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PINUS HALEPENSIS MILLIN AGA(Q UZERINDE ACILMADAN KALAN
KOZALAKLARINDAKI TOHUMLARDA VUKUA GELEN PROTEIN BUNYE
BOZULUSLARI UZERINDE ARASTIRMALAR !

Yazanlar:

Muzaffer SELIK ve Gerhard BODO

GIRIS

Pinus brutia Ten.'de bazi kozalaklar acilmamakta ve agac Uzerinde kalmakta-

cirlar. Bu gibi kozalaklarda nor-
mal goriiniislii tohumlardan bas-
ka, patolojik goriinliste, siyah
renkli tohumlar da dikkati ce-
ker. Boyle sivah renkli tohum-
larin tohum muhtevas) kabugun
icini tamamen doldurmaz, bir
biiziilme gdsterir ve asmer hir
gorunils arzeder. Bu sekilde to-
hum muhtevas: renginin kah-
verengine donmesi tohumlarmn
yaslar arttikea fazlalasir (SELIK
19539). Kozalak ve tohumlardaki
benzeri tezahiirlere halep camla-
rinda da rastlanir (Resim: 1). Bl-
tiin bu degismeler tohum muhte-
vasimnin az veya cok bir degisikli-
ge ugradig1 yani bozuldugu kana-
atini uyandirmaktadir.

JONES et al. (CROCKER ve
BARTON 1953'de not edildigine
gore), tohumlar depolandig1 tak-
dirde, proteinlerde serbest amino
asitleri tesekkiilii seklinde beliren
bir binye bozulusuna isaret etmis
bulunmaktadirlar. Ancak mezkur
arastirmalar sadece bugday ve
haklagiller tohumlarin1 hahis ko-
nusu etmektedir.

Bu calismada tohumlarda, yu-
karida aciklandigi sekilde, beli-

RESIWM 1. & senelik sihhatsiz goriinisli bir Pinus halepensis tohu-
munun esmerlesmis ve biiziilmiis tohum muhtevasi

1 Bu yazi Planta, Bd. 54, Heft 4, S. 404-408 (1960)'da nesredilmis olan ''Untersucungen iiber den Eiweissabbau
in den Samen der auf dem Baum bleibenden Zapfen von Pinus. halepensis Mill.”" almanca aslindan terciime edilmistir
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wen degismeler sirasinda tohum muhtevas: proteinlerde bir biinye bozulusunun vuku-
a gelip gelmedigi ve bu hususta ne gibi sebeplerin bulunabilecegi arastirilmstir.

Arastirmada proteinlerin- parcalanmasinin olciisii olarak bunlarin serbest ami-
no asitleri muhtevasim kullanms bulunuyoruz.

MATERYEL VE METOD

Acilmamis kozalaklar Istanbul Orman Fakiiltesi yakinindaki mecrede meveut
‘gen¢ halep camlarindan alindi (takriben 30 yasinda). Kczalaklamn yasi, izerinde
bulunduklarn dalhn yillhik halkalar sayilmak suretiyle tesbit olundu. Kozalaklar elle
:aacildi. Her yas grubuna ait sihhatli goriiniiste olmayvan tohumlar bir araya getirile-
rek kabuklarm:dan c¢ikarildi. Her gruptan alinan 1-2 gr, tohum yaglarin uzaklasti-
rilmas1 maksadiyla, 25 ml. hexan'la 2-3 dakika miiddetle homogenize edildi. Bunu
takiben homogenisad stiziildii. Bakiye 25 ml. % 80 lik alkolle ekstraksiyona tabi tu-
tularak serbest amino asitleri elde edildi (oda sicakhginda takriben 3 saat). Elde edi-
fen eriyikler vakumda max. 60° C da buharlastirildi ve bakiyeler #3530 lik 2 ml al-
kolle eritildi.

Mukayeseyi saglamak lzere kot gérunisli tohumlarin elde olundugu kozalak-
lardan saglam, sihhatli tohumlar da s
<ikarildi ve bunlardan da serbest . g/ g 43 74 45 R
amino asitleri arastinldz. Bu is en - |
vash 6 senelik kozalaklarda miin- I
kiin olamadigindan, bu maksat icin  72/| O"
miiteakip en yasli, 5 senelik tohun- i/O Oé
¢
|
|

lar kullanildi.

Amino asitlerinin ayrilmas: ve |
identifikasyonu Whatman Nr. 1 ka- | é’D
s1di kullanilarak iki dimeasiyonia g | 4
kagit kromatografisi metodu ile ya- ;| 8’
pildi.  Biitiin  numunelerden  esit | 7+ Q”
miktarlar temin olunamadaigindan g :
her ¢ikis noktasi basina 8 mg. tohum i G .
muhtevasina tekabill edecek kadar “ ,l,D !
bir miktar tasindi. Her iki istika- s |
mette de alcalan kromatografi me- gz Q
todu Kkullanildi, Kromatogremlarin 4 _ B J|
inkisafi 1. yonde 78 : 18 . 2 nisbe-

tinde kamstinlmus bir n-Fropanol: RESIM 2. 6 senelik patclojik gérinishi tohumlari Ti dimen-

i B siyonlu Kromatogrami, 1. Cystin, 2. Aspartic asid, 3. Lysin/
HOH : konz. Amonyak; 2. yonde iSe  pqparagin, 4. Arginin/Glutamin /Histidin, 5. Glutamic asic, 6.

4 : 1 : 1 nisbetinde bir n-Butanol :  Serin/Glykooll, 7. Threonin, 8. Alanin, 9. Prolin, 10. Tyrosin,
HOH : yogun asetik asitten iharet 11. Amino butrikasid 12. Valin /Methicnin, 13. Phenylalanin, 14.
bir kamsimda yamldi. Renk inkisa- Leuzin /lsoleuzin

f1 %75 lik alkolde eritilmis %5 lik 3

Ninhidrin piskirtmek ve akabinde ;sxtmak (40" C, miiddet yarim saat) suretiyle
-vapildi. Arginin'in spesifik ayraci olarak SAKAGUCHI (TURBA 1934-, Histidin ve
“Tyrosin ayiraci olarak da PAULY - reaksiyonu (LISKENS 1953) kullamld.

6 senelik tohumlara ait ve tohum proteinlerinde mevcut hemen biitiin amino asit-
derini gosteren bir kromatogram (Resim: 2) de gorilmektedir,
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Tohum proteinlerinin amino asitleri terkibi hakkinda bir fikir edinmek icin, 2’
senelik sihhatli tohumlar hidroliz islemine tabi tutuldu. Bu maksatla 0,5 gr. tohum
ve 50 ml. damitik ve konstant olarak kaynayan kloridrik asit (takriben 6n), bir mus-
lugu olan yuvarlak cam kap icerisinde dnce bir saat miiddetle birakildi, bunu takiben:
40° C'ye kadar isitildi. Bir su pompas: vasitasiyla kabin havasi bosaltildi. Cam kap-
taki hava c¢iktiktan sonra, kap, uvgun diger bir kabmn icine yerlestirildi ve bu, em--
niyet sebebiyle kumla dolduruldu. Bunu takiben kurutma dolabinda 24 saat middet-
le 110° C'de 1sit1ldi. Soguttuktan sonra 50 ml. su ilave edildi ve tesekkiil etmis olan
Humin siiziildi. Eriyik vakumda max. 60° C’lik banyo sicakhginda kuruyuncaya ka-
dar buharlastirildi, bir defa daha biraz su ile 1slatildi ve tekrar vakumda kurutuldu.
Bundan sonra bakiye 5 ml, su ile céziilldii ve kromatogram basma 5 ml. (0.5 mg. hk.
kadar miktarda orijinal maddeye tekabiil edecek sekilde) kullanildi.

NETICELER

Asagidaki tabloda deneme neticeleri bir araya getirilmis bulunmaktadir.

Tohum yaslam = & X g =
Leke ) : ‘ (sene olarak) E E g E E 2
e Amino asitleri g ? |3 g S
3 4 5 6 v T lnz2 T
2=
1 Cystin - N i + _ +
2 Aspartic asid - + o+ +1 x++ | — P
3 Lysin/Asparagin o : e
4 Arginin/Glutamin
Histidin + * -+ + o+ X+ + + A
53 Glutamic asid + + + 4548 B & Ernas
6 Serin/Glykokoll : + -+ x + + o %+ b
A Threonin o - - s — X+ +
8 Alanin - + - + + x + + i i o
9 Prolin — = - ++ = “++ K
10 Tyrosin Ao + ++ e x++ E
11 Y-Amino butrik asit - + ++ + o+ ?
12 Valin/Methionin Eees -+ X+ + ? % 4§
13 Phenylalanin : - = AR . %P
14 Leuzin,/Iscleuzin — + + + x + + ? ++ +

Sakaguchi reaksiyonu yardimi ile Arginin’in biitiin arastirilan numunelerde mev-
cut oldugu gosterilmistir. Pauly reaksiyonu ile de Histidin'in dérneklerde ancak eseri
miktarda bulundugu tesbit olunmustur.

Serbest amino asitlerinin miktar ve sayvisi patolojik goriiniisteki tohumlarin ar-
tan vas: ile gayvet bariz olarak yiikselir. Buna karsilik bes senelik sihhatli tohum-
larda 3 wvilhk kétil gériiniislii tohuimlara nazaran dikkati cekecek bir yilikselme go-
rillmez.

2 senelik tohumlarm hidrolisad1 tohum proteinlerinde, proteinler i¢in karakte-
ristik «olan, biitiin amino asitlerinin meveut oldugunu gostermektedir. Ninhidrin re-.
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aksiyonu ile sar1 renk veren ve sihhatli olarak tesbit edilemiyen diger bir leke muh-
temelen Oxypirolin'dir.

MUNAKASA

Yukanrda zikredilen arastirma neticeleri, yash sihhatsiz goriintisteki tohumia-
rin daha az eski olanlara nazaran miithim nisbette ilerlemis bir protein biinye bozulusu
zosterdigini ortayva koymus bulunmaktadir. Bu biinye bozulusunun tohumlarin ar-
tan yaslarn ile tedricen fazlalasmakta oldugu goriilmektedir.

Tohumlarin agac tizerinde tabii clarak depolanmasimin bu protein parcalanma-
sinin sebebini teskil ettigi distiniilebilir. Fakat boyle agacta kalan kozalaklarin ay-
m zamanda proteinlerinde herhangi ilerlemis bir biin-
ye bozulmasi goritlmeyen sihhatli tohumlar da ihtiva
etmekte olduklari dikkate alinacak olursa, bu takdir-
de depolanmanin sebep teskil etmedigi anlasilir. Filha-
kika daha yakindan incelendigi zaman, bu tohumlarin
tam manasiyvla norinal olmayan zayif gelismis embri-
volar1 ihtiva ettikleri (Resim: 3) veya hic embriyo
tasimachklar goriiliir (Parthenospermi). Boyle tohum-
Jarda proteinler tedricen parcalanmaya baslamaktadir.
Bu gibi hallerde endosperm’in déllenmenin vukuun-
dan evvel tesekkillii (primer endosperm) rnaksatsiz bir
materyel sarfivatindan baska bir sey ifade etmemek-
tedir.

HULASA

1. Pinus halepensis WMill.'in agacta kapah olarak
kalan kozalaklarimin patolojik goriinaslic tohumlarin
da bir protein biinye bozulmasimin vukubuldugu tes-
bit olunmustur. Tesekkill eden serbest amino asitleri-
nin miktar ve sayisi kozalagin dolayisiyla tohumun ar-
tan vas ile yukselir

RESIM 3. P. halepensis Mill."in zayif
gelismis Embriyolari.

2. Endosperm’in, déllenmenin vukuundan evvel
tesekkidiinin bazan lizumsuz bir materyel israfi olduguna isaret olunmustur.
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