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1955 te MILLER ve ar. tarafindan kinetinin izolasyonundan sonra
bilim adamlar: yeni bir bliylime regililatorleri grubunun varhigindan
haberdar oldular. Fakat kinetin DNA’nin bir parcalanma lirtinii oldugu
icin bitki biyosentezinin dogal bir lirlinli sayillmamaktadir. Bitkisel
materyalden ilk kez 1965 yilinda LETHAM ve MILLER tarafindan
dogal bir sitokinin elde edilebildi. Bu arastiriclar olgunlasmamis misir
tanelerinden Kristal formda bir sitokinin elde ettiler ve buna zeatin
adin1 verdiler.

Bugun sentetik sitokininlerin en belli baslis1 kinetin olup heniiz
bitkide dogal olarak bulunamamistir. Buna karsilik zeatin ve bunun
benzeri sitokininler serbest bazlar, ribotidler ve ribosidler halinde bit-
kisel dokularda bulunmaktadirlar.

Bu makalede heniliz cok yeni bir alan olan bitkisel dokulardan sito-
kinin ekstraksiyon metodlarina ve yine bazi basit ve kolay yapilabi-
lecek biyolojik test metodlarina deginmek ve olanaklari sinirli bir aras-
tirma laboratuarinda bu konuda ilerde yapilacak calismalarda yar-
dimel olacagini umdugum bir ekstraksiyon modeli ve buna uygun bi-
yolojik test yontemleri onermek istiyorum.

1970 yilinda baz1 basit sitokinin ekstraksiyon metodlarinin uygu-
landigini goriiyoruz. BURROWS ve CARR bezelye tohumlarini % 98
etanolle ekstre edip bunu buharlastirdilar ve kalintiy1 su ile alip su
fazinda sitokinin aradilar. Ayni yil karpuz tohumlarinin icsel sitoki-
ninlerini aragtiran PRAKASH ve MAHESHWARI ilk ekstraksiyonda
metanol kullandilar; metanoliin ucurulmasindan sonra kalintiy1 su ile
alip bu fazi yag ve renk maddelerinden temizlemek icin petrol eteri
ayristirmasina tabi tuttular.
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Burada ikinci metodun daha iyi oldugu goriilmektedir. Cunki
biz de yaptigimiz bir on calismada petrol eteri ile saflastirmadigimiz
su fazinda mevcut diger maddeler nedeni ile kisa bir siire sonunda
mantar liredigini gérmiistiik.

Yukarda calismalarini kisaca Ozetlemeye calistigimiz iki grup
aragtirict1 da su ektraktinda bulunan auksin, inhibitorler ve gibberel-
linleri elimine etmeyi dislinmemislerdir. Bu durumda sitokininlerin
kantitatif tayinlerinde tiitiin 6z dokusu ve soya fasulyesi kallus do-
kusu biyclojik testleri gibi ¢ok yorucu yoéntemlere basvurmak gerekir
ki, bu testler ancak c¢ok Ozellesmis arastirma laboratuarlarinda kul-
lanilabilmektedirler.

1971 yilinda TEGLEY ve ark. kok bogaz kanseri doku Kkiltiirle-
rinden sitokinin ekstraksiyonu yaptilar. Bu arastiricilar dokuyu oénce
etanolle ekstre ettiler, sonra slizdiler, stizintiyi sulu faza kadar bu-
harlastirdilar, bu faz1 su ilavesi ile aldilar ve su fazini es hacimda
n-butanol ile ekstre edip bu n-butanol fazini ucurarak kalani Kkro-
matografiye uyguladilar. Ayn1 yil KRASNUK ve ark. fasulye tohum-
larindan yaptiklar: sitokinin ekstraksiyonunda benzer bir yol takip
ettiler ve yine n-butanol fazini sitokinin tayininde kullandilar.

Bu arastiricilarin su-butanol ayristirmasinda biitlin sitokininlerin
butanol fazina gectigini kabul ettikleri gorulliyor. Oysa suda eriyen
sitokininlerden sitokinin ribotidlerin butanolle alinabilmeleri i¢in, 6n-
ceden su fazinin alkali fosfataz ile muamele edilmesi gerekir. Ayrica
bu ekstraktta su fazindan gelen gibberellinlerin de bulundugu bugiin
anlasiimistir.

Daha gelismis bir ektraksiyon metodunu 1973 te BROWN ve ark.
in kullandiklar1 goriliyor. Bu arastiricilar, bazi bitki tohumlarinin
sitokinin muhtevalar: lizerinde calismalarinda suda eriyen sitokinin
ribotidlerle butanolde eriyen sitokininleri ayirdilar. Ekstraksiyonda
once tohumu etanolle homogenize ettiler; 24 saat ekstraksiyondan son-
ra stzlip etanolii buharlastirdilar ve kalintiy1 su ile aldilar. Su fazi-
nin pH 11 2,5 a ayarlayip etil asetatla ayristirarak diger bliyiime mad-
delerini uzaklastirdilar. Bundan sonra su fazinin pH 11 7 ye ayarla-
yip bunu n-butanolle ayristirdilar. Béylece sitokininleri su ve butanol
fazlarinda toplamis oldular. Her iki faz1 da ayri ayri buharlagtirip
kromatografiye tatbik ettiler. Ayni yil STADEN benzer sekilde ilk su
fazini elde ettikten sonra iki yol takip etti:

a ) Su fazinin direkt olarak ucurulup kalanin kromatografiye tat-
biki, ’
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b ) Su fazinin alkali fosfatazla muamelesinden sonra n-butanolle
ayrigtirilmas1 ve n-butanol fazinin ugurularak kalanin Kkromatogra-
fiye tatbiki.

1971 ve 1973 te anlatilan bu calismalari yapanlarin petrol eteri
ile saflastirma yonetimini anlasilmayan bir nedenle uygulamadiklari
gorulmektedir. Ayrica kullandiklar: metodlarda kromatografi éncesinde
su ve butanol fazlarinin buharlastirilmasi1 gerekmektedir ki, bunlarin
her ikisi de buharlastirilmas1 ¢ok zor ve bu is icin yliksek sicaklik
derecelerini gerektiren coziiciilerdir. Kanimizca petrol eteri ve etil ase-
tat ayristirmalarindan sonra ekstraktin kromatografiye tatbikine de,
hi¢c olmazsa sitokininler alaninda calismalarin yeni baglayacagi bir
laboratuarda, gerek yoktur. Clinki ekstrakt esasen yeterli sekilde saf-
lagtirilmis olmaktadir. Bilindigi gibi su ve butanoliin buharlagmasi
icin harcanacak uzun zamana ilaveten, kromatografi sonunda her Rf
icin ayr1 biyolojik test yapma zorunlulugu ortaya c¢ikacak, bu da biyo-
lojik test icin harcanacak emegin en az 10 misli artmasi zorunlulugu-
nu ortaya cikaracaktir.

Sekil 1 de, basit bir ekstraksiyon metodu olarak onerdigimiz sema
gorulmektedir. Burada elde edilen son su fazinin vakumda petrol eteri
ve etil asetat artiklarindan temizlenmesinden sonra kromatografik ay-
rigtirma yapmadan asagida oOzetleyecegimiz pratik biyolojik testlerin
uygulanmasi ile ihtiva ettikleri sitokininlerin tayini yapilabilir.

Sitokininler icin klasik tiutin 0z dokusu veya soya fasulyesi kal-
lusu metodlar1 gayet cok emek ve zaman isteyen, ayni zamanda ¢ok
sayida madde kullamilmasini gerektiren metodlardir. Biz burada sito-
Kininlerin hiicre bélinmesini arttirma disindaki 6zelliklerinden yarar-
lanilarak gelistirilen bazi pratik test metodlarini Ozetleyecegiz :

1 — Bugday yapragl yaslanmasi metodu: Bu metod WRIGHT ta-
rafindan ortaya atilmis olup, MITCHELL ve LIVINGTON’un editor-
liklerin yaptiklari, USA Tarim Bakanhgina ait bir el kitabinda anla-
tilmaktadir (1968). Bunda esas, koparilmig bugday yapraklarinin sa-
rarmalarinin, artan sitokinin konsantrasyonlarina paralel olarak ge-
cikmesidir.

Bugday tohumlar: destile suda 2 saat islatilir, sonra vermikilite
embriyo kisimlari liste gelecek sekilde dizilir, yine vermikilitle kapa-
tilir ve 15 saat fotoperiyotta 23°C de 7 gin birakilir. Bu sirenin so-
nunda yapraklar kesilir, yapraklarin uctan itibaren 7 cm lik kismi
alinarak 3 erli gruplar halinde tartilirlar. Her grup sitokinin aktivitesi
Olclilmek istenen soliisyonun (10 ml) bulundugu petri kaplarina Kko-
nulur. Bir grup yapragin ekstraksiyonu da derhal asagida anlatilacagl
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Sekil - 1 : Ideal bir sitokinin ekstraksiyon metodu olarak onerdigimiz gidis yolu.

sekilde yapilarak, yapraklarin deney basinda klorofil muhtevalar: ta-
yin edilir.

Yapraklar 25°C de karanlikta 4 giin siireyle birakilirlar. Bunun
sonunda test, kontrol ve eger varsa kalibrasyon soliisyonlarindaki yap-
rak gruplari ayr1 ayri test tiiplerine aktarilirlar, tiiplere 10 ar ml
% 80 etanol konulur. Tiblin agz1 cam bilya ile kapatilip dikey pozis-
yonda 80°C deki sicak su banyosunda 10 dakika tutulur. Bundan son-
ra tlpler karanhkta sogutulur ve 665 nm de optik yogunlk tayin edilir.
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Sonug, 100 mg. yaprak agirligi basina optik yogunluk olarak belir-
tilir. Bu metodda Kklorofil miktarinin, artan sitokinin konsantras-
yonuna paralelite arzettigi gortilmustir.

Biz kiirsumtuzde bu metodu baz1 degisikliklerle uyguladik. Bugday1
vermikilit yerine kumda yetistirdik ve bir yerli kiiltiir formu (Kara-
kilcik) kullandik. Metod cok olumlu sonuc¢ verdi, ancak bizim kullan-
digimiz bugdayin muhtemelen genetik Ozelliklerinden dolay: yapraklar
saf su solisyonunda inkubasyona birakildiktan ancak 6-7 giin sonra
renklerini kaybetmege basladilar. Belki de baska bir kiiltiir formu kul-
lanarak inkubasyon miuiddetini kisaltmak gerekecektir. Bu metod daha
basitlestirilmis sekli ile kursumiizde Bitki Biliylime Maddeleri Labo-
ratuar caligmalar1 esnasinda Ogrencilere yaptiriimaktadir.

Yapilacak bir sitokinin ekstraksiyonunda son su fazi etil asetat
ve petrol eteri kalintilarindan aritildiktan sonra 10 ml replikatlar ha-
linde birkac petriye bollindiikten sonra, saf su ile mukayeseli olarak,
onceden lilinen sitokinin konsantrasyonlar: ile bir kalibrasyon egrisi
cizilmek sart1 ile, her replikatin sitokinin muhtevast tayin edilebilir.
Ayrica onceden blitlin soliisyonlarin pH ayarinin yapilmasi, test, kont-
rol ve kalibrasyon eriyiklerinin ayni pH ta olmasinin saglanmasi ge-
rekir.

2 — Antosiyan metodu: Son olarak Almanlarin 1966 da ortaya
attiklari, tatbiki cok kolay, fakat nedense arastiricilarin pek gozune
carpmamis bir biyolojik test metodundan bahsetmek istiyorum. KOH-
LER ve CONRAD (1966)'a gore Tirosin ve sitokinin ile muamele edi-
len Amaranthus caudatus fideleri, belirli siire 1siklandirildiklarinda,
meydana getirdikleri antosiyan miktar: ortamin sitokinin muhtevasi-
na paralel olarak artmaktadir.

Metocda gore tohumlar sterilize edildikten sonra filtre kagidindan
ibaret cimlenme ortamina aktif komir ilavesi ile ekilirler. 20°C si-
caklikta 48 saat karanlikta birakildiktan sonra fideler, 50 ser adet
olmak uzere 10 ml hacimdaki su maddelerden meydana gelen test or-
tamina konulurlar: Sitokinin tayini yapilacak ekstrakt (bizim meto-
dumuzda su faz1), % 0,1 L-tirosin, % 1 agar, litrede 1/75 Mo! Na-K-
Fosfat tamponu (pH: 6,3).

Fideler bu ortama transplante edildikten sonra 3 giin daha ka-
ranlikta birakilirlar; bu periyodun 48. saatinde 4 saat stire ile 1s1klan-
diritlirlar. Isiklandirmadan 24 saat sonra fideler alinir, yikanir ve
renk ekstraksiyonu icin —20°C de 5 ml suda dondurulur. Sonra 20°C
ye kadar isitilip buzlari coéziilir ve calkalanir. Ustte kalan ekstrakt
kismi alinarak 542 nm de absorpsiyon oOlctiliir. Burada betasiyanin
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miktar1 ile ortamin sitokinin konsantrasyonu arasinda bir paralelite
oldugu saptanmistir. Ayrica bu testin IAA ve GA; e cevap vermedigi,
bu bakimdan da c¢ok spesifik oldugu goriulmiuistir.

Yukarda izaha caligtigim bu iki testin klasik titin 6z ve soya
fasulyesi kallusu testlerine ustunliikleri, ekstrakttan direkt tayin ya-
pabilme imkani vermeleri ve kolay yapilabilmeleridir. Biz kirstimiiz-
de yapilacak calismalarda, yukarda onerdigimiz sitokinin ekstraksi-
yon plani sonunda elde edilen su fazini, aciklamaya calistigimiz test
metodlarindan biriyle veya her ikisiyle biyolojik teste tabi tutarak
sitokinin tayinleri yapmak ve bu isi, olanaklarimiz o¢l¢lislinde rutin
hale getirmek arzusundayiz. Ozellikle bitkilerde gen¢ kalma amacina
yonelik bir calismada kullanilmak tlizere gelistirilecek bdyle bir meto-
dun oldukca fazla kullanilis alani bulacagina inaniyoruz.

OZET

Bitkilerde genc kalma fenomeni ile sitokininler arasindaki iliski-
ler sorununu cézme yolunda atilmasi gereken adimlarin basinda, bu
blyime maddeleri grubunu bitkisel dokulardan ekstre etme ve kanti-
tatif tayinleri konusunda yeni yontemlerin gelistirilmesi gelmektedir.
Bu makalemizde sitokinin ekstraksiyonu konusunda cesitli yontemler
karsilagtirilarak bir ekstraksiyon modeli onerilmektedir. Ayrica klasik
biyolojik test metodlar: ile, cok daha basit olan iki yeni metod karsi-
lagtirilmakta ve bu yeni test metodlarinin bundan bdyle yapilacak
calismalarda gilivenle kullanilabilecekleri savunulmaktadir.
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