 1988).



Ancak, bizim caligmamizin konusunu, ilk tanimdaki eksiidasyon  sivisi
olusturmaktadir. Kanimizca literatiirde bu konuda yanlig anlamalara mani olmak
icin, ksilem sivisina kék ekslidati, kékten rizosfere verilen siviya ise kok
diffizati denilmesi daha uygun olacaktir. Bitki bllyGme maddelerinin yaninda,
kdk basing sivisinda nitrat, aminoasitler, amidler ve treid tlriinden bilesiklerin
mevcut oldugu bilinmektedir (Winkler ve ark., 1988; Pate, 1989).

Bitkilerde, kék ekstdatinda endogen hormon seviyesinde yapilan ¢aligmalar
oldukca fazladir. Bu calismalarin billylk c¢ogunlugu, ABA ve sitokininler
Gzerinedir. Koparilmis yapraklarda yaslanma, yaprak sapinda yeni kdklerin
sekillenmesi ile 6nlenmektedir (Osborne ve McCalla, 1961). Bu durum kdklerden
kaynaklanan belli faktorlerin yapraktaki protein pargalanmasini regile ettigini
actkca gdstermektedir. Iste bu gdzlemlere dayanilarak yapilan galismalar
sonucunda sitokininlerin, kékte bulunduklari ve orada sentezlenip ksilem sivisi
ile strglnlere tasindiklari anlasiimistir. Bunu dogrulayan ¢ok sayida literatir
mevcuttur (Wareing ve ark., 1977; Feldman, 1979; Wagner ve Beck, 1993).

Ekstidasyon sivisinda IAA bulundugunu belirten bir rapora literatiirde
rastlanmamistir. Sekerler, iyonlar ve diger bazi ¢bziinenlerin  aksine, 1AA
genellikle floem kalburlu borulari veya ksilem iginde taginmayip, vaskular
dokularla temas halindeki parankima hicreleri araciligi ile taginmaktadir
(Jacobs, 1979; Aloni, 1987 a,b).

1950 'li yillarda, cesitli bitkisel ekstraktlarin kromatogramlarinda buylmeyi
engelleyici bir bélge gézlenmistir. Bagta ABA olmak Uzere ¢esitli engelleyicilerin
bulundugu bu boéigeye, P - inhibitdr adi verilmistir. Biran ve Halevy (1973),
Dahlia celiklerinin koklenmesinde blyUme regilatérierinin etkisini incelerken,
kék eksldatinda koklerden kaynaklanan ve slrgline dogru taginan f3-
inhibitérlerinin varligini, ortaya koymuslardir.

Gibberellinlerin kékte sentezlenip sirglnlere tasindigi bilinmektedir (Salisbury
ve Ross, 1985; Scott, 1972). Uzun slire duslk sicaklia maruz birakilan misir
koklerinde, gibberelin (GAy) Gretim ve tasgimminin Gnemli dlglde azaldid
gbzienmistir (Atkin ve arkd., 1973).

Itai ve Ben - Zioni (1976), kurakiik stresine bagli olarak fasulye bitkilerinin kok
eksudatlarinda, ABA diizeyinin artt§ini ve bunun sitokinin etkenligini
engelledigini belirtmiglerdir.
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Su stresine maruz birakilmig Helianthus annuus bitkilerinin kék ekstdatlarinin
kromatografik saflagtiriimasiyla kinetin benzeri aktivite aragtirilarak sitokininlerin
kok faktorleri oldugu, strese bagh olarak akftivitelerinin azaldi§i ve sulamadan
belli bir sire (48 saat) sonra, normale déndigl rapor edilmistir (Itai ve Vaadia,
1965).

Itai (1967) tuz stresinin, fasulye ve aygicegi bitkilerinin kék eksldatlarinda
sitokinin etkinligini azaltiim ve stresin kalkmasiyla bu etkinlifin yeniden
arthigini aciklamislardir. Yine iki glin slireyle tuz stresine maruz birakilan Zea
mays bitkilerinde, ksilem ekslidatinda sitokinin seviyesinin azaldigi ve bu
azalmanin molekiler seviyedeki sitokinin sentezi ile ilgili olabilece§i rapor
edilmigtir (Cetingll ve Baltepe, 1982). K&k sistemine 2 dakika siireyle 47 ©C
sicakitk uygulanan fasulye ve titin bitkilerinden alinan ksilem eksiidatlarinda,
sitokinin aktivitesinin azaldig: ve ABA seviyesinin arttigi, hormon seviyelerindeki
degisimlerin optimumun Gzerindeki sicaklik artisina paralel oldugu belirtiimistir
(Itai ve ark., 1973).

Disuk sicakh@a tolerans kazandirmak amaciyla yapilan ¢alismalarda soguga
alistinimamig olan bitkilerin kdk eksidatlarindaki ABA seviyesi aligtinimis
olanlara kiyasla dnemli dlclide ylksek bulunmustur (Smit - Spinks, ve ark.,
1984).

Dekapite edilmig bitkilerde ve kesilmis kéklerde ABA '‘in ksilemdeki akisi
arttirarak ekslidasyonu hizlandirdigi ileri sUrGimigtir (Collins ve Kerrigan,
1974).

Kisa gin sartlanina maruz kalmig Xanthium strumarium ‘dan alinan ksilem
ekslidatinda sitokinin aktivitesinin azaldi§i ve bunun yapraklarda azalan klorofil
icerigi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Van Staden ve Wareing, 1972).

Sitokininler, koklerde sentezlenerek gévdeye tasindigindan, bunlarin ksilem
sivisindaki yogunlugu, hem protein sentezini, hem de gbvde biiylimesini
diizenleyici bir faktor olarak diistintiimektedir (Kende, 1964)

Kulaeva (1962) tarafindan, tatln yaprak diskleri (izerine ham kok eksidat!
uygulanarak, eksidatin klorofil azalmasini geciktirme kapasitesi test edilmis ve
gecikmenin oldugu bildirilmistir.

Ayrica 8 haftallk Helianthus annuus bitkilerinden toplanan ksilem
eksldatlarinda kromatografik saflastirmayla yapilan bir caligmada, arpa yaprak
disklerinde klorofil parcalanmasinin bayik olcide geciktigi ve cesitli besleyici
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faktorler (gekerler, inorganik azot bilesikleri; amonyum nitrat, potasyum nitrat,
amonyum siifat ve organik azot bilegikleri; amino asit, kazein hidrolaz) ile
tekrarlanan caligmalarda bu tip bir etkinin gézlenmedigi acgiklanmistir (Kende,
1964). Bu sonuglar, kokten siirgline tasinan, yapraklarin metabolizmasini
ayarlayici rol oynayan, bugiin klorofil parcalanmasini yavaslathigr ve sentezini
arttirdigt bilinen (Baltepe, 1986) sitokininlerin kék eksldatinda mevcut oldugunu
desteklemektedir. Kbk eksldatiyla soya fasulyesi kallusunun doku kltliriinde
yapilan benzer galigmalar hiicre bélinmesinin arttigini géstermis ve bu testin
kinetin benzeri maddelerin tespiti icin spesifik bir biyotest olabilecedini ortaya
koymustur (Kende, 1964).

Fizyolojik kuraklia maruz kalmis domates bitkilerinin ksilem 6z suyunda ve
strglnlerinde gibberellin seviyesi azalmistir (Reid ve Crozier, 1971). Yine ayni
stres faktérine maruz kalmig domates bitkilerinin kék uclarinda sentezlenen
gibberellin etkinliginin, kék eksidatinda normalden disiik oldugu bildirilmistir
(Hale ve Orcutt, 1987).

Ozetlersek, stres olgusu hangi faktérden kaynaklanirsa kaynaklansin,
genelde kok eksudatinda ABA diizeyinde bir artis ve sitokinin dlzeyinde ise
belirgin bir azalisa yol acmaktadir. ABA diizeyindeki artig, bitkinin stres
faktérune kargi koyma mekanizmasi olarak da kabul edilmektedir. Yapilan
caligmalar, bu sivida IAA bulunmadidini ortaya koydugu icin, stres durumunda
bu hormonun eksldatta degisimini incelemek mimkiin olamamigtir. Kok
ucundan ekslidasyon sivisi ile Ust kisimlara tasindigi bilinen gibberellinler
konusu ise aciklia kavusturuimus degildir. Iste yapti§imiz bu caligmada, ¢ok
degisik faktérlerin bir bileskesi olan sigara dumaninin, toprak Gstd kisimlarda
meydana getirdigi blylme inhibisyonuna paralel olarak, bitkide endogen hormon
dizeyinde vyaratti§i degisiklikierin cesitli spesifik biyotestler yardimiyla koék
eksidatinda test edilmesi amacglanmigtir. Literatlr taramalarimiz esnasinda
sigara dumaninin yol achi§i strese bagh olarak, bu tip bir caligmaya
rastamadigimizdan, bu calismanin ik defa tarafimizdan yapildigin
sOyleyebiliriz. Ancak bu konuda yapilacak degisik ¢aligmalar konunun iyice
aydinlatiimasi bakimindan faydali olacaktir. Bu ve buna benzer caligmalarin,
biyosferdeki canlihgin temelini tegkil eden bitkilerin, kirleticilere karsi davranig
mekanizmalarinin aydiniatilmasina isik tutacagina inanmaktayiz.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyalin Temini

Aragtirmalarimizda bitkisel materyal olarak, dikotil bir bitki olan salatalik
(Cucumis sativus cv. Beit alpha) tohumlan ve biyolojik testler igin marul (Lactuca
sativa cv. Yedikule) tohumlari, turp (Raphanus sativus L.) tohumlarn ile bu§day
(Triticum aestivum cv. Cumhuriyet) tohumlan kullaniimistir. Salatalik ve marul
tohumlari Bahge Tohumlari Anonim Sirketi (Istanbul) 'nden, turp tohumlari
Istanbul Tohum magazasindan, bugday tohumlari Tarim ve Orman Bakanhgi
Glneydogu Anadolu Tarnimsal Arastirma Enstitist (Diyarbakir) 'nden temin
edilmigstir.

Deneylerde kullanilan indol - 3 - asetik asit (IAA) Merck, gibberellik asit (GA3)
Cambrian Chemicals, absisik asit (ABA) Fluka AG ve kinetin SIGMA
firmalarindan temin edilmigtir.

Batin deneylerde, doz olarak bir adedinin tutin agirhg 0.9 gram olarak
belirlenen, filtresiz bitlis sigaralan kullaniimigtir. Deney materyali olan salatalik
bitkileri 20 ger litrelik seffaf pet bidonlarin olusturdugu kapal sistemlere alinmis
ve Sekil 2.2.1.1 'deki vakum pompasi kullanilarak sigara dumani veriimistir.

2.2. Metod

2.2.1. Fidelerin yetigtiriimesi ve ekslidatin toplanmasi

Deney materyali olan hepsi saghkli ve es blyuklukteki salatalik
tohumlarindan 16-17 gram 250 ml. 'lik bir behere konularak, Gzerine 100 mi
musluk suyu ilave edilmigtir. Daha sonra, beher 23-24 ©C 'lik karanlik ortama
kaldirilarak 5 saat bekletilmigtir. Bu sirenin sonunda sisme ortamindan ¢ikarilan
tohumlar 11cm.'lik petrilerde bulunan ve 10 ‘ar ml musluk suyu ile 1slatiimig olan
cift katl filtre kagitlarinin Gzerine, her petriye 50 'ser adet tohum gelecek sekilde
ekim yapilmis (Sekil 2.2.1.2) ve petriler 23-24 ©C 'lik etlive kaldiniimigtir. Etlve



kaldirildiktan yaklasik 19 saat sonra, karanlikta cimlenmis tohumlardan radikula
uzunludu 2-2.5 mm civarina gelenler segilerek alinmis ve 250 ml. 'lik beherlerde
bulunan her biri 100 ml toprak gézeltisiyle islatiimis filtre kagitlarinin kivrimlari

Sekil 2.2.1.1 : Bitkilerin yerlestirildikleri kapali sistem (PET bidon ) ve bu kapali sisteme sigara

dumani vermek igin kullanilan vakum pompasi.



Sekil 2.2.1.2 : Islatma periyodunu tamamlamis salatalik tohumlannin petrilere aktarildiktan

sonraki géruntmleri

arasina vertikal bicimde (Sekil 2.2.1.3), transplante edilmiglerdir. Toprak
cozeltisini elde etmek igin 100 gr toprak 400 ml musluk suyu ile iyice
karistirildiktan sonra gOkelmesi beklenmis ve ustte kalan slspansiyon
kullaniimistir. Musluk suyu yerine bu stispansiyonun kullaniimasinin sebebi, kék
basincinin dolayisiyla ekstdatin olugmast icin ortamda mineral maddelerin
bulunmasinin gerekli olusudur. Beherler 23-24 oC 'lik karanlik etiive kaldirlarak,
2 gin sireyle bekletiimiglerdir. Daha sonra, 23-25 ©C 'deki laboratuvar
sartlarinda, normal fotoperiyot altinda 72 saat gelismeye birakilmiglardir.
Béylece 6 ginliik olan salatalik bitkileri homojenliklerine gére, her beherde 30
‘ar bitki kalacak sekilde seyreltilmis ve 210 ‘ar bitki iceren iki gruba ayrilmistir.



Sekil 2.2.1.3 : Salatalik tohumlarinin  beherlerdeki islak filtre kaditlarinin arasina vertikal

olarak transplante edilisi.

Bundan sonra, gruplar 20 'ser It hacmindeki iki farkli pet bidona alinarak, bir
gruba vakum pompasiyla emilmek suretiyle 1 sigara dumani verilmis ve her iki
bidonun kapaklar kapatilarak, tekrar yukarida belirtilen laboratuvar sartlarina
alinmigtir. Yaklasik 24 saat sonra pet bidonlardan ¢ikarilan bitkiler, kdék
bogazinin 2 cm yukarisindan kesilmislerdir. Kék ve hipokotil boyu élgtimleri icin
ayrilan 10 'ar adet deney ve kontrol bitkisinde, 24 saatlik uygulamadan sonra
Slgtimler yapilarak sigara dumaninin inhibitif etkisi belirlenmistir. Dekapite
edilmis, sigara dumani uygulanmis ve uygulanmamis bitkiler, eksidat toplamak
amaci ile tekrar pet bidonlara yerlestirilmis ve 30-45 dakika sonra, ekstdat
vermeye baslamiglardir. Bitkilerden 3 gln sureyle ve her iki grup icinde belli
araliklarla toplanan (Sekil 2.2.1.4) kék ekstidasyon sivisinda, stres faktéranin
toprak st kisimlarda meydana getirdigi buyime inhibisyonuna paralel olarak
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sitokinin, absisik asit (ABA), indolasetik asit (IAA) ve gibberellin (GAy) icerikleri
spesifik biyotestlerle belirlenmigtir.

Sekil 2.2.1.4 : Dekapite edilmig, sigara dumani uygulanmig (deney) ve uygulanmamig (kontrol)
salatalik fidelerinden eksidasyon sivisinin toplanmasinda kullanilan yéntem.

Ayrica sigara dumani uygulanmis ve uygulanmamis salatalik bitkilerinin 3 'er
adedinin kotiledon yapraklarinda, toplam klorofil miktari hesaplanmistir. Bu
amagla, her iki gruba ait kopariimig yapraklar, adsorbe olmus sular: filtre kagidi
ile alinarak, ayri ayn tartilmiglardir. Bu yapraklar 3 'er ml % 80 'lik aseton
ilavesinden sonra ezilerek, klorofil ekstreleri sGzllmustir. Klorofil ekstrelerinin
hacimleri asetonla 7 'ser ml. 'ye tamamlanmig ve 2500 gravitede 3 dakika
sireyle santrifilj edilerek, Coleman Junior 1l 6/20 marka spektrofotometre ile 652
nm 'de absorbanslari okunmusgtur. Dokunun grami bagina miligram olarak
klorofil miktari agagidaki formile gére hesaplanmistir ( Ross, 1974).

Absorbans Degeri x Cozeltinin hacmi ( 7 ml )
Toplam klorofil (mg /gr) =

36 x 1 x Kotiledonun Doku Agirig ( gr)
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2.2.2. Kok ekstdatinin etil asetat ile ayrigtirilmasi ve kromatografik ydntemle
saflagtiriimasi

Deney ve kontrol grubundaki bitkilerden toplanan kék eksiidatlarinin
hacimieri ayri ayn saf suyla 20 ml. 'ye tamamlanmigtir. Daha sonra seyreltik HCI
ile pH "1 2.5 'e ayarlanmigtir. Bundan sonra, su fazlari 20 'ser ml etil asetat ile
4x1 defa calkalanarak asidik ve nétr maddelerin etil asetat fazina gegmesi,
sitokinin gibi bazik maddelerin su fazinda kalmas! (Baltepe, 1974) sadlanmistr.
Ayirma igleminden sonra, su fazinin pH 'I seyreltik NaOH ile 7 'ye ayarlanmis
ve 60°C 'de rotavapor (déner buharlagtiricida)’da digik basing altinda 5 mi
kalacak gekilde buharlagtirimig ve saf suyla hacim 10 ml.'ye tamamianmistir.
Yukardaki iglemlerden gecirilen su fazi, daha sonra Letham (1971) 'a gére,
sitokinin biyotestine tabi tutulmustur.

Asidik ve nétr maddeleri igeren etil asetat fazi ise, 35°C 'de rotavaporda
disik basing altinda kuruluga kadar ugurulmustur, Daha sonra buharlagtirma
balonu 2 ml metanol ile yikanarak kiglik bir cam siseye alinmistir. Bu 2 ml
metanol ¢ézeltisinin 1 ml. 'si, metanolde hazirlanan |AA ve ABA markerleriyle
birlikte Whatman Nr 1 kromatoegrafi kagidina uygulanmistir. Metanol ¢ézeltisi
¢izgi halinde, markerler ise nokta geklinde uygulanmig ve izopropanol :
amonyak : saf su (120 : 15 : 15) (Nitsch ve Nitsch, 1955) karigimindan olusan
solventte ¢ikici kromatografi ile aynistinimigtir. Ayr|§t|rma islemi c¢dzgenin
uygulama noktasindan itibaren 17-18 cm ylkseklige ulagincaya kadar
slrdUrdimagtar. Daha sonra markerlerin Rf ‘leri KMnO4 ile belirlenmis ve
uygulama noktasi ile solventin yilikselme sinin arasindaki kissm 10 esit
parcaya bdlinerek, deney ve kontrol kdk ekslidatlarinin Rf 'lerinin tekabil ettigi
kromatogram pargalari kiigiik cam giselere alinmig ve {zerlerine 5 'er ml saf su
ilave edilerek +4°C' de karanlikta 24 saat sireyle eluasyona birakiimiglardir.
Bu siirenin sonunda Nitsch ve Nitsch (1956) ‘in koleoptil dik bliyime testinin
tarafimizdan modifiye edilmis sekliyle biyolojik teste tabi tutulmuslardir.

Sigara dumanit uygulanmis ve uygulanmamis fidelerden toplanan kdk
eksidatlarinin asidik ve nétr fazini iceren 1 ml. 'lik metanol ¢cozeltisi ise, 0,5
mm kalinhiginda Hfzg4 silica-gel ile kaph 20x20 boyutlarinda cam plaga
uygulanmigtir. Marker olarak metanolde hazidanmig GA3z uygulanmigtir.
Metanol cozeltisinin ve markerin uygulanist bir énceki deneyde oldugu gibi
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yapilmistir. Daha sonra cam plak izopropanol : amonyak : saf su (120 : 15 : 15)
karisimini iceren ince tabaka tankina konulmus ve uyguiama noktasindan 10
cm yukseklige ulagincaya kadar aynistirma islemi strdtrtiimustir. Markerlerin
Rfleri, yine KMnOy ile belirlenmistir. Kromatografi islemi sonunda marker olarak
GA3 uygulanan plakta, uygulama noktasi ile solventin ylkselme sinin
arasindaki mesafe 10 esit parcaya bélinerek, her Rf 'e tekabll eden silica-gel
kisimlari kazinmig ve deney tiplerine alinmiglardir. Her Rf 'e ait silica-gel
kazintist 10 ml metanol ilave edilerek +4°C ve karanlikta 6 saat sireyle
eluasyona birakiimiglardir. Bu slre sonunda her Rf ‘e ait silica-gel kazintilarinin
ekstraktlari sGziilmastir. Deney tlplerindeki ¢okeltiler 2x5 ‘er ml metanol ile
calkalanarak, yeniden stzilmis ve filtre kadidi Gzerinde kalan cokelti 1 mi
metanol ile yikanmistir. Daha sonra her Rf 'e tekabil eden stiziintller toplami,
icerisinde tek kath filtre kadidi bulunan 7 cm. 'lik petrilere dékilerek geker
ocakta kuruluga kadar buhariastiriimigtir. Bundan sonra, her petriye 3 'er ml
saf su ilave edilmig ve +4°C karanlik ortamda 24 saat siireyle eluasyona
birakiimiglardir. Bu strenin sonunda, Frakland ve Wareing (1960) 'in modifiye
edilmis (Munzuroglu, Yayinlanmamis) marul hipokotili bliyime biyotestine tabi
tutulmuslardir.

2.2.3. Biyolojik testler

2.2.3.1. Sitokininlerin biyolojik test ile belirlenmesi

Bitkilerden toplanan koék eksiidati, etil asetat ayristirmasi ile asidik ve nétr
maddelerden arindiniimis ve 5 ml'ye yoguniastirilarak, hacmi saf suyla 10 mi
'vye tamamlanmistir. Daha sonra bu fazin iginde bulunan sitokinin grubu
maddelerin belirlenmesi icin, Letham (1971) in modifiye edilmis (Munzuroglu,
Yayinianmamig) biyotesti, asagidaki sekliyle uygulanmigtir.

Turp (Raphanus sativus L.) tohumlari 4 saat sireyle islatildiktan sonra
islak pamuk (izerine ekilmis ve 24°C karanhkta 92 saat cimlenmeye
birakilmiglardir. Bu slire sonurnda gelisen fideler arasinda homojenliklerine gére
seleksiyon yaplimis ve 4-4,5 cm boyunda olanlar alinarak, kiglk kotiledon
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yapraklar kesilmigtir. 11 cm. 'lik petriler icine ¢ift katli ve esit agirlikta filtre
kagitlari yerlestirildikten sonra yogulastiriimis ve hacmi saf suyla 10 ml. ‘ye
tamamianmig su fazlan alinarak, bu petriler icine dékilmuslerdir. Ayrica,
kalibrasyon icin saf suda hazidanmis degisik konsantrasyonlardaki kinetin
cozeltileri yine ayni sekilde petriler icindeki filtre kaditlarinin Gzerine dékulerek
test sistemleri hazirlanmigtir. Bundan sonra her petriye teker teker tartiimak
suretiyle 10 ‘ar kotiledon adaksial ylzeyleri filtre kadidindaki c¢ézelti ile temas
edecek sekilde yerlestiriimislerdir. Kotiledonlar belli bir plan dahilinde petrilere
yerlestirilerek, hangi kotiledonun nereye konuldugu kolayca belirlenebiimistir.
Daha sonra petrilerin kapaklari kapatiimig ve 23 - 24 ©C 'lik ortamda 500 lux i1gik
siddetinde devaml floresans isid1 altinda 60 saat slreyle bekletiimiglerdir. Bu
siirenin sonunda kotiledonlar teker teker tartilarak her birindeki agirfik artig!
saptanmistir.

Bu serideki deneyler 4 defa tekrarlanmis ve benzer sonuclar elde edilmistir.
Bir deneyin sonucu drnek olarak verilmistir.

2.2.3.2. |AA ve ABA igin bugday koleoptili dik bityime testi

Bugday (Triticum aestivum cv. Cumhuriyet) tohumlari S saat siireyle
islatildiktan sonra beherler icindeki islak filtre kaditlarinin  kivrimlar arasina
vertikal olarak ekilmiglerdir. Daha sonra bu beherler 24-25 ©C karanlik ortama
kaldirilarak 67 saat sireyle bekletiimiglerdir. Bu siire sonunda 3-3.5 cm boya
erigen koleoptiller alinarak ugtan 3 mm. ‘lik kismun altinda kalan 5 mm. ‘lik
kisimlari yesil 1sik altinda kesilmis ve endogen hormonlarindan arindirmak
amaciyla saf suda 1/2 saat bekletiimiglerdir. Bundan sonra her Rf ‘e tekabul
eden kromatogram eluatlaninin  bulundugu &zel tuplere bu koleoptil
parcaciklarindan 8 'er adet birakiimis ve 26 ©C karanlik ortamda 20 saat
streyle bekletiimislerdir. Bu slre sonunda koleoptil parcalarinin  boylan
milimetrik cetvelle oOlclimis ve bu sekilde her Rf 'in baylime aktivitesi ayn ayn
belirlenmistir.

Kalibrasyonlar icin simdiye kadar bilinenlerden daha degisik olan ve ilk kez
Munzuroglu (Yayinlanmamisg) tarafindan kullanilan bir yéntem uygulanmistir.
[AA ve ABA 'den belli konsantrasyonlarda kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlamak
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yerine, bir Rf 'in tekabll ettidi kromatogram parcasi  baydkligindeki
kromatografi parcaciklarina degisik konsantrasyonlarda IAA ve ABA igeren
metanol ¢ozeltileri 1 'er ml olarak uygulanmistir. Bu sekilde her pargacida
uygulanan hormon miktari Mgr olarak kaydedilmisti. Daha sonra bu kagit
parcaciklarn Rf 'lere tekabll eden kromatogram parcalariyla ayni eluasyon
ve biyolojik test islemine tabi tutulmuslardir. Bdylece kromatogram eluatlari ile
kalibrasyon ¢dzeltilerindeki blylime maddelerinin ortamda aynt oranlarda
¢éztnmeleri saglanmistir.

2.2.3.3. Gibberellinler i¢cin marul hipokotili blylime testi

Marul (Lactuca sativa cv. Yedikule ) tohumlar 3 saat slreyle isik altinda
islatiidiktan sonra petrilerdeki ¢ift kathi 1slak filtre kagitian Gzerine ekilmis ve
23-24 °C karanlik ortama kaldirilmiglardir. Islatmanin baglangicindan toplam 36
saat sonra petriler alinarak homojen ¢imlenme yéninden seleksiyon yapilimis
ve kok uzunlukiari 3-4 mm arasinda olanlar segilerek ince tabaka eluatlarinin
bulundugu petrilere 10 'ar adet gelecek sekilde, transplante edilmislerdir. Daha
sonra her Rf 'e tekablil eden petriler ve ayrica kalibrasyon amaciyla hazirlanmis
GA3 konsantrasyonlar eluatlarinin bulundugu petriler 23-24 ©C 'de ve 4000
lux gtk siddetinde devamli floresans 151§t altinda 60 saat slreyle
bekletilmiglerdir. Bu slre sonunda bir milimetrik cetvel yardimiyla hipokotiller
Slctimustar. Bdylece her Rf 'e ve kalibrasyonlara tekabil eden biyolojik aktivite
belirlenmistir. Bir nceki deneyde oldugu gibi kalibrasyonlar hazirlanirken klasik
yéntem kullaniimamistir. Kalibrasyon amaciyla degisik konsantrasyonlarda GA3
iceren metanol ¢ozeltileri, icinde tek kath filtre kagidi bulunan 7cm. ‘lik
petrilerin her birine 10 'ar ml gelecek sekilde uygulanmig ve kurutulmuslardir.
Bu sekilde her petrideki filtre kagidina uygulanan hormon miktar ¥gr olarak
kaydedilmistir. Daha sonra her petriye 3 'er ml saf su ilave edilmis ve diger Rf
lerde oldugu gibi eluasyona birakiimiglardir (Munzuroglu, Yayinlanmamis ).

Ince tabaka ve kadit kromatogramlarinin Rf 'lerinin biyolojik aktiviteleri
saptandiktan sonra sonuglar histogramlar halinde verilmigtir. Her histogram
Tukey (1953) 'e gbére istatistiki analize tabi tutulmustur. Histogramlarda
(PP ) biciminde gésterilen cizgilerin disinda kalan taranmig bélgeler %35
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diuzeyinde istatistiki bakimindan onemli farkliliklari belirlemektedir. Ayrica
aktivite goérilen boélgelerde ortalamanin standart hatast (SEg) ‘den
hesaplanmistir. Kagit ve ince tabaka kromatografileri 3 seri halinde yapiimigtir.
Benzer sonuglar gdsteren bu serilerden birisi esas alinmistir.

Kromatografi sonunda, ekstraktaki gibberellinlerin belli bir Rf zonunda
toplanamamasi sebebiyle bu biyotest, dogrudan dogruya ham eksiidatta
tekrarlanmigtir. Sigara dumant uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerden
toplanan eksldatlarin hacimleri, her hangi bir ¢bzgen aynstirmasi ve
kromatografik ayristirma yapilmaksizin, rotavaporda 7.5 ml. 'ye kondanse
edilmigti. Daha sonra bunlar, iginde tek kath filtre kadidi bulunan 11 cm.'lik
petrilere aktanimigtir. Kalibrasyonlar bir o©nceki deneyde oldugu gibi
hazifanmisgtir. 11 cm.'lik petriler icindeki tek katl filitre kaditlaninda kurutulan
kalibrasyonlar 7.5 ‘'ar ml saf suyla yukarda anlatiidii gibi eluasyona
birakiimiglardir. Yine yukarida anlatildigi sekilde yetistirilen marul fidelerinden,
her bir petriye 20 'ser adet gelecek sekilde transplante edilmiglerdir. Daha sonra
yogunlastiriimis kok ekshdatlarinin bulundugu petriler ile kalibrasyon amaciyla
hazilanmig GAg3 konsantrasyonlari eluatiarinin bulundugu petriler 23-24 °C
'de ve 4000 lux 1sik siddetinde devamh floresans 1s1d1 altinda 70 saat siireyle
bekletilmiglerdir. Bu slre sonunda bir milimetrik cetvel yardimiyla hipokotiller
olctlmustar. Béylece ham ekslidatlara ve kalibrasyonlara tekabil eden biyolojik
aktivite belirlenmistir.

Kromatogramlarda histogramiar i¢in uygulanan Tukey analizi diginda, diger
batin parametrik veriler, ortalamanin standart hatast hesaplanarak istatistiki
analize tabi tutulmus ve bu deger grafiklerde dikey dogru pargalar seklinde
veriimigtir. Ortalamanin standart hatasi (SEgx), asadidaki formile gére
hesaplanmistir.

o(x-x2

n(n-1)
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3. SONUGLAR ve TARTISMA

3.1. Sigara Dumaninin K8k ve Hipokotil Biyimesi Uzerindeki Etkileri

Fide gelisimini engelleyecek sekilde, sigara dumani uygulanan ve
uygulanmayan ortamlarda belirli bir slire gelismeye birakilan salatalik
bitkilerinde, uygulama sonrasi milimetrik olarak tespit edilen kék ve hipokotil
uzama ylzdeleri Sekil 3.1.1 'de verilmistir. Sekilde de goérilecegdi Uzere sigara
dumani uygulanan bitkilerin kék ve hipokotil geligimi inhibisyona ugramistir.

4
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Sekil 3.1.1:S igara dumani uygulanan (deney ) ve uygulanmayan (kontrol ) ortamiarda belirti
bir stre (24 saat) geligmeye birakilan 10 'ar salatalik bitkisinin, kék ve hipokotillerindeki uzama

yuzdeleri (KB : kdk boyu, HB : hipokotil boyu ).
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3.2. Sigara Dumaninin Yapraklardaki Klorofil Icerigi Uzerindeki Etkileri

Fide gelisimini engelleyecek sekilde, sigara dumani uygulanan ve
uygulanmayan ortamlarda belirli bir siire gelismeye birakilan salatalik bitkilerinin
yapraklarinda, uygulama sonunda dokunun grami bagina mg olarak hesaplanan
klorofil miktarlart $ekil 3.2.1 'de verilmistir. Sekilde de gérillecegi (izere, sigara
dumani uygulanan bitki yapraklarinda klorofil icerigi azalmisgtir.

b [_1 Kontrol
Bl Oeroy

o
N

Toplam klorofil miktar: ( mg /gr )
o

oL >

Sekil 3.2.1:  Sigara dumani uygulanan (deney ) ve uygulanmayan (kontrol ) ortamlarda
belifli bir sire (24 saat) gelismeye birakilan salatalik bitkilerinin yapraklarinda uygulama
sonunda, dokunun grami bagina mg olarak hesaplanan klorofii miktan (Bu sonuglar iki
replikatin ortalamasi alinarak tespit edilmigtir ).
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3.3.Sigara Dumaninin Endogen Hormon Sentezi Uzerindeki Etkileri

3.3.1. Sigara dumaninin igsel sitokinin sentezi tizerindeki etkileri

Fide gelisimini engelleyecek sekilde, sigara dumani uygulanan ve
uygulanmayan ortamlarda belifi bir stre gelismeye birakilan salatalik
bitkilerinden elde edilen kék ekstdatlarinin etil asetat ile ayrigtinlmasi sonunda,
bazik maddeleri igeren su fazinda bulunan endogen sitokininlerin ( Baltepe,
1974 ), turp kotiledonu genisleme biyotesti ile saptanan aktiviteleri Sekil 3.3.1.1
ve Sekil 3.3.1.2 'de verilmistir. Sekillerde de gérilecedi Uzere sigara dumani
uygulanan bitkilerden elde edilen kék ekstidatinda igsel sitokininlerin dizeyinde
ve dolayisiyla sentezinde bir azalma vardir.

Sekil 3.3.1.1 : Turp kotiledonlarinin, sigara dumani uygulanan (deney ) ve uygulanmayan
(kontrol ) salatalik bitkilerinden elde edilen kok eksidatlarinin  su fazlannda, 500 lux isik

altinda ve 80 saat sonra, belirlenen genel gérunamleri.
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Sekil 3.3.1.2 : Sigara dumani uygulanan (deney grubu) ve uygulanmayan (kontrol grubu)
salatalik bitkilerinden elde edilen kék ekstidatlarinin etil asetat ile ayristinimasi sonunda geriye
kalan ve bazik maddeleri igeren su fazlarinda, turp kotiledonu genisleme biyotesti ile belirlenen

sitokinin aktiviteleri.
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3.3.2. Sigara dumaninin i¢sel IAA ve ABA sentezi tizerindeki etkileri

Fide gelisimini engelleyecek sekilde, sigara dumani uygulanan ve
uygulanmayan ortamlarda belirli bir sire gelismeye birakilan salatalik
bitkilerinden elde edilen kék eksidatinin asidik-nétr maddeleri iceren etil asetat
fazinin kagit kromatografisine uygulanmasindan sonra, bugday koleoptili dik
biiyime testi ile belirlenen bugday koleoptillerinin genel gériinimleri Sekil
3.3.2.1 'de, igsel IAA ve ABA duzeyleri ise Sekil 3.3.2.2 ve Sekil 3.3.2.3 'de
verilmistir. Sekil 3.3.2.2 ile Sekil 3.3.2.3 'deki histogramlarin incelenmesinden de
anlagilacag! gibi kék ekstdatinda IAA aktivitesine rastlanmamistir ve sigara
dumani uygulanan bitkilerden elde edilen kék eksidatinda ABA seviyesi
artmistir. Bilindigi Uzere bitkilerde bulunan fenolik bilesikler ABA ile yakin Rf 'ler-

¥ (] I

konTRoL W PENEY

Sekil 3.3.21 : Bugday koleoptil pargaciklaninin, sigara dumani uygulanan (deney) ve
uygulanmayan (kontrol) salatalik fidelerinden elde edilen kdk eksudatinin nétr-asidik etil asetat
fazinin kagit kromatografisi ile aynstinimasi sonunda, marker ABA ‘ya tekabll eden Rf 'te

belirlenen genel gérunumleri.
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de lokalize olmaktadir. Bu nedenle kromatogramlarimizda ABA ‘e tekabdl eden
Rf bélgelerinde gbrdlen inhibisyon aktivitesi yanlizca ABA'den kaynaklanmaya-
bilir. Burada inhibitér -3 kompleksinden bahsetmek daha dogru olur.
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Sekil 3.3.2.2 : Sigara dumani uygulanmamis salatalik fidelerinden elde edilen kék ekstidatinin

nétr-asidik etil asetat fazinin kagit kromatografisi ile ayrigtirniilmast sonunda, bugday koleoptili

dik buytime biyotesti ile Sigtlen IAA ve ABA aktiviteleri
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Sekil 3.3.2.3 : Sigara duman uygulanmasi ile geligimi engellenmig salatalik fideleri
edilen kok eksudatinin nétr-asidik etil asetat fazinin kagit kromatografisi ile ayngtinimasi

sonunda, bugday koleoptili dik biyume biyotesti ile dlgllen IAA ve ABA aktiviteleri.
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3.3.3. Sigara dumaninin i¢sel gibberellin sentezi zerindeki etkileri

Fide gelisimini engelleyecek sekilde, sigara dumani uygulanan ve
uygulanmayan ortamlarda belirli bir sire gelismeye birakilan salatahk
bitkilerinden elde edilen kék eksiidatinin asidik-nétr maddeleri iceren etil asetat
fazinin ince tabaka kromatografisi ile ayrigtiriimasindan sonra, sadece
gibberellinlere 6zgi bir biyotest olan marul hipokotili buyime testi ile belirlenen
icsel gibberellin  dhzeyleri Sekil 3.3.3.1 ve $ekil 3.3.3.2 'de verilmigtir.
Histogramlarin incelenmesinden de anlagilacagi Uzere gibberellinler birden fazla
Rf 'e dagidid icin, fide gelisimi engellenmis salatalik bitkilerinde stres
faktériinGn bu hormonlarin dizeylerine etkisi belirlenememistir. Kromatografik
aynigtirma yapilmadan, direk ham eksidatta tekrarlanan marul hipokotili blyime
testi ile belirienen icsel gibberellin diizeyleri Sekil 3.3.3.3 'de verilmistir.
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Sekil 3.3.3.1 : Sigara dumani uygulanmamis salatalik fidelerinden elde edilen kok ekstdatinin
notr-asidik etil asetat fazinin ince tabaka kromatografisi ile aynstinimasi sonunda, marul

hipokotili blytme testi ile Slgtlen gibberellin aktiviteleri.

*
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Sekil 3.3.3.2 : Sigara dumani uygulanmasi ile geligimi engellenmig salatahk fidelerinden eide
edilen kék ekstdatinin nétr-asidik etil asetat fazinin ince tabaka kromatografisi ile aynstinimasi
sonunda, marul hipokotili bllyime testi ile éigilen gibberellin aktiviteleri.
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Sekil 3.3.3.3 : Sigara dumani uygulanmasi ile geligimi engellenmis { deney grubu ) ve sigara
dumani uygulanmamig ( kontrol grubu ) salatalik fidelerinden elde edilen ham kék
ekstdatinda, marul hipokotili buyime testi ile digllen gibberellin akfiviteleri.
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Deney serilerinden elde edilen veriler, bir bltin olarak degerlendirildifinde su
engellemektedir ( Vaadia ve arkd., 1961; Godzik ve ark., 1985 ). Bu inhibisyon,
kék blylmesinde hipokotil bliyimesinden daha belirgin bir sekilde ortaya
citkmaktadir (Jones ve ark., 1982 ). Strese giren deney bitkisinin yapraklarinda
klorozis, nekrozis ve sekil bozuklukian gézlenmistir (Heck, 1964; Naegele, 1974;
Godzik ve ark., 1985; Tlrkan, 1986; Munzuroglu ve Baltepe, 1994). Ayrica
uygulama sonunda, deney materyalimizde klor eksikliginden kaynaklandigin
distndugimiz kok siskinlikleri géraimustar.

Sigara dumani uygulanmasiyla fide gelisimi engellenmis bitkilerin kék
ekslidatlarinda sitokinin aktivitesi azalmaktadir ( ltai ve Vaadia, 1965; ltai, 1967;
Cetinglil ve Baltepe, 1982). K&kiin sitokininlerin esas sentez merkezi oldugu
(Wareing ve ark., 1977) dustndltrse, bu durum sitresli bitkinin yapraklarindaki
kloroziside agiklamaktadir ( Baltepe, 1986; Kende, 1964; Van Staden ve
Wareing, 1972). Endogen sitokinin dizeyindeki bu azalma, hormonun inaktif
hale dénismesinden ya da sentezlenememesinden kaynakianabilir (Cetingll ve
Baltepe, 1982 ).

Stres faktdriine adaptif bir tepki olarak, ABA aktivitesi kok eksiidatinda
artmaktadir (Smit - Spinks ve ark., 1984; Itai ve ark., 1973). Yaslanan dokularda
IAA sentezi artarak (Sheldrake, 1973), bir senesens hormonu olan etilen
sentezini stimile etmektedir (Burg ve Burg, 1966). Sonugta artan etilen duzeyi
ABA sentezini tegvik etmektedir (Hananya ve ark., 1976). Deney materyalimizde
gbzledigimiz senesens belittileri ABA sentezinin bu gekilde arttigini dogrular
niteliktedir.

Kok eksdatinda gibberellinierin diizeyi konusunda, hormonun tek bir Rf
zonunda toplanamamas! ve O6nceden strese dayali olarak, bu konuda kdk
eksltdatinda fazla calisimamis olmasindan dolayt yorum yapillamamistir.
Ancak gibberellinlerin kbk ucundan Gst kisimlara dogru koék eksiidati icinde
tasindigi bilinen bir husustur.

Bildigimiz kadar ile ilk kez tarafimizdan yapilan bu ¢alismada, ¢ok sayida
bitki fizyolodu tarafindan farkli stres faktérleriyle elde edilen sonuglan sigara
dumani icin de dogrulamig bulunmaktayiz. Ancak laboratuvarlarimizda heniiz
mimkin olmayan daha duyarli metodiarla, calismanin ¢ok yonll olarak devam
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ettirilmesi kanimizca yarar saglayacaktir. Bu konuyu ileride floemde taginan sivi
ile mukayeseli olarak ele almayi da amaglamis bulunuyoruz.
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