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OZET

Bu ¢alismada, sentetikhntilknﬁémﬁé'véhmtfmenmﬂ?ﬂhsif
sik asit (ABA) ile Phanerochaete chrysosporium ME446'dan ~elde
edilen metillenmemis- ve metillenmis—-ABA'nin Biyolojik
aktivitelerinde bir farkliligin olup olmadigi incelenmig-
tir. Ayrica, metillemenin sentetik ve fungal ABA'nin
biyolojik aktivitesinidegigtirip degi§tirmedigi aragtairil-
migtir. Deneylerde ABA'nin etkisi yulaf koleoptil biiyiime
testi ile test edilmistir. Testlerde 10_4}I=ABA cbzelti-
leri kulian11m1§t1r;;

P. chrysosporium ME446'dan elde edilen ABA'nin miktar

tayininde spektrofotometre teknigi kullanilmistir.

Galisma sonucunda elde edilen bulgulara ve varyans
analizi sonuclarina gore, sentetik metillenmemis- ve
metillenmis-ABA ile fungal metillenmemig- ve metillenmig-
ABA'nin biyclojik aktivitelerinde bir farkliligin olmadi-
g1 bulunmustur. Ayrica, metilleme isleminin her iki tip
ABA'nin bilyime inhibisyonu tizerindeki biyolojik- aktivi-

&Smidegigtirmedigi~saptanm1§t1r.



ABSTRACT

In this study, differences in biological activities of
methylised and non-methylised abscisic acid (ABA) were
compared with that of methylised and non-methylised ABA
obtained from Phanerochaete chrysosporium ME446. In
addition, it has also been investigated that whether
methylization of fungal and synthetic ABA results in any
difference of biological activities of these chemicals.
In the experiments, the effects of ABA were tested using
with Avena coleoptile growth test. ABA solutions prepared
at IO_AM concentration were used in the tests. The quantities of AR\ obtained
P. chrysosporium ME446 were determined using spectro -

photometric technique.

The results obtained from experiments and statistical
analysis showed that there is no difference in biological
activities between methylised and non-methylised synthetic
ABA and methylised and non-methylised fungal ABA. Moreover
it was élso shown that methylization of both kind of ABA
has not been resulted in any change in the biological

activity regarding to inhibition of growth.
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1. GIRIS

Hayvanlarda oldufu gibi, bitkilerde de vyasamsal
faaliyetleri etkileyen ve hormon adi verilen biyiime
maddelerinin sentezlendigi bilinmektedir, Bitki biiyiime
maddelerinin saptanmasi, kimyasal yapilarinin aydinlatil-
masi ve bitkilerde meydana gelen bircok fizyolojik
olaylarai kontrol ettiginin anlasilmasai sonucu, insanoflu
bitkilerin biiyiine ve gelismelerindeki esaslara degistire-
bilmig, biiylimeyi yavaslatmis ya da hizlandirabilmigtir.
Bitki Dbiiyiime maddelerinin bir kismi bitki biiylime ve
geligimini wuyarip hizlandirdigindan stimiilatsr adini
alir. Auxin, gibberellin ve sitokininler bu gruba girmek-
tedir. Diger bir kismi da biiyiime ve gelismeyi durduran,
gerileten etkiye sahip oldugundan inhibitérler olarak
adlandirilirlar. Ornegin, absisik asit (ABA) dogal bir
bitki biiyiime inhibitsriidiir.

Glniimizde biiyiime maddelerinin bitki biiylime ve
geligmesinin kontroliinde yaygin bir bigimde kullanilmala-
ri1 Ulkemiz icin heniiz baslangi¢ asamasindadir. ABA'nin
bitkile: tGzerindeki fizyolojik etkilerinin ¢ok cesitli
olmasi, onun tarimda yaygin bir sekilde kullarilabilece-
gini ve bu durumun tarimsal caligmalar ig¢in biiyiikk bir

ekonomik “nem tasgiyabilecegini akla getirmektedir.

Absisik asit (ABA), 3-metil-5(1'-hidroksi-4'-okso-2"',
6'-trimetil-2'-siklohekzen-1'-il)-cis, Trans-2,4-pentadi-
enoik asittir (Addicott ve Lyon 1969). ABA'nin kapala
formild ClSH2004 olup, organik ¢oziiciilerde ve suda
¢ozlintir (Obkuma, vd. 1963: Addicott ve Lyon 1969*dan) .

ABA'nin dogal olarak olusan formu (S)-(+)-absisik
asittir - (Sekil 1.1) . gentetik rasemik absisik asit ise
(RS)—(t)—absisik asittir. Kisaca ABA'nin dogal olarak
olugsan formu icin (S)-ABA, sentetik rasemik formu icin
ise (RS)-ABA isaretleri kullanilir (Addicott ve Lyon
1969; Weaver 1972).



[\~

Sekil 1.1 (S)-absisik asit'in yapisi (Addicott ve Lyon
1969 'dan).

Dogal olarak olusan ABA daima (+) formundadir
(Phillips 1971). ABA‘nin cis ve trans olmak Ulzere iki
geometrik izomeri vardir (Sekil 1.2). Bir cok bitkide
ABA'nin dogal olarak olusan izomeri cis—-ABA olup, litera-

tiirde "ABA" olarak kisaltilmistir (Milborrow 1970).

Q‘\;—{\ /Q
Chy c/w.b ‘@f&lhs Crig c;hﬁ‘1 %‘3 ¢
o ‘M(\V)C /\‘;&‘g /C§'Efm HyC /C\‘C ::k\& /C\\C
;&ﬁmﬁﬁg\cﬁ U% < '/é\\éh "
R i S N
Cis~-ABA Trans—ALA

Sekil 1.2. Cis ve trans—-ABA 'mun yvapisr (Phillips 1971 'den).

Bitkilerde ABA'nin daha ¢ok yapraklarda sentezlendipi
kabul edilmekte (Kagka 1971; Hoad 1973;1975; Zeevaart
1977; Setter ve Burn 1981), kok gibi diger organlarda
ise sentezi yolunda celigkili goriisler ileri siiriilmekte-
dir (Bradford ve Hsiao 1982 : Sakurai, vd. 1985'den). Litera-
tirlere gtre ABA ¢esitli bitkilerin yaprak, govde, kok,
tochum, embriyo, endosperm, tohum kabugu, tomurcuk, rizom
ve tuber gibi c¢ok degigik kisimlarinda yiiksek miktarlarda
bulunmustur (D&rffling 1972; Weaver 1972). Bundan basgka
ABA'nin varligi g¢esitli bitkilerin floem (Hoad 1973;
1978; Zeevaart 1977) ve ksilem (Hoad 1975; Loveys 1977)
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olabilecegi de bildirilmigtir (Bozcuk ve Topguoglu
1982).

Organik maddelerin molekiil yvapilarinin agiri sicak-
lik, sgiddetli 1sik gibi cegitli faktodrlerle etkilendigi
ve buna bagli olarak da fizyolojik etkisinin degistipi
bilinmektedir. ABA'nin da bir organik madde olmasi
nedeniyle molekiil yapisinin bazi cevresel faktorlerden
etkilenecegi ve inaktivasyona uprayabilecegi diisiintilmek-
tedir. Bu durumun o©nlenmesi icin ABA'nin metillenmesi
gerektigine inanilmaktadir. Ancak gliniimiize kadar, ABA'nin

metillenmesi durumunda biyolojik aktivitelerinde bir

degigikligin olup olmadigi konusunda kesin ve yeterli
literatiire rastlanmamistair. Bu literatiirler incelendigin-
de bulgularin da celigkili oldugu gorilmektedir. Bu
konuda Koshimizu ve arkadaslari (1966), vyaptiklari bir
¢aligmada ABA'nin metil esterlerinin (Sekil 1.3) biiyiime
inhibisyonu {izerinde aktif oldugunu saptamislardir.
Bagka bir calismada ise ABA-metil esterinin biyilimeyi
inhibe etmedigi rapor edilmigtir (Jones ve Mansfield
1971). Ayrica yine bu konuda yapilan diger bir calismada
da ABA-metil esterinin stomalarin kapanmasinda inaktif
oldugu belirtilmistir (Kriedemann, vd. 1972).

CH,
|
C .
/3\ "
, s
2§
cggHs

Sekil 1.3. (S)-absisik asit'in metil esteri (Milborrow
1974' dan degistirilerek).

Bazi funguslarin sekonder bir metabolit olarak ABA
sentezlediklerine iligkin kanitlarin bulunmasi (Assante
vd. 1977; Marumo vd.1982; Horgan, vd. 1983; Bennett, vd.
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1984 ; Yamashita 1985; Kettner ve Dorffling 1987; Norman,
vd. 1988; Unyayar 1990; Unyayar, vd. 1990) ve funguslar
tarafindan iretilen ABA miktarlarinin bitkilerdeki
ortalama ABA miktarlarina gére ¢ok daha yiiksek degerlerde
oldufunun rapor edilmesi (Assante, vd. 1977), funguslar
tarafindan iiretilen ABA'nin biyolojik aktivitesinin
¢aligilmasini akla getirmektedir. Boyle bir calismanin
sonucunda elde edilecek bulgularin da funguslar tarafin-
dan iiretilen ABA'nin tarimsal alanlarda kullanilabilecegi

konusunda bir fikir verecegine inanilmaktadir.

Iste bu nedenlerle, iilke ekonomisine katkida bulun-
mak Uzere, cesitli tarimsal alanlarda kullanilabilir
6zelliginden dolayi, hem funguslarca iiretilen ABA'nin hem
de sentetik ABA'nin karsilastirmali olarak biyolojik
aktivitelerini test etmek ve ayrica bunlarin metillenmesi
durumunda, biyolojik aktivitelerinde bir farklailigin
olup olmadigini belirlemek amaci ile vapilan bu calisma

Yiksek Lisans Tezi konusu olarak secilmistir.

Bu caligmada materyal olarak kullandigimiz fungus
tirinlin seg¢iminde Boliimiimiz laboratuvarlarinda kolayca

Uretilebilirligi etken olmustur.



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Kullanilan Fungus ve Uretim Teknigi

Calismamizda Basidiomycetes sinifina giren Dbeyaz
glirtik¢iil funguslardan Phanerochaete chrysosporium ME446
kullan11m1§t1r; Bu fungus Inonii Universitesi Biyoloji
Bolimi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarin-
dan temin edilmistir.

Bu fungus batik kiiltiir teknigi ile, stok bazal
ortaminda (SBM) Yesilada ve arkadaglari (1989) ve Unyayar
ve Kolankaya (1990)'ya gore lretilmigtir.

2.2. ABA Ekstraksiyon ve Saflagtirma Islemleri

ABA ekstraksiyonu ve saflagstirilmasi kiiciik degigik-
likler ile Topguoglu (1987) ve Unyayar (1990)°'a gbre
yapilmigtir. P, chrysosporium ME446' nin hiicre disa
kiltiir filtratlarindaki ABA ekstraksiyonu ve saflagtiril-
masinda kullanilan bu yontem sirasiyla agagida oldugu
8ibi uygulanmistir. '

a) Fungus tiirline ait hiicre digi kiiltir filtratlarindan
10'ar ml numune alinmigtir.

b) Numuneler iginde 60 ml ekstraksiyon solventi (metanol-
kloroform-2N amonyum hidroksii, 12:5:3, v/v) bulunan
100 m1'1ik kapakli, renkli gigelere konularak etiketlen-
migtir. ABA'nin i1siktan ve pH degisimlerinden etkilenme-
mesi ic¢in, siselerin kapaklarinin ici ve gigelerin dig
ylzeyleri aliiminyum folyo ile kaplanmistair. Boylece,
saflagtirma islemine hazir kombine ekstraktlar (70 ml)
elde edilmistir (Sekil 2.1).

Daha sonra bu gigeler ~80°C'de derin dondurucuda
bir hafta siireyle saklanmistir.
c) Bu kombine ekstraktlar, 250 ml'lik ayirma hunilerine



KOMBINE EKSTRAKT (70 ml)
(Metanol:Kloroform:2N Amonyum Hidroksit,12:5:3, v/v)

14.8 ml kloroform ve 22.4 ml

%r,,,/-”; ~\\\\§iiiiie,su ilave edilir.

Kloroform (atilair) Sulu Métanol

kullanilarak pH 4.0'e

Kloroform %~*”‘“'“"w‘~”ﬂ“#-”—“-¢ayarlan1r

(Serbest-ABA gzgffaktl)
Sulu Metanol

Evaporasyon T
12 m1 kloroform

Metille
me ilave edilir

Evaporasyon

ince Tabaka Krbmatografisi Sulu Metanol

. 6N KOH ve formik asit
Etil t -
] ?se at kullanilarak pH 11.0'e
ile siizme ayarlanar

UV Spektrofotometre
Sicak su banyosu

iglemi
Kloroform < 6N KOH ve  formik asit
(Bagli-ABA Fkstrakti) kullanilarak pH 4.0'e

Evaporasyon
Metilleme

form ilave edilir.

Evaporasyon
) Sulu Metanol
Ince Tabaka Kromatografisi

i Etil asetat ile 12 ml1 kloroform

B ilave edilir
siizme

UV Spektrofotometre Sulu Metanol (atilir)

Sekil 2.1. ABA ekstraktlarinin saflastirilmasi igin
uygulanan islemlerin akis semasi (Topguoglu
1987; Unyayar 1990'dan).

6N KOH ve formik asit

ayarlanir. 12 ml kloro-
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alinmis ve {iizerlerinel%4.8 ml kloroform ile 22.4 ml
distile su konulmustur. Bu ayirma hunileri - kuvvetli
olarak 3-4 kez calkalanarak kloroform ve sulu metanol
fazlarinin birbirinden net olarak ayrilmasi saglanmisgtir.
Iki fazin birbirinden net olarak ayrilmadifi durumlarda
glicli bir hava kompressrii vasitasiyla kloroform fazi
icine hava iiflenerek, ayirma iglemi c¢abuklagtairilmistir.
Altta kalan kloroform fazlar: ayirma hunilerindeki
musluklar yardimiyla atilmistair.
d) Ayirma hunilerinde kalan sulu metanol fazlarinin
pH's1 formik asit ve 6N KOH kullanilarak, 4.0'e
ayarlanmistir.
e) 100 ml1'1lik cam ekstraksiyon balonlar: hazirlanmistair.
Bunun i¢in ekstraksiyon balonlara kloroform ile galkala-
narak temizlenmis ve agizlarz: agik kalacak sgekilde dis
tarafi aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Dik durabilmesi
ig¢inde uygun plastik kaplara yerlestirilmistir.
f) Ayirma hunilerinde kalan ve pH'si 4.0°e ayarlanmis
sulu metanol fazlarinin iizerlerine 12.0 ml kloroform
eklenmigtir. Bu ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4 kez
calkalanarak, kloroform ve sulu metanol fazlarainin
homojen bir sgekilde karistirilip, dinlenme sirasinda
birbirinden net olarak ayrilmasi saglanmigtir. Altta
kalan kloroform fazlar: ayirma hunilerindeki musluklar
yardimiyla, daha &nceden hazirlanan ekstraksiyon balon-
lar;na alinmigtair.
g) Aylfmé hunilerinde kalan ve pH's1 4.0'e ayarlanmisg
sulu metanol fazlarinin iizerine tekrar 12.0 m1 kloroform
konulmustur. Ayirma hunileri kuvvetli olarak tekrar 3-4
kez calkalanarak kloroform ve sulu metanol fazlari
birbirinden net olarak ayrilmasi saglanmistir. Altta
kalan kloroform fazi ayirma hunilerindeki musluklar
yardimiyla ayni ekstraksiyon balonlarina alinmistair.
Boylece ilk olarak balonlara alinan bu kloroform fazlarai
icindeki ABA, serbest-ABA'dir. Bu ekstraksiyon balonlari
agizlari aliiminyum folyo ile sikica kapatildiktan sonra,
-80°'de derin dondurucuda evaporasyon islemine kadar
saklanmistir.



g
h) Ayirma hunilerinde kalan sulu metanol fazlarainin
pH's1 formik asit ve 6N KOH kullanilarak, 11.0'e ayar-
lanmisgtair.

1} Ayirma hunilerinde kalan ve pH'si 11.0'e ayarlanmis
sulu metanol fazlar: 100 ml'lik erlenlere alinmigtir.
Erlenler agizlari fazla siki olmamak {iizere folyo ile
kapatilarak, 1 saat siireyle 62°C'de su banyosunda bira-
kilmistir. Ancak, erlenler bu siire ic¢inde her 10 dakika-
da bir calkalanmigtar.

j) Bir saat sonra erlenler su banyosundan c¢ikarailmis ve
iglerindeki sulu metanol fazlarinin pH'sy formik asit
ve 6N KOH kullanilarak 4.0'e ayarlanmistair.

k) 5 no.lu iglem tekrarlanmistir.

1) Erlenler iginde bulunan ve pH'si 4.0'e ayarlanmis
sule metanol fazlari ayirma hunilerine alinmisgtir. Daha
sonra, ayirma hunilerindeki bu sulu metanol fazlara
izerine 12.0 ml kloroform konulmustur. Ayirma hunileri,
kuvvetli olarak 3-14 kez calkalanarak, kloroform ve sulu
metanol fazlarinin homojen gekilde karigmasi ve dinlen-
me sirasinda birbirinden net olarak ayrilmasi saglanmis-
tir. Altta kalan kloroform fazlari ayirma hunilerindeki
musluklar yardimiyla, daha ©6nce hazirlanan ekstraksiyon
balonlarina alinmistar.

m) Ayirma hunilerinde kalan, pH'sy: 4.0'e ayarlanmig
sulu metanol fazlarinin iizerlerine tekrar 12.0 ml kloro-
form konulmus ve yukarida agiklanan islemler yinelenmig-
tir. Bdylece, ikinci kez ekstraksiyon balonlarina alinan
bu kloroform fazlari igindeki ABA ise bagli=ABA'dir. Bu
balonlarda agizlari aliminyum folyo ile sikica kapatil-
diktan sonra -80°C'de derin dondurucuda evaporasyon
iglemine kadar saklanmigtir. ,

n) Ayirma hunilerinde kalan sulu metanol fazlari atil-
migtir.



2.3. Evaporasyon {glemleri

Ekstraksiyon balonlarinda bulunan hem serbest-ABA,
hem de bagli-ABA ekstraktlarini iceren kombine kloroform
fazlari Rota-Evaporatdr aleti ile 45°C'de su banvosu
i¢inde tamamen kuruyuncaya kadar, evapore edilmistir.
Evaporasyon islemi sonunda numunelerin bir kismi metil-
lenmeden, bir kismi da metillendikten sonra ince tabaka

kromatografi islemleri yapilmistir.

2.4. Metilleme Islemleri

1. Kuruyan numunelerin metillenmesinde kullanilan
diazometan S$ekil 2.2.' de gbriilen diizenek yardimiyla ve
Topguoglu (1987)'nun yontemi esas alinarak elde edilmig-

tir.
Eterli diazald'in destilasyonu icin:

a) 100 ml'lik erlenler icerisinde, 5.0 g KOH &.0
ml distile suda eritilmistir. Daha sonra iizerine %96'l1k
25.0 ml etil alkol ilave edilmis ve bu karisim, 65°C ' de

su banyosu ig¢inde bulunan balonun icine (B) konulmustur.

b) 250 ml1'lik erlenler icerisinde, 21.5 g diazald
(N-metil-N-nitroso-p-toluensiilfonamid) 200 ml eter ile
eritilmistir. Bu eterli diazald 250 ml'iik bir ayirma
hunisine (A) bosaltilmistir. Ayirma hunisi, Sekil 2.2.'de

gorildigi gibi sisteme monte edilmigtir.

c) Destilasyon sonucu eterli diazald'in toplanacagi

balonun (C) etrafina buz parcalari yerlegtirilmistir.

d) Sogutucu sistem i¢in gerekli suyun akigi saglan-
migtir.

e) Ayirma hunisinin muslugu ¢ok hafif agilarak,
eterli diazald'in damla damla su banyosu icindeki balona
bogsalmasi saglanmistir.

f) Destilasyon sonucunda altin sarisi renkte elde
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diazald, 9:1 v/v oraninda metanol ile
karistirilmistir.

g) Tiim bu islemler sonucu elde edilen eterli diazo-

metan, dis tarafi aluminyum folyo ile sarili remnkli bir

sige igerisinde

islemine kadar

-80°C'de derin dondurucuda metilleme

saklanmigtir.

Diazald c¢ok =zehirli bir

madde oldugu ic¢in eterli diazald'in destilasyonu g¢eker
ocak icinde yapilmistair.

FO}?,UK su —_—

girigi

Soputuen ]

sistem

Sacikigt T

Ceker ccak
bacasina

|~ 5.0 g KO + 8.0 il distili su +
% 91k 25.0 ml etil alkol

| Sa benyosu (65°0)

— Bz parcalary
— Lterli diazald

Sekil 2.2. Eterli diazald'in destilasyon semasi (Topcuoglu

1987 'den).
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2. Kuruyan numuneler elde edilen eterli diazometan
ile metillenmistir. Bunun i¢in, ic¢inde kurumus numuneler
bulunan ekstraksiyon balonlarina 5.0'er ml eterli diazo-
metan konulmustur. FEkstraksiyon balonlari 30 dakika
ceker ocak icinde bekletilmistir. Balonlar bu siire
esnasinda ara sira c¢alkalanmistir. Bu siire sonunda

ekstraksiyon balcnlarinda kalan eterli diazometan 2.3

de verilen ybnteme gore evapore edilmigtir. Evaporasyon
igleminden sonra icinde metillenmig ABA ekstraktlarinin
bulundugu ekstraksiyon balonlarinin agizlari parafilm
ve aliminyum folyo ile sikica kapatildiktan sonra, -80°¢"
de derin dondurucuda ince tabaka kromatografisi islemle-

rine kadar saklanmistir.

Ekstraksiyon balonlarinda bulunan bu metillenmis
ABA ekstraktlari, metillenmemig-ABA ekstraktlari ile
birlikte, ince tabaka kromatografisinde kullanilacak

esas numunedir.

2.5. Standart Metillenmis-ABA'nin Hazirlanmasi

Standart metillenmis-ABA (Standart-Me—ABA), serbest-
ve bagli-ABA ekstraktlarinin metillenmesine uygun olarak,
sentetik~ABA'nin (Sigma, No:A-7383) eterli diazomatan

ile metillenmesiyle hazirlanmistir.

Ince tabaka kromatografisi ga11§malar1nda standart
olarak 10 M ABA kullanilmistir. 10 M ABA hazirlamak
icin 50.0 ml'lik ekstraksiyon balonu icerisinde 26.4 mg
sentetik-ABA 10.0 ml eterli diazometan ile c¢Ooziinmiistiir.
Igerisinde c¢oziinmis ABA bulunan ekstraksiyon balonu 30
dakika g¢eker ocak igerisinde bekletilmistir. Bu siire
sonunda evaporasyon islemi ile metillenen ABA kurutul-
mugtur. Metillenmis ve kurumug ABA'nin ilizerine 10.0 ml
toluen ilave edilerek, calkalanmistir. Bdylece, calisma-

-2
larda kullanilan metillenmis 10 M ABA hazirlanmistir.
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Hazirlanan 10 M ABA, dais tarafi aliminyum folyo
ile sarili renkli siselerde -80°C" de derin dondurucuda

saklanmistair.

2.6. Ince Tabaka Kromatografisi Iglemleri

1. Ince tabaka kromatografisi plaklari (20x20 cm)
inorganik floresans bir bilesik igeren silikajel
GF254 ile 0.25 mm kalinliginda kaplanmistir. Daha sonra
bu cam plakalar etiivde 100°C*'de 90 dakika kurutulmustur.

2. Cam plakalar, kenarlarindan 2.0 mm kazinarak,
esit bes bolime ayrilmigtir. Bu boliimlerden ilk dordiine
metilenmemis—- veya metillenmis—-ABA ekstraktlari, 5.sine
ise standart-Me-ABA tatbik edilmigtir.

3. Ekstraksiyon balonlarinda bulunan metillemnmemis-
ya da metillenmig-ABA ekstraktlari, her defasinda 0.5
ml etil asetat ile c¢oziilerek, iki defa c¢ok ince uclu
pastdr pipeti yardimi ile etiketlerine gdre cam plakalar
tizerine bant olusturularak tatbik edilmistir. Ayrlcg,
her cam plaka iizerine nokta halinde iki damla 10 M
standart-Me—ABA tatbik edilmistir.

4. Bu cam plakalar, igerisinde kloroform-etil
asetat (9:1 v/v) karisimi solvent bulunan ince tabaka
kromatografisi tanki igine yerlestirilmistir. Cam plaka-
lar solvent sistemi iist kenara vyiikselene kadar tankin
icinde bekletilmigtir. Solvent sisteminin yiikselmesi
tamamlandiginda cam plakalar tanktan c¢ikarilmis ve daha
sonra bir vantilatdr kargisinda kurutularak etiketlen-

migtir.

2.7. ABA Bolgelerinin UV Igiginda belirlenmesi

ABA btlgelerinin belirlenmesinde ultraviyole 1gi§:1
kullanilmistir. ABA b&lgeleri 254 nm dalga boyundaki UV
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1g1ginda mor renkte lekeler halinde gortilmiigtiir.

2.8. ABA Bolgelerinin kazinmasi ve Silikajelden ABA'nin

Coziinmesi Igslemleri

UV 1s18inda belirlenen ABA bilgeleri, standart-Me-
ABA bOlgesinin altindan ve iistiinden gecen birer cizgi
ile igaretlenmigtir. Cam plakalar iizerindeki igaretli
ABA bolgelerini iceren silikajel uygun bir kazici

yvardimiyla kazinarak, temiz bir kagit izerine alimmisgtir.

Kagit iizerine ailnan silikajel, bogaz kisimlarina
cam pamugu yerlegtirilmis pastér pipetlerine bosaltil-
migtir. Pastdr pipetlerindeki silikajelden 2.0 ml etil
asetat gecirilerek, ABA 10.0 ml'lik cam tiiplere alinmig-
tir.

Daha sonra tiipler i¢indeki etil asetat bir vantila-
tor kagisinda ugurularak, metillenmemis- yva da metil-
lenmis-ABA saf olarak elde edilmistir. '

I¢inde kuru ve saf halde ABA ekstrakti bulunan cam
tipler etiketlenip, aliiminyum folyoya sarilarak, UV
spektrofotometre aletinde okununcaya kadar -80°C'de
derin dondurucuda saklanmigtir.

2.9. ABA Miktarinin Spektrofotometre Yontemi ile Tayini

Metillenmemig- ya da metillenmis-ABA miktarlarinin
spektrofotometre yontemiyle tayini, Milborrow ve Robinson
(1973) ve Unyayar (1990)'a gore yapilmigtir. Metillenme-
mig- ve metillenmig-ABA numunelerinin absorbanslari
spektrofotometre (Phillips, DU 8625) aletinde sirasiyla
244 nm ve 240 nm dalga boylarinda olciilerek, miktar
tayini asagidaki formiile gbre yapilmigtair.



A= E.c.1

A244: Absorbans (metillenmemig-ABA)
A,,o= Absorbans {merillenmis—ABA)
c= Yogunluk (mol/1t)
10312 yotar sogurganlik (metilllenmemis—ABA)
£2061= Molar sofurganlik {(metillenmis—ABA)

1= 1 cem (kivet wzunlupu)

2.10. Biyolojik Test (Yulaf Koleoptil Biiylime Testi)

I¢in ABA (¢ozeltilerinin Hazirlanmasi

2.10.1. Fungal stok metillenmemis- ve metillenmis-ABA

¢bzeltilerinin hazirlanmasi

Bu ¢aligmada P. chrysosporium ME446 fungusuna ait
hiicre disi kiiltiir filtratlarindan metillenmemis—ABA

ekstraksiyonu ve saflastirilmasi 23 adet numunede,metil-

lenmig-ABA ekstraksiyonu ve saflastirilmasi ise 24 adet
numunede yapilmistir. Her bir metillenmemis—- ve metil-
lenmis-ABA numunesi 0.1 ml metanolde ¢cbzinmiis ve iizerine
4.9 ml distile su ilave edilerek hazirlanmistir. Daha
sonra, bu hazirlanan ABA numunelerinin kor (0.1 ml
metanol + 4.9 ml distile su)' e kargsilik absorbanslari
bulunmugtur. Okuma igleminde gerek kor, gerekse ABA

numuneleri 5.0'er ml olarak alinmistir.

Herbir numuneden ABA ekstraksiyonu, saflastirilmaszi
ve miktar tayini sonucunda elde edilen serbest- ve bagli-ARA
degerlerinin toplami, toplam ABA miktarini ifade etmek-
tedir. Metillenmemis—ABA igin toplam ABA miktari, 23
adet numune icin elde edilen toplam ABA deBerleri topla-
narak 2.0239x10—3M /115 ml, metillenmig-ABA icin toplam
ABA miktari ise 24 adet numune icin elde edilen toplam
ABA deperleri toplanarak, 2.8282x10° M /120 ml olarak
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bulunmugtur. Daha sonra, bu stok ¢tzeltilerden biyolojik
testte kullanilmak lzere, sulandirma iglemi ile, herbiri

~4
icin 10 "M / 20.0 ml ¢ozeltiler hazirlanmigtir.

2.10.2. Sentetik stok metillenmemis- ve metillenmis-ABA

Gbzeltilerinin hazirlanmasi

Sentetik stok metillenmemis— ve metillenmig-ABA
¢ozeltileri fungal stok metillenmemis-ve metillenmis—ABA
¢ozeltilerinin konsantrasyonlarina esdegerolarak

10_4M / 10.06 ml hazirlanmistir.

Sentetik stok metillenmis—ABA ¢Ozeltisini hazirlamak
i¢in 50.0 ml1'lik ekstraksiyon balonu iginde 0.264 mg
ABA 0.2 ml metanolde ¢Oziinmiis ve tizerine 9.8 ml eterli
diazometan ilave edilmistir. Bu ekstraksiyon balonu 30
dakika c¢eker ocakta bekletilmigtir. Bu siire sonunda
metillenen ABA evaporasyon iglemi ile kurutulmugtur.
Metillenmis ve kurumug ABA 0.2 ml metanoclde tekrar

¢O0zinmiig ve lizerine 9.8 ml distile su ilave edilmistir.

Metillenmemis~ABA hazirlamak ic¢in ise 0.264 mg ABA 0.2
ml metanolde ¢oziilmis ve iizerine 9.8 ml distile su
ilave edilmistir. Boylece, biyolojik testte kullanilmak

izere sentetik stok c¢ozeltiler hazirlanmistar.

2.11. Biyolojik Test (Yulaf Koleoptil Biiyiime Testi)

ABA'nin kalitatif (nitel) olarak tayininde kullani-
lan biyolojik test Nitsch ve Nitsch (1956)'in gelistir-
digi ve Kaska (1970)'nmin bazi degisiklikler vyaparak
uyguladigi "yulaf koleoptil biiylime testi" teknigine
gore yapilmistir. Deneylerde Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesinden saglanan ANKARA 76 PN:801 1990 iriind

yulaf (Avena sativa) kullanilmistir.
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2-11.0. yula¥ koleoptil biiytime testi icin cesitli

uypulama gruplarinin hazirlanmasi

Yulaf koleoptil biiyime testi dicin cegitli uygu-
lama gruplari asafida gosterildifi sekilde hazitrlan-

migtir. Deneyler i{i¢c'er tekrarl: clarak vyapirlmistir.

1. Distile su (Kontrol) Grubu

2. Distile sut+Metanocl (Kontrol) Grubu
(0.2 ml metanocl + 9.8 ml distile su)

3. Sentetrik Metillenmemis—ABA Grubu
4. Sentetik Metillenmis-ABA Grubu
5. Fungal Metillenmemis—-ABA Grubu

6. Fungal Metillenmis—ABA Grubu

2.11.2. Yulaf koleoptillerinin biiyiitiilmesi

Yulaf tohumlari, dcerisinde distile su bulunan
beherlere konularak 12 saat siireyle sismeye birakilmig-
tir. Jigme sirasinda tcohumlar giiclii bir hava kompresorii-
ne baglanan havalandirma sistemi ile havalandirilmistair.
Tohumlarin sigmesi bu sgekilde saglandiktan sonra, once-
den hazirlanmis olan ve icinde glirgen talasi bulunan
plastik kaplara tek tek bir pens yardim:iyla yerlestiril-
mistir. Kaplara aksamlari bir miktar cesme suyu pliskiir-
tiilerek, iizerleri cam plakalarla kapatilmis ve 25°C 11k
karanlik bir odada tutulmustur. Koleoptillerin biiylimesi
kontrolli olarak izlenmis, ikinci gﬁﬁde koleoptil boyla-
r1 cam plakalara ulastiginda, plakalar kaldirilmis ve
koleoptil biiyiimesi bu gekilde devam etmistir. Uciinci
gin sonunda koleoptil boylari 2.0-2.5 cm uzunluguna

erismistir.
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2.11.3. Yulaf koleoptillerinin kesilmesi

Yulal  koleoptillerinin testte kullanilan kismz
tepeden icibaren 3.0-7.2 mm'lik kismina karsilik gelen
4.2 mm'lik silindir seklindeki parcalardir. Bu parcala-
rin 10'luk gruplar halinde seri olarak kesilmesini
kolaylastirmak icin, Kaska (1970)'nin kullandigi alet
kullanilmistar (Sekil 2.13).

////'/////// ///('

3.0 mm ~— LTI I il ERRENEEE
/mm —
/ /_///;’
%wmmewx T

A

Yulat
,/ kolecptili

X

OOOO OOOOOO

Perspeks 4.2 mm Ee--d-bo- 13,0 mn

WA B P

Sekil 2.3. Koleoptillerin kesilmesinde kullanilan alet
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Alet Ug¢ pargala olup, onece (b) kismi (a) kisminin
3.0 mm kalinlaktaki egikleri iizerine tesbit edilmis ve
(b) kismindaki deliklerden tepe kisimlar: (a) kisminin
tabanina definceye kadar sokulan koleoptilier keskin
bir jilet ile istten kesilmis ve bu kisma (c) kismi
kapatilarak, aletin alt kismi iiste gelecek gekilde
cevrilmis ve (a) kismi buradan alinmistir. Bu sekilde
(b) kisminin iistiinde kalan yulaflarin 3.0 mm'lik tepe

kisimlari kesildikten sonra (b) kismi icinde kalan

4.2 mm'lik on adet yulaf silindiri ©6nceden hazirlanan
deney gruplari planina gore etiketlenmis 2.5x7.5 cm
boyutlarindaki cam tiplere alinmigtir. Her bir numune
tipline etiketine wuygun olarak 2.0 ml c¢o6zelti konulmus
ve tiplerin afizi parafilm ile :kapatllarak, tipler
aliminyum folyo ile sarilmigtir. Numune tiipleri 25°C deki

karanlik odada 24 saat siireyle bekletilmistir.

2.11.4. Yulaf koleoptil boylarinin dlciilmesi

Numune tiplerindeki vyulaf koleoptilleri 24 saat
sonra alinarak, beylari Nikon SMZ 10 model stereo mikros-
kop altinda milimetrik bir cetvel ile o0lc¢iilmiistiir. Daha
sonra, her bir numune tiipiinde bulunan 10 adet yulaf
koleoptil wzunlufunun ortalamasi alinarak, her Dbir
deney grubunun bir tekrari ic¢in ortalama yulaf koleoptil
boyu bulunmustur. Her bir deney grubu ig¢in ortalama

yulaf koleptil boyu ise, ii¢ tekrarin ortalamasaidir.

2.12. Istatistik Analiz

Calismamizda, verilerimiz icin ortalamalar ve
standart hatalar Thesaplanmigtir. Metillenmemis- ve
metillenmis- sentetik-ABA ve fungal-ABA'nin Biyolojik
aktivitelerinin karsilastirilmasi ve metillemenin hem
sentetik-ABA, hem de fungal-ABA'nin biyolojik aktivite-
leri iizerine etkisini incelemek amaciyla varyans analizj

yapilmigtic (Kutsal ve Mauluk 1975).
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3. BULGULAR

3.1. Cesitli Uygulama Gruplarinin Yulaf Koleoptil

Biiyimesi Uzerine Etkileri

Yulaf koleoptillerinin bilyimesi {izerine kontrol
grubu olarak distile suyun etkisi incelendiginde, ortalama
koleoptil boyu 5.11 mn olarak saptanmistir (Tgblo 3.1;
Sekil 3.1). Yine diger bir kontrol grubu olan distile
su-metanol'de ise koleoptil boyu 4.97 mm olarak bulunmus-
tur (Tablo 3.1; Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Cesitli yygulama gruplarinda yulaf koleoptil
biiyime testi ile elde edilen ortalama koleoptil boylara

Uygulama Geuplaraz Ortalara Koleoptil Boyu (mm)
? Stendart Hata

Distile su 5.11 - 0.058

Distile su + Metanol 4.97 T 0.040

Sentetik Metillenmemis—ABA 4.79 - 0.044

Sentetik Metillenmis-ABA ' 4.70 % 0.026

Fungal Metillenmemis-ABA 4.69 * 0.041

I+

Fungal Metillenmig—-ABA 4.75 0.045
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1O~4M sentetik metillenmemis—ABA'nin yulaf koleoptili
biiyiimesi iizerine etkisi incelendiginde, koleoptil boyu
4.79 mm bulunurken, ayni konsantrasyonda sentetik metil-
lenmis—-ABA'ya maruz kalanlarda 4.70 mm olarak saptanmig-
tir (Tablo 3.1; Sekil 3.1). Diger taraftan, P. chrysospo-
rium ME446' dan elde edilen 10—4M metillenmemig—~ ve
metillenmis-ABA ile yapilan yulaf koleoptil biiylime testi
sonuglarina gdre ise, koleoptil boylari sirasi ile 4.69
mm ve 4.75 mm olarak bulunmustur (Tablo 3.1; Sekil 3.1).

Bu ¢alismanin varyans analizi sonucu Tablo 3.2'de
gbsterilmistir. Bu tablo incelendiginde, gruplar arasi
yulaf koleoptil boy uzunluklari arasindaki farkliliklarain

onemsiz oldugu saptanmistir (P>0.05).

Tablo 3.2 Cesitli uygulama gruplarinda yulaf koleoptil
biiylime testi ig¢in varyans analizi sonuclarza

e |
3.11
0.05° 2
Serbestlik Kareler Kareler
Varyansin Kaynagi _ " ' *
Derecesi Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi ‘ 4ok 0084814
5 0.42407 0.0
(I-VI. grup)
1.4952
Grup Ici
12 0.068069 0.0567241
(6 x 3)
GENEL 17 0.492139 -

* 0.05 yanilma olasiliginda onemsizdir (P>0.05)
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4. SONUG ve TARTISMA

Literatiir bilgilerimize gore, bitki bilytme ve
gelismesinin diizenlenmesinde biiylik Onemi olan ABA'nin
metillenmesinin biyolojik aktivitesi izerinde etkisi
konusunda vyeterli sayida ¢aligsma bulunmamakta ve bu
konudaki bulgular da celigkili goriilmektedir (Koshimizu
1966; Jones ve Mansfield 1971; Kriedemann, vd. 1972).
Yine, bugiine kadar yapilan calismalarda, sadece vya
metillenmemis—-ABA'nin ya da metil esterlerinin fizyolojik
etkisi ile ilgili arastirmalar yapilmis olup, kargilas-
tirmaly olarak yapilan bir c¢aligmaya rastlanilmamigtir.
Bu nedenle, metillemenin ABA'nin biyolojik aktivitesi
tizerindeki etkisinin aciga cikarilmasina katkida bulunmak
iizere yapilan bu calisma gerek 10—4M sentetik metillenme-
mis— ve metillenmis-ABA, gerekse P. chrysosporium ME446!
dan elde edilen 10—4M metillenmemis- ve metillenmig—ABA'
nin yulaf koleoptillerinin biiylimesi iizerinde etkileri
karsilastirmali olarak incelenmigtir. Bu galigma sonucun-
da metillemenin ABA'nin biyolojik aktivitesini defigtir-
medigi gosterilmistir (Tablo 3.1; Sekil 3.1; Tablo 3.2).

Elde ettipimiz bu bulgu Koshimizu ve arkadaglarinin
(1966) pirinc fideleriyle yaptiklari biiylime inhibisyon
testlerinin sonuclariyla benzerlik gostermektedir. Bu
arastiricilar ABA'nin metil esterinin aktif oldugunu

rapor etmisglerdir.

Diger taraftan, bu konuda Jones ve Mansfield (1971)
yaptiklari bir calismada, Xanthium strumarium bitkisi
yapraklarina yaklasik olarak 0.1 pg ABA'min metil esteri
uygulamasinin, stomalarin kapanmasina neden oldugunu ve
transpirasyonu azalttigini, ancak biiylimeyi inhibe etmedi-
gini bulmuslardir. Bu da bize ABA'nin metil esterinin
antitranspirant olarak etkili bir fonksiyona sahip
oldugunu, ancak biiyiime tizerinde ABA'nin biyolojik aktivi-

tesini degistirdigini ifade etmektedir.



25

Yine bagka bir calismada da ABA'nin metil esterinin

stomalarin kapanmasinda inaktif oldupu belirtilmigtir

(Kriedemann, vd. 1972). Bu aragtiricilar, Rumex obtusifolius L

Beta vulgaris L. ve Xanthium permsylvanicum Wall. bitkileri ile
yaptiklary calismada yapraklara uygulanan 50.0 M ABA-
metil esterinin stomalarin kapanmasini etkilemedigini,
ancak sonradan ABA uygulamasinin stomalarin hizli bir
sekilde kapanmasina neden oldugunu rapor etmislerdir.
Ayni aragtiricilar, ABA'min metil esterinin kisa slirede
stomalarin kapanmasi iizerindeki inaktif etkisini, onun
serbest-ABA'ya hidrolize oluncaya kadar, aktif olmamasi

ile yorumlamaktadirliar.

Ayrica, bu caligmamizda sentetik-ABA ve P.dwysosporiim
ME446'dan elde edilen  ABA'nin yulaf koleoptillerinin
bliyimesi  {izerindeki etkileri karsilagstairmalas olarak
incelenmigtir. Elde edilen bulgular (Tablo 3.1; Sekil
3.1) ve varyans analizi sonuclari (Tablo 3.2), biyolojik
aktiviteleri bakimindan sentetik-ABA ve fungal-ABA
arasinda bir farkliligin olmadigini gostermistir. Yine
Tablo 3.1, $Sekil 3.1 ve Tablo 3.2 incelendiginde her iki
tip ABA'nin metillenmis formlarinin da biyolojik aktivite

bakimindan benzer ©zellik gosterdigi saptanmisgtair.

Galigmamizin sonunda elde edilen tiim veriler birlik-
te degerlendirldiginde, sentetik metillenmemisg- ve
metillenmis-ABA ile fungal metillenmemig- ve metillenmis-
ABA'nin biyolojik aktivitelerinde bir farkllllgln'61mad1—
gini, metillemenin her iki tip ABA'nin biiyiime {izerindeki
biyolojik aktivitelerini degistirmedifini styleyebiliriz.

ABA'nin tarimsal alanda kullanilabilirligi herseyden
once fizyolojik etkisini gostermesine baglidir. ABA
uygulamasinin fizyolojik olaylar lizerine etkisi oncelikle
alinimina, tasinimina ve bitkilerde kararliligina bapgli-
dir (Friadlander, vd., 1978). Ancak, disaridan ABA
uygulamasi yapildiginda, bitki tarafindan alinimi sira-
sindaki asiri sicaklik, vyiiksek 131k giddeti gibi olum-

*
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suz cevre fakttrleri ABA'nmain molekiil yvapisinin bozulmasi-
na neden olmaktadir. Bu da wuygulama esnasinda bitki
biiyime ve gelismesinde etkili olabilecek diizeyde ABA'nin
bitki tarafindan alinmayabilecegini akla getirmektedir.
Metillemenin ABA'nin molekiil vyapisini dayanikla hale
getirdigi ve . biyolojik aktivitesini degistirmedigi
dikkate alindiginda, ABA'nin taraimsal alanlarda kullanil-
masi sirasinda, metil esteri halinde uygulanmasinin
fizyolojik etkisi nedeniyle ekonomiye saglayacagi katki

bakimindan onemli olacafini sdyleyebiliriz.

Yine, P. chrysosporium ME446'dan elde edilen ABA'nin
biliyime tizerindeki biyvolojik aktivitesinin sentetik-ABA
- ile benzer otzellik gostermesinden dolayi, bu  fungustan
elde edilenvABA'nln bitki biliyime ve gelismesinde kullani-
labilecegni de soyleyebiliriz. Ayrica, baska tiir fungus-
lar kullanilarak elde edilecek ABA'nin biyolojik testle-
rinin yapilmasinin bu konuyu daha da aydinlatacapina

inanmaktayiz.
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