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ONSOZ

Calismam sirasinda bana rehberlik eden, higbir fedakarlif: esirgemeyen, her
zaman moral ve cesaret veren, ayrica boliimiimiizin laboratuar imkanlarindan
yararlanmam saglayan Atatiirk Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Boliim Bagkam ve
ayni zamanda tez damsmamm Prof. Dr. Meral UNAL’a sonsuz destegi igin tesekkir
ederim.

Prof. Dr. Nargin PALAVAN-UNSAL’a caligmamda kullandigim poliamin ve
poliamin biyosentez inhibitorlerinden yararlanmami sagladifi igin ve degerli
fikirleriyle beni aydinlattif1, destek oldugu igin tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans egitimim siiresince bana yardimci olan ve degerli bilgilerini
aktaran Biyoloji Egitimi Ogretim Uyelerine ve Arastirma Gorevlilerine de ayrica
tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamiz1 destekleyen Marmara Universitesi Arastirma Fonu’na ve diploid
T. monococcum L. cv. TUR 02343 bugday tohumlarini temin etti§imiz Ankara Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiist’ne, tetraploid 7. durum Desf. cv. Ankara 09/96
ve heksaploid 7. aestivum L. cv. Kutluk-94 bugday tohumlarini temin ettifimiz
Ankara Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliigii’ne yardimlarindan
dolay: tesekkiir ederim.

Tez yazimu agamasinda yardimlarim eksik etmeyen Mehmet Ali TUFEKCI ve
Deniz S. ISMAILOGLU’na tegekkiir ederim.

Son olarak da bana her zaman destek veren ve sonsuza kadar yammda
olacagina inandifim tiim arkadaglarima ve ozellikle aileme, tez g¢aligmalarim

sirasinda moral verdikleri ve yardimci olduklan igin tesekkiir ederim.

Haziran/2001 Isil ISMAILOGLU



ICINDEKILER

SAYFA
[0)30 10 7 /2SO, I
KISALTMALAR ...t ceseneassetsnssasssssssssssesesesans IV
SEKIL LISTESI .............ccccccmummsssssssssssssssssassenssssssasssssssssssssssssssasens v
TABLO LISTESI ........ooeemmusmumsemsmsmsmmssmsmssssnnssssessssssssssssssssssssssssss X
OZET ... crrtstststrssssssrsssssssssssssssssssssasssesssesesssssesessrssssesessseses X1
SUMMALRY .....ecrrretenteecsstenesesssssssssessssesessssesesssssssssenssessasases XII
YENILIK BEYANI ...........ooccooooneneeeevesmsesnesssssssmsssssssssssssssssssmsnens X1
BOLUM L GIRIS VE AMAGC  ......ooeeeeceeeseemrsessssessssssens 1
BOLUM II. GENEL BILGILER ... 2
BOLUM III. TEZ CALISMALARI ..., 15
IIL1. ARASTIRMA MATERYALI ..ot 15
IIL2. ARASTIRMA YONTEMI ... rsnensennsane 15
II1.2.1. Tohum Cimlenmesinde Kullamilan Yéntem ................ 15
I11.2.2. Kok Uzunlugunun Hesaplanmasinda Kullanilan Yontem 16
I1.2.3. Sitolojik Cahiymalarda Kullanilan Yéntem .................. 16
BOLUM IV. SONUCLAR ......ooooooooreeeeeeeeeeeeeeseeessssssssnssssssssssssssns 17
IV.1. POLIAMIN VE POLIAMIN BiYOSENTEZ
INHIBIiTORLERININ TOHUM CIMLENMESINE
ETKILERI ..., servuesseseressrensaessassaenes 17
IV.1.1. Poliaminlerin Tohum Cimlenmesine Etkileri ............... 17
IV.1.2. Poliamin Biyosentez Inhibitorlerinin Tohum
Cimlenmesine Etkileri ..............occovvvreecnnininrncenvens 18



IV.2. POLIAMIN VE POLIAMIN BIYOSENTEZ
INHIBITORLERININ KOK UZAMASINA ETKILERI .. 19

IV.2.1. Poliaminlerin Kk Uzamasma Etkileri .......................... 19
IV.2.2. Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin
Kok Uzamasma Etkileri ................. verceeesnseesssmeene 22

IV.3. POLIAMIN VE POLiAMIN BiYOSENTEZ
INHIBITORLERININ MIiTOZ BOLUNMEYE

ETKILERI ... 26
IV.3.1. Poliamin ve Poliamin Biyosentez Inhibitorlerinin
Mitotik indekse EtKileri .........c.coooovvverivivcevcrvemsennncesennnenn. 26
IV.3.1.1. Poliaminlerin Mitotik indekse Etkileri ............... 26
1V.3.1.2. Poliamin Biyosentez Inhibitérlerinin
Mitotik Indekse EtKileri ..........ccoovevrereeecrnecrnecensennnae 29

IV.3.2. Poliamin ve Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin
Mitoz Béliinme Evrelerindeki Hiicrelerin

Dagihmlarma Etkileri ...........ccccovoevevnnneccrrnncrranena. 32
1V.3.2.1. Poliaminlerin Mitoz Béliinme Evrelerindeki
Hiicrelerin Dagahimlarina Etkileri .................... 32

IV.3.2.2. Poliamin Biyosentez Inhibit5rlerin Mitoz Bsliinme
Evrelerindeki Hiicrelerin Dagihmilarina Etkileri 35
V1.3.3. Poliamin ve Poliamin Biyosentez Inhibit8rlerinin Mitotik

Kromozom Davramglarina Etkileri ........................ 39
IV.3.3.1. Poliaminlerin Mitotik Kromozom
Davramiglarma Etkileri ............ccoenvevvevmvncnennnee. 39
IV.3.3.2. Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin Mitotik
Kromozom Davramslarma Etkileri ...................... 42

BOLUM V. TARTISMA VE DEGERLENDIRMELER ... 7
OZGECMIS ... eeeeeneeeeenessssesssssssssssssees 89



KISALTMALAR

2,4-D : 2,4 diklorofenoksi asetik asit
ABA : Absisik asit

ADC : Arginin dekarboksilaz

BA : Benzil adenin

Cad : Kadaverin

CHA : Sikloheksilamin

D-Arg : D- Arginin

DFMA : Diflorometilarginin

DFMO : Diflorometilornitin

DSAM : Dekarbosile olmug S-adenozilmetiyonin
GA; ¢ Giberellin

TIAA :+ Oksin ,

LDC : Lisin dekarboksilaz

MFMO : 4-metil-florometilornitin
MGBG : Metilglioksal bis-(guanilhidrazon)
mM : Milimolar

NAA : a-naftelen asetik asit

oDcC : Ornitin dekarbokdilaz

PA : Poliamin

Put : Putresin

SAM : S-adenozilmetiyonin

SAMDBC : S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz
Spd Sentaz : Spermidin sentaz

Spd : Spermidin

" Spm Sentaz : Spermin sentaz

Spm ¢ Spermin

v



SEKIL LiSTESI

SAYFA NO

Sekil L1.1. Baslica Poliaminlerin Biyosentez Yollan ..........cccceu.ee.. 6
Sekil IV.2.1.1.  Diploid Bugdaylarda Poliaminlerin K&k

Uzamasing ELKIlerl ......cccccivcrcveeenecnenennccnecccreccanaenas 19
Sekil IV.2.1.2.  Tetraploid Bugdaylarda Poliaminlerin K6k

Uzamasina BIKIleri ......ccceevrverereccsicinncinnennncnansnenesansenae 20
Sekil IV.2.1.3.  Heksaploid Bugdaylarda Poliaminierin K6k

Uzamasina EAKIleri .....c.cccovvvninccencininnnicsnenisensnosenansnns 21
SekilIV.2.2.1. Diploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibit6rlerinin Kok Uzamasina Etkileri .........ccocoenneee.. 23
Sekil IV.2.2.2.  Tetraploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibitérlerinin Kok Uzamasina Etkileri .........ccccovunee.. 24
Sekil IV.2.2.3.  Heksaploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibitérlerinin Kok Uzamasina Etkileri ...........cceunenee.. 25
Sekil IV.3.1.1.1. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Putresin Grubunda Mitotik Indeks .............. 27
Sekil IV.3.1.1.2. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Spermidin Grubunda Mitotik indeks .......... 28
Sekil IV.3.1.1.3. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Spermin Grubunda Mitotik indeks .............. 29
Sekil IV.3.1.2.1. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve DFMO Grubunda Mitotik indeks ................ 30
Sekil IV.3.1.2.2. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve CHA Grubunda Mitotik indeks ................... 31
Sekil IV.3.2.1.1. Diploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik

Boliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagilimina

EKIETT oo crecncsnnessesneesaesasnesasnsseressonns 33



Sekil IV.3.2.1.2.

Sekil IV.3.2.1.3.

Sekil IV.3.2.2.1.

Sekil 1V.3.2.2.2.

Sekil IV.3.2.2.3.

Sekil IV.3.3.1.1.

Sekil IV.3.3.1.2.

Sekil IV.3.3.13.

Sekil IV.3.3.1.4.
Sekil IV.3.3.1.5.

Sekil IV.3.3.1.6.

Tetraploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik
Boliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagilimina

Etkileri ............ sessessrasesnsasneas
Heksaploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik
Boliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagihimina

Etkileri
CT1  coeeirccriaecretncnnescntcectsssntosesscorasrarsacesasannsasssesrssoscans

Diploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez
Inhibit6rlerinin Mitotik B8liinme Evrelerindeki

Hiicrelerin Dagilimina Etkileri ........
Tetraploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez

Inhibitorlerinin Mitotik Boliinme Evrelerindeki
Hiicrelerin Dagilimina Etkileri ...........

Heksaploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez
InhibitSrlerinin Mitotik Bsliinme Evrelerindeki
Hiicrelerin Dagilimina Etkileri ............

Diploid Bugday Tohumlannin Kontrol Grubundaki
Kok Uglarinda a,b Anormal Metafaz,
¢,d Anormal Anafaz

Diploid Bugday Tohumlarinm Putresin Uygulanan
Kok Uglarinda a. Anormal Metafaz, b. Anormal
Anafaz; Spermidin Uygulanan K8k Uglarinda

c. Anormal Metafaz d. Anormal Anafaz ...........cuen.......

Diploid Bugday Tohumlarimin Spermin Uygulanan
K&k Uglarinda a. Anormal Metafaz,

b. Normal Metafaz ........... teaeestsesssnesasasesnesssesnsasessessaesnns

Tetraploid Bugday Tohumlarinda Kontrol

Grubundaki K6k Uglarinda a,b Metafaz .......................

Tetraploid Bugday Tohumlarinint Kontrol

Grubundaki Kok Uglarinda a~-d Anormal Anafaz .........

Tetraploid Bugday Tohumlarinin Putresin
Uygulanan K6k Uclarinda a,b Anormal Metafaz,
¢, d Anormal Anafaz ..........ceecvevvererieenaennes

35

36

37

38

45

46

47

48

49



Sekil IV.3.3.1.7. Tetraploid Bugday Tohumlarinin Spermidin

Uygulanan K&k Uglarinda a. Metafaz,

b. Anormal Metafaz ............ 50
Sekil IV.3.3.1.7. Tetraploid Bugday Tohumlarimn Spermidin

Uygulanan Kok Uglarinda c. Metafaz,

d. Anormal Metafaz .........cccocmeenurrrirecnncsrinrencnnconsnns 51
Sekil IV.3.3.1.8. Tetraploid Bugday Tohumlarinin Spermidin

Uygulanan K6k Uglarinda a-d Anafaz ......................... 52
Sekil IV.3.3.1.9. Tetraploid Bugday Tohumlarinin Spermin

Uygulanan K6k Uglarinda a-c normal Anafaz .............. 53

Sekil IV.3.3.1.10. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Kontrol
Grubundaki K&k Uglarinda a. Metafaz,

b. Anormal Anafaz .........ccevereeunncne . 54
Sekil IV.3.3.1.11. Heksaploid Buday Tohumlarimin Putresin

Uygulanan K6k Uglarinda a,b Anormal Metafaz ......... 55
Sekil IV.3.3.1.12. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Putresin

Uygulanan K6k Uglarinda a-d Anormal Anafaz ......... 56
Sekil I'V.3.3.1.12. Heksaploid Bugday Tohumlarimin Putresin

Uygulanan K6k Uclarinda e-h Anormal Anafaz ......... 57

Sekil IV.3.3.1.13. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Spermidin
Uygulanan K8k Uglarinda a. Metafaz,

b. Anormal Metafaz .........ccccceeveveeveererereeseenreeerenrernereenes 58
Sekil IV.3.3.1.13. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Spermidin

Uygulanan K6k Uglarinda ¢,d Anormal Metafaz ......... 59
Sekil IV.3.3.1.14. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Spermidin

Uygulanan Kok Uglarinda a,b Anormal Anafaz ........... 60
Sekil I'V.3.3.1.14. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Spermidin

Uygulanan K6k Uglarinda c-e Anormal Anafaz ........... 61

Sekil I'V.3.3.1.15. Heksaploid Bugday Tohumlarimin Spermin
Uygulanan K6k Uclarinda a. Metafaz,

b. Anormal ANAfaz ..........ccecenmerreneneerernssseseersnsnsnenranens 62
Sekil IV.3.3.1.15. Heksaploid Bugday Tohumlarinin Spermin
Uygulanan K6k Uglarinda ¢,d Anormal Anafaz ............ 63



Sekil IV.33.2.1.

Sekil IV.33.2.2.

Sekil IV.3.3.2.3.

Sekil IV.3.3.2.3.

Sekil IV.3.3.24.

Sekil Iv.33.24.

Sekil IV.3.3.2.5.

Sekil IV.3.3.2.6.

Diploid Bugday Tohumlarmn DFMO Uygulanan
Kok Uglarinda a. Anormal Metafaz;

CHA Uygulanan K6k Uglarinda

c-d Anormal Metafaz .........ccccveeerircscnerenerccnsnenenonseennes 64
Diploid Bugday Tohumlarimn DFMO Uygulanan

Kok Uglarinda a-d Anormal Anafaz ............... . 658
Tetraploid Bugday Tohumlanmn DFMO

Uygulanan K6k Uglarinda a. Anafaz,

b. Spiralli Gbzlenen Metafaz Kromozomlan ................. 66
Tetraploid Bugday Tohumlarimin DFMO Uygulanan

Kok Uglannda c,d Anormal Anafaz ..........cccovervccerevecnnne 67
Tetraploid Bugday Tohumlarimn CHA Uygulanan

K&k Uglarinda a,b Anormal Anafaz .........cccceeevecreeruenene 68
Tetraploid Bugday Tohumlarimn CHA Uygulanan

Kok Uglarinda c. Metafaz .........cccceeeenecncensenreranncsnesnees 69
Heksaploid Bugday Tohumlarnin DFMO

Uygulanan K6k Uglarinda a,b Anormal Anafaz ............ 70
Heksaploid Bugday Tohumlarimin CHA Uygulanan

K6k Uglarinda a-d Anormal Anafaz ...................... 71

viii




TABLO LISTESI

SAYFA NO

Tablo I1.2.1.  Caligmada Kullanilan Deneyler ...............c.c.cooe.ee. 16
Tablo IV.1.1.1. Poliaminlerin Diploid, Tetraploid ve Heksaploid

Bugday Tohumlarimn Cimlenmesine Etkileri ............ 18
Tablo IV.1.2.1. Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin Diploid,

Tetraploid ve Heksaploid Bugday Tohumlarinin

Cimlenmesine Etkileri .............cccooviiiiiiin, 18
Tablo IV.2.1.1. Diploid Bugdaylarda Poliaminlerin

Kok Uzamasina Etkileri .........coovvveiiinininiiiranannn, 19
Tablo IV.2.1.2. Tetraploid Bugdaylarda Poliaminlerin

Kok Uzamasina EtKileri .......ccceoevievenenininineninenines 20
Tablo IV.2.1.3. Heksaploid Bugdaylarda Poliaminlerin

Kok Uzamasina Etkileri .........ccooeveiiiiniienininniennnns 21
Tablo IV.2.2.1. Diploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibitérlerinin Kok Uzamasmna Etkileri .................. 22
Tablo IV.2.2.2. Tetraploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibit6rlerinin K6k Uzamasina Etkileri .................. 23
Tablo IV.2.2.3. Heksaploid Tohumlarda Poliamin Biyosentez

Inhibitérierinin K6k Uzamasina Etkileri .................. 24
Tablo IV.3.1.1.1. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Putresin Grubunda Mitotik indeks ........... 26
Tablo IV.3.1.1.2, Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Spermidin Grubunda Mitotik Indeks ........ 27
Tablo IV.3.1.1.3. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve Spermin Grubunda Mitotik Indeks ........... 28
Tablo I'V.3.1.2.1. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylarin

Kontrol ve DFMO Grubunda Mitotik indeks ............ 30
Tablo IV.3.1.2.2. Diploid, Tetraploid ve Heksaploid Bugdaylann

Kontrol ve CHA Grubunda Mitotik indeks .............. 31



Tablo IV.3.2.1.1. Diploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik
Bolinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagihimina Etkileri
Tablo IV.3.2.1.2. Tetraploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik
Béliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagilimina Etkileri
Table IV. 3.2.1.3. Heksaploid Bugdaylarda Poliaminlerin Mitotik
Béliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagilimina Etkileri
Tablo IV.3.2.2.1. Diploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez
Inhibitdrlerinin Mitotik Boliinme Evrelerindeki

Hiicrelerin Dagilimina Etkileri ..............cccinininnen.

Tablo IV.3.2.2.2. Tetraploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez
Inhibitérlerinin Mitotik Béliinme Evrelerindeki

Hiicrelerin Dagilimina Etkileri .............cccceeenannn.e..

Tablo IV.3.2.2.3. Heksaploid Bugdaylarda Poliamin Biyosentez
Inhibit6rlerinin Mitotik Boliinme Evrelerindeki

Hiicrelerin Dagilimina Etkileri .............cccoeeeeenaen..n

Table IV.3.3.1.1. Triticum monococcum'da (2X) Poliaminlerin

Olusturdugu Mitotik Anormallikler ........................

Tablo IV.3.3.1.2. Triticum durum'da (4X) Poliaminlerin

Olusturdugu Mitotik Anormallikler ........................

Tablo IV.3.3.1.3. Triticum aestivum'da (6X) Poliaminlerin

Olusturdugu Mitotik Anormallikler ........................

Tablo IV.3.3.2.1. Triticum monococcum'da (2X) Poliamin Biyosentez

Inhibit6rlerinin Olusturdugu Mitotik Anormallikler .....

Table IV.3.3.2.2. Triticum durum'da (4X) Poliamin Biyosentez

Inhibitdrlerinin Olugturdugu Mitotik Anormallikler .....

Tablo I'V.3.3.2.3. Triticum aestivum'da (6X) Poliamin Biyosentez

Inhibitérlerinin Olugturdugu Mitotik Anormallikler ....

32

33

36

37

38

40

41

41

42

43

43



OZET
BUGDAYLARDA POLIAMINLERIN VE POLIiAMIN
BIYOSENTEZ INHIBITORLERININ MiTOTIK ETKILERI

Diploid (Triticum monococcum L.), tetraploid (7. durum Desf.) ve heksaploid
(T. aestivum L.) bugdaylarda poliaminlerin (Put, Spd, Spm) ve poliamin biyosentez
inhibitorlerinin (DFMO, CHA) tohum ¢imlenmesi, kék uzamasi, mitotik indeks ve
kromozomlarin davramgsina etkilerini inceledik. Poliaminler ii¢ tiirde de tohum
¢imlenmesini inhibe etti. Tohum ¢imlenmesinde en fazla inhibisyon Spm, en az
inhibisyon ise Put tarafindan olusturuldu. DFMO ve CHA diploidlerde tohum
c¢imlenmesini inhibe ederken DFMO tetraploidierde, CHA heksaploidlerde
¢cimlenmeyi tesvik etti.

Poliaminler diploidlerde k&k uzamasini inhibe etti. Tetraploid ve
heksaploidlerde ise Put kontrole gore kdk uzamasinda biraz yiikseltgenmeye neden
olurken Spd ve Spm her ikisinde de indirgenmeye neden oldu. DFMO ve CHA her
ii¢ tiirlin kok uzamasinda da inhibisyona neden oldu.

Poliaminler ve poliamin biyosentez inhibitorleri k6k uglarinda mitoz bolinme
geciren hiicrelerin sayisim da etkiledi. Mitotik indeks diploidlerde ii¢ poliamin
tarafindan da indirgendi. Tetraploidlerde ii¢ poliamin mitotik indekste kontrole gore
inhibisyona neden olurken heksaploidlerde Put ve Spd biraz artiga, Spm ise diisiise
neden oldu. DFMO ve CHA 1ig tiiriin kok uglarinda da mitoz béliinme frekansim
dtiglirdi. Esas olarak poliaminlerin ve poliamin biyosentez inhibitdrlerinin neden
oldugu ko6k uzamasindaki inhibisyon, bu maddelerin mitotik indeksi
diigtirmelerinden dolayidir. Bu konuda elde edilen sapmalar igsel poliamin
icerigindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Her ii¢ tiiriin kontrol grubunda da mitotik anormallikler gozlendi. Bu
anormallikler bozuk metafaz tablasi, anafazda kromozom képriileri, esit olmayan
dagilim, ge¢ kalan kromozomlar, ¢ok kutuplu ig ipligi seklinde 6zetlenebilir. Put ve
Spd diploidlerde mitotik anormallik ylizdesini arttirirken Spm kontrole yakin bir
deger verdi. Spd ve Spm tetraploidlerde kontrole gore yakin bir anormallik ylizdesi
verirken Put bu degeri diigiirdii. Heksaploidlerde anormallik yiizdesi 3 poliamin
tarafindan diigiiriildi. DFMO ve CHA ii¢ tiirde de mitotik anormallik yiizdesini
arttirdi. Bu go6zlemler poliaminlerin ve poliamin biyosentez inhibit6rlerinin
kromozomlarin davraniginda etkili oldugunu géstermektedir.
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SUMMARY

THE EFFECTS OF POLYAMINES AND POLYAMINE
BIOSYNTHESIS INHIBITORS ON MITOSIS IN WHEATS

The effect of polyamines (Put, Spd, Spm) and polyamine biosynthesis
inhibitors (DFMO, CHA) on seed germination, root elongation, mitotic index and
chromosomal behavior were studied in diploid (Triticum monococcum L.), tetraploid
(T. durum Desf.) and hexaploid (7. aestivum L.) wheats. The polyamines inhibited
seed germination in three species and the most effective inhibition were done by
Spm. While DFMO and CHA inhibited seed germination in diploid species; DFMO
in tetraploids, CHA in hexaploids stimulated it.

The three polyamines inhibited root elongation in diploids. In tetraploids and
hexaploids Put caused a slightly increase in root elongation, but it was reduced by
Spd and Spm both in two species. DFMO and CHA inhibited the root elongation in
three species.

Polyamines and polyamine biosynthesis inhibitors effected the mitotic division
frequency in root tips. Put, Spd and Spm decreased mitotic index in diploids and
tetraploids. In hexaploids, Put and Spd slightly increased the division frequency but
Spm decreased it. The root tips of the three species treated with DFMO and CHA
showed maximum inhibition in mitotic index. The results suggested that the reason
of the inhibition in root elongation was due to the reduction on the mitotic index
caused polyamines and polyamines biosynthesis inhibitors.

The mitotic abnormalities like unoriented metaphase, anaphase bridges,
unequal distribution, laggards, multipolar spindle fibers, were observed in the control
groups of diploids, tetraploids and hexaploids. While Put and Spd increased the
percentage of abnormal cells in diploids, Spm showed nearly the same results with
controls. In the tetraploids, Spd and Spm showed similar percentage of abnormality
with controls but Put reduced it. The aberrations frequency was reduced by
polyamines studies in hexaploids species. Polyamine biosynthesis inhibitors
increased the percentage of mitotic abnormality in 3 species. These observations
suggested that treatment with polyamines and polyamine biosynthesis inhibitors had

an effect on chromosomal behavior.
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YENILIK BEYANI

BUGDAYLARDA POLIAMINLERIN VE POLIAMIN
BiYOSENTEZ INHIBITORLERININ MIiTOTIiK ETKIiLERI

Poliamin ve poliamin biyosentez inhibitérlerinin diploid (Triticum
monococcum), tetraploid (7. durum) ve heksaploid (7. aestivum) bugday
tirlerinde tohum ¢imlenmesi, ko&k uzamasi ve mitoz boliinmeye (mitotik
indeks ve anormallik olusturma yiizdesine) olan etkileri ilk kez bu ¢aligmada
incelendi. Bu ¢alisma sonunda poliamin ve poliamin biyosentez inhibitérlerinin
mitotik kromozom davramslarina etkisi oldugu ve genellemenin yapilabilmesi

icin daha fazla bitkiyle ¢aligilmas: gerektigi ortaya gikti.
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BOLUMI1

GIRIS VE AMAC

Insanlarin beslenmesinde &nemli yer tutan ve tilkemizde makarnalik ve
ekmeklik olarak tarimi yapilan bugdaylarda bir mutasyon ¢esidi olan poliploidi
goriiliir. Bitkilerde aym tiirtin diploid ve poliploid bireyleri arasinda genellikle
morfolojik (hiicre boyutu, yapraklar vb.) ve fizyolojik (biiyiime ve gelisme kuvveti
vb.) farkliliklar bulunur. Bu nedenle poliploid bitkiler tannmda daha gok kullanilir.
Kiilttire alinmus bitkilerin birgogu (elma, muz, arpa, bugday, kahve, pamuk, patates,
tiitlin, seker kamig1 vb.) poliploiddir.

Caliymamizda poliploidi serisi gosteren bugdaylara, bitkilerde biiyiimeyi
diizenleyici etkiye sahip poliamin ve poliamin biyosentez inhibitorlerin etkilerini
incelemeyi amagladik. Poliaminler insanlarda, bitkilerde, mayalarda ve bakterilerde
dogal olarak bulunurlar. Bitkilerde bilyiime ve gelismeyi tesvik edici maddeler olarak
aktiviteleri ilk 1950°li yillarda Tabor ve Tabor’'un c¢aligmasi ile ortaya cikt: (Egea-
Cortines ve Mizrahi 1991 dan) ve giin gegtikce artan veriler poliaminlerin hiicre
boéliinmesi, biiylime ve farklilagsma, meyva olgunlagmasi, senesens inhibisyonu gibi
birgok olayda etkin rol oynadifim ortaya koymaktadir. Fakat temel etki
mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir.

Bu ¢alismada poliaminlerin; putresin (Put), spermidin (Spd), spermin (Spm),
ve poliamin  biyosentez  inhibitorlerinin;  diflorometilornitin  (DFMO),
sikloheksilaminin (CHA), etkisinin farkli ploidi seviyelerindeki (2X, 4X, 6X)
bugdaylarda tohum ¢imlenmesinde, kék uzamasinda ve mitoz béliinmede (mitotik
indeks ve anormallik olugturma yiizdesinde) farkli tepkiler olugturabilecegini
diislindiik. Aragtirmalarimiz sonucunda, bu noktadan hareket eden higbir ¢aligmanin
olmadigim gorerek iilkemizde yetisen bugdaylardan diploid Triticum monococcum
L., tetraploid makarnahk 7. durum Desf. ve heksaploid ekmeklik T. aestivum L.
materyal olarak sectik.



BOLUM I

GENEL BILGILER

Caligmamuzda kullandifymz diploid Triticum monococcum L., tetraploid
makarnalik T. durum Desf. ve heksaploid ekmeklik 7. aestivum L. tilkemizde tarima
yapilan 6nemli bugday tlirleridir ve bu tiirler poliploidi serisi gbsterirler. Poliploidi
bir takimdaki (genomdaki) kromozom sayisimun hepsinin birden ikiden fazla kata
ylikselmesi ile olugur. Bu olay sonucunda 2n=3X (triploid), 2n=4X (tetraploid),
2n=5X (pentaploid) ve daha yiksek katsayili kromozomlara sahip bireyler meydana
gelir. X, serinin en alt basamagindaki haploid kromozom sayisim gdsterir ve temel
(bazik) say: olarak adlandirilr. |

Bir mutasyon gekli olan poliploidi, bitki 1slahinda ¢ok 6nemlidir. Poliploidi
bitkiler arasinda gok sik goriilmekte ve dogal olarak olugabildigi gibi deneysel olarak
da ortaya ¢ikabilmektedir. Dogada pek gok yabani ve kiiltilr bitkisi, poliploid hale
gelmigtir. Bitkilerin yapay olarak poliploidiye ugratilmasimin nedenlerinden biri,
tarimsal {iretimi arttrmaktir, Bunun igin daha ¢ok vejetatif organlarindan
faydalamlan bitkiler kullamlir. Ciinkll, poliploid bitkilerin yaprak, gévde, cicek,
meyva ve tohum gibi organlan diploidierden daha iri olmaktadir.

Bir poliploidin igerdigi genomlar birden fazla tiire aitse bu olaya allopoliploidi
denir. Allopoliploidide baglangigta farkli tiirlere ait kromozom takimlanmn bir
organizmada bir araya geldikten sonra tam katlar halinde artis1 s6z konusudur. Buna
gbre, allopoliploid bireylerin ortaya ¢ikmasi igin dnce farkli tiirlere ait bireylerin
birleserek tiir melezlerinin meydana gelmesi gereklidir.

Ekmeklik bugday (Zriticum aestivum) bu gekilde meydana gelmis poliploid
tirlere iyi bir Ornek olugturur. Biyokimyasal, sitolojik, morfolojik yaklagimlar
kullamlarak poliploid bujdaylarda genomlarin kokeni aragtirilmugtir (Schulz 1913;
Kihara 1919, 1924, 1937, 1944; Sax ve Sax 1924; Mc Fadden ve Seas 1946; Sears
1948; Riley ve ark. 1958; Suemoto 1968; Johnson 1972, 1975; Feldman ve Kislev



1977; Kushnir ve Halloran 1981; Nath ve ark. 1983, 1984; Kerby 1986; Kerby ve
Kuspira 1988’dan). Bir alloheksaploid olan 7. aestivum’da ii¢ ayn genom
(AABBCC) bulunur. Yapilan sitolojik incelemeler bu genomlardan ikisinin (A ve B)
bir tetraploid olan T. dicoccum’da tigtinciisiintin (C) ise diploid ve yakin akraba bir
cins olan Aegilops’da bulundugunu ortaya koymustur. Bu iligkiye dayanarak baz
arastincilar ekmeklik bugdaya g¢ok yakin olan yapay bir bugday ¢esidini deneysel
olarak elde etmeyi basardilar. Bunun igin &nce Triticum monococcum (einkorn
bugday) ile Aegilops speltoides’i ¢aprazladilar. 2n=14 kromozom tastyan bu iki farkli
cinse ait tlirlerin ¢aprazlanmasindan meydana gelen F, melezinin poliploid hale
geemesiyle tetraploid Triticum dicoccum (emmer bugday) ortaya ¢ikti. Sonra da,
T. dicoccum (2n=4X=28) ile A. squarrosa’yr (2n=14) gaprazlayarak 6nce 2n=3X=21
kromozomlu bir melez, sonra kromozom sayisim iki kata ¢ikmasiyla 2n=6X=42
kromozomlu bir alloheksaploid olan yapay bugday: elde ettiler ve ona T. aestivum
adin verdiler (Oraler-Temizkan 1994).

2n=2X=14 2n=14

T. monococcum Aegilops speltoides
P: AA BB
G A B
AB
x2
Fi: AABB T. dicoccum
2n=4X=28



2n=4X=28 2n=14

T. dicoccum Aegilops squarrosa
P: AABB CcC
G AB C
ABC
x2
Fy: AABBCC T. aestivum
2n=6X=42

Poliploid bitkilerin sitolojisi, anatomisi, dig morfojisi, palinolojisi, ekolojisi ve
fizyolojisi tizerinde bugiine kadar birgok bilimsel aragtirma yapilmistir. Poliploid
tahil bitkilerinin, yilksek protein kapasitesine sahip olmasi ve daha biiylik tohum
iiretmesi nedeniyle, bdyle bitkilerden ekmek yapiminda ve hayvan yemi olarak
kullamimasinda yararlamlmaktadar.

Kuspira ve ark. (1986) 7. monococcum’un A genomunun genetik ve sitolojik
analizini yaptiklan ¢aligmalarinda, hiicre hacminin, tane agirhg ve pistil hacminin
artan ploidi seviyesi ile orantihi olarak arttifim belirttiler.

Hepaksoy ve ark. (1987) diploid 7. monococcum L., tetraploid T. durum Desf.
cv. Gediz ve heksaploid T. aestivum L. cv. Cumhuriyet gibi farkh ploidi
diizeylerindeki bugday tlirlerinde, oksin (IAA) ve absisikasit (ABA) miktarlarim
kantitatif olarak incelediler ve en yilkksek IAA ve ABA igeriklerine, tetraploid
T.durum cv. Gediz’de rastladiklanm belirttiler ([larslan 1990 dan). 8 &

Calismamizda kullandifimiz poliaminier de oksinler, sitokininler, giberellinler g
gibi bitkilerde bliylimeyi diizenleyici maddelerdir. ¥




Dogal olarak meydana gelen poliaminler (PA) 300 yildan beri bilinmelerine
ragmen, bitkilerde biiylime ve gelismeyi tegvik edici maddeler olarak aktiviteleri, ilk
1950°li yillarda Tabor ve Tabor’un bakteri ve mayalardaki ¢aligmasi ile ortaya ¢ikti
(Egea-Cortines ve Mizrahi 1991 dan). Cesitli biyolojik sistemlerde PA lerin nukleik
asitlerin biyosentez ve islevindeki etkinliklerini agiklamaktadir. PA lerin
makromolekiillerle olan iligkilerinin anlagilmasiyla gesitli mikroorganizma, hayvan
ve bitki hiicrelerinde biiyiimeyi tegvik ettikleri ortaya gikmaktadar.

Bir aminoasit tiirevi olan PA lerin putresin (Put), spermidin (Spd), spermin
(Spm), kadaverin (Cad) olmak tizere 4 tipi vardir. Asagida verilen gekilde izlendigi
gibi Put ve Cad bir diamin, Spd triamin, Spm ise tetraamindir.

H,N — (CH,),— NH, H,N - (CH,)s— NH,
Putresin Kadaverin
(1,4 Diaminobutan) (1,5 Diaminopentan)
H

|
H,N - (CH;), N — (CH,); — NH,

. Spermidin
(Putresine bir propilamino grubu ilave edilmis)

H H
| I
HN — (CHz);— N - (CHp)s — N ~ (CH,); — NH;
Spermin
(Putresine simetrik olarak iki propilamino grubu ilave edilmis)

Dogal olarak meydana gelen PA lerin kimyasal yapilari ( Galston ve Kaur-Sawhney, 1980).

Put ve Spm in biyosentez yolu ilk kez mikroorganizmalarda saptanmig ve daha
sonra hayvan ve bitki hiicrelerinde de aym yollanin gegerli oldugu bulunmustur.
Birincisi, argininin {ire kaybederek ornitini ve daha sonra da ornitin dekarboksilaz
(ODC) enziminin yardimi ile CO, kaybederek Put i olugturdugu yoldur. ikincisi ise,



NH H
|| I

H,N—C—NH—(CH,);—C—COOH ——{ ADC [«—DFMA
o NH,
ARJININ
v i
I
HzN——(CHz)g——CI—COOH H,N—C—NH—(CH,)—NH
NH, AGMATIN
ORNITIN
ODC » H,N—(CH,)—NH, <
PUTRESIN
T <
DEMO CHA_p| Spd SENTAZ

v

HN—CH,)—NH—(CH,)—NH, = DSAM—SAMDC|— SAM
SPERMIDIN

<
Spm SENTAZ MGBG

METIYONIN

v

H,N—CH,)s—NH—(CH,);/—NH—(CH,);7—NH,
SPERMIN

Sekil 1.1.1. Baslhica poliaminlerin biyosentez yollann. ADC: Arginin dekarboksilaz, ODC: Ornitin
dekarboksilaz, Spd: Spermidin, Spm: Spermin, DFMA: diflorometilarginin, DFMO:
diflorometilornitin, MGBG: Metilglioksal bis-(guanilhidrazon), CHA: Sikloheksilamin, SAM: S-
adenozilmetiyonin, SAMDC: S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz, DSAM: Dekarboksile olmug S-
adenozilmetiyonin (Altamura ve ark. 1991°dan)



argininin, arginin dekarboksilaz (ADC) tarafindan dekarboksile edilerek agmatini ve
bundan da Put i meydana getirmesidir. Bu ikinci yolun bitkilerde daha ¢ok isledigi
Smith (1972) tarafindan belirtilmigtir. Spd ve Spm putresinden tiirevlenir.
Poliaminlerin biyosentez yollar tabloda gdsterilmigtir (Sekil I1.1.1.).

Cad ise tamamen ayr bir yoldan sentezlenir. Bir amino asit olan lisinden, lisin
dekarboksilaz (LDC) katalizrliiiinde meydana gelir.

Poliamin biyosentez inhibit6rlerinden diflorometilornitin (DFMO) spesifik
omitin dekarboksilaz (ODC) inhibitdriidiir ve ornitinin putresine déniismesini
engelleyerek putresin olugmasim inhibe eder. Diflorometilarginin (DFMA) ise
spesifik arginin dekarboksilaz (ADC) inhibitriidlir ve argininin agmatine
doniismesini engelleyerek putresin olugsmasim engeller. Metilglioksal bis-
(guanilhidrazon) (MGBG) spesifik olmayan S-adenozilmetiyonin (SAM)
dekarboksilaz  inhibitoriidiir, sikloheksilamin’de (CHA) spermidin sentaz
inhibitoriidiir ve spermidin olugmasim engellerler.

Spd ve Spm bazik olmalar1 nedeni ile nukleik asitlerin asidik olan fosfat
gruplan ile etkilesim gosterirler. Spm in tetrametilen zinciri DNA nin sarmal
yapisinin dar boglugunda yerlesim gosterir. Aynica, PA ler RNA sentezini saglayan
DNA ya bagli RNA polimeraz enzimini tegvik ederler. Bundan bagka, Spd in DNA
polimeraz enziminin aktivitesini arttirdifz da bilinmektedir. PA ler aym zamanda
protein sentezinde de etkindirler. Birgok aragtirici polipeptid sentezinin her evresinin
Put, Spd ve Spm tarafindan arttinldifim ortaya koymustur. Bu verilere ek olarak,
bir¢ok sistemde RNaz aktivitesine Spd ve Spm in ket vurduklan da kamtlanmgtir.
Bulgulara gore Spm, fosfat gruplarina baglanarak RNaz aktivitesini inhibe
etmektedir (Palavan-Unsal 1993). PA lerin biyolojik etkinlikleri nukleik asitler ve
membran fosfolipidleri ile etkilesimlerini kolaylagtiran polikatyonik 6zelliklerine
dayandinlmaktadir. Fakat bitkilerin biiylime ve geligmeleri lizerindeki etkileri halen
tam olarak anlagilamamigtir. PA lerin DNA, RNA ve protein sentez mekanizmalarina
etkilerinin yamnda biyolojik membranlar1 stabilize edici rolleri de oldugu
bilinmektedir (Mikitzel ve Knowles 1989).

PA lerin hiicre boliinmesinde veya morfogenetik olaylardaki gérevini anlamak
i¢in yapilan deneyler 4 grupta toplanabilir (Egea-Cortines ve Mizrahi 1991):

1. PA seviyeleri ve biyosentetik enzim aktiviteleri ile hilcre boliinmesi veya
morfogenetik olaylar arasindaki iligkiyi aragtirmak
2. Hicre bdliinmesindeki eksogenik PA lerin etkisini incelemek



3. PA biyosentez inhibitorlerinin eksogenik PA ler ile veya onlar olmadan
morfogenetik olaylardaki etkisini incelemek
4. PA metabolizmas: ile iligkili mutantlann kullanilmasi

Hiicre béliinmesinin artmug PA biyosentez aktivitesi ile iligkide oldugu
bilinmektedir (Jirage 1994). Bitkilerde hizhh biiyliyen bolgelerdeki hiicreler
poliaminlerce ¢ok zengindir (Mikitzel ve Knowles 1989; Galston ve ark. 1990).
Elmada (Biasi ve ark. 1988), avokadoda (Kushad ve ark. 1988), domateste (Dibble
ve ark. 1988) hiicre béliinmesinin yogun oldugu erken meyve gelisimi evresinde
serbest PA ler en yiiksek seviyededir. PA miktarindaki artig Helianthus tuberosus’da
dormansinin kirilmasi sirasinda (Bagni 1966), patates yumrularinin olusumu
sirasinda da (Kaur-Sawhney ve ark. 1982) gozlenmistir. Son yillarda PA lerin
senesense etkisi fizerinde de pek ¢ok aragtirma yapilmigtir. Ozellikle Galston ve
grubu PA lerin RNaz ve proteaz aktivitesine ket vurarak senesensi &nledigini
saptamislardir (Palavan-Unsal 1993).

Palavan-Unsal (1987) Phaseolus vulgaris’in kéklerinde PA metabolizmasim
inceledigi ¢caligmasinda kd&klerde hiicre béliinmesinin olmadif1 bazal bolgede Put ve
Spm in bol oldugunu ve bunlarin akropetal olarak azaldifim, Spd in ise homojen
olarak dagldigim gosterdi. Arastinciya gére PA biyosentez aktivitesi hiicre
boliinmesinin en yilksek oldugu bdlgelerde en yiiksek seviyededir, hiicre uzamasinin
temel olay oldugu bolgelerde farkli PA ler kendi gradientlerine sahiptirler.

Kaur-Sawhney ve ark. (1980) yulaf yapraklarindan izole ettikleri protoplastlar
cesitli kiiltlir ortamlarina aldilar ve ortama 1 mM konsantrasyonda ii¢ farkli poliamin
(kadaverin, spermin, spermidin) ilave ettiler. Aragtincilar poliaminlerin DNA
sentezini tegvik ettifini ve nukleus boliinmelerinin arthiim ve ¢ok sayida iki
nukleuslu hiicrelerin olustugunu belirttiler.

Maki ve ark. (1991) Catharanthus roseus hiicre kiiltlirlerinde, mitoz boliinme
sirasinda PA seviyelerindeki degisiklikleri incelediler. ADC ve ODC inhibitdrleri
uygulanmug hiicrelerin ¢ogunun G, evresinde olduklarimi, Spd sentaz inhibitorii
uygulanmasimin ise hiicre dagiliminda etkili olmadigimi belirttiler. Aragtiricilar
endogenik Put, Spd ve Spm seviyelerini hiicre devri evrelerinde tayin ettiler ve
6zellikle Put ve Spd in iki evrede de yiikksek oldugunu gézlemlediler. PA lerin
seviyeleri S fazinda, DNA sentezi dncesinde ve sitokinezden 6nce belirgin olarak
artar. Arastiricilar Put biyosentez inhibitérlerinin, hiicre devri ilerlemesini durdurarak
muhtemelen G, den S evresine gegisi Gnleyerek hiicre gogalmasim baskiladigim



belirttiler ve hiicre devrinin ilerlemesinde putresinin diger PA lerden daha 6nemli bir
rol oynadifim1 vurguladslar.

Poliaminler tohum ¢imlenmesinde de etkilidirler. Dormansi periyodundan
sonra, uygun gevresel kosullar altinda tohumlar ¢imlenir. Cimlenme, suyun tohumlar
tarafindan alinmasindan sonra baglar ve su igeriginin artigindan dolay: tohumlarin
hacmi artar. Daha sonra tohumlarda metabolik aktivite baglar ve besi dokudaki depo
besinler kullamlarak fide geligir. Erken ¢imlenme evresinde yeni proteinler
sentezlenir. Bu proteinler tohum olugumu sirasinda birikmig olan mRNA lar
tarafindan kodlamir. Cimlenme tamamen biyofiziksel bir olaydir ve sadece hiicre
genislemesini kapsar. Radikulanin ¢ikisi ¢imlenme olayimin sonu olarak dilgtintiliir.
Radikulanin ¢ikis1 ve hiicre boliinmesinin baglamas: arasinda siiresi tlire gbre degisen
bir periyot vardir.

PA ler ¢imlenmenin erken evrelerinde ortaya ¢ikan protein sentezi
aktivatorleridir. Bagni (1970) Phaseolus vulgaris’de yaptud galigmada ¢imlenme
siiresince RNA ve protein seviyesi ile PA seviyesi arasindaki iligkiyi anlamaya
caligh. RNA ve proteinler ile birlikte Spd ve Spm in de ¢imlenme sirasinda
embriyoda arttifimi, kotiledonlarda ise hem PA lerin hem makromolekiillerin
azaldifim gordd.

Tohumlarda ¢imlenmeden 6nce PA seviyesi tiire ve varyeteye baghdir. Misir
tohumlarinda, diigtik ¢cimlenme potansiyeli, diigilk protein ve serbest PA igerigi ile
iligkilidir (Anguillesi ve ark. 1982; Sepulveda ve Sanchez de Jimenez 1988). Piring
tohumlarinda durum tersi gibi goriinmektedir (Mukhopadhyay ve ark. 1983) ve
serbest PA ler yiiksek ¢imlenme potansiyeli gosteren tohumlara kiyasla diigik
¢imlenme potansiyeli gdsteren tohumlarda daha fazladar.

Anguillesi ve ark. (1980) cahstiklan ¢esitli bitki fidelerinin radikula
meristeminde mitozun baglamas: ve PA lerin seviyeleri arasinda gegici bir iliskinin
oldugunu buldular.

Torrigiani ve Scoccianti (1995) Cicer arietinum L. tohumlarmin farkh
kisimlarindaki dort farkli poliamin miktarim (Cad, Put, Spd, Spm) &lg¢tiiler,
kotiledonlarin daha ¢ok PA igerdiini ve Spd in temel PA oldugunu, Cad in
kotiledonlarda bulunmadignm belirttiler. Aragticilar Put in fidelerde tohuma gore
daha yofun oldufunu, Spd ve Spm in ise Snemli degisiklik gdstermedifini
vurguladilar.



Gallardo ve ark. (1992) Cicer arietinum tohumlarinin ¢gimlenmeye basladigs ilk
24 saatte Put, Spd, Spm ve Cad igerigini aragtirdilar ve kotiledonlarin baglandig
embriyonik eksenin kotiledonlarin kendisinden daha fazla miktarda PA icerdigini
belittiler. Aragtiricilar Cicer arietinum tohumlarim Spd sentaz enziminin inhibitorii
olan CHA ile muamele ettiklerinde, tohumlardan radikula ¢ikiginin hizlandigim
gozlediler.

Felix ve Harr (1989) gimlenmede PA lerin roliinli anlamak igin gesitli
inhibitorler ile galigtilar ve inhibitbrlerin ne PA seviyelerini indirgedifini ne de
¢imlenmeyi inhibe ettigini buldular. Inhibitérler ile (DFMO, DFMA, D-Arg, CHA)
muamele edilmis ¢imlenen Acer saccharum tohumlarinda serbest PA lerin yiiksek
oldugunu, hiicre bdliinmesinin inhibe oldufunu fakat hiicre uzamasimin ve radikula
biiylimesinin inhibe olmadifim gordiiler. Tohum ¢imlenmesi hiicre boliinmesine
bagh olmadif igin tohum ¢imlenmesi ve PA seviyesi arasinda bir iligkinin
beklenmemesi gerektigini vurguladilar.

Adventif kok olusumunu etkileyen faktorlerin anlagilmasi temel ve tatbiki
aragtirmalara 6nemli katkilarda bulunur. Ziraatte ve ormancihikta vejetatif bitki
kisimlarmn kéklenmesini saglamak Snemli yararlar saglar. Oksin kklenmeyi tegvik
eden en 6nemli hormondur. PA ile kéklenme arasindaki iligki Passiflora ve Datura
innoxia’mn kiiltiirde yetistirilen yapraklaninda gézlendi (Chriqui ve ark. 1986; Desai
ve Mehta 1985). Poliamin i¢eren ortamlarin Vigna radiata hipokotil as1 kalemlerinde
adventif kok olusumunu arttirmadig1 (Friedman ve ark. 1982) fakat Phaseolus aureus
gbvde a1 kalemlerinde adventif k6k sayisimi arttirdigy saptand: (Jarvis ve ark. 1983).
Bu iki bitkide PA biyosentez inhibitérlerinin kéklenmeyi inhibe ettigi vurgulandi.
Tiitliniin kiltlirde yetisen yapraklarinda DFMO ve DFMA kéklenmede indirgenmeye
neden oldu (Burtin ve ark. 1990). Arpa tohumlarinda Put in lateral kok olugumunda
tegvik edici, DFMO nun ise inhibe edici etkisi oldugu belirtildi (Unal ve ark. 2001).

Bitkilerde PA lerin metabolizmasi ve biyokimyas: iizerine yapilan ¢aliymalarda
cesitli PA biyosentez inhibit6rleri kullamimaktadir.

Rajam ve Galston (1985) 0.5 mM DFMO nun fitopatojenik mantarlarin
biiytimesini inhibe ettigini gbsterdiler ve bu inhibisyonun 0.1-1.0 mM Put veya Spd
ilavesi ile geri dondiiriildiiiinii belirttiler. Bir baska aragtirmada Birecka ve ark.
(1986) aym bulgular1 Helmintosporium maydis’de yinelediler. Buna ek olarak Rajam
ve arkadaglan (1985) fasulye bitkisine DFMO piiskiirtiilmesinin Uromyces phaseoli
enfeksiyonunu Onledigini buldular. Bu aragtirmalarda 0.5 mM DFMO
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konsantrasyonunun en etkin deger oldugu saptandi ve konak bitkide anormal
semptomlara da neden olmadif: belirtildi. DFMO &zellikle arpa, bugday ve musir
gibi bitkilerin pas mantan ile enfeksiyonunda son derece etkilidir. Son yillarda gesitli
PA biyosentez inhibitSrlerinin bitkilerde mantar olugumuna etkileri incelenmektedir.
Omegin, Walters (1989) arpa yapraklarinda Erysiphe graminis hordei enfeksiyonuna
karst DFMO, 4-metil-florometilornitin (MFMO), MGBG ve CHA in son derece
tesirli olduklarimi g6stermistir.

Bharti ve Rajam (1995) bugdayda DFMO nun biiyiimeye, PA seviyesine ve
kromozom davramgina etkilerini incelediler. Aragtincilar 0.1, 1.5 ve 10 mM DFMO
soliisyonlarim bes giinliik bugday fidelerine piiskiirttiiler, daha sonra taze ve kuru
agirhiklanm, boylanm Slgtiiler ve klorofil igerifini hesapladilar. Aragtiricilar DFMO
nun mitoz bdliinmede kromozom davramislarindaki etkisini incelemek i¢in, ¢cimlenen
bugday tohumlarimi 24 saat DFMO (1,5 ve 10 mM) ile muamele ettiler. Olugan kok
uglarimi 24 saat Carnoy’da fikse edip sonra %70 alkolde depo ettiler. K6k uglarim 1
N HCI de, 60 °C de 5 dk. hidroliz ettikten sonra % 2 lik aseto-orseinde ezme
preparatlar yaparak mitotik indeksi hesapladilar ve kromozomal sapmalar
incelediler. Aragtincilar DFMO nun 0.1-5 mM yogunluklarda tohum ¢imlenmesi
yiizdesinde, fide agirhfinda, kék uzunlugunda, kdklerin sayisinda, taze ve kuru
agirhkta Snemli bir etkisi olmadifimy, 10 mM konsantrasyonda ise bitki agirhfinda,
kok uzunlugunda ve koklerin sayisinda 6nemli azalmaya neden oldugunu buldular.
Diisiik yoguniuktaki DFMO nun koklerdeki bdliinen hiicrelerde, mitotik aktivite ve
kromozomlarin davramsinda hicbir etkisi olmadigim, 10 mM yogunlugun ise
metafaz ve anafazda bozukluklara neden oldugunu gdzlemlediler. Bharti ve Rajam
(1995) bugdayda mitotik indeksin kontrolde 8.7, 1 mM DFMO da 8.9, 5 mM da 8.4,
10 mM’da 8.6 oldugunu saptadilar. Bu yogunluklarin mayoz bdliinmede herhangi bir
bozukluga neden olmadigini da belirttiler.

Bharti ve Rajam (1995) mantar PA biyosentezinin DFMO ile inhibe
edilmesinin  bitkilerde  ¢esitli  mantar  enfeksiyonlarinn  kontroliinde
kullamlabilecefini diigiindiiler ve DFMO nun konak bitki {izerinde nasil bir etki
yaptigimi anlamak igin bufdaylar lizerinde ¢ahigtilar. Yaptiklan aragtirmalarinin
sonunda DFMO nun konak bitkiye zarar vermedifini ve bitkilerde mantar
hastaliklarina kars1 kullamlabilecegini belirttiler. Benzer galigmalar bagka bitkilerde
de yapildi. Mussell ve ark. (1987) 20 mM DFMO nun domates bitkilerinin geligim ve
bitylimesinde belirgin bir etki yapmadifim gozlemlediler. Bu konudaki ¢aligmalar
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icinde ilging bir sonug, Havis ve Walters (1992) tarafindan alindi. Aragtiricilar
tarlada yetisen arpalarda kiif kontrolii i¢in tarlada DFMO kullandilar ve sonucunda
{iriin biiylimesinde ve eldesinde artis elde ettiler.

Goriildiigii tizere, PA biyosentez inhibitorleri bitki mantar hastahiklarimin
kontroliinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. Giiniimiizde PA metabolizmasinin
patojenik mantar {iremesinin diizenlenmesinin kontrolii hakkinda ¢ok az veri
bulunmaktadir. Bitki dokusunda mantar biiyiimesi i¢in PA gereksinimi hakkinda ise
higbir veri bulunmamaktadir.

Mirza ve Bagni (1991) Arabidopsis thaliana bitkisinde, eksogenik olarak
verilen poliaminler Put, Spd veya Spm in ve PA biyosentez inhibitérlerinden DFMO
nun tohum ¢imlenmesi ve k6k bilylimesi {izerine etkilerini incelediler. Aragtirmanin
sonuglar1 §6yle Gzetlenebilir:

1. Arabidopsis thaliana’da Put 0.1 mM konsantrasyona kadar kdk uzamasim
tesvik, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise kdk uzamas: gittikge artan bir
sekilde inhibe eder, 10 mM Put de kdk bilylimesi kontrole gore %5.6
indirgenir.

2. Put tohum ¢imlenmesini 7.5 mM a kadar etkilemez, daha yiiksek
konsantrasyonlar indirger.

3. DFMO kok biiylimesini higbir konsantrasyonda arttirmaz, 1 mM a kadar
inhibe edici etkisi azdir, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise tamamen inhibe
eder, 20 mM DFMO de kdk biiytimesi kontrole gére %6.2 kadar indirgenir.

4. DFMO nun tiim konsantrasyonlarinda tohum ¢imlenmesi %100 diir.

5. Spd ve Spm kdk uzamasinda ve tohum ¢imlenmesinde 0.1 mM a kadar
etkisizdir, fakat 0.5 mM da sifira yakin bir indirgenmeye sebep olur.

6. 3.3 mM Spd ve 2.07 mM Spm de tohum ¢imlenmesi tamamen inhibe olur.
Mirza ve Bagni’ye (1991) gb6re Arabidopsis tohumlarinda diigtik

konsantrasyonlarda Put in k6k uzamasim tesvik etmesi, endogenik Put yogunlugunun
biiylimeyi sinirlandiric1 olabildigini diigtindiirdii.

DFMO nun kdk biiylimesini inhibe etmesi ve bu inhibisyonun Put ilavesi ile
geri donmesi Arabidopsis fidelerinde kok biiylimesi i¢in bu poliaminin gerekliligini
gostermektedir.

Aragtinicilar Arabidopsis’te Spd ve Spm in kok biiytimesinde etkili olmadigin,
tohum ¢imlenmesinde kuvvetli inhibitor olduklarim ve Spm in Spd e gore daha etkili
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oldugu sonucuna vardilar. Bu, Spm in tohum dormansisinde regilatér goérevi
olmasindan dolayidir (Szczotka ve Lewandowska 1988, 1989).

Eksogenik PA lerin hiicre boliinmesini tesvik edici etkisini g&steren
¢alismalarin yaninda inhibe edici etkilerinin de oldugunu gosteren galigmalar vardir
(Gatta ve ark. 1992, Agazio ve ark. 1992).

Agazio ve Ark. (1992) Spd uygulanmis misir fidelerinin kdk uzamasinin % 50
lik bir indirgenme go6sterdigini ve bu indirgenmenin hiicre g¢eperlerindeki
lignifikasyon ve hizli farklilagmadan dolayr oldugunu buldular. Arastiricilar,
meydana gelen bu indirgenmenin sitolojik ve morfolojik yonlerini saptamak
amaciyla 1995 de yeni bir ¢aligma yaptilar. Bu ¢alismada, 1 mM Spd in musir
koklerinde hiicre sekline ve mitotik indekse etkilerini incelediler. Bu ¢aligmanin
sonuglan agagidaki gibi siralanabilir:

1. Spd in iki giinlik mmsir fidelerinde kok biiylime hizina inhibitdr etkisi doza
baglidir ve maksimum inhibisyon 1 mM Spd de ortaya gikmaktadar.

2. 18 saat muameleden sonra biiylime hiz1 %70 inhibe olmakta fakat 48-60 saat
sonra dig ortamdan Spd uzaklastinnldiginda inhibisyon ortadan kalkmaktadir.

3. Spd muameleli musir koklerinde mitotik indeks diismektedir. Kontrol
koklerde mitotik indeks 0,5-1 mm arasindaki béigede %19, 0-0,5 mm
arasindaki bolgede %10 olmasina ragmen Spd muameleli koklerde mitoz
boliinme sadece 0-0,5 mm arasindaki bolgede goriilmekte ve mitotik indeks
ise %2,5 olmaktadir. 0,5 mm den fazla uzunlukta ise mitoz bdliinme
goriilmemektedir.

Agazio ve ark. (1995) ¢ahismalarimin sonucunda musir fidelerinde k6k biiytime
inhibisyonunun hem mitoz bdliinmede hem de hiicrelerin uzamasinda gériilen
indirgenmeden dolay1 oldugu sonucuna vardilar ve bunun hiicre g¢eperlerindeki
ligninlesme ve sertlesmeyle birlikte ortaya ¢ikan kompleks bir olay oldugunu
vurguladilar.

Buraya kadar &zetlenmeye galisildign gibi PA ler, bitkilerde biiylimeyle ve
morfogenezle iligkili bir gok olayda rol alirlar. Fakat Bagni’nin (1966) eski yillarda
acikca gosterdigi ve daha sonraki yillarda da birgok arastirici tarafindan gosterildigi
gibi endogenik PA seviyesi eksogenik PA lerin etkilerinde farkli sonuglar alinmasina
sebep olmaktadir ve PA lerin etkilerini genellestirmeyi imkansizlagtirmakta ve konu
ile ilgili galigmalara olan gereksinim artmaktadir. Genelde yiiksek hiicresel yogunluk,
PA lerin eksogenik ilavesini etkisiz kilmaktadir (Bagni ve ark. 1993).
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Goriildiigi gibi farkh bitkiler farkli PA lere ve PA biyosentez inhibitdrlerine
farkli tepkiler vermektedir. Biz de galijma materyalimiz olan ii¢ farkh bugday
tirlinin PA lere ve PA biyosentez inhibitbrlerine tepkilerini karsilagtirmay:
amagcladik.
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

ITL.1. ARASTIRMA MATERYALI

Bu ¢alismada materyal olarak diploid Triticum monococcum L. cv. TUR
02343, tetraploid Triticum durum Desf. cv. Ankara 09/96 (makarnalik bugday) ve
heksaploid Triticum aestivum L. cv. Kutluk-94 (ekmeklik bugday) tohumlan
kullamldi. Diploid (2n=2X=14) tohumlar Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisti’'nden, tetraploid (2n=4x=28) ve heksaploid (2n=6n=42) bugday tohumlar
ise Ankara Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliizli’nden elde edildi.

IIL.2. ARASTIRMA YONTEMi

Her bir uygulama i¢in deneyler ti¢ grup halinde yiiriitiildii. 1. gruptaki tohumlar
kontrol olarak, 2. gruptaki tohumlar boliaminlerden putresin, spermidin veya spermin
ile, 3. gruptakiler ise poliamin biyosentez inhibitdrlerinden difluorometilornitin
(DFMO) veya sikloheksilamin (CHA) uygulandi. DFMO, Put biyosentez inhibitorii,
CHA Spd ve Spm biyosentez inhibitorii olarak kullamildi. Kullamlan poliaminlerin
her biri 1 mM, poliamin biyosentez inhibitbrleri ise 10 mM konsantrasyonda
uygulandi. Bu konsantrasyonlar daha onceki g¢aligmalarda uygun sonuglar verdigi
i¢in se¢ildi (Kaur-Shawhney ve ark. 1980; Bharti ve Rajam 1995). Deneylerimiz
tablo III.2.1. de 6zetlendi.

IT1.2.1. Tohum Cimlenmesinde Kullanilan Yontem

Her deney grubu igin 15 tohum alind1 ve tohumlar % 0.1°lik hipoklorit’te 5 dk.
steril edildikten sonra su ile yikandi. Tohumlar her deney grubu i¢in kullamlan deney
soliisyonu iginde bir gece bekletildi. Petri kaplannin i¢ ylizti filtre kagdi ile
kaplandiktan ve deney soliisyonuyla islatildiktan sonra tohumlar ekilerek, oda
sicakhfinda ¢imlenmeye birakildi. 30. saate kadar ¢imlenenlerin ylizdesi hesaplandi.
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Tablo I1.2.1.: Caliymada yapilan deneyler

‘ Uygulanan ’
| Grplar | Usgulama Deney Soltisyonu | <0nsantrasyon
] 1.Gmp |  Kontrol | Distile Su ! -

| Put | 1 mM
2. Grup ‘ Poliamin | Spd | 1 mM
__ | Spm | 1 mM
Poliamin DFMO 10 mM
3. Grup Biyosentez ’ SRS,
Inhibit6ri CHA 10 mM

I11.2.2. K6k Uzunlugunun Hesaplanmasinda Kullanilan Yontem

Her deney grubu igin 15 tohum kullamildi. B6liim III.1 de anlatildigi gibi
¢imlendirilen tohumlardan elde edilen primer kéklerin uzunluklar her 12 saatte bir
Sl¢tildt. Standart hatalar ve sonuglar grafikle gosterildi.

I1L.2.3. Sitolojik Caliymalarda Kullanilan Yéntem |

Mitoz bolinmeyi incelemek igin ¢imlenen tohumlann kék uglan Y2 cm
uzunlugunda kesilerek 60 °C *de 1IN HCI’de 10 dk. hidroliz edildi. Daha sonra kék
uglan basik fuksine alindi ve 1.5 - 2 saat karanlikta birakildi. Kok uglan %2’lik
aseto-orsein iginde ezilerek yapilan preparatlar incelendi.

Mitotik indeks; bollinen hiicre sayisimn tiim hiicre sayisina oraminin 100 ile
carpilmasiyla elde edilir. Caliymamizda kontrol ve uygulama gruplarindan sonra
mitotik indeksi hesaplamak igin her deney grubundan 10 adet preparat yapildi ve her
preparattan bes bolge segilerek bu bolgelerdeki béliinen, béliinmeyen ve bozukluk
gosteren hiicreler sayildi. Her deney grubu i¢in ortalama 5000 hiicre sayildi. Standart
hatalar hesaplandi ve sonuglar grafikle gosterildi.

Yapilan preparatlardan BH-2 Olympus trinokiller fotomikroskobunda x100
immersiyon objektifi ile fotograflar gekildi.
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BOLUM IV

SONUCLAR

VL1. POLIAMINLERIN VE POLIAMIN BiYOSENTEZ
INHIBITORLERININ TOHUM CIMLENMESINE ETKILERI

IV.1.1. Poliaminlerin Tohum Cimlenmesine Etkileri

Her deney grubu icin alinan 15 tohum bir gece deney soliisyonu icinde
bekletildikten sonra ¢imienen tohumlarmn ylizdesi hesaplandi. Diploid ve heksaploid
tlirlerin kontrol tohumlarimn 12. saatte, tetraploid olanlarin ise 18. saatte ¢imlenmeye
basladin gorlildii. Poliamin uygulanmig tohumlarda bu verilerde bir degisiklik
goriilmedi ancak poliamin biyosentez inhibitdrlerinin, DFMO ve CHA, diploid ve
heksaploid tohumlarda oldugu gibi tetraploidlerde de gimlenmeyi 12. saatte baslattig
goriilda.

Poliaminlerin diploid, tetraploid ve heksaploid bugday tohumlanmn
cimlenmesi {izerine etkileri tablo IV.1.1.1. de g6sterilmektedir. PA lerin ii¢ tiirde de
tohum c¢imlenmesini inhibe ettii ve en fazla inhibisyonun Spm, en az inhibisyonun
ise Put tarafindan olugturulduBu gozlendi. Tabloda da goriildiigii gibi tiim PA lerden
en fazla etkilenen bugday tirli 7. monococcum (2X), en az etkilenen ise 7. aestivum
(6X) dur. Spm tohum ¢imlenmesinde 7. monococcum’da kontrole gore %81.2 lik bir
diiglise neden olurken T. aestivum’da %27.3 liik bir diigiige neden oldu.
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Tablo IV.1.1.1.: Poliaminlerin diploid, tetraploid ve heksaploid bugday tohumlarmin
¢imlenmesine etkileri. Kontrol: Distile su, Put: Putresin, Spd: Spermidin, Spm: Spermin.
Herbir poliamin 1 mM konsanirasyonda uygulanmigtir.

Tohum Cimlenmesi (%)
Uygulama
T. monococcum T. durum T. aestivum

2x) 4x) 6X)

Kontrol 100.0 100.0 100.0
Put 83.1 97.5 98.9
Spd 75.1 80.6 85.0
Spm 18.8 60.4 727

VI.1.2. Poliamin Biyosentez inhibitorlerinin Tohum Cimlenmesine
Etkileri
PA biyosentez inhibitSrlerinden (DFMO, CHA) en fazla diploid tlirlin
etkilendigi ve DFMO ile ¢imlenme yiizdesinin 90.2 ye, CHA ile 89.1 e diigtiigii
goriildii (Tablo IV.1.2.1.). Cimlenme, tetraploidler de DFMO ile, heksaploidler de
CHA ile tegvik edildi.
Tablo IV.1.2.1.: Poliamin biyosentez inhibitbrlerinin diploid, tetraploid ve heksaploid

bugday tohumlarmn ¢imlenmesine etkileri.Kontrol: Distile su, DFMO: Diflorometilornitin,
CHA: Sikloheksilamin. Herbir poliamin biyosentez inhibit6rtl 10 mM konsantrasyonda

uygulanmgtir.
Tohum Cimlenmesi (%)
Uygulama
T. monococcum T. durum T. aestivum

2x) (4Xx) 6X)

Kontrol 100.0 100.0 100.0
DFMO 90.2 | 102.9 95.7
CHA | 81 | 985 1072
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IV.2. POLIAMINLERIN VE POLIAMIN BiYOSENTEZ
iNHIBITORLERININ KOK UZAMASINA ETKILERI

IV.2.1. Poliaminlerin Kok Uzamasina Etkileri

Tohumlar ¢imlenme ortami igeren petrilere ekildikten sonra, ¢imlenmenin
diploidler ve heksaploidlerde 12. saatte, tetraploidlerde ise 18. saatte basladif
goriildii. Olusan primer koklerin uzunluklart 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerde Slgiildi.
Diploid bugdaylarda kék uzamasi tim poliaminler tarafindan inhibe edildi. Put en az
indirgenmeye Spd en etkili indirgenmeye neden oldu (Tablo IV.2.1.1., $ekil
V.2.1.1).

Tablo IV.2.1.1.: Diploid bugdaylarda poliaminlerin kok uzamasina etkileri. Kontrol: Distile su,
Put:Putresin, Spd Spermldm Spm Spermm Herbir pollamm 1 mM konsantrasyonda uygulanmugtir.

e M—

Uygulama r Kok Uzunlugu (mm)

ek | Pw | s | sm
1r12 rl 7402 "‘—2.3i0.3 | 20:05 | 14202
%D‘t [ 703 [ ases [ ases | a0
r | 14s8:03 )—135+o7 | 85505 | sos08
r 48 F%‘OS lli221+09 ‘f13+06 1r117¢1‘0 |
[ e | 0613 [ 277010 ‘;F4.8¢0.6 [ 16s5e11 |

ST

: : E12. Saat
2 20.0 [124. Saat |
._""=‘ . [036. Saat
5 15.0 '[048. Saat
= 60. |
g 100 |O60. Saat

5.0

0.0 T

Kontrol Put Spd Spm
Sekil TV.2.1.1.: Diploid bugdaylarda pc liaminlerin kok u etkileri. Kontrol: Distile su,

Put: Putresin, Spd: Spermidin, Spm: Spermin. Herbir poliamin 1 mM konsantrasyonda uygulanmustir,
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Tetraploid bugdaylarda Put in 60. saatte kontrole gore kok uzunlugunu %7.7
arttirdig1, Spd (%28.6) ve Spm in ise (%5.5) 60. saatte kontrole gore kok uzamasint
indirgedigi goriildii. Spd tetraploidlerde en fazla indirgenmeye neden olan
poliamindir (Tablo IV.2.1.2., Sekil IV.2.1.2.).

Tablo IV.2.1.2.: Tetraploid bugdaylarda poliaminlerin kok uzamasma etkileri.
Tiim kogullar tablo IV.2.1.1. deki gibidir.

Uygulama | “Kok Uzunlugu (mm) =
e

(;:f)l ir—Kontrol r Put l Spd F Spm

[ 12 ( 0.0+0.0 [ 0.0+0.0 (0.010.0 ‘ 0.040.0

4 rsy_ro.s ‘ 53403 \’3.9¢0.4 r4.9¢0.4
r 36 f17.1i0.6 F5.7i0.4 11.5+1.4 r12.1i1.1

{ 48 ﬁ.lio.s [ 275207 rl&lilA (23.&0.9

e |20 |02 [ B4 307

40,00

35,00 | -

30,00

25,00 -

20,00 M-—A———J

15,00

Kok Uzunlugu (mm)

10,00

5,00 -

0,00 T -
Kontrol Put Spd Spm

Sekil IV.2.1.2.: Tetraploid bugdaylarda poliaminlerin kék uzamasina etkileri.
Tiim kogullar sekil TV.2.1.1. deki gibidir.
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Heksaploid bugdaylarda da Put in 60. saatte kontrole gore kok uzunlugunu
%6.1 arturdifn gozlendi. Hem Spd hem de Spm kok uzamasmi indirgedi.
Heksaploidlerde de tetraploidlerde oldugu gibi en etkili indirgenmeyi Spd meydana
getirdi (Tablo IV.2.1.3., Sekil IV.2.1.3.).

Tablo IV.2.1.3.: Heksaploid bugdaylarda poliaminlerin kok etkileri.
Ttim kogullar tablo IV.2.1.1. deki gibidir.

Uygulama | Kok Uzunlugu (mm) B
Siiresi I =
(Saat) { Kontrol ‘ t ‘W-Kv Spd )

[ rz 4102 i 28102 | 17%0. 3 l 2.610.5

[ 24 ! 9.6+0.3 |f 8.9+0.2 ﬁ.sio 3 \ 8.5+0.7

36 Fs.&os

48 [ 28305 | 295108 | 21.540.5 |( 20.8+0.8

18.5+0.6 ﬁt.zios ’ 14.240.9

60 {343:1:05 (364+11 ﬁ55+05 |266+16

an |

40,0
35,0 T

,0 -

w
=1
=1

I
&2
=)

i 4

Kok uzunlugu (mm)
=
=]

15,0 =
10,0 =
5,0 =
0,0 ;
Kontrol Put Spm
Sekil IV.2.1.3.:Heksaploid bugdaylarda poliaminl in kok etkileri.

Tiim kosullar sekil IV.2.1.1. deki gibidir.
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Poliaminlerin kok uzamasina etkileri 6zetlenecek olursa diploidlerde tiim PA
ler uzamay: inhibe etti, tetraploidlerde Put gok az bir yiikseltme yapmasina ragmen
Spd belirgin bir indirgenme ortaya ¢ikardi. Heksaploidlerde tetraploidlere benzer
olarak Put biraz yiikseltgenmeye neden olmasina ragmen Spd ve Spm indirgenmeye
neden oldu.

Tetraploid ve heksaploidlerde Put 24. ve 36. saatlerde kontrole gore kok
uzamasin1 yavaglattigi halde 48. ve 60. saatlerde hizlandird1. Yani sonug olarak kdk
uzamasinda tim PA lerin diploidlerde indirgenmeye neden oldugu ve en az
indirgenmeyi Put in yaptil, tetraploidlerde ve heksaploidlerde Put in biraz

yiikseltgenmeye, digerlerinin indirgemeye neden oldugu soylenebilir.

VI1.2.2. Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin Kok Uzamasmna Etkileri

Diploid bugdaylarda PA biyosentez inhibitorleri kok uzamasim inhibe ettigi ve
12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerde yapilan olgiimlere bakildiginda DFMO nun kok
uzamasinda CHA dan daha fazla indirgenmeye neden oldufu goriildi. DFMO
60. saatte kontrole gore  %20.9, CHA %I13.4 inhibisyona neden oldu
(Tablo IV.2.2.1., Sekil IV.2.2.1.).

Tablo [V.2.2.1.: Diploid tohumlarda poliamin biyosentez inhibitdrlerinin kok uzamasimna
etkileri. Kontrol: Distile su, DFMO: Diflorometilornitin, CHA: Sikloheksilamin. Herbir
poliamin biyosentez inhibitorii 10 mM konsantrasyonda uygulanmustir.

IUygularml [ KokUzunlugu (um) _

| e jij&{Eéi _7} ~ DRvo. T o

( 12 ‘ 1.740.2 ( 1.540.7 M“"_ﬁiifé'—

o4 | |—ﬂ 77503 | 63106 [Mé.’élfﬁ T
\{ 13.5£0.5

a5 | 223405 19.6+1.2 r 22.0+1.0
l 60 30.6+1.3

24.241.0 \ 26.5+1.2

|
r 16 ( 14.8+0.3 r 12.741.0
N
|
1
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Sekil Tv.2.2.1.: Diploid tohumlarda poliamin biyosentez inhibitdrlerinin ktk uzamasina
etkileri. Kontrol: Distile su, DFMO: Diflorometilornitin, CHA: Sikloheksilamin. Herbir
poliamin biyosentez inhibitsrii 10 mM konsantrasyonda uygulanmigtir.

Tetraploid bugdaylarda da diploidlerde oldugu gibi PA biyosentez inhibitérleri
kék uzamasini inhibe ettigi ve 12, 24, 36, 48 ve 60. saatlerde yapilan Slciimlere
bakildipinda CHA min kok uzamasint DFMO dan daha fazla indirgedii ortaya gikti.
DFMO 60. saatte kontrole gore kok uzamasim %3.7, CHA ise %20 oraninda
indirgedi (Tablo IV.2.2.2., $ekil IV.2.2.2.).

Tablo IV.2.2.2.: Tetraploid tohumlarda poli biy inhibit6rlerinin kok uzamasma
etkileri. Tiim kogullar tablo IV.2.2.1. deki gibidir.
Uygulama | Kok Uzunlugu (mm) ]
Stresi | L . = —
(Saat) Kontrol ; DFMO CHA
( 12 lr 0.0+0.0 [ 2.040.0 1.0+0.0
|m 2 |“ 6505 | 7104 | 59404

[’ 36 ( 17.140.6 'T 15.140.6 r 12.940.6

( 48 r 27.140.5 r 23307 r 20.0+0.8

[ 60 1732.&1.0

f 31.340.8 '| 26.0+0.7
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Sekil 1V.2.2.2.: Tetraploid tohumlarda poliamin biyosentez inhibitdrlerinin kok uzamasma

etkileri. Tiim kosullar sekil IV.2.2.1. deki gibidir.

Heksaploidlerde PA biyosentez inhibitorleri dlgiimlerin yapildig1 bes saatte de
kék uzamasini inhibe etti. Bu inhibisyonun 60. saatte kontrole gore DFMO ile
%3.8 oraninda, CHA ile %12.8 oramnda oldugu goriildii (Tablo 1V.2.2.3.,

Sekil IV.2.2.3.).

Tablo 1V.2.2.3.: Heksaploid tohumlarda poliamin biyosentez inhibitérlerinin kok uzamasina

etkileri. Ttim kosullar tablo IV.2.2.1. deki gibidir.

(=]
(=]

Uygulama | Kok Uzunlugu (mm)
Siiresi ) -__1 iiail i -

| (Saa) Kontro DFMO CHA

[ 12 24402 ‘ 17402 r 23102
[‘_Z '“‘T‘ T9.6103 ﬁr 8.2+0.2 ‘ 92403
r 36 i' 18.7+0.3 r 15.540.5 \ 16.5+0.5

r 8 | 283405 r 25.3¢0.'s‘_w} 24.1+0.6

r r 34340.5 33.0+0.8 } 29.9+0.7
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Sekil IV.2.2.3.: Heksaploid tohumlarda poliamin biyosentez inhibitorlerinin kék uzamasina
etkileri. Ttim kogullar sekil IV.2.2.1. deki gibidir.

Onceki boliimde belirtildigi gibi kontrol gruplarinda ¢imlenme tetraploidlerde
18. saatte, diploid ve heksaploidlerde ise 12. saatte basladi. Her iki inhibitor diploid
ve heksaploidlerde oldugu gibi tetraploidlerin de 12. saatte gimlenmesine neden oldu.
Diger bir ifadeyle DFMO ve CHA tetraploidlerin ¢imlenmesini kontrole gore daha
once baglatti.

Poliamin biyosentez inhibitérlerinin ti¢ bugday tiiriinde de kok uzamasinm
inhibe ettigi, bu inhibisyondan en fazla diploidlerin etkilendigi gozlendi. En fazla
inhibisyonun diploidlerde DFMO file, heksaploid ve tetraploidlerde ise CHA ile
meydana geldigi gorildi.
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IV.3. POLIAMINLERIN VE POLiAMIN BiYOSENTEZ
iNHIBITORLERININ MiTOZ BOLUNMEYE
ETKILERI

IV.3.1. Poliamin ve Poliamin Biyosentez inhibitorlerinin Mitotik
indekse Etkileri

IV.3.1.1. Poliaminlerin Mitotik indekse Etkileri

Poliaminlerin ve poliamin biyosentez inhibitdrlerinin kok uzamasindaki etki
mekanizmasim anlamak icin bélinmenin aktif oldugu kok uglarina Feulgen ezme
teknigi uygulandi. Yapilan preparatlarda boliinen hiicrelerin sayisinin, gozlenen
toplam hiicre sayisma boliintip 100 ile garpilmasiyla mitotik indeks hesapland1.
Farkhi ploidi derecesindeki bugdaylardan T. monococcum (diploid), T. durum
(tetraploid) ve T. aestivum (heksaploid) un kontrol grubunda mitotik indeksin hemen
hemen aym ve sirastyla  %18.6, % 19.2, %18.5 oldugu saptandi.

Putresin, diploid bugdaylarn kok uglarinda béliinme frekansmi %18.6 dan
%122 ye diiirdi. Tetraploidlerde ise bu diigiis diploidlere gore daha azdir.
Tetraploidlerde kontrol grubunda mitotik indeks %19.2 iken putresin uygulamasiyla
%16.9 oldu, heksaploidlerde putresin uygulamas ise kontrol gruplarina gore mitotik
indeksi %18.5 den %19.1 e yiikseltti (Tablo IV.3.1.1.1., $ekil IV.3.1.1.1.).

Tablo IV.3.1.1.1.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarm kontrol ve putresin
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Put: Putresin (1 mM)

[ Ploidi Derecesi | Uygulama |  Mitotik Indeks (%) il
r [ Kontrol | 18.6+0.009
2X
| Put [ 12.2+0.006
[ Kontrol 19.2+0.006
4X = == ==
[ Pu 16.9+0.003
i o [ Kontrol | 18.520.006

l Put 19.1+0.006
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grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Put: Putresin (1 mM)

Yapilan Slgiimler Spd in mitotik indekste kontrol grubuna (%18.6) gore
diploidlerde belirgin bir diisiise (%13.4), tetraploidlerde kontrol grubuna (%19,2)
gore cok az bir diisiise (%18.8) neden oldugu, heksaploidlerde ise kontrol grubu

(%18.5) ile karsilastirldiginda Spd in belirgin bir etkisinin olmadig1 (%18.8) goriildi
(Tablo IV.3.1.1.2., Sekil IV.3.1.1.2.).

Tablo IV.3.1.1.2.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarin kontrol ve spermidin
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Spd: Spermidin (1 mM)

s ES—

i PlOldl Derecesi | Uygulama [ Mitotik Indcks (%)

‘f Konrol | 18.60.009 ]
2X - S—— e —
T s [ 1340009
! 5 \[,4@;& [ 192%0.006

Y s [ 18820006 |

- [ Konwol [ 18.5+0.006 ]

- \I d [ 188+0006 |
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Sekil Iv.3.1.1.2.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarin kontrol ve spermidin
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Spd: Spermidin (1 mM)

Spermin kontrol gruplarma gore mitotik indekste, diploid tiirde belirgin bir
diisiige (%18.6 dan %12.3 ¢), tetraploid (%19.2 den %17.8 ¢) ve heksaploid (%18.5
dan %17.6 ya) tiirlerde ise biraz disiise neden oldu (Tablo IV.3.1.1.3., Sekil

V.3 05180

Tablo IV.3.1.1.3.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarin kontrol ve spermin
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Spm: Spermin (1 mM)

[ Ploidi Derecesi [ Uygulama [ Mitotik Indeks (%)
Kontrol |  18.6+0.009
2X
[ Spm [ 12310003
. [ Kontol [ 19.24+0.006
[ Spm | 17.840.009
[ Komwol [ 18.5+0.006
6X
[ Spm 17.620.006

28



25,0 —

20,0

15,0

EKontrol
M Spm

Mitotik indeks (%)

4X 6X

Sekil IV.3.1.1.3.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarin kontrol ve spermin
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, Spm: Spermin (1 mM)

Ug farkl poliaminin (Put, Spd, Spm) bugday kok uglarndaki mitoz bélinme
frekansina etkisini ozetleyecek olursak; tiim poliaminlerin diploid tiirde mitoz
bolinmeyi oldukga indirgedigi, tetraploid tiirde biraz indirgenmeye neden oldugu,
heksaploid tiirde ise belirgin bir etkilenmenin olmadig1 sonucuna varabiliriz. Diger
bir ifade ile mitotik indeks agisindan poliaminlerin en fazla diploidlerde en az
heksaploidlerde etkili olduklarmi soyleyebiliriz.

IV.3.1.2.Poliamin Biyosentez inhibitrlerinin Mitotik indekse
Etkileri
Poliamin biyosentez inhibitérleri olan DFMO ve CHA diploid, tetraploid ve
heksaploid bugdaylarm hepsinde mitotik indeksi indirgedi. Diploidlerde kontrol
grubunda mitotik indeks %18.6 iken DFMO uygulanan tohumlarda %10.6 ya,
tetraploidler ve heksaploid tohumlarda ise srasiyla %19.2 ve %18.5 dan %8.2 ve
%8.3 e indirgendi (Tablo IV.3.1.2.1., Sekil V31200
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Tablo IV.3.1.2.1.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarmn kontrol ve DFMO
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, DFMO: Diflorometilornitin (10 mM)

[ Ploidi Derecesi | Uygulama [ Mitotik Indeks (%)
Pl [ Kontol |  18.6+0.009
[ DFMO |  10.6£0.003
" [ Komol |  192+0.006
[ DFIMO | 8.2+0.003
i [ Kontol | 18.5+0.006
[ DFEMO | 8.310.006

E Kontrol
CODFMO

Mitotik indeks (%)

2X 4X 6X

Sekil IV.3.1.2.1.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarn kontrol ve DFMO
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, DFMO: Diflorometilornitin (10 mM)

CHA diploid, tetraploid ve heksaploid tiirlerde mitotik indeksi kontrol
grubuna gore indirgedi. Mitotik indeks diploidlerde %18.6 den CHA uygulanmasi ile
%9.1 e, tetraploidlerde %19.2 den %10.6 ya, heksaploidlerde %18.5 ten %7.1 e
indirgendi. Gorilldigii gibi CHA mitotik indekste en fazla indirgenmeye
heksaploidlerde neden oldu (Tablo 1V.3.1.2.2., Sekil IV.3.1.2.2.)
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Tablo IV.3.1.2.2.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarm kontrol ve CHA
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, CHA: Sikloheksilamin (10 mM)

[ Ploidi Derecesi | Uygulama [ Mitotik Indeks (%)
\ 65 [ Kontol [ 18640009
[ cHA [ 9.1+0.006
) = [ Kontol | 19.240.006
[ cHA [ 1060003
) i [ Kontol [  18.540.006
[ cHA [ 710003
25,0
20,0
g
5 1504
3 m Kontrol
3 CICHA
Z 10,0 |
E
5,0
0,0 T
2X 4X 6X

Sekil IV.3.1.2.2.: Diploid, tetraploid ve heksaploid bugdaylarm kontrol ve CHA
grubunda mitotik indeks. Kontrol: Distile su, CHA: Sikloheksilamin (10 mM)

Poliamin biyosentez inhibitorlerinin mitotik indekse etkileri Ozetlenecek
olursa en fazla indirgenmeye neden olan inhibitoriin diploid ve heksaploidlerde
CHA, tetraploidlerde DFMO oldugu goriilmektedir.
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1V.3.2. Poliaminlerin ve Poliamin Biyosentez inhibitérlerinin Mitoz

Béliinme Evrelerindeki Hiicrelerin Dagihmlarina Etkileri

IV.3.2.1. Poliaminlerin Mitoz Bdliinme Evrelerindeki Hiicrelerin

Dagilimma Etkileri

Kok uglarinda yapilan ezme preparasyonlarda kontrol grubundaki ve
poliaminler uygulandiktan sonra interfazdaki ve bolinme evrelerindeki hiicrelerin
sayist hesaplandi. Diploid bugdaylarin kontrol grubunda interfazdaki hiicrelerin
yiizdesinin 81.4, bélinen hiicrelerin yiizdesinin 18.6 ve bu degerlerin sirasiyla Put
uygulanmasindan sonra %87.9 ve %12.2, Spd uygulanmasindan sonra %78.8 ve
%13.4, Spm uygulanmasindan sonra %87.6 ve %12.3 oldugu goriildi. (Tablo
v.3.2.1.1., SekilIV.3.2.1.1.).

Tablo IV.3.2.1.1.: Diploid bugdaylarda poliaminlerin mitotik bdltnme evrelerindeki hilcrelerin
dagilimina etkileri. Kontrol: Distile su, Put: Putresin, Spd: Spermidin, Spm: Spermin. Herbir poliamin
1 mM konsantrasyonda uygulanmgtir.

Mitoz [ Hiicre say1si (%)
Bblﬂnm.e Kontrol Putresin Spermidin Spermin
Evreleri )

( Interfaz \ 81.4+0.009 rs7.9i0.006*;787.4¢o.009 { 87.6+0.003

( Profaz "11.5i0.009 \ 6.6+0.006 r7.8i0.009 r 7.3+0.003

( Metafaz ‘ 2.4+0.003 ﬁ810.003 ’71.910.003 r 1.7+0.003

\ Anafaz r1.9¢o.oo3 [ 1.5+0.003 ITOfco.ooo \ 1.540.003

ﬁelofaz r2.9_4:0.003 \ 2.340.003 |’1.3¢0.003 r 1.8:£0.000
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