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Orkide yumrulari (tuber) tarimsal iiretimde giin gectikce degerlenmekte olup, ayrica tibbi drog dnemine sahiptir.
Ekonomik degerde olan bu yumrularla ilgili hormon igerikleri iizerine bir arastirmaya rastlanilmadig1 i¢in bu
caligmada Ophrys mammosa subsp. mammosa’da yumru gelisiminde bazi hormonlarin (Jasmonik asit = JA,
Salisilik asit= SA, Absisik asit=" ABA) aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Yumrular, farkl gelisim
asamalarinda (stolon ¢ikisi, stolon uzamasi, stolon ucunun yumruya doniislimi ve yumru olgunlasmasi)
bitkilerden almarak LC-MS/MS yontemi ile hormon aktiviteleri incelenmis ve 3 tekrarli deneylerden istatistik
analizler yapilmustir. Incelenen hormonlardan SA’nm stolonun ¢ikisi, uzamasi ve yumru olgunlasmasi
asamalarinda oldukga arttigl, ABA’nin ise stolon uzamasi asamasinda anlamli diizeyde artti1 tespit edilmistir.
Yumru genislemesinde 6zellikle seker hareketi ile ABA’nin daha aktif oldugu dikkat ¢ekmistir.

Anahtar Kelimeler- Orkide, Yumru, Jasmonik asit, Salisilik asit, Absisik asit

ABSTRACT

Orchid tubers are getting value day by day in agricultural production and also have medicinal drug importance.
Since there is no hormonal research on these tubers, which are of economic value, in this study, Ophrys
mammosa subsp. mammosa, it was aimed to investigate the activities of some hormones (Jasmonic acid = JA,
Salicylic acid = SA, Abscisic acid = ABA) in tuber development. Tubers were taken from plants at different
developmental stages (stolon emergence, stolon elongation, transformation of stolon tip to tuber and tuber
maturation) and their hormone activities were examined using the LC-MS/MS method and statistical analyzes
were made from three repetitive experiments. It was determined that SA, which is one of the examined
hormones, increased considerably in the stages of stolon emergence, elongation, and tuber maturation, while
ABA increased significantly in the stage of stolon elongation. It has been noted that ABA is more active in tuber
expansion, especially with sugar movement.
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I. GIRIS
Orchidaceae familyasi, karasal veya agaclar lizerinde epifitler olmak iizere ototrof, saprofitik veya
parazitik olmak ¢ok degisik yelpazede bitki formlarini1 igermektedir [1]. Bitkilerin en biiyiik ailesi olarak kabul
edilen Orchidaceae, 25.000-35.000 tiirden olusur [2]. Tiirkiye’de Orchidaceae familyasi 24 cins ve toplamda 229
taksonla temsil edilmektedir [3]. Ve bu say1 her gecen giin yeni orkidelerin kesfi ile gittik¢e artmaktadir. Bu
dikkate deger giizellikte bitkiler, ¢icek varyasyonlar1 ve degisik tozlagsma yontemleri ile bir¢ok arastiricinin ilgi
odag1 olmustur [4].

Ulkemizde de yayilis gosteren karasal orkidelerde yumru anatomisi ile yapilan ¢alismalar oldukea azdir
[5-7]. Orchidoideae subfamilyasi Orchideae tribusuna ait karasal orkide yumru anatomisinde distan genellikle 1—
5-tabakali velamen, altinda genelde tek sirali ekzodermis, tilosom ve pasaj hiicreleri ve temel dokuda rafid
idioblastlari, meristele iletim demeti etrafinda yogunlasmis miisilaj hiicreleri ve nisasta igeren hiicreler tespit
edilmistir [6-7]. Bu ¢alismada ayrica 27 Orkide taksonunda (Ophrys, Orchis, Dactylorhiza spp) meristelar ark
diizeni tespit edilmis ve anatomik verilerden kladistik analiz yapilmig, ayrica nisasta tanelerinin ve miisilaj
hiicrelerinin  sekillerinin  ve meristele tiplerinin taksonlar arasinda birincil tanimlayict karakter oldugu
belirtilmistir [6]. Bir bagka ¢alismada Spiranthes, Platanthera, Serapias, Himantoglossum ve Anacamptis
taksonlarmin yumru anatomisi ayrintili olarak incelenmis ve sonugta velamen tabaka diizeni, temel dokuda
miisilaj hiicre ¢eper sekilleri ve vaskiiler demet ark diizenlerinin taksonlar arasinda ayirt edici oldugu
belirtilmistir [7].

Orkide yumrulari, stolon ucunun siskinlesmesi ile gelismekte ve bu yumrulardan “salep” elde
edilmektedir. Salep, Tiirkiye, Orta Dogu iilkeleri ve Giineydogu Avrupa’da tiiketilmektedir. Salebin en 6nemli
bileseni glukomannan olup, bilesiminin %16-55’ini olusturmaktadir [8].

Yukarida genis yelpazede verilen anatomik ¢alismalara ragmen yumru hormonlarinin hig arastirilmadigi
literatiir analizlerinde ortaya ¢ikmistir. Ciinkii orkide yumrusu, ekonomik ve tibbi drog olarak olduk¢a énemlidir
[9]. Yumru hormon aktivitelerinin detayli tespiti, yumru fizyolojisinin daha iyi anlagilmasina ve tarla
kosullarinda dikimi yapilan bu bitkiden daha fazla verim elde edilmesine ve dogadan neslin titkenmesinin 6niine
gecilmis olunacaktir. Dolayisiyla calismanin amacit; orkide yumrularinda bazi hormonlarin aktivitesinin
arastirilmasidir.

Il. MATERYAL VE METOD

Calismada Ophrys mammosa Desf. subsp. mammosa (Orchidaceae)'nin Edirne’de Universite
kampiisiinde yapilan arazi ¢alismalarinda toplanan ornekleri, bir sonraki yil saksiya dikilerek stolon ve yumru
gelismeleri takip edilmistir. Toplanan 6rneklerin bir kismi, EDTU 8206 numara ile herbaryuma (Trakya
Universitesi Herbaryumu) déhil edilmistir.

Calismada yumru gelisiminin 4 farkli agamasi dikkate alinmistir [10]. Bu asamalar sirasiyla; a. stolon
¢ikisi, b. stolon uzamasi, c. stolon ucunun siskinlesmesi, d. yumruya déniisim (olgun dénem) (Sekil 1). Bu
asamalarda topraktan sokiilen bitkilerin kisimlar1 (stolon veya olgun dénem yumru), saksidan ¢ikarilarak hemen
hormonal analizler i¢in -86 °C'de derin dondurucuda saklanmustir.

Stolon ve gelisen yumrularda hormonlar Agilent 1200 infinity LC (Likit Kromatografi), Agilent 6460
Triple Quadrupole MS/MS sistem Jet Stream Electrospray iyonizasyon kaynakli (ESI) (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) kiitle/kiitle spektrometresi kullanilarak belirlenmistir.

Yaklasik 1 gram bitki dokusu, 10 ml isopropil+metanol+su karisiminda homojenizatér ile homojenize
edilmis olup daha sonra sonrasinda 4°C’de 20 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bunu takiben
stipernatant alinarak sirasiyla 45u ve 20p PTFE filtreden siiziilmistiir. Siiziilen bu 6rnek viallere alinarak analiz
icin 1 pl enjeksiyon yapilmistir. Caligmada kalibrasyon egrileri her bir hormon i¢in 1-200 ng/l araliginda
¢izilmigtir. Caligmalarda Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4,6x50 mm, 2,7 um particle size) kolon kullanilmig
kolon firin sicakligi 25°C’olarak ayarlanmistir. Mobile Faz A ultrasaf su, 0,2 % ammonium formate (v/v), 0,2 %
formic acid (v/v). Mobile Faz B metanol, 0.2 % ammonium formate (v/v), 0.2 % formic acid (v/v) olarak
hazirlanmistir. Akis hizi sabit sicaklikta 0,3 ml/dak olarak ayarlanarak ve gradient profili asagidaki gibi
uygulanmustir:

0 - 1dak, 70 % A, 30 % B; 3 - 7 dak; 30 %, 70 %; 9 -10 dak. 50 % A, 50 % B; 11 - 12 dak; 70 % A,
30 % B. Toplam analiz siiresi 12 dakika olarak ayarlanmistir. Caligmalarda kiitle spektrometresi/ kiitle
spektrometresi (MS/MS) kosullar1 asagidaki gibidir: Iyonlastirict gaz sicakligi: 350°C, Nebulizer gaz basinci:45
psi, nozzle voltaj: 500V, Kapilar ilgili voltaj: 3000V, sheat gas sicaklig1 400°C, sheat gaz akis1 12 1/ dakika.
Enjeksiyon sonunda elde edilen pik alanlar1 Mass Hunter (version B.06.01) yazilim ile agilarak ve pik alanlar1
kullanilarak Absisik asit (ABA), Jasmonik asit (JA) ve Salisilik asit (SA) ait degerler belirlenmistir [11].
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Her bir hormon denemesi 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler ortalama ve standart
hatalari ile tek yonliit ANOVA testine tabi tutulmus olup ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<<0.05) ile
belirlenmistir. Bu analizlerin tamaminda SPSS, XLSTAT istatistik paket programlar1 kullanilmustir.

I1l.  SONUC VE TARTISMA

Her 4 asamada da Jasmonik asit (JA) hormonuna rastlanmamustir; Salisilik asit (SA) ve Absisik asit
(ABA) hormon degerleri agagida ayr1 ayr1 verilmistir:

SA; 1. asamada kismen aktif olmus, 2. ve 3. asamalarda gittikce artan degerlerde aktivitesi de
yiikselmistir. Aktivitenin en diistiik oldugu dénem 4. asama (10,56 ng/ml), aktivitenin en yiiksek oldugu evre ise
3 asama oldugu (72,68 ng/ml) gorilmiistiir (Sekil 2a). SA degerleri, tiim asamalarda istatistik olarak anlamlidir.

ABA; aktivitesi 36,94 ile 47,2 ng/ml arasinda ¢ikmistir. En diisiik aktivitenin 1. asama, en yliksek
aktivitenin ise 2. asamada oldugu tespit edilmistir. Istatistik analizlere gore sadece 2. asama degeri, digerlerinden
anlaml diizeyde farklidir (Sekil 2b).

Hormon analiz sonuglar1 birbiri ile karsilastirildiginda; 1. asamada ABA’nin, SA’ya goére daha aktif
oldugu dikkat ¢ekmistir. 2.asamada (stolon uzamasi), her iki hormon degeri artsa da SA’daki artis daha fazla
olmustur. Sonug¢ olarak SA basta olmak {izere her iki hormonun da stolon uzamasmda aktif oldugu tespit
edilmistir. Farkli bir ¢alismada Absisik asitin (ABA) de stolon biiylimesini kontrol ettigi ve ABA artis1 ile
uzamanin durdugu belirtilmistir [12]. Bu ¢aligmada GA uzamay tesvik ederken ¢aligmamizda ise bu gorev SA
tarafindan gergeklesmistir. Benzer bir aragtirmada SA, adventif kok olusumunu artirmustir [13]. Arabidopsis ve
elmalarda yapilan ¢alismalarda SA, Arabidopsis’de adventif kok sayisini artirirken elmada ise azaltmistir [14].
SA, biiylimenin biyo-diizenleyicisi olarak kabul edilir ve bitkilerde, koklerde ve meyvelerde yaprak biokiitlesini
arttirdifn gosterilmistir [15-16]. Ayrica SA’nin, salkim gelisimini de diizenledigi belirtilmistir [17]. Kisacasi
bitki taksonuna gére organ gelisiminde farkli hormonlarin aktif oldugu anlasilmaktadir. Nitekim Miura ve Tada
[18], SA'nm bitki {izerindeki nihai etkisinin, konsantrasyonuna, bitki tipine, bitki bilyiime asamasina ve gevre
kosullarina bagli oldugunu vurgulamistir.

3. agamada (Stolon ucunun sismesi) SA en yiiksek degerde ABA ise oldukga diisiiktiir. SA anlamh
olarak bu gelisimi indiiklemistir. 4. asamada (olgun yumru gelisimi) SA anlaml bir sekilde en diisiik degerde
iken ABA daha yiiksektir. Yumru olusumunu ABA indiiklemistir (Sekil 2). Bu noktada; SA ile ABA arasinda bir
antagonizm dikkat cekmektedir. Benzer bulgular farkli bir caligmada da tespit edilmistir [19]. Patateste yapilan
calismada; ABA, genellikle tiiberizasyonu indiiklemistir [20]. Genellikle yumrunun olusumunda
fitohormonlardan sitokininler, absisik asit, jasmonik asitin yumru olusumunu uyardig1 gosterilmis [21], SA ile
ilgili olarak bu konuda herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Dolayisiyla orkide yumru gelisimi ve SA
baglaminda bu ¢alismanin verileri 6zgiin niteliktedir.

Stolon ¢ikis1 gibi farkli gelismelerde (lateral kok primordia, kok kili ve ksilem olusumu) reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olumlu bir rol oynadig1 bilinmektedir [22]. ROS, bitki gelisimi i¢in dnemlidir [23] ve SA, ROS
birikimini tesvik ederek piringte kok meristem aktivitesini korumustur [24]. SA, bitki hiicrelerinin
oksit/rediiksiyon dengesini etkilemektedir [25-27]. SA, H,0, kaynakli adventif kok gelisimini uyarmistir [28].
Bu sonuglardan stolon ¢ikis, uzama ve yumruya doniisiim asamalarinda (1-3. agamalar) muhtemelen ROS
olabilecegi diistiniilmekte ve bu nedenle ilerideki ¢alismalarimizda antioksidan gen ve enzim aktivitelerinin
incelenmesi bir hedef olarak goriilmektedir.

Karbonhidratlarin (6r. sakaroz, nisasta) ve fitohormonlarin, depolama kdklerinin olusumunda ¢ok &nemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir [29]. SA'nin seker birikimi {izerinde olumlu etkileri vardir [26, 30]. Olumsuz
kosullarda SA etkisinde seker birikimi genelde erken olurken, ABA'ya duyarli olarak karbonhidrat birikimi ve
sakarozun floem yiiklemesi ge¢ zamanlarda siddetlenir [31]. SA ve ABA’nin karbonhidrat hareketliligine dair
onceki ¢alismalarin sonuglar1 kismen bizim sonuglarimizla da benzerlik gostermektedir. Zira sonuglarimiza gore
SA 3. asamada ve en yiiksek 4. asamada en diigiik seviyede belirlenirken; ABA’nin SA’dan daha yiiksek
miktarda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 1. (a). Stolon ¢ikisi, (b). Stolon uzamasi, (c). Stolon ucunun siskinlesmesi, (d). Yumruya doniisiim (olgun donem, (e). Bitkinin ¢igekli
hali. Tiim asamalar kirmizi oklarla isaretlenmistir.
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Sekil 2. (a). SA ve (b). ABA hormon degerleri 4 farkli asamadaki degerleri ve istatistik analiz sonuglar1 (* degerleri, istatistik olarak anlaml
degerleri ifade eder). (SA degerleri, 0,05 < P’de anlamlidir [F= 4,07 < 167; D= 2. asama= 2,5; 3. asama= 2,61; 4. asama= 2,66). ABA
degerleri, 0,05 < P’de anlamlidir [F=3,19 <4,07; D= 2. asama= 2,78; 3. asama=2,9; 4. agama=2,96).

Bu noktada yumru olusumunun ileri dénemlerinde (4. asamada) SA yerine ABA artisinin seker
hareketliliginde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Yine Gladiolus hybridus’da stolondan korm ve kormellerin
hizli geniglemesi sirasinda, nisasta ve seker seviyelerinin hizlica arttigi, buna paralel olarak ABA seviyelerinin
keskin bir sekilde arttigi, GA; seviyesinin ise azaldigi belirtilmistir [32]. Bizim c¢alismamizda bu artig 3.
asamadan 4. asamaya geciste hizlica nisasta yogunlugu olarak dikkat ¢ekmistir [7]. Ayni sekilde musilaj
hiicreleri de bu asamalarda bilhassa 4. asamada oldukga artmig [7] ve SA degeri olduk¢a diiserken ABA degeri
degismemistir.

Calismamizda JA hormonunun higbir asamada aktif olmadig1 anlasilmistir. Oysa JA, yumru gelisimini
indiiklemektedir [10,33]. Bu sonucun esasen bitki familyasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligma ile
orkidelerde nisasta ve miisilaj birikiminin, ABA-SA antagonizmasi dahilinde bilhassa stolondan yumruya gegis
ve sonrasinda yumru olusumu asamalarinda gergeklestigi kesinlesmistir. Calisma sonuglart ABA-SA ikilisinin
caligma prensibi agisindan 6nemli yer tutacagi gibi orkide yumru gelisimi agisindan da orijinal bilgilere isaret
etmektedir. ileride yapilacak calismalarda stolon ¢ikisindan itibaren her asamada antioksidan gen aktiviteleri,
brassinosteroidler’in bu siirecte etkili olup olmadigi, nisasta ve seker hareketliligi ile ilgili genlerin aktiviteleri
detayli olarak incelenecek ve yumru gelisimi biyolojisi her yoniiyle aydinlatilmis olacaktir. Bu tarz ¢aligmalarla
orkide yumrularindan tarla kogullarinda daha yiiksek verimle salep elde edilmesi miimkiin olacak, yumrularin
dogadan sokiilmesine gerek kalmayacak, tarimsal ekonomide daha yiiksek kazanglar saglanacaktir.

IV. SONUCLAR
Calismada orkide yumru gelisiminin 4 farkli asamasinda (stolon ¢ikisi, stolon uzamasi, stolondan
yumruya doniisim ve yumru olgunlasmasi) Salisilik asit= SA, Absisik asit= ABA) ve JA (= Jasmonik asit)
aktiviteleri arastirilmistir. Incelenen hormonlardan SA’nin stolonun ¢ikisi, uzamast ve yumru olgunlagmasi

asamalarinda oldukga arttigi, ABA’nin ise stolon uzamasi asamasinda anlamli diizeyde artti1 tespit edilmistir.
Yumru genislemesinde 6zellikle seker hareketi ile ABA’nin daha aktif oldugu dikkat ¢ekmistir.
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