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OZET

Bu calismada, memeli cinsiyet hormonlar1 olan progesteron, [-
Ostradiol ve androsteronun ¢imlenen fasulye tohumlarinda erken biiyiime
parametreleri (¢imlenme yiizdesi, kok ve govde uzunlugu) ve ¢imlenmede
onemli rol oynayan a-amilaz enzim aktivitesi tizerine etkileri arastirilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda (104, 10°, 10° 1012, 10" M) hazirlanan
progesteron, P-Ostradiol ve androsteron c¢ozeltilerinde yaklasik 6 saat
sisirilen fasulye tohumlar1 5 giin siireyle cimlendirilmistir. 1., 3. ve 5.
glinlerin sonunda yapilan Olgiimlerde, bu hormonlarin calisilan biitiin
konsantrasyonlarda ¢imlenme oranini, kok ve govde uzamasini ve a-amilaz
aktivitesini ¢nemli oranda artirdiklar1 gozlenmistir. Tim parametrelerde
maksimum artislar 10 M progesteron, 10¢- 10 M P -tstradiol ve 10° M
androsteronda kaydedilmistir.

Anahtar kelimeler: amilaz, cimlenme, fasulye, progesteron, p-tstradiol,
androsteron.

ABSTRACT

In this study, effects of mammalian sex hormones progesterone, -
estradiol and androsteron on early growth parameters (germination rate,
root and shoot length) in germinating bean seeds and the activity of a-
amylase which plays important roles in seed germination, were investigated.
Bean seeds, that are imbibed about 6 hours in the solutions of hormone
prepared in various concentrations (10, 10, 10 1012, 10°M), were
germinated during 5 day. Measurements were made at the end of 1st, 34 and
5t days. It was observed that these hormones at all concentrations studied,
significantly increased the germination rate, root and shoot lengths and a-
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amylase activity. The maximum increases at all parameters were recorded at
10°M progesterone, 10-°- 10-°M P -estradiol and 10-°M androsterone.

Keywords: amylase, germination, bean, progesterone, [-estradiol,
androsterone.

1. GIRIS

Steroidler, hayvanlar aleminde oldugu gibi bitkiler aleminde
de yaygm olarak bulunan, kompleks gelisim ve tireme siireglerinde
membran bileseni, kimyasal haberci, vitamin, sitotoksin ve hormon
olarak rol oynayan, dusiik molekiil agirlikli, lipofilik bilesiklerdir
(Geuns, 1978; Barrington, 1979; Sandor, 1979). Memelilerde tireme
ve gelisim stirecinde ¢ok onemli roller oynayan memeli cinsiyet
hormonlar1 da (MCH) steroid ailesinin bir tiyesi olup, dogal olarak
bitki yapisinda bulunmaktadirlar. Ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda
Dohrn vd., (1926) tarafindan bitkilerde memeli cinsiyet
hormonlarinin (MCH) tespit edilmesiyle birlikte bu hormonlarin
bitkilerde varlig1 ve etkileri tizerine bircok calisma yapilmistir.
Gelismis ve hassas cihazlar kullanilarak yapilan bu galismalarda,
MCH'nin (dstrojen, progesteron, testosteron ile bunlarin ¢nciil ve
turevi olan bircok madde) kok, govde, yaprak, ¢icek, tohum, polen ve
bulb gibi bitkilerin tim organ ve dokularinda dogal olarak
bulundugu belirlenmis ve bitkideki rolleri hakkinda bircok bilgiye
ulasilmistir (Heftmann, 1975; Kopcewicz, 1970; Young vd., 1977,
Simons ve Grinwich, 1989). Ancak bu steroidlerin bitkilerde olusumu
ve fonksiyonlar1 tam olarak agiklanamamustir (Simerky vd.,. 2009,
Janeczko, 2005). Bu steroidler zellikle bitkinin {ireme organlarinda
yiiksek oranda belirlendikleri igin cinsiyet olusumuyla ilgili olduklar:
diistintilmektedir. Diger yandan eksojen olarak bitkilere uygulanan
MCH'nin biiytime, gelisme ve cigeklenme {tizerine olumlu etkiler
gosterdikleri belirlenmis, fakat neden olduklar1 fizyolojik ve
biyokimyasal degisimler yeterince arastirilmamistir (Janeczko, 2005).
Ogzellikle bitki yasaminin en kritik dénemlerinden biri olan tohum
c¢imlenmesi tizerine MCH'nin etkilerini belirlemeye yotnelik ¢ok az
sayida c¢alisma yapilmis olup, bu steroidlerin etkileri ve
kullanilabilirligi hakkinda ortak bir fikir ileri siirtilememistir.
Cimlenme, tohumun durgun ve etkisiz bir halden, etkin ve metabolik
hale dontstimiinti saglayan ¢ok kompleks bir stregtir (Dow ve
Schwintzer, 1999). Tohum c¢imlenmesi hem i¢ (6r. hormonlar arasi
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etkilesimler) hem de dis kaynakl (6r. sicaklik, kuraklik) bircok faktor
tarafindan ©nemli oranda etkilenmektedir. Gerek i¢ gerekse dis
kaynakli faktorler cimlenmeyi (olumlu ya da olumsuz) énemli 6lctide
etkilerler. MCH’da tohum cimlenmesini etkileyen faktorlerden
biridir. MCH'nin ¢imlenme tizerine etkilerini belirlemek icin,
¢imlenme hizinda 6nemli rol oynayan a-amilaz enzim aktivitesinde
neden oldugu degisimlerinde belirlenmesi gerekmektedir. Bilindigi
gibi ytiksek bitkilerin tohumlar1 karbonhidrat ve protein gibi
maddeleri kotiledon ya da endospermlerinde depo ederler (Bewley
and Black, 1994). Tohumlar ¢imlenmeye basladiklar1 zaman ihtiyag
duyduklar: enerjiyi bu depo maddelerin yikimindan elde ederler
(Subbarao vd., 1998). Cimlenme olaymin devam etmesi icin
embriyonun enerji ihtiyacini karsilamada kullandig1 karbonhidrat ve
sekerlerin stirekli olarak temin edilmesi gereklidir. Oysa tohumlarda
karbonhidratlarin depo formu nisastadir ve embriyo bu formda
karbonhidratlar1  kullanamamaktadir (Ricard  vd,, 1998;
Guglielminetti vd., 2000). Bu nedenle ¢imlenmenin baslamasiyla
beraber depo maddelerini embriyonun kullanabilecegi forma
dontistiren hidrolitik enzimlerin sentezi uyarilir (Uriyo, 2001).
Cimlenmede rol oynayan hidrolitik enzimlerin en 6nemlilerinden biri
a-amilaz’dir. a-amilaz ¢imlenme siiresince nisastanin gekerlere
parcalanmasinda rol oynar (Perata vd., 1997, Vartapetian and
Jackson, 1997).

Bu nedenle a-amilaz miktarindaki meydana gelecek bir
degisim tohumun c¢imlenme hizim1 etkileyecegi icin, mevcut
calismada ¢imlenen tohumlarin a-amilaz enzim aktivitesi ve buna
bagl olarak erken ¢cimlenme parametreleri (cimlenme ytizdesi, kok ve
govde uzunlugu) tizerine MCH'nin etkilerinin arastirilmasi ve
c¢imlenmeyi tesvik eden optimal hormon konsantrasyonlarmin
belirlenmesi amacglanmistir. Bu amagla protein bakimindan zengin
olan ve gelismekte olan tilkelerde insanlarin protein ihtiyacinin
onemli bir bolimiini karsilama da kullanilan fasulye tohumlar:
secilmistir.
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2. MATERYAL METOT

2.1. Hormon Muamelesi ve Tohumlarin Ekilmesi

Fasulye (Phaseolus wvulgaris L.) tohumlart %1’lik sodyum
hipokloritle oda sicakliginda 20 dakika steril edildikten sonra saf su
ile iyice yikanmustir (Aisien ve Stark, 1983). Hormonlar ¢ok diistik
miktarda (2-3 ml) metanol icersinde ¢oziilerek 104, 10-6, 10, 10-12 and
105M’" lik progesteron, [-estradiol ve androsteron c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tohumlar bu c¢o6zeltilerde (kontrol grubu olarak
kullanilan tohumlarda 2-3 ml metanol iceren saf suda) yaklasik 6 saat
sisirilmis ve daha sonra igerisinde 10 ml saf su bulunan Petri
kaplarma ekilip, 25°C" de karanlikta ¢imlenmeye birakilmiglardir
(Kato-Noguchi ve Macias, 2005; Marero vd., 1988).

2.2. Cimlenme Yiizdesi

Kok uzunlugu 1 mm veya daha fazla olan tohumlar
¢imlenmis kabul edilmistir. Cimlenme ytizdesi hormon muameleli
tohumlarin ekiminden sonraki 1., 3. ve 5. gtinler sonundaki ¢cimlenen
tohumlarin sayilmasiyla belirlenmistir.

2.3. a-Amilaz Aktivitesi

a-amilaz aktivitesini belirlemek icin 1, 3 ve 5. giinlerde hasat
edilen tohumlarin endospermleri 0,05M (pH 7) tris-maleat
tamponunda homojenize edilip 2400g de 20 dakika santrifij
edilmistir (Juliano and Varner, 1969). Elde edilen stipernatant enzim
ekstrakti olarak kullanilmistir. 0.5 ml enzim ekstrakt: ve 0.5ml 40mM
EDTA Kkarisimina, 100 ml distile suda hazirlanan 150 mg ¢oziiniir
nisasta, 600 mg KH>PO4 ve 200 umol CaCl, karisimindan 1ml ilave
edilerek reaksiyonun gerceklesmesi igin 5 dakika 30° C' de
bekletilmistir. Daha sonra tizerine 0.05 N HCI" de 3mg KI ve 0.3 mg I
ile hazirlanan iyodin ayiracindan 1ml ilave edilerek reaksiyon
durdurulmustur. Karisim distile suyla 13 ml” ye kadar seyreltildikten
sonra 620 nm’ de absorbansi okunmus ve absorbansin 0,1 degisimine
neden olan miktar 1 enzim tinitesi olarak dikkate alinmstir (de
Morais ve Takaki, 1998).
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2.4. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler icin ANOVA testi yapilmis ve ortalamalar
Duncan’in multiple range testiyle kiyaslanmistir. P degerleri <0.05
onem aralig1 olarak dustintilmiistir.

3. BULGULAR

3.1. MCH’nin tohum ¢cimlenmesi iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda hormon muamelesi yapilan tohum-
larin 1, 3 ve 5. giinlerin sonunda kaydedilen ¢imlenme ytizdeleri
Tablo 1'de verilmistir. Kontrol grubuna oranla uygulanan tiim hor-
mon konsantrasyonlarinda tohum c¢imlenmesinin ¢nemli oranda
arttigr belirlenmistir. Cimlenme orani tizerine en olumlu etki
progesteron igin 102 M, ostradiol icin 10-¢- 10 M ve androsteron igin
de 10° M konsantrasyonda kaydedilmistir. En yiiksek c¢imlenme
yiizdeleri 1. ve 3. giinlerin sonunda sirasiyla progesteron uygulanan
tohumlarda % 90 - 98; P-ostradiol uygulananlarda % 95 - 100;
androsteron uygulananlarda ise % 89 - 100 olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunda (saf su) ise 1. ve 3. giinlerin sonunda ¢imlenme
orani sirastyla % 78 - 90 olarak belirlenmistir. 5. giiniin sonunda
kontrol grubu ve hormon uygulamas: yapilan tiim gruplarda % 100
¢imlenme gozlenmistir.

3.2. MCH'nin kok ve govde uzunlugu iizerine etkisi

1. gtintin sonunda ilk kok olusumlar1 gozlenmesine karsin,
govde olusumu 3. giintin sonunda gozlenmistir. Her ti¢ hormon
uygulandiklar1 tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla kok ve
govde uzunlugunu 6nemli derecede artirmistir (Tablo 1). Maksimum
kok uvzunluklar1 1, 3 ve 5. giinlerin sonunda sirasiyla 10° M
progesteron igin 0.75, 5.73 ve 11.43; 10-¢ -10-°M o6stradiol icin 0.74, 5.49
ve 12.60; 10° M androsteron icin 0.66, 599 ve 11.20 cm olarak
Olctilirken, maksimum govde uzunluklar1 da 3 ve 5. giinlerin
sonunda ayni konsantrasyonlarda progesteron icin 1.69 ve 4.12;
ostradiol i¢in 1.63 ve 3.82; androsteron icin 1.72 ve 3.81 ¢m olarak
kaydedilmistir. Oysa kontrol grubunda maksimum kok uzunluklar:
0.56, 5.09 ve 10.38 cm iken, maksimum govde uzunluklar1 1.12 ve 2.77
cm olarak kaydedilmistir.
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3.3. MCH’nin a-amilaz aktivitesi iizerine etkisi

Tablo 1'den gorildugti gibi a-amilaz aktivitesi 1, 3 ve 5.
ginlerin sonunda hem progesteron, hem o&stradiol hem de
androsteron tarafindan onemli derecede artirilmistir. En yitiksek
aktiviteler 10 M progesteron igin 135, 142, 151 U.g; 10-¢ M 6stradiol
icin 132, 139, 141 U.g! ve 10 M androsteron icin 115, 122, 128 U.g?
olarak kaydedilmistir. Kontrol grubunda ise amilaz aktivitesi
sirasiyla 70, 82 ve 90 U.g! doku olarak kaydedilmistir.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Mevcut calisma, memeli cinsiyet hormonlarinin (progesteron,
B-ostradiol ve androsteron) ¢imlenen fasulye tohumlarinda ¢gimlenme
yizdesi, kok-govde uzunluklar1 ve a-amilaz aktivitesi tizerine
etkilerini arastirmaya ve ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 da deneyerek
¢imlenmeyi uyaran optimal hormon konsantrasyonlarini belirlemeye
odaklanmustir.

Bu amagla yapilan 6l¢timler her ti¢ cinsiyet hormonunun da
fasulye tohumlarinin ¢imlenmesini 6nemli derecede artirdigini
gostermistir. Bu bulgular o©nceki arastirmacilarin elde ettigi
bulgularla uyum gostermektedir. Onceki calismalarda bezelye
embriyosunun 6stron (1mg/1) tarafindan uyarildigy; 6stron, dstradiol
ve testosteronun cesitli bitkilerde g¢imlenme derecesi ve biiytime
oraninu artirdigy bildirilmistir (Martinez vd., 1976; Helmkamp ve
Bonner, 1952).

Cimlenme hizindaki artisa paralel olarak kok ve govde
uzunluklar1 da her ii¢ hormon tarafindan kontrole oranla 6nemli
oranda artirilmistir. Maksimum kok ve govde uzunluklar: ¢imlenme
hizinin en fazla oldugu konsantrasyonlarda (10 M progesteron, 10+ -
10° M B-ostradiol ve 10 M androsteron) kaydedilmistir. Dogra ve
Thukral (1991) ve Dogra ve Kaur (1994) androsteneidon, 6stradiol,
testosteron ve dstronun ¢imlenen bugday tohumlarinda kok ve govde
uzunluklarmi artirdigini ve optimum hormon konsantrasyonunun 10-
6-108M araliginda oldugunu belirtmislerdir. Oysa Guan ve Roddick
(1988) vstron stilfat ve ostradiol stilfatin kok uzamasini engelledigini,
kok sayisinda ise iki maddenin farkli sonug ortaya ¢ikardigini rapor
etmislerdir. Mevcut calismada elde edilen sonuglar Guan ve Roddick
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(1988)’in bulgularinin aksine diger arastirmacilar (Dogra ve Thukral,
1991; Dogra ve Kaur, 1994) tarafindan bildirilen sonuglar ile
uyumludur. Fakat maksimum kok ve govde uzunlugu saglayan
optimum hormon konsantrasyonlar1 onlarin bildirdigi optimal
konsantrasyon araligindan daha diistikttir.

Benzer sekilde MCH'nin uygulandigr tiim konsantras-
yonlarda a-amilaz aktivitesinde o©nemli artisa neden oldugu
gozlemlenmistir. Onceki calismalarda bugdayda amilaz aktivitesinin
Ostron ve 17 a-hidroksi progesteron tarafindan artirildigr ve
maksimum enzim aktivitelerinin 10-6-108 M konsantrasyon araliginda
kaydedildigi bildirilmistir (Dogra ve Kaur, 1994). Bu sonuglar
calismamizda elde ettigimiz bulgularla uyumlu olmasimna karsin
belirledigimiz optimum konsantrasyonlardan (10-¢ M progesteron, 10-
6-10° M B-0stradiol, 10 M androsteron) daha ytiksektir.

MCH'nin bitkilerde niikleik asit, protein ve klorofil sentezini
artirdig1 bilinmektedir (Dogra ve Thukral, 1994). Cimlenme ve fide
biiytimesindeki artislar artan sentez reaksiyonlarmna baglanabilir.
Diger yandan, MCH'mun giberellinlerle sinerjik etki gosterdigi ve
onlar gibi fizyolojik cevaplar olusturabildikleri bildirilmistir (
Kopcewicz, 1969). Maksimum enzim aktiviteleri, maksimum
¢imlenme ytizdeleri ve maksimum kok-govde uzunluklarinin ayni
konsantrasyonlarda kaydedilmesi, bu hormonlarin ya dogrudan
giberellinler gibi etki gosterip amilaz enzim aktivitesini uyararak, ya
da dolayl olarak giberellinlerin sentezlenmesini saglayan fizyolojik
cevaplar olusturarak ¢imlenme hizinda ve buna bagl olarak kok-
govde uzamasinda artisa neden oldugu seklinde izah edilebilir.

5. ONERILER

Sonu¢ olarak uygulanan her {ic hormonda fasulye
tohumlarinin amilaz aktivitesini, ¢imlenme hizin1 ve kok-govde
uzunluklarini 6nemli derecede artirmistir. 104 M’ dan 101> M’ a kadar
olan tiim konsantrasyonlarda calisilan parametrelerde kontrole
oranla onemli uyaricr etkiler kaydedilmekle birlikte optimum
konsantrasyonlar progesteron icin 106 M, P-0stardiol igin 10° M,
androsteron i¢in 10 M olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar

EUFBED - Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi Cilt-Sayi: 3-1 Yil: 2010 61-71



68
Erdal & Taskin

onceki ¢alismalarda elde edilen optimum konsantrasyonlardan daha
diistik olmasi ¢ok onemli bir sonuctur. Ciinkii glintimtizde niifus
artistnin yanmi sira artan kiiresel 1smnma, iklimsel degisiklikler ve
gittikce kottilesen gevre kosullar bitkileri olumsuz yonde etkilemekte
ve verimliliklerini azaltmaktadir. Bununla birlikte dtinyadaki ekilir
arazi ortamimnin %10 gibi ¢ok az bir oranda olmasi ve giderek
azalmasi, birim alandan elde edilen verimi artirmaya yonelik
calismalarin hiz kazanmasina neden olmustur. Bu amagla yapilan
calismalarda bitki buytime ve gelismesini tesvik eden hormonlar
basta olmak tizere bircok kimyasal madde kullanilmakta, ancak bu
maddelerin insan ve hayvanlar {izerine etkileri tam olarak
bilinmediginden bu maddelerin kullanimina genellikle stiphe ile
bakilmaktadir. 10 M gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda maksimum
tohum ¢imlenmesine sebep olan bu hormonlarin kullanimi,
hormonlarin olas1 negatif yan etkilerini minimum seviyeye indirecek
ve bu hormonlarin pratikte kullanilabilirligini artiracaktir.
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Tablo 1. Memeli cinsiyet hormonlarinin ¢imlenen fasulye tohumlarmin ¢cimlenme ytizdesi,

kok-govde uzunluklart ve a-amilaz enzim aktivitesi tizerine etkileri

= Cimlenme yiizdesi Kok uzunlugu Govde uzunlugu Amilaz Enzim Aktivitesi
ge 8 (%) (cm) (cm) (EU/g)
S g 8o
TEES
%’JE § l.giin 3.giin 5.giin | 1.giin 3.giin 5. giin .glin 3.giin 5.giin | 1.giin 3.giin 5. giin
¥
0 78 902 1002 0.562 5.092 10.38» - 1122 2.772 702 82a 902
§ 10+ 81b 93b 1002 0.61> 5.30p 10.80b< - 1.23v 3.26b 96¢ 99v 103v
< 10 87¢ 95¢ 1002 0.66¢ 556  11.30de - 1.44¢ 3.59¢ 1184 124¢ 129¢
§° 10° 904 98d 1002 0.75¢ 5.73¢ 11.43¢ - 1.694 4124 135 1424 1514
& | 1012 86¢ 974 1002 0.704 5.51b 11.064 - 1.57<d 3.874 130 1334 138¢
1015 80v 912 1002 0.63 513+  10.620 - 1.162 3.16b 84> 95> 105>
0 78 902 1002 0.5652  5.09 10.382 - 1.122 2.772 702 822 902
c 10+ 83 95¢ 1002 0.67¢ 5.26¢ 11.10v - 1.25b 3.072 120¢ 130 132¢
B 10 954 1004 1002 0.744 5.444 12.18¢ - 1.63¢ 3.75bc | 132de 1394 1414
g 10° 95d 1004 1002 0.744 5.49¢ 12.604 - 1.55¢ 3.82¢ 130 1374 1404
& | 1012 92¢ 1004 1002 0.68¢ 5.27¢ 12.00¢ - 1.29 3.44bc | 122 126¢ 129¢
1015 83k 92b 1002 0.61° 516>  10.90° - 1.22:0 3.112 95b 1000 109»
: 0 78 902 1002 0.5652  5.09 10.382 - 1.122 2.772 702 822 902
e 10+ 82b 95b 1002 0.58b 5212 10.60° - 1.31° 3.13b 85b 88a 95ab
= 10 86<d 95b 1002 0.60b¢ 5.79¢ 10.95¢ - 1.59¢ 3.754 93¢ 97v 99v
_ig 10° 89d 100¢ 1002 0.664 5.99¢ 11.204 - 1.724 3.81¢ 1154 1224 1284
g 1012 84pbc 100¢ 1002 0.62¢ 5.63<  10.75b¢ - 1.51¢ 3.57¢ 99¢ 104¢ 108¢
1015 81ab 92ab 1002 0.60> 532>  10.55% - 1.290 3.20° 78 84a 96:°

Aynu stitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p<0,05).
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