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GIBBERELLIN Ayprp KARISIMI UYGULAMASI VE ICSEL BITKI
HORMONLARI SEVIYESININ KIZILCAM (Pinus brutia TEN.) TOHUM
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Bu galismamin amaci, gibberellin A (GAyw ) kansim digsal hormon
uygulamasinm kizilgam (Pinus brutia TEN.} tohum bahgesinde gigek sayis1 iizerine
etkilerinin belitlenmesidir. Ayrica bitkide gdzlenen i¢sel-gibberellin A; (GA;3) ve igsel-
absisik asit (ABA) bitki hormonlari seviyesinin ¢igek sayisi tizerine etkileri olup
olmadiginin aragtiilmast da amaglanmistir.

Caligmada, Antalya-Ciglik koyii yakininda kurulu Giindogmus- Eskibag orijinli
11 yasindaki kizilgam tohum bahgesinde bulunan 9273 klon numarall agaclar
kullanilmigtir. Agaclara etanol ve GAy olmak iizere iki tip uygulama yapilmigtu,
Uygulama yapilmams kontrol grubu agaclar ile uygulama yapilmis agaclann vejetatif
siirgiin uglarindan alinan doku &rneklerinde igsel serbest-, bagli-, toplam-GA; ve igsel
serbest-, bagli-, toplam-ABA miktarlart saptanmagtir,

Kizilgam vejetatif siirgiin uglarmdan ahnan doku Ornekleri, igsel-GA; ve igsel-
ABA analizi i¢in ekstraksiyon ve saflagtirma iglemlerine tabi tutulmustur, I¢sel-GA; ve
i¢sel-ABA miktarlarinin belirlenmesinde yiikksek basinghi sivi kromatografisi (HPL.C)
aleti kullanilmusgtar.

Calismamn sonucunda, s6z konusu doku Srmeklerinde igsel-GA; ve igsel-
ABA’'nin hem serbest ve hem de bagh formlarda bulundugu gozlenmis; ve bu
hormonlarn kizilgamda digi ve erkek ¢igek sayisini arttiricl bir etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Bununla beraber GAy0 uygulamasmin kizilgamda disi ve erkek ¢icek
sayisim istatistiksel Snemde arttirdig; ve bu arttirier etkinin erkek cicek sayisi tizerinde
daha gok oldugu saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pinus brutia TEN, Gibberellin Au9, Gibberellin Az,
Absisik Asit, Cigek Sayisi, Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi.
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ABSTRACT

EFEECTS OF GIBBERELLIN A5 APPLICATION AND THE LEVELS OF
ENDOGENOUS PLANT HORMONES ON FLOWERING IN THE RED PINE
(Pinus brutia TEN.) SEED ORCHARD

Sezgi SEREF

M.Sc. in Biology g
Adviser: Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU
May 2003, 68 pages

The aim of this study is to determine the effects of exogenously applied
gibberellin Ay9 (GA4750) mix and the level of endogenous plant hormones, gibberellin
A3 (GAs) and abscisic acid (ABA), on the numbers of flowers produced on the ramets
of a clone in Turkish red pine (Pinus brutia Ten ) seed orchard.

The trees used in this study have a clone number 9273, are located in 11 years
old Turkish red pine seed orchard in Cighk district, Antalya and are originated from
Giindogmus-Eskibag. Two types of treatments have been applied on the trees: ethanol
and GAspp. Endogenous free-, bound-, total-GA; and endogenous free-, bound-, total
-ABA quantities have been determined in the tissue sampled taken from the vegetative
shoot apex of treated and untreated (control) trees.

Tissue samples are exposed to processes of extraction and purification to analyze
endogenous GA; and ABA. The high performance liquid chromatography (HPLC)
instrument has been used to determine the quantities of GAzand ABA. -

At the end of the study, it was found that both free- and bound- endogenous GA;
and endogenous ABA were present in the tissues; and there were no correlation between
the Jevel of these hormones and the numbers of female and male flower production
However, it was found that GAypm application statistically promotes female and male
flower production; and it was more effective on male flowering than female flowering,

KEY WORDS: Pinus brutia Ten., Gibberellin, Gibberellin A4, Abscisic Acid,
Flowering, Flower Production, High Performance Liquid Chromatography
COMMITTEE: Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU (Adviser)
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Prof. Dr. Sadiye GOZLEKCI
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ONSOZ
Tohum bahgeleri, potansiyel olatak genetik kazanglan yiiksek tohum

kaynaklandir. Aynca erken tohum verimi, sik, bol ve kolay tohum toplayabilme

imkanlari bakunindan da yarar saglar (Simsek 1993, Kaya 2001).

Tobum bahgelerinde genetik yénden kaliteli tohum iiretimine engel olan en ciddi
sorunlardan  birisi, tohum bahgeleri digindan gelen yabanci polenlerin tohum
bahgelerindeki disi ¢igekleri dollemesidir (polen kirlilizi). Tohum verimini arttumaya
yonelik islemlerden birisi de hormon uygulamasidir  Tohum bahcelerinde
¢iceklenmenin  ve tohum verimi artiginm  saglanmasima  iki Snemli  sonucu
bulunmaktadiz. Bunlardan birincisi tohum {iretiminde saplanacak artigla veni tesis
edilmesi gereken tohum bahgesi sayistmn azalmass, ikincisi ise bahcede ¢igeklenmenin

artmaslyla olast polen kirliligi oranimin ditsmesidir.

Bitki biiyiime hormonlarmin ¢igeklenme ve tohum verimi iizerine etkilerinin
bilinmesi, tohum bahgelerinin igletilmesi acismdan 6nem tagimaktadir. Dolayisiyla
tohum bahgelerindeki klonlatda,l ¢igeklenme agamasindan olgun kozalaga kadar gegen
stiregte, hormonal seviyenin etkilerinin bilinmesi, gerekli temel verilerin baginda
gelmektedir. Bitki biiyiime hormonlarinin orman afaclanmin bilyiimesi ve gelismesi
lizerinde, organ farklilagmasida, agac formunda, genglikten olgun dSneme gegiste,
gigeklenme tizerinde ve tomurcuktan gelisecek ¢igegin eseyinin belirlenmesinde dnemli
role sahip olduklan bildirilmektedir (Ross ve Phaiis 1976). Yine, orman agaclanna
hormon uygulamasinin, onlart fizyolojik stres altinda tutmann veya her ikisinin
bitlikie, ¢igek olugumunu uyaran metodlar olarak kullanddif: da rapor edilmektedir

(Beaulieu vd 1998)

Literatlt bilgilerine gore, gerek  angiosperm gerekse gymnosperm yiksek
organizasyonlu bitkilerde bitki biiyime hormonlarimn disi ve erkek ciceklenme
tizerinde etkileriyle ilgili kanitlar bulunmaktadir. Ancak gymnosperm bir bitki tiirii olan
kizilgamda gerek igsel-GAs ve igsel-ABA nm, gerekse GAymp uygulamasimin disi ve
etkek gigeklenme {izerine etkileri konusunda yaymlanms bir ¢alismaya

tastlanlamarugtir Yapilan bu gahsma ile icsel-GAs ve icsel-ABA miktarlanmn ve
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GAsmpe  uygulamasinin  kizilgamda  disi ve erkek giceklenme iizerine etkileri
arastiilmistic. Bu ¢alisma sonucunda, GA4z uygulamasimn kizilgamda 6zellikle etkek
gicek sayisim arttirdifin belirlenmistir Bu baglamda tohum bahgesi agaglarinda polen
Uretiminin artmast saglanarak kurulu tohum babgelerinde karsilasilan ve genetik yonden
kaliteli tohum {iretimine engel olan en ciddi soruntardan polen kirliliginin azalmasma.,

bagka bir deyisle kaliteli tohum verimi artiginin saglanmasina katk: getitecektir.

Bu c¢absmanin bamindan sonuna kadar planlanmasinda, yuitilmesinde ve
gergeklestirilmesinde yardimlarimi ve destedini esirgemeyen Akademik Damgmamm
Sayin Prof Dr. $. Fatih TOPCUOGLU na (Ak Un. Fen-Ed. Fak ,Biyoloji Bélimi),
calismamn baslangicindan bugiine kadar biyoloji bdliim olanaklarint sunan degerli
hocalarim Sayin Prof. Dr. Kayahan FISKINa (Ak. Un Fé:n~Ed - Fak ,Biyoloji Bétimii)
ve Saymn Prof. Di. Atila YANIKOGLU’na (Ak. Un. Fen-Ed. Fak ,Biyoloji Bolimil),
degerli katkilarmdan dolay: saygideger hocam Sayin Prof Dr. Kéni 1SIK’a (Ak. Un
Fen-Ed. Fak ,Biyoloji Bolumi), ¢ahigmamn yapilandirilmasinda ve  istatistik
analizlerinde emegi olan Saym Dr Hikmet OZTURK’e (Orm. A ve Toh Isl Aias.
Miid, Ankara), arazi cehigmalarimi gergeklestitmemde kurumumm  olanaklarm
esirgemeyen Saym Yusuf CENGIiZ'e (Bat Akd Orman Aras. Mid) , arazi
¢aligmalaiinin organizasyonunda emegi olan Oim. Yiik. Miih. Sayin Semra KESKIN’e
(Omm. Ag ve Toh. Isl. Arag. Mid, Ankara) vé Orm: Yik. Miih Sayin Melahat
SAHIN’e (Bati Akd Orman Aras. Miid., Antalya), yitksek basingh sivi kromatografisi
aletinin kuulammum 6grenmemde yardumlarm gdidiigiim Sayim Ars. Gor  Asuman
KARADENIZ’e (Ak. Un. Fen-Ede. Fak, Biyoloji Boliimii), deney sonuglannm
istatistik olarak degerlendirilmesinde yardinlatini gordiigiim Saym Prof Dr. Osman
SAKA’ya (Ak. Un Tip Fak, Biyoistatistik Anabilim Dali) ve Sayin Atg Gor Ozgiir
TOSUN’a (Ak. Un Tip Fak, Biyoistatistik Anabilim Dal1), degerli yardimlatindan
otiintt Kimya Bilimi Uzmani Sayin Muharrem GUN’e, bu ¢aligmayi parasal olarak
destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne (Proje no:
21.01.0121.11) ve TUBITAK a [ Proje No: TBAG-AY/278 (1027135)], ayrica hichir
fedakarhktan maddi ve manevi destegi ile her zamna yammda olan aileme ve butada
deginemedigim fakat bu ¢aliymada eme@i gecen herkese tesekkilrii bir borg bilir,

stikranlarimi sunarim
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édildigi, izole edilmis olan bahgelerdir (Kaya 2001). Uluslararast diizeyde
m_-;ﬁg’éhmﬁ tansmi ise: Genetik olarak istiin afaclardan olusan ve genefik agidan
stenmeyen polen kaynaklatindan izole edilmis, sik, bol ve kolay tohum elde edilen,

szel bakim ve isletmeye tabi tutulan plantasyonlardir (Kaya 2001).

ilk tohum bahgeleti kuima diistincesi Beilin Akademisi Miidiirii olan Friedrich

;'Augﬁst.Ludwing von Burgsdorfun 1787 yilinda yazdigs "Yetli ve Yabanci Mese
Tairleri” adli esetinde rastlanmustir. Yazar bu eserinde her yil belitli belirsiz yerlerden
tohum toplanmasi yerine, bu is igin ayrilmig ve 6zel bakima tabi tutulmus mese
65manlarmdan tohum toplanmas: gerektigini nermistir. Daha sonralart cesitli yazariar
lonal tohum bahgeleri kurma diisiincesi iizerinde yazilar yaznuglardir, Asth fidanlar ile
tohum bahgesi kwulmas: ise, itk defa 1934 yilinda Danimatka'da Syiach Larsen

- tarafindan gergeklestirilmistir (Simgek 1993, Kaya 2001}

Zobel ve McElwee’ e gére; tohum bahgeleri, plus agaglardan agik tozlasma
urlinit olan tohumlardan kurulabildigi gibi, klonal diizeyde de kurulabilir (Keskin 1998)
En yaygm tohum bahgesi tipi, belitli bir cografik iklim rejyonundan yada bir mesgcereler
grubundan ve ayn: tiirden segilmis plus agaglarn vejatatif yolla (gelik yada ast kalemi
kullamlarak) tiretilmeleri ije elde edilen fidanlardan otusturulan tohum bahgeleridir. Bu

tip bahgelerde, her bir agac bir klonu temsil ettifinden “Klonal Tohum Bahgesi’ olarak
adlandinlular (Keskin 1998).

Kaya (2001), tohum bahgelerinin: a-) Belitli genetik ozelikleti tagiyan agaclar
verecek tohumlan elde etmek, b-) Genetik dzellikleri sayesinde belirli bdlgelere adapte

olabilen agaglan elde etmek ve ¢-) a ve b maddelerinde belittilen agaglart verecek olan
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netik bakimdan istilin nitelikli tohumlan daha gok miktarda ve daha ekonomik olarak
4o etmek igin kurulduklanm bilditmektedir.

. Tohum bahgeleri potansiyel olarak genetik kazanglan yiiksek tohum kaynaklari
olmalar1 yami siua, erken tohum verimi, sik, bol ve kolay tohum toplayabilme
uﬁkanlaxml saflamas) bakumindan da dnemli olarak nitelendirilmektedir (Simsek 1993,

Kéya 2001). Tohum bahgelerinde tohum olusumunun dogal ormanlara gdie daha erken

basladigt ve sik periyotlar ile devam ettigi de bildirilmektedir (Simgek 1993, Kaya

2001). Tohum bahgelerinden bol tohum elde edilmesinin tohum bahgesinin kuruldugu

.'..yer ile de ilgili oldugunu ve genellikle tohum bahgelerinin tiiriin yayihsimun en gliney

“suun yakiminda veya yayiliginin daha alt zonlarnda tesis edildigini, boylece sicakiigin

~ artmast sonucy tohum veriminin de arttsg bildirilmektedit. Ayrica tohum bahgelerinden

~elde edilen tohumlarn gimlenme kabiliyetinin de yitksck oldugunu bildirmistir (Kaya
2001).

Tohum bahgelerinin kurulmasi zaman, para, beceri ve konu ile ilgili birimlerin
igbirligini gerektitir. Ayrica tohum bahgesinin kurulmas: sirasinda, babgenin kurulacagi
yerin secimi, dizaym, fidanlarin dikim aralig: ve dikim sekli, bitkilerin korunmasi ve
tohumun hasat edilmesi gibi bir gok fakttriin de dikkate alinmasi zorunludur, Kisacas
bir tohum bahgesinin kurulmasi, bakimi ve isletilmesi zaman, para Ve yetigmis is glicil
geiektirir, ﬁstelik bu tohum bahgelerinden elde edilen tobumlarn, genetik bakimdan

giivenilix olmas1 olduk¢a Snemlidir (Kaya 2001).

Orman populasyonlarmin genetik yapisini istenilen yénde degistirmek ve

dogadaki populasyonlan amacimiza gore eveillestitmek konusunda, tohum bahgeleri

afag 1slahgisinin elinde gok dnemli bir aragtir (Keskin 1998) Bu baglamda, istedigimiz

genleii tagtyan bireyler tohum bahgesinde bir araya getirilir; ve bunlar arasma arzu
edilmeyen genlerin karismast da engellenerek 6zel bir gen havuzu olusturulur,
Bunlardan iretiten tohumlarla da istedigimiz Gzellikleri tasiyan yeni generasyonlar

yetistirilebilir (Kaya 2001).




Ormancilik ve agaglandirma galigmalarinda kullantimak iizere gerek duyulan
usttin ozellikli tir ve irklan elde edebilmek igin, genetik bakimdan istiin olan bireyler
segilip bir araya getirilerek tohum bahgeleri kurulur Gerek tanimda, gerekse ormancilik
literattriinde, tohum bahgelerine ve vejetatif iiretme calismalarina sikga rastlanmaktadir

(Kaya 2001).

Orman Bakanlifi tarafindan ilkemizin degisik bolgelerinde, degisik orman
agaglari i¢in 2003 yilina kadar 163 adet tohum bahgesi kurulmugtur Bu 163 adet tohum
bahgesinden 62 adeti kizilgam (Pinus brutia Ten ) turtine aittir {Anonim 2003)

Devlet Planlama Teskilati tarafindan agiklanan Kizilgamn 1994-2003 yillarin
igeren ‘Tirkiye Milli Agac Islalt ve Tohum Uretimi Programt’inda; gerek iilkemizdeki
potansiyel aga¢landirma alanlarimin varligy, gerekse hrzlt biiyiime 6zelligi nedeniyle,
aga¢ 1slah galismalarinda ele alinmast gereken en 6nemli tirlerden bici oldugu
vurgulanmis, yogun 1slah ¢alismalarina konu edilen bes orman agacr tiirii arasinda itk
sirada yer almistir (Keskin 1998) Halen iilkemiz ormanlari igersinde ii¢ milyon hektar:
agan yayiliga sahip olan bu tiriin, tagidign odun serveti toplam 161 milyon m®iin

Uzerindedir (Keskin 1998)

Tiirkiye Orman Envanterine pore; Tiirkiye ibreli orman alanlarmn yaklagtk
%636's1 (3 096 064 Ha) kizilgam ile kapldnw Kizilgamin verimli ve genis ormanlar
olusturdugu bolgelerimizden biri de Antalya havzasidi (Kaya 2001) Kizilgamm diger
orman agact tirlerine gore daha huzlt biyiimesi ve odununun kullansm alanmnm da daha
fazla 6]1na51 nedenleriyle, halen Giiney ve Bati Anadolu bolgelerimizde genis alanfarin
afaclandiilmast amaciyla kizilgam tohumu velveya fidanlan kullaniimaktady. Bu
tohumlann ve onlardan elde edilen fidanlarn “genetik yonden" istiin nitelikleri olmasi
arzu edilir Nitekim bu amagla genotipik bakimdan iistiin oldugu varsayilan agaclar
anag olarak kullamlarak tohum bahceleri kurulmustur  (Kaya 2001)  Tohum
bahgelerinde secilmis iistun nitefikli bireyler arasinda gergeklesen eglesme nedeniyle

elde edilecek genetik kazang tohum mesgerelerinden daha yitksektir




Kurulan tohum bahgelerinde karsilagilan ve genetik yonden kaliteli tohum
firetimine engel olan en ciddi sorunlardan birisi polen kitliligidir. Tohum verimini

arttumaya yonelik islemlerden birisi de hormon uygulamasidir.

Tohum bahgelerinde giceklenmenin ve tohum verimi arlisinin saglanmasmin iki
énemli sonucu bulunmaktadir. Buniardan birincisi tohum liretiminde saglanacak artisla
tesis edilmesi gereken tohum bahgesi sayisimn  azalmas, ikincisi ise bahgede

¢igeklenmenin artmasiyla olasi polen kirliligi oranimin diismesidir.

Antalya ybresinde, kizilgam tiiriine ait, kuruluglarr 1978 vilinda baslatilmis,
farklt orijinlerden gelen, oniki adet kional tohum bahgesi bulunmaktadir, Arastirma
konusunun alam olan, Antalya Orman Bolge Mudiirliigii Ditzlercam: Sefligi’ne bagl,
Cighk kéyll civarmdaki Giindogmus-Eskibag orijinli tohum bahgesi de bunlardan
birisidir.

Picea abies tiiriine ait farkli yerlerde kurulmus tohum bahgelerinde, Skieppa ve
Tutturen tarafindan yapilan bir arastirmaday bahgelerin bulundugu yéreler arasinda, her
bahg¢ede farkli yillarda ve aym bahcedeki klonlar arasinda genis varyasyonlarin
bulundugu agﬂdanm@tu: Ayrnica gigek verimi lizerinde, cevresel faktorlerin ve klonlatin

transfer edildigi alanlanin enlem ve boylamlarmn etkisi oldugu da belirtilmistir (Keskin
1998).

tarafindan yapilan bir arastirmada, ciceklenme fenolojisi ve tohum verimi te yil
boyunca incelenmistir. Cografik orijinleri farkli olan alt1 bélgeye ait klonlann, bolgeler
arasi ve bdlgeleri¢i varyasyonunun belirlenmesi amactyla yapilan analizlerde, bolgeler
arasindaki farklihiklar nedeniyle, tohum aguliklar;; klonlar arasindaki farkliliklar
nedeniyle, aga¢ bagina diisen kozalak sayist ve kozalak bagina diisen dolu tohum sayist
arasinda biiyiik varyasyonlar oldufu gérilmiistiir. Bu arastirma sonucuna glire, disiik
tohum veriminin, tahmin edildigi gibi biyiik oranda ¢igek fenolojisindeki
uyumsuzluktan kaynaklanmadig: belirtilmektedir. Tohum bahgesindeki toplam tohum

tiretimine klonlarin katkisi, polen dafima dénemi boyunca biiyiik oranda rastlantisaldir




Yapilan fenolojik gdzlemlerde, klonlann bityiik bir kisminda, polen dagilma déneminin
baglangiendan 2 giin soma disi ¢icekletin alicr doneme gectikleri gbzlenmistir.
Bahgede, 11 giin boyunca, tiim klonlarin polen dafilma dénemi aym donem icinde
¢akismus, diger giinlerde polen hareket -asamalan klonlar arasinda farkls olmustur.
Yukarida sézii edilen aragtimalardan da anlagldigi gibi, tohum bahgelerinde kozalak
verimi, ¢icek vetimi ve klonlar arasindaki iliskiler; afac tiiriine, kismen de agaclarin ve

tohum bahgesinin tasidhg diger dzelliklere gore farklilik géstermektedir (Keskin 1998).

Bitki biiyiime ve gelismesinde 1ol oynayan en onemli igsel faktorlerden birisi
bitki biiyiime maddeleridir. Bitki biiyime maddelerinin kesfl ile bitki biiyiimesini ve
biiyiime ile ilgili birgok faaliyeti kontrol altina almak miimkiin olmugtur. Bitki biiytime
maddelerinin bitkiler izerindeki efkilerinin ¢ok gesitli olmasi onlarm tarim alanlarinda
yayg bigimde kullaniimasina neden olmakts ve bu durum tanmsal ¢aligmalar igin
biiyiik 6nem tagimaktadir. Ozellikleri ve etki tarzlari dikkate alindiginda bitki biiyiime
maddeleri ii¢ grup altinda toplanir (Topcuoglu ve Unyayar 1995),

a) Organ yapicilar: Ornegin florigen ve rizokalin,

b) Yara hormonlart: Ornegin travmatin,

¢) Biiyiime hormonlar:
1) Stimiilattler: Omegin oksinler, gibberellinles, sitokininler
ii) Inhibitrler: Ornegin absisik asit

L.2. Gibberellin’lerden Gibberellik Asit (GA;)

Gibberellinler 1920’lerden beri bir bitki bilyiime hormonu olarak bilinmektedir,
Gibberellinlerin ilk kez, J apon piringlerinde Bakanea hastalig ile ilgili galigmalar yapan
Kurosawa tarafindan kesfedildigi bilinmektedir. Bu fungal hastahktan Gibbereliq
Jujikuroi  (Fusarium moniliforme) sorumludur. 1954 yilinda Ingiliz kimyacilar
Gibberella fujikuroi kiiltiriinden izole ettikleri saf bir bilesigin ozelliklerini tayin
etmisler ve bu yeni maddeye gibberellik asit (GA3) adim vermislerdir. Sponsel ve
Graebe, 1990 yilina kadar gesitli  funguslar ve bitkilerde 84 adet gibberellin
kegfedildigini belirtmislerdir (Ergiin 1997). Bunlar GA;, GAss seklinde ifade edilir
Bunlardan 73 tanesi yiiksek bitkilerde, 11 tanesi Gibberellg fungusunda bulunmugtur,




Bunlarin hepsinin molekiiler yapilan esasen gibberellik asit (GA3) ile aynidur, fakat,
halka sistemindeki baglarn pozisyonlar, sayilani ve tipleri, A halkasindaki doyma
derecesi ve dzellikle hidroksil gruplarimin bulundugu yerler nedeniyle birinden digerine
farkhliklar gOstermektedir (Salisbury ve Ross 1992). Biitiin _gibberellinler ent-
. gibberellan iskeletinden tiirevlenmektedir. Gibberellinler kimyasal olarak diterpenlerdir.
- Diterpenler  bitkilerde dogal olarak meydana gelen terpenoidlerden tirevlenirler
Gibberellinlerin yiiksek bitkilerde en gok bulunan gesidi olan gibberellik asit (GAs)in
kapal formiilii Ci9Hy; 04 olup molekiil agmlig 346 4°1in (Sekil 1 1).
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Sekil 1. 1. Gibberellik asit (GA1)

Gibberellin metabolizmas: yiiksek bitkilerden gok Gibberella fufikuroi fungusunda

incelenmis olup, bu fungusun gibberellinleri bir sekonder metabolit olarak meydana
getirdigi bildirilmistir (Cihangir ve Aksoz 1993). igsel GA;’tin maksimum absorbsiyon
dalga boyu 254 nm oldugu rapor edilmektedir (Cihangir ve Aksdz 1993, Topcuoghu ve
Unyayar 1995, Ergiin 1997). Cahiymanizda GAy’iin maksimum absotbsiyon dalga
boyu 208 nm olatak saptanmustir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Standart sentetik GAsz spektrumu
1.2.1. GA; biyosentezi ve inaktivasyonu

Genellikle yiiksek organizasyonly bitkilerde gibberellin biyosentezi gesitli
organlarda olmaktadir. Ornegin; emb_riyo,‘ geng yapraklar, gelismekie olan meyve ve
tohum, uzamakta olan govde apikal bélgesi ve koklerdir. Yiksek organizasyonlu
bitkilerde ve fupguslarda gibberellinin mevalonik asit’ten sentezlendigi ve
biyosentezinde tek bir yolun olmadin bildirilmektedir Farkli gibberellinler farki:
biyosentez yollariyla sentezlenir (Sekil 1.3). Ancak, giintimiizde sentez yollatn heniiz

tam olarak agikliga kavusturulamamstir (Palavan ve Unsal 1993)
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Sekil 1 3. Bazi gibberellinlerin mevalonik asitten biyosentezi (Palavan ve Unsal 1993)




@ﬁzde yiiksek organizasyonlu bitkilerin (Palavan ve Unsal 1993),
'(prcuoglu ve Unyayar 1995, Unyayar vd 1996, Ozcan 1997), liken ve
(ErguIl 1997) ve bakterilerin (Karadeniz 2000) gibbezellin icerdikleri

Gibf}éreilinierin inaktivasyonu  konusu da  heniiz tam aydinhga
"gmam@m. Literatiir  bilgilerine g&re  gibberellin  inaktivasyonuy,

' ilﬁlerin ya karbon iskeletinin modifikasyonu ile ya da hiicre bilesiklerine

iyolojik aktiviteleri ya tamamuyla ya da en azindan énemli miktarda azalmaktadir.
iblﬁer‘ellik asit, ozellikle yiiksek sicaklikta asit hidrolizi ile bozunmakta ve bunun
__ﬁﬁcunda gibberellenik asit, allogibberik asit ve gibberik asit meydana gelmektedir.
iﬁﬁerik asit, hormonal aktivite gbstermedigi halde digerleri gostermektedir (Unyayar
1995). Gibberellinler glukoza ya hidroksil giubu ile baglanarak glukoz eter veya
karboksil grubu ile baglanarak glukozil ester bagh formlarim meydana getiritler
(Unyayar 1995).

' 1.2.2. GA; ‘iin fizyolojik etkileri

Gibberellinler gok yénlii fizyolojik etkilere sahiptir. Bu etkiler 6zellikle genetik
ciicelik ve ¢igeklenme gibi fizyolojik ve biyolojik olaylarda ¢ok daha acik olarak
goriilmektedir (Palavan ve Unsal 1993) GA; “iin fizyolojik etkileri konsantrasyonlanna,
cevresel faktorlere, bitki tiirlerine ve bitkinin yagina bagh olarak degisebilmektedir.




1.2.2.1. Tohum ve tomurcuk dormansisi (dinlenme) iizerine etkisi

Gibberellinler, baz: tirlerde disik sicaklik, uzun gin ve kirmizi 1s18in yerine
gegerek tohum ve tomurcuk dormansisini ortadan kaldirmaktadir (Salisbury ve Ross

1992)
£.2.2.2, Ciceklenme iizerine etkisi
Gibberellinlerin rozet tipi bitkilere uygulanmass, bu bitkilerde ciceklenmenin

uyanlmasina neden olmaktadir (Unyayar 1995) Ayrica, erkek ¢igek olusumunu tegvik

etmektedir (Unyayar 1995)

1.2.2.3. Givde ve yaprak uzamas: iizerine etkisi

Gibberellinler genetik olarak ciice bitkilerde govde ve yaprak uzamasini tegvik
etmektedir (Unyayar 1995, Cihangir ve Aksoz 1993)

1.2.2.4. Partenokarpik meyve olusumu iizerine etkisi

Gibberellinler déllenme olmaksizin  cekirdeksiz meyve olugumuna neden

olmaktadir (Salisbury ve Ross 1992)
1.2.2.5. Tober olusumu iizerine etkisi

Tuberizasyonun kontroliinde en 6nemli hormon gibberellinlerdir  Disaridan

gibberellin uygulanmas: tuberizasyonu engellemektedir (Unyayar 1995)
1.2.2.6. Absisyon (kopma) iizerine etkisi

GAjz’lin yaprak absisyonunu tegvik ettigi belirtilmektedir (Palavan-Unsal 1993).
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:5_'1.2,2.7. Apikal dominans (tepe hakimiyeti) iizerine etkisi

Gibberellinler, icsel ITAA’nin seviyesini yiikselterek apikal dominansinin

artmasina neden olmaktadir (Palavan ve Unsal 1993)
'1.2.2.8. Kambiyal aktivite fizerine etkisi

Gibberellinlerin kambiyal aktiviteyi artuirdigy belirtilmektedir (Salisbury ve Ross
1992)

1.2.2.9. Niikleik asit, protein ve enzimlerin sentezi ve aktiviteleri fizerine etkisi

GA;, RNA ve protein sentezini luzlandirmaktadit. Ozellikle, a-amilaz ve mRNA
diizeyini arttirmaktadir (Unyayar 1995).

1.3. Absisik Asit (ABA)

ABA’nin bitki bilyime ve geligmesinin regiilasyonunda biyitk 6nemi olan ve
dogal olarak olugan bir bitki biiytime inhibitora oldugu Topcuogtu (1987) tarafindan
ifade edilmektedir ABA’min dogal olarak olusan formu (S)-(+)-absisik asit’tir (Sekil

1.4). Sentetik rasemik absisik asit ise (RS)-(+)-absisik asit’tir

Sekil 1.4 Absisik asit (ABA)

Wareing ve Phillips ile Topcuoglu, ABA’un bir sesquiterpenoid oldugunu ve

hem optik hem de geometrik izomerizm gdsterdigini belirtmektedir (Ergiin 1997). Yine

1




ayp arastimicilar ABA molekiiliiniin asimetrik bir karbon atomu igerdiginden yaD (+)
ya da L (-) formunda olmak tizere optik olarak izomerizm gésterdigini ve dogal olarak
olusan ABA’min daima (+) formda oldugunu bildirmektedirier (Ergiin 1997).
Milborrow, Phillips ve Topcuoglu’nun bildirdiklerine gére ise ABA’mn cis ve trans
olmak tizere iki geometrik izomeri vardir. Pek ¢ok bitkide ABA’nin dogal olarak olusan
izomeri cis-ABA olup, literatiirde sadece ABA olarak belirtilmektedir (Ergiin 1997).
ABA’mn kapal formiilit C;5Hz004 olup molekiil aguligs 264;tﬁru

ABA’nin  maximum absorbsiyon dalga boyu ortamm pH’sina gére
degismektedir. Asidik kogullarda maksimum absorbsiyon dalga bovu 252 nm ile 262
nm arasinda, bazik kosullarda ise maksimum absorbsiyon 245 nm’de goriilmektedin
(Unyayar 1995). Calismamizda ABA’nin maksimum absorbsiyon dalga boyu 253 nm
olarak saptanmistir (Sekil 1.5)
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Sekil 1.5. Standart sentetik ABA
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1. ABA’nin Biyosentezi ve Inaktivasyonu

Ergiin (1997)Un bildirdigine gore Loveys, ABA’mn, kok , meyve, tohum
smbriyosu ve yapraklarda ozellikle kloroplastiarda sentezlendigini ifade etmektedis.
rica ABA'nmn diger plastidlerde de sentezlendigi rapor edilmektedir {Salisbury ve
oss 1992) Topcuoglu (1987)'na gore, ABA biyosentezine iligkin olarak iki yol
artigttmaktadir (Sekil 16.)

1 ABA dogrudan dogruya mevalonik asitten sentezlenmektedir
2. ABA, karotenoid biyosentez yoluyla veya karotenoid tiriinlerin olusumuyla ya
da bagka bir deyisle violaksantin dahil ilgili ksantofillerin enzimatik oksidasyonu veya

fotooksidasyonunun bir yikim tiriini olarak meydana gelmektedir

ASETAT

|

ASETIL-COA

|

B-HIDROKSI-B-METIL GLUTARIL-COA

DIMETIL AL .«—— MEVALONIK ASIT — 5 IZOPENTENIL
PIROFOSFAT PIROFOSFAT

—p» ABSISIK ASIT TRANS-TRANS FARNESIT
PIROFOSFAT

|

Cyo - URUNLER]
(KAROTENOIDLER, Orn: Violaksantin)

Sekil 1.6 ABA biyosentez yolu ( Topcuoglu 1987)
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Gunimizde ABA’min mevalonik asitten sentezlendigi fikii halen kabul edilmis
durumdadir. Bununia beraber ABA biyosentezinde c¢ogu kademe hala agifa

kavusturulamamistir

Giniimiizde yiiksek organizasyonlu bitkilerin (Salisbury ve Ross 1992, Palavan-
Unsal 1993), funguslarn (Topeuoglu ve Unyayar 1995, Unyayar vd 1996, Ozcan 1997),
- liken ve yosunlarin (Erglin 1997) ve bakterilerin (Tuomi ve Rosenqwist 1995) ABA

.' icerdikleri saptanmistir

ABA’nmn iki yoldan inaktive oldugu, baska bir devisle ABA metabolizmas:
triinlerinin, ABA’mn ya okside olmus (fazeik asit, dihidrofazeik asit) ya da bagh (seker
ve protein gibi bilesiklere) formlan oldugu Topcuoglu (1987) tarafindan
bildirilmektedir ABA’nmn metabolik yollarindan birisi Sekil 1 7°de gosterilmistir

ABA —— ¢’-Hidroksimetil ABA ———— Fazeik asit (PA)
Dihidroksifazeik asit (DPA) ——————» 4’ —Desoksi ABA

Sekil 1 7. ABA metabolizmas: yolu (Topcuoglu 1987)

ABA’nmn ik kararli metaboliti PA, ikinci metaboliti ise DPA’dir ABA’nin

metabolik yikim yollanindan digeri ABA’min protein ve seker gibi molekiillere
baglanarak alkalin hidroliz edilebilir bagh ABA olusumudur (Unyayar 1995) Ornegin
Absisil-B-D-glukopiranosid, B-hidroksil-B-metil glutarilhidroksil ABA, absisik asit
glukoz esteri (ABA-GE) bagli ABA formlarnidir

1.3.2. ABA’nmin Fizyolojik Ozellikleri
Literatiir bilgilerimize gore ABA’nin bitki bilyiime ve gelismesindeki fizyolojik

etkileri konsantrasyonlarina, gevresel faktorlere, bitki tiirlerine ve bitkinin yasina bagl

olarak degisiklik gostermektedir
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1.3.2.1. Senesens (Yaslanma) Uzerine Etkileri

Yaslanma ile birlikte goriilen ve bir organ veya organizmanin limiine yol agan
bozulma ve pargalanma olaylarimn tiimiine senesens denir. ABA’ nin klorofil kaybin1 ve
yikimim hizlandirarak senesense neden oldugu rapor edilmesine ragmen, ABA’nin
yaprak semesensindeki rolii tam olarak agikliga kavusmadigi da bildirilmektedir
- (Unyayar 1995, Topcuogtu 1987),

1.3.2.2. Absisyon (Kopma) Uzerine Etkisi

ABA absisyonun diizenlenmesinde hormonal bir faktor olarak rol oynamaktadir

(Topcuoglu 1987) ABA, yaprak ¢igek ve meyvelerde absisyon tabakasinin olugmasini
uyarmaktadn (Unyayar 1995),

1.3.2.3. Dormansi (Dinlenme) Uzerine Etkisi

ABA’nin tomurcuk ve tohumlarda dormansinin ortaya ¢ikmasinda dnemli bir

rolu vardir (Salisbury ve Ross, 1992)

1.3.2.4. Biiyiime Uzerine Etkisi

ABA, biyiime ve gelismeyi durduran, gerileten bir etken olarak bilinmektedir
Bununia birlikte, ABA, uygulanan konsantrasyona, bitkide varolan miktarlarma ve
diger hormonlarla etkilesimine bagh olarak bitkide bityiime ve gelismeyi engelleme

yada uyarma tepkileri meydana getirmektedir (Unyayar 1995)

1.3.2.5. Embriyo Gelisi Ve Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Disanidan uygulanan ABA, embriyo biiyiimesini ve gelismesini engellemektedir.

Ayrica, tohumda normal olgunlasma ve g¢imlenmeyi de inhibe etmektedir (Salisbury ve
Ross 1992)

i5




1.3.2.6. Apikal dominans (tepe hakimiyeti) iizerine etkisi

: ABA’'mn besin birikimi iizerinde negatif bir etkive neden olatak tepe
hakmyeunde rol oynadif bildirilmistir (Unyayar 1995).

1.3.2.7. Ciceklenme iizerine etkisi

Tomurcuk dormansisinden sorumlu bir bilyiime inhibitérii olan ABA, aym
zamanda da gigeklenme inhibitéridiir. Bazi uzun giin bitkilerinde ¢igeklenmeyi inhibe
.' etmektedir. Kisa glin bitkilerinin ABA’ya tepkileri tamamen degisiktiz. ABA uzun giin
- sartlaninda birakilan kisa giin bitkilerinde ¢igeklenmeye neden olmaktadir Ayrica, ABA
 disi cigek olusumunu uyarmaktadir (Unyayar 1995).

1.3.2.8. Strese adaptasyon mekanizmasi iizerine etkisi

Strese ugranus bitkilerde icsel ABA seviyesinin arttif ve stres kosullarimin
olumiu defismesi ile ABA seviyesinin azaldig: bildirilmektedir (Unyayar 1995),

1.3.2.9. Osmoregiilasyonda rolii

ABA baz bitkilerde strese kars: adaptasyonda osmoregiilatif rofii olan prolin ve
betain birikimine ve artlsma neden olmaktadir ( Unyayar 1995)

1.3.2.10. Niikleik asit, protein, enzimlerin sentezi ve aktiviteleri lizerine etkisi

ABA’min, RNA sentezini, ¢esitli enzim sistemlerinin aktivitesini ve olusumunu
engelledigi bildirilmektedir. Omegin; ABA a-amilaz, proteaz ve RNA polimeraz
enzimlerinin sentezini ve aktivitesini engellemektedir. Bununla beraber, ABA nin baz
enzimlerin (Riboniikleik asit ve fosfotaz) aktivitesini arttrdigt rapor edilmektedir.

Ayrica, ABA nin ribozomal RNA sentezini sitiimiile ettigi de bildirilmektedir (Unyayar
1995),

s

ksilem ve floem dokulan ile tasinmalaridir. Ayrca iletim demetleri diginda parankima

hiicrelerinde de tasindiklart belitlenmistir (Palavan-Unsal 1993). Bu da bize bitki
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' nﬁonlarmm sentez bolgesinden bitkinin diger kisimlarina tagmmasinin  enerji
r‘éi{tiren aktif metabolizma ve pasif diftizyon olay1 ile organlarin dikey ekseni ve
yatay ekseni boyunca oldugunu ifade etmektedir

Giniimiizde bitki hormonlari bitki dokularindan, funguslardan, likenlerden,
yo'sunlardan ve bakterilerden dietileter, metanol veya etil asetat gibi organik ¢oziiciilerle
ekstre edilerek elde edilmektedir Ayrica ultraviyole (UV) ve infrared spektroskopisi,
gaz kromatografisi, gaz kromatografisi-ktitle spektroskopisi, ince tabaka kromatografisi
(TLC) ve yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) vb hassas fiziko-kimyasal
. eknikler kullamlmaktadir ( Unyayar vd 1996, Ergiin 1997)

Bitki biiyiime hormonlarmin orman aZaglanmin biyimesi ve gelismesi tzerinde,

'.organ farkhlasmasinda, agac formunda, genglikten olgun doneme gegisinde, giceklenme
iizerinde ve eseyin belirlenmesinde 6nemli role sahip olduklar: bildirilmektedir (Ross ve
Pharis 1976) Yine, orman agaglarinda hormon uygulamas: ve fizyolojik strese neden
olma veya her ikisinin birlikte ¢igek olusumunu uyaran metotlar olarak kullamidigr da
rapor edilmektedir (Beaulieu vd 1998) Omegin; Pinus sylvestris 1. 'nin  geligen
surgiinlerine gibberellinlerin etanolik sprey uygulamasmin hem erkek hem de disi
¢igeklenmeyi arttirdigy bildirilmektedit (Luukkanen ve Johansson 1980) Avyrica etkinin
ozellikle erkek ¢igeklenmede belirgin oldugu ve farkli klonlann uygulamaya kars: farkl

tepkiler gosterdigi de rapor edilmektedir (Luukkanen ve Johansson 1980)

Erkek ¢igeklerin varlig1 veya yoklugunun, disi cigeklere gore sayist veya nisbi
oranimn hormon konsantrasyonuna veya uygulama zamanina veya dengesine (Omegin;
gibberellin), cevresel faktorlere (Ornegin; giin uzunlugu), asilanacak bitkinin anag
bitkiden almdig§1 vere, besinsel ve yas faktorlerine bagh olabilecedi bildirilmektedir
(Wheeler vd 1980, Ho ve Schnekenburger 1992). Ornegin; Picea mariana’da GAx
uygulamasinda erkek kozalak {retiminin uyarimast i¢in optimum hormon
konsantrasyonu 3,3 ng iken, digi kozalak tretiminin uyarilmast i¢in optimum hormon
konsantrasyonunun 11 ng oldugu rapor ediimektedir (Smith 1998) Yine hormon
uygulama zamaninm ¢igeklenme tipi lizerine etkisiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda, erken

donemde (Mayis) GAs47 uygulamasimn erkek ¢igeklenmeyi, daha ge¢ doénemdeki
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uygulamalarin ise disi cigeklenmeyi arttirdi@r gosterilmigtir (Wheeler ve arkadaslar
1980, Schnekenburger 1992) Yine hormon uygulama yerinin disi kozalak sayisl
iizerine etkisiyle ilgili yapilan bir ¢alismada, gévdeye enjeksiyon sekiindeki hormon
uygulamasimn tomurcuklara digsal hormon uygulamasina gore daha etkili oldugu
belirtilmektedir (Siregar ve Sweet 1997). Belirli gibberellinlerin dzellikle gibberellin
Asnr (GAgr) kangimiin digsal uygulamasinmn Pinaceae tiirlerinin gogunda  (Pinus
radiata D. Don, Pinus taeda L, Pinus elliotii Engelm. , Pinus palustris Mill, Pinus
banksiana Lamb ) ¢igeklenmeyi erken tesvik ettii ve arttirdigr bildirilmektedir (Ross
ve Greenwood 1979, Ross vd 1983 - Sweet 1979, Ross vd 1984). Ross ve Greenwood
(1979) disi ciceklenme uzerine gibberellinlerin etkisi ile ilgili olarak Pinus taeda L. ile
yaptiklari ¢alismada, herbir dala 100 ve 500°er Hg GAy7 uygulamalarinin digi gicek
tretimini énemli miktarda arttrdigim, 500 Hg GAs  uygulamasinin da aym
konsantrasyondaki GAy;’ nin etkisine benzer etki gosterdigini, 100 pg GAs ve her iki

konsantrasyonda GAs uygulamalarinin ise etkisiz oldugunu belirlemislerdir.

Farkli tipteki gibberellinlerin ¢iceklenme tizerindeki etkilerinin daha az polar
veya daha fazla polar oluslariyla ilgili oldufu da rapor edilmektedir (Ross ve
Greenwood 1979). Gibberellinlerin daha az polar veya daha fazla polar oluglari gibbane
halka yapisindaki hidroksil gruby sayisi ile ilgili olup, hidroksil grubumun hi¢
bulunmayigt veya bir Hidroksil grubunun bulunusu daha az polar gibberellinler , 1ki
veya daha fazla hidroksil grubunun varligi ise daha polar gibberellinleri ifade
etmektedir Ornegin; GAo hi¢ hidroksil grubuna sahip degilken GA, , GAs ve GAy bir
hidroksil grubuna, GAs ise iki hidroksil grubuna sahiptir ( Sekil 1 8 ). By konuda, daha

az polar gibberellin (Ornegin; GA;'nin belli oranlardaki karigimlari) ﬁygulamalarmm,

Cupressaceae ve Taxodiaceae familyasi iyelerinde oldugu gibi, Pinaceae familyasi
Uyelerinde de ¢igeklenmeyi arttiric: etkilerinin oldugu rapor edilmektedir (Ross ve
Pharis 1976, Pharis ve Kuo 1977, Tompsett 1977, Tompsett ve Fletcher 1979).
GAy7'nin gigeklenme tizerindeki bu etkisinde klonal varyasyonun da etkili oldugunun
gozardi edilmemesinin gerektigi de ifade edilmektedir Klonlardan ancak yarisindan
azmm bu hormon uygulamasina basarili bir sekilde cevap verdigine iligkin baz
galigmalar da bulunmaktadir (Tompsett 1977) Cigeklenme ile ilgili olarak, ciceklenme

lizerinde GA47 uygulamasmin genetik olarak ¢igeklenmeye egilimli klonlarda etkili
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Idugu bildirilirken [ Ornegin; Pseudotsuga menziesii {Mirb.) Franco (Ross ve Pharis
976)], az giceklenen agaclarda bu uygulamanin etkisiz oldugu ile ilgili literatiir bilgisi
de bulunmaktadir [ Picea abies (L.) Karst (Dunberg, 1973) ]. Yine Pinus sylvestris L.

tizerinde yapilan calismalar ile, GAys’nin erkek ¢iceklenme oranin arttirdag, dist

Sekil 1.8. GA3, GAs, GAs, GA7 ve GAg'lin molekiil yapisl

¢igeklenme  iizerine  etkisinin  ise  daha az oldufu  gosterilmigtir
(Luukkanen ve Johansson 1980). Bununla beraber, GA47 kangimmin  digsal
uygulamasinn Pinus concorta Dougl'da disi gigeklenmeyi 6nemli bir sekilde arttirdify
da rapor edilmektedir (Wheeler vd 1980). GA; ve GAy’un da Pinus sylvestris L’de disi
¢iceklenmeyi arttirdif: ancak bu etkilerinin istatistiksel olarak onemli olmadif
belirtilmektedir (Luukkanen ve Johansson 1980). Ttm bu literatiir bilgilerine karsin
GAsyy uygulamasimun Pinus sylvestris L.’ de (Chalupka 1978) ve Picea sitchensis

(Bong ) Carr.’” da (Tompsett ve Fletcher 1979) disi ¢igeklenme tizerinde, Picea abies I,
' (Dunberg 1980) ve Larix decidua Mill,, Larix kaempferi (Lamb.) Carr.’de (Philipson
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1996) ise erkek ¢igeklenme iizerinde bir etkisinin olmadigina iliskin literatiir bilgileri de

bulunmaktadir

GAsr kangimimin - digsal uygulamasimin  ciceklenme  iizerindeki  etkisinin
gibberellin A3 (GA3)'e gore daha fazla oldugu da bildirilmektedir (Ross ve Greenwood
1979, Luukkanen ve Johansson 1980'den). Diger taraftan GAy-+A; kangiminin digsal
uygulamasuun Picea stichensis (Bong ) Carr'da erkek ve disi ¢iceklenmeyi dnemli bir
gekilde arttrdifini gosteren galigmalar da vardir (Tompsett ve Fletcher 1979). Yine
GAss kansiminin digsal uygulanmasinin Pseudotsuga menziesii (Mirb ) Franco tohum
bahgelerinde cigeklenmenin erken tesvik edilmesinde ve arttirilmasinda uygulanabilir
bir metot olarak goérildugi ve etkili oldugu da rapor edilmektedir (Ross ve Pharis
1976). Gibberellin uygulamalarinin  Cupressaceae ve Taxodiaceae'de oldugu gibi
koniferlerin cigeklenmesini arttirdig: da bildirilmektedir (Tompsett ve Fletcher 1979)
Gibberellinlerin konifer tiirlerinin tohum bahgelerinde ¢igeklenmeyi arttuict en etkili
ajan oldufunun goriildigu de bildirilmektedir (Luukkanen ve Johansson 1980'den).
Konifer turlerinin tohum bahgelerinde ¢iceklenmenin artmasmnda gibberellinlerden
baska, absisik asit (ABAY’in de Pinus massoniana’da erkek ¢igek olusumunu belirgin
bir gekilde arttirdigy bildirilmektedir ( Huang ve atk 1999)

Gibberellinlerin gesitli cam tirlerinin pekgok farkh dokularinda bulundugu rapor
edilmektedir (Kamienska vd 1976) Yine gibberellin benzeri maddelerin Zarix decidua
L., Larix leptoleptis L.,Cupressus arizonica Greene, Cryptomeria  japonica,
Pseudotsuga menziesii var menziesii, Juriperus chinensis 'in vejetatif stirgiinierinde,
Pinus jeffreyi Grev ve Balf, Pinus ponderosa Law ve Pinus lambertiana Dougl 'min
gelismekte olan embriyolarinda, Pinus sylvestris L. 'nin polen ve vejetatif stirgtinlerinde,
Pinus attenuata Lemm ’in polenlerinde saptandig da bildirilmektedir (Crozier vd 1970,
Kamienska vd 1976 ) Yine Picea abies fidanlarmn stirgiinlerinde GA,;, GA;, GA,,
GA7, GAs, GApz, GAis, GAg, GAg, GAsq, GAs;’in varhift gosterilmistir (Moritz 1995)
Ayrica Pinus radiata D. tomurcuklarinda gibberellin benzeri maddelerin varligi da
belirlenmistir (Taylor vd 1984) Ornegin, Cupressus arizonica Greene nin GAs'e
- egdeger olmak uzere yaklasik olarak 40-70 mg/kg liyofilize doku gibberellin benzeri
madde bulunmustur ( Ruddat vd 1968) Yine Picea glauca tohumlarinda, zigotik
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embriyolaninda ve megagametofitlerinde ABA ve gibberellinlerin varligs saptanmigtir
(Kong vd. 1997). Baz1 konifer bitki turlerinin ¢esitli dokularinda saptanan gibberellin
miktarlar: farkli miktarlarda 6rnegin, Pseudotsuga menziesii'min vejetatif siirgiininde
1,65 ug - 9,8 ug GAs, Cupressus arizonica 'nin vejetatif surgiiniinde 40 pg - 70 ug GAs,
GAs, GA4, GAs, Pinus attenuata poleninde 250 pg / kg GA3 bulunmustur.

Bitki biiyiime hormonlarinin gigeklenme ve tohum verimi tizerine etkisinin neler
oldugunun bilinmesi tohum bahgelerinin isletilmesi agisindan &nem tagimaktadir
Dolayistyla tohum bahgelerindeki klonlarda hormonal seviyenin ¢igekienmeden olgun

kozalaga kadar siirecte etkilerinin bilinmesi gerekli temel verilerin baginda gelmektedir.

Ote yandan gibberellinlerin digsal uygulamasmin Pinaceae familyasinda gigek
verimi iizerine olumlu etkisi bilinmekle beraber klonlarin bu isleme verecekleri cevabin

da bilinmesi gerekmektedir

Iste bu nedenlerle de, kizilgam (Pinus brutia Ten ) tohum bahgesinde gibberellin
uygulamasmin ve igsel bitki hormonlars seviyesinin giceklenme tzerine etkilerinin
ortaya konulmasiyla uretilecek bilgiler ile kurulu tohum bahgelerinin etkin yonetimi
tizerinde uygulamaya y6n vermek amaciyla, “Gibberellin A7 Karigimu Uygulamas: ve
Icsel Bitki Hormonlar Seviyesinin Kizilgam (Pinus brutic Ten) Tohum Bahgesinde

Ciceklenme Uzerine Etkileri” Yitksek Lisans Tez calismas: konusu olarak secilmigtir
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Denemeye Konu Olan Tohum Bahgesinin Ozellikleri

Denemeye konu olan, Antalya Orman Bolge Midiuligi Diizlercami Seflifi’ne
bagl, Ciglik koyl civarlarinda yeralan, Gtindogmus - Fskibag orijinli tohum bahgest;
Antalya ybresinde bulunan, kizilcam tiiriine ait 12 (oniki) tohum bahgesinden birisidir
(Sekil 2.1). Giindogmus-Eskibag orijinli tohum bahcesinin kurulug yeri Antalya Orman
Isletme Miidiirliigi-Diizlergami Sefligi olup, 36° 44' 40" kuzey enlemi ile 32° 00' 00"
dogu boylarm arasinda yer almalktadir, Denizden yiiksekligi 250 m dir Orijinden alinan
asi kalemleri Subat 1992 tarihinde daha once 8mx8m’lik araliklarla dikilmis olan
altliklara asilanmuglardir. Bugin yaklasik olarak 11 (onbir) yaginda olan asilt fidanlarin
dikildigi bu alan 17,8 ha’lik bir alan ofup, 30 (otuz) farkli klondan toplam 2785 asih
 fidan: bulundurmaktadir.

K

'-‘;‘-am Tohum Bahgesi

RETE

0 50 km

Sekil 2.1. Tohum bahcesinin ve geldigi otjinin yeri

Pinus tiizlerinde yapilan birgok aragtirma, u¢ yagindaki tohum bahgelerinde az
sayida disi gigegin, dort yaginda daha az erkek cicegin goritlebildigini; kaliteli ve
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ekonomik tohum iiretiminin ise, alti yasindan itibaren gergeklestigini belirtmektedir
(Keskin 1999) Cam tiirlerine ait tohum bahgelerinde 10 ile 20 yag tohum veiiminin
maksimuma tumandii bir periyot olarak kabul edilmektedir. Bu nedenlerle de
denemeye konu olan tohum bahgesinin ¢aligmamiz i¢in uygun bir tohum bahgesi oldugu

diigtiniilmektedir.

2.2. Tohum Bahgesinde Orneklemenin Yapilmast

Ik olarak, tohum bahgesinde yasayan agaglar saptanmis ve plan tizerinde
isaretlendikten sonra calisma alanmmm plam hazilanmigstr. Caligmada, cevresel
farkliliklardan kaynaklanabilecek degigsimleri en aza indirebilmek icin, rastlant: bloklan
deneme deseni kullanilmugtir Blok sayisi 3 (ii¢) olup, her bir blokta 3 (iig) parsel, her
bir parselde de aym klona ait 1 (bir) aga¢ bulunmaktadm. Segilen 6inek agaclarn
yerleri EK II’deki tohum bahgesine ait kroki tizerinde g@sterilmigtir.

2.3. Bitki Biiyiime Hormonlarmdan Gibberellin A4z Kangmmin Digsal

Uygulanmasi

Hormon uygulamalait materyal ve ySnteme gore genelde enjeksiyon, piiskiirtme,

firca ile siirme  ve pipetie birakma seklinde yapilmaktadir.

Tohum bahgesinde GAy7p karigimimin (sirastyla %60 GA4 %30 GA;7, %10 GAg )
digsal uygulanmasi, kizilgamin vejetatif bityiime ve gelisme eviesinde 11.07.2001 ve
24.07.2001 tarihlerinde yapilmistir. Hormon uygulamasi kizilgam govdesinde 0,6 cm
capinda ve 2,5 cm derinlikte matkap ile agqlan oyuklara enjeksiyon seklinde
gergeklestirilmistin (Sekil 2.2). Her bir oyuga hormon uygulamasi, %95°lik etanol
iginde 2,5 mg GAy gOzllerek elde edilen soltisyondan bir enjektdr ile 0,5 ml enjekte
edilerek yapumistir. Tohum bahgesinde hormon uygulamast 10 (on) giin ara ile her bir
parseldeki aynm klona ait bir aga¢ olmak iizere 3 (fig) blokta toplam 9 (dokuz) agac
tizerinde iki defa yapilmistir. Uygulama gruplan olarak; 1) Etanol ve GA4 uygulamas:
vapimamig agaclar, 2) %95°ik etanol uygulamas1 yapilmus agaclar, 3) GA4/ hormon
uygulamasi yapilmis agaclar kullamilmigtir.,

23




le oyuk agilmast

de matkap i
Faca enjeksiyon seklinde hormon uygulamas:

11¥

.

Facimn gévdes

Sekil 2.2, a) A

b) A
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;::.--1_4. I¢sel Gibberellin  (GAs) ve Absisik Asit (ABA)in  Ekstraksiyonu,

Saflastiriimasi ve Analiz Islemleri

Igsel gibberellik asit (GA3) ve absisik asit (ABAY in ekstraksiyon, saflagtuma ve
analizi i¢in hormon uygulamasindan nce (11.07.2001), 1. hormon uygulamasindan
:.:(11‘.07..2001) 10 (on) gin sonra (21.07.2001) ve 2. hormon uygulamasindan
(21.07.2001) 10 (on) giin sonza (31 07.2001) olmak tizere ii¢ farkli zamanda siirgiin
.uglanndan doku ornekleri alinmistir. Hormon ekstraksiyonu, saflastinimas: ve analiz

isiemleri ii¢ tekrarli olarak yapilmistir,

Igsel -GA; ve —ABA ekstraksiyonu, saflastinlmasi ve analiz islemleri bazi
| degisiklikler ile Topcuoglu ve Unyayar (1995), Unyayar vd (1996) ve Karadeniz
(2000)’e gore yapilmustir (Sekil 2.3). igsel -GAs ve —ABA miktarlanmin tayininde
' viiksek basingli stvi kromatografisi (HPLC) teknigi kullamlmistir.

GA; ve ABA ekstraksiyonu ve saflagtinlmasinda kullamlan yontem sirasiyla
asagidaki gibi uygulanmistir.

) Kizilgam siirgiin ueu dokusundan 1’er g taze agulikta ince kiyrlmus Srnekler
alinmgtir. Her bir émek, iglerinde 20 ml ekstraksiyon solventi (Metanol: Kloroform:
2N Amonyum hidroksit, 12:5:3 v / v / v) bulunan 150 m[’lik, kapakli, kahverengi
siselere konulmus ve etiketlenmistir. Her bir &rnek sisesinin icine antioksidant madde
olarak 1mg/100 ml biitillenmis hidroksi toluen (BHT) konulmustur. Biiyiime
hormonlarinin 1giktan ve pH degisimlerinden etkilenmemesi igin siselerin dis tarafi
aliminyum folyo ile kaplanmugtir. Iginde ek ve ekstraksiyon solventi bulunan bu
sigeler, buzdolabinda +4 °C’de saklanmgtu. 1 hafta sonra siseler buzdolabmdan
¢ikanlarak iclerindeki orijinal ekstrakt (solvent), ayn 100 ml’lik, kapakl:, kahverengi
siselere filtre kagidi ile siiziilerek alimmig ve uygun sekilde etiketlenmistir. Daha sonra
iginde numune bulunan sigelere tekrar aym solventten 40 ml konutmugtur. Tiim siseler
tekrar buzdolabinda +4 °C’de 1 hafta siireyle saklanmustir. Bu siirenin sonunda siseler

buzdolabindan ¢ikarllmis ve iginde Omek olan siselerdeki solventler (40 ml),
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Kombine Ekstrakt (60 mi)
{Metanol: Kloroform: 2N Amonyum hidroksit, 12:5:3 v/ v/ V)

25 ml Distile sy Have edjlis

Evaporasvon
Kloroform T Su faz
01N, 1 Nve7N HCI veya " FEtilasetat
OIN, INve7N NaOH ile Serbest-ABA
PH 2 5°a ayarlaniy 3 kez 15m) Serbest-GA,
etilasetat ile ekstre edilir
Evaporasvon
Ince tabaka kromato grafisi
Su fazi
(Azot gazi gecirilir) l Metano! ile siizme
HPLC
OIN INvelN NaOH veya
OIN, 1Nve7N H(Tile pH I1’e
avarlanir
Sicak su banyosu
(70°C’de 1 saat)
Su fazi
OIN, INve?N HCI veya ——— Ftilasetat
01N, I1Nve7N NaOH ile Bagh-ABA
PH 2 5’a ayarlanir 3 key 15ml Bagli-GA;
etilasetat ile ekstre edilir
Evaporasvon

Ince tabaka kromatog;afisi
Su faz
(Atlir) Metanol ile stizme

HPL.C

Sekil 2 3 Bitkisel bﬁyﬁm? hormonlarindan GA3 ve ABA igin ekstraksiyon gemas;
(Topcuoglu ve Unyayar 1995 ve Karadeniz 2000°den degistirilerek)
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etiketlerine uygun olarak, iclerinde &rnek olmayan ve orijinal ekstrakt (20 ml) bulunan
sigelere filtre kagid: ile siiziilerek bosaltlmistir. Béylece, saflastirma islemine hazir
kombine ekstraktlar (60 ml) elde edilmigtir. Daha sonra bu siseler buzdolabinda
+4°C*de ekstraksiyon islemine kadar saklanmistir.

2.5. Ekstraksiyon islemleri

1) Her bir kombine eksrakt 250 ml’lik ayirma hunilerine ahnmis ve iizerine 25 ml
distile su konulmustur. Ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4 kez ¢alkalanarak kloroform
ve sulu metanol fazlarimn homojen bir sekilde birbirine karigtirilmas: ve béylelikle
biiylime hormonlar1 hari¢ sulu metanol tazindaki organik maddelerin kloroform fazina
gegmesi saglanmigtir. Daha sonra, dinlenme suasinda kloroform ve sulu metanol fazlars
birbitinden net olarak ayrilmigtit. Ayirma hunilerindeki mushuklar vardimiyla, altta

kalan kloroform faz1 atilmrgtir,

1) Kloroform fazinin tamamyla atilabilmesi igin ayirma hunilerinde kalan sulu
metanol fazi ekstaksiyon balonlarina almarak su faz kalana kadar rotary evaporatdr

(Biichi matka) aleti ile + 40 °C’de su banyosu i¢inde evapore edilmigtir.

IIT) Ekstaksiyon balonlarinda kalan su fazlarmm pH’s1 0,IN, IN ve 7N HCI veya
0,IN, IN ve 7N NaOH kullamlarak 2,5’e ayatlanmstir,

IV) 100 mI’lik cam ekstraksiyon balonlar hazirlanmistir. Bunun igin, ekstraksivon
balonlan etil asetat ile calkalanarak temizlenmis ve agizlan agik kalacak sekilde dig
tarafi aliiminyum folyo ile kaplanmustir. Ekstraksiyon balonunun dik durabilmesi i¢in de
uygun plastik kaplara yeilestirilmistir. pH’s1 2.5%¢ ayarlanan ve 250 ml’lik ayrrma
hunilerine alinan her bir &mek iizerine 15 ml etil asetat konulmustur. Bu ayirma hunileri
kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak etil asetat ve su fazlarinin homojen bir sekilde
birbirine kanstirilmas: ve béylelikle su fazimdaki GA3 ve ABA’nin etil asetat fazina
geemesi saglanmistir. Daha sonra, dinlenme sirasimda etil asetat ve su fazlar birbirinden
net olarak ayrilmustir. Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla, altta kalan su fazi bir
behere, iistteki etil asetat fazi ise daha 6nceden hazirlanan etiketli ekstraksiyon balonuna

almmgtir.
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V) Behere alinan su fazi tekrar ayirma hunisine alinmis ve tizetine 15 ml etil asetat
konulmusgtur. Ayirma hunisi tekrar kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak etil asetat ve su
fazlaninin homojen bir sekilde birbirine karismas: ve bdylelikle su fazindaki GA ; ve
ABA’mn eti] asetat fazina gecmesi saglanmigtir. Daha sonra dinlenme sirasinda etil
asetat ve su fazlaru birbirinden net olarak aynimigtir. Ayirma hunisindeki mushik
yardumyla, alita kalan su faz1 bir behere, tistteki etil asetat fazi ise aym ekstraksiyon

balonuna almmugtir,

VD) V tekrarlanmistir. Béylece 3 kez ekstraksiyon sonucu ekstraksiyon balonuna
alman bu etil asetat fazlan icindeki GA; ve ABA, serbest-GA;, ve serbest-ABA’dir.
Daha sonra, bu ekstraksiyon balonlarmin agizlan parafilmle ve aliiminyum folyo ile

sikica kapatildiktan sonra +4°C’de evaporasyon iglemine kadar saklanmistir,

VII) Beherlerdeki su fazmda bulunabilen etil asetatin uzaklagtirilabilmesi igin, su

fazinin icinden azot gaz1 gegirilmistir.

VIII) Azot gazindan gegirilerek etil asetatdan anndimlan su fazinm pH’s1 0,IN,
IN ve 7N NaOH ve 0,IN, IN ve 7N HCI kullanilarak 11°e ayatlanmisti,

IX) Beherlerin a@izlan fazla siki olmamak tizere altiminyum folyo ile kapatilarak
bir saat 70°C’de su banyosunda buakilmis ancak behertler bu siire igerisinde her 10
dakikada bir ¢alkalanmistir.

X)Bir saat sonra beherler sicak su banyosundan ¢ikartilmig ve sofumaya
birakilmigtir.

XI) Baglh-GA; ve -ABA ekstraksiyonu icin, beherde kalan su fazimn pH’s1 0,IN,
IN ve 7N HClI ve 0,IN, IN ve 7N NaOH kullanilarak 2 5°e ayarlanmistiz.

XII) pH’s1 2.5°¢ ayarlanan ve 250 mI’lik ayirma hunisine alman su fazun fizerine

15 ml etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi tekrar kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak

etil asetat ve su fazlanimin homojen bir sekilde birbirine karismas: ve boylelikle su
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- boylelikle su fazindaki GAs ve ABA’min etil asetat fazina gegmesi saglanmigtir. Daha
sonra dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmigtir Ayirma
hunisindeki musluk yardimuyla, altta kalan su fazi bir behere, tstteki etil asetat fazi ise

daha onceden hazirlanan etiketli ekstraksiyon balonuna alinmgtir

X1IT) Behere alinan su fazi tekrar ayirma hunisine alinmig ve tizerine 15 ml etil
asetat konulmustur. Ayrma hunisi tekrar kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak etil
asetat ve su fazinin homojen bir gekilde birbirine karigmasi ve béylelikle su fazindaki
GAs ve ABA i etil asetat fazina gegmesi saglanmigtr Daha sonra, dinlenme sirasinda
etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmigtr Ayirma hunisindeki mushuk
yardimiyla, altta kalan su fazi bir behere, tstteki etil asetat faz: ise aym ekstraksiyon

balonuna alinmusgtir

XIV) XII tekrarlanmuistir Boylece 3 kez ekstraksiyon somucu ekstraksiyon
balonuna alinan bu etil asetat fazlan igindeki GAs ve ABA, bagh-GA; ve -ABA dir
Daha sonra, bu sekildeki ekstraksiyon balonlarinin agizlari parafilmle ve aluminyum
folyo ile sikica kapatildiktan sonra +4°C’de buzdolabmda evaporasyon iglemine kadar

saklanmstir
XV) Beherde kalan su fazlari atilmgtir.
2.6. Evaporasyon Islemleri

Ekstraksiyon balonlarinda bulunan serbest -GAs ve -ABA ile bagl -GAs ve -
ABA iceren kombine etil asetat fazlari rotary-evaporatoér (Bibby matka) aleti ile
+40°C’de su banyosu iginde tamamen kuruyuncaya kadar evapore edilmigtir

Evaporasyon islemi sonunda ¢rneklerin ince tabaka kromatografisi iglemleri yapilmigtir.

2.7. Ince Tabaka Kromatografisi Islemleri

I) Ince tabaka kromatografisi cam plaklari (20 x 20 cm) inorganik bir floresans
bilesik igeren silikajel GFzss (Merck) ile 0,25 mm kalmliginda kaplandiktan sonra
aktivasyon igin etiivde 100°C’de 1 saat kurutulmustur
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IT) Cam plakalar kenarlarindan 2 mm kazinarak GAs, ve ABA karigimi ekstraktin
bant halinde ve 10 M standart sentetik -GAs (Sigma G-7645) ve -ABA’nin (Sigma A-
1049) nokta halinde uygulanabilecegi sekilde iki bolime ayrilmgtu

IT) Ekstraksiyon balonlarinda bulunan GAj;, ve ABA kansimi ekstraktlar her
defasinda 0.5 ml metanol ile ¢éziilerek, iki defa cok ince uglu pastor pipeti yardimiyla
etiketlerine gore cam plakalar tizerine bant olugturularak tatbik edilmigtir. Ayrica, her
cam plaka Uzerine nokta halinde 10 M standart sentetik -GA; ve -ABA ust uste

gelecek gekilde sirast ile ikiser damla uygulanmistir

IV} Bu cam plakalar, igerisinde isopropanol: amonyak: distile su (10:1:1 v/v/v)
kangimi solvent bulunan ince tabaka kromatografisi tanki igine yerlestirilmistir Cam
plakalar, solvent sistemi tatbik noktasindan itibaren 11 cm yitkselinceye kadar tankin
iginde bekletilmigtir. Solvent sisteminin yiikselmesi tamamlandifinda cam plakalar

tanktan ¢ikarilmis ve bir vantilator karsisinda kurutulmusgtur

2.8. GA; ve ABA Bélgelerinin Ultraviyole (UV) IS@mda Belirlenmesi

GA; ve ABA bolgelerinin belirlenebilmesi i¢in plakalar karanlik odada 254 nm
dalga boyundaki UV 1g18inda incelenmistir. Plaka tizerinde mor floresans renk veren
ekstrakta ait ABA bolgesi ile standart sentetik ABA bélgesi kiyaslanmagtir
Numunelerdeki GAs bolgelerinin UV 1s1@inda belirlenmest igin plaka tizerinde standart
sentetik GA;™an tatbik edildigi bélime %5 konsantre sulfiirik asit (HzS804) igeren etanol
cozeltisi puskurtillerek standart sentetik GAs bolgesi gorintir hale getirilmistic Mavi-
yesil renk veren standart sentetik GA3 bolgesi belirlenerek elde edilen Rf degerine gore

ekstrakta ait GA; bolgesi belirlenmigtir
2.9. GA; ve ABA Bilgelerinin Kazinmas: ve Silikajelden Coziinmesi Islemleri
UV 1s1g1nda belirlenen GAz ve ABA bolgeleri, standart sentetik -GA; ve -ABA

bolgelerinin altindan ve Gstiinden gegen birer ¢izgi ile isaretlenmigtir Cam plakalar

uzerindeki isaretlh GA3; ve ABA bolgelerini  igeren silikajel uygun bir kaziyic
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yardimtyla kazinarak her biri ayri ayri temiz bir kagit tizerine alinmigtir Kagit tizerine
alnan silikajel, bofaz kisimlarina cam pamugu yerlestirilmis pastor pipetlerine
bosaltimugtir. Pastor pipetierindeki silikajelden 2 ml metanol gegirilerek GA; ve ABA

10 ml’lik etiketli cam tiiplere alinmigtir. Cam tiipler igindeki metanol bir vantilator
_::' kargisinda ugurularak serbest- ve bagli -GA; ve -ABA kuru olarak elde edilmigtir
;E iginde kuru halde GAs ve ABA ekstraktr bulunan cam tipler altiminyum folyoya
| sartlarak HPL.Cde okununcaya kadar derin dondurucuda -ISi’C’de saklanmigtir

2.10. GA; ve ABA Miktarlarmm HPLC Teknigi ile Belirlenmesi

Cam tiipler icersinde kuru halde bulunan GA; ve ABA ekstraktlars 0,1 ml
metanol ile ¢ozilerek 0,45 pm por hacimli enjeksiyon filtreleriyle filtre edilmigtir
Toplam 168 adet drnegin herbiri zit faz HPLC’ye (Cecil 1100 Series, HPLC kolomu:
Supelcosil LC-18, 25 ¢m x 4,6 mm, 5 um ) 5 pl enjekte edilmistir Suriikleyici faz (bitki
biiyiime hormonlarimin HPLC kolonunda stiriklenmesini saglayan solvent) olarak GA;
igin metanol ve bidistile su (30:70 v/v, fosforik asitle pH 3’¢ ayarianmigtir) ve ABA
igin metanol ve 0,1 M asetik asit ¢ozeltisi (55:45 v/v) kullamlmistir. Stiriikleyici fazda
kullamlan metanol HPLC calismalari igin hazirtanmig safliktadr. Ultraviyole (UV)

maksimum absorbsiyon dalga boylari, GA; igin 208 nm ve ABA igin 253 nm’ye
ayarfanmigtir

GAs ve ABA miktarlart her biri igin ayr ayrt hazirlanan dogrusal regrasyon
grafiginden ppm olarak hesaplanmstir (Sekil 2 4 ve Sekil 2.5). Bazi standart sentetik ve
Ornek GA; ve ABA kromatogramlar: Sekil 2 6,27, 28ve29da gosterilmigtir. Icsel

gibberellin ve absisik asit miktarlars standart sentetik -GA; ve -ABA’ya egdeger olarak
ifade edilmistir
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Sekil 2 5. Igsel ABA’nn miktar tayininde esas alinan standart sentetik ABA dogrusal
regrasyon grafigi (1=0,99983)
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Alikonma Zamani (Dakika)
Results for Sample toy (01po000. “BM)  UNKNCWR
Recorded 09/01/80 17:14:01 Prinked 09/01/80 17:34:04
No. Time Name Area  Helight pem Tyoe
1 11:44.0 GA3 603253.75 10350 18,37 5 &
2 17:01.4 * x = -21641 .28 128 0.0C E =

Sekil 2 6. Standart sentetik-GA;’ e ait HPLC kromatogrami
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Sekil 2 7. Kizilgam stirgiin uglatindan ekstrakte edilen bagh-GAj; numunesine ait HPLC
kromatogram:




Com - 0lpo0GO. FM ID - toy LAKNCWN recorded - 17/09/101 07:31:44
printed - 17/09/101 07:41:4% R‘Hethod -1 P Methed -~ 1

o
—~ B
oy
=z
o
p g
@
— -
5 S
= &
|
9
iy
QL
g
o -
Loog
4
et
o -
o
=
—
o -
o
13}
2 5 ‘ ‘ g
SR=1 & - <
S o =
Alikonma Zamani (Dakika)
Results for Sample toy (01poQ00.“FM)  LRAKNCHH
Recorded 17/09/101 07:31:44 Printed 17/08/101 07:41:50
No. Time Name Area Height Efm Type
1 5:44.8 ARX 1427921 88 57751 8.30BB

Sekil 2.8. Standart sentetik-ABA’ya ait HPLC kromatogram:
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Alikonma Zamani (Dakika)
Results for Sample BIKIOBABAD (EKOBOLO.™PH) LRENCWN
Recorded 07/09/101 19:39:29 Printed 07/09/101 20:29:40
Na. Time Name Area  Helght pan Type
1 2:52.9 2 x x 714375.6% 35303 0.00 BB
2 3:51.6 * x = «55.96 0 0.00 B B
3 5:48.1 ABA 53470.72 4639 G.48 B B
4 8:03.8 * =z 1742290.%0 71538 0.00 B B
5 12:19.8 * x = 228794 .88 7144 0.0¢ B B
6 J4:55,3 ® x = 20481618.00 178263 Q.00 E B

Sekil 2.9. Kizilgam siirgiin uglarindan ekstrakte edilen bagli-ABA numunesine ait
HPLC kromatogrami
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2.11. Disi ve Erkek Cigek Saymmlan

Kizilcam esey ozellikleri bakimindan, Pinaceae familyasimin difer iyelerinde
oldugu gibi, diklin ¢icege sahip monoik bir bitkidir. Yani disi ve erkek c¢igekler aym
agag¢ tizerinde, ancak ayr: dallardadirlar.

Disi cigekler genellikle geng siirgiinlerin supterminal (ug tomurcugun hemen
altinda) kisminda bulunur. Fakat nadir durumlarda, gen¢ siirgtinler tizerinde diizensiz
olarak lateral dizilmis de olabilirler. Kizilgam disi ¢igek toplhutuklart olan kozalaklar iki
yilda bir olgunlasir ve kozalak fizerindeki her bir karpel iki tane tohum taslag tagu
(Keskin 1999) (Sekil 2.10). Tozlagma ilkbaharda oldugu halde déllenme olaymin,

digi gigekler

megasporofil
(karpel)
brakte

_— tohum taslagi

polen yakalayici
ayaklar

kozalak ekseni
baglantis

a b
Sekil 2. 10. a) I}{ili bir disi ¢igek kiimesi
b) Uzerinde bir ¢ift tohum taslag tasiyan karpel (Keskin 1999)
gergeklesmesi i¢in polen taneleri kozalakgifa girdikten sonra, uzun stire oviiliin
gelismesini beklerler. Kizilgamda bir digi ¢igek ve geligim agamalan Sekil 2.11°de
verilmigtir (Keskin 1999)

Erkek ¢igekler, diger Pinus tiirlerinde oldugu gibi, her yil olusan wzun
stirgtinlerin dip taraflarinda bulunurlar. Sapsiz (filamentsiz) iki polen kesesini tasiyan
stamen pullaninin birgogu, saxmal olarak bir eksen etrafinda dizilerek bir kozaklak¢ik
goriiniimii alirlar. Bu kozalakeiklar, nadiren tek tek, ¢ogu kez iki ya da daha fazla sayida
bir araya gelerek kiime olustururlar (Sekil 2.12) (Keskin 1999). Kizilcamda bir erkek
cigek ve gelisim asamalar: Sekil 2.13°de verilmistir (Keskin 1999).
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Sekil 2.11. Kuzilgamda bir disi cicek ve
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gelisim asamalan (Keskin 1999)

a) Tomurcuk pullarinin gevgemesi

b) Braktelerin gortinmesi

¢) Braktelerin ¢igek eksenine dik
olarak agilmasi

d) Braktelerin kapanmaya
basglamasi

e) Braktelerin téimiiyle kapanmas:




Erkek gigek o N St?msn
kumesi -~ P
z/ """""
. iki adet -
T kume iginde 1F:°'°”_r - polen kesesi
0508 o'en
kozalaikgik "yt gizgisi

a b
Sekil 2. 12. a) Dal iizerinde erkek ¢icek kiimesi
b) Erkek kozalakgiklanin tagidigi stamenlerden bir ¢ift (Keskin 1999)

Tohum bahgesinde, erkek gigekler (erkek kozalakgik) disi ciceklerden once
belirdigi ve polenlerin dag._lhhasmdan sonra dokiilerek kayboldugu igin, sayima erkek
¢igeklerden baglanmustir. Kizilgamda erkek cigek kiimelerinin 1 ile 30 arasinda degisen
saytiarda etkek kozalakgik tasidiklan belirlenmistit (Keskin 1999). Keskin (1999)’e
gore erkek cigek kiimeleri ug: gruba ayrilarak sayilmustir;

I grup @ 1-10 adet erkek kozalak¢ik tagiyan kiimeler,
Il grup : 11-20 adet erkek kozalakgik tagiyan kiimeler,
IIL grup : 21-30 ve daha fazla adet erkek kozalak¢ik tasiyan kiimeler.

Her gruptaki erkek kozalakgik sayisi hakkinda dogru bit tahminde bulunabilmek icin,
gruptaki kiine sayis: grup orta degeri ile garpiimistir {orta degerler; 1. grup i¢in 5, 11
grup i¢in 15, IIT. grup j¢in 25 olarak almmigtr). Bu carpim sonucu elde edilen degetler
toplanarak, toplam kozalak sayist belirlenmigtir. Bu iglem, 6nce bir agacin her ana
sirgiininden ¢ikan en alt konumlu dallarin  tiim ug ve yan dallan {izerindeki biitiin
erkek kozalak¢iklar ve somia da bu agag Uzerindeki biitiin ana siirgiinler icin
tekrarlanmis ve bijlece bir afacin Uretmis oldugu toplam erkek gigek kozalakgig:
sayisi hesgplanmlstir {Keskin 1999).

AKDENWIZ OnivERsiTes
MERKEZ KUTUPHANES]




Sekil 2.13. Kuzilgamda bir erkek gigek ve geligim

40

agsamalan (Keskin 1999)

a) Tomurcuklann belirmesi

b) Tomurcuk pullarinin agilmaya
baglamas

¢} Tomurcuk pullarmm dokiilmesi

d) Polen dagilmmnim baglamas:

¢} Maksimum polen dagilma dinemi




Kaziicamda disi ¢igeklerin dallar {izerinde birli, ikili, Gi¢li, dortlii veya beshi
gruplar olusturacak bicimde bulunmast nedeniyle, erkek ¢igeklerde oldugu gibi bir
simflandirmaya gerek yoktur. Disi ¢igek sayist hesaplanitken 6nce herbir afacin ana
stirgiintinden ¢ikan en alt konumlu dallanin tiim ug ve yan dallart tizerindeki biitiin disi
cicekler sayilmig ve daha sonra da tiim afac¢ fizerinde bu islem tekrarlanarak, bir

agactaki toplam disi ¢igek sayist bulunmusgtur

Sonuglar, agacin tepe taci hacmine (m’) disen ¢icek sayist fGizerinden

hesaplanmustit. Agacin tepe tact hacmi koninin hacim formiiléinden hesaplanmmugtir:

V: xr?H
3

Burada: V= Tepe taci hacmi (m3 ),
1 = tepe tacinin yarigapt (m), 4
H = agacin boyu (m)’du. ‘I :
Agacin tepe tactmn yaricapi hesaplanirken Oncelikle afacin kuzey-giiney yontniin ve n
dogu bat1 yoniiniin yarigaplan Slgtilmiigtiit. Daha sonra hacim hesab: yapilirken bu iki
yaricapin ortalamas: ahnarak ortalama bir yarigap bulunmugtur ve bu deger tepe tacinmn

yaricapi olarak kabul edilmigtir.

Bu (;,ah§madé gecen “disi ¢icek’ ve ‘erkek ¢icek’ terimleri, botanik literatiiriinde
ver alan ‘disi cicek durumu’ ve ‘erkek ¢icek durumu’ terimlertne karsilik olarak
kullamlmistt. Gymmnospermae’lerde, her bir ¢icek, brakte (tagiyic1 yaprak) denen bir
yapragin koltugunda yer alir ve megasporofiller (disi spor kesesini tastyan yaprak) ya da
mikrosporofiller (ertkek spor kesesini taslytén yapiak), bir eksen ceviesinde spiral

bigimde dizilerck bir kozalak seklini alir.
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2.12. Verilerin Istatistiksel Analizleri

Caligmamizda uygulama grubu ve zamana gore igsel hormon miktarn
farkliliklarinim 6nemli olup olmadigim %95 giiven diizeyinde belirlemek igin Kruskal-
Wallis ve Mann-Whitney U testi, uygulama gruplanndaki ¢igcek miktar: farkhilikiarimin
%95 gitven ditzeyinde énemli olup olmadigmi belirlemek icin Tukey testi yapilmistr
Igsel hormon miktarlari ile ciceklenme arasindaki iliskini.n %95 giiven dizeyinde
anlaml1 olup olmadifini belirlemek igin ise korelasyon degeri (1) hesa.,planmistni Adi
gegen istatistiksel testlerin yapiimasinda ve temel parametrelerin hesaplanmasinda

SPSS (versiyon 10.0) ve SAS paket programlan kullanilmigtir




3. BULGULAR

Bulgularimizdaki toplam -GA; ve -ABA miktarlan serbest- ve bagli -GA; ve -

ABA degerlerinin toplamim ifade etmektedir.
3.1, Kizilgam (Pinus brutia Ten.) Siirgiin Uclarinda GA; ve ABA Miktarlar

Calismada kullanilan kizilgam (Pinus brutia Ten.) stirgiin uglarinda serbest- | bagl

ve toplam -GA; ve -ABA miktarlan standart sentetik-GAj; ve -ABA’ya esdeger olarak
ifade edilmis ve Cizelge 3.1’de verilmigtir

3.1.1. GA; miktary

3.1.1.1. Kontrol kizilgam (Pinus brutia Ten.) agaclarmdan ahnan siirgiin uclarinda

Etanol ve GA4mp uygulama_51 yapimamus kizilgam afag¢lanimin uglarindan (0
ginde ahnan doku &ineklerinde serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktailan srasiyla
77,61ppm, 63,56 ppm, 141,17 ppm, 10. giinde alinan doku &mneklerinde serbest-, bagh-
ve toplam-GA; miktarlan sirastyla 16,22 ppm, 154,57 ppm, 170,79 ppm, 20, glinde
alinan doku Grneklerinde serbest-, bagl- ve toplam-GAj; miktarlan suasiyla 11,23 ppm,
114,48 ppm, 125,71 ppm olarak bulunmugstur (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1). Yapilan
istatistik analize gore, kizilgam siirgiin uglarindan 10. ve 20. giinde alinan kontrol grubu

doku ormeklerinde toplam-GA; miktarlan arasmdaki farklihk Snemli bulunmustur

(P<0,05).

210 & Kontrok Serbest
T ® Kontrol-Baglr
& Kontrol-Toplam

N
[as]
o

150
120
90
60

GA, Miktari {(ppm}

UM
)

Sekil 3.1. Kontrol grubunda zamana bagli olarak serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktart
degigimleri (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve tist degerleri gostermektedir.)

10

Zaman {Giin)
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3.1.1.2. Etanol uygulamas: yaprnns kizilcam (Pinus brutia Ten.) agaclanadan

alinan siirgiin uclarmda

Etanol uygulamas1 yapiimis kizilgam agaglanimin siirgiin uclarindan 10, giinde
alman doku ¢rneklerinde serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktarlar: sirasiyla 11,28 ppm,
2,19 ppm, 13,47 ppm, 20 giinde alinan doku orneklerinde serbest-, bagli- ve toplam-
GA3 miktarlan suasiyla 27,61 ppm, 124,46 ppm, 152,07. ppm olarak bulunmustur
(Cizelge 3 1 ve Sekil 3.2) Etanol uygulamas: yapilimg kizilgam agaglarimin stirgiin
uclarindan 10. ve 20 giinde alinan doku 6rneklerinde toplam-GAsz miktarlan arasindaki

farklibk istatistikse] olarak Snemli bulunmamigtir (P>0,05).

3.1.1.3. GAy/70 hormon uygulamasi yapilmis kazilcam (Pinus brutia Ten.)

agaclarindan alinan siirgiin uclarnda

GAsrp uygulamast yapiimig kizilgam agaglarinin siirgiin uglarindan 10 giinde
alinan doku 6rneklerinde serbest-, bagh- ve toplam-GAz miktarlan sirastyla 55,15 ppm,
8,80 ppm, 64,05 ppm, 20 gunde alinan doku omeklerinde serbest-, bagh- ve toplam-
GAs miktarlan sirasiyla 18,89 ppm, 3,71 ppm, 22,60 ppm olarak bulunmugtur (Cizelge
3.1 ve Sekil 3.3) GAs4z hormon uygulamast yapilmig kizilcam agaclarimin stirgiin
uclarindan 10 ve 20. gﬁnde alinan doku 6rneklerinde toplam-GA; miktarlari arasindaki

farklilik dnemli bulunmamistir (P>0,05)

Kontrol, etanol ve GAsrp uygulamast yapilmis kizilgam a@aclarinin stirgiin
uglarindan alian doku érneklerinde GAs miktarlar karsilagtinldiginda (Sekil 3 4); 10
ginde sadece kontrol grubu ve etanol uygulanan grup arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (P<0,05), 20. giinde alman doku 6rneklerinde ise sadece
kontrol grubu ve GAy7o uygulanan grup arasmdaki farklilik istatistiksel olarak onemli

bulunmugtur (P<0,05).
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Sekil 3.2. Etanol uygulamast yapilmis grupta zamana baglh olarak serbest-, bagli- ve toplam-GAs;
miktart degisimleri (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve iist degerleri gdstermektedir )

1 Hormon-Serbest
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Hormon-Toplam
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Sekil 3.3. GAymo uygulamasr yapilmig grupta zamana bagl olarak serbest-, bagh- ve toplam-GA;
miktar1 degisimleri (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve Ust degerleri gostermektedir )

250 -
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200 i Kontrol-Bagh
'® Kontrol-Toplam
E150 ' Etanok-Serbest
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S 100 4 & Etanol-Toplam
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ok [ty |
10
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Sekil 3.4. Uygulama gruplar: arasinda zamana bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktar
degigimlerinin karsilagtiriimast (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve tst degerleri
gistermektedit )
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+ 3.1.2. ABA miktan
3.1.2.1. Kontrol kazilgam (Pinus brutia Ten.) agaclarmdan alnan sitrgiin uclarinda

Etanol ve GAy79 uygulamasi yaptilmams kiziigam agaclannin siirgiin uglarindan
0. giinde alinan doku drneklerinde serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarlars sirasiyla
1,14 ppm, 2,42 ppm, 3,56 ppm, 10. giinde alman doku Omeklerinde serbest-, baglh- ve
toplam-ABA miktarlan sirasiyla 1,43 ppm, 1,08 ppm, 2,51 ppm, 20. giinde altnan doku
orneklerinde serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarlan sirastyla 0,70 ppm, 0,92 ppm,
1,62 ppm olarak bulunmugtur (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.5). Yapilan istatistik analize gore,
kizilgam agaglanmn siirgiin uglanindan 10. ve 20. giinde alinan kontrol grubu doku
orneklerinde toplam-ABA miktarlan arasindaki farklilik istatistiksel olarak Snemli

bulunmugtur (P<0,05).

3.1.2.2. Etanol uygulamas: yapunus kwzilgam (Pinus brutia Ten.) agaclarmdan

alinan siirgiin uglarmda

Etanol uygulamast yapilimis kizilgam agaglarmun stirgiin uclarindan 10. giinde
alinan doku 6rneklerinde serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarian sirasiyla 1,19 ppm,
1,10 ppm, 2,29 ppm, 20 giinde alinan doku dineklerinde serbest-, bagh- ve toplam-
ABA miktarlan sirastyla 2,02 ppm, 0,39 ppm, 2,41 ppm olarak bulunmustur (Cizelge
3.1 ve Sekil 3.6). Etanol uygulamasi yapilnus kizilgam agaglarmin sirgin uglarindan
10. ve 20. giinde alinan doku &rmeklerinde toplam-ABA miktarlary arasindaki farkhilik

dnemli bulunmanustur (P>0,05).

3.1.2.3. GAyn bhormon uygulamast yapilmis lomlcam (Pinus brutia Ten.)

agaclarindan alinan siirgiin uglarinda

GAuzje uygulamasi yapilmus kizilgam agaclaninin stizgiin uglarindan 10. ginde
alinan doku &meklerinde serbest-, bagh- ve toplam-ABA miktarlar sirasiyla 0,61 ppm,
1,17 ppm, 1,78 ppm, 20. giinde alinan doku oOrneklerinde serbest-, bagh- ve toplam-
ABA miktailan sirasiyla 2,30 ppm, 0,93 ppm, 3,24 ppm olarak bulunmustur (Cizelge

3.1 ve Sekil 3.7). GA4z0 uygulamasi yapilmis kizilgam agaglannin stirgiin uglarndan

47




48

o Kontrol-Serbest
B Kontrol-Bagh
& Kontrol-Toplam

b
<]

15 ——

ABA miktan (ppm)
8]

o
[ 3
R

Zaman (giin)

Sekil 3.5 Kontrol grubunda zamana bagli olarak serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktar: degisimleri
(Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve tist degerleri gostermektedir )
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Sekil 3 6 Etanol uygulamas yapilmis grubunda zamana bagli olarak serbest-, bagli- ve toplam-ABA
miktar1 degisimleri (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve list deBerleri gostermektedir.)
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© Sekil 3.7 GAymp uygulamas: yapilmis grupta zamana bagli olarak setbest-, bagli- ve toplam- ABA
miktar1 degisimleri (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve iist degerleri gdstermektedir.)




10. ve 20 giinde alman doku &rnekletinde toplam-ABA miktarlan arasindaki

farklihk istatistiksel olarak nemli bulunmarmstir (P>0,05).

Kontrol, etanol ve GAyze uygulamasi yapimus kizilgam afaglarinin stirgiin
uglarindan alian doku dmeklerinde ABA miktarlar karsilastirildiginda (Sekil 3.8.); 10.
giinde kontrol grubu, etanol uygulamasi yapilmis grup ve GAup uygulamasi yapilmis
grup arasindaki farklhilik Snemli bulunmamigtir (P>0,05). Aym sekilde, 20. giinde
kontrol grubu, etanol uygulamasi yapilmus grup ve GAsy uygulamasi yapilmig grup

arasmdaki farklilik da istatistiksel olarak &nemli bulunmamistir (P>0,05).
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Sekil 3.8. Uygulama gruplar arasinda zamana bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-
ABA miktar1 degisimlerinin karsilastirilmas: (Dikey ¢izgi bir standart hata alt

ve tist degerleri gstermektedin )
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3.2. Kontrol, etanol ve GAynp uygulamas: yapimis kizilgam (Pinus brutia Ten.)

agaclarinda disi ve erkek cigek miktarlan

Kontrol, etanol ve GAssn uygulamas: vapilmis kizilgam (Pinus brutia Ten)
agaclarmda disi gicek miktarlart suasiyla; 800 gigek/m®, 920 ¢igek/m’, 970 gigek/m’
olarak bulunmustur (Cizelge 3 2, Sekil 3.9). Disi ¢igek miktarlan karsilagtinldifinda
yapilan istatistik analize gore sadece kontrol grubu ve GAgye uygulamasi yapilmus
grup arasindaki farklibik onemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 3 2. Kontrol, etanol ve GAyny uygulamas: yapilmis kizilgam (Pinus brutia

Ten) agaclarinda disi ve erkek ¢igek miktarlarn

ovouLama | SICEKMIETARL | oppl Gicn savis
GRUBU (Ade)
Disi Erkek Disi Erkek
Kentrol 800 a 5890 a 116 900
Etanol 920 ab 1810 2 97,6 190
Hormon (GAq) 970 b 14150 b 133 2632,5

* Aym siitunda aym harfi tasivan degerler arasinda istatistiksel Snemde bir fark yoktut
(Tukey’s studentized range test, p>0,05) :

Kontrol, etanol ve GAgo uygulamasi vapilmis kizilgam (Pinus brutia Ien.)
agaclarinda erkek ¢icek miktarlan sirasiyla; 5890 cigek/m®, 1810 cicek/m®, 14150
cigek/m® olarak bulunmustur (Cizelge 3.2, Sekil 3.9). Erkek g¢ig¢ek miktailan
karsilastinldiginda vapilan istatistik analize gore, kontrol ve etanol uygulamas:
vapilmus gruplardaki erkek cicek miktarlar ile GAsmp uygulamas: yapilmig gruptaki
erkek ¢igek miktar arasindaki farkhihik dnemli bulunmusgtur (P<0,05).
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Sekil 3.9. Kontrol, etanol ve GAy7 uygulamas yapilmus kizilgam (Pinus brutia Ten )
afaclarmda  disi ¢icek miktarlan (Dikey ¢izgi bir standart hata alt ve iist
degerleri gostermektedir. )
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Sekil 3.10. Kontrol, etanol ve GAgre uygulamas: yapilmis kizilcam (Pinus brutia
Ten.) agaglaninda erkek cicek miktarlarn (Dikey ¢izgi bir standart hata alt
ve st deferleri gostermektedir )
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Diger taraftan, i¢sel toplam-GA; miktan ile disi ¢icek miktan arasindaki iliski
istatistiksel olarak %95 gliven diizeyinde onemli bulunmamusti (1= -0,315). Aym
sekilde igsel toplam-GAjz miktan ile erkek gicek miktar arasindaki iliski de istatistiksel
olarak %95 giiven diizeyinde énemli bulunmarnustu (1= -0,228) Yine igsel toplam-ABA
miktan ile disi ¢igek miktar arasindaki iliski  istatistiksel olarak % 95 giiven
diizeyinde 6nemli bulunmamustir (1=-0,345). Aym sekilde icsel toplam-ABA miktar ile
erkek cicek miktar1 arasindaki iliski de istatistiksel olarak %95 gliven diizeyinde onemii
bulunmamugtir (1= 0,61),
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4, TARTISMA

Literatiir bilgilerine gore, calismamizda kullamilan kizilgamda ¢igeklenme ve
egey belirlenmesi tizerinde bitkisel hormonlardan GAg uygulamasinin etkisi ile ilgili
dinyada heniiz bir caligmaya rastlanilamamistir GAarzo uygulamasmin kizilgamda
giceklenme ve esey belirlenmesine katki getirebilmek amaciyla yapilan bu ¢alismada
bulgularimiza gére (Bkz Cizelge 2 1), GAyzo uygulamasmin kizilgamda disi ve erkek

¢igeklenme iizerinde etkisinin oldugu anlagiimaktadir

Cizelge 3 1, Sekil 3.1 ve 3.4°de goriildiiii gibi, etanol ve GAymo uygulanmamis
kontrol bitkilerinde igsel toplam-GAjz miktary, etanol uygulanmus kizilgam agaclarinin
surgin uglanindan 20 giinde alinan doku 6rneklerinde belirlenen igsel toplam-GA;
miktart (152,07 ppm) hati¢, hem etanol hem de GAuzo uygulanmis kizilgam
agaclanmin  sirgiin  uglarmdan  alman doku &rneklerindeki igsel toplam-GAj;
miktarlarindan ¢ok daha vitksek degerlerde bulunmugtur Yine Cizelge 3.1, Sekil 3.5 ve
3 8°de gortildugi gibi, gerek kontrol, gerekse etanol ve GAgmo uygulanmig kizilgam
agaglannin sirgiin uglarindan alinan doku dmeklerinden elde edilen igsel toplam- ABA
miktarlar1 birbirlerine ¢ok vakin degerlerde bulunmugtur Ornegin; Icsel toplam- ABA
miktarlary kontrol grubu 0. giinde 3,56 ppm, 10. giinde 2,51 ppm, 20. giinde 1,62 ppm,
etanol grubu 10 giinde 2,29 ppm, 20 giinde 2,41 ppm, GAymo grubu 10 giinde 1,78
ppm, 20 giinde 3,24 ppm’dir

Literatir bilgilerine gére, gibberellinlerin gesitli ¢am thrlerinin pekgok farkls
dokularinda bulundugu rapor edilmektedir (Kamienska vd 1976) Yine gibber'ellin
benzeri maddelerin Larix decidua L |, Larix leptoleptis L., Cupressus arizonica Greene,
Cryptomeria japonica, Pseudotsuga menziesii var. menziesii, Juniperus chinensis 'in
vejetatif' sirgiinlerinde, Pinus jeffreyi Giev ve Balf, Pinus ponderosa Law ve Pinus
lambertiana Dougl 'mn gelismekte olan embriyolarinda, Pinus sylvestris L. 'nin polen
ve vejetatif siirgiinlerinde, Pinus attenuata Lemm.’in polenlerinde saptandig: da
bildirilmektedir (Crozier vd 1970 , Kamienska vd 1976 ) Yine Picea abies fidanlarinin
surgtinlerinde GAs, GAs. GAs, GAs, GAs, GAjz, GAss, GAz, GAogs, GAsz4, GAs’In
varlige gosterilmigtir (Moritz 1995). Avyrica Pinus radiata D Don tomurcuklarinda
gibberellin benzeri maddelerin varlig: da belirlenmistir (Taylor vd 1984) Ommegin:
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Cupressus arizonica Greene’nin vejetatif stirgiinlerinde GAs’e esdefer olmak iizere
yaklagtk olarak 40-70 mg/kg liyofilize doku gibberellin benzeri madde bulunmustu
(Ruddat vd 1968). Yine Picea glauca tohumlannda, zigotik embriyolarinda ve
megagametofitlerinde gibberellinlerin varlifi saptanmistir (Kong vd 1997). Bazi konifer
bitki tlirlerinin ¢esitli dokularinda saptanan gibberellin miktarlar:, farkli miktarlarda
Ornegin; Pseudotsuga menziesii’'nin vejetatif stirgiintinde 1,65 pg - 9,8 ug GA;,
Cupressus arizonica nin vejetatif stirgiinlinde 40 pg - 70 pg GAs, GAg, GAs, GA-,
Pinus attenuata poleninde 250 ug / kg GA; bulunmustur. Yine literatiir bilgilerine gére,
konifer tiirlerinden Picea glauca tohumlarinda, zigotik embrivolarinda ve

megagametofitlerinde ABA nin varlig1 da saptanmistir (Kong vd 1997).

Literatiit bilgilerine gore, aragtirmacilanin koniferlerden elde ettikleri bitkisel
hormon miktarlar: ile ¢alismamizda kullanilan bir konifer tiirii olan kizilgam vegetatif
sirglin uglarindan elde edilen bitkisel hormonlarin miktarlarn arasindaki farkliligm,
materyal ve metot ile laboratuar yontemlerinden kaynaklanabilecedini s6ylevebiliriz
Bununla ilgili olarak &negin, bitkisel hormoniann ekstraksiyonu ve saflagtinlmasmda
kullanilan kimyasal maddelerin, hormon ayngmunin gergeklestigi HPLC kolonu dolgu

maddesinin, kullanilan stiriikleyici fazin bilegiminin farkliligi gibi 6zellikler sayilabilir.

Kontrol, etanol ve GAspio uygulamas: yapilmig kizilcamda disi ve erkek gicek
miktarlar incelendiginde (Bkz Cizelge3.2), GAyo uygulanmis afaglarda disi ve erkek
¢igek sayilarimin, hem kontrol ve hem de etanol uygulamasi yapilmis agaglardaki disi ve
erkek cigek sayilarindan daha yitksek oldugu gortilmektedir. Disi ve erkek 9i§ek sayisl
kontrol grubunda sizasiyla 800 adet/m’ ve 5890 adet/m®, etanol grubunda smrasiyla 920
adet/m” ve 1810 adet/m’, hormon grubunda sirastyla 970 adet/m® ve 14150 adet/m’
olarak saptanmustr. Elde edilen verilere gore, GAgme hormon uygulamas: yapilmis
kizilgam afaglarmdaki erkek ¢igek sayist kontrol grubu agaclarindakine gore yaklasik 3
kat artmigtir. Yapilan istatistik analize gére disi ¢igeklenme bakumindan kontrol ile
etanol ve etanol ile hormon grubu arasindaki fark énemsiz iken (P>0,05), kontrol ve
hormon grubu arasindaki fark Onemli bulunmustur (P<0,05) FErkek c¢iceklenme

bakimindan ise kontrol ve etanol grubu arasindaki fark énemsiz iken (P>0,05), kontrol
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Calismamizda uygulama gruplanimn igsel toplam-GA, miktarlan (Bkz Cizelge
3.1} ve yapilan istatistik analize gére uygulama gruplanmn igsel toplam-GA; miktarlar:
ile disi ve erkek ¢igek miktarlan arasindaki iligkinin éneml bulunmamasi dikkate
alindifinda; igsel toplam- GAs’iin kizilgamda bem disi ve hem de erkek ¢giceklenme
uzerinde bir etkisinin olmadig fikrini vermektedir Bu konuda yapilan bir calismada,
GA3’Un  Pinus sylvestris L’de digi ¢igeklenmeyi arttirdift ancak bu etkilerinin
istatistiksel olarak 6nemli olmadif belirtilmektedir (Luukkanen ve Johansson 1980)
Yine galigmamuzda uygulama gruplanmn igsel toplam-ABA miktarlan (Bkz Cizelge
3 1) ve yapilan istatistik analize gore uygulama gruplarimn igsel toplam-ABA miktarlar
ile disi ve erkek gicek miktarlann arasindaki iliskinin onemli bulunmamasi dikkate
alindifinda; icsel toplam—ABA’nm da kizilgamda hem digi hem de erkek gigeklenme
dzerinde bir etkisinin olmadig: fikrini vermektedir Ancak konifer tarlerinin tohum
bahgelerinde ¢igeklenmenin artmasinda ABA’nm etkisi ile ilgili olarak vapilan bir
caligmada, ABA’nin Pinus massoniana’da erkek ¢igek olusumunu belirgin bir sekilde

arttudigy bildirilmektedir ( Huang vd 1999)

Diger taraftan, her ii¢ gruptaki disi ve erkek ¢igek miktariart ile istatistik analiz
sonuglan dikkate alindifinda; GAgo uygulamasmin hem disi ve hem de erkek
¢iceklenme tzerinde arttirict bir etkisinin ve bu etkisinin de ézellikle erkek ¢igeklenme
iizerinde daha fazla oldugunu soyleyebiliriz Bu konudaki bulgumuz ve diisiincemiz
Luukkanen ve Johansson (1980) tarafindan desteklenmektedir. Luukkanen ve Johansson
(1980) yaptiklar: bir ¢alismamn sonucu olarak, Pinus sylvestris L 'nin geligen
surglinterine gibberellinlerin etanolik sprey uygulamasinin hem erkek hem de disi
cigeklenmeyi arttudifini ve etkinin 6zellikle erkek gigeklenmede belirgin oldugunu da
1apor etmektedirler Yine bu konudaki bulgumuz, Chalupka’ya gore Pinus sylvestris
L "de GAury uygulamasinin erkek giceklenme oranini artirdis, disi giceklenme iizerine
etkisinin ise daha az oldufu literatiir bilgisiyle uyum géstermektedir (Lunkkanen ve
Johansson 1980) Bununla beraber, GAy7 kansiminin digsal uygulamasinin Pinus
concorta Dougl 'da disi ¢igeklenmeyi onemli bir gekilde arttirdigi da rapor edilmektedir
(Wheeler vd 1980) Tium bu literatiir bilgilerine karsin GAyy uygulamasinin Picea
sifchensis (Bong ) Carr’ da (Tompsett ve Fletcher 1979) disi ¢iceklenme uzerinde,
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Picea abies L. (Dunbesg 1973) ve Larix decidua Mill, Larix kaempferi (Lamb )
Carr ’de (Philipson 1996) ise erkek ¢igeklenme tizerinde bir etkisinin olmadigina iliskin

literattir bilgileri de bulunmaktadir.

Erkek ¢igeklerin varhgr veya yoklugunun, disi gigeklere gore sayist veya nisbi
oranmin hormon konsantrasyonuna veya uygulama zamanina veya dengesine (Ornegin;
gibberellin), cevresel faktorlere (Ornegin; giin uzunlufu), asilanacak bitkinin anag
bitkiden alindif1 yere, besinsel ve yag faktorletine bagh olabilecegi bildirilmektedir
(Wheeler vd 1980, Ho ve Schnekenburger 1992) Omegin; Picea mariana’da GA4rn
uygulamasinda erkek kozalak dretiminin uyarilmast igin  optimum hormon
konsantrasyonu 3,3 ng iken, disi kozalak tretiminin uyarilmas: igin optimum hormonﬂ
konsantrasyonunun 11 ng oldugu rapor edilmektedir (Smith 1998) Yine hormon
uygulama zamaninm gigeklenme tipi izerine etkisiyle ilgili yapilan ¢alismalarda, erken
donemde (Mayis) GA47 uygulamasin erkek cigeklenmeyi, daha ge¢ donemdeki
uygulamalann ise disi gigeklenmeyi arttudii gosterilmistic (Wheeler vd 1980,
Schnekenburger 1992) Yine hormon uygulama yerinin digi kozalak sayisi tzerine
etkisiyle ilgili yapilan bir ¢ahigmada, govdeye enjeksiyon seklindeki hormon
uygulamasimn tomurcuklara digsal hormon uygulamasina gore daha etkili oldugu
belirtilmektedir (Siregar ve Sweet 1997) Belirli gibberellinlerin 6zellikle GAsm
uygulamasinin Pinaceae tiirflerinin gogunda (Pinﬁs radiata D Don, Pinus faeda L |
Pinus elliotii Engelm , Pinus palustris Mill, Pinus banksiana YLamb ) ¢igeklenmeyi
erken tesvik ettifi ve arttirdift bildirilmektedir (Pharis ve Kuo 1977, Hare 1979, Hare
vd 1979, Ross ve Gieenwood 1979, Ross vd 1983 , Sweet 1979: Ross vd 1984'den)
Ross ve Greenwood (1979), dist gigeklenme tizerine gibberellinlerin etkisi jle ilgili
olarak Pinus taeda L. ile yaptiklan caligmada, her bir dala 100 ve 500°er pg GAsq
uygulamalarinin  disi gigek uretimini 6nemli mikiarda arttudiing, 500 pg GAs
uygulamasinin da ayni konsantrasyondaki GA4;" nin etkisine benzer etki gosterdigini,
100 pg GA; ve her iki konsantrasyonda GAs uygulamalarmin ise etkisiz oldugunu

belirlemiglerdir

GAxy7'nin gigeklenme iizerindeki etkisinde  klonal varyasyonun da etkili

oldugunun gozard: edilmemesinin gerektigi de ifade edilmektedir. Klonlardan ancak
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yanistndan azimn bu hormon uygulamasina bagarili bir sekilde cevap verdigine iligkin
bazi caligmalar da bulunmaktadir (Tompsett 1977). Cigeklenme ile ilgili olarak,
ciceklenme tizerinde GAsy uygulamasiin genetik olarak qiceklenmeye egilimh
klonlarda etkili oldugu bildirilirken [ Ornegin; Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco
(Ross ve Pharis 1976)], az ¢iceklenen agaglarda bu uygulamanim etkisiz oldugu ife ilgili
literatiir bilgisi de bulunmaktadir [ Picea abies (L.) Karst (Dunberg, 1980) ] GAur
kansimunm digsal uygulamasinin gigeklenme tizerindeki etkisinin GAs'e gore daha fazla
oldugu da bildirilmektedir (Ross ve Greenwood 1979, Pharis ve Kuo 1977, Luukkanen
ve Johansson 1980). Diger taraftan GAy;+A; kargtmmm digsal uygulamasinin Picea
stichensis {Bong.) Carr'da ertkek ve disi ¢igeklenmeyi onemli bir sekilde arttdiging
gosteren gahgmalar da vardir (Tompsett ve Fletcher 1979} Yine GA4n karigiminin
digsal uygulanmasimn Pseudotsuga menziesii (Mirb ) Franco tohum bahgelerinde
¢iceklenmenin erken tegvik edilmesinde ve arttrilmasinda uygulanabilir bir metot
olarak gorildiifii ve etkili oldugu da rapor edilmektedir (Ross ve Pharis 1976)
Gibberellin uygulamalarinin Cupressaceae ve Taxodiaceae'de oldugu gibi koniferlerin
ciceklenmesini arttirdi da bildirilmektedir (Kato vd 1958, Pharis vd 1965, Dunberg
1974, Tompsett ve Fletcher 1979) Gibberellinferin konifer turlerinin  tohum
bahgelerinde giceklenmeyi arttincr en etkili ajan  oldugunun gorildugi de

bildirilmektedir (Pharis ve Kuo 1977, Luukkanen ve Johansson 1980)

Avyrica, farkl tipteki gibberellinlerin gigeklenme tzerindeki etkilerinin daha az
polar veya daha fazla polar oluglaniyla ilgili oldugu da rapor edilmektedir (Ross ve
Greenwood 1979) Gibberellinlerin daha az polar veya daha fazla polar oluslar: gibbane
halka yapisindaki hidroksil grubu sayisi ile ilgili olup, hidroksil grubunun hig
bulunmayigt veya bir hidroksil grubunun bulunusu daba az polar gibberellinleri | iki
veya daha fazla hidroksil grubunun varhifi ise daha polar gibberellinleri ifade
etmektedir. 6r'negin; GAs hig hidroksil grubuna sahip degilken, GA4, GAs ve GA7 bir
hidroksil grubuna, GA; ise iki hidroksil grubuna sahiptir. Bu konuda, daha az polar
gibberellin (Ornegin; GAsr'nin  belli oranlardaki  karigimlart) uygulamalanma,
Cupressaceae ve Taxodiaceae familyasi uyelerinde oldugu gibi, Pinaceae familyas:
tiyelerinde de ¢igeklenmeyi arttirici etkilerinin oldugu rapor edilmektedir (Ross ve

Pharis 1976, Pharis ve Kuo 1977, Tompsett 1977, Tompsett ve Fletcher 1979) Bu da

57




bize gibberellinlerin polaritesi arttikga gigeklenme tzerindeki ctkilerinin azaidign fikrini

vermektedir.

Ayrica polen yoluyla genetik kirlenmenin tohum bahgesi digindaki diisiik genetik
ozellikli agaclardan gelen polenlerin dstiin  6zellikli agaglardan olusan tohum
bahgelerindeki disi gigekleri dollemesi dikkate alindiginda; tohum bahgelerinde bulunan
astiin Ozellikhi afaglarda erkek ¢igek sayisinin artmasi, genetik kirlenme diizeyini
azaltacafini akla getirmektedir. Calismamizdan elde edilen verilere goére; GAamo

- uygulamasi kizilgam tohum bahgesinde klon numarasi 9273 olan agaglarda erkek cigek
sayisini -arttirmugtic. Tim bunlar da bize, kszilgam tohum bahgesinde klon numarasi
9273 olan agaglarda GAyze uygulamasimn erkek gigek sayisi arttirarak polen kirliligi

oranini digtirecegi fikrini vermektedir




5. SONUC

Bitki biiyiime hormonlarinin orman agaglannin biiyiimesi ve gelismesi uzerinde,
organ farkiilagmasinda, aga¢ formunda, genglikten olgun déneme gecisinde, ciceklenme
uzerinde ve eseyin belirlenmesinde dnemli role sahip olduklan bildirilmektedir (Ross ve
Pharis 1976) Yine, orman agaclarinda hormon uygulamast ve fizyolojik strese neden
olma veya her ikisinin birlikte cigek olusumunu uyaran metotlar olarak kullanildigr da

rapor edilmektedir (Beaulieu ve ark. 1998)

Bitki bilytime hormonlarinin ¢igeklenme ve tohum verimi Uzerine etkisinin neler
oldugunun bilinmesi tohum bahgelerinin igletilmesi acisindan 6nem tasimaktadir
Dolayisiyla tohum bahgelerindeki klonlarda hormonal seviyenin ¢igeklenmeden olgun

kozalaga kadar siiregte etkilerinin bilinmesi gerekli temel verilerin baginda gelmektedir

Orman  populasyonlarinin - genetik yapistm istenilen yonde degistirmek ve
dogadaki populasyonlarr amacimiza gore evcillestirmek konusunda, tohum bahgeleri
aga¢ slahgisinin elinde ¢ok 6nemli bir aragtir (Keskin 1998) Bununla ilgili olarak
Simgek, tohum bahgelerinde tohum olusumunun dogal ormanlara gore daha erken
bagladigim ve sik periyotlar ile devam ettigini bildirmistir (Kaya 2001) Ayrica Urgeng
tarafindan tohum bahgelerinden elde edilen tohumlarm ¢imienme kabiliyetinin yiiksek

oldugu da belirtilmektedir (Kaya 2001).

Galigmanuzin sonucunda, GAue uygulamasimnin hem disi ve hem de erkek
gigeklenme tizerinde arttirict bir etkisinin ve bu etkisinin de Ozeltikle erkek cigeklenme
uzerinde daha fazla olusu dikkate alindiginda; GAg7s uygulamasinin  tohum
bahgelerinde polen kitliliginin bagka bir deyisle genetik kirlenme diizeyinin azalmasini

saglayabilecedi soylenebilir

Ote yandan gibberellinlerin digsal uygulamasimn Pinaceae familyasinda gigek
vetimi lizerine olumlu etkisi bilinmekle beraber klonlarin bu isleme verecekleri cevabin
da bilinmesi gerekmektedir Bu baglamda, ¢igeklenme ve eseyin belirlenmesi ile ilgili
tim bitkisel hormonlarin etkilerinin diger klonlar iizerinde de caligilmasinin geregine

inanilmaktadir
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Tam bunlar dikkate alindifinda; kizilgam tohum bahgesinde tiim bitkisel
hormonlarin digsal uygulamalanmin  ve igsel seviyelerinin ¢igeklenme izerinde
etkilerinin ortaya konulmasiyla tiretilecek bilgiler ile kurulu tohum bahgelerinin etkin
yonetimi iizerinde uygulamaya yon verilecegi ve bunun da ulke ekonomisine katki

getirecegi dustinilmektedir.
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7. EKLER
EK-1: TANIMLAR

Altlik (stock) : Genotipini koruyarak iiretmek istedigimiz agag yani ortetten alman ve

yeni bir bireyi gelistirecek olan kalemin asilandif anactic
Brakte (brachte): Cigek sap1 yaprakgig,

Ciceklenme fenolojisi : Cigeklerin yil icinde gelisim cagina, mevsimlere ve iklimsel

degismelere bagh olatak gosterdiklert degisikliklerdir.

Disi ¢icek (disi kozalakgik, seed cone) : Ilerde geliserek iginde tohumiars tagiyan
kozalag1 verecek olan ve ¢ok sayida disi spor kesesi (makrospotofil) tagiyan

disi cigektir

Dol denemeleri : Dollerin performansini kargilastinarak, ebeveynlerin test edilmesidir
Yetisme ortammm sagladip: tistiinliikleile, iyi genletden kaynaklanan kalitsal
dstiinlikleri aymt etmek tizere ¢ok sayida dél, kontrollit sartlarda

karsilastinilarak daha giivenli sonugla: elde edilir.

Erkek ¢igek (erkek kozalakgik, seed cone): Erkek ¢igek kiimesi icerisinde yer alan,

lizerinde gok sayida polen kesesi bulunduran yapilardu

Erkek gigek kiimesi (cluster): Son yila ait siirgiin tizerinde, bir ya da daha gok erkek

kozalakg1gin yan yana yer aldig topluluktur.
Gen havuzu: Bir populasyondaki fertlerin tagidigt biitiin genletin (kalitsal materyalin)

hepsinin birden ortaya konulmasiyla ve kangtiilmastyla olustugu varsayilan

teorik bir kaviamdir
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Geneotip: Aacin ilireme hilereleri ya da vejetatif iretme ile nesilden nesile normal
olarak degismeden gegebilen ve fenotipin ortaya ¢ikmasimda etkili olan kalitsal
yapidir.

Klon: Belitli bir ortetten a1 ya da gelik yoluyla iiretilen ve aynt genotipik yapiya sahip

olan fertlerin ait oldugu ttim gruptur.

Klonal tohum bahgesi: Celik, ast kalemi vb. vejetatif materyalle tiretilen fidanlatia

kurulan tohum bahgeleridir,
Plantasyon: Fidan dikimi yoluyla yapilan agaglandirmalardir.

Plus agag¢: Fenotipik seleksiyona dayanilarak segilen tstiin nitelikli agaglara Plus agag

adi verilir.

Polen Kkirliligi (kontaminasyonu): Bit tohum bahgesine bahce disindaki bireylerden
gelen yabanci polenlerin bahgedeki disi ¢igekleri ddtleyerek tohum olusmasina

karrismasidin.

Populasyon: Aralaiinda nesilden nesile gen aligverisi olabilen, aym tiirden olup ayni
gen havuzunu paylasan, belitli bir otijinde yer alan ve bir va da birden fazla

megcereden meydana gelen fertler toplulugudur

Tohum bahcgesi : Genetik olarak Ustiin agaclann klon va da tohumlarindan kurufan ve
genetik acidan arzulanmayan polen kaynaklarindan izole edilmis, 6zel idare ve

isletmeye tabi tutulan, sik, bol ve kolay tohum hasat edilen agaglandiimalardir.

Tohum mesceresi: Yiiksck kalitede tohum elde etmek tizere scgilen, tohum veriminin
ve genetik kazancin arttinlmast amactyla miidahalelerde bulunulan, dogal ya

da bazi1 6zel durumlarda yapay olarak kurulmus agag populasyonlanidir.
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