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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TUZLU KOSULLARDAKI ARPA TOHUMLARININ CIMLENMESIi
ESNASINDAKI MITOTIiK iINDEKSE BAZI HORMON VE HORMON

BENZERI AKTIiVITE GOSTEREN KiMYASALLARIN ON
MUAMELELERININ ETKILERI

Kiymet DEMIR

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Jiiri: Prof. Dr. Kudret KABAR
Prof. Dr. Semsettin CIVELEK
Yrd. Dog. Dr. Selma TABUR (Danigman)

Gerek normal gerekse tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen arpa (Hordeum vulgare L.
cv. “Biilbiil 89”) tohumlarinin kok ucglarinda mitotik indeks ve kromozom
davraniglan iizerine gibberellik asit (GAj), kinetin (Kin), benziladenin (BA), etilen
(E), 24- epibrassinolid (EBR), triakontanol (TRIA) ve poliaminler [spermin/ Spm,
spermidin/ Spd, kadaverin/ Kad, putressin/ Put]’in tek basina ve kombinasyonlar
halinde etkileri arastirilmistir.

A. Mitotik indeks iizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri;

1.

Optimum sicaklik olan 20 °C’de saf su ortaminda elde edilen sonuglar
Normal kosullar altinda cimlendirilen arpa tohumlarinin kok uglarindaki
mitotik indeks iizerinde calisilan biiylime diizenleyicisi on uygulamalarinin
tiimii etkisiz olmustur.

Optimum sicaklik olan 20 °C’de tuzlu kosullar altinda elde edilen sonuglar

Tuz, arpa tohumlarinin kok ucu mitotik indeksini konsantrasyon artisina
paralel olarak engellemistir.

Mitotik indeks iizerinde en olumlu etkiyi GA3+Kin 6n uygulamasi
gostermistir.

. Kromozom davraniglar {izerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkileri;

. Optimum sicaklik olan 20 °C’de saf su ortaminda elde edilen sonuglar

iii



a. Normal kosullar altinda c¢imlendirilen arpa tohumlarinin kok uglarimdaki
kromozom davramiglar1 {izerinde, calisilan biiyiime diizenleyicisi ©n
uygulamalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun biiylime diizenleyicisi uygulamasi
yapilmayan kontrol grubuna gore cesitli tiplerde kromozom anormalliklerine
sebep oldugu tespit edilmistir.

b. E 6n uygulamasinin kromozom anormallik yiizdesini kontrol dahil diger
uygulamalara gore daha fazla arttirdig1 gézlenmistir.

2. Optimum sicaklik olan 20 °C’de tuzlu kosullar altinda elde edilen sonuglar

a. Tuz, konsantrasyon artisina paralel olarak kromozom anormallik yiizdesinde
artisa neden olmustur.

b. Calisilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarimin biiyiik bir ¢ogunlugunun
0.30- 0.35- 0.40 ve 0.45 m tuzlulugun kromozom anormallik yiizdelerini
artirict  etkisini  hafifletmede degisik derecelerde basarili  olduklar
belirlenmistir. Ancak 0.45 m tuzluluk, kontrol grubu tohumlarinda hiicre
boliinmesini tamamen engellediginden dolayr kromozom anormallikleri
incelenememistir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, bitki biiylime diizenleyicileri, kromozom anormallikleri,
mitotik indeks, tuz stresi.

2007, 57 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis
EFFECTS OF PRE-TREATMENT OF SOME HORMONES AND
CHEMICALS INDICATED ACTIVATE LIKE HORMONE ON MITOTIC
INDEX DURING GERMINATION OF BARLEY SEEDS IN SALINITY
CONDITION
Kiymet DEMIR
Siileyman Demirel University Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology
Thesis Committee: Prof. Dr. Kudret KABAR

Prof. Dr. Semsettin CIVELEK
Asst. Prof. Dr. Selma TABUR (Supervisor)

The effects of gibberellic acid (GAj3), kinetin (Kin), benzyladenine (BA), ethylene
(E), 24- epibrassinolide (EBR), triacontanol (TRIA) and polyamines [spermine/ Spm,
spermidine/ Spd, cadaverine/ Cad, putrescine/ Put] alone or in combinations, on
mitotic index and chromosome behaviours in root tips of barley seeds (Hordeum
vulgare L. cv. “Biilbiil 89”) germinated under both normal (distilled water) and
salinity conditions were studied.

A. Effects of plant growth regulators on mitotic index;

1. The results obtained at 20 °C and in distilled water

All of the growth regulators had no effect on mitotic index in root tips of
barley seeds germinated under normal conditions.

2. The results obtained at 20 °C and in salinity conditions

a. In parallel with concentration rise, the negative effects of salt were increased
on mitotic index in root tips of barley seeds.

b. The most effective on mitotic index showed GA3+Kin pretreatment.

B. Effects of plant growth regulators on chromosome behaviours

1. The results obtained at 20 °C and in distilled water



a. It was determined that most of the growth regulator pre-treatment studied

caused chromosome abnormalities in various types according to control
groups on chromosome behaviours in root tips of barley seeds germinated
under normal conditions.

It was observed that pre-treatment E was chromosome abnormality
percentage much more than other applications including control.

2. The results obtained at 20 °C and in salinity conditions

a.

In parallel with concentration rise, salt were increased on chromosome
abnormality percentage.

It was determined that most of the growth regulator pre-treatment studied
were successful in alleviating the effects of 0.30- 0.35- 0.40 and 0.45 m
salinity raising chromosome abnormality percents. But, chromosome
abnormality could not be obtained because of 0.45 m salinity completely
inhibited cell division in control group seeds.

Key Words: Barley, plant growth regulators, chromosome abnormalities, mitotic
index, salt stress.

2007, 57 pages
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1. GIRiS

Hiicre boliinmesi, makromolekiiler diizeyde karmasik bir takim biyokimyasal
olaylar1 ihtiva eden ve birbirini izleyen ¢esitli islemler sonucu gerceklesmektedir.
Canlilarn biiyiime ve gelismesi, bu canlilar1 olusturan hiicrelerin diizenli bityiime ve

cogalmasina baglidir (Berkes ve Kislalioglu, 1990).

Mitotik indeks ise, hiicre boliinme frekansimi yansitir ve biiyiime gelisme oranini
belirlemede ©nemli bir parametre olarak kullanilir. Mitotik indeksteki azalmaya

paralel olarak biiyiime ve gelisme olaylar1 da yavaslar (Jiang ve Liu, 2000).

Diger taraftan ¢esitli cevresel streslerin hiicre boliinmesi ve mitotik indeks iizerinde
onemli derecede azalmaya ve kromozom anormalliklerine yol agtig1 da bilinmektedir

(Avalbaev vd., 2003).

Cevresel streslerin en onemlilerinden biri olan tuzluluk, kurak ve yari kurak iklim
bolgelerinde, tarimsal iiretimin bagladigi caglardan beri treticiler i¢in biiyiik bir
sorun olmustur. Diinya genelinde yagislarin yi1ldan yila azalmasi ve her yil 10 milyon
hektar arazinin tuzlanma nedeni ile elden ¢ikmasi, sorunun boyutunu daha iyi gozler
oniine sermektedir (Kwiatowski, 1998). Bitkilerde, tuz stresine neden olan suda
eriyebilir formdaki tuzlar, kayalarn biinyesindeki primer minerallerin fiziksel
parcalanma ve kimyasal ayrisimlart sonucu agiga cikmaktadir. Ancak, tuzluluk
problemi daha ziyade tuzlarin ayristiklari yerlerden sular araciligr ile tagimip diiz ve
alcak yerlerde birikmeleri sonucu olugsmaktadir. Diger taraftan arazinin jeolojik

yapist da tuzlu topraklarin olusmasinda énemli bir faktdrdiir (Tuncay, 1983).

Tuzlu topraklar cesitli tuz tipleri icermektedir ve bunlarin her biri bitki biiyiime ve
gelismesi {izerinde farkli derecede etkili olmaktadir (Younis ve Hatata, 1971;

Redmann, 1974; Hardegree ve Emmerich, 1990; Tobe vd., 2003). Diger yandan tuzlu



topraklarin bilesimi de bolgeler arasinda farkliliklar gostermektedir (Tobe vd., 2002).
Toprak biinyesinde karbonatlar, siilfatlar, kloriirler, nitratlar ve boratlar gibi ¢esitli
tuz tiplerine rastlamak miimkiindiir. Sodyum kloriir (NaCl) ise en yaygin rastlanilan
ve ¢oziiniirliigiiniin ¢ok yiiksek olmasindan dolay1 toksik etkisi en fazla olan tuz

tipidir (Celik, 2005).

Ulkemiz topraklarinin biiyiik bir kismu (31 339 661 ha) arzu edildigi sekilde
tuzsuzdur, bunu sirasiyla; hafif tuzlu topraklar (1 163 222 ha), orta tuzlu topraklar
(219 491 ha) ve ¢ok tuzlu topraklar (34 509 ha) izlemektedir (Haktanir vd., 2000).
Halen {iizerinde tarim yapilabilen ve verim giicii yiiksek olan topraklarimiz icin de
her gecen giin tuzlanma ve dolayisi ile coraklagsma tehlikesi artmaktadir. Ekonomik
potansiyeli daha cok tarima dayali olan iilkemizde, daha ekonomik yontemlerle,
tuzlu topraklar da kullanarak ekim alanlarinin genisletilmesi ve ekilen sahalardan

miimkiin olan en yiiksek verimin alinmasi zorunlulugu vardir.

Topragin tuzlanmasi, bitki gelisimi i¢in hi¢ de uygun olmayan kosullarin dogmasina
yol acar. Tuzun, tohum c¢imlenmesi (Kabar, 1987; Al-Karaki, 2001; Dash ve Panda,
2001), fide bitytimesi (Mutlu ve Bozcuk, 2000; Ashraf vd., 2002), enzim aktivasyonu
(Sheoran, 1980; Prakash ve Prathapasenan, 1988), DNA, RNA ve protein sentezi
(Tal, 1977; Anuradha ve Rao, 2001) ve mitoz boliinmeyi (Nieman,1965; Bozcuk
1978) engellemek suretiyle bitki bilylime ve gelismesi iizerinde olumsuz etki yaptigi

bilinmektedir.

Ote yandan bitki biiyiime maddelerinin tuzlu kosullar altindaki hiicre béliinmesi ve
mitotik indeks iizerine etkileri yeterince bilinmemesine ragmen, s6z konusu bilyiime
diizenleyicilerinin normal kosullar altindaki hiicre boliinmesi ve mitotik indeks

tizerine etkileri ile ilgili literatiir caligmalar1 asagida 6zetlenmistir:

Gibberellinlerin (GA) hiicre boliinmesini tesvik edici etkisi uzun zamandan beri

bilinmektedir (Salisbury ve Ross, 1992). Liu ve Loy (1976), karpuz fidelerinin



subapikal govde meristemlerinde GA’lerin hiicre ¢ogalmasini arttirdigini tespit
etmislerdir. Benzer sekilde Besnard-Wibant vd. (1983), Silene armaria fidelerinin
apikal meristeminde GA’nin hiicre boliinmesini tesvik ettigini rapor etmislerdir.
Ayrica gibberellinlerin hiicre uzamasini arttirarak da biiyiime ve gelisme olaylarinda

etkili olduklar1 vurgulanmistir (VanDerZanden, 1999).

Sitokininlerin hiicre boliinmesi iizerinde, yiiksek konsantrasyonlarda daha fazla etkili
olduklart ileri siiriilmektedir (Palmer ve Gunning, 1984). Benzer sekilde ¢imlenme
esnasinda mitotik aktiviteyi tesvik etmek suretiyle rol oynadiklari da rapor edilmistir
(Werner vd., 2001). Ancak Tomaszewska-Sowa vd. (2002), Capsicum annuum L.
(biber) tohumlar1 ile yaptiklar1 calismada yiiksek konsantrasyonlardaki sitokinin
uygulamasmin geri kalmis kromozom ve anafaz kopriileri olusturarak mitoz

boliinmeyi bozdugunu ileri siirmiislerdir.

Hiicre boliinmesinde etilenin (E) rolii tam olarak acgiklanamamistir. Barlow (1976),
Pisum sativum (bezelye) ve Zea mays (misir) tohumlan ile yaptigi ¢calismada E’in
hiicre boliinmesini engelledigini tespit etmistir. Ancak Rost vd. (1996) ise bezelye
tohumlar ile yaptiklar1 ¢alismada etilenin hiicre boliinmesini tegvik ettigini rapor
etmislerdir. Diger taraftan Vicia faba (bakla) tohumlar ile yapilan ¢alismada E’in
diisiik konsantrasyonlarda mitoz boliinmeyi etkilemedigi, yiiksek konsantrasyonlarda

ise engelleyici etki yaptigi bildirilmistir (Powell vd., 1973).

Brassinlerin (BR) hiicre boliinmesi iizerinde olumlu ya da olumsuz yonde etkili
olabilecekleri ileri siiriilmiistir (Clouse ve Zurek, 1991; Oh ve Clouse, 1998;
Miyazawa vd., 2003). Bazi arastiricilarin BR’lerin hiicre boliinmesini tegvik
ettiklerini ileri siirmesine (Roth vd., 1989; Worley ve Mitchell, 1971; Grove vd.,
1979) karsin, bazi arastiricilar ise engelleyici etki gosterdiklerini vurgulamislardir
(Sala ve Sala, 1985). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda BR’lerin diisiik
konsantrasyonlarda kok uzamasi ve mitoz boliinmeyi tesvik ettigi, yiiksek
konsantrasyonlarda ise engelleyici etki yaptigi rapor edilmistir (Hu vd., 2000;
Howell vd., 2007).



1933 yilinda bulunup (Chibnall vd., 1933) ancak 1970’1li yillarin (Ries vd., 1977)
sonlarina dogru kimyasal 6zellikleri tanimlanmaya baslayan triakontanoliin (TRIA)
hiicre boliinmesi ve protein sentezini arttirdigi tespit edilmistir (Knowles ve Ries,
1981). Ayrica TRIA’iin kok biiyiimesini bitki tiiriine ve uygulanan konsantrasyonuna
baghh olarak engelledigi veya tesvik ettigi ileri siirlilmiistir (Somen ve
Seethalakshmi, 1991; Kumaravelu vd., 2000). Goriildiigii gibi TRIA’iin hiicre
boliinmesi ve mitotik indeks ile ilgili arastirma raporlari hem yetersiz sayida hem de

ihtilaflidir.

Hiicre  boliinmesinde  poliaminlerin =~ (PA)  (spermin/Spm,  spermidin/Spd,
putressin/Put, kadaverin/Kad) rolii tam olarak aciklanamamistir. Baz1 arastiricilar
hiicre boliinmesinin, PA sentezindeki artisin bir sonucu oldugunu ileri siirerken
(Smith ve Best, 1977; Costa ve Bagni, 1983) bazi arastiricilar ise disaridan PA
tatbikinin hiicre boliinmesi iizerinde engelleyici etki yaptigimi rapor etmiglerdir (De
Agazio vd., 1992; Gatta vd., 1992). De Agazio vd. (1995), misirda kok biiyiime
engellenmesinin, mitotik indeks ve hiicre uzamasindaki azalmadan kaynaklandigini
ileri siirmiiglerdir. Benzer sekilde Ismailoglu vd. (2004) PA’lerin; diploid, tetraploid
ve hekzaploid bugdaylarin kok ucu hiicrelerinde mitotik diizensizliklere ve mitotik
indekste azalmaya neden olarak kok biiytimesini engellediklerini rapor etmislerdir.
Aymi arastiricilar diploid tiirlerin tetraploid ve hekzaploid tiirlere gore PA’lere karsi

daha duyarli olduklarim gézlemlemislerdir.

Diger yandan PA’lerin kromozom davramiglan {izerine etkileri yeterince
bilinmemesine karsin Unal vd. (2002) arpa tohumlari ile yaptiklar1 ¢alismada Put 6n

uygulamasinin mitotik anormalliklere neden oldugunu rapor etmislerdir.



Bu tez calismasinda;

Yukarida ad1 gecen ve yeni yeni kullanilmaya baglanan biiyiime diizenleyicisi
kimyasallarin, normal kosullarda c¢imlendirilen arpa tohumlarinin kok
uclarinda mitotik indeks, kromozom yap1 ve davramslarina etkilerini
gbzlemlemek ve yillardir bilinip kullanilan gibberellin, sitokinin ve etilen gibi

hormonlarin etkileri ile karsilastirmak,

Tuz stresinin sozii edilen parametreler iizerindeki olumsuz etkilerinin
hafifletilmesinde yine bu yeni kimyasallarin etkilerini gormek ve geleneksel

hormonlarla karsilagtirmak,

Bu hormon ve hormon benzeri aktivite gosteren kimyasallarin tuz stresini ne
derece yenebilecegini, hiicrelerin mitoz bdliinmeye girmesini tesvik edip
etmedigini ve kromozomlarin yapisinda ve davramisinda herhangi bir
degisiklige neden olup olmadigim1 bir Ol¢iide acikliga kavusturmak

amaclanmstir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullanmilan Tohumlar

Deneylerde, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden

saglanan arpa (Hordeum vulgare L. cv. “Biilbiil 89”) tohumlar1 kullanilmistir.

Arpa tohumlart kullanilmadan Once yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Bunun
icin tohumlar % 1’lik sodyum hipokloritte 10 dakika tutulduktan sonra bes defa saf
su ile yikanip filtre kagitlar1 tizerinde oda sicakliginda kurutulmuslardir (Baltepe ve

Mert, 1973).

2.2. Tuz (NaCl) Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan NaCl, Merck firmasindan saglanmistir. Kullanilan tuz

konsantrasyonlari molal olarak: 0.30- 0.35- 0.40- 0.45 m’dir.

2.3. Hormon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri gibberellik asit (GAj), kinetin
(Kin), benziladenin (BA), etilen (E), 24- epibrassinolid (EBR), triakontanol (TRIA),
putressin (Put), spermin (Spm), spermidin (Spd) ve kadaverin (Kad)’dir. Bu
hormonlar Fluka ve Sigma-Aldrich firmalarindan saglanmistir. Deneylerde
konsantrasyonlar1 bir 6n c¢alisma sonucu saptanan 900 uM GAj;, 100 uM Kin,
100 uM BA, 400 uM E, 3 uM EBR, 10 uM TRIA, 10 uM Spm, 10 uM Spd, 10 uM
Put, 10 uM Kad kullaniimistir.



Yukarida adi gegcen biiyiime diizenleyicilerinin her birinden stok cozeltiler

hazirlanmustir.

Bu amacla gerekli miktarda GA; hassas terazide tartildiktan sonra birka¢ damla
metanolde (Weast ve Astle,1980), Kin 3- 4 damla konsantre HCI’de (Bozcuk, 1978),
Spm, Spd, Put, Kad ve E saf suda (Baskin vd., 2003; Suresh vd., 2004), BA 1- 2 ml
0,3 N KOH’da (Piazza vd., 2002), EBR birka¢ damla etanolde (Dhaubhadel vd.,
1999), TRIA 0,75 ml CHClI; igerisinde (Giridhar vd., 2004) c¢oziindiiriiliip saf su ile
litreye tamamlanmak suretiyle hazirlanmistir. EBR disindaki tiim biiyiime
diizenleyicileri ve tuz cozeltileri kullanilmadiklar1 siirece + 4 °C’de buzdolabinda

saklanmusglardir. EBR ise - 25 °C’de muhafaza edilmistir.

2.4. Tlk islem Cozeltisinin Hazirlanmasi

[k islem c¢ozeltisi olarak, doymus paradiklorbenzen ¢ozeltisi kullanilmistir. Cozelti,
icerisinde 500 cm’ distile su bulunan agzi mantar kapakli bir sise icerisine, 10 gr
paradiklorbenzen kristalinin konularak bu karisimin bir gece 60 °C’ye ayarh etiivde

bekletilmek suretiyle hazirlanmistir (Elci, 1982).

2.5. Tespit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tespit ¢ozeltisi olarak asetik alkol kullanilmistir. Cozelti, McLean ve Cook (1941) ve
Sass (1951)’1n metoduna gore; 1 kisim glasial asetik asitin, 3 kisim absolii alkol ile

karistirilmasi suretiyle hazirlanmistir (Elci, 1982).



2.6. Boyamin Hazirlanmasi

Mitoz bolinme ve kromozomlarin iyi bir sekilde goriinebilmesini saglamak

amaciyla, yapisinda kristal halde fuksin bazik bulunan Feulgen boyas1 kullanilmistir.

Feulgen boyasi, Darlington ve La Cour (1976) ve El¢i (1982) nin metoduna gore

asagidaki sekilde hazirlanmistir:

1 g kristal haldeki fuksin bazik alinarak 8 cm ¢apinda bir saat cami

icerisinde ezilmistir.
500 cm™liikk bir erlenmayere, ezilerek toz haline getirilmis fuksin
bazik kabin etrafina bulagtirmadan konulmustur.

Baska bir erlenmayerde 200 cm” distile su kaynatilmistir.

Toz halindeki fuksin bazik iizerine kaynatilmig distile su yavas yavas

dokiilerek bir cam ¢ubuk yardimu ile siirekli karistirilmistir.
Boya 50 °C’ye diisiiriiliinceye kadar karistirilmaya devam edilmistir.

Boyaya 20 cm’ HCI ilave edilerek filtre kagidi yardimiyla

siiziilmiistiir.

Siiziilen boyaya 2 g potasyum metabisiilfit (K;S;03) eklenerek 2
dakika siiresince karistirllmaya devam edilmis ve boya kapakli bir
siseye konularak 24 saat buzdolabinda bekletilmistir. A¢ik cay rengini
alan boya kullanima hazir hale gelmistir. Sonraki kullanimlar icin

boya + 4 °C’de buzdolabinda depolanmuistir.

2.7. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Cimlendirme deneyleri sabit sicaklikta (20 °C), siirekli karanlikta ve etiivde

yapilmistir.



Once; yeterli sayida, dolgun goriiniislii, saglam ve az cok benzer biiyiikliikte olan
tohumlar secilerek beherde, belirli hacimdeki (50 ml) saf su (kontrol, K), GA3, Kin,
BA, E, EBR, TRIA, Spm, Spd, Put, Kad’in tek baslarina ve ikili, ti¢li, dortli
kombinasyonlarinda 24 saat oda sicakliginda 6n uygulamaya tabi tutulmuslardir. Bu
on uygulama sonunda c¢ozeltiler derhal siiziiliip tohumlar vakumda kurutulmustur
(Braun ve Khan, 1976). Her uygulamaya ait tohumlar, tabam, 115 °C’ye ayarh
etiivde sterilize edilmis iki tabaka filtre kagidi ile kapli ve 7 ml cesitli
konsantrasyonlarda NaCl (0.0- 0.30- 0.35- 0.40- 0.45 m) ¢ozeltileri iceren, 6nceden
otoklavda sterilize edilmis 10 cm capl petriler i¢ine hilumlar altta olacak sekilde
diizenli olarak yerlestirilmistir. Ekimin hemen ardindan yukarida belirtilen sabit

sicakliga ayarl etiive cimlenmek tizere yerlestirilmistir (Cavusoglu, 2006).

2.8. Kok Uclarimin Elde Edilmesi

20 °C’de etiivde ¢imlendirilen tohumlardan ¢ikan ve 1- 1,5 cm uzunluga ulagan kok
uclan kesilerek kiiciik siseler icerisine alimip paradiklorbenzen ile 4 saat siireyle ilk
isleme tabi tutulmustur. Daha sonra kok uglar asetik alkol (1:3) tespit ¢ozeltisinde 24
saat bekletilmistir. Tespit isleminden sonra kok uglari preparat hazirlanmasi ve
incelenmesi asamalarinda kullanilmak iizere igcerisinde % 70’lik alkol bulunan kiiciik

siselere alinarak + 4 °C’de buzdolabinda depolanmistir (Hill ve Myers, 1945).

2.9. Boyamanin Yapilmasi

% T0’lik alkolden cikarllan kok uglart birka¢ kez musluk suyu ile yikanmistir.
Yikama sonrast kok uglar1 1 N HCI icerisinde 60 °C’ye ayarlanmis etiivde, gruplara
gore degisen siirelerde (15- 18 dk) sicak hidroliz yapilmistir. Ayrica yiiksek tuz
konsantrasyon gruplari i¢in 26 °C’de, 5 N HCI kullanilarak soguk hidroliz yapilmigtir
(Fox, 1969).



Hidroliz islemi sonras1 kok uglar tekrar musluk suyu ile yikanarak gruplara gore
degisen siirelerde (1- 1,5 saat) Feulgen icerisinde bekletilmistir. Daha sonra
boyamanin daha iyi olabilmesi i¢cin kok uglart 15 dakika kadar musluk suyunda

bekletilmistir (El¢i, 1982).

2.10. Preparatlarin Hazirlanmasi

Preparat hazirlamak icin; % 45°lik asetik asitten bir damla lam {izerine konulup
keskin bir jiletle kok ucunun koyu viole renk almis olan 1- 2 mm’lik u¢ kism
kesilmistir. % 45’lik asetik asitten ok u¢lu igne yardimiyla bir damla alinarak kesilen
kok ucunun iizerine getirilmis ve sonra kok ucu bu damla icerisinde jilet yardimiyla
iyice parcalanmistir. Bu parcaciklarin iizerine lamel kapatilmistir. Bir elin
basparmagi ile lamel oynatmadan tutularak diger ele aliman kursun kalemin arka
kismiyla lamele hafif hafif vurulmustur. Béylece hem hiicrelerin daha iyi dagilmasi
saglanmis hem de hiicreler yassilagtirllarak mitotik evrelerin  goriintimii
kolaylastirilmistir. Preparatin icinde kalan hava kabarciklarimi gidermek igin, lamelin
kenarma % 45’lik asetik asit damlatilmis ve bu damla lamelin Kenarinda
dolastirillarak hava kabarciklar1 giderilmistir. Fazla asit kurutma kagidi ile
cekilmistir. Daha sonra, preparat kurutma kagidi arasina konulmus ve lamelin her
tarafina aym siddetle temas edecek sekilde bagparmak ile kuvvetlice bastirlmistir.
Boylece, parcaciklarin tek bir hiicre tabakasi haline gelmesi saglanmistir (Elgi,

1982).

2.11. Devamh Preparatlarin Hazirlanmasi

Hazirlanan preparatlarin devamli hale getirilmesinde, hiicrelerin oldugu gibi
muhafaza edilebilmesi i¢in lam ve lamelin birbirinden ayrilmamasi gerektiginden,
alkol buhart degis-tokus yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in salelerin i¢i kismina ve
kapagin i¢ tarafina kurutma kagidi yerlestirilmistir. Kapaga ve kabin i¢ ceperlerine

yerlestirilen kurutma kagidi absolii alkol ile nemlendirilmis ve kabin dip kismina 3- 4
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mm kadar absolii alkol konulmustur. Alkol buharinin ugmasim 6nlemek icin kabin

agzina ve kapagin etrafina vazelin siiriilmiistiir.

Devamli yapilmak istenen preparatlara, gerekli bilgilerin yazili oldugu etiketler
yapistirilmistir. Preparatlar, yukarida anlatildig sekilde hazirlanan salelere konulmus
ve bir gece 0- 4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi giin buradan cikarilan
preparatlar, icine ve kapagina, absolii alkol ile nemlendirilmis kurutma kagidi
yerlestirilmis olan petri kutularinin i¢ine konulmustur. Lamelin iki kenarina birer
damla kanada balsami damlatilmis ve bu damlalar lamelin {i¢ kenarin1 kapatacak
sekilde yayilmistir. Petri kutusunun kapagi kapatilarak 4- 5 giin oda sicakliginda
bekletilmistir. Boylece kurutulan preparatlar, devamli preparat haline getirilmistir

(Eli, 1982).

2.12. Veri Analizlerinin ve istatistiksel Degerlendirmelerin Yapilmasi

2.12.1. Mitotik indeksin Belirlenmesi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta 100X biiyiitmede incelenmis ve her
konsantrasyon ve uygulama i¢in 3 tekrar yapilarak yaklasik 15000 hiicre sayilmistir.

Daha sonra mitoz boliinmedeki hiicreler sayilip mitotik indeks;

Mitozdaki Hiicre Sayist

Toplam Hiicre Sayisi

Mitotik Indeks =

formiilii ile belirlenmistir.
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2.12.2. Kromozom Anormalliklerinin Belirlenmesi

Preparatlarin mikroskopik gozlemleri sirasinda, mikroniikleus, karigtk metafaz,
metafazda ekvatoryal plagin parcalara boliinmesi, metafazda kromozom
halkalanmalar1 ve kromozomlarin sarmalanamamasi, diizensiz anafaz, anafaz ve
telofazda kromozom kopriileri, geride kalmis kromozomlar ve telofazda yanlig
kutuplasma gibi kromozom anormalliklerine dikkat edilerek, kromozom

anormallikleri yiizdesi;

Anormal Hiicre Sayist

x 100

Kromozom Anormallikleri =

Mitozdaki Hiiere Sayist

formiilii ile belirlenmistir.

Kromozom anormalliklerinin fotograflari, Olimpus CX41 Arastirma mikroskobunda

100X biiyiitme ile ve C- 5060 WZ marka fotograf makinesi ile cekilmistir.

2.12.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim parametrelerle ilgili istatistiksel degerlendirme SPSS 14.0 programi kullanilarak

Duncan’s multiple range testine gore gerceklestirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Gibberellin, sitokinin ve etilenin hiicre boliinmesi ve hiicre uzamasini tesvik ederek
biiylimeyi artirici yonde etki ettikleri bilinmektedir. Ancak EBR, TRIA ve PA’ler
gibi hormon ve hormon benzeri aktivite gosteren kimyasallarin hiicre bolinmesine
etkileri tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Bu nedenle, normal ve tuzlu
kosullardaki tohum c¢imlenmesi sirasinda bu kimyasallarin mitotik indeks ve
kromozom davramislar1 tizerindeki etkilerini incelemek ve bunlari bilinenlerle

karsilastirmak amaciyla bu ¢calisma diizenlenmistir.

3.1. Saf Su Ortaminda Tek Basina Biiyiime Diizenleyicisi On Uygulamasimmn

Mitotik indeks Uzerine Etkileri

Materyal ve Yontem boliimiinde de belirtildigi gibi, cesitli bilyiime diizenleyicileri
ile on uygulamaya tabi tutulan arpa tohumlar1 20 °C’de ve saf su ortaminda
cimlendirilmeye birakilmislardir. Cimlenmis tohumlardan elde edilen kok uglar ile
preparatlar hazirlanmistir. Bu preparatlarda yapilan hiicre sayim islemleri sonucunda

hesaplanan mitotik indeks degerleri Cizelge 3.1.1°de verilmistir.

Calisgilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin tiimii, saf su ortaminda
cimlendirilen arpa tohumlarinin mitotik indeksi {izerinde kontrole (K) gore
engelleyici bir etki gostermiglerdir. Diger bir ifadeyle, kontrol tohumlarinin mitotik
indeksinin biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamali tohumlara gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ancak tiim biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalar1 goz Oniine
alindiginda mitotik indeks iizerinde E 6n uygulamasi diger 6n uygulamalara gore
daha basarili olurken, TRIA 6n uygulamasinin bu parametre {izerinde son derece

etkisiz oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.1.1).
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Cizelge 3.1.1. Cesitli biiylime diizenleyicisi 6n uygulamalarindan sonra 20 °C’de saf
su ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarindaki mitotik indeks degerleri

Biiyiime
Diizenleyicileri (M) | Mitotik indeks
Kontrol (Saf su) "0.16+0.02 ¢
GA; 0.07+0.00 **¢
Kin 0.08+0.00 ™
BA 0.05+0.01 *
E 0.09+0.01 ¢
EBR 0.07+0.03 *¢
Put 0.07+0.01 *¢
Spm 0.06+0.01 **¢
Spd 0.05+0.00 *
Kad 0.06+0.01 **¢
TRIA 0.04+0.00 *

*Her bir parametre stitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde onemsizdir.

3.2. Saf Su Ortaminda Tek Basina Biiyiime Diizenleyicisi On Uygulamasimmn

Kromozom Davranislarina Etkileri

Cesitli biiyiime diizenleyicileriyle 6n uygulamaya tabi tutulan ve 20 °C’de saf su
ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarindan elde edilen kok uglarindan hazirlanan
preparatlarda gozlenen kromozom davramiglarti Sekil 3.2.1 ve Sekil 3.2.2°de
gosterilmistir. Kromozom anormalliklerinin yiizde oranlart ise, Cizelge 3.2.1°de

verilmistir.
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Yapilan incelemeler sonucunda saf su ortaminda ¢imlendirilen kontrol grubu arpa
tohumlarinin hiicrelerindeki kromozom yapilarinda her hangi bir anormallige
rastlanilmamis ve mitoz bdlilnmenin tiim evreleri normal seklinde gozlenmistir

(Sekil 3.2.1).

-
e

Sekil 3.2.1. Saf su ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda normal mitoz evreleri:
a) Profaz; b) Metafaz 2n = 14 kromozom; c¢) Anafaz; d) Telofaz

Kromozom anormalliklerini belirlemek {iizere yapilan sitolojik incelemeler
sonucunda, saf su ortaminda c¢imlendirilen kontrol grubu arpa tohumlarinin
kromozom yapilarinda herhangi bir anormallige rastlanilmamasina karsin, ¢alisilan
biiytime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunda cesitli tiplerde
kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Ancak GA3, BA ve Spd 6n uygulamali
tohumlarda ise herhangi bir anormallige rastlanmamistir. Ozellikle E 6n uygulamali
tohumlarda kromozom anormallikleri yiizdesinin diger 6n uygulamalilara gore daha

fazla oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.2.1).



Cizelge 3.2.1. Cesitli bilylime diizenleyicisi 6n uygulamalari ile saf su ortaminda
cimlendirilen arpa tohumlarindaki kromozom anormallikleri ylizdesi

Biiyiime Diizenleyicileri Kromozom
(HM) Anormallikleri (%)
Kontrol (Saf su) *(0.0+£0.00*
GA; 0.0£0.00
Kin 2.53+0.00
BA 0.0£0.00
E 2.95+0.00"
EBR 2.73+0.01 8
Put 1.93+0.00 ©
Spm 1.51+0.00 ¢
Spd 0.0+0.00*
Kad 0.9320.01 "
TRIA 1.78+0.01 ¢

" Her bir parametre siitununda ayni1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde 6nemsizdir.

S6z konusu kromozom anormalliklerinin ¢ogu; karisik metafaz (a-f), metafazda
ekvatoryal plagin iki ve li¢ parcaya boliinmesi (g, h), metafazda kromozomlarin
sarmalanamamasi (i, j), metafazda kromozom halkalanmasi (k), anafazda kromozom
kopriileri (1, m), diizensiz anafaz (n) ve telofazda yanlis kutuplagma (o, p) seklindedir

(Sekil 3.2.2 a-p).
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Sekil 3.2.2. Cesitli biiylime diizenleyicisi 6n uygulamalar ile saf su ortaminda
cimlendirilen arpa tohumlarindaki kromozom anormallikleri: a-f) Karisik metafaz;
g, h) Metafazda ekvatoryal plagin iki ve ii¢ parcaya boluinmesi; i, j)Metafazda
kromozomlarin sarmalanamamasi; k) Metafazda kromozom halkalanmasi; 1, m)
Anafazda kromozom kopriileri; n) Diizensiz anafaz; o, p) Telofazda yanlis
kutuplagsma
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3.3. Biiyiime Diizenleyicisi On Uygulamalarmm Optimum Sicakhk Olan

20 °C’de Tuzlu Kosullar Altindaki Mitotik indeks Uzerine Etkileri

Gibberellin, sitokinin ve etilen gibi geleneksel hormonlarin ve EBR, TRIA ve PA’ler
gibi son 20- 30 yilda kullanilmaya baslanan biiyiime diizenleyicisi kimyasallarin
tuzlu kosullar altindaki tohum ¢imlenmesi sirasindaki mitotik indeks ve kromozom

davraniglar iizerine etkilerini belirlemek amaciyla bu ¢alisma diizenlenmistir.

3.3.1. Tek Basmna Biiyiime Diizenleyicisi On Uygulamas: ile Elde Edilen

Sonuclar

Tuzlu kosullar altindaki, ¢imlenme esnasinda mitotik indeks degerine biiyiime
diizenleyicilerinin tek baslarina etkinlik derecelerini belirlemek amaciyla yapilan bu

calismadan elde edilen mitotik indeks degerleri Cizelge 3.3.1.1°de verilmistir.

Tuz, konsantrasyon artisina paralel olarak, kontrol ve uygulama gruplarinda arpa
tohumlarmin mitotik indeksini azaltici etkisini, ¢ogunlukla arttirmugtir. Ornegin; saf su
ortaminda cimlendirilen arpa tohumlarinin mitotik indeksi 0.16 iken (Bkz. Cizelge
3.1.1), 0.30 m tuzlulukta bu deger, 0.06; 0.35 m’da 0.03; 0.40 m’da 0.02; daha yiiksek
tuz esiginde ise 0.00 olmustur. 0.30 m’da Kin, 0.35 ve 0.40 m’da GA3 0.45 m’da GA;
ve Kin haricinde calisilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin tiimii tuz
stresinin mitotik indeks {izerindeki olumsuz etkisini hafifletmede basarili

olamamislardir (Cizelge 3.3.1.1).

18



Cizelge 3.3.1.1. Tek basina biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamasindan sonra cesitli
konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda cimlendirilen arpa tohumlarinda mitotik
indeks degerleri

Mitotik indeks
Biiyiime
Diizenleyicileri NaCl (m)
(HM)
0.30 0.35 0.40 0.45
Kontrol (Saf su) | *0.06+0.00 ¥ 0.03+0.01 &M 0.02+0.00 cdefsh 0.00£0.00 2°
GA; 0.05+0.01 * 0.04+0.01 " 0.04+0.01 M 0.02+0.00 cdefeh
Kin 0.08+0.00 ! 0.03+0.00 e 0.02+0.01 cdefsh 0.02+0.01 cdefsh
BA 0.03+0.01 " 0.0120.00 abedef - -
E 0.02+0.00 cdefeh 0.0120.00 abedef 0.00£0.00 ** -
EBR 0.01+0.00 2Pedef 0.00£0.00 P - -
Put 0.02+0.00 cdefeh 0.0120.00 abedef 0.0120.00 2bedef -
Spm 0.02:0.00 cdefeh 0.0120.00 *bedef 0.000.00 *P* -
Spd 0.02+0.01 cdefeh 0.02:0.00 cdefeh 0.0120.00 2bedef -
Kad 0.01£0.00 2bedef 0.01£0.00 2bedef - -
TRIA 0.03+0.00 " 0.02+0.01 cdefeh - -

*Her bir parametre siitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde onemsizdir.

- isaretli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme gergeklesmediginden ¢alisilmamistir.
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3.3.2. ikili Biiyiime Diizenleyicisi Kombinasyonlar ile Elde Edilen Sonuclar

Ikili biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlar1 ile 6n uygulamaya tabi tutulan arpa

tohumlarindaki mitotik indeks degerleri Cizelge 3.3.2.1°de verilmistir.

GA;+Kin 6n uygulamasi haricinde ¢alisilan biiyiime diizenleyicilerinin tiimii 0.30 m
NaCl’iin mitotik indeksi engelleyici etkisini hafifletmede basarili olamamislardir
(Cizelge 3.3.2.1). GA3+Kin kombinasyonu mitotik indeksi kontrol grubuna gore
yaklagsik 2 kat (0.11) arttirmay1 basarmistir.

GAs+Kin, GA3+BA, GA3z;+Put ve GAs+Kad haricindeki biiyiime diizenleyicisi

uygulamalari, 0.35 ve 0.40 m tuz seviyelerinde de varlik gosterememislerdir.

0.45 m tuzlulukta ise GA3+Kad haricindeki diger GAj’lii kombinasyonlar tuz
stresinin bu parametre {izerindeki engelleyici etkisini degisik derecelerde
hafifletmeyi basarmislardir. Bu tuzlulukta GA3’tn  icinde bulunmadigi

kombinasyonlar basar gosterememislerdir.

Tim tuz seviyeleri dikkate alindiginda ise, en olumlu etkiyi GAz+Kin ©n

uygulamasinin yaptigi tespit edilmistir.

Diger taraftan tuz stresinin mitotik indeks tizerindeki olumsuz etkisini hafifletmede
ikili kombinasyonlarin tek basina 6n uygulamalara gore daha basarili oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 3.3.2.1).
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Cizelge 3.3.2.1. Ikili biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamasindan sonra cesitli
konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda mitotik
indeks degerleri

Mitotik indeks
Dﬁzenllz;iyclilllgri (M) NaCl (m)
0.30 0.35 0.40 0.45
Kontrol(Saf su) #0.06£0.00™ | 0.0320.01 “&Mk | .,02+0.00 Pedefeh 0.00£0.00
GA;+Kin 0.1120.01" 0.10£0.01" 0.06£0.01 ™ 0.0520.01 XIm
GA;+BA 0.04+0.01 "1 0,03+0.01 <&Mk | 0,03+0.00 Mk | 0,0240.00 Pedefeh
GA+E 0.03+0.01 Mk | 0,03+0.01 &Mk | 0,0240.00 PR | 0,01+0.00 el
GA;+EBR 0.0420.01 "1 0,0240.00 Pedefeh | 0,02+0.00 PedefEh | 0,0240.00 Pedefeh
GA;+Put 0.0520.00 ™ 0.04+0.00 " | 0.03+0.00 ik | (,02+0.00 Pedefsh
GA;+Spm 0.03+0.00 &Mk | 0,02+£0.01 Pedefeh | 0,0120.00 24 | 0,0120.00 *Pede
GA;+Spd 0.02+0.0 Pedefeh | 0.01£0.00 <4 | 0.01+0.00 "% | 0.01£0.00 *Pcde
GAs+Kad 0.04+0.00 MK 0.04+0.00 MK | 0.0320.00 efehiik 0.00+0.00 *
Kin+EBR 0.02:0.00 Pedefeh - - B}
Kin+Put 0.020.01 Pedefeh - - -
Kin+Spd 0.030.00 “Fehiik - - B}
Kin+Kad 0.02:0.00 Pedefeh - B}
Kin+Spm 0.04+0.00 "% | 0,01+0.00 **% | 0.01+0.00 >4 -
EBR+Spm 0.0220.01 Pedefeh | (010,00 Pede 0.00+0.00 * -
EBR+Spd 0.03+0.01 “fehiik - - B}
EBR+Put 0.01+0.00 2bede - . -
EBR+Kad 0.0120.00 *P<de - - B}

* Her bir parametre siitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde dnemsizdir.

- isaretli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme gergeklesmediginden ¢aligiimamistir.
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3.3.3. Uclii Biiyiime Diizenleyicisi Kombinasyonlar ile Elde Edilen Sonuclar

Uclii bilyiime diizenleyicisi kombinasyonlar ile 6n uygulamaya tabi tutulan arpa

tohumlarindaki mitotik indeks degerleri Cizelge 3.3.3.1°de verilmistir.

Caligilan tclii biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarinin tiimii 0.30 m NaCl’iin

mitotik indeks {izerindeki olumsuz etkisini hafifletmede basarisiz olmuglardir.

0.35 m ve 0.40 m tuzlulukta ise GA3+EBR+Put digindaki tiim 6n uygulamalarin

etkisiz olduklar1 gozlenmistir.

0.45 tuzlulukta ise calisilan biiylime diizenleyicisi 6n uygulamalarmin biiyiik bir
cogunlugu kismen de olsa, tuz stresinin bu parametre iizerindeki engelleyici etkisini

hafifletmeyi basarmislardir.

Tiim tuz seviyeleri dikkate alindiginda en olumlu etkiyi 0.35 ve 0.40 m NaCl’de
GA;+EBR+Put ve 0.45 m NaCl’de GAs;+Kin+Kad 6n uygulamalar1 géstermistir.

Diger taraftan tuz stresinin mitotik indeks tizerindeki olumsuz etkisini hafifletmede
ticli kombinasyonlarin ikili kombinasyonlara gore daha az basarili olduklan tespit

edilmistir (Cizelge 3.3.3.1).
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Cizelge 3.3.3.1. Uglii biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamasindan sonra cesitli
konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda cimlendirilen arpa tohumlarinda mitotik
indeks degerleri

Mitotik Indeks
Biiyiime
Diizenleyicileri NaCl (m)
(HM)
0.30 0.35 0.40 0.45
Kontrol (Saf su) | *0.06+0.00 ™ 0.030.01 ik | (,0240.00 “*&" | 0.00+0.00 **
GA;+Kin+Put 0.03+0.01 “f&hikk | 0.02+0.00 <& | 0,02£0.00 48" | 0.01£0.00 2Pede
GA;+Kin+Spm 0.04+0.00 MK 0.03+0.01 “f&hik | 0 02+0.00 <" | 0.01+0.00 2Pcde
GA;+Kin+Spd 0.03+0.01 ik | 0.01£0.00 *P¢d¢ | 0.01+0.00 P | 0.01£0.00 2ede
GA;+Kin+Kad 0.04+0.01 MK 0.02+0.01 ©df8h | 0.0240.00 <defeh | 0,02+£0.01 cdefeh
GA;+Kin+EBR 0.04:+0.01MK! 0.02+0.00 “d8b | 0.01£0.01 2P | 0.00+0.00 *
GA;+Kin+E 0.03:0.00 ik | 0.03+0.00 &Mk | 0,02:£0.00 B | 0.01+0.00 *ede
GA;+EBR+Put 0.05+0.01 K™ 0.05£0.00 K™ | 0.0320.00 Bk | (,012+0.00 2bede
GA;+EBR+Spm | 0.04+0.00 " 0.02+0.01 ©def8h | (0.02+0.01 ©dfEh | 0.0120.00 2bede
GA;+EBR+Spd 0.03+0.01 “f&hik 1 0.022+0.00 4" | 0.01+0.00 "% | 0.00+0.00 *
GA;+EBR+Kad | 0.04+0.00 " 0.03+0.00 “f&hilk | 0. 02+0.00 “" | 0.00+0.00 *
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*Her bir parametre siitununda ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde dnemsizdir.




3.3.4. Dértlii Biiyiime Diizenleyicisi Kombinasyonlar ile Elde Edilen Sonuclar

Dortlii biiytime diizenleyicisi kombinasyonlari ile 6n uygulamaya tabi tutulan arpa

tohumlarindaki mitotik indeks degerleri Cizelge 3.3.4.1°de verilmistir.

Caligilan dortli biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarin tiimii 0.30 m NaCl’iin

mitotik indeks {izerindeki olumsuz etkisini hafifletmede etkisiz olmuglardir.

0.35 ve 0.40 m tuzlulukta ise GA3;+Kin+EBR+Kad haricinde calisilan tiim ©on

uygulamalarin basarisiz olduklar1 tespit edilmistir.

0.45 m gibi yiiksek tuzlulukta ise dortlii kombinasyon 6n uygulamalarinin biiyiik bir
cogunlugu s6z konusu tuz seviyesinin mitotik indeks iizerindeki olumsuz etkisini
ortadan kaldirmada basarisiz olurken, en olumlu etkiyi yine GA3+Kin+EBR+Kad 6n

uygulamasi gostermistir (Cizelge 3.3.4.1).

Diger yandan dortlii kombinasyonlarin, tek basina, ikili ve iicli kombinasyonlar

kadar basarili olamadiklan tespit edilmistir (Cizelge 3.3.4.1).
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Cizelge 3.3.4.1. Dortlii biiylime diizenleyicisi 6n uygulamasindan sonra cesitli
ortamda c¢imlendirilen arpa tohumlarinda mitotik

konsantrasyonlardaki NaCI’li

indeks degerleri

Biiyiime Mitotik indeks
Dijzezﬂg[i)cileri NaCl (m)
0.30 0.35 0.40 0.45

Kontrol (Saf su) #0.060.00 4 0.03+0.01 “fh 0.02+0.00 <48 | 0.00+0.00 2"

GA;+Kin+EBR+Put | 0.03+0.01 “®" | 0.02+0.01 % 0.0120.01 2 | 0.00+0.00 2P

GA;+Kin+EBR+Spm | 0.04+0.00 " | 0.02+0.00 <4 0.020.01 8 | 0,000.00 *"
GA;+Kin+EBR+Spd | 0.05+0.01 ¥ 0.02+0.00 c%f 0.02+0.01 <48 | 0.01+0.00 2Pede
GAs+Kin+EBR+Kad | 0.05+0.00 ¥ 0.04+0.00 &M 0.03+0.01 " | 0.0220.00 ede

GAs+Kin+E+Put | 0.02+0.01 4 | 0.010.00 2Pede 0.0120.00 2% | 0.00+0.00 2P
GA+Kin+E+Spm | 0.03+0.00 “®" | 0.02+0.00 '8 0.02+0.01 48 | (.0120.00 2Pede
GA;+Kin+E+Spd | 0.04£0.01 & 0.03+0.01 “f&h 0.02+0.00 48 | (0.0120.00 2Pede

GA;+Kin+E+Kad | 0.0320.00 " | 0.00+0.00 *" 0.00£0.00 #* 0.00+0.00 2P

GA+Kin+E+EBR | 0.02+0.01 “% | 0.01+0.00 2Pcde 0.0120.00 2<% | 0.00+0.00 2P

*Her bir parametre siitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde 6nemsizdir.
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3.3.5. Tim Biiyiime Diizenleyicisi On Uygulamalarinin Tuzlu Kosullar

Altindaki Mitotik indeks Uzerine Etkileri

Bu boliime kadar olan kisimda tek basina, ikili, ticlii ve dortlil biiyiime diizenleyicisi
on uygulamalarina tabi tutulan ve tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen arpa
tohumlarinin mitotik indeksi iizerine etkileri ayr baghklar altinda sunulmustur.
Ancak sz konusu biiyiime diizenleyicilerinin mitotik indeks iizerindeki etkilerini
birbirleriyle de karsilastirabilmek amaciyla ek bir ¢izelge diizenlenmistir (Cizelge
3.3.5.1).

Daha 6nce belirtildigi gibi tuz, konsantrasyon artigina paralel olarak mitotik indeks
lizerindeki olumsuz etkisini arttirmustir. Ornegin; saf su ortaminda ¢imlendirilen arpa
tohumlarinin mitotik indeks degeri 0.16 (Bkz. Cizelge 3.1.1) iken, bu deger 0.30 m
tuzlulukta 0.06; 0.35 m tuzlulukta 0.03; 0.40 m tuzlulukta 0.02 ve daha yiiksek tuz
seviyesi olan 0.45 m’da ise 0.00 olmustur (Cizelge 3.3.5.1).

Kin ve GA3+Kin haricinde ¢alisilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin tiimii
0.30 m NaCl'iin mitotik indeks {iizerindeki olumsuz etkisini hafifletmeyi
basaramamistir. S6z konusu tuz seviyesinde en olumlu etkiyi GAsz+Kin 6n
uygulamast gostermistir. GA3+Kin 6n uygulamasit kontrol grubuna gore mitotik

indeksi 2 kat arttirmistir (Cizelge 3.3.5.1).

Caligilan biiyiime diizenleyicilerinin biiyiik bir cogunlugu 0.35 ve 0.40 m NaCl’iin
mitotik indeks iizerindeki engelleyici etkisini ortadan kaldirmada etkisiz olmustur.
Tek bagma biiylime diizenleyicisi 6n uygulamalarindan sadece GAsz olumlu etki
gosterirken, ikili kombinasyonlar arasinda Ozellikle GAj; ile olusturulan
kombinasyonlarin daha etkili oldugu belirlenmistir. S6z konusu tuz seviyelerinde en

olumlu etkiyi yine GA3+Kin 6n uygulamasi1 gostermistir (Cizelge 3.3.5.1).

26



0.45 m tuzlulukta ise calisilan bilyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin biiyiik bir
cogunlugunun mitotik indeks iizerinde olumlu bir etkiye sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Bu tuz seviyesinde en olumlu etkiyi diger tuz seviyelerinde oldugu gibi
yine GA3+Kin 6n uygulamasi gostermistir. GA3+Kin 6n uygulamasi mitotik indeksi

kontrol grubuna goére 5 kat arttirmistir (Cizelge 3.3.5.1).
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Cizelge 3.3.5.1. Tek basina ve kombinasyon halindeki biiyiime diizenleyicisi 6n
uygulamasindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarinda mitotik indeks degerleri

Bilyiime Milt\})ti(l:(l i(nd)eks
. P N al m
Diizenleyicileri (LM) 0.30 0.35 0.40 0.45
Kontrol (Saf su) *#0.06+0.00 ' 0.03+0.01 &N 0.02+0.00 ® | 0.00+0.00
GA; 0.05+0.01 & 0.0420.01 & 0.04+0.01" 0.02+0.00 °
Kin 0.08+0.00 0.03+0.00 &M 0.02+0.01 “®® | 0.02+0.01 2
BA 0.03+0.01 ™% | 0.01+0.00 ™ - -
E 0.02+0.00 ™% 0.01x0.00 % | 0.00£0.00 ™ -
EBR 0.01+0.00 ™ 0.00+0.00 ® - -
Put 0.02+0.00 ™% 0.01+0.00 ™ | 0.01£0.00 ™% -
Spm 0.02+0.00 ™ 0.01+0.00 % | 0.00£0.00 ® -
Spd 0.02+0.01 ™ 0.02:+0.00 *®® | 0.01£0.00 % -
Kad 0.01+0.00 ™ 0.01:+0.00 ™ - -
TRIA 0.03+0.00 ™% | 0,0240.01 P - -
GA;+Kin 0.1120.01 0.10+0.01 ¥ 0.06+0.01 0.05+0.01"
GA;+BA 0.04+0.01 %N 0.03+0.01 &N 0.03+0.00 & 0.02+0.00 °
GA;+E 0.03+0.01 % | 0,03+0.01 & 0.02+0.00 “®® | 0.01+0.00 °°%
GA;+EBR 0.04+0.01 %fen 0.02+0.00 *°* | 0.02+0.00 “*® | 0.02+0.00 2
GA;+Put 0.05+0.00 " 0.0420.00 & 0.03+0.00 & 0.02+0.00 °
GA;+Spm 0.0320.00 ™% [ 0.02+0.01 **% | 0.0120.00 *** | 0.01+0.00 >
GA;+Spd 0.02+0.00 ™% 0.0120.00 < | 0.0120.00 ™% | 0.0120.00 P&
GA;+Kad 0.04+0.00 %" 0.04:+0.00 & 0.03+0.00 & 0.0020.00
Kin+EBR 0.02+0.00 ™% - - -
Kin+Put 0.02+0.01 ™% - - -
Kin+Spd 0.030.00 ™% - - -
Kin+Kad 0.02+0.00 ™% - - -
Kin+Spm 0.0420.00 ™" 0.01x0.00 % | 0.01£0.00 ™% -
EBR+Spm 0.02+0.01 ™% 0.01+0.00 | 0.00£0.00 * -
EBR+Spd 0.03+0.01 *edefe - - -
EBR-+Put 0.01+0.00 ® - - -
EBR+Kad 0.01£0.00 ® - - -
GA;+Kin+Put 0.03£0.01 ™% [ 0.02+0.00 **% | 0.02+0.00 “*® | 0.01+0.00 >
GA+Kin+Spm 0.0420.00 ™" 0.03+0.01 =" 0.02+0.00 “® | 0.01£0.00 "%
GA;+Kin+Spd 0.03+0.01 ™% 1 0.0120.00 ™% | 0.0120.00 ®%* | 0.01+0.00 >
GA;+Kin+Kad 0.04+0.01 %N 0.02+0.01 *°®® | 0.02+0.00 °®® | 0.02+0.01 &
GA;+Kin+EBR 0.04+0.01 97N 0.02+0.00 **®® | 0.01£0.01 ™% | 0.00+0.00 **
GA;+Kin+E 0.03+0.00 ™% | (,03+0.00 & 0.02+0.00 & | 0.0120.00 P
GA;+EBR+Put 0.05+0.01 " 0.05+0.00 0.03+0.00 & 0.0120.00 *°f
GA+EBR+Spm 0.0420.00 ™" 0.02+0.01 *®® | 0.02+0.01 “*® | 0.01+0.00 "%
GA+EBR+Spd 0.03£0.01 ™% 1°0.02+0.00 "% | 0.01+0.00 % | 0.00+0.00 ***
GA;+EBR+Kad 0.0420.00 ™" 0.03+0.00 =" 0.02+0.00 “®® | 0.00+0.00 ™
GA;+Kin+EBR+Put | 0.03+0.01 ™% | 0.02+0.01 >*®®# | 0.0120.01 % [ 0.00+0.00 **
GA;+Kin+EBR+Spm | 0.04+0.00 " 0.02+0.00 *°®® | 0.02+0.01 <®® | 0.00+0.00
GA;+Kin+EBR+Spd | 0.05+0.01 & 0.02+0.00 *°*® | 0.02+0.01 “*® | 0.01+0.00 °°%
GA;+Kin+EBR+Kad | 0.05+0.00 & 0.04:+0.00 & 0.03+0.01 & 0.02+0.00 &
GA;+Kin+E+Put 0.02+0.01 0.0120.00 % | 0.0120.00 ™ | 0.00+0.00 **
GA;+Kin+E+Spm 0.03+0,00 ™% 1 0,02+0.00 ™% | 0.02+0.01 “*® | 0.01+0.00 *%"
GA;+Kin+E+Spd 0.04+0.01 90 0.03+0.01 °fen 0.02+0.00 “® | 0.0120.00 P
GA;+Kin+E+Kad 0.03+0.00 %% | 0,00+0.00 ™ 0.00+0.00 ® 0.0020.00
GA;+Kin+E+EBR 0.02+0.01 2 0.01£0.00 < | 0.0120.00 ™ | 0.00+0.00 **

*Her bir parametre siitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde 6nemsizdir.

- isaretli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme ger¢eklesmediginden galisilmamisgtir.
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3.3.6. Tek Basma ve Kombinasyon Halindeki Biiyiime Diizenleyicisi On
Uygulamalarindan Sonra Cesitli Konsantrasyonlardaki NaCl’lii Ortamda

Cimlendirilen Arpa Tohumlarindaki Kromozom Anormallikleri

Tek basina, ikili, ticlii ve dortlii bilyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarina tabi tutulup
cesitli konsantrasyonlardaki (0.30- 0.35- 0.40- 0.45 m) NaCI’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarindan elde edilen kok uglarindan hazirlanan preparatlarda gozlenen
kromozom anormallikleri Sekil 3.3.6.1 - 3.3.6.4’de, kromozom anormallik yiizdeleri

ise Cizelge 3.3.6.1°de verilmistir.

Tuz, konsantrasyon artisina paralel olarak kromozom anormallik yiizdesinde artisa
neden olmustur. Saf su ortaminda c¢imlendirilen kontrol tohumlarinda herhangi bir
kromozom anormalligine rastlanmazken (Bkz. Cizelge 3.2.1), 0.30 m tuzlulukta 1.33,
0.35 m tuzlulukta 1.57 ve 0.40 m tuzlulukta 3.9 oraninda kromozom anormalligi
belirlenmistir. Diger yandan, 0.45 m tuzlulukta hiicre bdliinmesi tamamen

engellediginden dolay1 kromozom anormallikleri incelenememistir.

Caligilan biiyime diizenleyicisi 6n uygulamalariin biiyiikk bir ¢cogunlugu 0.30 m
NaCl’iin arpa tohumlarinin kromozom anormallik yiizdeleri {izerindeki olumsuz
etkisini biiyiik 0lciide hafifletmistir. Ancak s6z konusu tuz seviyesinde
GAs+Kin+E+Spd 6n uygulamasit kromozom anormallik yiizdesini kontrol grubuna
oranla daha da artirmistir. 0.30 m tuzlulugun kromozom anormallik yiizdesi
tizerindeki olumsuz etkisini hafifletmede ikili kombinasyonlarin 6zellikle de GAj ile
olusturulan kombinasyonlarin calisilan diger kombinasyonlara gore daha basarili

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.3.6.1).

0.35 m tuzlulugun kromozom anormallik yiizdesi {izerindeki olumsuz etkisini
hafifletmede tek basina (Kin hari¢), ikili ve liglii kombinasyonlar tiimii degisik
derecelerde hafifletmeyi basarirken, dortlii kombinasyon 6n uygulamalarinin ise tuz

stresinin olumsuz etkisini hafifletmede basarisiz olduklar1 gozlenmistir. Diger yandan
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tek basina Kin 6n uygulamasi kromozom anormallik yiizdesi iizerinde artisa neden
olmasina ragmen, GAj; ile birlikte kullanildiginda s6z konusu tuzlulugun anormallik
yiizdesi iizerindeki olumsuz etkisinin biiyiik Olgiide ortadan kalktigi gozlenmistir

(Cizelge 3.3.6.1).

Caligilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalart 0.40 m tuzlulukta kromozom
anormallik yiizdesi iizerinde 0.30 m tuzluluktakilerle benzer bir etki gdstermislerdir.
Yani tuz stresinin kromozom davraniglari iizerindeki olumsuz etkisini hafifletmede
ikili kombinasyonlarin 6zellikle de GAj; ile olusturulan kombinasyonlarin daha
basarili olduklar1 gozlenmistir. Ancak GA3z+Kin+EBR+Spm kombinasyonu ise
kontrol grubuna gore kromozom anormallik yiizdesi {izerinde artisa neden olmustur

(Cizelge 3.3.6.1).

0.45 m tuzluluk, kontrol grubu tohumlarinda hiicre bdliinmesini tamamen
engellediginden dolayr kromozom anormallikleri incelenememistir. Ancak calisilan
bilytime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin biiyiik bir cogunlugu kontrol tohumlarinda
hiicre boliinmesinin goriilmedigi tuz seviyesinde hiicre bdliinmesini bir dereceye
kadar artirmistir. Diger yandan GA3+Kin+E+Spm haricinde ¢alisilan s6z konusu
bilytime diizenleyicilerinin biiyiik bir ¢cogunlugu yiiksek tuzlulukta bile kromozom
anormallik yiizdesini 0.30, 0.35 ve 0.40 m tuzluluktaki gibi, yine onemli derecede

azaltmistir (Cizelge 3.3.6.1).
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Cizelge 3.3.6.1. Tek basina ve kombinasyon halindeki biiylime diizenleyici 6n
uygulamalarindan sonra ¢esitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda cimlendirilen
arpa tohumlarindaki kromozom anormallik yiizdeleri

Biiyiime Kromozom Anormallikleri (%)
Diizenleyicileri (M) NaCl (m)
0.30 0.35 0.40 0.45
Kontrol (Saf su) % 133+0.00" | 1.57+0.00° 3.90+0.00 #
GA; 0.60£0.00 ™ 0.74+0.00 0.68+0.00 " 0.58+0.00 °
Kin 1.34+0.00 ¥ 2.40+0.00 * 2.29+0.01° 0.0£0.00
BA 0.33+0.00 0.0£0.00 * - -
E 0.0£0.00 0.0£0.00 * # -
EBR 0.0£0.00 ° 0.0£0.00 * - -
Put 0.0£0.00 0.0£0.00 * 1.12+0.00 ' -
Spm 0.0£0.00 ° 0.0£0.00 * # -
Spd 0.44+0.01 1.32+0.00 " 1.31+0.007 -
Kad 0.0£0.00 ° 0.68+0.01 & - -
TRIA 0.50+0.00 1.23+0.00 ° - -
GA;+Kin 0.15+0.00 0.05+0.00° 0.0£0.00 * 0.31+0.01 ¢
GA+BA 0.26+0.00 © 0.0£0.00 * 0.28+0.01 ¢ 0.18+0.00°
GA+E 0.0£0.00 ° 0.56+0.00 " 0.0£0.00 * 0.0£0.00 *
GA+EBR 0.34+0.00 0.0£0.00 * 0.17+0.00 ° 0.0£0.00
GAs+Put 0.12+0.00° 0.0£0.00 * 0.40+0.00 © 0.0£0.00 *
GA;+Spm 1.18+0.01 " 0.0£0.00 * 0.0£0.00 1.04+0.00 ¥
GA;+Spd 0.0£0.00 ° 0.0£0.00 * 0.0£0.00 * 0.0£0.00 *
GA;+Kad 0.0+0.00 * 1.31+0.00° 1.45+0.00 ™ #
Kin+EBR 0.0£0.00 ° - - -
Kin+Put 0.0£0.00 - - -
Kin+Spd 0.0£0.00 - - -
Kin+Kad 0.0£0.00 - - -
Kin+Spm 0.56+0.00 ' 0.0£0.00 * 0.0£0.00 * -
EBR+Spm 0.0£0.00 0.99+0.01 ' # -
EBR+Spd 0.77+0.00 * - - -
EBR+Put 0.0£0.00 * - - -
EBR+Kad 0.0£0.00 ° - - -
GA;+Kin+Put 0.0£0.00 ° 0.0£0.00 * 1.31+0.007 0.80+0.00 '
GA+Kin+Spm 0.0£0.00 ° 0.47+0.00 ¢ 0.0£0.00 * 0.0£0.00 *
GA;+Kin+Spd 0,44+0,00 0.0£0.00 * 0.45+0.00 7 0.59+0.00 7
GA;+Kin+Kad 0.0£0.00 0.0£0.00 * 0.40+0.00 © 0.0£0.00
GA;+Kin+EBR 0.0£0.00 0.0£0.00 * 0.0£0.00 #
GA;+Kin+E 0.62+0.00 " 0.71+0.00 " 0.62+0.00 & 0.0£0.00
GA+EBR+Put 0.21+0.01 ¢ 0.21+0.00 © 0,25+0,00 © 0.64+0.01 ®
GA;+EBR+Spm 0.54+0.00 © 1.18+0.00 " 1.42+0.01' 0.65+0.00 "
GA;+EBR+Spd 0.75+0.00 F 0.54+0.00 © 0.0£0.00 #
GA;+EBR+Kad 0.26+0.00 © 0.84+0.01 1.92+0.00 " #
GA;+Kin+EBR+Put 0.62+0.00" 1.10£0.00 ™ 0.0+£0.00 * #
GA;+Kin+EBR+Spm 0.41+0.00" 1.99+0.00 " 4.67+0.00 ° #
GA;+Kin+EBR+Spd 0.0£0.00 ° 2.35+0.00 ¥ 0.0£0.00 * 0.97+0.00
GA;+Kin+EBR+Kad 0.84+0.01 " 2.30+0.00 " 0.0£0.00 * 0.41+0.01 ¢
GA+Kin+E+Put 0.0£0.00 0.0£0.00 * 0.0£0.00 1.93+0.00 '
GA;+Kin+E+Spm 0.72+0.00 P 1.60+0.00 * 1.41£0.01 ¥ 10.0£0.00 ™
GA;+Kin+E+Spd 1.47+0.00 ¥ 2.35+0.00 0.0£0.00 0.0£0.00
GA;+Kin+E+Kad 0.68+0.01 ° 0.79+0.017 # #
GA;+Kin+E+EBR 0.35+0.00 0.0£0.00 * 2.06+0.00 ° #

*Her bir parametre siitununda ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde 6nemsizdir.
- igaretli tuz konsantrasyonlarda ¢imlenme gerceklesmediginden calisilmamistir.

# isaretli tuz konsantrasyonlarinda mitoz boliinme engellendiginden kromozom anormallikleri ¢alisilamamustir.
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Tek basina, ikili ticlii ve dortli biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarina tabi
tutularak cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’li ortamda c¢imlendirilen arpa
tohumlarinda en sik rastlanan kromozom anormalliklerinin karisik metafaz ve

anafazda kromozom kopriileri oldugu tespit edilmistir.

Caligilan tuz seviyelerinde gerek kontrol gerekse GA; Kin, TRIA 6n uygulamali
tohumlarda profazda (Sekil 3.3.6.1. a-f) ve metafazda (Sekil 3.3.6.2. o, p)
mikroniikleus olusumu ve diizensiz anafaz (Sekil 3.3.6.3. k) gibi anormallikler
gozlenmistir. 1kili ve {i¢lii biiyiime diizenleyicisi ©n uygulamali tohumlarda
yukaridakine benzer anormallikler gozlenmistir. Ancak tek basina biiyiime
diizenleyicisi 6n uygulamali tohumlardan farkli olarak mikroniikleus olusumuna sik
rastlanilmamakla birlikte, metafazda ekvatoryal plagin iki ve ii¢ parcaya boliinmesi
(Sekil 3.3.6.2. I-n) ve genellikle de ¢ok kutuplu anafazlar (Sekil 3.3.6.3. m—p)

gbzlenmistir.

Dortlii  biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamali tohumlarda da kromozom
anormallikleri yine karnisik metafaz (Sekil 3.3.6.2. a-i) ve anafazda kromozom
kopriileri (Sekil 3.3.6.3 a—h) seklinde olup profazda mikroniikleus (Sekil 3.3.6.1. a-f)
olusumunun ikili ve iiclii kombinasyonlara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Ayrica ¢ok kutuplu anafaz (Sekil 3.3.6.3. m—p) ve telofazda yanlis kutuplagsmalara
(Sekil 3.3.6.4. g-i) da rastlanmustir.

Ayrica genel olarak anafazda kromozom yapisikliklan (Sekil 3.3.6.3. 1), telofazda
kromozom kériileri (Sekil 3.3.6.4. a-c) ve geri kalan kromozomlar ($ekil 3.3.6.4. d-

f) da rastlanilan diger anormalliklerdir.
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Sekil 3.3.6.1. Tek basina ve kombinasyon halindeki biiyiime diizenleyicisi 6n
uygulamalarindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarinda profaz sathasinda goriilen anormallikler: a-f) Profaz safhasinda
mikroniikleus olusumu
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Sekil 3.3.6.2. Tek basma ve kombinasyon halindeki biiyiime diizenleyicisi On
uygulamalarindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarinda metafaz safhasinda goriilen anormallikler: a-i) Karisik metafaz;
J-k) Metafazda kromozomlarin sarmalanamamasi; 1-n) Metafazda ekvatoryal plagin
iki ve li¢ parcaya boliinmesi; o,p) Metafazda mikroniikleus
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Sekil 3.3.6.3. Tek basma ve kombinasyon halindeki biiyiime diizenleyicisi 6n
uygulamalarindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarinda anafaz safhasinda goriillen anormallikler: a-h) Anafazda
kromozom kopriileri; i, j) Anafazda geri kalmis kromozomlar; k) Diizensiz anafaz; 1)
Anafazda kromozom yapisikliklari; m-p) Cok kutuplu anafaz
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Sekil 3.3.6.4. Tek basma ve kombinasyon halindeki biiyiime diizenleyicisi 6n
uygulamalarindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda ¢imlendirilen
arpa tohumlarinda telofaz sathasinda goriilen anormallikler: a-c) Telofazda
kromozom kopriileri; d-f) Telofazda geri kalmis kromozomlar; g-i) Telofazda yanlis
kutuplagsma
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada, yillardan beri tohum ¢imlenmesi arastirmalarinda kullanilan GA3, Kin,
BA ve E gibi biiyiime diizenleyicilerin yaninda az ¢ok ¢alisilmis ve son 20- 30 yilda
bulunmus BR, TRIA ve PA’ler gibi hormon ve hormon benzeri aktivite gosteren
biiylime diizenleyicilerinin de gerek normal gerekse tuz stresi kosullarindaki tohum
cimlenmesi esnasinda mitotik indeks ve kromozom davranislar iizerine etkileri

karsilastirmali olarak arastirilmistir.

Kromozomlarla ilgili calismalarda, o6zellikle hiicre bolinmesi ve kromozom
anormalliklerinin belirlenmesi i¢in ¢ok degisik metotlar gelistirilmistir. Bu metotlarin
hepsinin ortak yam hiicre boliinmesi sirasinda boliinmeyi kontrol edecek 6n
uygulama ¢ozeltilerinin kullanilmasidir. Bunun i¢in degisik arastiricilar tarafindan,
8-hidroksikinolin (Rousi, 1961), a-monobromonaftalin (Kuta, 1980; El¢i, 1982),
paradiklorbenzen (El¢i, 1982; Sharma ve Gupta, 1982; Tabur vd., 2000, 2002),
kolkisin (Rousi, 1960; Guidetta Roti- Michelozzi, 1986; Terziiski ve Dimitrov, 1983)
ve erimekte olan buz (Yamamoto, 1973; Ladizinsky ve Hadassa, 1984; Maxted vd.,
1991) gibi 6n uygulama ¢ozeltileri kullanilmistir. Caligmamizda paradiklorbenzenin
doymus ¢ozeltisi ile 6n uygulamanin daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Boylece
calismamizda El¢i (1982), Sharma ve Gupta (1982) ve Tabur vd. (2000, 2002)’un

uyguladigi metot esas alinmistir.

Feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin optimum boyayr almalarmin en
onemli kurallarindan birisi hidroliz siiresinin materyale gore dogru belirlenmis
olmasidir (Elci, 1982). Bunun i¢in Fox (1969)’un belirttigi gibi en uygun sicak
hidroliz 60 °C’de 1 N HCl icerisinde materyalin 5 ile 20 dakikaya kadar bekletilmesi
ve soguk hidroliz ise 26 °C’de 5 N HCI igerisinde materyalin gesitli siirelerde
bekletilmesiyle yapilmaktadir. Caligmamizda arpa tohumlari i¢in sicak hidroliz siiresi
15 dakika olarak bulunmustur. Ancak yiiksek tuz konsantrasyon gruplarinda 15- 18

dakika kadar soguk hidroliz yapilmistir. Hidroliz islemi sonrasi kok uglart tekrar
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musluk suyu ile yikanarak gruplara gore degisen siirelerde (1- 1,5 saat) Feulgen

icerisinde bekletilmistir (El¢i, 1982).

Arastirma bulgulan boliimiinde 3.1 alt bashg altinda da goriildiigii gibi biiyiime
diizenleyicileri ile muamele edilmemis (kontrol, K) arpa tohumlarinin mitotik indeks
degeri 0.16 iken, caligilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalarinin tiimii kontrol
tohumlarinin ulastigi bu degere ulagsmay1 basaramamislardir (Bkz. Cizelge 3.1.1).
Diger yandan yapilan sitolojik incelemeler sonucunda, saf su ortaminda
cimlendirilen arpa tohumlarinda kromozom anormallikleri gdzlenmemesine karsin,
biiylime diizenleyicisi 6n uygulamali tohumlarda genellikle cesitli tiplerde ve
yiizdelerde kromozom anormalliklerine rastlanmistir (Bkz. Cizelge 3.2.1 ve Sekil
3.2.2). Ozellikle de E 6n uygulamali tohumlarda kromozom anormallik yiizdesinin
diger uygulamalara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 3.2.1).
Disaridan stimiilatér bilyime diizenleyicisi uygulamalar stresin olmadigi normal

kosullarda faydasizdir.

GA;, Kin, BA gibi bilylime diizenleyicilerinin hiicre boliinmesindeki rolleri herkes
tarafindan bilinmesine karsin, BR, TRIA ve PA’lerin hiicre bdoliinmesi iizerine
etkileri ile ilgili calismalar son derece azdir. Bu nedenle yukarida bahsedilen bilyiime
diizenleyicilerinin stres kosullar1 altinda mitotik indekse etkilerine gegmeden 6nce
optimum sicaklik olan 20 °C’de saf su ortaminda yani stressiz kosullardaki ¢imlenme
esnasinda mitotik indekse ve kromozom davraniglarina etkilerinin karsilastirilmasi

uygun bulunmustur.

Diger yandan disaridan gibberellin (Liu ve Loy, 1976; Besnard-Wibant vd., 1983;
VanDerZanden, 1999), sitokinin (Palmer ve Gunning, 1984; Werner vd., 2001;
Tomaszewska-Sowa vd., 2002) ve triakontanol (Knowles ve Ries, 1981)
uygulamalarinin normal kosullar altindaki tohum c¢imlenmesi esnasinda hiicre

boliinmesini ve dolayistyla mitotik indeksi tegvik ettikleri rapor edilmistir.
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Ancak etilen, brassinler ve poliaminlerin ise hiicre boliinmesi {izerindeki etkileri tam
olarak agikliga kavusturulamamistir. Bu biiyiime diizenleyicilerinin hiicre boliinmesi
tizerinde olumlu ya da olumsuz yonde etkili olabilecekleri belirtilmistir. Bazi
arastiricilarin s6z konusu bilyiime diizenleyicilerinin diisitk konsantrasyonlarda hiicre
boliinmesi ve mitotik indeksi tesvik ettiklerini ileri siirmelerine karsin (Costa ve
Bagni, 1983; Roth vd., 1989; Rost vd., 1996), bazi arastiricilar ise yiiksek
konsantrasyonlarda engelleyici etki yaptiklarim1 (Barlow, 1976; Gatta vd., 1992; Hu
vd., 2000) rapor etmislerdir.

S6z konusu biiylime diizenleyicilerinin kromozom davraniglar1 {izerine etkileri
yeterince c¢alisilmamasina ragmen; Tomaszewska-Sowa vd. (2002), biber
tohumlariyla yaptiklar1 calismada yiiksek konsantrasyonlarda sitokinin tatbikinin geri
kalmig kromozom ve anafazda kromozom kopriileri olusumuna sebep olduklarini
ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde Unal vd. (2002) arpada, Ismailoglu vd. ( 2004) ise
diploid, tetraploid, hekzaploid bugday tohumlarinda yaptiklann calismalarda
poliaminlerin mitotik diizensizliklere neden oldugunu belirtmislerdir. Gergekten de
yapmis oldugumuz bu ¢alismada sitokininlerin karisik metafaz, metafazda ekvatoryal
plagin iki ve {i¢ parcaya bolinmesi ve anafazda kromozom kopriileri gibi
anormalliklerin olusumuna sebep olduklar goriilmiistiir. Diger yandan poliaminlerin
de kangik metafaz, anafazda kromozom kopriileri ve telofazda yanhs kutuplagma
seklindeki kromozom anormalliklerine neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica GAs;,
EBR, TRIA uygulamalarinda da karisik metafaz, metafazda ekvatoryal plagin iki ve
tic parcaya boliinmesi seklindeki anormallikler goriilmiistiir (Bkz. Sekil 3.2.2).

O halde biitlin bu calismalarin bir sonucu olarak; calisilan bitki biiylime
diizenleyicilerinin mitotik indeks ve kromozom anormalliklerini bitki tiiriine,
kullanilan konsantrasyona ve on uygulama tarzina gore farkli sekilde etkiledikleri

sOylenebilir.

Toprak tuzlulugu, bitki biiytime ve gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Diinya

tarim alanlariin yaklasik % 20’si tuzlanma tehlikesi altindadir (Zhu, 2001).
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Bilindigi gibi tuzlu kosullar, halofit bitkilerde bile, genellikle biiyiime ve gelismeyi
olumsuz yonde etkilemektedir. Yani tuzlu kosullarda genellikle ¢imlenme
engellenmekte, bilylime hizi yavaslamakta ve verim azalmaktadir. Bazi hallerde ise
bitki, hayat devresini tamamlayamadan OSlmektedir. Bu konuyla ilgili giiniimiize
kadar pek cok arastirma yapilmis, ancak tuzlulugun etki mekanizmasi tam olarak

acikliga kavusturulamamstir (Gill ve Singh, 1985; Schmidhalter ve Oertli, 1991).

Al-Karaki (2001) ve Ghoulam ve Fores (2001)’e gore tuzlulugun biiyiime ve gelisme

tizerindeki etkisi iki yoldan olabilir:

1. Tuzun, ortamda olusturdugu ozmotik basinctan dolay1r tohumlar

cimlenebilmek icin gerekli suyu alamazlar (Ozmotik etki).

2. Ortamdaki tuz iyonlari, embriyo ya da geng fideler icin toksik etki
yapabilir (Spesifik etki, iyonik etki).

Bu iki mekanizmanin disinda tuzun, biiyiime gelisme iizerindeki olumsuz etkilerini
daha degisik yollardan da yapmasi miimkiindiir. Bunlarin i¢inde literatiirde en sik

rastlanilanlar sunlardir:

. Tuz, mitoz boliinmeyi engellemek suretiyle ¢imlenmeye ket vurabilir

(Nieman, 1965; Bozcuk, 1978; Yasseen vd., 1987).

. Tuz, DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek biiyiime ve
gelismeye ket wvurabilir (Tal, 1977; Prakash ve Prathapasenan, 1988;
Anuradha ve Rao, 2001; Ozdemir vd., 2004).

° Tuz, hiicre zarinin permeabilitesini etkiler (Basu vd., 1988; Chaudhuri

ve Choudhuri, 1993; Ellialtioglu vd., 1994; Tiburcio vd., 1994).

. Tuz, bitki hiicrelerinde solunumu genellikle engeller (Porath ve

Poljakoff- Mayber, 1964) bazen de tesvik eder (Brix, 1962).

. Bitki hiicrelerine giren Na® veya CI iyonlar1 antagonistik etki
nedeniyle hiicrenin metabolik faaliyetleri i¢in gerekli olan Ca*™, K gibi diger

iyonlarin alinmasina engel olur. Tuz iyonlari, bitkiye gerekli iyonlarla rekabet
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ederek de onlarm alinimini engelleyebilir (Greenway ve Munns, 1980; Lynch

ve Lauchli, 1984; Tiwari vd., 1997).

o Yiiksek tuzluluk, tohumda bulunan ABA gibi dogal engelleyici
hormonlarin konsantrasyonunu arttirip (Rao vd., 1975; Ungar ve Binet, 1975;
Khan, 1978; Yiirekli vd., 2001; 2004) gibberellin ve sitokinin gibi stimiilator
hormonlarin seviyesini diisiirebilir (Prakash ve Prathapasenan, 1990; El-

Mashad ve Kamel, 2001; Yiirekli vd., 2001; 2004).

. Tuz, depo dokularinin karbonhidrat ve protein rezervlerini harekete
geciren 0- amilaz (Muthukumarasamy ve Panneerselvam, 1997; Kaur vd.,
1998; Promila ve Kumar, 2000; Ashraf vd., 2002), proteaz (Prisco ve Vieira,
1976) ve RNaz (Sheoran ve Garg, 1978; Gomes ve Sodek, 1988) gibi

hidrolitik enzimlerinin aktivitesini engelleyerek ¢cimlenmeye ket vurabilir.

o Tuz, tohumda prolin igerigini artirarak (Durgaprasad vd., 1996;
Rodriguez vd., 1997; Dash ve Panda, 2001), katalaz, peroksidaz ve polifenol
oksidaz aktivitelerini azaltarak (Bishnoi vd, 1997; Saha ve Gupta, 1997; Dash
ve Panda, 2001) olumsuz etki yapabilir.

Yaptigimiz calismada da goriildiigii gibi tuzluluk, konsantrasyona bagh olarak arpa
tohumlarinin mitotik indeksini azaltmistir (Bkz. Cizelge 3.3.5.1). Tuzun mitotik
indeksi engelleyici etkisi herkes tarafindan bilinen bir gercektir (Huang ve Van
Steveninck 1988, 1990; Katsuhara ve Kawasaki, 1996; Lutsenko vd., 2005). Tuzun
bilinen, mitoz bolinmeyi engelleyici etkisi (Nieman, 1965; Bozcuk, 1978) bu
caligsma ile bir kez daha dogrulanmistir. Tuz, hiicre boliinmesi tizerindeki engelleyici
etkisini dogrudan yapabilecegi gibi, bu etkiyi arpa tohumlarinda yol agtigt icsel
absisik asit (ABA) artis1 kanali ile de gerceklestirebilir (Rao vd., 1975; Ungar ve
Binet, 1975; Khan, 1978).

Ote yandan tuzlulugun artan seviyeleri arpa tohumlarmin mitotik indeksi iizerinde
oldugu gibi kromozom davramiglar1 iizerinde de olumsuz etki gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismada tuzlulugun; profazda mikroniikleus olusumu, karisik metafaz,
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metafazda ekvatoryal plagin iki ve ii¢ par¢aya boliinmesi, metafazda kromozomlarin
sarmallanamamasi, diizensiz anafaz, anafazda kromozom kopriileri ile telofazda
kromozom kopriileri ve yanlis kutuplagsma gibi anormalliklere neden oldugu tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 3.3.6.1- 3.3.6.4). Ancak tuz seviyesinin kromozom anormalligi
tizerine etkileri yeterince calisilmamis olmasina ragmen, Tajbakhsh vd. (2006) arpa
tohumlari ile yaptiklar calismada tuzlulugun artan seviyelerinin anafaz safhasinda
kromozom anormalliklerine sebep olarak hiicre boliinmesini geciktirdigini

belirtmislerdir.

Diger yandan biiylime diizenleyicilerinin, tuz stresinin mitotik indeks iizerindeki
olumsuz etkisini hafifletmede farkli derecelerde etkili olduklari ve bu farkin
istatistiksel agidan Onemli oldugu tespit edilmistir. Kin ve GAs3+Kin haricinde
calisilan biiylime diizenleyicilerinin tiimii 0.30 m tuzlulugun mitotik indeks
izerindeki olumsuz etkisini hafifletmede etkisiz olmuslardir. 0.35 ve 0.40 m
tuzlulukta ise ikili kombinasyonlarin oOzellikle de GAj3; ile olusturulan
kombinasyonlarin mitotik indeks iizerinde diger uygulamalara gore daha basarili
olduklart belirlenmistir. 0.45 m tuzlulugun mitotik indeks iizerindeki engelleyici
etkisini hafifletmede biiylime diizenleyicilerinin biiyiik bir cogunlugunun basarili bir
etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Tiim tuz seviyeleri dikkate alindiginda en olumlu

etkiyi GA3+Kin 6n uygulamasi gostermistir (Bkz. Cizelge 3.3.5.1).

Tuz seviyesi arttikca GAj3 ve Kin, ozellikle GAj3’iin mitotik indeksi kontrole gore
tesvik etmesi arpa tohumlarinin tuzlu kosullardaki ¢imlenmesinde bu iki bilyiime
diizenleyicinin digtan tatbiki ile tuz stresinin cimlenme engelleyici etkisini mitotik
indeksi artirmak yolu ile hafifletilebilecegine isaret edebilir. Gergekten gerek
GA’lerin gerekse sitokininlerin hiicre boliinmesini tesvik ettikleri uzun zamandir

bilinmektedir (Bozcuk, 1978; Baroncelli vd., 1988).

Ote yandan diger uygulamalar da esasen arpa tohumlarinin tuzlu kosullardaki
cimlenmesinde basarili olabilmislerdir (Cavusoglu, 2006). Mitotik indeks iizerindeki

tuz engellemesini yenemeyen bu tesvik edicilerin uygulamalari, cimlenme iizerindeki
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tuz engelini baska yollarla; 6rnegin tuzun ozmotik etkisini yenerek (Mansour ve Al-
Mutawa, 1999; Zapata vd., 2004) veya tuzun hiicre uzamasim engelleyici etkisini

yenerek (Kaur-Sawhney vd., 1980; Scott, 1984) basarili olmus olabilirler.

Tim tuz seviyelerinde genelikle GAj3’lii kombinasyonlarin kontrol grubuna gore
onemli derecede basarili olmalari, arpa tohumlarin tuzlu kosullardaki ¢imlenmesinde
GAy’iin vazgecilmez bir yere sahip oldugunu isaret etmektedir. Ayrica mitotik indeks
izerindeki tuz stresinin yenilmesinde GA3+Kin kombinasyonunun tek basina GAj3 ve
Kin’e nazaran daha basarili olmasi, bu iki biiyiime diizenleyicinin birlikte bir
sinerjizm olusturduklarina isaret eder. Gergekten, Ozellikle arpa tohumlarinin
cimlenmesinde tuz seviyelerindeki artisa bagli olarak bu ikilinin, kombinasyon
halinde iken daha etkin oldugu cesitli arastiricilarca rapor edilmis (Kabar ve Baltepe,
1987; Kabar, 1989). Ote yandan tuzun ¢imlenme esnasinda tohumlarda 6zellikle
sitokinin (El-Mashad ve Kamel, 2001; Yiirekli vd., 2004), GA’ler (Prakash ve
Prathapasenan, 1990; Yiirekli vd., 2001) gibi stimiilatorlerin i¢sel miktarini azalttig
diisiiniildiigiinde distan uygulanan bu tegvik edicilerin mitotik aktiviteyi arttirmalart

siirpriz olmay1p beklenen bir durumdur.

Uclii ve dortlii kombinasyonlarin genellikle ikili kombinasyonlar kadar basaril
olamamalari, ayrica her tiirlii kombinasyon durumunda belirli bilyiime diizenleyicisi
uygulamalarinin basar1 gostermeleri tohum cimlenmesi tizerindeki tuz stresinin
yenilmesinde kullanilacak her stimiilatoriin bagarili olamayabilecegini, bu nedenle
uygulanacak stimiilator(ler)iin ve konsantrasyon(lar)un 6n caligsmalarla belirlenmesi
gerektigine isaret eder. Gergekten tohum c¢imlenmesinde tuz stresinin yenilmesinde
stimiilatorlerin tip(ler)i ve konsantrasyonlarinin tiirden tiire degisebilecegi gesitli
aragtirmalarla gosterilmistir (Palavan-Unsal, 1987; Palavan-Unsal vd., 1990; Mirza ve

Bagni, 1991).

Calisgilan biiyiime diizenleyicilerinin arpa tohumlarinin mitotik indeksi iizerinde
oldugu gibi kromozom anormallik yiizdeleri ve kromozom davraniglan iizerinde de

istatistiksel acidan onemli etkiler gosterdigi tespit edilmistir. 0.30 m tuzlulugun
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kromozom anormallik yiizdesi {iizerindeki olumsuz etkisini hafifletmede ikili
kombinasyon 6n uygulamalarinin 6zellikle de GAj ile olusturulan kombinasyonlarin
diger uygulamalara gore daha basarili olduklan gozlenmistir. 0.35 m tuzlulugun s6z
konusu parametre {izerindeki engelleyici etkisini ortadan kaldirmada dortlii
uygulamalarin ¢alisilan diger 6n uygulamalara gore etkisiz oldugu gozlenmistir. 0.40
m tuzlulukta ise caligilan biiyiime diizenleyicisi 6n uygulamalart 0.30 m
tuzluluktakine benzer etkiler gdstermislerdir. 0.45 m tuzluluk ise hiicre boliinmesini
tamamen engellediginden dolayr kromozom anormallikleri incelenememistir (Bkz.

Cizelge 3.3.6.1).

Tek bagina bilylime diizenleyicisi 6n uygulamalari, s6z konusu tuz seviyelerinde
genellikle profaz ve metafaz safthasinda mikroniikleus olusumu, karigik metafaz ve
diizensiz anafaz gibi kromozom anormalliklerine sebep olmustur. Ikili ve iiclii
kombinasyonlarda ise ilave olarak ekvatoryal plagin iki ve ii¢ parcaya boliinmesi ve
cok kutuplu anafazlar gozlenmistir. Diger yandan dortli kombinasyon
uygulamalarinin yine karisik metafaz ve anafaz kopriileri seklinde kromozom
anormalliklerine sebep oldugu, mikroniikleus olusumunun tek bagina biiylime
diizenleyicisi uygulamalar1 kadar ¢ok olmamakla birlikte, ikili ve {iglii
kombinasyonlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Ustelik ¢ok kutuplu anafaz
ile anafaz ve telofazda yanlis kutuplagmalar da gozlenmistir (Bkz. Sekil 3.3.6.1-
3.3.6.4).

Ancak yapilan literatiir caligmasi sonucunda s6z konusu biiylime diizenleyicileriyle
tuzlu kosullar altinda cimlendirilen tohumlarin gerek mitotik indeks gerekse

kromozom davranislari tizerindeki etkileri ile ilgili yeterli bilgiye rastlanamamistir.

Cesitli biiylime maddeleri farkli tiirlerde hatta ayni tiirlin bireylerinde bile farkli
olaylarda etkili olabilmekte ve farkli miktarda bulunabilmektedirler (Ungar, 1974;
Khan ve Weber, 1986; Khan, 1991). Buna gore bir bitkide herhangi bir biiyiime
gelisme olayinda hangi hormon etkin konsantrasyonda ise o hormon islevini yaparak

biilytime gelisme olaylarinda sorumlu olmaktadir. Gergekten Khan (1971)’1n da isaret
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ettigi gibi bir olayin bir hormonun mutlak varligi veya yoklugu ile yonetilmesi
muhtemel degildir. Cevre kosullarina tepki olarak bitkide bazi hormonlar daha fazla
etkin, bazilar1 daha az etkin olabilir ya da hi¢ etkin olmayabilirler. Dolayis1 ile hangi
hormon en etkin durumda ise ilgili olayda onun is gormesi daha akla yakin

goriinmektedir.

Arastirmamizda, c¢esitli tesvik edici bilylime maddeleri kullanarak yurdumuz ig¢in
onemli bir tahil bitkisi olan arpaya, 6zellikle memleketimizde biiyiik bir sorun olan
tuz stresine karsi tolerans kazandirilmasinin muhtemel mekanizmalarindan biri
olabilecek mitotik aktivite ile bilyiime maddeleri arasindaki etkilesimler irdelenerek
literatiirdeki bir boslugun doldurulmasina hizmet edilmeye calisildigi sonucuna
varilmigtir. Bu nedenle uygun biiylime maddelerinin, Ozellikle tuzlu arazilerde
yetisebilecek bitkiler icin kullanilmasinin, yurt ekonomisine ¢ok yararli sonuglar

saglayacag diisiiniilmektedir.

Olayin agikliga kavusabilmesi icin mitotik aktivite tizerinde dogrudan ve dolayh
olarak etkin olabilen hidrolaz sentezi ve aktivitesi, niikleik asit metabolizmasi,
protein ve enzim sentezi gibi temel metabolik olaylar {izerinde bu kimyasallarin
etkilerinin arastirilmasi s6z konusu mekanizmanin aydinliga kavusmasina hizmet

edecektir.
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