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YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI SURELERDE VE KOSULLARDA BEKLETILEN BUTTUM (Pistacia
khinjuk Stocks) TOHUMLARINDA FiZYOLOJiK DORMANSININ
ARASTIRILMASI

Muazzez AYDIN SEVIM
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Danmisman: Dog¢. Dr. Yusuf ERSALI

2025, 40 Sayfa

Olumsuz cevresel faktdrlerin, canli yasami i¢in zorlayici boyutlara ulastigi donemlerde,
hayatta kalmay1 basarabilecek adaptasyonlar gelistirmek, tiir neslinin devami bakimindan kritik
onem tagimaktadir. Bitkilerde bu davranig canlilik fonksiyonlarinin minimum diizeye indirildigi
dormansi ile saglanir. Tohumlarin bekletilme kosullar1 ve siiresinin fizyolojik dormansi tizerinde
etkisinin oldugu bilinmektedir. Yabani Pistacia tirleri ilkemizde 6zelikle Pistacia khinjuk Stocks
(buttum) fistik anaci olarak kullanilmaktadir ve diisiik ¢cimlenme oranlar1 giiniimiizde istenilen
anag¢ sayisini elde etmede hala bir sorun olarak devam etmektedir. Bu ¢aligmada fizyolojik
dormansinin degerlendirilmesi amaciyla yeni hasat edilen ve 1, 2, 3 ve 4 yillik tohumlar 4 °C ve
25 °C de bekletilerek ¢imlendirilmistir. Bu ¢imlenme verileri endospermde, nisasta miktar1 ve
beta amilaz aktivitesi embriyoda, absisik asit (ABA) giberellik asit (GAs) miktar1 ile
desteklenerek fizyolojik dormansi anlagilmaya calisilmistir. Calismamizda tohumlara herhangi
bir dormansi kirici 6n islem uygulanmamistir. Bu kosullarda en yiiksek ¢imlenme orani (%81)
yeni hasat edilen tohumlarda goériilmiistiir. Nisasta miktar1 en yiiksek (56 mg/g) yeni hasat, en
diisiik (29.71 mg/g) degeri ile 25 °C 4 yil bekletilen tohum endospermlerinde tespit edilmistir.
Beta amilaz aktivitesi en yiiksek (26.86 EU/g) 4 y1l 25 °C, en diisiik (10.95 EU/g) yeni hasat
tohumu endospermlerinde goriilmiistiir. ABA/GA3 orani en yiiksek (5.05 ng/g) yeni hasat, en
disiik (0.89 ng/g) degeri ile 3 yil bekletilen tohum embriyolarinda bulunmustur. Tohumlarin
bekletilme sicakliginin tohum ¢imlenmesinde fark edilir bir etkiye sahip olmadig1 goriilmektedir.
Bekletilme suresince ABA/GA; oraninda azalma olmasina ragmen ¢imlenme oraninda fark edilir
derecede ¢imlenme artis1 olmamustir. Bekletilme siiresince ABA/GA3z degerinin azalmasi ile beta
amilaz aktivitesinde artma ve nisasta miktarinda azalma goriiliirken ¢gimlenme oraninin artmadigi
tespit edilmistir. Bu bulgular, P. khinjuk tohumlarinda fizyolojik dormansisinin belirlenmesi igin
alternatif parametrelerin arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Pistacia Khinjuk, Beta amilaz, ABA, Nisasta, Dormansi



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF PHYSIOLOGICAL DORMANCY IN BUTTUM
(Pistacia khinjuk Stocks) SEEDS STORED IN DIFFERENT PERIODS AND
CONDITIONS

Muazzez AYDIN SEVIM

Batman University Graduate Education Institute

Biology Department of Science

Advisor: Doc. Dr. Yusuf ERSALI

2025, 40 Pages

During periods when adverse environmental factors reach challenging levels for life,
developing adaptations that enable survival is a critical behavior for the survival of species. In
plants, this behavior is achieved through dormancy, in which vital functions are reduced to a
minimum. It is known that seed storage conditions and duration affect physiological dormancy.
Wild Pistacia species, particularly Pistacia khinjuk Stocks (buttum), are used as pistachio
rootstocks in our country, and low germination rates continue to be a problem in obtaining the
desired number of rootstocks. In this study, newly harvested seeds, 1, 2, 3, and 4-year-old, were
germinated at 4°C and 25°C to assess physiological dormancy. These germination data were
supplemented with measurements of starch content and beta amylase activity in the endosperm,
and abscisic acid (ABA), and gibberellic acid (GAs) in the embryo to understand physiological
dormancy. In our study, the highest germination rate (81%) was obtained in newly harvested seeds
germinated without any dormancy-breaking pretreatment. The highest starch amount (56 mg/g)
in new ly harvest and the lowest (29.71 mg/g) were detected stored at 25 °C for 4 years in the
endosperms of seeds. The highest beta amylase activity (26.86 EU/g) was observed in the
endosperms of seeds stored at 25 oC for 4 years, and the lowest (10.95 EU/g) was observed in the
endosperms of seeds stored at 25 oC for 3 years. The highest ABA/GA; ratio (5.05 ng/g) was
found in newly harvested seed in the embryos and the lowest (0.89 ng/g) was found in embryos
that were stored for 3 years. It was observed that the storage temperature of the seeds did not have
a noticeable effect on seed germination. Although there was a decrease in the ABA/GA; ratio
during storage, there was no noticeable increase in the germination rate. It was determined that
with the decrease in ABA/GA; value during storage, beta amylase activity increased and the starch
amount decreased, but the germination rate did not increase. These findings suggest that
alternative parameters should be investigated to determine physiological dormancy in P. khinjuk
seeds.

Keywords: Pistacia Khinjuk, Beta amylase, ABA, Starch, Dormancy
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1. GIRIS

1.1. Buttum (P. khinjuk )’un Biyolojik ve Morfolojik Ozellikleri

Pistacia L., Sapindales takimina ait, Anacardiaceae (sakiz agacigiller)
familyasinda yer alan bir cinstir (Stevens, 2008). P. khinjuk’un sistematik
smiflandirmadaki yeri asagida verilmistir (TUBIVES, 2014):

Alem (Regnum): Plantae (Bitkiler)

Bolim (Divisio): Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Sinif (Classis): Magnoliopsida (Cift genekliler)

Takim (Ordo): Sapindales

Familya (Familia): Anacardiaceae (Sakiz agacigiller)

Cins (Genus): Pistacia

Tir (Species): Pistacia khinjuk Stocks

P. khinjuk (Buttum), kurak iklim kosullarina adaptasyon gostermis, kisin yaprak
doken, dioik (iki evcikli) karakterde ve genellikle 2-5 metre boylanabilen, nadiren 10
metreye ulasabilen bir tirdir. (Yaltirik, 1967b). Ilkbaharda ¢icek agar, meyveleri
sonbaharda olgunlasir. Pistacia cinsi iyeleri, belirgin sekilde gelismis ve dikey
dogrultuda organize olmus regine kanallarina sahiptir (Al-Saghir, 2006).

Yapraklar imparipennat, 11-17.7 cm uzunlugunda 8-15.5 cm genisliginde ve
zarsizdir; yaprak sap1 koseli ya da yuvarlaktir. Yaprak ekseni kanatsiz, yaprak¢ik sayist
1-9 arasindadir. Yaprakgiklar, 4.5-8.5 cm uzunlugunda ve 1.5-4 cm genisliginde olup,
ortalama degerleri sirasiyla 2.3 cm ve 1 cm civarindadir. Yaprakciklar karsilikli olarak
dizilmis olup, sekil olarak ovattan genis ovata kadar degiskenlik gosterir; tepesi akuminat
ve tuysuzdur. Ugta yer alan yaprakgiklar 2.9—8.5 cm uzunlugunda, 1.2-4 cm genisliginde
olup, genellikle yan yaprake¢iktan daha biiylik boyutlara sahiptir.

Stamenli ¢icekler, bilesik salkim formunda, zayif dallanmis ve 9 cm’ye kadar
ulasabilen yapida olup; biiyiik ve beyaz tiiylii braktelere sahiptir. Ci¢ekler koyu kirmizi
renktedir. Pistilli ¢igekler ise tabandan dallanmis, bilesik salkim seklinde ve 16 cm’ye

kadar boylanabilen, toplu yerlesimli bir yap1 sergiler; genellikle tiiysiiz olup, nadiren ¢ok



az tiiy tasirlar. Meyveler, koyu yesil renkte ve hafif basik kiiremsi formda olan drupa
(eriksi meyve) tipindedir. Boyutlar1 6.6-12.3 mm uzunluk ve 4.8-9.6 mm genislik
araliginda degismektedir (Yaltirik, 1967b).

Pistacia L. cinsi, yaklasik 70 cins ve 600'in tizerinde tiirii iceren, kozmopolit
yayilisa sahip Anacardiaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. Pistacia cinsine ait
farkli tiirlerin cesitli bitkisel kisimlari, geleneksel tipta tonik, afrodizyak, diiiretik,
antiseptik ve antihipertansif 6zellikleri nedeniyle; gastrointestinal, hepatik, Uriner ve
solunum sistemi hastaliklarinin yanmi sira dis ve dis eti rahatsizliklarinin tedavisinde
yaygin bicimde kullanilmistir. Ayrica literatiirde, bu tiirlere ait ¢esitli ekstrelerin
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antikolinesteraz, anti-inflamatuar, antidiyabetik,
antitimor etkileri ile gastrointestinal bozukluklara kars1 faydali etkilerini ve genis
farmakolojik aktivitelerini ortaya koyan cok sayida bilimsel ¢aligma bulunmaktadir.
Pistacia tiirlerinin farkli morfolojik kisimlarindan terpenoidler, fenolik bilesikler, yag
asitleri ve steroller gibi ¢cok sayida fitokimyasal bilesen izole edilmis ve yapisal olarak

karakterize edilmistir (Bozorgi et al., 2013)

Sekil 1.1. P. khinjuk’un meyveli tohumunun genel goriiniisii



Sekil 1.2. P. khinjuk’un meyvesiz tohumunun genel gériiniisi

Cesitli bolgelerden derlenen etnobotanik kayitlara gore, s6z konusu tiiriin
kullanim big¢imleri cografyaya gore farklilik gostermektedir. Thesiger’in (1760)
aktardigina gore, bitkinin tohumlarindan yag elde edilmekte ve bu yag ozellikle
aydinlatma amaciyla kullanilmaktadir. Irak’tan bildirilen bir bagka kayitta, meyvenin etli
perikarpmin aci olmasi nedeniyle tiiketilmedigi, ancak cekirdek i¢inin gida olarak
degerlendirildigi belirtilmektedir (Just 1643). Benzer sekilde, Pakistan’da yapilan
gozlemlerde tohumlarin dogrudan yenilebilir nitelikte oldugu ifade edilmistir (Ghafoor &
Goodman 4586). Suudi Arabistan’dan Collenette’in (710) calismasi ise, ovaryumdan
gelisen ve heniliz tam anlamiyla g¢ekirdek tarafindan cevrelenmemis tohum iceren
yumusak meyvelerin 6zellikle kirmizi renkli olanlarinin tiikketildigini gostermektedir. Bu
veriler, tiiriin yenilebilir kisimlar1 ile kullanim amaclarinin bolgesel farkliliklar

gosterdigini ortaya koymaktadir.



P. khinjuk , 400 ile 2400 metre arasinda degisen rakimlarda; kayalik, kirecli,
egimli, kumlu ve verimli topraklarda yetismektedir. Tiir, Suudi Arabistan, Tiirkiye,
Misir’in giineyi, Afganistan, Tacikistan, Pakistan ve Nepal’in dogu bolgelerinde dogal

yayilis gostermektedir (Al-Saghir et al., 2006).
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Sekil 1.3. P. khinjuk bitkisinin cografik dagilist

P. khinjuk, Tirkiye'nin farkli bolgelerinde 'Bidim', 'Bitim', 'Bittim', 'Buddum’,
'Butum' ve ozellikle Mardin yoresinde 'Gizven' gibi farkli adlarla anilmaktadir. Tiir,
morfolojik ve genetik 6zellikleri bakimindan Pistacia vera, P. terebinthus ve P. atlantica

tiirleriyle yakin iligki igerisindedir (Tilkat et al., 2005).



1.2. Buttum (P. khinjuk )’un Kullanim Alanlar

Antep fistig1 hem iiretim hem de ihracat kapasitesi acisindan Tiirkiye'nin 6nemli
tarim tirtinlerinden biridir. Bunun baglica sebeplerinden biri, Anadolu’nun antepfistiginin
gen merkezlerinden biri olmasi ve Tiirkiye’nin ekolojik kosullarina yiiksek diizeyde
uyum saglamasidir. Ozellikle, diger kiiltiir bitkilerinin yetisemedigi veya ekonomik
acidan yetistiriciliginin miimkiin olmadig1 kirag, taslik, kayalik ve meyilli arazilerde
basarili bir sekilde yetisebilmesi, tiiriin iilkemizdeki 6nemini daha da artirmaktadir.
Antepfistig1 iiretiminin artirilmasi, bolgesel kalkinma ve ekonomik biiyiime i¢in dnemli
bir kaynak teskil etmektedir. (Kuru & Ozsabuncuoglu, 1990). Pistacia cinsine ait tim
trler ile bu tlirler arasinda olusan melezlerin, Pistacia vera (antepfistigi) yetistiriciliginde
anag¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir. P. khinjuk’un kiiltiir ¢esitleriyle yiiksek
diizeyde as1 uyusmasi gostermesi, as1 noktasinda siskinlik ya da gelisme farkliligi gibi
olumsuzluklarin gézlenmemesi, bu tiirii antepfistig1 yetistiriciligi agisindan tercih edilen
bir anac haline getirmektedir (Ozbek, 1978; Tekin et al. 2001). Ayrica, P. khinjuk anac1
kuvvetli bir kok sistemine sahip olup, 6zellikle Kkilli ve kirecli topraklarda iyi gelisim
gostermekte ve kok ur nematodlarina kars yiiksek derecede dayaniklilik sergilemektedir
(Gokee & Akcay, 1993).

P. khinjuk'un farkli bitkisel kisimlarindan elde edilen oziitlerin, ¢esitli
farmakolojik etkilere sahip, degerli biyoaktif bilesenler icerdigi bilimsel ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Taran et al., 2010). Cesitli arastirma gruplari, Pistacia khinjuk
tohumlarimin antibakteriyel, antioksidan ve antikolinesteraz 6zelliklerini incelemislerdir
(Hacibekiroglu et al., 2015; Tohidi et al., 2011; Shojaei et al., 2011). Ayrica, bitkinin
toprak iistii organlari, yaprak ve govde kisimlarindaki flavonoid igerigi (Kawashty et al.,
2000), genel kimyasal bilesimi ve oksidasyon kararlilig: ile kabuk ve ¢ekirdek yaginin
antioksidan kapasitesi de gesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. (Tavakoli et al., 2013;
Asnaashari et al., 2015; Hashemi et al., 2015).



1.3.Tohumda Dormansi ve Cimlenme Kavramlari

Dormansi (uyku hali), tohumlarin ¢evresel kosullar uygun olmasina ragmen icsel
(hormonal) ve digsal (tohum kabugu) faktorlerin etkisiyle ¢imlenememesi durumudur.
(Baskin & Baskin, 2014)

Bitkilerin tomurcuk, yumru, rizom ve tohum gibi koruyucu dokular i¢inde yer alan
yapilarinda metabolik aktivitenin diisiik seviyede seyrettigi, 6zel gevresel sinyaller veya
isaretler alinana kadar biliylime ve benzeri fizyolojik faaliyetlerin durdugu doneme
dormansi (uyku hali) denir. Durgun yasam olarak da adlandirilan dormansi, 6zellikle
tohumlarda, elverissiz ¢evre kosullarina ve olumsuz mevsimsel degisimlere karsi
dayaniklilik saglayan bir adaptasyon mekanizmasidir (Akman & Darici, 1998). Genel
olarak tiim tohumlar, dormansi evresini tamamladiktan sonra ¢imlenme yetisi kazanirlar
(Kadioglu, 1999).

Tanim olarak ¢imlenme, hareketsiz ve kuru haldeki bir tohumun su alimiyla
baslamakta ve embriyonik eksenin (genellikle kok¢iik) uzamasiyla sonlanan fizyolojik ve
morfolojik olaylar dizisini kapsamaktadir (Bewley & Black, 1994). Su alimiyla birlikte,
tohumun olgunlasma siirecinde olusturulan ve tohumda metabolik aktivitenin yeniden
baslatilmasi i¢in gerekli olan yap1 ve enzimler de yeniden aktive olurlar (Bewley, 1997a).
Cimlenmenin tamamlandigin1 gosteren en belirgin morfolojik isaret, embriyonun
cevresindeki dokularin kokgiik tarafindan delinmesidir; bu asama, genellikle 'gOrunur
¢imlenme' olarak adlandirilmaktadir. (Bewley et al. 2013; Bentsink & Koornneef 2008)
Cimlenmenin tamamlanmasiyla birlikte fidenin biiylimesini destekleyen biiyiik rezerv
maddelerinin mobilizasyonu gibi sirecler devreye girmektedir. Ancak, ¢cimlenmenin
tamamlanmasindan once gozlenen pek ¢ok hiicresel ve metabolik olay, su almis fakat
hald dormansi durumunda bulunan tohumlarda da meydana gelmektedir. Hareketsiz
tohumlarda gozlenen metabolik aktiviteler, aktif ¢gimlenme siirecindeki tohumlara kiyasla
yalnizca ¢ok kiigiik farkliliklar gostermektedir. (Bewley et al. 2013) Bu durum, hareketsiz
bir tohumun ¢imlenmeyi tamamlamak icin gerekli olan metabolik adimlarin biiyiik bir
kismin1 yerine getirebilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, embriyonik eksenin, Ozellikle de kokeiigiin uzamasmin engellenmesi,
cimlenmenin ger¢eklesmemesine neden olmaktadir ve bu durumun kesin mekanizmasi
halen tam olarak agikliga kavusmamustir. (Dekkers et al. 2013; Nonogaki et al. 2010)

Bir¢ok arastirmaci tohum dormansisini incelemis olmasina ragmen, bu olgunun

tizerinde fikir birligine varilmis kesin bir tanimi bulunmamaktadir. Bu durumun nedeni,
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dormansinin farkli bitki tiirlerinde farkli sekillerde ortaya ¢ikmasi ve cgesitli yollarla
ortadan kalkmasi olabilir (Bewley & Black, 1994; Vleeshouwers at al. 1995; Lang, 1996).
Ancak basitlik acisindan, bu ¢alismada tohum dormansisi; canliligini koruyan ve saglam
bir tohumun, uygun ¢evresel kosullara ragmen ¢imlenmeyi tamamlayamamasi durumu

olarak tanimlanacaktir.

1.4. Tohum Yasin Fizyolojik Ozelliklere ve Cimlenmeye Etkisi

Tohum yasinin ¢gimlenme basarisi tizerindeki etkisi, bitki tiirii, tohumun saklama
kosullar1, fizyolojik 6zellikleri ve dormansi durumu gibi ¢esitli faktdrlere bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Genel olarak, tohumlar yaslandik¢a canliliklar1 ve ¢cimlenme
oranlar1 azalma egilimi gosterir. Bu siireg, "tohum yaslanmas1" veya "fizyolojik bozulma"
olarak tanimlanmakta olup, metabolik aktivitede yavaslama, enzimlerin inaktivasyonu,
hiicresel zararda artis ve DNA ile protein yapilarinda meydana gelen bozulmalar gibi bir
dizi biyokimyasal degisimle karakterizedir. Tohum yaslanmasi, tohumun saklama siiresi
boyunca canlilik ve ¢cimlenme kabiliyetinde meydana gelen kademeli azalmay: ifade eder.
Bu sireg, tohumun metabolik aktivitesinde genel bir yavaslamanin ortaya g¢ikmasi,
enzimlerin kademeli olarak inaktive olmasi, hiicresel yapilarda oksidatif stres kaynakli
hasarin birikmesi ve buna bagli olarak genetik materyal ile protein yapilarinda
bozulmalarin meydana gelmesi ile iliskilendirilen bir durumdur. (McDonald, 1999;
Walters et al., 2010).

Yaslanan tohumlarda, hiicre zarlarinin ge¢irgenliginde artis meydana gelmekte ve
bu durum hiicre biitlinliigiliniin bozulmasina yol agmaktadir. Ayrica, lipid peroksidasyonu
kaynakli degisikliklerin hiz ve siddeti, tohumun saklama kosullar1 (6rnegin sicaklik ve

nem) ile tiir 6zelliklerine bagli olarak farklilik gostermektedir (Ellis & Roberts, 1980).



1.5.Arastirmanin Amaci, Hedefi ve Onemi

Bu calismanin temel amaci, P. khinjuk (Buttum) tiiriine ait tohumlarin yasa bagl
olarak fizyolojik dormansi diizeyi ile cimlenme potansiyelini belirlemektir. Yeni hasat
edilen ve 1, 2, 3 ve 4 yillik Buttum tohumlarinin ¢imlenme oranlart karsilagtirilarak,
tohum yasinin fizyolojik aktivite tizerindeki etkisi incelenmistir.

Fizyolojik dormansinin stiresini belirlemek amaciyla, 4 °C ve 25 °C’de bekletilen
yeni hasat ve 1, 2, 3, 4 yillik tohumlarda absisik asit (ABA), giberellik asit (GAs), B-
amilaz aktivitesi ve total nisasta degerleri ile birlikte ¢gimlenme yiizdesi ve tetrazolyum
(2, 3, 5-Triphenyl Tetrazolium Chloride) canlilik testleri gergeklestirilmistir. Uygun
bekletme siiresinin belirlenmesiyle fizyolojik dormansinin olgunlasma siireci tespit
edilerek, 4 yillik tohumlar igerisinde tiire 6zgili en yiiksek ¢imlenme oranlarinin elde
edilmesi amaglanmustir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, fidan iretimi i¢in en uygun tohum yas
grubunun ve tohum saklama kosullarinin belirlenmesi ve bu dogrultuda uygulanabilecek
Onerilerin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu ¢calismanin 6nemi, farkl: yaslardaki Buttum
tohumlarinin dormansi durumunu bilimsel olarak ortaya koyarak, hangi yas grubundaki
tohumlarin daha yiiksek ¢imlenme basarisi sagladigini belirlemeye dayanir. Ayrica,
yaslanan tohumlarin tamamen kullanilamaz olup olmadigini ortaya koymak, fidanlik

Uretim sistemlerine 6nemli katkilar sunacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kalmbacher ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada Paspalum atratum
Swallen bitkisinnde Hasat yil1, hasat sirasinda 1s1 ve hava kurutma yontemiyle tohum
kurutma, depolama ortami ve yaslanmanin dormansi tizererine etkileri arastirilmistir.
Hasat sirasinda firinda kurutma (24 saat boyunca 40 °C), 5 yilin ilk iki y1linda ¢imlenmeyi
artirdig1 rapor edilmistir. Ayrica 3 °C'de depolanan tohumlar i¢in ¢cimlenme, hasattan 28
giin sonra ortalama %355 olmus ve 4 yila kadar ¢ok az degistigi bildirilmistir. Yine ayni1
calismada, yeni hasat tohumlarinda firinda kurutulan tohum, hava ile kurutulan tohuma
kiyasla uykuda kalma siiresinin sona ermesini yaklasik 1 ay geciktirdigi vurgulanmistir.
Buna ek olarak yeni hasat edilmis tohumun 6 dakika boyunca H2SOs ile yaslandirilmasi
islenmesi (41°C'de 48 saat, %100 bagil nem) c¢imlenmeyi sirasiyla %29'dan %68'e
cikardigr bildirilmistir.

72 saat boyunca 43°C sicaklikta ve %90'dan fazla bagil nemde tutularak yapay
olarak yaslandirilan bugday (Triticum aestivum) tohumumnda yasalandirilan tohumlarin
dormansi siiresinin kisaldigi bildirilmistir (Zhang at al. 2021).

9 ay boyunca 15°C ve 30°C depolanan Excoecaria bussei'nin ii¢ g¢esit (Kisalu,
Maktupa ve Ilola) tohumunda ¢imlenme {izerine yapilan bir caligmada; Diisiik sicaklikta
(15°C) depolanan tohumlarda Kisalu icin 20.6, Maktupa icin 30.4 ve llola i¢in 33.1
ortalama gimlenme yiizdesi ortaya koymustur. 30°C'de depolanan tohumlar sirasiyla 5.5,
8.6 ve 11.6 ¢imlenme ylizdesi gdstermistir. Bu calisamda sicaklik ve depolama siiresinin,
¢imlenme oram iizerinde oldukca 6nemli bir fark yarattigi ortaya konmustur (Genes &
Nyomora, 2018).

12 ay boyunca depolanan ii¢ bugday ¢esidinin ¢imlenme ve canlilifindaki
degisimlerin incelendigi bir aragtirmada. Depolamanin ilk 3 ay1 boyunca 40 °C, 25 °C
sicakliklarda ve %45 bagil nemde g¢esitlerin tohumlari ¢imlenme yeteneklerini ve
canlhiliklarimi yalnizca yiiksek depolama sicakliginda (40 °C) kaybetmistir. Bir yillik
depolamadan sonra ¢imlenme ve canlilik kaybi ¢esitler arasinda farklilik gostermis, 40
°C deki tohumlar %55-94 arasinda 25 °C’de tutulan tohumlar %15-22 oraninda ¢imlenme
yeteneklerini kaybetmislerdir. Elde edilen veriler, bugday tohumlarimin depolanmasi
sirasinda, ¢imlenme ve canlilik degisimleri iizerinde depolama kosullarinin 6nemli bir
etkiye sahip oldugunu, ayrica tohum canliliginin ¢eside bagl oldugu ortaya konmustur

(Strelec at al. 2010).



Cimlenme yiizdesi, fide canlilig, lipit bilesimi ve karbonhidrat bilesimi ve ilgili
enzimler, 180 giinliik depolama siiresince soya fasulyesi kotiledonlarinda belirlenmistir.
Soya fasulyesi tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi ve canlilik indeksi 180 giinliik depolama
siiresiyle azalmis ve 15°C'de polietilen veya jiit torbalarda depolanan tohumlar, oda
sicakliginda depolananlara kiyasla daha yiliksek ¢imlenme potansiyeli ve canlilik orani
gostermistir. Kotiledonlardaki nisasta icerigi tiim uygulamalarda 90 giin vel80 giinliik
bekletilme araliginda diiserken, toplam ¢oziiniir sekerler, sakaroz ve indirgen seker igerigi
90 giinliik depolama siiresi boyunca azalmistir. Amilaz aktivitesi 90 giine kadar azalmis
ve sonrasinda depolama sicaklifindan bagimsiz olarak kademeli artig gostermistir.
Veriler, 15°C'de saklanan tohumlarin canliligini 90 giine kadar korudugunu bildirilmistir
(Sharma at al. 2011).

Indica pirinci iizerinde yapilan bir ¢alismada piring tohumlar1 0, 1 ve 2 yil
depolarda yaz aylarinda 20-25 °C, diger mevsimlerde ise 10-15 °C sicaklikta
bekletilmistir. Depolarda bekleme siiresinin nisastaya etki etmedigi vurgulanmistir.
Depolama siiresi uzadik¢a ¢imlenmenin ortalama %70.8'den %2.4'e distiigii ve yag
asitlerinin artig1 gortilmistiir (Hu at al. 2022).

Eriochloa villosa (Thunb.) Kunth tohumlarinin 6 yillik depolama siiresince alfa
amilaz aktivitesi degisimi analiz edilmistir. Hasat yilinda (0 y1l) alfa amilaz aktivitesi en
yiiksek ¢ikmis ve ilk ii¢ y1l boyunca azalmistir. Ug yillik depolamadan sonra sabitlenmis
ve dort, bes ve alt1 y1l sonra 6nemli dl¢iide degismemistir. Altinct yildaki en diisiik alfa
amilaz aktivitesi, tohumlarin ilk toplandiklar1 donemdekinden %29.70 daha diisiik tespit
edilmistir (Han at al. 2023).

Lallemantia iberica tohumlar1, farkli sicakliklarda (15 °C, 25 °C, 35 °C ve 45
°C) ve siirelerde (0, 30, 60, 90 ve 120 giin) depolandiginda, sicaklik ve depolama
sliresinin artirilmasiyla tohum ¢imlenebilirligi %100'den %0'a diiserken, toplam ¢oziiniir
sekerin, a-amilaz ve f-amilaz aktivitelerinin azaldigi tespit edilmistir. 15 °C'de depolanan
tohumlardaki toplam ¢oziiniir seker, 45 °C'ye depolanan tohumlara gore kademeli olarak
diismiistiir. Depolama sicaklig1 ve siiresinin artmasiyla, toplam ¢oziiniir seker a-amilaz
ve B-amilaz aktivitelerinin 6nemli 6lgiide azaldigi tespit edilmistir. Sonuglar olarak
depolama sicaklik ve siirenin artmasi tohum kalitesinde bozulmaya neden oldugu
bildirilmistir (Paravar at al. 2023).

Ourominas ve Caravera piring ¢esitleri 5, 12, 18°C ve dogal ortamda 3, 6, 9 ve
12 ay siireyle tutularak alfa amilaz aktiviteleri degerlendirilmistir. Her iki ¢esitte 4 farkli

sicaklik degerlerinde de alfa amilaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edilmistir.

10



12 aym sonunda depolama sicakligi fark etmeksizin her iki gesitte de alfa amilaz aktivitesi
degerlerinin neredeyse esit seviyede oldugu goriilmiistiir. Depolama siirelerinde Caravera
cesidinde ¢imlenme oran1 6nemli Olglide degisiklik gostermezken Ourominas ¢esidinde
ilk hasat zamanina gore ilk alt1 ay da once artmis sonra yaklasik olarak hasat donemi
seviyelerine yaklasmistir. Depolama siiresince alfa amilaz aktivitesinde meydana gelen
degisiklik ¢cimlenme oranina yansimamistir (Marquez at al. 2014).

Endemik bir meyve agaci olan Caryocar brasiliense tohumlarinin uyku hali ve
uzun Omiirliligi ile (Absisik asit) ABA dinamikleri arasindaki iliskilerin
degerlendirildigi bir ¢aligmada; Bir yillik ve yeni hasat edilen tohumlar oda sicakliginda
saklanmistir. Yeni hasat edilen tohumlarda yliksek ABA ve diisilk ¢imleneme orani
gorilurken bir yillik tohumlarda ABA sentezi ve birikiminde azalmalar ve dormansinin
kirildig1 goriilmiistiir. ABA sentezinin ve birikiminin kademeli olarak azalmasi tohum
¢imlenmelerinde artisa neden olmustur. Ozelikle depolama siiresinin ikinci ve iigiincii
aylarinda ABA seviyesinin azalmasi yiiksek ¢cimlenme oranlar ile karakterize oldugu
bildirilmistir (Pinto at al. 2025).

Ayn1 soydan gelen ve sekiz ay dogal kosullarda bekletilen 10 tatli misir hatti
tizerinde yapilan bir ¢alismada; 8 ay dogal kosullarda bekletilen tohumlarda GA, ABA,
toplam protein, toplam nisasta seviyelerinde 6nemli 6l¢lide azalma olmustur. Fakat farkl
hatlarda farkli azalma miktarlari izlenmistir. Ayrica, disiik canliliga sahip tohumlarin
endosperminde amilaz aktivitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Yue at al. 2024). Yue
ve ark. (2024) benzer bagka bir ¢calismada 4, 6 ve 8 ay oda sicakliginda bekletilen 19 tath
misir hatt1 tohumlarinda 8 ayda 6nemli derecede (nerdeyse %50 azalma) ¢cimlenmede
azalma goriilmistir. Fakat ABA ve GA seviyelerinde 8 aylik bekletme stresince 6nemli
bir farkliligin goriilmedigi vurgulamstir.

Gibberellinler, tohum dormansisinin kalkmasinda rol oynar, boylece ¢cimlenmenin
baslamasini kolaylastirirlar. Cigeklenme siirecini hizlandirir ve meyve gelisimini olumlu
yonde etkilerler. Ayrica, kok biiylimesini ve kok hiicrelerinin farklilasmasini
diizenleyerek bitkinin besin ve su alim kapasitesini artirirlar (Campbell ve Reece, 2008).
Gibberellinlerin tohum ¢imlenmesini tesvik edici etkisi, cok sayida arastirici tarafindan
kapsamli sekilde rapor edilmistir (Karssen at al. 1989; Karssen, 1995; Sharma at al. 2004).

Absisik asit (ABA), bitkilerde tohum dormansisini tesvik eden ve ¢imlenmeyi
engelleyen onemli bir fitohormondur. Tohum olgunlasma siirecinde ABA seviyeleri
yukselerek tohumun dormansiye girmesini saglar ve bdylece ¢imlenmenin uygun

olmayan ¢evre kosullarinda baglamasini 6nler (Finkelstein et al., 2008). ABA, tohumlarin
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su alimini siirlayarak metabolik aktivitelerin yavaslamasina ve embriyo gelisiminin
durmasina neden olur (Kermode, 2005).

ABA, genellikle stres hormonudur. Su stresi altinda stoma kapanmasini uyarir,
tohum dormansisini siirdiirir ve embriyo gelisimini diizenler. Cimlenmenin
geciktirilmesinde ve ¢evresel streslere karsi savunma mekanizmalarinin tetiklenmesinde
6nemli rol oynar (Cutler et al., 2010).

Dormansiyi koruyarak, tohumun olumsuz ¢evresel kosullara kars1 dayanikliligini
artiran ABA, ¢evresel stres sinyallerine yanit olarak da diizeyleri artabilir. Dormansinin
kirilmas1 i¢in ABA konsantrasyonunun azalmasi ve biiyiimeyi tesvik eden hormonlarin
(gibberellin gibi) artmas1 gereklidir (Finkelstein, 2013). Bu denge, tohum ¢imlenmesini
kontrol eden kompleks bir hormon ag1 i¢inde kritik bir role sahiptir.

Tohumda absisik asit (ABA) seviyelerinin azalmasi, ¢imlenme surecinin
baslamasinda kritik bir rol oynar. Yiiksek ABA konsantrasyonlari tohum dormansisini
koruyarak ¢imlenmeyi engellerken, ABA seviyelerinin diismesiyle birlikte biiylimeyi
tesvik eden hormonlarin (6rnegin gibberellinlerin) etkisi artar ve tohum metabolizmasi
aktive olarak ¢imlenme baglar (Weitbrecht vd., 2011). Bu hormonal dengenin degisimi,
tohumun c¢evresel kosullara uygun yanmit vermesini saglayarak, c¢imlenmenin
zamanlamasini kontrol eder.

Mevsimsel degisiklikler, ozellikle ilkbaharin gelmesiyle birlikte toprak
sicakliginin artmasi, bitkilerde absisik asit (ABA) seviyelerinde azalmaya yol acar. Bu
durum, ABA katabolizmasini saglayan genlerin ve gibberellin (GA) sentez genlerinin
ekspresyonundaki artigla paralel olarak gergeklesir. Sonug¢ olarak, dormansi seviyesi
diiser ve tohum ¢imlenmesi igin uygun kosullar olusur (Finch-Savage ve Footitt, 2017).
Bu mekanizma, bitkilerin ¢evresel sinyallere adaptasyonunu saglayarak yasam
dongiisiiniin devamliligini destekler.

Dormansi halindeki bir tohum, fizyolojik olarak 6lii degildir; ancak yasamini
minimum diizeyde siirdiiren, bazal metabolik faaliyetlerin goriildiigii canli bir formdadir.
Bu form tohumun enerji tasarrufu yapmasina yardimci olur. Endospermli tohumlarda
tohumun enerji kaynagi, nisastadan a-amilaz ile ¢ozlnur oligosakkaritlerle Gretilir ve
bunlar daha sonra B-amilaz tarafindan hidrolize edilerek maltozu agiga ¢ikarir (Nomura
et al. 1969) Son olarak, a-glukozidaz maltozu glikoza pargalar. Tohumun yasam
dongiisiinde, metabolik aktivitenin en aza indirildigi ve dolayisiyla organizmanin enerji
tasarrufu yapmasina yardimci oldugu bu dormant dénemde beta amilazin aktif rol aldigi

bilinmektedir (Farashah, et al. 2011)
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3. YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu arastirmada bitki materyali olarak kullanilan P. khinjuk tohumlari, Ekim-
Kasim aylarinda, 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 yillarinda toplanmistir. Tiirkiye’nin
giineydogusunda yer alan Hakkari ili, Cimenli kdytinde (37°29'06"N enlemi, 43°37'57"E
boylami, 1144 m rakim) bulunan dogal populasyondaki agaglardan rastgele hasat
edilmistir. Tohumlar, arazi ortaminda herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan, hava
almayan plastik kaplarda laboratuvara tasinmis ve deneylerde kullanilmak {izere
saklanmistir. Hasat edilen tohumlar, depolama sicakliginin ¢imlenme performansi
uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla diisiik sicaklik kosullarini temsilen 4 °C’de
ve oda sicakligina yakin degerlerde olan 25°de olmak iizere iki farkli sicaklik

kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.2. Tetrazolium Testi

Embriyoyu ¢evreleyen ince dis zarin (tohum gomlegi) kolayca ayrilabilmesi i¢in
tohumlar 24 saat siireyle saf suda bekletilmistir. Bu islem hem hidrasyon saglamis hem
de TZ ¢ozeltisinin embriyo dokularina etkin sekilde penetre olmasina olanak tanimistir
(Verma & Majee, 2013)

TZ c¢ozeltisi, 100 ml otoklavlanmig damitilmis su igerisinde 1g 2,3,5-trifenil
tetrazolyum kloriir ¢oziindiiriilerek hazirlanmis ve pH degeri 6.0’ya ayarlanmistir.
Ardindan, yiizey sterilizasyonu i¢in tohumlar 9%20’lik ticari sodyum hipoklorit
¢ozeltisinde 10 dakika tutulmus ve dezenfektan artiklarinin uzaklastirilmasi igin ii¢ kez
steril damitilmis su ile yikanmistir. Sterilizasyon sonrasi ylizeyleri kurutulan tohumlar,
%1°lik TZ c¢ozeltisi igerisinde, 30 °C’de ve karanlik kosullarda 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Canlilik degerlendirmeleri, renklesme Amerikan Tohum Test Dernegi
(AOSA, 2005) kriterlerine uygun sekilde yapilmigtir. Canli tohumlar, embriyonun soluk

pembe-kirmizi renk almasi temelinde belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Tohum gomlegi ayirma islemi

3.3. Cimlendirme Teknikleri

Her bir grup icin 50 adet tohum kullanilmig ve 3 tekrarl olarak yapilmistir
Bu tohumlar, her biri 10x10x10 cm boyutlarinda olan 10 adet aliiminyum kaba
(her gruba ait) yerlestirilmistir.

Kaplarin tabanina, onceden saf suyla nemlendirilmis pamuk serilmistir.
Tohumlar, bu nemli pamuk tabakas1 iizerine homojen bigimde yerlestirilmistir. Kaplarin
tizeri nemli pamukla ortiilmiis ve bu sayede sabit nemli mikro ortam saglanmistir. Kaplar,
25+ 1 °C sicaklikta, tamamen karanlik bir dolap igerisinde ¢imlenmeye birakilmistir.

Denemeler 45 giin boyunca izlenmis, her giin tohumlardan ¢ikan radikula sayisi
kay1t altina alinmistir. Cimlenme Olgiitii olarak yalnizca radikula (kokgiik) ¢ikist dikkate
alinmustir.

Pamuklarin nemi diizenli olarak kontrol edilmis, gerek goriildiigiinde steril saf

suyla yeniden nemlendirme yapilmigtir.
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3.4. Nisasta Iceriginin Belirlenmesi

P. khinjuk tohum Orneklerindeki nisasta miktarinin belirlenmesi amaciyla
kolorimetrik yontem uygulanmistir. Ilk olarak, P. khinjuk tohum endosperminden 0.3 g
numune alinarak, 5 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.5) igeren bir havanda, 4 °C’de
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar 12.000 rpm’de 15 dakika santrifij
edilmis ve olusan peletler nisasta analizi i¢in kullanilmistir. Peletler, DMSO (dimetil
stlfoksit) ve 8 M hidroklorik asit karisimi (4:1 v/v) igerisinde yeniden siispanse
edilmistir. Nisasta ¢oziinmesi i¢in bu siispansiyon, 60 °C’de 30 dakika boyunca 60
rpm’de c¢alkalanmigtir. Cozlinme sonrasi, drnekler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmis ve elde edilen iist fazdan 100 pL alinarak, 100 pL iyot-HCI ¢ozeltisi (%0.06 Kl
ve %0.003 I, 0.05 M HCI iginde hazirlanmis) ve 1 mL damitilmis su ile karigtirilmistir.
Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen karigimlarin absorbansi 600 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri, standart nisasta egrisinden elde edilen
formiille hesaplanarak sonuglar mg/g olarak ifade edilmistir (Barka at al. 2006).

Analizler Ug tekerrlrli olarak yiiriitiilmiis ve sonuglar ortalama + standart hata

seklinde degerlendirilmistir.

Sekil 3.2. Nisasta orneklerinin inkiibasyonu



Sekil 3.3. Nisasta peletlerinin DEMSO:HCI(4:1) karisiminda siispanse edilmesi

3.5. p-Amilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

B-amilaz aktivitesi, Betamyl-3® enzim analiz kiti (Megazyme International
Ireland Ltd., Bray, irlanda) kullanilarak Uluslararas1 Hububat Kimyas1 Komisyonu (ICC)
standart yontemlerine uygun sekilde belirlenmistir (ICC, 1998). Analiz i¢in 6giitiilmiis P.
khinjuk tohum endosperminden 0.5 g 6rnek alinmis ve 5 mL ekstraksiyon tamponu (1 M
Tris/HCI, pH 8.0; igeriginde 20 mM sodyum EDTA, %0.02 (w/v) sodyum azid (NaNs)
ve 100 mM sistein HCI bulunan) ile karistirllmistir. Elde edilen karisim, 1 saat siireyle

oda sicakliginda ekstrakte edilmistir.

16



Sekil 3.4. P. khinjuk tohum endosperminden alinan 6rnekler

Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler santrifiij edilmis ve elde edilen iist faz
(stipernatant) enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Analiz agamasinda, siipernatanttan 0.2
mL aliarak, 6nceden 40 °C’de inkiibe edilmis 0.2 mL substrat ¢ozeltisi [p-nitrofenil-p-
D-maltotriozid (PNP B-G3)] ile karistinnlmigtir. Karisim, 40 °C’de 10 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Reaksiyon, 3 ml %1 Tris tamponu (pH 8.5) eklenerek durdurulmus ve
absorbans degerleri 400 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6l¢iilmiistiir. Bir
birim enzim aktivitesi, 40 °C’de dakikada 1 pmol p-nitrofenol serbestlestiren enzim

miktar1 olarak tanimlanmustir.
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Sekil 3.5. Enzim analiz érnekleri
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3.6. Hormon Ekstraksiyonu ve Analiz Islemleri

3.6.1. P. khinjuk embriyo hormonlarimin (GAs ve ABA) ekstraksiyon ve

saflastirma metodolojisi:

Bu metodoloji, bitki materyalinden Gibberellinler (GA) ve Abscisic Acid (ABA)
gibi endojen fitohormonlarin Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) ile nicel
analizine hazirlik amaciyla uygulanmistir. Prosediir, Kuraishi ve ark. (1991) ile Battal ve
Tileklioglu (2001) tarafindan tanimlanan yontemle temel alarak, hedef bilesikleri izole
etmeyi hedeflemektedir.

3.6.2. Ekstraksiyon asamasi

Analiz edilecek tohum endosperm Orneklerinden embriyolar ¢ikarilmis ve

oncelikle toz haline getirilerek ekstraksiyon siirecine tabi tutulmustur.

Sekil 3.6. Endospermlerden embriyo ayirma iglemi
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Sekil 3.7. Embriyolarin gruplandirilarak homojenizatére hazirlanmasi

Her gruptan esit miktarda alinan embriyo Ornekleri {izerine +4 C'de saklanan
%80'lik metanol ¢oziiciisii ilave edilmistir. Numuneler 10 dakika stireyle ultra doku

parcalayict (homojenizatdr) kullanilarak homojenize edilmistir.

Sekil 3.8. Orneklerin homojenize edilmesi
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Elde edilen homojenat, bilesiklerin c¢oziiciiye tam difiizyonunu saglamak
amactyla +4 C'de ve karanlik kosullarda 24 saat bekletilmistir. Daha sonra siispansiyon,
once Whatman No:1 filtre kagidindan daha sonra 0.45 uml’lik politetrafloroetilen (PTFE)
filtrelerden (Milipore) gecirilmis ve siipernatant elde edilmistir. Slipernatantin ¢oziicii
kism1 evaporator (doner buharlastirict) kullanilarak 35°C’de buharlastirildi. Geriye kalan
ekstraktlar, 0.1 M’lik KH2PO. (pH:8) tampon ¢o6zeltisi iginde tekrar ¢oziilmiistiir.
Coziinen ekstraktlarda var olan yag asitleri gibi apolar bilesikleri ayirmak i¢in 6rnekler
+4 °C 5000 rpm’de 1 saat santrifiij edilmistir (Palni at al. 1983). Fenolik bilesikleri ve
renk pigmentlerini gidermek igin stpernatant, 1g ¢6zunmeyen Polivinilpolipirolidon
(PVPP) ile muamele edilmistir (Mooney & Staden 1984; Hernandez-Miana, 1991). PVPP
(6nceden 0.1 M asetik asit ile siispanse edilerek hazirlanmigtir) filtreleme yoluyla
uzaklastirilmastir.

Analitik hassasiyeti artirmak amaciyla, hedef hormonlar son bir ayristirma
asamasina tabi tutulmustur. Sep-Pak C18 kartuslar1 (Waters) 2.5 mL %80'lik metanol ve
ardindan 2.5 mL saf su ile yikanarak sartlandirilmistir (Machackova at al. 1993). Onceden
saflastirilmis siipernatant, 5 ml'lik enjektor kullanilarak sartlandirilmis Sep-Pak C18
kartuslarindan distik akis hizinda (1 ml/dk) gecirilmistir. Kartus, apolar matriksteki
kirleticileri ayirirken hormonlari (daha az polar olanlari) adsorbe etmistir. Adsorbe edilen
hormonlar, 1 g taze numune esdegeri i¢in 2.5 mL %80'lik metanol kullanilarak
kartuslardan eliie edilmis ve viallere alinmistir (Qamaruddin at al. 1990). Bu ellat,

dogrudan HPLC analizi i¢in nihai numune ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

3.7.Istatiksel Veri Sonug¢larinin Analizi ve Degerlendirilmesi

Tiim deneysel caligmalar, tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yiiriitiilmiistiir.
Elde edilen verilerdeki degiskenligin hizli ve etkili bir sekilde degerlendirilebilmesi
amaciyla, tim sonuglar IBM SPSS 25.0 statik paket programi kullanilarak tanimlayici
grafik ve analizlere tabi tutulmustur.

Islemler arasindaki farklarin istatistiksel olarak belirlenebilmesi igin veriler
tizerinde tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. ANOVA sonucunda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunan durumlarda, hangi gruplarin birbirinden farkli
oldugunu belirlemek amaciyla Tukey ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmis ve farkliliklar

P <0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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Oransal veriler icin ise Ki-kare (y?) testi kullanilmistir.

Analizlerde kullanilan istatistiksel anlamlilik diizeyleri asagidaki gibidir:

P> 0.05 = Onemsiz

P <0.05 = Onemli

P <0.01 = Cok énemli

P <0.001 = Son derece dnemli
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tetrazolium Testi

Tohumlarin bir kismi, kontrol grubu olusturmak amaciyla 100 °C’de bir saat
streyle etlivde inklibe edilmistir. Kontrol grubunda herhangi bir boyanma
gozlemlenmemis olup, bu gruptaki tim tohumlar 6lii olarak degerlendirilmistir. Diger
gruplarda ise embriyo dokularinda belirgin kirmizimsi-pembe renk olusumu gozlenmis
ve tohumlarin biiyiik oranda canli oldugu tespit edilmistir. TZ boyanma testine gore, 25
°C’de ii¢ yil siireyle depolanan tohumlarda yiiksek diizeyde canlilik tespit edilmistir.
Buna karsilik, en diisiik canlilik oraninin yeni hasat edilen ve 4 °C’de muhafaza edilen

tohumlarda oldugu belirlenmistir. (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Tetrazolium uygulamasi sonucunda tohumlarda boyanma

TZ testinin amaci tohum canliligin1 hizli bir sekilde belirlemek ve daha sonra,
tohum canliligin1 tahmin etmeye ¢alismaktir (Franca-Neto & Krzyzanowski 2022). Test,

tohum dokularin1 olusturan hiicrelerin mitokondrilerinde meydana gelen solunum
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stireclerinin hidrojen iyonlarinin sayisini artirmaya dayanmaktadir. Hidrojen iyonlar1 TZ
solisyonunu formazan olarak adlandirilan kirmizi renkli bir kimyasal maddeye
dontistiirtir.  Formazan canli hiicreleri kirmizi renge boyar, oli hiicreler solunum
yapamayacagi i¢in renksiz kalir (ISTA, 2011).

Calismamizda TZ testi boyama sonuglarina gore 3 yil 25°C bekletilen tohumlarda
yilksek oranda boyanma oldugundan canlilik goriilmektedir. Fakat g¢alismamizin
cimlenme sonuglari yeni hasat iirlinlerinde belirgin sekilde ¢cimlenmenin yiiksek oldugu
gostermistir. Tohumlarin bekletilmesi siiresince ve ¢cimlenme esnasinda mikroorganizma
faaliyeti sonucu meydana gelen kontaminasyonlardan dolay1 bu sonuglarin elde edildigi
tahmin edilmektedir. Nitekim Franga-Neto ve Krzyzanowski (2022) ve Ersali (2017)
depolama ve ¢imlenme esnasinda TZ testi ve dogal ¢cimlendirme kosullarindaki ¢cimlenme

oranlarmin testle uyumsuz sonuglar verebilecegine deginmislerdir.

4.2. Cimlenme Verileri

Sekil 4.2. P. khinjuk tohumlarinda ¢imlenme
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Cizelge 4.1. Tohumlarin bekletilme y1l1 ve sicakliga gore ¢cimlenme oranlart™

Bekletilme Siiresi (Yil) Cimlenme (%)"
0 (Yeni hasat) 81+ 5.1°
4°C

1 41+ 1.55P
2 42+ 2.00P
3 52+ 3.18°
4 45+ 2,05P
25°C

1 45+ 2.40P
2 40 £1.43°
3 51+ 2.26°
4 44+ 1.70°

*Degerler ii¢ paralel lgimiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Veriler iki yonli ANOVA testi analizine tabi
tutulmustur.

Cimlenme Oranlari-Bekletilme Stresi-Sicaklik

100
— m4°C m25°C
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Yeni hasat 1 2 3 4

Bekletilme Siiresi (Yil) |

Sekil 4.3. Tohumlarin bekletilme yilaria gore sicakliga bagli ¢cimlenme oranlari

Yeni hasat (0 yillik) tohumlarin, en yiiksek ¢imlenme oranina (%81) sahip oldugu
tespit edilmistir. Yeni hasat tohumlarin disinda kalan (4, 3, 2 ve 1 yillik) tohumlarda
bekletilme sicakliginin 6nemli derecede fark gostermedigi tespit edilmistir. 3 yillik

tohumlarda ¢imlenme 1 ve 2 yillik tohumlardan daha yiiksek degerlerde ¢cikmistir. 1 ve 2
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yillik tohumlarinin ¢imlenme oranlari arasinda anlamali bir fark bulunamamistir. (Cizelge
4.1). Calismamizdaki ¢imlenme verilerine gore; P. khinjuk tohumlarinda bekletilme
sicakligr (4 °C ve 25 °C) ve yilinin (1, 2, 3 ve 4 yil) ¢gimlenme oranina dikkat ¢ekici bir
sekilde etki etmedigi ve zamanla ¢imlenme oraninda azalma veya artmanin olmadigi

gorulmiistiir.

4.3. P. khinjuk Endosperminde Nisasta Degerleri

Cizelge 4.2. P. khinjuk endosperminde nisasta degerleri”

Bekletilme Siiresi (Yil) Nisasta miktar1 (mg/g)*
0 (Yeni hasat) 56+ 4.10a
4°C

s 54.63+3.12a
2 55.25+4.05a
3 51.20+3.25b
4 48.52+2.15b
25°C

1 46.52+2.10b
2 37.45%£1.82c
3 35.75£1.92¢
4 29.71+1.70c

*Degerler li¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Bu veriler iki yonli ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Nisasta Miktari-Bekletilme Suresi-Sicakhk
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Sekil 4.4. P. khinjuk endosperminde nisasta degerleri

En yiiksek nisasta miktar1 yeni hasat tohumlarinda 56 mg/g olarak tespit edilmis
ve en az nisasta miktar1 25°C de bekletilen 4 yillik tohumlarda 29 mg/g olarak
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bulunmustur. Nisasta degerlerinin 4°C daha yiiksek ve yeni hasat iirlinlerine yakin
degerler oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2). Bekletilme siiresi artikca nisasta
icerigindeki azalma yillara gore onemli farkliliklar gostermektedir (Sekil 4.4.).
Endospermde nisasta miktar1 25°C de daha hizl diistiiglinden 4°C de bekletmenin daha
avantajlt  oldugu goriilmektedir. Nisasta degerlerine bakildiginda yeterince

bekletildiginde nigastanin tamaminin ¢oziilebilir sekerlere doniisecegi diisiiniilmektedir.

4.4. P. khinjuk Endosperminde B-Amilaz Enzim Degerleri

Cizelge 4.3. P. khinjuk endosperminde beta amilaz aktivite degerleri”

Bekletilme Siiresi (Yil) Beta amilaz aktivitesi (EU/g)*
0 (Yeni hasat) 10.95+ 0.5¢
4°C

1 11.21+£ 0.30c
2 12.90+ 0.53c
3 15.01+ 0.85b
4 16.45+ 0.92b
25°C

1 14.12+ 0.75b
2 19.72+ 1.12a
3 21.49+ 1.54a
4 26.86+ 1.50a

*Degerler ti¢ paralel 6l¢timiin ortalama =+ standart sapmasi olarak verilmistir. Bu veriler iki yonliit ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Beta Amilaz Aktivitesi-Bekletilme Suresi-Sicaklik
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Sekil 4.5. P. khinjuk endosperminde beta amilaz aktivite degerleri
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En yiiksek enzim aktivitesi 25 °C de bekletilen 4 yillik tohumlarda 26.86 EU/g,
en diisiik enzim aktivitesi yeni hasat tohumlarinda 10.95 EU/g degerinde oldugu tespit
edilmistir. Beta amilaz enzim aktivitesinin tiim bekletilme stirelerinde yiiksek sicaklikta
(25 °C) daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3.). Bekletilme siiresi artikga beta
amilaz aktivitesinin arttigi goriilmektedir (Sekil 4.5.). P. khinjuk tohumlarini sicakta
bekletmenin beta amilaz enzim aktivitesinde artisa neden oldugu belirgin bir sekilde
gorulmiistiir. P. khinjuk tohumlar1 sogukta (4 °C’de) bekletildiginde bekletilme siiresinin
bir yil ara ile belirleyici bir fark yaratmadigi ancak bekletilme yil1 artikg¢a tedrici olarak

aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.

4.5. P. khinjuk Embriyosunda Hormon Degerleri

Cizelge 4.4. P. khinjuk embriyosunda ABA ve GA3 degerleri”

Bekletilme  Siiresi (Yil) ABA(Ng/g) GA:s (ng/g) ABA/ GA3
0 (Yeni hasat) 141.55+8.9° 28.20+1.3¢ 5.05%
4°C
1 48.44 +2.60° 15.67 + 0.5¢ 3.09°
2 38.79 £2.25¢ 12.78+ 0.2¢ 3.03°
3 133.03+8.80° 88.68 + 4.1° 1.50¢
4 97.03+4.55° 7144 +£3.1° 1.35¢
25°C
1 120.67+8.84°¢ 20.24+0.86¢ 2.99°
2 186.9 + 9.202 119.63+8.75? 1.56¢
3 106.45+5.60° 118.92+8.50? 0.89¢
4 74.69+3.75¢ 60.94+ 3¢ 1.22°

*Degerler ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalama + standart sapmast olarak verilmistir. Bu veriler iki yonlit ANOV A testi ile analiz edilmistir.

ABA miktari- Bekletilme Suresi-Sicaklik
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Sekil 4.6. P. khinjuk embriyosunda ABA degerleri
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GA; Miktari-Bekletilme Siresi-Sicaklik
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Sekil 4.7. P. khinjuk embriyosunda GA; degerleri
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Sekil 4.8. P. khinjuk embriyosunda ABA /GA; oranlari

Yeni hasat tohumu embriyosunda ABA/GA3 degerinin (5.05) en yliksek deger
oldugu goriilmektedir. Ayrica 25°C bekletilen 1, 2, 3 ve 4 yil bekletilmis tohum
embriyolarinda ABA/GAz degerinin her gecen yilda kademeli olarak azaldigi
soylenebilmektedir. En diisik ABA/GA3z degeri (0.89) 25 °C’de 3 yil bekletilen
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tohumlarda goriilmiistiir. 4 °C de bekletilen tohum embriyolarinda ABA/GA3 degeri en
yiiksek 1 ve 2 yil bekletilmis tohumlarda (sirasiyla 3.09, 3.03), en diisiik deger ise (1.35)
4 yi1l bekletilen tohumlarda ¢ikmistir. 4 °C bekletilen tohum embriyolarinda ABA/GA3
degerinin 3 ve 4 yil bekletilen tohumlarda ¢ok belirgin bir sekilde diistiigii goze
carpmaktadir. (Cizelge 4.4.). Ancak bu durum g¢imlenme oranlarina yansimamistir.
Bekletilme yillarina gore ABA/GA3 degerinin diisme hizi 25 °C de bekletilen tohum
embriyolarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Paspalum atratum tohumunda 3 °C'de 5 yil bekletilen tohumlarda bekletme
stiresinin gimlenmeyi ¢ok az etkiledigi rapor edilmistir (Kalmbacher at al. 1999). Ancak,
oda sicakliginda bekletilmis piring tohumlari tizerinde yapilan bir ¢galismada 2 y1l sonunda
tohumlarin ¢imlenmesinde %40°lik bir azalmanin oldugu Hu ve ark. (2022) tarafindan
bildirilmistir. Bagka bir ¢aligmada, bugday tohumlar1 40 °C ve 25 °C sicakliklarda 12 ay
boyunca depolanmistir. Depolama siiresi sonunda 40 °C’de tutulan tohumlarin ¢gimlenme
yeteneklerinde %5594, 25 °C’de depolananlarda ise %15-22 oraninda azalma meydana
geldigi belirlenmistir. Arastirmacilar, c¢imlenme ve canlilik degisimleri iizerinde
depolama kosullarinin 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve tohum canliliginin ¢eside
bagli olarak farklilik gosterdigini vurgulamislardir (Strelec at al. 2010). Literattrdeki bu
sonuglar tohum tiiriniin ve bekletilme kosullarin nemli oldugunu vurgulamaktadir. Ayni
sekilde Calismamizda, en fazla 4 yil bekletilmis P. khinjuk tohumlarinda, bu siirenin
tohumun cimlenmesi icin gerekli olan optimal faktorlerin (besin elementi ve diizenleyici
ajanlar) alt sinirma erismedigi varsayilabilir. Endosperm biiytikliigiiniin tohum canli
kalma siiresini ve ¢imlenme oranim etkilediginin Diaz at al. (2015) tarafindan
vurgulanmasi P. khinjuk tohum embriyosu ve endosperm orani bu varsayimimizi
destekleyebilecek duizeydedir.

P. khinjuk tohumlarinda, 4 y1l boyunca yil bazli beta amilaz aktivitesinde artma
ve nisasta miktarinda azalmaya neden oldugu ortaya ¢ikmustir. 25 °C’de bekletilen
tohumlarda beta amilaz aktivitesinin daha yiliksek oldugu bununla beraber nisasta
miktarinda azalmanin daha yiiksek miktarda oldugu goriilmiistir. Endospermli
tohumlarda tohumun enerji kaynagi, beta amilaz tarafindan nisastanin hidrolize edilerek
maltozu agiga cikardigini ve nisasta miktarindaki azalmanin amilaz aktivitesi ile ilgili
oldugu Nomura ve ark. (1969) tarafindan vurgulamistir. Bu ¢alismada nisasta ve amilaz
aktivitesine benzer sonucglar Sharma ve ark. (2010) tarafindan soya fasulyesinde elde
edilmistir. Soya fasulyesinde, endospermdeki nisasta igeriginin bekletilme siiresince

diiserken, amilaz aktivitesinde artis goriildiigli ve oda sicakliginda depolanmanin nisasta
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icerigini daha c¢ok diisiiriitken amilaz aktivitesinde artisin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Sharma at al. 2010). Benzer sekilde Cyclocarya paliurus tohumlariin uyku
halinin kirtlmasi sirasinda nisastanin yaklasik %45'i tikenirken, amilaz aktivitesinin %60
arttig1 rapor edilmistir (Fang at al. 2007). Buna karsin, 2 y1l boyunca depolanan Indica
pirinci tohumlarinda nisasta miktarinda bir degisimin olmadigi da Hu ve ark. (2022)
tarafindan vurgulanmistir. Tohumlar, depolama siiresi boyunca metabolik aktivite
durumunu korudugu ve solunum yoluyla karsilanan bir enerji harcamasi1 devam ettigi ve
solunum hizinin sicaklik, nem igerigi ve tohumun yapisal biitiinligl ile ilgili oldugu
belirtilmistir (Chidananda at al. 2014). Depolama sirasinda artan metabolik aktivite,
nisasta rezervlerinin kullanilmasi nedeniyle azalmasi ile sonuglanir ve bu da ¢imlenen
tohumda solunum i¢in gerekli olan substratlarin azalmasina belkide zamanla titkenmesine
yol acar (Sharma at al. 2010). Tohum ¢imlenmesinin %0 oldugu durumlarda bile a-amilaz
ve B-amilaz aktivitelerinin azaldig1 ancak devam ettigi Paravar ve ark. (2023) tarafindan
bildirilmistir. Ayrica depolama siiresince alfa amilaz aktivitesinde meydana gelen
degisiklik ¢imlenme oranina yansimadigt Marques ve ark. (2014) tarafindan
bildirilmistir. Nitekim bu ¢alismada beta amilaz aktivitesinin en diisiik oldugu zamanda
¢imlenme oraninin en yiiksek oldugu tersi olarak da beta amilaz aktivitesinin en yiiksek
oldugu zamanlarda ¢imlenmenin en yiiksek olmadig: tespit edilmistir. Bu sonug P.
khinjuk tohumunda ¢imlenme i¢in nisasta diginda yag ve protein rezervlerinin de
kullanilabilecegi fikrini ortaya koymaktadir. Beta amilaz etkinligi ya da diger hidrolitik
enzimlerin aktivitesinin ne kadar devam edebilecegi diger bir deyisle rezervlerin ne kadar
uzun stre P. khinjuk tohumunu besleyebilecegi tam olarak bilinememektedir. Ote yandan
4 yillik depolama siiresinin nisasta rezervlerin tiikkenme zamani i¢in yetersiz bir siire
oldugu sdylenebilmektedir.

Yeni hasat edilen Caryocar brasiliense tohumlar1 (Pinto ve ark. 2025) ve musir
tohumlarinda (Yue ve ark. 2024) yiiksek ABA/GA3 orami ve diisiik ¢imlenme orani
gorulirken Caryocar brasiliense tohumlarinin bir y1l bekletilmesi ve misir tohumlarinin
da sekiz ay bekletilmesi ile ABA/GAz oraninda azalmalar oldugu ve ¢imlenmenin artigi
bildirilmigtir. Buna karsin musir bitkisinde sekiz aylik bekletme sonunda ABA/GA3
oraninda degisme olmadigr halde c¢imlenmede %50 azalmanin oldugu bildirilmistir
(Wang at al. (2022). Bu c¢alismada P. khinjuk yeni hasat tohumu embriyolarinda
ABA/GA3 oran1 en yilksek olmasmna ragmen c¢imlenmenin en yiiksek olmasi
diisiindiiriiciidiir. Buna ek olarak bekletilen tohumlar icerisinde en diisiik ABA/GA3

oraninin 3 yillik tohumlarda tespit edildigi ve bu durumun ¢imlenmeye yansidigi
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goriilmiistiir. Bu ¢alismamizdaki sonuglarla ortiisen sonuglar Idesia polycarpa Maxim
(Yanmei at al. 2018) ve soya fasulyesi tohumlarinda (Shuai at al. 2017) da goriilmiistiir.
Ancak hem ylksek ABA/GA3z hem de diisik ABA/GA3z oraninda yiiksek ¢imlenmenin
gorulmesi, P. khinjuk tohumunda sadece ABA/GAz orami goz oOniinde bulunarak
cimlenme ile ilgili bir ¢ikarimin yapilamayacagi ve bekletilme siiresinin embriyoda
gerceklesen c¢imlenmede etkili olan baska faktorlerin farkli genetik tepkilere neden
oldugu varsayilmaktadir. Malviya ve Gayen, (2025) tohumlarin canliligin1 ve kalitesini
stirdiirmek i¢in, tohum 6mriiyle ilgili genler, hormon sinyalleri ve alt sistemler arasindaki
etkilesimlerin anlasilmasi gerektigi vurgulanmistir ve tahminlerimizi desteklemistir. Yeni
hasat tohumlarindan ¢imlenen bireylerin ve bekletilerek ¢cimlenen bireylerin biyotik ve
abiyotik streslere karst ne kadar rekabetci oldugunu belkide bu genetik tepkiler

belirleyebilecektir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada, yeni hasat edilen P. khinjuk tohumlar1 herhangi bir isleme tabii
tutulmadan nemli ve karanlik pamuk ortaminda %81°lik ¢imlenme orani gostermistir.
Bekletilme siiresi (1, 2, 3 ve 4 yil) ¢cimlenmeyi olumsuz etkilemistir. Literatiirde yeni
hasat tohumlariin dormansi kirici bir yontem uygulanmadan bu oranda ylksek ¢cimlenme
degerlerine rastlanmamistir. Ayrica bekletilme sicakliginin tohum ¢imlenmesinde ¢ok
etkili olmadig1 goriilmektedir.

Bekletilme siiresince beta amilaz aktivitesi artarken nisasta miktar1 azalmig fakat
bu durum cimlenmeye yansimadigindan endospermdeki nisasta rezervi ve beta amilaz
aktivitesi rolii belirlenememistir.

Bekletilme suresince ABA/GA3 oraninda azalma olmasina ragmen ¢imlenme
oraninda fark edilir derecede ¢imlenme artig1 olmamistir. Aksine literatiir caligsmalarinda
blyuk ekseriyetle ABA/GAgz oranindaki azalma ¢imlenme orani artigiyla sonuglanmastir.
ABA/GA:3 degerinin azalmasi ile beta amilaz aktivitesinde artma ve nigasta miktarinda
azalma goriiliirken ¢imlenme oraninin artmadig: tespit edilmistir.

P. khinjuk tdrd igin dort yillik bekletilme siiresi ve bekletilme sicakliginin
cimlenmeye bagli olarak fizyolojik dormansi durumu tespitinde nisasta miktari, beta

amilaz aktivitesi ve ABA/GA3 degeri arasinda bir korelasyon kurulamamustir.

5.2. Oneriler

Bekletilerek ¢imlenen tohumlarin yeni hasat tohumlarina gére dogal ortaminda
maruz kaldig1 abiyotik ve biyotik streslere karsi test edilerek rekabet giiclinlin ortaya
konmasi1 6nem arz etmektedir. Ciinkii asil olan aslinda ¢cimlenme orani degil ¢imlendikten
sonra rekabetgi olup yasamaya devam eden bireylerin tespit edilmesidir.

Cimlenmede fizyolojik olaylarin o6zellikle rezervlerin kullanilmasi nigasta
miktar1 ve beta amilaz aktivitesi yerine diger hidrolitik enzimlerin degerlendirilmesi
ozellikle yag asitleri miktar1 ve lipaz aktivitesi degerlendirilebilir.

Uyku halindeki tohumu besleyen rezervlerden (nisasta, yag ve protein) hangi

rezervin ¢imlenmede belirleyici bir parametre olarak kullanilacagi belirlenmelidir.
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Bekletilme siiresince protein hasarlari, proteaz enzim aktivitesi ve bunlarin
oksinlerle (B-indoleasetik asit) iligkisi ya da etilen ve Brassinosteroidler ile ABA
arasindaki parametreler P. khinjuk tohumlarinin fizyolojik dormansisinin belirlenmesinde

alternatif parametreler olarak kullanilabilir.
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