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Orkidelerde polenler polinaryum denen kiimeler seklindedir ve orkide polinaryumlarinda hormonal hicbir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle g¢aligmanin amaci orkide polinaryumlarindaki hormonlarin tespit
edilmesidir. Bu amagla araziden toplanan Ophrys mammosa subsp mammosa polinaryumlari, laboratuvara
getirilmigtir. Caligmada Salisilik asit(SA), Absisik asit(ABA), Jasmonik asit(JA), Gibberellik asit(GA3) ve Indol-
3-asetik(lAA)asit hormonlari numunelerde taranmgtir. Hidrolize olmayan bitkisel ekstraksyon ile muamele edilen
numuneler LC-MS/MS cihazinda c¢alismaya alinmigti. LC-MS/MS cihaz galigmasi sonucunda Salisilik asit
2,6736 ng/gr, Absisik asit 65,6926 ng/gr, Jasmonik asit 12,2367 ng/gr bulunmus, Gibberellik asit ve Indol-3-Asetik
asit tespit edilmemistir. Tespit edilen bulgular, giincel literatiirler 15181nda tartigilmistir ve ileride yapilacak orkide
iireme biyolojisi caligmalarina katkida bulunacagina inanilmaktadir. Caligma bu yoniiyle bir ilk olma
niteligindedir.

Anahtar Kelimeler-Orkide, Polen, Hormon, Salisilik Asit, Jasmonik Asit

ABSTRACT

Pollen in orchids is in the form of clusters called polynarium and no hormonal studies have been found in orchid
polynariums. Therefore, the aim of the study is to determine the hormones in orchid polynariums. For this purpose,
Ophrys mammosa subsp mammosa polynariums collected from the field were brought to the laboratory. In the
study, Salicylic acid, Abscisic acid, Jasmonic acid, Gibberellic acid and Indole-3-acetic acid hormones were
screened in the samples. The samples treated with non-hydrolyzed herbal extraction were taken into the study in
LC-MS/MS device. As a result of the LC-MS/MS device study, Salicylic acid was found to be 2.6736 ng/gr,
Abscisic acid 65.6926 ng/gr, Jasmonic acid 12.2367 ng/gr, Gibberellic acid and Indole-3-Acetic acid were not
detected. The findings are discussed in the light of current literature and it is believed that they will contribute to
future orchid reproductive biology studies. The study is a first in this respect.
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I. GIRiS

Orchidaceae familyasi, karasal veya agaclar lizerinde epifitler olmak iizere ototrof, saprofitik veya
parazitik ¢ok degisik yelpazade bitki formlarimi igermektedir [1]. Bitkilerin en biiyiik ailesi olarak kabul edilen
Orchidaceae, 25.000-35.000 tiirden olusur [2]. Ulkemizdeki orkidelerin biiyiik bir bolimii Orchidoideae
subfamilyasi Orchideae tribusuna ait karasal orkidelerdir. Tiirkiye’de Orchidaceae familyasi 24 cins ve toplamda
229 taksonla temsil edilmektedir [3]. Bu say1 her gegen giin yeni orkidelerin kesfi ile gittik¢e artmaktadir. Dikkate
deger giizellikteki bu bitkiler, ¢igek varyasyonlari ve degisik tozlasma yontemleri ile bir¢ok arastiricinin ilgi odagi
olmustur [4].

Orkide polenleri konusunda bircok morfolojik ve taksonomik calisma yapilmistir. Kismen de
embriyolojik, in vivo polen ¢imlenmesi ve tozlagsma sonrasi gelisim stireci hakkinda ¢aligmalar vardir [5-7].
Tozlagma sonrast caligmalarinda, polenin stigmaya temasindan sonra olan olaylar kismen hormonal olarak
incelenmistir. Ornegin; Dendrobium stigmalaria baska taksonlardan polenlerin tozlasmas1 sonrasinda ciceklerde
etilen hormonunun arttig1 ve bununla alakali olarak ¢icek solmasinin hizlandig: belirtilmistir [8]. Curtis [9], Vanda
cinsine ait polenlerde biiyiik miktarda oksin hormonu oldugunu ileri stirmiis ve bu oksin hormonunun tozlagsma
sonrasinda etileni tetikledigini belirtmistir [10]. Ayrica orkideler digindaki bazi bitkilerde yapilan bir bagka
caligmada polen ekstraktlarinda oksin ve giberellinlerin oldugu belirtilmigtir [11]. Bir baska yayinda orkide
polenlerinin TAA kaynagi oldugu belirtilmigtir [12].

Ayrica polen aktivitesi ve tohum kapasitesi iligkisi tizerinde bazi ¢alismalar da mevcuttur [13,14]. Oysa
Orchidaceae familyasinda hem embriyolojik ozellikleri hem de polen striiktiirleri, diger Angiospermae
familyalardan daha farklidir [15]. Bir¢ok orkide cinsinde, polenler tetrad seklindedir ve boylece binlerce tetrad
pollinium denen kitlelerde toplanmustir; aksine birkag cinsde ise polenler granular taneler halindedir [15]. Orkide
polenlerinin poliniyum halinde toplanmasi nedeniyle hemen hemen en fazla gelismis ¢oklu polen iiniteleri
neredeyse Orchidaceae familyasina 6zgii olma niteligindedir. Poliniyumlar da viskidyum adinda bir sap iizerinde
toplanarak polinaryumlar1 olustururlar. Polenlerin hormon igerikleri ile ilgili fazla ¢aligmaya rastlanmamis
oldugundan bu konu oldukg¢a yenilik i¢ermektedir. Orkidelerde de ayni sekilde polen ve hormon ikileminde
yapilan ¢aligma ¢ok az olup bu sonuglar yukarida verilmistir. Dolayisiyla bu ¢aligmanin amaci; Ophrys mammosa
subsp. mammosa taksonundaki polinaryumlarda bazi hormon miktarlarinin tespit edilmesidir.

Il. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada arastirma materyali, Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi arkasi otoban kenarmdaki ¢alilik
alanlardan toplanmig Ophrys mammosa Desf. subsp. mammosa taksonuna ait bitkilerden elde edilen polinaryumlar
kullanilmustir (Sekil 1). Toplanan materyalin bir kismi, herbaryum kurallarina gore kurutularak EDTU 8206
numara ile herbaryuma (Trakya Universitesi Herbaryumu) kayit edilmistir.

Sekil 1. Ophrys mammosa subsp. mammosa ya ait bitkinin arazi ortamindaki gériiniimii
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Polenlerde 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 karigiminda homojenizatér ile homojenize
edilerek sonrasinda 4°C’de 20 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bunu takiben siipernatant alinarak
strastyla 45p ve 20p PTFE filtreden siiziilmiistiir. Siiziilen bu 6rnek viallere alinarak analiz i¢in 1 pl enjeksiyon
yapilmistir. Caligmada kalibrasyon egrileri her bir hormon i¢in 1-200 ng/1 arali§inda ¢izilecek deneme 3 tekerriirlii
olarak yapilmistir. Calismalarda Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4,6x50 mm, 2,7 pm particle size) kolon
kullanilmis kolon firin sicakligi 25°C’olarak ayarlanmigtir. Mobile Faz A ultrasaf'su, 0,2 % amonyum format (v/v),
0,2 % formik asit (v/v). Mobile Faz B metanol, 0.2 % amonyum format (v/v), 0.2 % formik asit (v/v) olarak
hazirlanmistir. Akis hizi sabit sicaklikta 0,3 ml/dak olarak ayarlanarak ve gradient profili asagidaki gibi
uygulanmigtir:

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 (MS/MS) kosullari
asagidaki gibidir: Iyonlastiric1 gaz sicakligi: 350°C, Nebulizer gaz basinc1:45 psi, nozzle voltaj: 500V, Kapilar
ilgili voltaj: 3000V, sheat gas sicakligi 400°C, sheat gaz akig1 12 1/ dakika. Enjeksiyon sonunda elde edilen pik
alanlar1 Mass Hunter (version B.06.01) yazilimi ile agilarak ve pik alanlari kullanilarak Absisik asit (ABA),
Jasmonik asit (JA) ve Salisilik asit (SA) degerleri belirlenmistir [16].

Her bir hormon denemesi 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve data sonuglar1 ortalama iizerinden
verilmigtir.

I11. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada her 3 denemede de Salisilik asit (SA), Absisik asit (ABA) ve Jasmonik asit (JA) hormonlari
bulunmus; fakat Gibberellik asit ve Indol asetik asit hormonlar1 polenlerde ¢ikmamustir.

1. denemede Salisilik asit 2,4929 ng/gr, Absisik asit 61,5419 ng/gr, Jasmonik asit 11,5850 ng/gr olarak
tespit edilmistir.

2. denemede Salisilik asit 3,4262 ng/gr, Absisik asit 77,3273 ng/gr, Jasmonik asit 13,6933 ng/gr olarak
tespit edilmistir.

3. denemede ise Salisilik asit 2,1017 ng/gr, Absisik asit 58,2087ng/gr, Jasmonik asit 11,4318ng/gr olarak
tespit edilmistir.

Buna gore her 3 denemenin ortalamalari ise Salisilik asit 2,6736 (+ 0,68) ng/gr , Absisik asit 65,6926 (+
10,21) ng/gr, Jasmonik asit 12,2367 (+ 1,26) ng/gr olarak bulunmustur. Her 3 denemede de en biiyiik degerler
Absisik asitte, ikinci degerler Jasmonik asitte, 3. degerler de salisilik asitte ¢ikmuistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Salisilik asit, Absisik asit, Jasmonik asit hormon ortalamalari (ng/gr). Stitun {izerindeki rakamlar standart sapmadir.

ABA, hem biyotik hem de abiyotik strese verilen yanitlar1 diizenleyen bir stres hormonudur [17]. ABA,
embriyonun olgunlagmasi ve ¢evresel kaynakli strese karsi cevapta yer alan birinci derecede onemli bir
hormondur. Ayrica, tohumun ¢imlenmesi sirasinda hiicre boliinmesi ve buna bagli olarak uzamada gorevlidir.
Ekseriyetle bliylime hormonlaria zit yonde etkiler yaratir ve biiyiimeye ket vurur. Bu nedenle ABA, meyve
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icindeki tohumlarin, meyvedeki neme ve karanliga bagli olarak hizlica ve erkenden ¢imlenmesini 6nler; boylece
sonbaharda yayilan bir tohumun sert kis kosullarinda erkenden ¢imlenmesine engel olur. Dolayisiyla zamansiz
tohum ¢imlenmesini engellemis olur ve ¢imlenmenin ilkbaharda olusmasina boylelikle zemin hazirlar. Absisik
asit, bitkilerin kuraklik gibi abiyotik ve degisik biyotik ¢evresel stres kosullarina karsi direnmesini saglayan 6nemli
bir sinyaldir [18]. ABA miktari, tohum olgunlasmasi sirasinda normalden 100 kata kadar yiikselebilir. Boylelikle
gelisen tohumlardaki bu yiiksek ABA, ¢imlenmeyi engelledigi gibi ayrica 6zel proteinlerin sentezini de
saglamaktadir. S6z konusu bu proteinler, olgunlagsma siirecindeki tohumlarda yiiksek su kaybina karsi tohumun
sag kalmasini saglar. ABA, dormansinin tohumlarda devamini da saglamaktadir. Ayrica ABA'nin flavonoid/fenol
sentezinde ve antioksidan yanitin diizenlenmesinde énemli iglevleri vardir [19].

Tozlagmamis karpuz ciceklerinde, giicli ABA biyosentezinin, yumurtalig1 dollenmeden 6nce korumali,
hareketsiz bir durumda tuttugu gézlemlenmistir [20].

Tohum gelisiminde absisik asit gorevlidir. Absisik asit, sporofitten gametofite ve gametofitten sporofite
embriyo gelisiminin bir¢ok asamasinda yer alir. Burada, depo iiriinlerinin birikimi, desikasyon toleransi, dormansi,
¢imlenme ve ¢imlenme sonrasi bilyiimenin durdurulmasinda ABA'nin roli vardir [21].

Bitki hormonu olarak absisik asit (ABA), bitki biiyiimesi ve gelisiminin birgok yoniinde 6nemli bir rol
oynar ve bir¢ok kanit gostermistir ki, ABA domates poleni gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sonug olarak
ABA, anter spesifik genlerin ekspresyonunu diizenleyerek polen olgunlagmasini etkiler [22]. ABA'min biiyiimeyi
tegvik etmedeki gii¢lii noktas1 olmasa da, aslinda ABA, bitki biiylimesi ve gelisiminin bir¢ok yoniinde olumlu bir
rol oynar. Ancak ABA'nin 6zelligi, bliyime ve gelisme {iizerindeki diizenleyici etkisinin biiyiik olgiide
konsantrasyonu ile yakindan ilgili olmasidir. Bitkilerdeki ABA igerigi, normal biiylime ve gelisme asamasinda
cok hassas bir seviyede tutulur. ABA homeostazi bozuldugunda bitkilerin biiylime ve gelismesi etkilenecektir [22].
ABA kendi sinyali ile polen olgunlagsmasini diizenler. Azalan ABA sinyal seviyeleri, anter spesifik genlerin
ekspresyonunu diizenleyen polen transkripsiyon faktorlerinin degisikliklerine neden olabilir; bu da sonugta bir dizi
anormal polen olgunlagmasinin nedenidir. Dolayistyla bu bilgiler 15181nda; bizim bulgularimizda da ABA’nin diger
hormonlardan daha yiiksek ¢ikmasi olduk¢a mantikli gériinmektedir.

ABA, bitki bilylimesini, uyku halini diizenleyen ve zorluklara yanit veren 6énemli bir bitki hormonudur.
ABA'nin sadece disi ve erkek ciceklerin farklilasmasina [23] ve tohum embriyosunun gelisimine [24-26]
katilmadig1 bulunmustur. Ayrica ABA, meyvenin gelisimine ve olgunlagsmasina genis gapta katilir [27-29] ve seker
sinyal iletimi ve asimilatlarin dagiliminda 6nemli bir rol oynar [30-32]. Ayn1 sekilde, diger hormonlar gibi, ABA
da bitki iireme gelisiminde rol oynar. ABA, Brassica napus'ta mikrospor tiirevli embriyolarin indiiksiyonunda yer
almigtir [33]. Bu arada ABA'nin domates meyvesinin ovaryum gelisimi ve meyveye doniisiimii izerindeki etkileri
de dogrulanmistir [34].

SA’nin hem gelisim ve hem de strese cevapta Onemli etkisi vardir [35]. SA biyiime ile ilgili
metabolizmada, fotosentezde ve stres kosullarina karsi dayaniklilikta birgok fizyolojik olayda gérevlidir. Ayrica
SA, patojen saldirist durumunda bir sinyal olarak gorev yapar ve patojenite ile ilgili proteinlerin (PR proteinleri)
sentezini basglatir; boylelikle sistemik dayanikliligi saglar. SA 6nemli bir stres hormonu olup [36] SA aktivitesi ile
biyotik strese kars1 direng saglanir [37].

SA, ayrica ¢igeklerde termojenite ile alakalidir. Cycas erkek organlarinda ilk defa tespit edilip sonradan
yapilan aragtirmalar ile Annonaceae, Araceae, Aristolochiaceae, Cyclanthaceae, Nymphaceae ve Palmae
familyalarina ait bazi Angiosperm tiirlerinin ¢igekleri ya da ¢igek durumlarinda da termojenite varligi tespit
edilmistir [38]. Bizim bulgularimizda da polenlerin erkek gametofit oldugu ve erkek organlarda bulundugu dikkate
alindiginda termojenite nedeniyle SA ¢ikmasit muhtemel goriinmektedir.

SA, ek kok olusumunda da etkilidir. Uygun konsantrasyonlarda eksojen SA uygulamasi, salatalik
hipokotillerinde ek kok olusumunu desteklemistir. SA, ek kok olusumu sirasinda diizenleyici olarak iglev goriir
[39]. Bitki biiylime ve gelismesinde SA, konsantrasyonuna ve bitki biiyiime kosullarina ve gelisim asamalarina
bagli olarak farkli rollere sahiptir [40]. SOyle ki; genel olarak, optimal SA konsantrasyonlarinin uygulanmasi, bitki
bliylimesi ve gelisimi lizerinde faydali etkiler gdstermistir. Bununla birlikte, yliksek SA seviyeleri bitki gelisimini
olumsuz olarak etkiler [41].

ROS (Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikaller), metabolizmanin ve bitkilerin biyotik ve abiyotik ¢evresel
uyaranlara verdigi yanitin onemli diizenleyicileridir ve ROS, bitki gelisimi i¢in de onemlidir [42]. SA, ROS
birikimini tesvik ederek piringte kok meristem aktivitesini korur [43]. SA'nin abiyotik stres altinda spikelet
dejenerasyonunun diizenlenmesinde de rol oynayabilecegi 6ne stiriilmiistiir [44]. SA'min 1s1 stresi altindaki bitkilere
disaridan uygulanmasi, spikelet dejenerasyonunu 6nemli 6l¢lide azaltip ve polen canliligini arttirmistir [45-46].
Diger caligmalar ayrica SA'min polen canlih@ini, ¢icek fertilitesini ve normal disi ¢igeklerin gelisimini
diizenlemede &nemli roller oynadigini bildirmistir [47-48]. Ozetle, ROS homeostazi ve SA hormonunun spikelet
gelisimini ve polen fertilitesini etkiledigi gosterilmistir [49].
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SA ve onun tiirevi, MeSA, Camelia oleifera'nin polen tiipii bilylimesinde rol oynamigtir [50]. Bazi
calismalar SA'nin tozlagma ve dollenme ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Yali armutunun tozlastirilmig
pistilinde, SA miktar1 6nemli 6l¢iide artar ve in vitro polen ¢gimlenmesini ve polen tiipiiniin uzamasini tegvik ettigi
ve meyve tutumu oranini oldukga arttirdigi bulunmustur [51]. Arabidopsis thaliana'da SA inhibe edici etkilidir.
Dolayistyla muhtemelen farkli bitki tiirlerinde polen ve polen tiipiiniin SA'ya farkl: tepkisi nedeniyle SA'nin polen
¢imlenmesini ve polen tiipii bityiimesini destekleyebilecegi bulunmustur [50]. Ancak, A.thaliana'dan [52] farkli
olarak, eksojen SA ve MeSA, daha diisiik konsantrasyonlarda C.oleifera'nin polen ¢imlenmesini ve polen tiipiiniin
uzamasini tesvik etmistir.

JA o6zellikle mekanik yaralanmalara, bocek otcullarina, abiyotik ve biyotik stres kosullarina, nematodlara,
agir metallere, soguk stresine, kuraklik stresine, tuz stresine ve UV stresine, mevsimsel ve sirkadiyen ritimlerin
neden oldugu degisikliklere kars1 savunmada 6nemli bir hormondur [53-54]. Mekanik yaralanmaya dayali herbisit
istilasinda yarali dokularda JA aktivitesi hizlanir ve savunma igin gerekli metabolizma hizi artirilir [55]. Ayrica
Mazen ve Lin [56], tipki bizim sonuglarimiz gibi ABA, SA, JA gibi savunma hormonlari arasinda antagonistik bir
iligki oldugunu belirtmiglerdir. JA, yaprak sararmasina, yaprak, ¢igek ve meyvalarda absisyona neden olmakta,
koklenmeyi ve yumru olusumunu saglamakta, asmalarda tendril olusumuna katki saglamakta ve beta-karoten ve
etilen sentezini artirmaktadir. Ayrica JA, tohum ¢imlenmesi ve polen ¢imlenmesini engellemektedir. Domateste
yapilan bir ¢alismada, dollenmeden once mikro ve megagametofit gelisiminde yer alan SIMYB21 geninin
transkripsiyonu i¢in JA sinyalinin gerekli oldugu gosterilmistir [57].

Literatiir taramalarimiza gore sadece Petunia hybrida ve Lilium polenlerinde yiiksek oranda Giberellik
asit ve IAA tespit edilmistir [58]. Benzer sekilde orkide polenlerinde de yapilan bir ¢aligmada yiiksek TAA
varhigma dikkat ¢ekilmistir [12]. Oysa bizim sonuglarimizda bu her iki hormon da tespit edilmemistir. Bunu yerine
daha ¢ok biiylimeye ket vurucu Absisik asit, strese ve gelismeye odakli Salisilik asit ve Jasmonik asit hormonlar1
yiiksek oranlarda ¢ikmistir. Tahminimize gore burada polen rezervlerinin, ¢cimlenme gergeklesinceye kadar stabil
halde kalmasina ve ¢imlenmenin tozlagmaya kadar engellenmesine odakli bir strateji izlenmektedir. Sonuglarimiz
bu yoniiyle oldukca dikkat ¢ekici 6zelliktedir. Ayrica yukarida ayrintili olarak verilen bilgiler 1s181inda polen
olgunlagmasi ve ¢imlenmeye hazirlik i¢in bu her 3 hormonun da ¢ikmasi olduk¢a muhtemel goériinmektedir.
Ilaveten bulgularimiz, hem orkideler hem de polenler agisindan hem de bu 3 hormon agisindan dikkat cekici olup
yenilik arz etmektedir.

Orkide polenleri tizerinde benzer hicbir bilgiye rastlanilmamustir. Orkidelerde tozlasma (polinasyon) ve
sonrasindaki polen ¢imlenmesi, ovul ve embriyo kesesi gelisimi olaylarinda hormonal c¢aligmalar ¢ok sayida
mevcuttur [12,59]; fakat tozlasmaya hazir olgun poliniyum hormonlarinin ne oldugu ve bunlarin seviyeleri
konusunda herhangi bir bilgiye rastlanilmamustir. Dolayisiyla belirlenen verilerin orkide poliniyum ¢imlenmesi ve
tozlagma sonrasi ovul gelisimi olaylariyla (= post pollinasyon fenomena) biitiinlesmis olarak incelendiginde daha
aciklayict olacagi anlagilmaktadir. Muhtemeldir ki tozlagsma ve polen ¢imlenmesi siirecinde de bu hormonlardan
bazilar1 islev gorebilecektir. Sonu¢ olarak bulgularimiz tamamiyla yeni ve 6zgiin nitelikte olup orkidelerde
tozlagma ve sonrasi “post polinasyon fenomena” olaylarinda karanlikta kalmis 6nemli noktalar1 aydinlatacag
distintilmektedir. Sonraki ¢aligmalarimiz bu yonde devam edecektir.
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