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Bu aragtirmada, bir monokotil (Triticum aestivum cv. Cumhuriyet) ile bir dikotil (Cucu-
mis sativus cv. Beit alpha)'in tohum ¢imlenmesi, ¢gimlenme sonrasi safhada kok, koleoptil veya
hipokotil biiyiimesi iizerine sigara dumammnn etkileri aragtirilmig ve bu olaylarda sigara du-
mant ile distan uygulanan gesitli biiytime maddeleri arasindaki etkilegimler belirlenmeye cali-
silmugtir. Ayrica ¢cimlenmeyi ve morfogenetik belirimleri tamamen engelleyecek sekilde sigara
dumarn uygulanmig tohumlarin endogen hormon diizeyleri gesitli spesifik biyotestlerle muka-
yeseli olarak belirlenmis ve bu sekilde de sigara dumaninin i¢sel hormon sentezine olan etkile-
ri tespit edilmeye ¢alisimagtir.

Elde ettigimiz sonuglara gére sigara duman1 uygulamast her iki bitki tiiriin{in tohumun-
da da ¢imlenmeyi 6nemli dlgiilerde etkilemis, 6zellikle ¢cimlenme ortaminda sigara dumani bu-
lundugu zaman gimlenme tamamen engellenmis, tohumlar sigara duman: olmayan ortama
alindiklarinda gimlenme yetenegini yeniden kazanmuslardir. Cimlenme {izerindeki bu inhibis-
yon kék, koleoptil veya hipokotil biiyiimesi {izerinde de belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmustir.
Sonugta bu inhibitif etkilerin kalici olmadig ve inhibisyonun devam edebilmesi igin ortamda
bu faktdriin bulunmasmm gerekli oldugu anlasiimistir. Sigara dumaninin bu olaylar {izerinde
olusturdugu inhibisyon ayn: anda ortama biiylime maddesi verilerek azaltilamamugtir. Ancak
ortam sigara dumarundan temizlendikten sonra hipokotillerin ve koleoptil pargaciklariun uy-
gulanan biiytime maddelerine kars: davrams yeteneklerini tamamen kazandiklar: goriilmiig-
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Yapilan hormon ekstraksiyonlar1 sonunda, ¢imlenmesi sigara dumani uygulamasz ile ta-
mamen engellenmis tohumlarda auksin, gibberellin ve sitokinin diizeyleri normal tohumlar-
daki gibi gerceklesmis, ancak inhibitor maddeler (ABA) diizeyinde kismi bir artis gozlenmis-
tir. Bu sonuglar inhibisyonun, endogen hormon sentezinin engellenmesi yoluyla degil, bagka
bir mekanizmaya miidahele sonucu ortaya ¢iktiginu gostermekte ve hiicrelerin mevcut hormon
diizeyine kars: duyarlilhiklarinda ve davramsg yeteneklerinde biiyiik bir azalis sonucu olustugu-
nu distindiirmektedir.

- —
ANAHTAR KELIMELER : Sigara dumans, bitki biiyiime maddesi, c;imle_n/me, fide biiyiimesi,

engellenme, hormon ekstraksiyonu, biyolojik test.
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In this research work, the effects of cigarette smoke on the germination of a monocot
(Triticum aestivum cv. Cumhuriyet) and a dicot (Cucumis sativus cv. Beit alpha) seeds and on
the subsequent coleoptile or hypocotyl and root growth emerging from these seeds have been
investigated. In addition, the interaction between externally applied plant growth substances
and these phenomena have been dealt with. Finally, the endogenous hormone level of the se-
eds whose germination and subsequent growth were completely inhibited by cigarette smoke
have been determined by specific bioassays in comparison with untreated wheat seeds, in or-
der to shed some light on the probable intervention of this treatment on endogenous hormone
synthesis,

The results we have obtained may be summarized as follows :

The application of cigarette smoke have inhibited the seed germination in both species as
long as this pollutant was present in germination medium, the seeds regaining their germinati-
on ability as soon as being transferred to a smoke - free medium. The same stuation was also
observed for the root, hypocotyl or coleoptile growth. These results have shown that the inhi-
bitory effects of cigarette smoke on the germination and early seedling growth are of reversib-
le nature. The inhibitory effects of cigarette smoke on the germination or growth have not been
alleviated by concommittant growth substance application, but the hypocotyls or coleoptiles
regained their responsiveness to specific growth substances after being transferred to a smoke

- free medium.
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The endogenous growth substance exraction from the wheat seeds whose germination
was completely inhibited by cigarette smoke application revealed almost no difference betwe-
en treated and untreated seeds. The gibberellin, auxin and cytokinin levels of treated seeds
were not different from those in untreated seeds, but the level of inhibitors (ABA) was somew-
hat increased by this treatment. These results imply that inhibition caused by cigarette smoke
in the germination or early seedling growth is not caused by an intervention on the internal
hormone synthesis, but by rendering the present cells in the seeds or seedlings less sensitive or

more recalcitrant to the present hormone level.

KEY WORDS : Cigarette smoke, plant growth substances, germination, seedling growth, inhi-

bition, hormone extraction, bioassay.
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1. GIRIS

Ozellikle yirminci yiizyiln ikinci yarisinda antropolojik faktorlerle beliren
ve biitiin canlilar1 tehdit eder bir duruma gelmig olan, atmosferde, toprakta ve
sularda degisik Olgiilerde ortaya ¢ikan gevre kirliligi, 6ncelikle ele almip acil
tedbirlerle ¢oziimlenmesi gereken ¢agimizin en 6nemli sorunu haline gelmis-
tir. Canli organizmalarin dogrudan temasta olduklar: hava, toprak ve suyu
kirleten 6gelerin canlilardaki fotosentez, solunum, bosaltim gibi hayatsal me-
tabolik etkinlikler, morfolojik- anatomik karakterler ve genetik materyalin ya-
pist tizerinde ve ayrica lireme, ¢cimlenme, biiylime, gelisme gibi temel olaylar-
da da olumsuz etkiler yapmasi, konunun 6énemini agik bir sekilde ortaya koy-
maktadir.

Hava kirleticilerinin serbest difiizyon imkani bulmalar1 yaninda, hava
akimlariyla genis alanlari etkileri altina almalari, problemin biiytikliigiint ve
tehlikesini daha da arttirmaktadir. Aktif hareket etme yetenegi olmayan ve be-
sin zincirinin en 6nemli halkasim olusturan bitkilerin, bu kirleticilerden dog-
rudan etkilenmesi ve dogal olarak korunamamasi, biitiin canlilar agisindan
Onem tasimaktadir.

Hava kirliligine yol acan faktorlerin baslicalary; endiistriyel faaliyetler,
motorlu tasitlarin eksoz gazlari, baca gazlari, yakma iglemleri (¢6p, sigara, ya-
kit), sogutucu ve sprey kullaniimasi, volkanik faaliyet ve orman yanginlaridir.

Kirleticilerin bitkiye iki ana girig yolu olup bunlar kok ve yapraklardir.
Genel olarak hava pollusyonuna yol acan ve yapraklardan bitkiye giren kirle-
tici 6geler arasinda kiikiirt dioksit (SO,), azot oksitleri (NO,), ozon (O3) ve di-
ger fotokimyasal sis tirtinleri, fluortirler (F ), etilen, klor (Cl,), karbon monok-
sit (CO), hidrojen siilfiir (H,S), amonyak (NH;), HCl ve cesitli eksoz gaz1 bile-
senleri bulunur. Bu bilegiklerden bir kisminin tiitiin dumaninin bilegiminde de
bulunmasi, konuyu bu gergevede ele alip incelememize neden tegkil etmistir.

Ciinkii diger gevre kirleticilerinin bitkilerdeki etkileri bazi aragtiricilar tarafin-

dan incelendigi halde, etkisi ¢ok dar kapsamda olan, insan ve hayvan organiz-



malarina girdikten sonra kapal: sistemlerde etkisi incelenen sigara dumaninin
bitkilerdeki etkileri konusunda bir-iki ¢alisma diginda, bir literatiir verisine
rastlamamig bulunmaktay1z.

Genel hava kirleticilerinin bitkiler tizerindeki etkileri konusunda ¢ok sayz-
da aragtirma yapilmigtir. Ornegin kiikiirt elementini igeren yakitlardan atmos-
fere verilen kiikiirt dioksit (SO,)'in bitkiler tizerinde zararh etki yaptig1 gesitli

caligmalarla tespit edilmistir. SO, gazinin etkisinde kalan bazi bitkilerde gelisg-
menin zayifladig, bitki ortiistiniin tahrip oldugu (Cetik, 1965) saptanmistir.
Bu gazin klorozis ve nekrozise neden oldugu, fide biiytimesini énemli 6lctide
engelledigi (Godzik vd., 1985), kok biiytimesini gévdeden daha fazla etkiledi-
gi (Jones vd., 1982) rapor edilmistir. Isik, nem ve katalizor iz elementlerin etki-
siyle SO,, SOj'e doniistir. Bu gaz ise H,50,'i meydana getirir. Kiigiik parti-
kiiller halinde havada asili duran siilfiirik asit, yagmurla yerytiiziine inerek
asit yagmurlarina sebep olur. Asit yagmurlar1 sonucu bitkilerde bazi tiirlerde
biiyiimenin engellendigi ve stomalarin kapanarak transpirasyonun azaldig:
(Neufeld vd., 1985), yapragin tahrip oldugu, 6zellikle yaprak karakteristikle-
rinde degisikliklerin meydana geldigi (Evans vd., 1977; Haines vd., 1985) tes-
pit edilmistir. Bu yagmurlarin etkisiyle fotosentezin azaldig (Neufeld vd.,
1985) veya arttig1 (Irwing ve Miller, 1980) seklinde geliskili sonuglar elde edil-
migtir.

Yiiksek 1s1 veren yanmalar sonucu agiga ¢ikan, eksoz gazi ve tiitiin duma-

nimin bilegsiminde de yer alan azot oksitlerinden (NO,) 6nemli olanlar1 NO ve
NO,'dir. Ancak ¢ok yiiksek diizeylerde bulundugu zaman bitkiler igin toksik
etki gosteren NO,'in yapraklarda nekrotik bolgelerin olusumuna ve daha son-
ra defoliasyona yol agti1 (Naegele, 1974) belirlenmistir. NO,'in yapraklarda
renk kaybina yol agtig1 (Heck, 1964), fotosentez hizini azalttigi (Hill ve Ben-
neth, 1970) rapor edilmistir. Ayrica NO, ile SO, arasinda zarar olugturma ba-
kimindan sinergistik bir etki bulundugu da saptanmug olup (Godzik vd., 1985;
Zahn, 1970) NO,'in 6nceden uygulanmasi daha sonradan uygulanan SO,'in

zararh etkilerini olaganiistii arttirmigtir.



Azot oksitleri ve hidrokarbonlarin fotokimyasal reaksiyonlar1 sonucunda
peroksiagil nitratlar olusur. Bu bilesikler ise fotokimyasal sisin i¢cinde bulunur-
lar. Fotokimyasal sisin bitkilerde olusturdugu en tipik etki mezofil tabakasimn
¢Okmesi ve yapragin alt kismmin parlak, bronz bir renk almasidir. Ayrica bu

sisin bitkiye zarar veren asil yapi tasi ozondur (Naegele, 1974). Ozon (O3)'un

bitkilerde anatomik bozukluklara yol a¢tig1, palizat parenkimas: ultrastriiktii-
riine olumsuz etkiler yaptig1 (Thomson vd., 1965), misirda polenlerin ¢imlene-
memesi sonucu toplam genetik sifrenin sadece belirli bir kismimnin aktarilma-
styla iirtin kaybina sebep oldugu (Naegele, 1974) rapor edilmistir.

Hava pollusyonuna yol agan énemli etmenlerden biri de karbon monok-
sit, azot oksitleri, hidrokarbonlar ve kursun (Pb), ¢inko (Zn), kadmiyum (Cd)
gibi gesitli bilesik ve elementleri iceren eksoz gazlaridir. Yola yakin alanlarda
ve yol kenarlarinda yetisen ot, cali ve agaglar ile ekimi yapilan tarim triinleri-
nin eksoz gazlarindan olumsuz yonde etkilendigi bilinmektedir. Colwill ve ar-
kadaslar: (1982) trafigin yogun oldugu yerlerde yetisen bitkilerin yapraklarn-
da metal, yag ve toz damlaciklarinin siyah bir tabaka meydana getirdigini ve
bu partikiillerin stomalar: kapatmak suretiyle fotosentez hizini yaklagik % 20
oraninda azalttigini rapor etmislerdir. Yine bu gazin etkisiyle yapraklarda klo-
rozis ve nekrozis goriildiigi, biiylimenin engellendigi (Tiirkan, 1988; Munzur-
oglu 1988), stomalarin kapandigl, epidermis, mezofil ve iletim dokularmin bii-
tlinliigiiniin bozuldugu, biyokiitlesel verimlilik ve yaprak alaninin azaldig:
(Ttirkan, 1988) tespit edilmistir. Bugday ile yapilan bir ¢calismada eksoz gazi-
nin ¢imlenmeyi engelledigi, klorofil ve total azot miktari azalttigi, kok ve
govde biiyilimesini engelledigi (Munzuroglu 1988) belirlenmistir. Ayrica eksoz
gazinda bulunan ¢inko, kursun ve kadmiyum gibi kirleticilerin trafigin yogun
oldugu alanlardaki vejetasyon tizerinde birikim gosterdigi ve zararh etkiler o-
lusturduguna dair ¢ok sayida caligma vardir (Ornegin Thomas vd., 1973, 1975;
Goldsmith, 1976; Dmowski ve Karolewski, 1979 ; Lee vd., 1983 ; Tiirkan, 1986 ;
Hernandez vd., 1987). Bu elementlerden kursunun stomalar1 kapatarak foto-
sentezi ve terlemeyi engelledigi (Bazzaz vd., 1974), NADH oksidasyonunu sti-
miile ettigi (Hasset vd., 1976) belirlenmistir.



Eksoz gazinda fazlaca bulunan ve bitki hormonu olarak da biiyiik bir
Onem tastyan etilen gazimin bitkilerde biiylimeyi engelledigi, apikal dominan-
sinin etkisini azalttif1, yapraklarda klorozis, nekrozis ve dokiilmeye yol actig:
(Beevers, 1976) saptanmuigtir.

Bitki hormonlarmin biyosentezi, taginmas: veya etkinlikleri tizerinde kir-
leticilerin etkileri konusunda fazla bir sey bilinmemektedir. Ancak SO, gazi-
nmn hormonlardan bazilarim etkiledigi (Hallgren, 1978) ileri stirtilmiistiir. Siil-
fit (SO3)'in deney tiipiinde indol asetik asit (IAA)'in oksidasyonunu arttirdigt
gosterilmistir (Meudt, 1971; Yang ve Saleh, 1973). Canli sartlarda SO,'in bitki
¢imlenmesi, ¢iceklenme, yaprak dékiimii ve senesens {izerindeki etkilerinin,
kirleticinin bitki hormonlariyla karsilikli etkilesimleri temeline dayali oldugu
(Hallgren, 1978) rapor edilmistir. O3 ve SO,'e maruz kalan bitkilerde etilen
sentezinin arttigina dair ¢ok sayida bulgu vardir (Tingey vd., 1976 ; Peiser ve
Yang, 1979 ; Bucher, 1981 ; Kimmerer ve Kozlowski, 1982). Stomalardan yap-
raklara giren SO, ve Oz'un asma yapraklarinda hasara yol actig1 (Rosen vd.,
1978) go6zlenmistir. Fasulye bitkisini ABA (absisik asit) ile muamele eden
Fletcher ve arkadaslar1 (1972) Oz'un yol acti1 toksisite etkilerini azaltabilmis-
lerdir. Bu koruyucu etkinin stomalarin kapanmasi ve ozonun stomalardan gir-
mesinin engellenmesi sonucu olustugu agiktir. Taylor ve arkadaslar: (1981)
dtisiik diizeyde SO,'in Vicia faba epidermal seritlerinde stomalarin agilmasina,
yliksek dtizeyde SO, 'in ise stomalarin kapanmasina yol actigin, diisiik diizey-
de ABA ile SO, arasinda dogrudan antagonizma bulundugunu gézlemisler-
dir.

Hidrojen floriir, kiikiirt dioksit ve ozonun diisiik diizeyleri ile bitki biiyti-
mesinin stimiile edildigi (Bennett vd., 1974) bilinmektedir. Bir toksik madde-
nin diistik dozlar: ile bir fizyolojik olaym goriiliir bicimde hizlandirilmasima
"hormesis" (Stebbing, 1979) veya "hormoglosis" (Luckey, 1986) denir. Bu du-
rum hayvanlarda ¢ok iyi bilinmektedir. Konukgu bitkinin kalitesindeki farkla-
ra kars1 béceklerin duyarh olduklar: ve daha hizh biiyiiyen bitkilerde kalitenin
daha iyilestigi (Mattson, 1980) dikkate alindiginda, bu sekilde stimtile edilmis



bitkilerde yasayan boceklerde daha fazla cogalma oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
TAA, gibberellinler ve sitokininler baz1 b6ceklerin yasam stirelerini ve dol ve-

rimlerini arthirmaktadir (Neumann - Visscher, 1982). McNary ve arkadaslar:
(1981)'nin gayirliklarda SO, dumanimna maruz birakilmis parsellerdeki grami-

nelerin tizerinde ¢ekirge populasyonunda azalma gormiis olmalari, bu pollu-
tantin bitki hormonlarinin diizeyinde bir degisiklige yol ac¢ti1 ve bocekleri et-
kiledigi kanisimi uyandirmustir. SO,'e maruz kalmig bitkilerde etilen igeriginin

artmasi sebebiyle bitkiler cabuk yaglanmakta ve bu yaglanmayla birlikte bun-
larla beslenen gekirgelerin olgunluga erigme ve dél verimlerinde azalma go-
riilmektedir. Genellestirecek olursak bazi ¢ekirge ve afit tiirlerinde IAA, gibbe-
rellin ve sitokinler hayat siiresini ve ddl verimini arttirdiklar: halde ABA ve
etilen gibi biiytimeyi engelleyici hormonlar engelleyici etki gostermektedir. Bu
etkilerin, kirleticilerin etkisiyle konukcu dokuda hormona bagh degigimlerin
nedeniyle mi ortaya ¢iktif1 veya bcekler iizerinde hormonlarin dogrudan bir
etkisinin mi s6z konusu oldugu bilinmemektedir. Ancak fitofag boceklerde
gevre kirleticilerinin yol actig1 hormonal degisimlerin etkisinin 6nemi de agik-
ca ortaya konmustur.

Tiitlin dumamnn tiim atmosfer goz oniine alindiginda, genel hava pol-
lusyonu igindeki birim hacimde orani, hava kirliligine yol agan ve diger sayfa-
da belirtilen kirletici kaynaklara kiyasla ¢ok azdir. Ancak bilinen ve makro dii-
zeyde hava kirlenmesine yol agan kaynaklardaki kirletici faktorlerden ¢ok da-
ha fazla sayida toksik, irritant ve kanserojen maddeleri igeren sigara dumani
saglik agisindan ve birgok olumsuz etkileri bakimindan ¢ok fazla énem veril-
mesi gereken bir kirletici faktérdiir. I¢imi ¢ok fazla olan ve insanlarin yagadig
hemen her ortamdan atmosfere verilen tiitiin dumanin belirli bir merkezden
kirletici kaynak olarak havaya verilmemesi, havaya verilen tiitiin dumanin ise
gok fazla seyreltilerek yayilmasi, ona agik sistemlerde gerekli 6nemin verilme-
mesine neden olmustur. Bundan dolayz tiitiin dumaninin ekosistemlerde za-
rarli etkilere yol agtigini, bitki ortiistinti tahrip ettigini ve diger canli organiz-
malari olumsuz yonde etkiledigini sdylemek pek de gergekci bir yaklasim ola-

maz. Fakat kapali ortamlarda olusan tiitiin duman lokal olarak bu ortamlar



icin havayi kirleten temel etmenlerin basinda gelmektedir. Bu kapal: alanlarin
genelde kiictik olusu, havalandirma sistemlerinin olmayis1 veya yetersiz olu-
su, tiitlin dumaniin ortam havasindaki yogunlugunu ¢ok fazla arttirmakta-
dir. Ortamda birikim gosteren tiitiin dumam 6geleri solunum yoluyla canli
doku ve hiicrelere kadar tagmarak basta insan olmak {izere omurgali hayvan-
larda gesitli toksik etkilere, fizyolojik ve anatomik bozukluklara yol agmakta-
dir. Hava kirliligine yol acan ve bitkiler {izerindeki etkileri yukarida agiklanan
maddelerden biiyiik bir kisminin ya kendisi ya da 6nciilii, tiitiin tirtinlerinin
yanmastyla olusan duman igerisinde bulunmaktadir. Atmosfere verilen kirle-
tici 6gelerin biiyiik bir kisminin sekonder tepkimeler yoluyla canlilarda toksik
etki yapan pek ¢ok yan {iriiniin olugmasina sebep oldugu bilinmektedir. Buna
ornek olarak kiikiirt oksitlerinin atmosferdeki su buhari ile birlegerek asit yag-
murlarma yol agmasi, azot oksitleri ve hidrokarbonlarin fotokimyasal reaksi-
yonlar: sonucunda peroksiacil nitrat (PAN)larmn olugmasi verilebilir.

Titiintin yanmasiyla olusan sigara dumanimnin icerisinde 3900'den fazla
degisik kimyasal yapida madde bulunmustur. Bu kimyasal maddelerden bir
kismu gaz halindedir. Bu maddelere 6rnek olarak azot oksitleri, karbon mo-
noksit, amonyak, ugucu aldehit ve ketonlar, benzen, iirethan, ugucu veya aro-
matik aminler verilebilir. Bir kismi ise gaplar1 0,1 ile 1 mikrometre arasinda de-
gisen siv1 veya kat1 partikiiller seklindedir. Bunlara da 6rnek olarak metaller,
katran, nikotin ve poliniikleer aromatik hidrokarbonlar verilebilir. Ayrica bu
maddelerin konsantrasyonu sigara bagma nanogramdan miligrama kadar de-
gisiklik gostermektedir.

Tiitiin dumaninda bulunan ve laburatuvarda toksik ve kanserojen etkileri
saptanan gesitli bilesik siniflarindaki sigara dumani yapi tag1 6rnekleri asagi-
daki gibidir;

- Amonyak ve Ugucu Aminler; amonyak, etilamin, metilamin, dimeti-
lamin, pridin, prolidin, trimetilamin, hidrazin...

— Ugucu Aldehit ve Ketonlar; asetaldehit, aseton, akroleyn, formalde-
hit, furfurol, krotenaldehit...

- Diger Ugucu Bilesikler; benzen, tirethan, vinil klorid, karbon monok-
sit, azot oksitleri, hidrosiyanik asit...



— Cok Cekirdekli Aromatik Bilegikler ; fluoren, fluoranthen, karbak-
zol, kronen, perilen, antrasen, antantren, benzo (b) fluoren, metilfluoranten...

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

— Fenolik Bilesikler ve Kinonlar ; katekol, guakol, fenol, etil fenol,
1- naftol, 2- naftol, 4- vinil alkol, 4- vinil guakol...

— Karboksilik Asitler ; asetik asit, benzoik asit, formik asit, laktik asit,
siiksinik asit, propiyonik asit, n- biitirik asit...

— Laktonlar ; kumarin, y - biitirik lakton..

— Aromatik Aminler ; anilin, toluidin, 2, 3 ve 4 etilalinin, 1 ve 2 naftila-
minler..

— Pridin ve Prolidinler ; pridin, 3- vinil pridin, n - nitrosamin, 3- me-
tilpridin, 2- metilprazin...

— iz Elementler ; altiminyum, antimoan, arsenik, bizmut, kadmiyum,
kobalt, bakir, kursun, magnezyum, mangan, nikel, potasyum, selenyum, sod-
yum, ¢inko...

- Katran ve Nikotin.

Bu sekilde 6zetleyebilecegimiz kati, sivi ve gaz halindeki sigara dumani
yap1 tas: 6rneklerinden amonyak, azot oksitleri, gesitli hidrokarbonlar, karbon
monoksit, fluoriirler ve gesitli iz elementler degisik kaynaklardan atmosfere
verilen ve agik sistemlerde hava pollusyonuna yol acarak canli organizmalar:
etkileyen faktorlerden bir kismiyla ayni tiirdendir. Ayrica daha 6nce de belirt-
tigimiz gibi bu kirletici 6geler atmosferdeki sekonder tepkimeler sonucu ¢ok
sayida toksik etkiler olusturan yan iiriinlere déntismektedirler.

Tiitiin dumaninin insan ve deney hayvanlarinda olusturdugu etkiler ko-
nusunda simdiye kadar ¢ok sayida caligma yapilmistir. Aktif olarak ice ¢eki-
len, solunum ve dolasim yoluyla hiicrelere kadar tasman sigara dumaninin
hticre ve dokularda anatomik, fizyolojik ve genetik bozukluklara yol agtigmi
gosteren ¢ok sayida veri elde edilmistir. Kapal1 alanlarin atmosferindeki du-
mani solunum yoluyla pasif olarak alan (pasif igicilik) canhlarin da bu duman-
dan etkilendigi muhakkaktir. Sigara dumanini dogrudan almayan pasif igici-

ler hem ortamdaki yan dumana, hem de sigara igenlerin sigara igerken iglerine



gektikleri ana dumana maruz kalmaktadirlar. Ortamdaki bu dumanm seyrel-
tilmesi igerdigi toksik madde miktarimi belirli oranlarda azaltabilir. Fakat ka-
pali olan ortamda lokal olarak belirli bir 6l¢tide etkileyici olur.

Insanlarda, tiitiin dumani bilegenlerinin somatik hiicrelerde genetik hasa-
ra yol agtig1 tespit edilmistir. Sigara igenlerin somatik hiicrelerinde goriilen
kromozom hasarlar1 arasinda yapisal bozulmalar, kardes kromatid degisimle-
ri ve mikronukleuslar sayilabilir. Sigara icen bireylerin kan hiicrelerinde gorii-
len kromozomal sapmalarin, icilen sigaranin katran miktariyla dogru orantili
oldugu (Heseltine Vd., 1988) bildirilmektedir. Aktif icicilik ile alinan sigara
dumaninin insanlardaki bilinen en 6nemli etkisi kansere yol agmasidir. Yuna-
nistanda (Atina) sigara dumani, hava kirliligi ve akciger kanseri arasindaki
iliskiyi inceleyen bir arastirmada (Trichopoulos vd., 1987) genel hava kirliligi
ile akciger kanseri arasinda dogrudan bir iliski bulunmadig1 anlagilmigtir. An-
cak sigara dumani (veya tiitiin kullanilmasi) ile akciger kanseri arasinda bir
paralelligin bulundugu, yani sigara dumaninin akciger kanseri iizerine hava
kirliliginden daha biiytik etkisi oldugu belirlenmistir.

Titlin tirtinlerinin yanmast sonucu olusan duman igerisindeki gesitli mo-
lekiillerin insan ve hayvanlarda kansere yol acan bir faktdr olmas: yaninda
ana zehirleyici fonksiyona sahip oldugu da bilinmektedir. Bu fonksiyon tiitiin
dumaninda bulunan karbon monoksit, azot oksitleri, amonyak, hidrojen siya-
niir ve akroleyn gibi gaz halindeki molekiillerden kaynaklanmaktadir. Ozel-
likle mutajenik ve kanserojenik etki yapan ajanlarin ¢ogunlugu kat1 (partikiil)
fazla bulunur. Kanser yapici maddelerin basinda polisiklik aromatik hidro
karbonlar ve n - nitroso bilegikleri gelir. Bunlar disinda tiitlin dumaninda
kansere yol agabilecek bircok bilesik varsa da konsantrasyonlar1 ¢ok diistik
miktarlarda oldugu icin biiyiik etkileri oldugu diisiiniilmemektedir. Sigara
dumaninda bulunan n - nitrosonornikotin miktar: 2 ile 9 ppm kadardir. Bu, bir
n - nitrosamin bilesiginin yiyecek ve igeceklerde bulunacag: tehlike sinirinin
¢ok tizerindedir (Royal College of Physicians of London, 1977). Kat1 fazda bu-
lunan 6nemli yapilardan biri de katrandir. Katran ¢ok sayida inoganik ve or-
ganik madde iceren kompleks bir karisimdir. Bu maddelere 6rnek olarak arse-

nik, benzen, vinil klorid, formaldehit, hidrazin, benzo(b) fluoranthen, 2 -



nitroproean ve DDT verilebilir. Bu maddelerden ¢ogunlugunun laburatuvar
hayvanlarinda kansere yol agabilecegi (Heseltine vd., 1988) vurgulanmaktadir.
Sigara dumani katraninda bulunan ve deney hayvanlarinda kansere yol actig
belirtilen maddeler tam kanserojenler, tiimor baslatanlar ve ttimdrleri gelisti-
renler seklinde tice ayrilmaktadir. Tam kanserojenler belli doz seviyelerinin
tizerlerinde deney hayvanlarinda dogrudan kansere neden olurlar. Tiimor
baglatan maddeler kanserojenik olaylarm ilk safhalarmni baglatirlar. Tiimorleri
gelistirenler ise dogrudan kansere yol acamazlar. Fakat baglamis olan ttimorle-
ri geligtirirler.

Deney hayvanlariyla yapilan bilimsel aragtirmalarda, hayvanin ya biitiin
viicudunu ya da sadece burun kismini sigara dumanina maruz birakacak dii-
zenekler kullanilmigtir. Bu durum ise sigara dumanin zorla teneffiis etme
mecburiyetinde birakilan hayvanlarin nefes alip verme sekillerini degistirme-
lerine ve daha az hava alacak sekilde kisa siireli nefes almaya baslamalarina
neden olmusgtur. Bu da solunum sisteminin gesitli kisimlarina uygulanan doz-
lar1 etkilemistir. A¢tk olmayan sistemlerde sigara dumanina maruz birakilan
ve aktif olarak sigara dumanim ¢ekmek zorunda birakilan deney hayvanlarin-
da, sigara dumanin asindirici ve toksik etki yaptigi, dumanmn biitiiniiniin veya
gaz halindeki kisminin zehirleyici etkiler meydana getirdigi (Heseltine vd.,
1988) belirtilmektedir.

Kapal: ortamlarda sigara dumanina maruz birakilan fare ve siganlarin so-
lunum sistemlerinde tiimérlerin meydana geldigi gortilmiisttir. Yine sican tii-
riindeki kemiricilerde, sigara dumaninim etkisiyle larinks tiimorlerinin olustu-
gu tespit edilmistir. Tavsan ve kopekler tizerinde yapilan aragtirmalarda ise
kesin sonuca varacak veriler elde edilememistir. Farelerin derilerine, arka ar-
kaya ve yeterli miktarda tiitiin dumani uygulandiginda veya derinin altma en-
jekte edildiginde selim ve habis tiimérlerin meydana geldigi gorilmistiir.
Hayvanlarin bazilarinda burunda ¢ok etkili bir filtre sistemi bulunmasina ve
akcigerlerine ¢ok az duman erisebilmesine ragmen sigara dumanina maruz bi-
rakildiklarinda, solunum yollarinda kanser dahil 6nemli patolojik degisimler
ortaya ¢tkmigtir. Yogunlastirilmig sigara dumani ve onun bilegenleri tiimér

baslatic, ilerletici ve diger kanserojenik etkiler yapmaktadir. Farelerin cigerle-
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rine yogunlastirilmis sigara dumani dogrudan enjekte edildigi zaman habis
urlar meydana gelmistir. Ve yine farelerin ag1z mukozasina yapilan sigara du-
man1 uygulamasinin akciger tiimorlerine neden oldugu belirtilmistir. Ayrica
deri tiimorii olusum hizi ve hatta zaman: kullanilan tiittintin niteligi, dozu,
ambalajlanma sekli, kesilis sekli ve dumanin uygularns bicimine bagli olarak
degisiklik gostermektedir.

Kronik olarak sigara dumanina maruz birakilan hayvanlar daha yavas ki-
lo alirlar. Bu hayvanlar ayni zamanda diger baz: hiicresel ve biyokimyasal
davraniglar da gosterirler. Ornegin kandaki karboksihemoglobin (HbCO,) dii-

zeyi artar. Bu ise sigara dumanindaki karbon monoksit (CO)'ten kaynaklan-
maktadir. Akciger sivisinda bulunan baz: doku enzimlerinin diizeyi ytikselir
ve pulmoner fonksiyon (soluk alip verme fonksiyonu) azalir. Kdpeklerde fib-
rotik (lifsi) degisimler gozlenir. Fakat sigara dumanina maruz birakma sona
erdirildigi zaman bu fonksiyonel ve patolojik degisimlerin ¢ogunlugu orta-
dan kalkmaktadir. Enzim degisimleri {izerine sigara dumaninin etkileri konu-
sunda yapilan ¢aligmalarin sonuglarma gore; bu enzimler, kobay hari¢ dene-
nen biitlin rodentlerde indiiklenmistir. Bu indiikleyen fakttrlerin ise ttitiin du-
maninin partikiil kisminda bulundugu (Heseltine vd., 1988) bildirilmektedir.
Yine bu degisimlerin RNA ve protein sentezine bagimh oldugu gorilmiistiir.
Indiiklenen enzimler ise bircok kimyasal karsinojenin metabolizmasini degis-
tirmektedir. Bunun sonucu olarakta DNA'ya bagh metabolitlerin diizeyi de-
gismektedir.

Sigara dumaninin yogunlagmis halde bulundugu odalara yerlestirilen filt-
reler tizerinde toplanan parcacikli kisim ve sigara dumanimnin timdniin Sal-
monella typhimurium bakterisinde mutagenik etki yaptig: goriilmiistiir. Katran
icerigindeki farkhliklar ve bir filtrenin bulunup bulunmayis: mutagenik etkin-
ligi 6nemli Gl¢iide degistirmemistir. Bandyopadhyay ve Sharma (1960) da tii-
tiin dumaninin mutagenik etkisinin bulundugunu rapor etmislerdir.

Sigara duman bilesenlerinin genetik ile ilgili ayrica su etkileri yaptig1 go-
rillmiistiir; Farelerde DNA'daki bozulmalarin onariminin engellenmesi, maya

irklarinda ve meyve sinegi (Drosophila melanogaster)'nde genetik degisikliklere
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yol agmasi, tiitlin dumanina maruz birakilmis rodentlere ait kemik iligi hiicre-
lerinde ve izole edilmis insan lenfositlerinde kromozomal degisimlerin (kar-
des kromatid degisimi) frekansinin arttirilmasi, ayrica kiiltiire alinmis memeli
hiicrelerinde mutasyona, kromozomal degisimlere ve neoplastik degisimlere...
vb. yol agmasi. Hatta sigara dumanina maruz birakilan farelerin ve babunlarin
idrarlari, Salmonella typhimurium bakterisinde mutagenik enkenlik géstermis-
tir.

Tiitlin veya sigara dumaninin insan, gesitli memeli tiirleri ve diger hay-
vansal organizmalar, maya ve bakteri irklarinda olusturdugu bu ¢ok sayidaki
olumsuz etkiler yaninda, ana iireticiler durumunda olan bitkilerde de meyda-
na getirdigi etkiler {izerinde cesitli arastirmalar yapilmistir. Fakat bu arastir-
malar hem nicelik olarak ¢ok azdir ve hem de nitelik olarak dar kapsamhdur.
Bu ¢ok az sayidaki arastirmalarm bir kismu ise ¢ok eski tarihlere dayanmakta-
dir. Ayrica elde edilen bulgularin gogu morfolojik karakterdedir.

Tiitiin dumaninin bitkiler tizerindeki etkileri konusunda yapilan iki farkl
calismada, tiitiin dumani uygulanan koklerde anormal gelismelerin oldugu
(Knight, 1913; Molichs, 1916) tespit edilmistir. Bagka bir arastirmada ise sigara
dumanl ortamda biiytimeye birakilan ve dumanin etkinligi altinda geligmele-
ri incelenen geng fidelerin gelisim devrelerinde anormal gelismelerin ortaya
ciktigs (Stiles, 1950) saptanmustir. Yakar - Olgun (1959) sigara duman katran:
ile muamele edilmis kok hticrelerinin béliinme devrelerinde mikronukleuslar
ve kromozom kopriileri gibi diizensizliklerin meydana geldigini ve sigara
duman katraninin bitkilerde sitolojik etkiler olusturdugunu rapor etmistir.
Buna benzer bulgular Civici(1987) tarafindan da saptanmisgtir. Aragtirici sigara
dumani uyguladig 30 saatlik geng Vicia faba ve Pisum sativum koklerinde; si-
tolojik yénden deneme ve kontrol 6rnekleri arasinda tipik farkliliklarm bulun-
dugunu ve alinan enine kesitlerde deneme bitkilerinin nukleus ve hiicre alan-
larmin kontrol bitkilerine oranla daha fazla oldugunu saptamistir. Yine ayni
arastirici sigara dumani uygulanan kéklerin kontrol kdklerine oranla morfolo-
jik olarak daha kisa ve kalin oldugunu gozlemistir. Ozdrgiicii ve arkadaglar
(1986) kolsisin ve sigara dumani uygulanmis geng Vicia faba ve Pisum sativum

koklerinde boyca belirgin bir kisalmanin ve ence de bir artisin oldugunu rapor
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etmislerdir. Bu arastiricilar ayrica kolsisin ve sigara dumani uygulanan kok
hiicresi nukleuslarinda DNA miktarinda bir artisin oldugunu da saptamuslar-
dur.

Sigara dumanin bitkiler iizerindeki etkileri konusunda yaptigimiz ¢ok
yonlii yayin taramalari sonucunda ancak yukaridaki birkag arastirma 6rnegi-
ne rastlamig bulunmaktayiz. Bu da konunun ¢ok az ¢alisilmig oldugunu gos-
termektedir. Ozellikle sigara dumaninin bitki hormonlarmnin sentezi, diizeyi
ve taginmasi lizerindeki etkileri konusunda hig bir bilimsel yaymna rastlama-
mig bulunmaktayiz. Zaten acik sistemlerde hava pollusyonuna yol acan diger
hava pollutantlarinmn bitki hormonlar: tizerindeki etkinlikleri konusunda ya-
pilan arastirma sayisi da yok denecek kadar azdir. Kanimizca agik sistemler-
de sigara dumanindan kaynaklanan hava kirlili§inin 6nemsiz olusu, ekosis-
temlerdeki canlilarda etkili olabilecek konsantrasyonlarda bulunmayis1 konu-
nun tizerine yeteri kadar egilinmemesine neden olmustur.

Kapal: sistemlerde olusan sigara dumaninin canlilar tizerindeki etkileri
konusunda ise genelde insan ve memeli hayvanlar dikkate alinmistir. Insanun
aktif icici olmasi, sigara kullanan insan sayisiin her gegen giin artmasi ve in-
san saghgimn etkileyen 6nemli bir faktdr olmasi, konuya &ncelikle bu agidan
bakma zorunlulugunu dogurmustur. Ayrica insanin bilimsel ¢cahsmalarda de-
nek olarak kullanilmamasi, aragtirmalarda insan organizmasina benzeyen me-
melilerin tercihen arastirma materyali olarak kullanilmasina neden olmustur.

Bu bakimdan, genelde hava kirletici kaynaklarda bulunan bir ¢ok faktorii
iceren sigara dumaninin bitkilerde ¢imlenme, ilk morfogenetik belirimler ve
biiylime fenomenleri iizerinde etkilerini incelemek ve bu etkileri i¢csel hormon
diizeyindeki farklihiklara dayal: olarak agiklayabilmek amaci ile konuyu gim-~
diye kadar ele alinmamus bir yoniiyle incelemek ve bu konuyu elimizden gel-
digince agikliga kavusturmak icin bu galigmay1 yapmayi planlamig bulunuyo-
ruz. Boylece bir anlamda daha 6nceki bir caligmamizin (ytiksek lisans) da si-

nirlarini biraz daha genisletme olanagim bulacagimiz diistincesi ve karusinda-

yiz.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyalin Temini

Aragtirmalarimizda bitkisel materyal olarak monokotil bir bitki olan bug-
day (Triticum aestivum cv. Cumhuriyet) ile bir dikotil bitki olan salatalik (Cu-
cumis sativus cv. Beit alpha) tohumlari ve ayrica biyolojik testler i¢in marul
(Lactuca sativa cv. Yedikule) tohumlari ile turp (Raphanus sativus L.) tohumlar1
kullanmilmigtir. Bugday tohumlar: Tarim ve Orman Bakanhig Giineydogu Ana-
dolu Tarimsal Arastirma Enstitiisti (Diyarbakir)'nden, salatalik ve marul to-
humlar: Bahce Tohumlari Anonim Sirketi (Istanbul)'nden temin edilmistir.

Deneylerde kullamilan indol - 3 - asetik asit (IAA) Merck, gibberellik asit
(GA3) Cambrian Chemicals, Bereleks (%92 GAj;, % 8 diger GA'ler) ICI, absisik

asit (ABA) Fluka AG ve kinetin SIGMA firmalarindan temin edilmislerdir.
Biitiin deneylerde, doz olarak bir adedinin tiitlin agirlig1 0,9 gram olarak
belirlenen filtresiz Bitlis sigaralar1 kullanilmistir. Bitkiler 20'ser litrelik seffaf
PET bidonlarm olusturdugu kapal sistemlerde yetistirilmislerdir. Bu kapal
sistemlere sekil 2.1.1.'deki vakum pompas: kullanilarak sigara dumani veril-

mistir.

2.2. Sigara Dumaninin Cimlenme Uzerindeki Etkilerinin Arast-
rilmasi

Deney materyalleri olan bugday ve salatalik tohumlarn sigara dumani ile
doyurulmus musluk suyu ve sigara dumani ile doyurulmus bitki biiyiime
maddeleri ¢ozeltileri ile ayr1 ayr: islatilarak ve ayrica i1slatma agamasindan
sonra tohumlarin yerlestirildikleri kapal sistemlere sigara dumarn verilerek
tohumlarin ¢imlenme oranlar1 kontrolleriyle mukayeseli sekilde tespit edil-
mistir.

Sigara dumanimin ¢imlenme tizerindeki etkilerini aragtirmak igin 4 adet

250'ser ml. lik beher alinarak bunlardan her birine 10'ar gram bugday veya sa-



Sekil 2.1.1. Bitkilerin yerlestirildikleri kapali sistem (PET bidon) ve bu kapal
sisteme sigara dumani vermek i¢in kullamlan vakum pompast.
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Sekil 2.2.1. Tohumlarn slatildif1 saf su ve biiyiime maddeleri ¢ézeltilerini sigara dumanima
doyurmak igin kullanilan tertibat.
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latalik tohumu ayr1 ayr1 konulmustur. Bu beherlerden 2 tanesine yikama sigesi
tertibat1 ile (Sekil 2.2.1) iginden, su trompu kullanularak 1'er sigara (tiitiin
agirligi 0,9 gram) dumanu gegirilmek suretiyle doyurulmus 100'er ml musluk
suyu, diger ikisine ise 100'er ml normal musluk suyu ilave edilmistir. Daha
sonra bu beherler 23 - 24 °C'de ve karanlik ortamda 5 saat siireyle bekletilmis-
lerdir. Bu siirenin sonunda sisme ortamlarindan alinan tohumlar asagidaki
plana gore diizenlenmis olan 9 cm. lik petrilerin igerisindeki ¢ift katli ve 1slak
filtre kagitlarinin tizerine, her bir petriye 30'ar adet tohum gelecek sekilde ekil-
miglerdir. Bugday ve salatalik tohumlari igin ayr1 ayr1 olmak tizere bu petriler-
den;

iki tanesine sigara dumani ile doyurulmus musluk suyunda slatilan to-
humlar ekilmistir. Petrilerdeki filtre kagitlari, 100 ml. si 1 sigara dumanu ile
doyurulmus musluk suyundan 10'ar ml. verilerek islatilmistir (A; ve A, petri-
leri).

Iki tanesine yine sigara dumanina doyurulmus musluk suyunda 1slatilan
tohumlar ekilmistir. Fakat petrilerdeki filtre kagitlar1 10'ar ml normal musluk
suyu ile 1slatilmustir (B, ve B, petrileri).

Iki tanesine normal musluk suyunda islatilan tohumlar ekilmistir. Petri-
lerdeki filtre kagitlari, 100 ml. si 1 sigara dumanu ile doyurulmus musluk su-
yundan 10'ar ml verilerek 1slatilmustir (C; ve C, petrileri).

Iki tanesine normal musluk suyunda islatilan tohumlar ekilmistir. Fakat

petrilerdeki filtre kagitlar1 10'ar ml normal musluk suyu ile islatilmigtir (D, ve

D, petrileri).

Bu sekilde ekim yapildiktan hemen sonra 4 adet PET bidon alinarak, bu
bidonlardan iki tanesine A;, By, C; ve Dy petrileri (bidonlarin bir tanesine bug-
day, digerine salatalik tohumlarimm ekildigi petriler yerlestirilmistir), iki tane-
sine ise A,, B,, G, ve D, petrileri kapaklar1 agik olacak sekilde yerlestirilmistir.
Ay, By, C, ve D, petrilerinin yerlestirildikleri PET bidonlarin her birine vakum

pompasiyla 1'er sigara dumani verildikten sonra biitiin bidonlarin kapaklar:

kapatilmigtir. Daha sonra bugday ve salatalik tohumlarinin ekildigi petrilerin
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yerlestirildigi bidonlar 23 - 24 °C'ye ayarh ve karanlik klima dolabina kaldiril-
muglardir. Sigara dumaninin ¢imlenmeyi geciktirici veya engelleyici fonksi-
yonlarindan hangisini yaptigimi tam olarak saptayabilmek igin ¢cimlenme, to-
humlar1 1slatma anindan itibaren 72 saat siireyle aralikli olarak izlenmistir.
Klima dolabina kaldirilan biitiin bidonlar 19 saat sonra kapaklari agilarak 1 sa-
at siireyle havalandirilmiglardir. Bu esnada petrilerin her birine, ekim ortamla-
rina verilen sividan 1'er ml ilave edilmistir. Bidonlar havalandirildiktan sonra

A,, B,, C, ve D, petrilerinin bulunduklar1 bidonlarmn her birine 1'er sigara du-

mani daha verilmis ve biitiin bidonlar, kapaklari kapatilarak tekrar ayni sicak-
likta karanlik klima dolabina kaldirilmiglardir. Bundan 24 saat sonra yukari-
daki iglem, 24 saatlik yeni bir periyodu kapsayacak sekilde tekrarlanmigtir. Bu
sekilde petrilere ekilen ve kapali sistemlerde bekletilen tohumlarin gimlenme
oranlar1 radikula belirimi esasina gore 24 saatte bir tespit edilerek sonuglar
kaydedilmistir. Ayrica bu 72 saatlik siirenin sonunda kok ve beliren koleoptil
veya hipokotil boylar1 da, ¢imlenme sonras1 morfogenetik gelismenin belirle-
nebilmesi igin 6lgiilmiistiir. Deneyler 4 defa tekrar edilmistir. Sonuglar bu
4 tekrarin ortalama degerlerini yansitmaktadar.

Tohumlarin gimlenme yetenekleri tizerinde sigara dumani - hormon etki-
lesiminin aragtirildig1 deneylerde kinetin, GA,, kinetin + GA; ¢ozeltileri ve
musluk suyu kullanilmugtir. Kinetin seyreltik HCl'de, GA 5 ise % 70'lik etanol-
de goziilerek saf su ilavesi ile yogun stok ¢ozeltiler halinde hazirlanmig ve ki-
netinin pH'1 7'ye ayarlanmistir. Bundan sonra seyreltme ile 50'ser ppm. lik ¢6-
zeltiler elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler ikiye ayrilarak; 100'er ml. lik GA3, kinetin,
GA; + kinetin ¢ozeltileri ve ayni miktarda musluk suyu daha énceden anlati-
lan sistemle, 1'er sigara dumani i¢inden gecirilmek suretiyle doyurulmusglar-
dir. Daha sonra 8 adet 250'ser ml. lik beher alinarak bunlara sigara dumani uy-
gulanmus ve uygulanmamis biiytime maddesi ¢ozeltileri ile sigara duman uy-
gulanmig ve uygulanmamig musluk suyundan 100'er ml konulmugtur. Daha
sonra bu beherlerden her birine 10'ar gram bugday tohumu birakilmig ve bii-
tiin beherler 23 - 24 °C'lik karanlik ortamda 5 saat siireyle bekletilmislerdir. Bu

stirenin sonunda gigsme ortamlarindan ¢ikarilan tohumlar, asagidaki plana go-
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re diizenlenmis olan 9 cm. lik petrilerin igerisindeki ¢ift kath ve 1slak filtre ka-
gitlarinin tizerine ekilmiglerdir. Her petrideki filtre kagitlari petriye ekilen to-
humlarin 1slatma ¢ozeltilerinden 10'ar ml alarak 1slatilmig ve her petriye
30'ar adet tohum ekilmistir. Bu petrilerden ;

iki tanesine gibberellik asit ¢ozeltisinde 1slatilan tohumlar (Ah; ve Ah,
petrileri),

iki tanesine sigara dumanina doyurulmusg gibberellik asit ¢ozeltisinde 1s-
latilan tohumlar (Bh; ve Bh, petrileri),

iki tanesine kinetin ¢6zeltisinde 1slatilan tohumlar (Ch; ve Ch, petrileri),

iki tanesine sigara dumanina doyurulmus kinetin ¢ézeltisinde 1slatilan to-
humlar (Dh; ve Dh, petrileri),

iki tanesine gibberellik asit + kinetin ¢6zeltisi karigiminda islatilan tohum-
lar (Eh; ve Eh, petrileri),

iki tanesine sigara dumanina doyurulmus gibberellik asit + kinetin ¢tzel-
tisi karigtminda islatilan tohumlar (Fh; ve Fh, petrileri),

Iki tanesine normal musluk suyunda islatilan tohumlar (Gh; ve Gh, petri-

leri),

Tki tanesine de sigara dumanina doyurulmug musluk suyunda 1slatilan
tohumlar (Hh; ve Hh, petrileri)in ekimi yapilmigtir. Tohumlar petrilere ekil-
dikten sonra Ah,, Bh;, Ch;, Dhy, Ehy, Fhy, Gh; ve Hh; petrileri bir PET bidona,
Ah,, Bh,, Ch,, Dh,, Eh,, Fh,, Gh, ve Hh; petrileri ise ayn1 hacimdeki bagka bir
PET bidona kapaklar: agik olacak sekilde yerlestirilmistir. Ah,, Bhy, Chy, Dhy,
Eh,, Fh,, Gh, ve Hh, petrilerinin yerlestirildigi bidona vakum pompasiyla 1 si-
gara dumani verildikten sonra her iki bidon, kapaklari kapatilarak 23 -
24 °C'lik karanlik klima dolabina kaldirilmigtir. Bir nceki deney serisinde ol-
dugu gibi sigara dumaninin ¢imlenmeyi geciktirici veya engelleyici fonksiyon-
larindan hangisini yaptigini tam olarak saptayabilmek i¢in ¢cimlenme, tohum-
lar1 1slatma anindan itibaren 72 saat siireyle aralikli olarak izlenmistir. Her 24

saatte bir bidonlar 1 saat siireyle havalandirilmig ve bu esnada her petriye to-
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humlari 1slatma suyundan 1 ml ilave edilmistir. Yine her 24 saatte bir tohum-
larin ¢imlenme oranlar: tespit edilerek sonuglar kaydedilmistir. Ayrica bu
72 saatlik siirenin sonunda kok ve beliren koleoptil boylari da, ¢imlenme son-
ras1 morfogenetik gelismenin belirlenebilmesi igin dlgtilmdisttr.

Sigara duman - hormon etkilesiminin, bugday tohumlarin ¢imlenmesi
iizerindeki etkilerininin arastirildig1 yukaridaki deneyin aynisi salatalik to-
humlar: igin de yapilarak (ayni harfler kullanilmigtir) sonuglar kaydedilmistir.
Deneyler 4 defa tekrar edilmistir. Sonuglar bu 4 tekrarin ortalama degerlerini

yansitmaktadir.

2.3. Sigara Dumaninin Koleoptil, Hipokotil ve Kék Biuyimesi
Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimasi

Cimlenme sonrasi sathada kok, koleoptil veya hipokotil bitytimesi tizerin-
de sigara dumaninun etkilerini aragtirmak igin, bir 6nceki deney serisinde ol-
dugu gibi normal musluk suyunda 1slatilan tohumlar ayni sekilde normal
musluk suyu ile 1slatilmig olan 11 cm. lik petrilere ekilmiglerdir. Daha sonra
tohumlarin ekildigi petriler 23 - 24 °C ve karanlik etiive kaldirilmslardur. Pet-
riler etiive kaldirildiktan yaklasik 24 saat sonra, cimlenmis tohumlardan radi-
kula uzunlugu 3 - 4 mm boyuna gelenler segilerek alinmug ve 250 ml. lik be-
herlere yerlestirilen 1slak filtre kagitlarinin kivrimlari arasina vertikal bigimde
transplante edilmislerdir (Munzuroglu, 1988), (Sekil 2.3.1.). Cimlenmig tohum
transplantasyonu yapilan bu beherler kontrol ve deneme grubu seklinde
ikiye ayrilarak 2 PET bidona yerlestirilmislerdir. Deneme grubu beherlerinin
bulundugu bidona vakum pompasiyla 1 sigara duman verildikten sonra her
iki bidon, kapaklari kapatilarak 23 - 24 oC'lik ve karanlik klima dolabina kaldi-
rilmiglardir. 24 saat sonra bidonlar klima dolabmndan gikarlarak 1 saat siireyle
havalandirilmislardir. Havalandirma igleminden sonra deneme grubu beher-
lerinin bulundugu bidona tekrar vakum pompastyla 1 sigara dumaru verilmig
ve her iki bidon, kapaklar1 kapatilarak ayni sicakliktaki karanlik klima dolabi-
na kaldiriimistir. Klima dolabinda 24 saat bekletilen bu tohumlara, 24 saatlik

yeni bir periyodu kapsayan islem tekrar uygulanmustir.
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Sekil 2.3.1. Beherlerdeki filtre kagitlarinin kivrimlar: arasina transplante edi-
len ¢imlenmis bugday tohumlarmin transplantasyondan belirli bir siire sonra
genel goriintimleri.

Bu sekilde tohumlari 1slatmanin baglangicindan yaklagik 103 saat sonra
klima dolabindan cikarilan sigara dumant uygulanmis ve uygulanmamus fide-
lerin kok, koleoptil veya hipokotil uzunluklart milimetrik cetvelle 6lgtilerek
sonuglar kaydedilmistir. Ayrica bulgular fotograf ile de belirlenmistir. Deney-
ler 4 defa tekrar edilmistir. Sonuglar bu 4 tekrarin ortalama degerlerini yansit-

maktadir.

2.4. Koleoptil Parcaciklarinin Biiyimeleri Uzerinde Sigara Du-
mani - IAA Etkilesiminin Arastinimasi

Auksinlerin biyolojik etkinliklerini spesifik olarak belirleyen metodlardan
birisi bugday koleoptili dik biiytimii metodudur (Nitsch ve Nitsch, 1956). Si-
gara dumanu igeren kapali bir sistemde biiytimeye birakilmug ve bu gekilde bii-
yiimesi engellenmis bugday koleoptillerinden alinan pargaciklarin IAA'e kars1

cevaplarim kontrolleriyle mukayeseli olarak saptayabilmek icin;
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250 ml. lik bir behere 15 gram bugday tohumu konularak {izerine 100 ml
musluk suyu ilave edilmistir. Daha sonra bu beher 23 - 24 °C'lik karanlik orta-
ma kaldirilarak 5 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda gigme ortamindan ¢i-
karilan tohumlar 11 cm. lik petrilerde bulunan ve 10'ar ml musluk suyu ile 1s-
latilmis olan gift katl filtre kagitlarinin tizerine ve her petriye 30'ar adet tohum
gelecek sekilde ekilmiglerdir. Ekimden sonra bu petriler 24 °C'lik etiive kaldi-
rilmigtir. Ettive kaldirildiktan yaklagik 24 saat sonra ¢imlenmis tohumlardan
koleoptil uzunluklar: 4 - 5 mm civarina gelenler segilerek alinmis ve 250 ml.
lik beherlerde bulunan slak filtre kagitlarinin kivrimlar arasina vertikal bi-
¢imde transplante edilmislerdir. Cimlenmis tohum transplantasyonu yapilan
bu beherler iki gruba ayrilmiglardir (E ve F). E grubu beherleri 23 - 24 °C'lik
karanlik etiive kaldirilarak 2 giin siireyle bekletilmistir. Bu sekilde tohumlar:
1slatmanin baglangicindan yaklasik 72 saat sonra koleoptil uzunlugu 3 - 3,5 cm
boyuna gelen bitkilerin koleoptilleri dip kisimlarindan kesilmislerdir. Daha
sonra bu koleoptillerin uctan 3 mm'nin altindaki 5 mm. lik kisimlar1 kesilerek
alinmig ve i¢sel hormonlarindan arindirmak amaciyla saf suda 30 dakika sii-
reyle bekletilmiglerdir. Bu iglemlerin tiimii yesil 151k altinda yapilmistir. Bun-
dan sonra 25 ml. lik 6 adet beher alinarak bu beherlerden;

iki tanesine 10'ar m1 2 ppm ve 2 tanesine 10'ar ml 20 ppm IAA ¢ézeltileri,

iki tanesine de 10'ar ml saf su konulmustur. Daha sonra her behere 10'ar
koleoptil pargacig1 yerlestirilmistir. Bundan sonra 2 PET bidon alinarak bu bi-
donlardan bir tanesine yukaridaki beher ¢iftlerinden birer tanesi konulmusgtur
(Eq grubu). ikinci bidona da geriye kalan beherler (E, grubu) yerlegtirilmistir.
Boylece IAA ¢ozeltilerindeki ve saf sudaki koleoptil parcaciklari iki ayr1 orta-

ma alinmigtir. E, grubu beherlerinin bulundugu bidona vakum pompasiyla

1 sigara dumani verildikten sonra her iki bidon, kapaklar: kapatilarak
24 - 26 °C'lik karanlik klima dolabimna kaldirilmigtir. Yaklagik 14 saat sonra kli-
ma dolabindan gikarilan koleoptil pargaciklarinin nihai boylari milimetrik cet-
velle &lgtilerek sonuglar kaydedilmis ve bulgular fotograf ile de belirlenmistir.

F grubu beherlerine gelince, transplantasyondan sonra bir PET bidona

konulmusglardir. Vakum pompasiyla 1 sigara dumani verildikten sonra



21

23 - 24 °C'lik karanlik klima dolabma kaldirilmiglardir. 24 saatte bir olmak
iizere toplam 3 sigara dumani verilen bu bitkilerde biiyiime yavas oldugu igin,
tohumlari 1slatmanin baglangicindan yaklasik 102 saat sonra, 1,5 - 2 cm boyu-
na gelen koleoptiller dip kisimlarindan kesilmislerdir. Kesilen bu koleoptiller
alinarak, bir 6nceki deneyde koleoptiller i¢in yapilan kesme ve hormon uygu-
lama iglemleri aynen bunlar icin de tekrarlanmistir. Daha sonra bu beher ¢ift-
lerinden birer tanesi bir bidona (F;), birer tanesi de baska bir bidona (F,) yer-
lestirilmistir. Boylece 2 ve 20 ppm. lik IAA ¢6zeltileri ve saf suya konulan kole-

optil parcaciklar: iki ayr1 ortama alinmiglardir. F, beherlerinin konuldugu bi-

dona vakum pompasiyla 1 sigara duman verildikten sonra her iki bidon, ka-
paklar: kapatilarak 24 - 26 °C'lik karanlik klima dolabina kaldirilmistir. Yakla-
stk 14 saat sonra klima dolabindan ¢ikarilan koleoptil silindirlerinin nihai boy-
lar1 milimetrik cetvelle 6lgiilerek sonuglar kaydedilmistir. Bu serideki biitiin
deneyler 4 defa tekrar edilmistir. Sonuglar 4 tekrarin ortalama degerlerini yan-

sitmaktadir.

2.5. Hipokotil Biiyiimesi Uzerinde Sigara Dumamni - Hormon Etki-
lesiminin Arastirilmasi

Cimlenme agsamasindan sonra sigara dumani igeren kapali bir sistemin at-
mosferinde yetistirilen salatalik fidelerinin hipokotil biiyiimeleri iizerinde si-

gara dumaninin olusturdugu engeleyici etkinin, GA; ve Bereleks kullanilarak

ortadan kaldirilip kaldirilamayacagini ve bu engellemenin, bitkilerin bu biiyii-
me maddelerine kars1 davranig ve duyarhliklari ile ilgisi olup olmadigimni aras-
tirmak igin;

15 gram salatalik tohumu tartilarak 250 ml. lik bir behere konulmusg ve
tzerine 100 ml musluk suyu ilave edilerek 23 - 24 °C'lik karanlik etiive kaldi-
rilmigtir. Etiive kaldirildiktan 5 saat sonra sisme ortamlarindan ¢ikarilan to-
humlar 11 cm. lik petrilerde bulunan gift katl 1slak filtre kagitlarinin tizerine
ekilmislerdir. Daha sonra bu petriler 23 - 24 °C'lik karanlik etiivde 48 saat bek-
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letilerek tohumlarin ¢imlenmeleri saglanmustir. Etiivde ¢imlendirilen tohum-
lardan kok uzunluklari yaklasik 2 cm civarinda olanlar segilerek alinmig ve
250 ml. lik beherlerde bulunan 1slak filtre kagitlarmin kivrimlar: arasina, her
behere 10'ar adet gelecek sekilde transplante edilmiglerdir. Bundan sonra
2 adet PET bidon alinarak bu bidonlardan bir tanesine (deneme grubu) gim-
lenmis tohumlarin transplante edildigi beherlerden 6 tane, bir tanesine (kont-
rol grubu) de yine bu beherlerden 3 tane yerlestirilmistir. Deneme grubu be-
hetlerinin bulundugu bidona vakum pompasiyla 1 sigara dumani verildikten
sonra her iki bidon, kapaklar1 kapatilarak 23 - 24 °C'lik klima dolabma kalds-
rilmug ve 2200 lux 151k siddetinde devamli floresans 15181 altinda 48 saat bekle-
tilmislerdir. Bu siirenin sonunda kotiledon yapraklarindan yar1 yariya siyril-
mus olan tohumlarmn kabuklari elle gikarilmigtir. Daha  sonra deneme gru-

buna ait beherler ikiye ayrilmus (S; ve Sy'tir. S; grubuna ait beherlerdeki

bitkiler kendi beherlerinden cikarilarak ayni hacimde ve normal musluk suyu
ile 1slatilmig olan yeni beherlerdeki islak filtre kagitlarinin kivrimlari arasina

ayni sekilde transplante edilmislerdir. S, grubu ise transplante edilmemistir.
Bu gekilde kontrol, S; ve S, gruplarina ait ticer beherdeki bitkiler asagidaki ig-

lemlerden gegirilmistir. Bu {i¢ gruba ait beherlerden;

Bir tanesindeki her fidenin kotiledon yapraklarimn dig ytiziine mikrogi-
ringa ile "Tween 80" + % 70'lik 4 - 5 damla etanolde hazirlanmig 500 ppm kon-
santrasyonundaki gibberellik asit (GA)'ten 10 pl,

Bir tanesindeki fidelere ayni sekilde ve miktarda "Tween 80" + % 70" lik
4-5 damla etanolde hazirlanmig 500 ppm konsantrasyonundaki Bereleks,

Bir tanesindeki fidelere ise ayni sekilde ve miktarda "Tween 80" karigtiril-
mug saf su uygulanmigtir. % 0,05 oraninda eklenen "Tween 80" ¢ozeltiye yii-
zeyde yayicilik zelligi kazandirmustir. Bilindigi gibi gibberellin grubu biiyii-
me maddeleri, dokunulmamug hipokotillerde igmn olusturdugu fizyolojik cti-
celigi ortadan kaldirmaktadir. Amacimiz, sigara dumaninin, bitkinin hormona
kars1 bu davranig yetenegini etkileyip etkilemedigini, yani gibberellinlere kar-
g1 duyarliligmda bir degigime yol agip agmadigini aragtirmak olmustur.

Kotiledon yapraklarina yukaridaki uygulamalar yapildiktan sonra kont-
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rol ve S; grubu beherleri bir bidona, S, grubu beherleri ise bagka bir bidona
yerlestirilmistir. S, grubu beherlerinin bulundugu PET bidona 1 sigara duma-
1 verildikten sonra her iki bidon, kapaklari kapatilarak 23 - 24 °C'lik klima
dolabina kaldirilmis ve belirtilen 151k siddetinde 48 saat daha bekletilmistir.
Kontrol, $; ve S, grubu beherleri bu siirenin sonunda klima dolabindan ¢ika-
rilmus, fidelerin nihai hipokotil boylar1 &lgiilerek sonuglar kaydedilmigtir. Ay-
rica bulgular fotograf ile de belirlenmistir. Deneyler 4 defa tekrar edilmistir.
Sonuglar bu 4 tekrarn ortalama degerlerini yansitmaktadur.

Simdiye kadar anlatilan biitiin deney serilerinde sonuglar ortalamanin
standart hatas1 hesaplanarak istatistiki analize tabi tutulmus ve bu deger gra-
fiklerde dikey dogru parcalari seklinde verilmistir. Standart hata (S ) asagida-

ki formiile gore hesaplanmustir.

=
coAfEO=D

e n (n-1)

Ancak bu deger gosterilemeyecek kadar kiiciik oldugu durumlarda belirtilme-

mistir.

2.6. Sigara Dumaninin Gimlenmekte Olan Tohumlarda icsel Hor-
mon Sentezi Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimasi

Sigara duman ile doyurulmus musluk suyunda 1slatilan ve sigara duma-
n1 iceren kapali bir sistemin atmosferinde cimlenmeye birakilan ve bdylece
cimlenmeleri tamamen engellendigi daha 6nceki deneylerle saptanan bugday
tohumlarinda bu siirecte sentezlenen hormon dtizeylerini kontrolleriyle mu-
kayeseli olarak aragtirmak igin;

250'ser ml. lik iki beher almmig ve her birine 20'ser gram bugday tohumu
konulmustur. Bu beherlerden bir tanesi (deneme grubu)'ne 2 sigara dumant ile
doyurulmug 100 ml musluk suyu, bir tanesi (kontrol grubu)'ne de 100 ml nor-

mal musluk suyu ilave edilmistir. Daha sonra bu beherler 23 - 24 °C ve karan-
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Itk ortama kaldirilmigtir. 4 saat sonra sigme ortamlarindan ¢ikarilan tohumlar
9 cm. lik petriler igerisinde bulunan ift kat ve tohumlarin gigme ortamlarin-
dan alinan 10'ar ml suyla 1slatilan filtre kagitlarinin tizerlerine ekilmislerdir.
Bundan sonra 2 PET bidon almarak bu bidonlardan bir tanesine kontrol grubu
tohumlarinin ekildigi petriler, digerine ise deneme grubu tohumlarimn ekildi-
gi petriler yerlestirilmigtir. Deneme grubu tohumlarmnin ekildigi petrilerin bu-
lundugu bidona vakum pompastyla bir sigara dumanu verilmis ve her iki bi-
don kapaklar1 kapatilarak 23 - 24 °C ve karanlik ortama kaldirilmigtir. Bu se-
kilde tohumlart islatmanin baslangicindan toplam 10 saat sonra kontrol grubu
tohumlarinda cimlenmenin ilk morfogenetik belirimlerinin baglamasmdan he-

men 8nce biiyiime maddesi ekstraksiyonuna gegilmistir.

2.6.1. Hormon ekstraksiyonu

Deney ve kontrol grubundaki tohumlardan hormon ekstraksiyon iglemle-
rinde Kefford (1955) yontemi, sodyum bikarbonatla saflagtirma asamast cikari-
larak, agagidaki modifiye edilmis sekliyle uygulanmigtir.

Her iki gruptaki (deney ve kontrol) bugday tohumlar1 ayr1 ayr1 alinmig ve
icine antioksidan olarak 2 - 3 adet kiigiik BHT (2,6 — di — tert — buthyl -4
— methyl — phenol) kristali ilave edilmig 150 ml % 80'lik etanol ile Waring Blen-
dor'da parcalanmuslardir. Blendor'un parcalayic kab1 2 x 50 ml % 80 etanolle
yikanmisg ve olusan karigima ilave edilmistir. Daha sonra karigimlar +4 °C'de
ve karanlik ortamda 16 saat siireyle ekstraksiyon iglemi igin bekletilmislerdir.
Bu siirenin sonunda Buchner hunisi ile siizme yapilmustir. Stizme isleminden
sonra filtre kagidi tizerinde kalan ¢okelti 100 ml % 80 etanol ile aymi sartlarda
24 saat siireyle tekrar ekstraksiyona birakilmustir. Stirenin bitiminde karigim
ayni gekilde Buchner hunisi ile siiziilmiis ve filtre kagidi iizerindeki gokelti
25 ml % 80 etanol ile yikanarak siiziintiiler birlestirilmislerdir. Daha sonra sii-
ziintiiler toplami 35 °C'de Rotavopor'da (Biichi) diisiik basing altinda su fazina
kadar buharlagtinlmisgtir. Su fazi saf su ilavesiyle 50 ml. ye tamamlanmig ve

seyreltik HCI ile pH'1 3'e ayarlanmugtir. Bundan sonra su fazi 5 defa 50'ser ml
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etil asetat ile calkalanarak asidik ve nétr maddelerin etil asetat fazina gegmesi
saglanmigtir. Bu durumda sitokinin gibi bazik maddeler su fazinda kalmakta-
dir (Baltepe, 1974). Ayirma isleminden sonra su fazinin pH'1 seyreltik NaOH
ile 7'ye ayarlanmug ve 60 °C'de Rotavopor'da diisiik basing altinda 10 ml kala-
cak sekle gelinceye kadar buharlagtinlmstir. Bu sekilde yukaridaki iglemler-
den gegirilen su faz1 daha sonra Letham (1971)'a gére sitokinin biyotestine tabi
tutulmustur.

Asidik ve nétr maddeleri iceren etil asetat faz1 ise 35 °C'de Rotavopor'da
diisiik basing altinda tamamen ugurulmustur. Daha sonra ugurma balonu 3 ml
metanol ile yikanarak kiigiik bir ilag sisesine almmustir. Bu 3 ml metanol ¢6-
zeltisinin 1 ml. si, metanolde hazirlanan TAA ve ABA markerleriyle birlikte
Whatman Nr 1 kromatografi kagidina uygulanmigtir. Metanol gozeltisi gizgi
halinde, markerler ise nokta seklinde uygulanmig ve izopropanol : amonyak :
su (80 : 10 : 10) (Nitsch ve Nitsch, 1955) karigimindan olusan solventte gikic
kromatografi ile ayrigtnlmsgtir. Ayritirma iglemi ¢bzgenin uygulama nokta-
sindan itibaren 16 - 17 cm yiikseklige kadar siirdiirtilmiigtiir. Daha sonra mar-
kerlerin Rfleri KMnO, ile belirlenmis ve uygulama noktast ile solventin ytik-
selme sinir1 arasindaki kistm 10 esit parcaya boliinerek, deney ve kontrol
ekstraklarinin Rf'lerinin tekabiil ettigi kromatogram pargalari kiiciik ilag sise-
lerinin icine konulmusg ve iizerlerine 5'er ml saf su ilave edilerek +4 °C'de ka-
ranlikta 24 saat siireyle eluasyona birakilmiglardir. Bu stirenin sonunda Nitsch
ve Nitsch (1956)'in koleoptil dik biiyiime testinin tarafimizdan modifiye edil-
mis sekliyle biyolojik teste tabi tutulmuslardar.

Sigara dumani uygulanmig ve uygulanmamig tohumlardan elde edilen
ekstraktin asidik ve notr fazini iceren 2 ml. lik metanol ¢ozeltisi ise iki esit kis-
ma béliinerek her biri ayri ayr1 0,5 mm kalinliginda Hfpsy silica - gel ile kaplt
20 x 20 boyutlarinda cam plakalara uygulanmuglardir. Bu plaklardan bir tane-
sine marker olarak metanolde hazirlanmig GA;, diger plaga ise yine metanol-
de hazirlanmig ABA uygulanmstir. Metanol gozeltileri ve markerlerin uygula-
nis1 bir énceki deneyde oldugu gibi yapilmistir. Daha sonra plaklar izopropa-

nol : amonyak : su (80 : 10 : 10) karigimiru igeren ince tabaka tanklarina konul-
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mus ve uygulama noktasindan itibaren 10 cm yiikseklige kadar ayrigtirma ig-

lemi siirdiiriilmiigtiir. Markerlerin Rfleri yine KMnOy ile belirlenmistir. Kro-
matografi iglemi sonunda marker olarak GAj; uygulanan plakta uygulama

noktas ile solventin yiikselme sir1 arasindaki mesafe 10 egit pargaya boliine-
rek her Rf'e tekabiil eden silice - gel kisimlari kazinmig ve deney tiiplerine
alinmuglardir. Her Rf'e ait silice - gel kazmntist {izerine 10'ar ml metanol ilave
edilerek +4 °C ve karanlikta 6 saat siireyle eluasyona birakilmislardir. Bu stire
sonunda ekstraklar siiziilmiigtiir. Deney tiiplerindeki ¢ozeltiler 2 x 5'er ml me-
tanol ile calkalanarak yeniden siiziilmdig ve filtre kagid {izerinde kalan gokelti
1 ml metanol ile yikanmigtir. Daha sonra her Rf'e tekabiil eden siiziintiiler top-
lamy, icerisinde tek kat filtre kagidi bulunan 7 cm. lik petrilere dokiilerek geker
ocakta buharlastirlmigtir. Bundan sonra her petriye 3'er ml saf su ilave edil-
mis ve +4 °C karanlik ortamda 24 saat siireyle eluasyona birakilmiglardir. Bu
siire sonunda Frankland ve Wareing (1960)'in tarafimizdan modifiye edilen
marul hipokotili bityiime biyotestine tabi tutulmuslardar.

Marker olarak ABA uygulanan plakta ise, marker ABA'in Rfi karsisinda-
ki silica - gel bolgeleri kazinarak alinmig ve Yiirekli ve arkadaslar (1974) yon-

temi uyarmca spektrofotometrik belirleme icin kullanilmislardur.

2.6.2. Biyolojik testler

2.6.2.1. IAA ve ABA icin bugday koleoptili dik biiyiime testi

Bugday (cv. Cumhuriyet) tohumlari 5 saat siireyle 1slatildiktan sonra be-
herler igindeki slak filtre kagitlarmin kwvrimlar arasma vertikal olarak ekil-
miglerdir. Daha sonra bu beherler 24 - 25 °C karanlik ortama kaldirilarak
67 saat siireyle bekletilmiglerdir. Bu stire sonunda 3 - 3,5 cm boya erigen kole-
optiller alinarak ugtan 3 mm. lik kismin altinda kalan 5 mm. lik kisimlar yesil
151k altinda kesilmis ve endogen hormonlarindan arindirmak amaciyla saf su-

da 1/2 saat bekletilmiglerdir. Bundan sonra her Rf'e tekabiil eden eluatlarin
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bulundugu ilag siselerine bu koleoptil pargaciklarindan 8'er adet birakilmig ve
25 oC karanlik ortamda 14 saat siireyle bekletilmiglerdir. Bu siire sonunda ko-
leoptil parcaciklarimin boylari milimetrik cetvelle lciilmiig ve bu sekilde her
Rf'in biiytime aktivitesi ayr1 ayri belirlenmigtir.

Kalibrasyon icin simdiye kadar bilinenlerden daha degisik bir yontem uy-
gulanmugtir. Bunun icin bir Rf'in tekabiil ettigi kromatogram parcasi biiytklii-
giindeki kromatografi kagidi pargaciklarina degisik konsantrasyonlarda TAA
veya ABA igeren metanol cozeltileri 1'er ml olarak uygulanmigtir. Bu sekilde
her parcaciga uygulanan hormon miktar1 pg olarak kaydedilmistir. Daha son-
ra bu kagit pargaciklar1 Rf'lere tekabiil eden kromatogram pargalariyla aym
eluasyon ve biyolojik test iglemine tabi tutulmuslardir. Kanimzca bu kalibras-
yon yontemi daha 6nce uygulananlardan daha gergekci ve cok daha duyarl

olmustur.

2.6.2.2. Gibberellinler icin marul hipokotili biiyiime testi

Marul (Lactuca sativa cv. Yedikule) tohumlar1 3 saat stireyle 151k altinda 1s-
latildiktan sonra petrilerdeki cift katl 1slak filtre kagitlar: iizerine ekilmis ve
3 - 24 °C karanlik ortama kaldinlmislardir. Islatmanin baglangicindan  top-
lam 36 saat sonra petriler aliarak homojen cimlenme yéniinden seleksiyon
yapilmis ve kok uzunluklari 3 - 4 mm arasinda olanlar segilerek ince tabaka
eluatlarinin bulundugu petrilere 10'ar adet gelecek gekilde transplante edil-
mislerdir. Daha sonra her Rf'e tekabiil eden petriler ve ayrica kalibrasyon
amactyla hazirlanmig GA3 konsantrasyonlari eluatlarmmn bulundugu petriler
23 - 24 °C de ve 4000 lux 151k siddetinde devamli floresans 15181 altinda 60 saat
siireyle bekletilmiglerdir. Bu siire sonunda bir milimetrik cetvel yardimiyla hi-
pokotiller élgiilmiistiir. Boylece her Rf ve kalibrasyonlara tekabiil eden biyolo-
jik aktivite belirlenmistir. Bir onceki deneyde oldugu gibi kalibrasyonlar hazir-
lanirken klasik yontem kullanilmamustir. Kalibrasyon amaciyla degisik kon-

santrasyonlarda GA3 igeren metanol ¢dzeltileri, iginde tek katli filtre kag1-
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d1 bulunan 7 cm. lik petrilerin her birine 10'ar ml gelecek sekilde uygulanmig
ve kurutulmuslardir. Bu gekilde her petrideki filtre kagidina uygulanan hor-
mon miktar1 pg olarak kaydedilmistir. Daha sonra her petriye 3'er ml saf su
ilave edilmis ve diger Rflerde oldugu gibi eluasyona birakilnusglardr.

ince tabaka ve kagit kromatogramlarmin Rf'lerinin biyolojik aktiviteleri
saptandiktan sonra sonuglar histogramlar halinde verilmistir. Her histogram
Tukey (1953)'e gore istatistiki analize tabi tutulmustur. Histogramlarda
(e ) biciminde gosterilen cizgilerin diginda kalan taranmig bolgeler % 5
diizeyinde istatistiki bakimindan snemli farkliliklar: belirlemektedir.

ince tabaka ve kagit kromatografisi igin yapilan yukaridaki biittin iglem-
ler 3'er defa tekrar edilmistir. Sonuglar arasmda biiyiik bir uygunluk oldugu
goriilmiigtiir. Histogramlarin birlestirilmesi marker Rf'lerinin tamamen cakig-
mamast nedeniyle uygun olmadigindan yalniz bir ekstraksiyonun sonucu ve-

rilmistir.

2.6.2.3. Sitokininlerin biyolojik test ile belirlenmesi

Tohumlardan elde edilen etanol ekstraktindan etanoliin bularlagtiriimasi
sonunda geriye kalan su faz1, daha snceden hormon ekstraksiyonu deney seri-
sinde anlatildig1 gibi etil asetat ayrigtirmasi ile asidik ve n6tr maddelerinden
armndirilmug ve 10 ml. ye kadar kondanse edilmistir. Daha sonra bu fazin igin-
de bulunan sitokinin grubu maddelerin belirlenmesi i¢in, Letham (1971)'1n bi-
yolojik testi su sekilde degistirilerek uygulanmustir :

Raphanus sativus L. (turp) tohumlar1 4 saat siireyle 1slatildiktan sonra 1s-
lak pamuk tizerine ekilmis ve 24 oC karanlikta 92 saat gimlenmeye birakilmig-
lardir. Bu siire sonunda gelisen fideler arasinda homojenite bakimindan selek-
siyon yapilmig ve 4 - 4,5 cm boyunda olanlar almarak kiiciik kotiledon yaprak-
lar1 kesilmistir. 11 cm. lik petriler i¢ine cift kath ve esit agirhikta filtre kagtlar
yerlestirildikten sonra kondanse su fazlari alinarak bu petriler igine dokiil-
miislerdir. Ayrica kalibrasyon igin saf suda hazirlanmug degisik konsantras-
yonlardaki kinetin ¢ozeltileri yine aynu gekilde petriler icindeki filtre kagitlari-

un iizerine dokiilerek test sistemleri hazirlanmugtir. Bundan sonre her petriye
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teker teker tartilmak suretiyle 10'ar kotiledon adaksial yiizleri filtre kagidinda-
ki ¢ozeltiye temas edecek sekilde yerlegtirilmiglerdir. Kotiledonlar belli bir
plan dahilinde petrilere yerlestirilmis ve boylece hangi kotiledonun nereye
yerlestirildigi kolayca belirlenebilmistir. Daha sonra petrilerin kapaklari kapa-
tilmug ve 23 - 24 °C lik ortamda 500 lux 151k siddetinde devamli floresans 15181
altinda 60 saat siireyle bekletilmislerdir. Bu siire sonunda kotiledonlar teker
teker tartilarak her birindeki agirlik artis1 saptanmigfir.

Bu serideki deneyler 3 defa tekrarlanmig ve benzer sonuglar elde edilmis-

tir. Bir deneyin sonucu 6rnek olarak verilmistir.

2.6.2.4. Spektrofotometrik yontemle ABA'in mukayeseli belir-

Daha énce biyolojik testle deney ve kontrol tohumlarmin ABA igerikleri
arasmda az da olsa bir fark gozledigimiz igin, bu fark: mukayeseli olarak daha
iyi belirleyebilmek amaciyla spektrofotometrik yonteme de bagvurulmustur.
Bu amagla ince tabaka kromatograminda marker ABA'e tekabiil eden bolge
kazmarak alinmis ve 10 ml metanolle elue edilmigtir. Eluasyon icin 6nce 3 ml
metanol ilave edilmig ve + 4 °C karanlikta 1 saat bekletilmistir. Bundan sonra
eluat siiziilmiig ve gokelti 3 ml metanol ile calkalanarak yeniden siiziilmiigtiir.
Filtre kagdi {izerinde kalan Bkelti 2 x 2 ml metanol ile yikanmugtir. Bundan
sonra siiziiltiiler toplami (10 ml) diisiik devirde santrifdj edilmis ve superna-
tantlar spektrofotometrik dlciimde kullanilmak tizere alinmuglardir. Daha son-
ra bu supernatantlarin Shimadzu UV - Vis 240 marka spektrofotometrede

263 nm'de absorbsiyonlar1 6lgtilmiistiir.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. Sigara Dumani, Tohum Cimlenmesi ve Distan Uygulanan
Biiyiime Maddeleri Arasindaki iliskiler

Cimlenme periyodunun degisik asamalarinda sigara dumanu ile doyurul-
musg su veya biiyiime maddesi cozeltileri ile muamele edilen, ayrica sigara du-
man igeren ve igermeyen kapali sistemlerin atmosferlerinde gimlenmeye bira-
kilan bugday ve salatahk tohumlarinin gimlenme oranlarint saptamak amacty-

la yapilan deneylerin sonuclart bu béliimde ele alnmustir.

3.1.1. Sigara dumaninin ¢imlenme iizerindeki etkileri

Cimlenme ortamlarmna farkli agamalarda sigara dumant verilen ve veril-
meyen Triticum aestivum cv. Cumbhuriyet ve Cucumis sativus cv. Beit alpha
tohumlarinm radikula belirimi esasina gore saptanan ¢imlenme oranlar1
tablo 3.1.1.1. ve tablo 3.1.1.2.'de belirtilmistir. Ayrica 1slatmanin baslangicin-
dan 48 saat sonra tohumlarin cimlenme durumlari gekil 3.1.1.1. ve gekil
3.1.1.2.'de goriilmektedir.

Tablo 3.1.1.1. ve tablo 3.1.1.2.nin incelenmesinden anlagilacag: gibi si-
gara dumam uygulamast her iki bitki tiiriiniin tohumunda da gimlenmeyi
onemli dlciilerde etkilemigtir. Sadece sigme ortamlarina sigara dumanu ile do-
yurulmus su verilen tohumlarm ¢imlenmeleri bu uygulamadan etkilenmemis-
tir. Fakat ekim ortamlarina sigara dumant ile doyurulmus su verilen ve nor-
mal atmosfer kosullarinda ¢imlenmeye birakilan bugday ve salatalik tohumla-
rinda gimlenme gecikmistir. Cimlenmenin gerceklestigi kapali sistemin atmos-
ferinde sigara dumani bulundugu zaman, gisme veya ekim ortami sigara du-
mani igersin veya icermesin ¢imlenme tamamen engellenmistir. Bu sonug, ¢im-
lenmenin sigara dumanina en duyarh oldugu agamay1 cimlenmenin gergekles-

tigi atmosferde sigara dumani bulundugu durumun olugturdugunu goster-
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Tablo 3.1.1.1. Degisik asamalarda gimlenme ortamlarina sigara dumani uygulanan ve uygu-
lanmayan bugday tohumlarinin farkli zamanlarda olgiilen ¢imlenme yiizdeleri (Ay, By, Cy, Dy,
Ay By, CyveD, materyal ve metod kisminda agiklanmustir).

Cimlenme % 'si
Islatmanin
baslangicmdan
itibaren siire 24 48 72
(saat)
UYGULAMA
Aq 23 81 93
By 97 98 98
Cq 25 86 92
D, 97 97 97
A, - - -
B, - - -
CZ —_— — -—
D, = — 5

mektedir. Cimlenme peryodunda, sadece sigme sirasinda sigara dumanimin
bulunusu, daha sonraki asamalarda ¢imlenmeyi biiyiik olgiide etkilememekte,
ancak sigmeden sonra ¢imlenme ortaminin sigara duman ile doyurulmus su
ile 1slatilmas: durumunda gimlenme gecikmektedir. Atmosferde sigara duma-
ninm bulunmayist daha onceki asamalarda sigara dumant uygulamasmin etki-
lerini bertaraf etmektedir. Bu durum, sigara dumanmin inhibitif etkisinin kali-
c1 olmadigmi ve bu inhibisyonun devam etmesi icin ortamda bu faktoriin bu-
lunmasimun gerekli oldugunu gOstermistir. Boylece Tiirkan (1988)'1n eksoz gazi
kullanarak tohum gimlenmesi igin belirledigi inhibisyonu, biz deneme objeleri-
miz olan bugday ve salatalik tohumlarmnda sigara dumant igin ok belirgin se-

kilde ortaya koymug bulunuyoruz.




Tablo 3.1.1.2. Degisik agamalarda gimlenme orta
lanmayan salatalik tohumlarmin farkli zamanlar:

tablo 3.1.1.1. deki gibidir).

mlarina sigara dumar uygulanan ve uygu-
da olgiilen gimlenme ytizdeleri (Agiklama

Cimlenme % 'si

—

Islatmanin
baglangicindan
itibaren siire 24 48 72
(saat)
UYGULAMA
Ay 4 33 87
By 51 90 94
Cy 9 43 91
Dy 51 87 97
AZ i o =
B, - = =
Es . . -




Sekil 3.1.1.1. Sigara dumant igeren ve icermeyen ortamlarda gimlenmeye bi-
rakilan bugday tohumlarinin 1slatmadan 48 saat sonraki genel goriniimleri.

Sekil 3.1.1.2. Sigara dumant igeren ve icermeyen ortamlarda gimlenmeye bi-
rakilan salatalik tohumlarimn islatmadan 48 saat sonraki genel gortintimleri.
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3.1.2. Tohum ¢imlenmesi - sigara duman - distan uygulanan bii-
yiime maddeleri arasindaki etkilesimler

Daha 6nce cesitli arastiricilar temperatir ve tuzluluk gibi stres faktorleri-
nin tohum cimlenmesi iizerinde meydana getirdigi inhibisyonun degisik bi-
yiime maddeleri uygulamast ile ortadan kaldirilabilecegini rapor etmiglerdir
(Kabar ve Baltepe, 1990; Kabar, 1979; Oztiirk vd., 1993). Biz de bu amagla tok-
sik bir stres faktorii olarak gordiigiimiiz ve ¢cimlenme tizerindeki etkisinin re-
vezibl oldugunu saptadigimiz sigara dumani uygulamasinn engelleyici oldu-
gu agamada ortama biiytime maddeleri ilave ederek bu inhibitif etkinin kis-
men veya tamamen ortadan kaldirthp kaldirilamayaca@i hususunu aragtirdik.
Kullandigimiz biiytime maddelerinin cimlenmede rol oynadig1 ve dormansi
halindeki tohumlarin ¢imlenmesini tegvik ettigi uzun zamandan beri bilin-
mektedir. Deneylerin sonuglari tablo 3.1.2.1. ve 3.1.2.2.'de verilmistir.

Tablolarin incelenmesinden de goriilecegi iizere kinetin ve GA3 tek basla-

rina veya kombinasyon halinde verildikleri zaman saf suda tohum ¢imlenme-
sini etkilememislerdir. Bu tohumlarin endogen hormon miktar1 optimal dii-
zeyde oldugu igin bu sonug gayet dogaldir. Ciinkii biiytime maddesi uygula-
malar1 ancak cesitli nedenlerle dormansi halinde bulunan tohumlarda gimlen-
meyi tegvik etmektedir. Burada kesin olarak belirledigimiz bir husus da sigara
dumaninin her iki tohumun ¢imlenmesi tizerinde meydana getirdigi gimlen-
me inhibisyonunun ayni anda ortama biytime maddesi verilerek azaltilama-
digidir. Bu durum sigara dumaninin meydana getirdigi inhibisyonun endo-
gen hormon sentezinin engellenmesi yoluyla ortaya cikmadigini distindir-
mektedir. Ciinkii boyle olsaydi digtan biiytime maddesi ilavesiyle cimlenmede
belli bir artig gérmiig olmamiz gerekirdi. Sonuglar sigara dumanmin gimlenme
{izerindeki bu reverzibl etkilerinin hormon sentezi disindaki bir mekanizmaya
miidahale sonucu ortaya gikmug olabilecegini diigtindiiriicii niteliktedir. Yine
sonuclar inhibisyonda esas belirleyici etmenin 1slatma ortaminda degil, ¢im-
lenme ortamunin atmosferinde bulunan sigara duman oldugunu bize goster-

mektedir. Ciinkii 1slatma ortamindaki sigara dumant cimlenmeyi geciktirdigi
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halde, 6n uygulama ne olursa olsun atmosferdeki sigara dumanu ¢imlenmeyi

tamamen engellemistir.

Tablo 3.1.2.1. Sigara duman ile doyurulmus ve doyurulmamus belirli konsantrasyonlardaki
GA, kinetin ve GA; + kinetin cozeltileri veya musluk suyunda 1slatilan bugday tohumlarimn,
sigara dumani igeren ve icermeyen ortamlarda fakli zamanlarda 6lgiilen gimlenme yiizdeleri
(Ahy, Bhy, Chy, Dhy, Ehy, Fhy, Ghy, Hhy, Ahy, Bhy, Ch,, Dhy, Eh,, Fhy, Gh; ve Hh, materyal ve
metod kisminda agiklanmustir.)

Cimlenme % 'si
Islatmanin
baslangicmdan
itibaren siire 24 48 72
(saat)
UYGULAMA
Ah, 98 98 98
Bh, 26 81 95
Ch, 97 98 98
Dh;y 25 81 95
Eh, 97 98 98
Fhy 27 82 95
Ghy 97 97 o7
Hh, 29 82 94
Ah, - - -
Bh, - - -
Ch, = = =
Dh, = - -
Eh, = = =
Fh, = = =
Ghy - - -
Hh, = - T
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Tablo 3.1.2.2. Sigara duman ile doyurulmus ve doyurulmamug belirli konsantrasyonlardaki
GA,, kinetin ve GA; + kinetin cozeltileri veya musluk suyunda slatilan salatalik tohumlari-
nin, sigara dumani iceren ve icermeyen ortamlarda fakli zamanlarda élciilen gimlenme yiizde-
leri (Agiklama tablo 3.1.2.1.'de anlatildi@ gibidir).

Cimlenme % 'si
Islatmanin
baslangicindan
itibaren siire 24 48 72
(saat)
UYGULAMA
Ah; 45 85 97
Bh; 4 34 87
©h; 46 91 97
Dh, 3 42 88
Eh, 54 89 97
Fh, 5 46 85
Ghy 51 90 97
Hh, 7 39 88
Ah, _ = =
Bh, = - -
Ch, - = =
Dh, _ _ N
Eh, - ~ &
Fh, e ” _
Gh, - - -
Hh, - = s
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Islatma veya ekim ortamlarina sigara dumar ile doyurulmus ve normal
musluk suyu veya cesitli bitytime maddeleri uygulanan, fakat cimlenme at-
mosferinde sigara dumani bulunmayan tohumlarin gimlenmeleri sonucu olu-
gan kok, koleoptil veya hipokotillerin islatmadan 72 saat sonra dlgiilmesiyle el-
de edilen degerler sekil 3.1.1.3., sekil 3.1.1.4., gekil 3.1.2.1. ve gekil 3.1.2.2.'de
verilmistir.

Sekillerde de gortilecegi tizere sadece sisme ortamlarinda sigara dumani
ile doyurulmug su veya hormon gozeltileri kullamlan tohumlardan olugan fi-
delerin kok, koleoptil veya hipokotil biiyiimelerindeki inhibisyon 6nemsenme-
yecek derecede az olmaktadir. Fakat ekim ortamlarna sigara dumanu ile doyu-
rulmug su veya hormon ¢ozeltileri verilen ve sigara dumani igermeyen atmos-
ferde cimlenme - gelismeye birakilan tohumlarda ¢imlenmenin gecikmesi ya-
minda koleoptil, hipokotil ve ozellikle kok bitytimesinde belirgin bir inhibis-
yon goze carpmaktadir. Burada, hormon uygulamasmin sigara dumaninin bu
morfogenetik belirimler tizerinde olusturdugu inhibisyonun ortadan kalkma-

sin1 saglayamadigt agikea goriilmektedir.

[] ok
5 T - Hipokotil

Uzunluk (cm)

Ay B, G D
(Uygulama)

Sekil 3.1.1.3. Cimlenme periyodunun degisik agamalarinda gimlenme ortamlarina sigara du-
manu ile doyurulmus su veya normal su verilen salatalik tohumlarindan olugan fidelerin islat-
madan 72 saat sonra dlgiilen kok ve hipokotil uzunluklar (A4, By, Gy ve Dy materyal ve metod

kisminda agiklanmustir).
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. 3 seminal kokiin
ortalamast

koleoptil

N
L

Uzunluk (cm)

—_
1

nun degisik agamalarinda gimlenme ortamlarina sigara du-
1 su verilen bugday tohumlarindan olugan fidelerin 1slatma-

Sekil 3.1.1.4. Cimlenme periyodu
By, C; ve Dy materyal ve metod kis-

mani ile doyurulmug su ve norma
dan 72 saat sonra dlgiilen kok ve koleoptil uzunluklari (Aq,

minda aciklanmustir).
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3 seminal kokiin
ortalamasi

D Koleoptil

N
L

Uzunluk (cm)

Ah; Bh; Ch, Dh, Eh; Fh  Ghy  Hhy
(Uygulama)

Sekil 3.1.2.1. Cimlenme periyodunun degisik asamalarinda ¢imlenme ortamlarina sigara du-
man ile doyurulmug veya normal GAs, kinetin, GA; + kinetin ¢ozeltileri ve musluk suyu veri-
len bugday tohumlarindan olusan fidelerin 1slatmadan 72 saat sonra 6lgiilen kok ve koleoptil
uzunluklari (Ahy, Bhy, Chy, Dhy, Ehy, Fly, Gh; ve Hh; materyal ve metod kisminda agiklanmig-

tir).
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. Kok

D Hipokotil

Uzunluk (cm)

Ah, Bhy Ch Dh, Ehy Fhy Chy Hh,
(Uygulama)

Sekil 3.1.2.2. Cimlenme periyodunun degisik asamalarinda gimlenme ortamlarina sigara du-
mant ile doyurulmus veya normal GAs, kinetin, GA; + kinetin ¢ozeltileri ve musluk suyu veri-
len salatalik tohumlarindan olugan fidelerin 1slatmadan 72 saat sonra dlgiilen kok ve hipokotil
uzunluklari (Agiklama 3.1.2.1. deki gibidir).

3.2. Sigara Dumaninin Kék, Koleoptil veya Hipokotil Biiyiimesi
Uzerindeki Etkileri

Geligme ortamlarina sigara dumani uygulanan ve uygulanmayan gimlen-
mis bugday ve salatalik tohumlarmin kok, koleoptil ve hipokotil uzunluklart
gekil 3.2.1.'de verilmistir. Ayrica islatmanin baglangicindan 103 saat sonra bu
tohumlardan olusan fidelerin genel goriiniimleri gekil 3.2.2. ve gekil 3.2.3.'de
goriilmektedir.

Sekil 3.2.1.'in incelenmesinde anlagilacag: gibi gimlenmenin ilk morfoge-

netik belirimlerinin baglamasimdan hemen sonra bitylimenin gerceklestigi ka-
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Kontrol

. Sigara dumani
94 uygulanan

6 4

Uzunluk (cm)

|

BA BB SA SB
(Uygulama)

Sekil 3.2.1. Cimlenme agamasindan sonra sigara dumant uygulanan ve uygulanmayan bug-
day ve salatalik tohumlarmdan olusan fidelerin 1slatmadan 103 saat sonra olgiilen kok, koleop-
til veya hipokotil uzunluklary (BA = 3 seminal kokiin ortalamast, BB = koleoptil, SA = salatalik
kokii, SB = hipokotil).
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pali sistemin atmosferine sigara dumani uygulanmasi kok, koleoptil veya hi-
pokotil bityiimesinde gok biiyiik oranlarda inhibisyona yol agmustir. Ayrica si-
gara dumaninin kik biiytimesi tizerinde olugturdugu inhibisyon hipokotil ve-
ya koleoptil biiytimesi tizerindeki inhibitif etkilerinden daha belirgin bigimde
ortaya ¢ikmustir. Bu da kok sisteminin atmosferdeki sigara dumanina kars: da-
ha duyarh oldugunu gostermektedir. Bizim sigara dumaninda saptadigimiz
bu inhibitif etki Stiles (1950), Ozorgiicii ve arkadaslari (1986) ve Civici
(1987)'nin bulgularina benzerlik gstermektedir. Ayrica bilegim bakimindan si-
gara dumanina benzeyen bir kirletici olan eksoz gazinin biiytime tizerinde da-
ha 6énce tarafimizdan (1988) ve Tiirkan (1988) tarafindan gozlenen etkileri so-

nuglarimiza uygunluk gostermektedir.

(I}

Sekil 3.2.2. Cimlenme asamasmndan sonra sigara dumani uygulanan ve uygu-
lanmayan bugday tohumlarindan olusan fidelerin 1slatmadan 103 saat sonraki
goranimleri.
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KONTROL GRUBU DENEME GRUBU

AR

Sekil 3.2.3. Cimlenme agamasindan sonra sigara dumani uygulanan (Deneme
grubu) ve uygulanmayan (kontrol grubu) salatalik tohumlarindan olusan fi-
delerin 1slatmadan 103 saat sonraki gortiniimleri.

3.3. Koleoptil Parcaciklarinin Biiyiimeleri Uzerinde Sigara Du-
mani - IAA Etkilesimi

Sigara dumani igeren ve icermeyen kapal sistemlerde biiyiimeye biraki-
lan bugday koleoptillerinden kesilen ve farkli konsantrasyonlardaki IAA ¢6-
zeltileri ve saf su icerisine alman koleoptil parcaciklarinin sigara dumani uygu-
lanan ve uygulanmayan ortamlardaki biiyiime aktiviteleri gekil 3.3.1. ve gekil
3.3.2.'de belirtilmistir. Sekillerde de goriilecegi tizere koleoptil pargaciklarinin
biiytimeleri sigara dumani i¢eren ortamda tamamen engellenmektedir. Yani
hormon, ayni anda uygulanan sigara dumaninin koleoptil pargaciklarinin bii-
ytimeleri {izerinde olusturdugu inhibisyonu bertaraf edememektedir. Fakat fi-
de biiytimesinin belirli bir asamasindan sonra sigara dumanina maruz biraki-
lip kék ve koleoptil biiytimelerinde belirgin bir inhibisyon olusturulan bitkiler-
den kesilen koleoptil parcaciklar: sigara duman icermeyen ortamda hormona

cevap vermektedir. Hatta sekil 3.3.1.'"den de goriilecegi tizere IAA, daha 6nce
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uygulanan sigara dumaniun meydana getirdigi inhibisyonu tamamen bertaraf
etmektedir. Ancak IAA, ortamda sigara dumani bulundugu zaman etkisini
gosterememektedir. Bu durum, sigara dumaninn koleoptil pargaciginda hor-
mona kars biiyiik dlciide bir duyarlilik azalmasina yol agtigmi ve bu etkinin,
ancak bu faktoriin ortamda bulundugu siirece griilebildigini ortaya koymak-
tadir. Bu konuda daha énce bir literatiir verisine rastlamadigimiz icin, boyle
bir sonucun ilk kez tarafimizdan elde edilmis oldugunu s6yleyebiliriz. Daha
énce UV 1gigmin da koleoptillerde bu tiir bir duyarlihik azalmast meydana ge-
tirdigi bildirilmig ise de bu faktoriin ortadan kalkmasiyla duyarlihgin restore

edilemedigi goriilmiigtiir (Vardar ve Baltepe, 1973).

r_—l Saf su
. 2 ppm
. 20 ppm

100 =

51 boyu (mm)
o2]

pargacigl

Koleoptil
N

(Uygulama)

Sekil 3. 3.1. Saf su ortaminda islatilip cimlendirilen bugday tohumlarimin behere transplantas-
yonundan sonra temiz atmosferde (E grubu) veya sigara dumanli atmosferde (F grubu) olusan
koleoptillerden alinan pargaciklarin, temiz atmosferde (E,, F;) veya sigara dumanli atmosferde
(E,, F,) 14 saat sonra cesitli konsantrasyonlardaki IAA gozeltilerine kars1 bityiime davranislari.
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Sekil 3. 3.2. Sekil 3.3.1.'de gosterilen E; (kontrol grubu) ve F, (deneme grubu)
koleoptil parcaciklarmin deney sonrasindaki gortintimleri.

3.4. Hipokotil Biiyiimesi Uzerinde Sigara Dumani - Hormon
Etkilesimi

Bilindigi gibi baz1 Cucurbitaceae tiirlerinin hipokotil biiytimeleri, 1gik al-
tinda gibberellin uygulamasi ile arttirilabilmektedir (Baltepe ve Mert, 1973).
Hatta salatalik bitkisinde bu 6zellikten yararlanilarak bir biyolojik test de gelig-
tirilmistir (Brian vd., 1964). Sekil 3.4.1."in incelenmesinden anlagilacagi iizere
salatalik bitkilerinin hipokotil bityiimeleri tizerinde sigara dumaninin olustur-

dugu engelleyici etki, ortamda sigara dumani bulundugu zaman GA; ve Bere-

leks uygulamast ile bertaraf edilememektedir. Fakat gelisme ortamlarina belirli
bir asamadan sonra sigara duman verilip kok ve hipokotil biiytimelerinde be-
lirgin bir inhibisyon olugturulan fideler sigara dumanu bilesenlerini icermeyen
ortama alindiklar1 zaman, sigara dumaniun olusturdugu inhibisyondan kur-

tulduklar gibi gibberellinlere kars1 duyarhliklarmi yeniden kazanmaktadirlar.
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M ca,
- Bereleks
2T 4 I:I Saf su

Salatalik hipokotil boyu (mm)

KG S S,
(Uygulama)

Sekil 3. 4.1. Islatmadan 48 saat sonra geligme ortamlarma sigara dumani verilen (S grubu) ve
bundan 48 saat sonra GAj; veya Bereleks uygulanarak temiz (5;) ve sigara dumanl (S,) atmos-
ferlerde 2200 lux 1gik altinda 48 saat bekletilen salatalik fidelerinin gosterdikleri bitytime dav-
raniginin kontrol bitkileri (KG) ile mukayeseli 6l¢tim sonuglar1.
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Sekil 3.4.2. Sekil 3.4.1.'de anlatilan S, (deneme gru-
bu) ve KG (kontrol grubu) bitkilerinin deney stiresi
sonunda goriiniimleri (Ber. = Bereleks, s.s = saf su).

Ayrica gelisme ortamlarma belirli bir agamadan sonra sigara dumani verilen
bitkilerin klorofil sentezleme yeteneklerinde de azalma goze carpmaktadir (Se-
kil 3.4.2.).

Burada vardigimiz sonuglar koleoptillerle yaptigimiz deney serisinin so-
nuglarma uygunluk arzetmektedir. Bu seride de, kullandigimiz salatalik hipo-
kotilleri {izerinde sigara dumaninin olusturdugu engelleyici etki, bu kirletici
faktor ortadan kalktiktan sonra devam etmemektedir. Yani reverebl ozellie
sahiptir. Sigara dumanli ortamdan kurtulan hipokotiller hormona kars: biiyii-
me davramig1 gosterme yeteneklerini yeniden kazanmaktadirlar. Ancak ortam-

da sigara dumani bulundugu siirece hangi konsantrasyonda olursa olsun
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GA; veya Bereleks, bu bitkilerde bir bityiime davranigi meydana getireme-

mektedirler. Su halde endogen hormon seviyesi ne olursa olsun sigara duma-
n1, ortamda bulundugu stirece, bitki dokusunun mevcut hormon konsantras-
yonuna kargt duyarliliginda ok biiyiik dlgiide bir azalma meydana gelmekte-
dir. Iste bu durumu daha iyi aydinlatabilmek amaciyla sigara dumaninn ¢im-
lenme ve ilk morfogenetik belirimleri engelledigi asamada, bu uygulamaya
maruz kalmis tohumlardan endogen hormon ekstraksiyonu ve mukayeseli de-
terminasyonu yapilmasimun bir zorunluluk oldugunu diistinerek bir sonraki

deney serisini diizenlemig bulunuyoruz.

3.5. Sigara Dumaninin i¢sel Hormon Sentezi Uzerindeki Etkileri

Sigara dumani ile muamele edilen ve edilmeyen bugday tohumlarmnn ig-
sel ABA diizeyleri hem biyolojik test ve hem de spektrofotometrik yontem ile,
TIAA, gibberellin ve sitokinin diizeyleri ise sadece biyolojik test ile saptanmaya

caligilmistir.

3.5.1. Sigara dumanmnin icsel IAA ve ABA sentezi iizerindeki et-
kileri

Cimlenmeyi tamamen engelleyici sekilde sigara dumani uygulanan ve uy-
gulanmayan ortamlarda gimlenmeye birakilan bugday tohumlarindan belirli
siire sonunda elde edilen etanol ekstraktinin asidik - nétr maddeleri igeren etil
asetat fazimin kagit kromatografisine uygulanmasindan sonra, bugday koleop-
tili dik biiyiime metodu ile saptanan igsel IAA ve ABA diizeyleri sekil 3.5.1.1.
ve sekil 3.5.1.2.'de verilmistir. Histogramlarmn incelenmesinden anlasilacag:
iizere sigara dumanu igsel IAA diizeyinde istatistiki olarak S6nemsenecek dere-
cede bir degigiklige yol agmamaktadir. Bu da sigara dumaninin ¢imlenmekte
olan tohumlarda IAA sentezini engellemedigini agikga gostermektedir. Yine

bu histogramlarda goriilecegi iizere sigara dumani ile muamele edilen tohum-
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Sekil 3. 5.1.1. Sigara dumarn uygulanmamig bugday tohumlarindan elde edilen etanol ekst-
raktinin etil asetat fazinin kagit kromatografisi ile ayrigtirilmasi sonunda, bugday koleoptili
dik biiyiime biyotesti ile Slgiilen IAA ve ABA aktiviteleri.
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Sekil 3. 5.1.2. Sigara duman uygulamasi ile gimlenmesi engellenmis bugday tohumlarindan
elde edilen etanol ekstraktinin etil asetat fazim kagit kromatografisi ile ayrigtirilmasi sonun-
da, bugday koleoptili dik biiytime biyotesti ile 6lgtilen IAA ve ABA aktiviteleri.
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2,5 1

Deney

— N
Ut k=
L 1

Absorbans (263 nm.)
—
k=)

0,5 -

(Uygulama)

Sekil 3. 5.1.3. Sigara dumani uygulamasi ile ¢cimlenmesi engellenmis (deney) ve sigara duma-
n1 uygulanmamus (kontrol) tohumlardan elde edilen etanol ekstraktinin etil asetat fazinin ince
tabaka kromatografisi sonunda ABA'e tekabiil eden bélgenin metanol eluatinda &lgiilen absor-
bans degerleri.

larin i¢csel ABA diizeylerinde az da olsa bir artig géze ¢arpmaktadir. Zaten
spektrofotometrik metodla 263 nm absorbans degerine bagh kalinarak yapilan
ABA tayininde bu sonucu dogrulayan bulgular elde edilmistir (Sekil 3.5.1.3.).
Ancak bilindigi gibi tohumlarda fenolik bilesikler fazla miktarlarda bulunmak-
tadir ve bu bilesikler ABA ile yakin Rf'lerde lokalize olmaktadirlar. Bu agidan
kromatogramlarimizda ABA'e tekabiil eden Rf bolgelerinde goriilen inhibis-

yon aktivitesi yalnizca ABA'den kaynaklanmayabilir. Burada inhibitér - 8
kompleksinin varligi (Bennet - Clark ve Kefford, 1953)'ndan s6z etmek daha

dogru olur. Bu nedenle sigara dumaninin az da olsa inhibitér -  kompleksi
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miktarmda bir artisa yol actigini séyleyebilmekteyiz. Daha sonra spektrofoto-
metrik 6l¢timle de ABA'in arbsorbsiyon maksimumu olan 263 nm'de, sigara
duman1 uygulanmis tohumlarin ekstraktinda absorbsiyonda belirgin bir artig
gormiis olmamiz, bu uygulamanmn ABA sentezinde artisa yol actigi diistin-
diirmektedir. Ancak bu konuda kesin sonuca varabilmek icin gaz kromatogra-
fik analizin sart oldugu bilinmektedir. IAA spektrofotometrik analizi ise mak-
simum absorbsiyon dalga boyunun spesifik olmamasi nedeniyle son zamanlar-
da pek kullamiimamaktadir ve kullanilmas1 da 6nerilmemektedir (Rivier ve
Crozier, 1987).

3.5.2. Sigara dumaninin icsel gibberellin sentezi Gizerindeki
etkileri

Sigara dumani uygulanmayan ve ¢cimlenmeyi tamamen engelleyici sekilde
sigara dumani uygulanan ortamlarda belirli bir siire ¢cimlenmeye birakilan
bugday tohumlarmnm etanol ekstraktinin asidik - n6étr maddeleri igeren etil ase-
tat fazinin ince tabaka kromatografisi ile ayristirilmasindan sonra, sadece gib-
berellinlere 6zgii bir biyotest olan marul hipokotili biiyiime testi ile saptanan
igsel gibberellin diizeyleri sekil 3.5.2.1. ve sekil 3.5.2.2.'de verilmistir. Histog-
ramlarin incelenmesinden goriilecegi tizere ¢cimlenmeyi tamamen engelleyen
sigara dumani uygulamasi ¢imlenmekte olan tohumlarda, ¢cimlenmenin anah-
tar maddesi olan igsel gibberellin diizeyini ve dolayisiyla sentezini etkileme-

mektedir.
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Sekil 3. 5.2.1. Sigara dumani uygulanmamus bugday tohumiarmdan elde edilen etanol ekst-
raktinin etil asetat fazinin ince tabaka kromatografisi ile ayrigtirilmasi sonunda, marul hipoko-
tili bitytime biyotesti ile Slgiilen gibberellin aktiviteleri.
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Sekil 3. 5.2.2. Sigara dumani uygulamasi ile ¢imlenmesi engellenmis bugday tohumlarindan
elde edilen etanol ekstraktinin etil asetat fazmnin ince tabaka kromatografisi ile ayristiriimas:
sonunda, marul hipokotili biiytime biyotesti ile 6l¢iilen gibberellin aktiviteleri.
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3.5.3. Sigara dumaninin i¢sel sitokinin sentezi iizerindeki
etkileri
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Sekil 3. 5.3.1. Sigara dumani uygulanan (deneme grubu) ve uygulanmayan (kontrol grubu)
bugday tohumlarindan elde edilen etanol ekstraktinin etil asetat ile ayristirilmas: sonunda ge-
riye kalan ve bazik maddeleri igeren su fazlarinda, turp kotiledonu genisleme biyotesti ile
saptanan sitokinin aktiviteleri.
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Cimlenmeyi tamamen engelleyecek gekilde sigara dumani uygulanan ve
sigara dumani uygulanmayan ortamlarda belirli bir stire gimlenmeye birakilan
bugday tohumlarmmn etanol ekstraktinin bazik maddeleri igeren su fazinda
bulunan endogen sitokininlerin (Baltepe, 1974; Khan, 1973), turp kotiledonu
genigleme biyotesti ile saptanan aktiviteleri sekil 3.5.3.1. ve sekil 3.5.3.2.'de ve-
rilmistir. Sekillerde de goriilecegi iizere sigara dumant uygulamasi ¢imlen-
mekte olan tohumlarda icsel sitokininlerin diizeyini ve dolayisiyla sentezini

hig etkilememektedir.

Sekil 3. 5.3.2. Turp kotiledonlariun, sigara dumant ile muamele edilen (dene-
me grubu) ve edilmeyen (kontrol grubu) bugday tohumlarmdan elde edilen
etanol ekstraktinin su fazlarinda ve 500 lux 1gik altinda 60 saat sonra saptanan
durumlart.
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Biitiin deney serilerinden elde edilen veriler bir araya getirilip kargilagti-
rildiginda su sonuglara varmamiz miimkiindiir; sigara dumani ¢imlenmenin
cesitli agamalarinda ¢imlenmeyi geciktirmekte, ancak ortam atmosferinde bu-
lundugu siirece ¢imlenmeyi tamamen engellemektedir. Cimlenme {izerinde
goriilen bu inhibisyon, ¢imlenme sonrast agamada sigara dumanu ile muamele
edilen cimlenmis tohumlarin kok, koleoptil veya hipokotil biiyiimesinde de
belirgin bir sekilde ortaya gikmaktadur. Yapilan hormon ekstraksiyonlari so-
nunda, ¢cimlenmesi bu sekilde tamamen engellenmis tohumlarda auksin, gib-
berellin ve sitokinin sentezlerinin normal tohumlardaki gibi gergeklestigi, an-
cak ihnibitsr maddeler (ABA) diizeyinde kismi bir artig meydana geldigi anla-
gilmaktadir. Bu durum gimlenmenin hormon sentezinin engellenmesi yoluyla
degil, embriyodaki hiicrelerin mevcut hormon diizeyine karg1 duyarliliklarin-
da ve davranig yeteneklerinde biiyiik bir azahg sonucu inhibisyona ugradigimni
diisiindiirmektedir. Nitekim hipokotillerin ve koleoptil pargaciklarinin sigara
dumanimin ortamda bulundugu siirece digtan uygulanan hormonlara karst hi¢
bir davranig gosterememeleri bu goriigimiizi dogrular niteliktedir. Inhibisyo-
nun ancak ortamda bu kirletici etmen bulundugu siirece goriilmesi, bu inhitif
etkinin ayn1 zamanda reverzbl oldugunu da ortaya koymustur.

Bildigimiz kadariyla bu konuda ilk kez tarafimizdan yapilan bu ¢ahgma-
nin, laboratuvarlarimizda heniiz miimkiin olmayan daha duyarh hormon ta-
yinleriyle de devam ettirilerek konunun cok yonlii ele almip irdelenmesi kani-
mizca ok yararl olacaktir. Daha ileride bu tiir caligmalarla konuya daha da

agiklik getirmeyi amaglamig bulunuyoruz.
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