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OZ: Bu ¢alismada aspir bitkisinin farkli biiviime dénemlerinde icsel gibberellik asit (GA3),
indol-3-asetik asit (IAA) ve absisik asit (ABA) degisimleri biyolojik testler ve Reversed Phase High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ile saptanmisir. Rozet biiyiime déneminde bitkide i¢sel GA;z
artislarina paralel olarak sapa kalkma uyarimis ve sapa kalkmanin baslamasiyla i¢sel GA; seviyesinde
hizly bir diisiis olmustur. GA;iin diisiik seviyeleri ile ¢iceklenmenin uyarilmast arasinda yakin bir iligkinin
varhigi tespit edilmistir. IAA en yiiksek seviyesine tomurcuklanma déneminde ulasmistir. Bu sonug; aspir
bitkisinin ¢icek tomurcugu farklilasmasinda IAA min aktif bir rolii olabilecegini gostermistir. Cigeklenme
doneminde GA; miktarinda azalma olurken, ABA miktarinda gozle goriiliir artis saptanmisir. Rozet
ddneminde nispeten yiiksek olan ABA konsantrasyonu sapa kalkmayla azalmaya, ¢igeklenmeye dogru ise
artmaya baslanmistir. Farkli konsantrasyonlarda bulunan ¢icek tablalarindaki i¢sel hormon degisimleri,
aspirde ¢igeklenme intervalinin olusumunda ézellikle ABA 'min etkin rol oynadigini ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Aspir, Carthamus tinctorius L, IAA, ABA, GA;, ¢iceklenme

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF ENDOGENOUS PLANT
HORMONES AT DIFFERENT GROWING STAGES IN
SAFFLOWER (Carthamus tinctorius L.)

ABSTRACT: Changes in content of endogenous gibberellic acid (GA3), indole acetic acid (IAA4)
and absisic acid (ABA) in different growth stages of safflower were determined by the Reversed-Phase
HPLC and biassay techniques. Bolting began to initiate in relation to increment of GA; and the content of
endogenous GA; sharply decreased soon after the initiation. A close relation was determined between the
initiation flower buds and low levels of GAs. IAA reached the highest level at the bud formation stage. This
result showed that IAA might play an active role on differentation of flower bud formation. The relatively
high concentration of ABA detected at the rosette stage began to decrease at bolting stage. However, the
ABA level again increased in prior to blooming. Changes in the levels of endogenous plant hormones in
flower bud took place in different parts of the plant showed that ABA plays an important role on the
formation of flowering in safflower.

Keywords: Safflower, Carthamus tinctorius L. , IAA, ABA, GA;, flowering.
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GIRIS

Uzun yillardan beri yapilan yogun ve dikkatli caligmalara ragmen, tiniversal
gigeklenme hormonu olarak adlandirilan florigenin izolasyonu saglanamamistir.
Bundaki basarisizlik sadece etkin bir biyoanaliz teknigi olmayisindan degil, ayni
zamanda belki de daha oOnemli olarak, etkin bir ekstraksiyon tekniginin
gelistirilememis olmasindan da kaynaklanmaktadir (Barnier ve ark., 1991). Bununla
birlikte, biyolojik materyallerde ¢ok diisik konsantrasyonlarda bulunan
fitohormonlar, HPLC ve Gaz Kromatografi (GC) ve Mass Spektrometri (MS)
teknikleri yardimiyla fitohormonlarin ayirimi, izolasyonu, tanimlanmasi ve kantitatif
olarak belirlenmesi etkin bir sekilde yapilabilmektedir (Hardin ve Stutte, 1981;
Durley ve ark., 1982; Wurst ve ark., 1980 ve 1984; Chen, 1983,1987 ve 1990; Potter
ve ark., 1993).

Compositeae familyasindan olan aspir (Carthamus tinctorius L.) degerli bir
yag bitkisidir. Aspir bitkisinde ¢igeklenme ana sap tablasi ile baslamakta ve i¢ ige
dominansi kirilmalar1 sonunda sirasiyla primer, sekonder ve tersiyer dal tablalarinin
¢igeklenmesinin izledigi diizenli bir intervalle devam etmektedir (Baydar ve Yiice,
1996). Cigeklenme intervalinin 3-4 hafta gibi uzun bir siirede tamamlanmasi, bitki
igerisinde tarimsal degeri yiiksek olan pek ¢ok oOzellik bakimindan biiylik bir
varyasyona neden olmaktadir. Ornegin ilk ¢iceklenmenin oldugu ana tabla
tohumlarinin yag igerigi %43,9 iken, en son ciceklenen tersiyer dal tablasi
tohumlarinda bu deger %14,5 gibi ¢ok diisiik diizeylere inmektedir (Baydar ve Yiice,
1996). Bundan bagka c¢igeklenmenin uzun siire devam etmesi, bitki iginde
olgunlagmanin oldukga heterojen olmasina ve sonugta makinali hasat islemlerinin
zorlasmasina neden olmaktadir. Eger aspirde ¢iceklenmenin fizyolojisi tam olarak
aydinlatilabilirse, iizerinde durulan sorunlarin ¢oziimiine daha gergekei
yaklagimlarda bulunabilecektir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada materyal olarak 1996 yilinda Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesine ait deneme tarlasinda yetistirilen aspir bitkileri (E-10 hatt1)
kullanilmistir. Ekim, 19 Nisan 1996 tarihinde 100 m?’lik bir alanda ve 70 x 25 cm
siklikta yapilmigtir. Yetistirilen bitkilerin rozet yapraklilik ve sapa kalkma baslangici
donemlerinde yapraklarda; sapa kalkma, tomurcuklanma, ilk ve tam g¢igeklenme
donemlerinde ise yaprak, sap ve ¢igek organlarinda igsel hormon analizleri
yapilmistir.
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Ekstraksiyon Islemleri: 10 g’lik yas bitki ornekleri, %70’lik methanolde
homogenizatér ile pargalandiktan sonra bir gece 4 °C derecede tutulmus ve ekstrakt,
Whatmann kagidindan siiziilerek siiziintii kismi alinmistir. Kalintt kismi yeniden
%70’1lik alkolde pargalanmig ve Whatmann kagidindan siiziilerek, birinci ve ikinci
stiziintliler birlestirilmistir. Elde edilen siiziintiiniin alkolii, rotari evaporatdrde
ugurulduktan sonra pH’s1 fosfat buffer ile 8,5’¢ ayarlanmig ve etil asetat ile 3 defa
¢alkalanmistir. Sulu fazin pH’s1 1 N HCl ile 2,5’e ayarlanmistir. Sulu kisimda kalan
¢ok az miktardaki etil asetat rotari evaporatorde ugurulmus ve ¢ozelti di etil eterle 3
defa calkalanmistir. Toplanan eterli faz susuz sodyum siilfattan siiziilerek etere
karisan su uzaklagtirilmis ve eter, rotari evaporatérde alinmistir. Balonda kalan kuru
kalinti maddeleri 1 cc methanolde ¢oziilerek viol iginde 4 °C’de muhafaza
edilmislerdir.

ince Tabaka Kromatografi islemleri: Elde edilen saflastirilmamus ekstraklarin
bilesenlerine ayirimi ITK (Ince Tabaka Kromotografi)’da yapilmistir. Hamilton
siringa ile 100 pl gekilen ekstrakt TLC (Merc Kieselgel 60 F,s4) plakasi iizerine
enjekte edilmis ve TLC tankinda isopropil alkol: amonyak:su (84:8:8) bulunan
karisimda yiikseltilmistir. UV kabininde TLC plakasi iizerinde IAA Rfys, GA Rfy,
ve ABA Rf;’de saptanmistir. Bu bantlar HPLC ve biyolojik test analizlerinde
kullanilmak i¢in 1 cc metil alkol iginde ¢6ziilmustiir.

HPLC ve Biyolojik Testler: Ornekler auto sampler (Maratho), karistirici ve pompa
sistemi (Varian 9010), kolon firmi1 (Mistral) ve UV dedektorii (Varian 9050)
kapsayan Reversed-Phase HPLC’de analiz edilmislerdir. UV dedektorde dalga
boylar1; GAj; i¢in 208 nm, ABA i¢in 265 nm ve IAA i¢in 280 nm’ye ayarlanmis ve
analizler Niikleosil Cig (4.6 mm x 150 mm) kolonda yiiriitilmiistiir. Mobil fazlar
GA; igin %30 methanol (0.1 M H3PO, ile pH’s1 3’e ayarlanmig), ABA igin %55
methanol (0.1 M asetik asit icerisinde) ve IAA igin %35 methanol (%1°lik asetik asit
igerisinde) olarak uygulanmis ve akis hizi 1 mm/dk olarak ayarlanmuistir.

IAA ve ABA’nin biyolojik testlerinde yulaf koleoptil testi, GA; analizinde
ise marul hipokotil testi (Kaynak, 1992) kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Aspir bitkisinin gesitli bitki organlarinda birbirini izleyen 6 farkli biiylime
ve gelisme doneminde GA;, IAA ve ABA’nin HPLC ve biyolojik test sonuglari
Cizelge 1°de verilmistir. Bitkide en yiiksek igsel GAj; seviyesi Dbiyolojik test
sonuglarina gore sapa kalkma doneminde, HPLC’de ise sapa kalkma baglangicinda
saptanmistir (Cizelge 1 ve Sekil 1). Tomurcuk farklilagsmasi ile birlikte yaprak ve
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sapta igsel GA; seviyeleri azalmigtir. Bu sonuglar, aspir bitkisinde 5-8 gercek
yaprakli olarak gelisimin siirdiigii rozet biiylime doneminde igsel GA; artiglarina
paralel olarak bitkide sapa kalkmay uyardigini gostermektedir.

Ozellikle kighk soguklama ihtiyact duyan bazi iki yillik uzun giin
bitkilerinde, digsal GA; uygulamalariin bitkinin soguklama ve uzun giin istegini
kirarak rozet donemden sapa kalkmaya gecisi sagladigi bilinmektedir (Salisbury ve
Ross, 1985). Benzer sekilde Baydar ve Yiice (1996), aspir bitkilerinin rozet
yapraklarmma distan GA; uygulamislar ve bitkilerin ¢evresel degisimleri
beklemeksizin sap uzamasini gergeklestirdiklerini saptamislardir. Potter ve ark.
(1993) aspirde GAj’ilin; epidermal hiicre biiyiikliigiinii, bogum arasi uzunlugunu ve
bogum arasi hiicre sayisini artirarak sap uzamasini sagladigini belirtmislerdir. Dissal
GA; uygulamalar1 vegetatif biliyiimeyi tesvik etmekle birlikte verimi diistirecek
sekilde bitkide ¢igek tablasi gelisimini ve tohum {iretimini de azaltmaktadir. Benzer
sonuglar Potter ve ark. (1993) ve Baydar ve Yiice (1996) tarafindan elde edilmistir.

Cicek tomurcugu olusumuyla birlikte bitkide igsel GA; konsantrasyonunun
onemli oranlarda diislis gostermesi (Cizelge 1 ve Sekil 1), diisiik GA; seviyeleri ile
¢igeklenme arasinda yakin bir iligkinin oldugunu gostermektedir. Diisiik i¢sel GA3
seviyesi ile giceklenmeye gegis iliskisi mango (Magnifera indica) ve ligi (Litchi
chinensis) bitkilerinde yapilan ¢aligmalarda da ortaya konmustur (Pal ve Ram, 1978;
Chen, 1983, 1987 ve 1990). Bununla birlikte Baydar ve Yiice (1996), aspirde ¢igek
tomurcugu primordialarinin olustugu donemde distan uygulanan GAj’lin kontrol
bitkilerine gore giceklenmeyi 5-9 giin daha dnce baslattigin1 belirtmektedirler. Elde
edilen sonuglar distan GA; uygulamasimin dogrudan ¢i¢eklenme iizerine degil, sap
uzamasini tesvik ederek reprodiiktif doneme gegisi hizlandirdigint géstermektedir.
Evans (1971), degisik bir yaklagimla bitkilerin ¢ogunlukla giceklenme igin belirli
diizeylerde gibberelline gereksinim duydugunu, ancak bu diizeyin 6zellikle uzun giin
bitkilerinde ¢igeklenmeyi sinirlandirabilecegini bildirmistir.

Biyolojik test sonuglar1 igsel IAA’nin yapraklarda tomurcuklanma
donemine, sapta ise ilk c¢iceklenme donemine kadar artmis ve daha sonraki
donemlerde ise genel olarak azalis egiliminde olmustur. HPLC analizinde ise sadece
tomurcuklanma doéneminde yapraklarda 0,05 mg.g.”" kadar IAA tesbit edilmistir
(Cizelge 1). IAA’nin belirlenemedigi diger dénemlerde de kuskusuz HPLC’nin
saptayamayacagi diisiik diizeylerde IAA bulunmaktadir. Biyolojik test sonuglariyla
birlikte degerlendirildiginde IAA’nin en yiiksek seviyeye tomurcuklanma déneminde
ulastig1 goriillmektedir. Bu durum aspir bitkisinin ¢igek tomurcugu farklilagsmasinda
IAA nin aktif bir rol oynadigin1 géstermektedir. Unsal (1993), oksinlerin ve dzellikle
de TAA ve NAA’nin reprodiiktif doneme geciste etkili olmalar1 yaninda, genelde
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ciceklenmeyi engelleyici ozellikleri oldugunu, bunun da etilenin iiretimini uyarici
etkisinden kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Cizelge 1. Aspirin farkli bliyime ve gelisme donemlerinde HPLC ve biyolojik
testlerle elde edilen GAs, IAA ve ABA sonuglari.
Table 1. GA;, IAA and ABA levels determined by HPLC and bioassay at different
growing stages of safflower.
Doénemler Yaprak Sap Cigek tablast
Period Leaf Stalk Flower head
GA; | IAA [ABA | GA; | IAA | ABA | GA; | IAA | ABA
HPLC sonuglari (mg.g”' yas agirlik) HPLC results (mg.g-1 fresh weight)
Rozet 0,06 | 0,00 | 0,09 - - - - - -
Rosette
Sapa kalkma 0,15 | 0,00 | 0,05 - - - - - -
baslangici
Starting of bolting
Sapa kalkma 1,08 | 0,00 | 0,07 | 0,07 | 0,00 | 0,00 - - -
Bolting
Tomurcuklanma | 0,06 | 0,05 | 0,10 | 0,10 | 0,00 | 0,02 - - -
Bud initiation
Ilk cigeklenme 0,00 | 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,00 | 0,05 | 0,02 | 0,00 | 0,04
First blooming
Tam ¢igeklenme | 0,00 | 0,00 | 0,26 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,05
Full blooming

Biyolojik test sonuglari (indeks) Bioassay results (index)
Rozet 0,94 | 1,03 | 1,01 - - - - - -
Rosette
Sapa kalkma 0,90 | 1,05 | 1,02 - - - - - -
baslangici
Starting of bolting
Sapa kalkma 1,26 | 1,05 | 1,05 | 1,31 | 1,07 | 1,09 - - -
Bolting
Tomurcuklanma | 0,98 | 1,19 | 1,09 | 1,17 | 1,06 | 1,04 - - -
Bud initiation
Ilk gigeklenme 0,94 1 096 | 1,12 | 1,14 | 1,21 | 1,02 | 0,93 | 0,98 | 1,06
First blooming
Tam ¢igeklenme | 0,80 | 1,05 | 0,96 | 0,89 | 0,94 | 1,05 | 0,89 | 1,05 | 1,04
Full blooming
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ABA’nin biyolojik ve HPLC test sonuglari, bu hormonun GA; ve IAA
degisimleri ile genelde ters bir iliski i¢inde bulundugunu gostermektedir. Rozet
donemde nispeten yiiksek olan ABA konsantrasyonu, sapa kalkmayla birlikte
diismeye, ¢igeklenmeye dogru ise artmaya baslamistir (Cizelge 1 ve Sekil 1). Bu
sonuglar GA;’lin tersine ABA seviyesindeki artig ile ¢i¢eklenme arasinda dogrusal
bir iligkinin oldugunu gostermektedir. Benzer sonuglar mango, li¢i (Chen, 1987 ve
1990) ve zeytinde (Ulger, 1999) elde edilmistir. Chen (1987), mango bitkisinde
ksilemde 6z suyu akisi hizlandikga ¢igeklenmeye gecisin de hizlandigini, 6z suyu
akisinin az oldugu dénemlerde IAA ¢ok oldugu dénemlerde ise ABA seviyelerinin
yiiksek oldugunu saptamistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ise ABA diizeyi ile
ciceklenme arasinda nasil bir iliski oldugu heniiz yeterince agik degildir (Unsal,
1993).
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Y aprak-ABA

Yaprak-GA
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Tomurcuk

Sekil 1. Farkli biiylime donemlerinde aspir bitkisinin farkli organlarinda HPLC
analizi sonucu ortaya ¢ikan GA;, ABA ve IAA miktarlari.

Figure 1. GA;, ABA and IAA levels determined by HPLC at the different growing
stages in different organs of safflower.
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Yapraklarda ozellikle tam ¢igeklenme donemine gegisle birlikte belirgin bir
ABA artis1 olmaktadir (Sekil 1). Bu artislar daha ¢ok yapraklarin olgunlagmaya
tesviki ile ilgili olabilir. Ciinkii yaprak yaslanmasi ve onu izleyen yaprak kopma
bdlgesinin olusumuyla ABA arasinda yakin iligkiler bulunmaktadir (Salisbury ve
Ross, 1985).

Bitkinin sapa kalkma baslangicinda GA; seviyesi yiiksek iken ABA
seviyesinin disiik oldugu saptanmistir. Bunu izleyen dénemlerle birlikte GA; azalis,
ABA ise artis egilimi gostermistir (Sekil 2). Bitkide yiiksek GA; ve diisik ABA
seviyeleri sapa kalkma, tersi durum ise ¢igeklenme egilimini artmistir. GA; ve
ABA’nin nispeten diigiik seviyelerde bulundugu c¢icek tomurcugu olusum
doneminde, diizeyi genelde fazla degismeyen IAA’nin en yiiksek seviyeye ulagmasi,
IAA’nin tomurcuk farklilagmasinda 6nemli olabilecegi olasiligini giiglendirmistir.
Bununla birlikte Chen (1987 ve 1990), ¢igek tomurcugu olusumu ile sitokinin
yiiksek seviyeleri arasinda yakin iligkiler bulundugunu belirtmistir.

Ilk gigeklenmeden tam ¢igeklenmeye gegisle birlikte yaprak ve sapta GA; ve
IAA saptanmazken; ABA’nin yaprakta arttigi, sapta ise azaldig1 goriilmiistiir (Sekil
1). Biyolojik test sonuglarina gore yaprakta GA; azalirken, IAA ve ABA artmistir.
Sapta ise her {i¢ hormonda azalma olmustur (Cizelge 1). Bu gegis siirecinde ¢igek
tablalarinda GA; seviyesi diiserken, IAA ve ABA seviyelerinde artig olmustur. Bu
sonuglar, ana sap tablasinin g¢igeklenmeyle birlikte 6zellikle primer tablalarda GA;
azalirken, IAA ve ABA seviyelerinin arttigina isaret etmektedir.

Aspir bitkisinde ana sap tablasi ile baglayan ve sirasiyla primer, sekonder ve
tersiyer dal tablalari ile devam eden diizenli bir gigeklenme intervali vardir.

Diger birgok bitkide oldugu gibi aspirde de ana tomurcugun lateral
tomurcuklar {izerinde giiglii bir baskinlig1 (dominansi) s6z konusudur. Cigeklenme
intervalinin diizenli olarak islemesi biiyilk bir olasilikla bitki i¢inde yukardan
asagiya ve distan ice dogru gelisen i¢ ige dominansi kirilmalari sonucunda
olmaktadir (Baydar ve Yiice, 1996).
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Sekil 2. Aspir bitkisinin ¢esitli biiylime dénemlerinde HPLC’de saptanan toplam
GA;, IAA ve ABA seviyelerindeki degisimler.

Figure 2. Changes of total GA;, IAA and ABA levels determined by HPLC at the
different growing stages of safflower.

Farkli ¢igek tablalarinda yapilan ABA analizleri, aspirde ¢igek tomurcugu
baskinligmmin ve ¢igeklenme intervalinin olusumunda ABA’nin etkin bir rol
oynayabilecegini gostermistir. Ana tomurcugun ¢iceklendigi donemde, heniiz
¢igeklenmemis olan primer ve sekonder sap tomurcuklari, ¢iceklenmis olan ana
tomurcuga gore daha yiiksek konsantrasyonlarda ABA igermektedir. Primer
tomurcuklarin ¢i¢eklendigi donemde ise halen ¢igeklenmemis olan sekonder
tomurcuklar, ¢igeklenmis olan ana ve primer tomurcuklara gore daha yiikksek ABA
igermektedir. Bir tomurcugun c¢iceklenmesiyle birlikte o tomurcuktaki igsel ABA
seviyesi hizla azalmakta, buna karsin bir siire sonra ¢igeklenecek tomurcuklarda ise
hizla yiikselmektedir. Belki de bir tomurcugun diger tomurcuklarin gelisimini baski
altina alma seyri bu sekilde olmakta ve en son ¢igcek tomurcugu ¢igekleninceye kadar
devam etmektedir. Bir bitkide biitiin ¢igek tomurcuklarinin homojen olarak ayni
anda ciceklenmesini dnleyen ve gelisim sirasina gore uzun bir periyotta seyretmesini
saglayan mekanizmanin tek basina ABA tarafindan yonlendirildigini sdylemek
kuskusuz miimkiin degildir. Ciinkii, ¢ogu fizyolojik olayda oldugu gibi, bu
mekanizmanin islemesinde de bir ¢ok hormonun karsilikli etkilesimlerinin olma
olasilig1 yiiksektir.
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