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Bitki biiyiime maddelerinden biri olan gibberellik asit tarimda yaygin olarak kullanilan bir
hormondur ve {llkemizde {iretimi olmadigindan ithal edilmektedir. Bitki biiylime
duzenleyicisi olan gibberellik asit yiiksek bitkilerde, bakterilerde, funguslarda ve alglerde

bulunmaktadir.

Oncelikle bu ¢aligmada, Kastamonu ili, Tosya ilgesinde iiretilen piring bitkisinden
gibberellik asit iireticisi fungus uygun besiortamlar kullanilarak izole edilmistir. Izole
edilen fungus 18S rRNA sekans analizi sonucunda Gibberella genusu mensubu olarak

tanimlanmustir.

Izolat fungusun kesikli sistemde gibberellik asit iiretimi ¢alisilmistir. Gibberellik asit
HPLC ile 6l¢iilmiistiir. 6. glinde, pH: 4’de ve glukozlu ortamda 91.16 mg/L giberellik

asit lirettigi saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: Piring, 18S rDNA sekans analizi, Gibberella, Gibberellik asit,
HPLC



ABSTRACT

ISOLATION OF GIBBERELLIC ACID-PRODUCED FUNGUS FROM RICE,
MOLECULAR CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF
GIBBERELLIC ACID FROM DIFFERENT MEDIUM

GUVEN, Mehmet
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Dec 2015, 60 Pages

Plant growth substance, which is one of the gibberellic acid is a hormone commonly
used in agriculture. In our country are imported to gibbereliic acid. Gibberellic acid is a

plant growth regulator and higher plants, bacteria, fungi and algae have gibberellic acid.

First, in this study, Kastamonu province, the rice plant produced in Tosya district
gibberellic acid-producing fungus was isolated by using the appropriate feeding
environment. 18S rRNA sequence analysis of the isolated fungus Gibberella genus

result is defined as a member.
Gibberellic acid production in the batch system isolates of the fungus were studied.

Gibberellic acid was measured by HPLC. On day 6, pH 4 and glucose environment

91.16 mg / L was found to produce gibberellic acid.

Keywords: Rice, 18S rRNA sekans analyze, Gibberella, Gibberellic asid, HPLC
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1. GIRIS

Dinyada 6zellikle gelismis iilkelerde ziraat ve gida sektoriinde yeni teknolojilerin
kullanilmasiyla daha kaliteli, ucuz olarak kolay siirekli ve saglikli {iriin elde edilmesi
hedeflenmektedir. Bunun nedeni insanoglunun temel ihtiyaglarindan birisi olan gida
maddelerinin veriminin ve miktarinin artirilmasina yonelik yeni yontemler
gelistirmektir. Cevresel olumsuzluklar, ekonomik ¢ikmazlar, programlanmayan
genetik deformasyonlar nedeniyle dogal gida kaynaklar1 giderek tiikenmektedir. Bu
nedenle diinyadaki biiyiik giicler basta olmak iizere cesitli iilkelerde tarim ve gida
sektoriindeki g¢alismalar yogunlastirilmis durumdadir. Bitkisel Grin  verimini
saglamak i¢in tiim diinyada tercih edilen yontemlerin basinda giibreleme ve bitki
biiyiime regiilatorlerinin ~ kullammi  gelmektedir.  Ozellikle bitki  biiyiime
regiilatorlerinin ¢esitli endiistri alanlarinda kullanimi yaygindir. 1950'1i yillardaki
kimyasal kesiflerden itibaren bitki biiylime regiilatérlerinin en Onemli sinifini
olusturan gibberellinlerin (GAs) kullanimi yaygilagmistir. Bunlarin arasinda en ¢ok

tercih edilip kullanilan1 gibberellik asittir (GA3) [1].

Gunumuzde gibberellik asitin  biyolojik  aktivitesinden  bircok  alanda
yararlanilmaktadir. Ozellikle tarimda, bagcilik endiistrisinde, icki sanayisinde, gida

ve kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir [2].

Ticari anlamda gibberellik asit 1950'li yillardan bu yana Uretilmektedir. Dlnyada
USA(Abott Laboratories, Merck and Company) Ingiltere ve Japonya gibi gelismis
tilkeler basta olmak iizere gesitli biiylik firmalarca iiretilip pazara siiriilmektedir.

Yillik getirisi 100 milyon US dolar1 gegen piyasasi olan bir tiriindr [3].

Endiistriyel 6l¢ekte en ¢ok kullanilan ve iiretilen, ekonomik ve fizyolojik etkinligi en
fazla olan gibberellik asit bitkilerin yani sira Gibberella fujikuroi, Sphaceloma sp.,
Phaeosphaeria sp., Azospirillum sp., Pseudomonas sp., Aspergillus niger vb. cok

sayida mikroorganizma tarafindan da tiretilmektedir [4].



Gunumuzde gibberellik asit Gretimi icin kaynak Gibberella fujikuroi kullanilarak
fermantasyon  (kesikli, geri  beslemeli, surekli  sistemler) teknikleriyle
gerceklestirilmektedir ve dolayisiyla Uretimi etkileyen en 6nemli ekonomik faktor

fermantasyon prosesinin maliyetidir [5].

Bu tekniklerde serbest hucreler kullanilarak baslanan calismalar daha sonralari
immobilize hiicrelere dogru yonelmistir [6,7]. Immobilize hiicre sistemleri,
mikroorganizmanin  canli kalma siiresinin  uzatilmasi, hicrelerin  tekrar
kullanilabilmesi, iiriin stabilitesinin korunmasi, ortam kosullarinin daha iyi ( sicaklik,
pH, besiyeri, konsantrasyonu, biyokitle) kontrol edilmesi gibi avantajlarindan dolay1
yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir [8]. Kullanilan teknikler genelde pahali
olmakla birlikte bunlarin arasindan maliyeti nispeten diisiik yontemlerin se¢ilmesiyle
daha kolay, hizli, dayanikli, verimli ve ucuz bir sekilde iiriin elde edilmesi

hedeflenmektedir.

Calismada Kastamonu - Tosya'dan alinan piring bitkisinden gibberellik asit iireticisi
fungusun uygun besiortamlar1 kullanilarak izole edilmesi, izole edilen fungusun 18S
rRNA sekans analizi ile molekiiler tanimlanmasi1 ve farkli ortamlarda, farkli

fizyolojik sartlarda gibberellik asit veriminin saptanmasi amaglanmustir.

1.1. Literatur Ozetleri

1.1.1. Mikroorganizmalar

Yalnizca mikroskop yardimiyla goézlemlenebilen, ¢ogunlukla tek hiicreli, basit
yapidaki organizmalara “mikroorganizma” veya “mikrop” denir. Onemli
mikroorganizma gruplari; Bakteriler, funguslar, algler, protozoonlar ve belirli
sartlarda canlilik 6zelligi gosteren viriislerdir. Mikroorganizmalar karmasik yapili
organizmalarda gorilmeyen baz1 ortak Ozelliklerle birbirlerine benzerler.

Mikroorganizmalar1 inceleyen bilim dalina “mikrobiyoloji” denir.



Mikroorganizmalar, insan sagligi ve giinliik hayatimizla dogrudan ilgili canlilardir;
bunlarin birgogu faydali diger bir kismi ise zararlidir. Ekmek, yogurt, peynir, tursu,
sirke v.b. gidalar ile antibiyotikler, asilar organik c¢oziiciiler ve alkol iiretiminde
mikroorganizmalar kullanilir. Ayrica atik sularin aritilmasinda ve ¢Oplerin bertaraf
edilmesinde mikroorganizmalardan yararlanilir. Bir kisim mikroorganizmalar insan,
hayvan ve bitkilerde gesitli hastaliklara sebep olurlar. Gida ve yemleri bozarlar. Su

borulari, ahsap binalar1 kumas v.b. organik esyalar ¢iiriitiirler [9].

Mikroorganizmalardan, inorganik hammadde kullananlara ototrof, organik besin
maddeleri kullananlara ise heterotroflar denir. Enerji kaynagi olarak giines 15131
kullananlar fototroflar ve kimyasal maddeleri kullanmalarina ise kemotroflar olarak

adlandirilirlar.

1.1.1.1. Biyoteknolojide mikroorganizmalarin 6nemi

Mikroorganizmalarin insanlar tarafindan kullanilmasi yeni degildir. Bundan 8000 y1l
once Siimer ve Babiller bira gibi alkollii igkileri yapabiliyorlardi. Misirlilar bundan
6000 yi1l o6nce hamur mayast kullanarak, ekmek yapmayr biliyordu. Bugiin
mikrobiyolojik ~ ve  biyokimyasal bilgileri  endlstride  kullanmak igin,
mikroorganizmalarin {iretimi ve onlarin metabolik {riinlerinin ekonomik olmasini
saglayan yontemler gelistirilmistir. Endiistriden kullanilacak mikroorganizmalar
genellikle bakteri ve fungus tlrlerinin uygun suslaridir. Biiyiik iiretim kazanlari i¢in
onemli miktarlarda mikroorganizmaya gereksinim vardir. Bunlar 6nce kati
besinortamindaki hiicre kolonilerinden elde edilir. Bunun akabinde hucre kolonileri
adim adim calkalama kiiltiiriine aktarilir ve son olarak biiyiik kaplara konur. Bunlara
biyoreaktor veya uretim fermenteri denir. Fermantasyon sistemi ve besiortami steril

olmalidir.

Mikroorganizmalarin biyoteknolojideki 6nemi, insanlarin kullanabilecegi maddeleri
uretmelerindendir. Bu maddeler enzim, vitamin, organik asit ve antibiyotiklerdir.
Kiigiik olmalar1 nedeniyle mikroorganizmalar, hacimlerine oranla fazla yiizey alanina

sahiptir. Boylece besin maddeleri hicre icine, metabolik Urlinler ise derhal hicre



disina nakledilir. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik tercihlerinin en buyik nedeni

ise cok cabuk biyuyup ¢ogalmalaridir [10].

Biyoteknoloji alanindaki son gelismelerle endiistriyel funguslarin O6nemi de
artmaktadir. Gunumuzde bilinen yaklasik 120 000 fungus tiiriinden pek c¢ogu
endiistriyel 6neme sahiptir. Ornegin Gibberella fujikuroi onemli bir fungusdur.
Endiistriyel midye isleme fabrikalarinda bir yilda meydana gelen atik miktarinin 60
000 m?® oldugu, bu atigin temizlenmesi amaci ile Gibberella fujikuroi funguslarinin
kullanildigi, ayn1 zamanda da biiyiime hormonu olan gibberellik asit trettigi

bildirilmistir [11].

Yeryiiziinde bulunan c¢ok sayida fungus tiirii c¢esitli kimyasal maddeleri
sentezleyebilmekte ve bu yetenekleri uzun yillardan beri aragtirmalara konu
olmaktadir. Funguslar ¢ok sayida ve farkli karbon kaynaklarini kullanabilme
yetenegine sahiptirler. Fungus kullandig1 besin maddelerini, enerjiye, maya ve hiicre
olusumu i¢in gerekli maddelere cevirir. Ureme icin gerekli olan bilesikler primer
metabolitler, bu olaya da primer metabolizma denilmektedir. primer metabolitlerin
bircogu hiicre replikasyonu ve biiylimesi igin gerekli maddelerdir. Primer metabolit
olan bu maddelere sitrik asit, etanol, glukonik asit, vitamin, aminoasit ve polisakkarit

ornek verilebilir [12].

Sekonder metabolizma primer metabolizmaya zit olarak fungus biiylimesi i¢in esas
olmayan metabolitlerin iiretildigi, ¢ogalmanin ve 6liimiin dengede oldugu duragan
fazdir. Literatiir bilgilerine gore genelde funguslarda iireme ortaminda besin
maddelerinin azalmasiyla birlikte sekonder metabolitlerin (6rnegin gibberellik asit,
absisik asit) sentezinin basladigi bildirilmistir. Ayrica bir¢ok mikroorganizmada
inorganik fosfatin sekonder metabolitlerinin iiretimini kontrol ettigi de bildirilmistir.
Antibiyotikler, toksinler, alkoloidler, antikanser ilag ham maddeleri, boyalar, biylime
regllatorleri gibi maddeler endistri ve tarim agisindan éneme sahip en iyi bilinen

sekonder metabolitlerdir.



1.1.1.2. Funguslar

Okaryotik canlilar olup, gelismis bir cekirdege sahiptirler. Bakterilerden bu
yonleriyle ayrilirlar. Ayrica bakterilerden daha biiyiik hiicrelere sahiptirler.
Fotosentetik pigment icermezler bu yiizden parazit veya ciiriik¢iil yasarlar. Eseyli

veya eseysiz ¢cogalabilirler. Genel olarak 3 kisimda incelenirler.

1.1.1.2.1. Kufler

Besin maddeleri Uzerinde beyaz ya da renkli gorintmleriyle dikkat cekerler.
Curlkeil, parazit ya da simbiyotik olarak yasayan heterotroforganizmalardir. Yani
sentez yapamadiklarindan daha Once olusmus organik maddelere gereksinim
duyarlar. Karbon kaynagi olarak genellikle glukoz, sakkaroz ve maltozu secerler. En
¢cok amonyum azotunu bazi tiirleri nitrat ve nitrit azotlarin1 kullanirlar. Kiif

mantarlar1 aerob olduklarindan ylizeyde gelisirler.

Gilintimiizde pek ¢ok iilkede fermente iirtinlerin elde edilmesinde kullanilirlar. Tercih
edilmelerinin en biiyiilk nedeni, patojen olmamalar1 ve toksik madde
olusturmamalaridir. Buna ragmen insanlar i¢in ¢ok tehlikeli oldugu bilinen bazi1 kiif
tirleri de vardir. Bunlardan Aspergillus fumigatus toksik madde Ureten kiflere bir
ornektir. Kiiflerin bilesiminde % 15-50 oraninda protein bulunur. Niikleik asit oranm
% 10 kadardir. Proteinlerin aminoasit yapist diger mikroorganizmalara benzer.
Dogada c¢ok yaygin olarak bulunan kiifler, ¢ok hiicreli iplik¢ikler olusturarak
gelisirler. Yapisinda hif adi verilen, tiip seklinde dallanmis iplikler bulunur. Hifler

yaklagik 2-10 mikrometre genisligindedir. Bazi1 hifler bolmeli bazilar1 bélmesizdir.

Hiflerin uglarinda uzamalari, dallanmalar1 ve birlesmelerinden olusan ag adapte olma
ozelligi gosterir. Cogalmalar1 sporlar yardimiyla olur. Sporlar eseyli veya eseysiz

olarak olusabilirler.



Buylk bir kismi1 25°C ile 36°C'lerde iyi gelisirler. Ancak genel olarak kiif miselleri
30°C'nin istiindeki sicakliklara toleranshi degildir. Kiiflerden alkol, antibiyotik ve

organik asitlerin tiretiminde endiistri alaninda genis 6l¢iide yararlanilmaktadir [9].

1.1.1.2.2. Mayalar

Funguslarin tek hiicreli grubudur. Oval veya yuvarlak sekillerde olup c¢igeklerin
nektar1 lizerinde, meyve ve toprakta bulunurlar. Oksijensiz ortamda sekeri, alkol ve
karbonik aside ¢evirirler. Oksijenli ortamda ise sekeri alkole ¢evirmeden yeni maya
hiicrelerinin yapimi i¢in harcarlar. Mayalar tarih 6ncesinden beri biitiin alkollii
ickilerin fermantasyonu ile ekmegin kabarmasini temin etmek i¢in kullanilmaktadir.
Cesitli faktorlerden dolayi, renkleri ve sekilleri ne kadar farkli olursa olsun, bitin
mayalarin besin olarak bir¢ok ortak 6zellikleri vardir. Mayalarda ham protein orani
% 55-60 kadardir. Mayalarin madde agirligi esas alindiginda niikleik asit miktar
%15 civarindadir. Bu miktar azaltilabilir. Mayalar zaman zaman {ireme
donemlerinde Dbirbirlerine yapisik olarak koloniler halinde veya zincirler
olusturabilirler. Bu sekilde hiicre zincirlerinden olusmus iplige yalanci hif denir. Bazi
funguslar i¢in kiif veya maya ayrimi yapmak zordur. Bunlar bulunduklar1 ortam
kosullarinin etkisiyle goriiniim degistirebilmektedirler. Ancak genel anlamda iplik¢ik
goriiniimiinde olan funguslara kiif, tek hiicreli yap1 gosteren mantarlara da maya

denilmektedir [9].

1.1.1.2.3. Sapkal Mantarlar

Funguslarin bu grubu iizerinde sapka seklinde bir yapiya sahiptir. Beslenmede tlim
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Sapkali mantarin ticari liretimine daha 16.
yiizyilda baglanmistir. Bugilin yeryiiziinde bilinen mantar tiirlerinin ancak 25’1
beslenmede kullanilir. Bu mantarlar gida olarak yiiksek potansiyele sahiptir.
Ozellikle protein bakimindan zengindir. Besin olarak kullanimlarmin disinda bazi

ilaglarin yapiminda da kullanilmaktadir [9].



1.1.2. Bitki Hormonlar1

Bitkinin belirli boliimlerinde olusturulup, diger kisimlarina tasinabilen, ¢ok kiigiik
miktarlarda etkin olabilen, bitkinin besin maddesi (karbon ve enerji veya gerekli
mineral elementleri saglayan madde) disinda kalan organik maddelerine bitki

hormonlar denir.

Bitki blyume dlzenleyicisi olarak etki eden organik madde kiicik miktarlarda
bliylime ve gelismeyi tesvik eder, engeller veya nitel olarak degisiklige ugratir.
Bitkilerin dogal iiriinleri olan tiim hormonlar biiylime diizenleyicisidirler fakat bunun
tersi dogru degildir. Yani biliylime diizenleyici maddeler hormon kapsamina
girmezler. Ornegin indol-3-asetik asit, zeatin, gibberellic asit, absisisik asit hem
hormon hem de blyume dizenleyicisidir. Bitkilerde sentezlenmesi ve
tagiabilmesine ragmen sakkaroz bir hormon degildir. Sakkaroz sadece g¢ok yiiksek

konsantrasyonlarda bilyiimeye sebep olur.

Bir maddenin buyutuct etkisi olup olmadigi, kullanim miktar1 yani konsantrasyonu
ile anlagilir. Bitki biiyiime maddeleri bir konsantrasyonda tesvik edici ozellik

gosterirken, diger bir konsantrasyonda da engelleyici 6zellik gosterebilir.

Bitkinin degisik organlar1 bitki biiylime maddelerine degisik reaksiyon gosterebilir.
Omegin bitki buyime dizenleyicilerinden gibberellin, bir bitkinin strgin

biiylimesini arttirirken, yine ayni bitkinin kok buyimesini engelleyebilir.

Bitkinin degisik gelisme siireclerinde bitki biiylime maddelerinin etkileri farkl

olabilir. Degisik bitki tiirlerinin biiylime maddelerinden etkilenmeleride farklidir.

Bitkilerdeki temel iglevleri dikkate alinarak, bliylime diizenleyici maddeler iki ana

grupta toplanabilir.



1.1.2.1. Bitki Buyume Duzenleyicileri

Bitkilerde dogal olarak olusan biiylime ile buna baglh diger fizyolojik faaliyetlerini
kontrol eden, meydana geldikleri yerden baska bir yerde de aktif olabilen, ¢cok az
yogunluklarda sentezlenip etki edebilen maddelerdir [13].

Bitkilerde biiyiime, gelisme ve farklilasma olaylari, fiziksel 6zellikleri (fenotip) ve
genetik o6zelliklerinin (genotip) dis ¢evreyle olan etkilesimleri sonucunda meydana
gelir. Bu siire¢ sirasinda gergeklesen seri haldeki degisimler kontrol sistemlerine
gerek duyar. Bitki biiyiime ve gelismesinde rol oynayan en énemli i¢sel kontrol

sistemi bitki hormonlar1 bir diger ifade ile fitohormonlardir [14].

Bir¢ok arastirict bitki hormonlar1 terimi yerine dongiisel bir sisteme sahip
olmadiklar1 ve etkilerinin bitki doku ve organ tipine bagl olarak farklilik
gostermesinden dolayr bitki biiylime regiilatorleri ifadesinin kullanilmasi

onerilmektedir [13].

Bitki biiylime regiilatorleri arasinda ilk kesfedilen indol asetik asit olmustur. Daha
sonra 19501 yillarda gibberellinler, sitokinler, absisik asit ve etilen kesfedilmistir.

Bu yillardan sonra hormonlarla ilgili ¢alismalar hizla gelismeye baslamistir [14].

1.1.2.1.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Siniflandirilmasi

Bitki buyume regilatorleri ¢ok kiigiik konsantrasyonlarda (107 M'dan daha az)
cevresel uyaricilara karsi verilen fizyolojik cevaplar etkileyen kiiciik kimyasallardir.
Bunlar metabolik ya da gelisim proseslerini direkt olarak etkileyerek degil sadece
bunlar diizenleyerek etkin olurlar. Bitki biiylime regiilatorleri yaygin olarak tarimda,
bahcecilikte ve biyoteknoloji alanlarinda bitki biiylimesini ve farklilagmasini

diizenlemek igin kullanilirlar [14].

Bitki blytme regulatorleri; hiicre bolunmesi, hicre buyumesi, ciceklenme, meyve

olgunlagmasi, hiicre farklilagmasi, hareket (tropism), stomali iletim (tasima), tohum



dormansisi, yaslanma ve yaprak dokiimii gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol sahibidir

[15].

Bitki biiyiime regiilatorleri etki mekanizmalar1 ele alindiginda bunlar, biiylime
hormonlari, organ yapicilar, yara hormonlar1 olarak gruplandirilmaktadirlar [13].

Bunlardan ayr1 olarak son yillarda temelde bes sinifa ayrilarak incelenmektedirler.

BITKi HORMONLARI
(Bitki blylime dizenleyicileri)
1

[STiMULATORLER INHIBITORLER
|
1 1 1 | |

Oksinler { Gibberellinler J [SitokininlerJ [AbsisikasitJ { Etilen J

Sekil 1.1. Bitki hormonlarinin (bitki biiyiime diizenleyiciler) gruplandirilmasi [9].

Bunlarin disinda bitki bliyiime ve gelisiminde 6nemli etkileri olan hormon benzeri
maddelerde vardir. Orn: Poliaminler, salisilik asit, brassinosteroidler, florigenler vb

[16].

1.1.3. Gibberellinler

1.1.3.1. Gibberellinlerin Kesfi ve Tarihgesi

Piring dlnya c¢apinda en onemli gida maddelerinden birisidir. Diinya niifusunun

yaklagik olarak yarisinin temel gidasi olan pirincin tiiketimi her gegen giin giderek

artmaktadir [17].



Birlesmis Milletler gida ve tarim organizasyonunun 2011 verilerine gore diinya
genelinde 163.4 x 106 hektarlik bir alan iizerinde yilda 718.3 x 106 ton piring tretimi
yapilmaktadir [18].

Yuksek ekonomik ©6neme sahip olan piring bitkisi Uzerinde Fusarium fujikuroi
Nirenberg [Gibberella fujikuroi (Sawada)’nin teleomorf hali], Bakanae hastaligin

etken maddesini barindirir [19].

Bakanae Hastaligin etkisi Asya iilkelerinde daha belirgin olmustur, son zamanlarda

Fusariun fujikuroi'nin 6nemi Avrupa'da da artmistir [20].

Bakanae hastaliginin tipik belirtileri sararma, bodurluk, uzama, kok ve tag

curukligudiir [21].

Hastaliktan  kaynaklanabilecek ekin kayiplar1 salgin  durumunda %40'lara
ulasabimektedir [22].

1898’de Japonya’da kesfedilmis olmalarina ragmen, gibberellinler batili
arastirmacilarin dikkatini ¢ok daha sonra ¢ekmislerdir. Gibberellinler ilk kez piring
paraziti olan Gibberella fujikuroi’de (batida Fusarium moniliforme) kesfedilmislerdir
ve ismini de Gibberella fujikuroi’den almiglardir. Bu fungus konak bitkide

devlesmeye neden olmaktadir (Bakanea hastaligi) [23].

1926°da Kurosawa adli fizyolog piring bitkisinin asir1 blyumesinin fungusun sulu

ekstrakti ile de saglanabilecegini gostermistir.

1926'da Kurosawa tarafindan piring fidelerinden izole edilen fungus filtratlarinin

kontrolsuz uzamaya neden olan bir kimyasal madde salgiladigini bulunmustur [24].

1938’de Yabuta ve Sumiki elde ettikleri kat1 kristal formda Gibberellin A ve
Gibberellin B {irtinii elde edilmistir. Bu kristal madde karistmina gibberellin ismini
vermiglerdir. Bu maddenin ¢ok diisiik dozlarda verilmesi halinde sadece piringte

degil, diger degisik bitkilerde de biiyiimede asiriliklara neden oldugu goriilmistiir.
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1955'te Sumiki ve Takahashi Gibberellin A'nin metal esterlerini 3 komponente
ayirmayr basarmiglardir. Elde edilen bu yapilar Gibberellin A1, Az ve As olarak

adlandirilmistir. Gibberellin As, gibberellik asit olarak tanimlanmastir.

1956°de Amerika Birlesik Devletleri'nde West ve arkadaslari. ingiltere'de Brian
gibberellin iizerinde ¢alismislardir. Bu calismalar sonucunda gibberellinlerin tiim

bitki gruplarinda bulundugu anlasilmistir.

1957'de Gibberellin A4 denilen yeni bir kimyasal da Takahashi ve arkadaslart

tarafindan bulunmustur [25].

1957°de Brian ve arkadaslar1 gibberellinler icinde gibberellik asidin 6nemini

vurgulayan bir derleme ¢aligsmasi yayinlamislardir.

1959'da Marjorie ve arkadaslar1 Fusarium moniliforme’den fermantasyonla

gibberellik asit tiretmislerdir.

1960'larda gibberellinlerin fungal ve bitkisel olmak tizere farkli kaynaklarda da yer
aldig1 belirtilmistir.

1968'de MacMilan ve Takahashi Gibberellin Ain seklinde numaralandirilmasi

gerektigini onermislerdir.

Daha sonraki yillarda yeni gibberellinlerin kesfi siirerken, gibberellinin

fermantasyonla tiretimi ¢aligsmalar1 hiz kazanmustir.

Ulkemizde gibberellik asit ve bitki biiyiime hormonu iiretimi ile ilgili ¢alismalara
1990 yillarda baslanmustir. Ulkemizdeki ¢alismalar genellikle yeni fermantasyon
tekniklerinin ve uygun tireme kosullarinin saptanmast ile Uretim sirasinda endiistriyel

atiklarin kullanilmasi Gzerinedir [26].

Glinlimiizde biiylime hormonlar1 bitki dokularindan, funguslardan, bakterilerden,

yosunlardan ve likenlerden, dietileter, metanol veya etilasetat gibi organik
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coziiciilerle ekstrakte edilerek elde edilmektedir. Ayrica analiz igin UV ve IR
spektroskopisi, gaz kromatografisi, gaz kitle spektroskopisi, ince tabaka
kromatografisi, tarayici densitometre, florometri gibi hassas fizikokimyasal teknikler
ve son vyillarda yliksek peformansli sivi kromatografisi (HPLC) teknikleri

kullanilmaktadir.

Modern tekniklerin kullanimiyla bilim insanlar1 136'dan fazla bitki ve fungal

kaynakli, bitkilerde farkli rolleri olan gibberellin tanimlanmastir.

1.1.3.2. Gibberellinlerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zellikleri

Gibberellinler tetrasiklik halka sistemi iceren diterpen yapisinda bilesiklerdir.
Terpenler izopren (2-metil-1,3-butadien) polimeridirler. Diterpenler dort izopren
birimi igerirler. Gibberellinlerin sistematik adlandirilmasinda bu iskelet temel olarak
alinir. Cogunlukla gibberellinler ticari isimleri ile ““ gibberellin A1, Az, As.............. An
ya da GA1, GA2, GA3 .......... GA»” seklinde adlandirilirlar. Bu numaralar

gibberellinlerin kesfedildikleri siraya gore verilmislerdir.

Gibberellinler iki gruba ayrilirlar. Czo gibberellinleri ve Cig gibberellinleri. Czo
gibberellinleri 20 karbon (C) atomlu diterpen iskeleti tasirlar. Ci9 gibberellinleri
genetik olarak bir karbon atomu (20 nolu C atomu) kaybetmiglerdir ve Cig
hormonlari C2o hormonlarindan daha yiiksek aktiflige sahiptirler. A1, As, A4 ve A7

gibberellinleri bu gruba aittirler.

Gibberellinler arasinda yapisal farkliliklar hidroksilleme, yiikseltgenme, halka
kiiciilmesi ve birgok fonksiyonel gruplarin eklenmesi sonucunda olusur. Bu
farkliliklarin sonucu olarak gibberellinlerin polarliklari genis bir araliga yayilir ve

¢Oziiniirliikkleri de farkl olur.

Gibberellinler arasinda en onemlisi Gibberellin Az ya da GAsz olarak gosterilen

gibberellik asittir. Cunkii GAz mikrobiyal fermantasyonda yiiksek verimde olusur ve
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bitkilerde yuksek biyolojik aktiviteye sahiptir. Cizelge 1.1'de gibberellik asitin

ozellikleri verilmistir.

GA:s beyaz kristal bir kat1 formunda bulunur ve suda 5 g/L olacak sekilde ¢oziiniir.
GAg etanol, metanol, etilasetat, bitilasetat ve asetonda kolayca ¢ozinur. Gibberellik
asit kuru halde kararli fakat sulu ¢ozeltilerinde kararsiz bir formdadir. Seyreltik sulu
c¢ozeltilerinde yar1 omrii 20°C'de 14 giin ve 50°C'de 2 saattir. Sulu ¢ozeltilerinde GAs
pH degeri 3-4 arasindadir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan gibberellinlerin sadece lcte biri fizyolojik olarak
aktiftir. Gelismis bitkilerde en ¢ok tayin edilen ve aktif olan gibberellin, GAs yani
gibberellik asittir. Bitki dokular1 1 kg yas agirlikta 0,001-1,0 mg arasinda gibberellik

asit icerirler.

Genellikle ayn1 bitkide farkli gibberellinler bulunur ve bunlar bitkinin farkli gelisme
basamagina gore degisir. Bitkilerin hormonal sistemi iginde bulunan gibberellinler
diger bitki bliyime hormonlariyla oksinler, sitokininler, absisik asit ve diger bitki
duzenleyicilerle etkilesirler. Asagida gelismis bitkilerde gozlenen gibberellin etkileri

maddeler halinde verilmistir.

1- Ciice bitkilerin boyca uzamasi

2- Uzun giin bitkilerinde gdvde uzamasi
3- Meyve olusumunun artmasi

4- Ciceklenmenin uyarilmasi

5- Tohum olusumunun hizlanmasi

6- Canlanma

GAgz’iin baz1 hayvansal organizmalarda toksik etkisi de arastirilmistir. Ornegin
farelerde oral uygulamaya tolerans simir1 25 g/kg, damar igine enjeksiyon yoluyla
uygulamada ise tolerans sinir1 6.3 g/kg’dir. Simdiye kadar hayvan ve bitki doku

kllturlerinde kanserojen etki gézlenmemistir.
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Cizelge 1.1. Bazi 6nemli gibberellinlerin yapisi [9].

ADI FORMULU KIMYASAL YAPISI MK(g/mol)

GA: CioHy405

(5]
(¥
(o]

GA; Ci1oHy405 348

GA; Ci1eH0s 330
GA; R=H
GA; CioH20s GA3 R=0H 346

1.1.3.3. Gibberellinlerin biyosentezi

Gibberellinler tetrasiklik diterpenoidlerdir. Bu terpenoid bes karbon iskeletinden
olusmaktadir. Buna izoprene denilmektedir. Gibberellinler dort izoprenoid'den

meydana gelmistir [26].
Gibberella fujikuroi’de ilk belirlenen gibberellin tipi GA4'tir. GAs, GA1 veya

GA7’ye doniisebilir. GA1 ve GA7'nin ise GAs'iin dnciil maddesi oldugu ispatlanmistir
[12,27].
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Sekil 1.2. Sterol ve gibberellinlerin biyosentezi [28].

(b)

Sekil 1.3. Piring bitkisinde erken 13-hidroksilasyon yolagindaki metabolik adimlar
[29].
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Sekil 1.4. Asetil-CoA’dan gibberellinlerin, yag asitlerinin, fusarin C ve bikaverinin

biyosentezi [9].

1.1.3.4. Gibberellinlerin 6l¢iim metodlar:

Gibberellinler NMR (Nukleer Magnetik Rezonans), kitle spektrofotometrik ve X-
1s1n analiz gibi fiziksel bircok metodlarla tanimlanabilir. Ayrica kromotografik
yontemlerle, floresan yontemi ile de gibberellin tespiti yapilabilir. Bunlarin diginda
gibberellinlerin de i¢inde bulundugu bitki biiylime diizenleyicilerinin analizinde
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) metodunun kullanilmas: ile ilgili
caligmalar yapilmaktadir. Bu metod her tip i¢in 6zguldir ve ¢ok hassas bir yontemdir
[30].

Gibberellik asitin tespit edilmesi icin uygulanan spektrofotometrik yodnteme ise

Holbrook, Edge ve Bailey tarafindan tasarlanmistir [7]. Bu yontem gibberellik asitin

gibberellonik aside donilisimii  esasina dayanir. Bilesenin 254 nm'deki
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absorbsiyonunun tayini ile tamamlanir. Ortamda yabanci iiriinlerin varliginda

gibberellik asit i¢in 6zel bir metottur [7].

Ince tabaka kromatografisinde gibberellik asit noktalar: siilfiirik asit ile belitlenir ve
UV lambasinda gozlemlenir. Bu metodun hassasiyeti 0.003 ppm civarindadir. Son
zamanlarda bitkilerde bulunan gibberellin karigimlarinin karakterizasyonu ve ayrimi
amaciyla tercih edilen metot gaz kromatografisi ile kiitle spektrofotometrisinin
birlestigi GC-MS metodudur. Digerlerine kiyasla daha tatmin edici sonuglar elde

edilmesi, metodu basarili kilmistir [31].

Bitki oziitlerindeki gibberellin tayininde hizli ve basit bir diger metot da amilaz
enzimi aktivitesine dayali olarak ¢aligmaktadir. Bu metodun galigma prensibi de arpa
endosperminden salinan a-amilaz tarafindan olusturulan rediikte sekerin uygun bir

inkiibasyon periyodundan sonra 6l¢tlmesi yer alir [32].

Son yillarda ise ozellikle edilen tarim friinlerinde (sebze ve meyvelerde) kalinti
halindeki GAs'i hizli bir sekilde tespit ihra¢c etmek icgin iyon-segici elektrotlar
gelistirilmistir. Bu metotta, gibberellat anyonlarina segici elektrotlarin analitik
uygulamas1 ve degerlendirilmesiyle 10* ve 10 mol. L™ arasindaki miktar1 tespit

edilebilmektedir [33].

Ayrica enzim isaretli antikorlarin kullanimiyla da hizli bir sekilde analiz
edilebilmektedirler [34].

1.1.4. Mikrobiyal Identifikasyon

Identifikasyon, tanima anlamma gelir. Bir mikroorganizmanin kimliklendirilmesi de
identifikasyon admni alir. Identifikasyon islemleri, o mikroorganizmanm ait oldugu

genusun ve spesifik epitetinin belirlenmesine kadar devam ettirilir. Gerektiginde

tiplerine (serotip, genotip vb.) ve varyetelerine kadar ilerletilir [35].
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Identifikasyon amaci ile de kullanilan basit biyokimyasal testler ile imminolojik,
genetik, imminoenzimatik vb. pek ¢ok gelismis yontem bulunmaktadir.
Identifikasyon zor, deneyim isteyen, uzun siire alan ve pahali bir uygulamadir.
Yuzlerce identifikasyon testi arasindan belirli bir sistematik yaklasim ile en basit ve

en gabuk sonug verecek olanlar secilmelidir [36].

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin sinirli olmasindan dolayi, mikrobiyal c¢esitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgilerimiz oldukca azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore siniflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal Ozelliklere dayanan siniflandirmada karsilasilan en
biiyiik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarin1 yansitan
kiiltiir ortamlarinda yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal c¢esitliligi ve
mikroorganzimalarin ekosistemdeki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici

mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir [37].

Mikrobiyal gesitliligi ve dagilim1 belirleme ¢aligmalarinda, 18S rRNA gibi molekiler
isaretlerin kullanilmasi ile “molekiiler mikrobiyal ekoloji” olarak tanimlanan yeni bir
disiplin ortaya ¢ikmistir. Termal su kaynaklari, sediment yapilar ve deniz suyu gibi
farkli habitatlardan alinan numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan
yontemlerle yapilan ¢aligmalar sonucunda, mikrobiyal ¢esitliligin bildigimizden ¢ok
fazla oldugu ve klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldig1 anlagilmistir

[38].

1.1.4.1. Geleneksel Ydntemler

Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek icin gen ekpresyonunun trinuni karakterize
eden (gozlemlenebilir karakterleri) ve genelde cins-tur diizeyinde identifikasyona
olanak saglayan geleneksel fenotipik yontemler arasinda morfolojik, fizyolojik,
metabolik, biyokimyasal Ozellikler ve kemotaksonomik markérler (hiicresel yag
asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre duvar bilesikleri,

ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hicre yizeyindeki antijenler,
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antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvari proteinlerinin
elektroforetik patternleri (1D yada 2D) yer almaktadir. Farkli pH, sicaklik ve tuz
konsantrasyonunda gelisme, gaz iiretimi gibi bazi basit fizyolojik testler cins
identifikasyonunda kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermantasyonu gibi biyokimyasal
testler fenotipik yontemler olarak kullanilmakta ve tiir bazinda ayirim

saglayabilmektedir [36-39].

1.1.4.2. 18S rRNA Dizi Analizi

Protein sentezinin oldukca eski ve tim organizmalarda ortak bir ¢zellik olmasi
nedeniyle organizmalar arasindaki evrimsel iliskiyi ayirt edebilmek i¢in rRNA’lar
ustin molekullerdir. rRNA eski, fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis
gosteren ve filogenetik farki olcilu bir sekilde koruyabilen bir molekdldir. rRNA
genlerinin kodlandigi DNA dizileri funguslarda taksonomik iliskilerin ve genetik
varyasyonun belirlenmesi ¢calismalarinda genis oranda kullanilmaktadir. Funguslarda
cekirdek rDNA, ardisik tekrarlanan rDNA birimleri olarak organize olmustur. Her
birimde ¢ rRNA geni bulunmaktadir: Kiigiik rRNA geni (18S vb.), 5.8S rRNA geni
ve buyuk rRNA geni (28S vb.) [40].

Bu amagla, 18S rRNA genlerinin incelenmesine dayanan molekiler metotlar ve
denatiire gradyan jel elelektroforezi (DGGE) kullanilmaktadir. Bu metot farkli
isletme kosullarinda mikroorganizma populasyonunda meydana gelen degisimleri
izlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Mikrobiyal tiir tayininde, kiiltiirden izole
edilen 18S rRNA Ornegi birlestirilmis zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile
cogaltilmakta ve RNA profili belirlenerek karisik kiltiirtin hangi funguslardan
olustugu belirlenmektedir [41].

Dizi analizi oncesi tlir farkliliklari, denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE)
teknigi ile Guanin (G) ve Sitozin (C) igerigine gore tespit edilmektedir. DGGE, PZR
ile cogaltilmis DNA o6rneklerindeki tek baz degisimlerinin belirlenmesinde etkili bir
genetik analiz yontemidir. DGGE analizinde denatiire madde (formamit ve (re

karisimi), poliakrilamit jellerdeki yari erimis, ¢ift sarmalli DNA molekiillerinin
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elektroforetik hareketine baglidir. Mevcut calismalarda bu deneyden faydalanilarak

tiirlerin zamana bagli degisimleri g0zlemlenmektedir [42].

Tiirlerin birbirinden ayirt edilmesi i¢in klasik PZR ile 18S rRNA genlerinin
cogaltilmasindan sonra, DGGE analiziyle tiirler birbirinden ayirt edilmektedir. Dizi
analizi i¢in secilecek klonlarin miktar1 PZR ve DGGE analizleri sonunda tespit
edilmektedir. PZR ya da DGGE jellerinde goriintiilenen bantlar, uygun saflagtirma
kitleri kullanilarak saflastirilmakta, bu iriinler daha sonra “dye terminator cycle
sequencing” reaksiyonuna sokularak floresan isaretli fragmanlarin amplifikasyonlar
gerceklestirilmektedir. Elde edilen iiriin saflastirilmakta ve formamid ¢ozeltisi iginde
stispanse edilmektedir. Kapiler elektroforez teknigi ile ¢alisan cihazdan elde edilen
dizi analizi verileri, A-G-C-T dizin dosyalar1 biciminde kopyalanarak, NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  internet  sitesinde = BLAST  programinda

degerlendirmeye alinmakta ve bu veri tabaninda tanimlanmig mevcut tlrlerle olan

muhtemel farkliliklar raporlanmaktadir [43].

1.1.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, klasik tanimlama yontemlerin yani sira bakterilerin molekiiler diizeyde
tanimlanmasi1 amaciyla yaygin olarak bagvurulan bir teknik haline gelmistir. Yeni ve
gucli bir teknik olan PZR’nin laktik asit bakterileri i¢in de uygulanmasi kolay ve ¢ok
duyarl bir tanimlama yontemi oldugu bildirilmektedir [44-47].

PZR teknigi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin primerler
araciligi ile ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basarili bir in
vitro DNA sentezi yontemidir. PZR ile hiicre i¢erisinde meydana gelen dogal DNA
replikasyonu bir tiip igerisinde taklit edilerek gerceklestirilmektedir. Hiicre icerisinde
DNA replikasyonunun gergeklesebilmesi i¢in bir kism1 enzim 6zelligi tasiyan bircok
proteinin gorev yaptig1 bilinmektedir. PZR tekniginde, replikasyonun baslayabilmesi
icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi, ortam sicakligin1 94°C’ye
kadar yiikseltilmesi ve boylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasi ile

saglanabilmektedir. Canli bir hiicrede DNA zincirlerinin ayrilma islemi ise, bu
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hlcrenin optimum gelisme sicakliginda (6rnegin 37°C’de) ve bu amagla gorev yapan
yardimc1 proteinlerin sayesinde gerceklesmektedir. Hiicre i¢i replikasyonun
baslamasinda bir bagka 6nemli olay primaz adi verilen enzim tarafindan genellikle 12
niikleotit uzunlugunda, replikasyonun baslayacagi bolgede, bir RNA primerinin
yapilmasidir. DNA polimeraz bu primere baglanip, 3'ucuna niikleotidleri ekleyerek
DNA sentezini gergeklestirmektedir. PZR’de ise replikasyonun baslatilacagi bolgeye
O0zgiin olarak baglanan primerler, reaksiyon karisiminin igerisine Onceden
eklenmekte ve DNA sentezi termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde
edilen sicakliga direncli  Tag DNA  polimeraz enzimi tarafindan

gerceklestirilmektedir [48].

3
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Sekil 1.5. PZR asamalari [54].
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PZR tekniginde bu temel {i¢ basamak bir dongiiyili olusturur. Bu dongii genelde 25-
35 kez tekrarlanir ve her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan 6zgiin DNA
parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur. Baglangigta DNA molekiil
sayisi, PZR isleminin ka¢ dongli sonunda bitirilecegini belirler. Bir PZR
uygulamasinda 'n' sayida dongii varsa, ortamda maksimum 2" sayida ¢ogaltilmis
DNA beklenir. Bu dongiiler sonunda elde edilen PZR firiinlerinin tanimlanmasinda
siklikla kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. Elde edilen Grlinler agaroz jel
kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum bromiir ile
boyanarak ultraviyole 1sik kaynaginda floresans vererek goriiniir hale getirilir.
Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirligindaki agaroz derisimi DNA molekiillerinin

yurimesini etkileyen énemli bir faktor olarak gosterilmektedir [49].

1.1.4.4. 18S rRNA Analizinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Bilimsel yontemler kullanilarak, canlilarin bireysel benzerlik ve farkliliklarinin genis
bir bakis agis1 ile incelenmesi ve smiflandirilmasi, asirlar 6nce baglamig ve
giiniimiizde de devam eden bir siirectir. Hayatin ¢esitliligi ve yayilimiyla ilgili
olaylarin modelini ortaya cikaran ve ilgili agacin yeniden yapilandirilmasini igine

alan biyoloji sahas1 sistematik olarak adlandirilir [50].

Sistematigin amaci, organizmalar arasindaki evrimsel ge¢misin ve birbirleriyle olan
iligkilerin belirlenmesi (filogeni) ve daha sonra organizmalarin siniflandirilmasinda
bu bilgilerin kullanilmasidir. Sistematik alaninda yapilan c¢aligmalarla, tim yasam
formlarmin filogenetik bir agacla baglantisinin kurulmasi, son 50 yilin en 6nemli

kesiflerinden birini olugturmaktadir [51].

Canlilart simiflandirirken jeolojik devirlerde kalmis bu tarihsel hikayeyi de hesaba
katmak zorundayiz. Bu nedenle her benzerligin gergek bir benzerlik (ayn1 orijinden
gelen) olmadigini, ortak ata ve evrimsel tarihi paylasip paylagmadiklarini canh

smiflandirmasinda temel kriter olarak ele almak durumundayiz [52].
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Filogenetik sistematigin 6zii de tiiremis (apomorfik) karakterler kullanarak ortak ata

iligkisini yeniden diizenlemek ve taksonlari ortak ata temelinde gruplamaktir [53].

Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yasanan bas dondiiriici
gelismeler sistematik alaninda yeni tekniklerin ortaya ¢ikisini kaginilmaz hale
getirmis ve bu gelismeler fungal sistematikte de etkisini gostermistir. Funguslar her
yil tarimsal iriinlerde milyonlarca dolarlik zarara neden olmaktadir. Bu
organizmalarin neden oldugu hastaliklarin kontrolii i¢in, fungal tilirlerin teshisi ve

karakterizasyonu gereklidir [54].

Funguslarin morfolojik karakterlerine gore yapilan siiflandirmalar, molekiiler
sistematikle belirlenen filogenetik iliskilerle birlikte yeniden degerlendirilmelidir.
Taksonlar arasinda morfolojik karakterlerin birbirine anlamli olmayan benzerligi,
indirgenmis olabilecegi ya da taksonlar arasinda ortadan kalkmis oldugu durumlarda,

filogenetik analiz i¢in molekiiler karakterlerin kullanimi 6nem kazanmaktadir [54].

Geleneksel olarak funguslarin siniflandirilmasinda temel kriter eseyli iireme
yapilaridir. Molekiiler karakterlerin kullaniminin bir avantaji da, asekstiel funguslarin
siiflandirilmasindaki belirsizligi ortadan kaldirip onlarin en yakin akrabalari i¢inde

siiflandirilmalarini saglamasidir [54].

1970’lerden gliniimiize kadar fungal sistematikte molekdler veriler tim taksonomik
seviyelerde kullanilmakta olup son yillarda kullanim oraninda 6nemli dlgiide artiglar
olmustur. Molekiiler veriler fungi alemindeki yiiksek seviyeli taksonomik gruplarin
ve biliyiikk evrimsel soylarin belirlenmesinde, diisik taksonomik seviyelerde ise
tiirlerin, kismi populasyonlarin ve bireylerin teshisinde kullanilmaktadir. Ancak
molekiiler verilerin yaygin kullaniminda bazi sinirlandirmalar da mevcuttur.
Bunlardan bazilari, farkli fungal gruplar arasinda yontemlerin karsilastirilabilirligi ve
uyumluluguyla iligkiliyken bazilar1 fungusun adapte oldugu hayat dongiisliniin
cesitliligiyle iliskilidir. Molekiiler verilerdeki mevcut sinirlandirmalara ragmen,
fungal sistematigi anlamamizi kolaylastirdigi ve bu konuyla ilgili verilerdeki artisa
bagli olarak gelecekte sistematik uygulamalarda daha agiklayicit olabilecegi

diistintilmektedir [55].
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Son yillardaki gelismeler fungal sistematikte de etkisini gostererek hizli ve giivenilir
teshislere olanak saglamistir. Molekiiler calismalar yayginlasmadan dnce morfolojiye
ve biyokimyasal tekniklere dayali aragtirmalar yogun olarak yapilmaktaydi. Ancak
bu calismalarda 6zellikle morfolojik olarak yapilan gozlemlerle sonuglara ulagsmak
hem fazlasiyla deneyim hem de oldukc¢a fazla zaman gerektirmekte, ayrica sonuclar
zaman zaman arastiricilara gore farliliklar gosterebilmekteydi. Bu nedenlerle artik
geleneksel yontemlerin yanisira molekiiler yontemler de fungal sistematikte sikca
kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan bazilari, giderek yaygin bir kullanim alani
bulan PCR temelli teknikler ve oOzellikle DNA dizileme c¢alismalaridir. Fungal
sistematikte, degisikligin ilk meydana geldigi molekiiller olan DNA {izerinde
calismalar yapmak, hem giivenilir hem de hizli sonuclar elde etmemizi
saglamaktadir. DNA molekiiliinde organizmalarin evrimini yansitabilecek tiire 6zgii
bolgeler (evrimsel kronometre) oldugu i¢in taksonomik calismalarda tercih
edilmektedir. Fungal sistematikte en ¢ok tercih edilen bdlge ribozomal DNA (rDNA)
birimi i¢inde yer alan 18S rDNA’nin yanisira Internal Transcribed Spacer (ITS)’dur.
Kodlanmayan bolge olan ITS daha hizli evrim gegiren bir bdlge olup bir tiir i¢indeki
suslarin ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilastirilmasi i¢in kullanislidir.
Molekiiler yontemlerdeki bu gelismeler, 6zellikle ekonomik dneme sahip bitkilerde
biiyiik hasara neden olan ve {iriin kalitesini etkileyen hastalik etmeni funguslarin kisa

stire i¢inde teshisinde ve bu dogrultuda onlemlerin alinmasinda da faydali olmustur
[56].

1.2. Atik ve artik degerlendirme ¢alismalar:

Tum diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de endiistriyel alandaki yatirimlar
giderek artmakta; gelisen endiistriyel etkinliklere ve evlerden olusan atiklara bagh
olarak doganin dengesi bozulmakta ve bdylece 6nemli ¢evresel sorunlar olusarak
insan yasamini olumsuz etkilemektedir. Ekolojik dengenin bu sekilde bozulmasi
cevre kirlenmesi olarak kabul edilmektedir. Endiistriyel kirlenme, gerek karsilasilan
kirlenme sorunlarinin ¢ok ve gesitli olmas1 gerekse doganin korunmasi ve bu amacla

alinacak onlemlerin dengesi yiiziinden en karmasik kirlenme seklini olusturmaktadir.
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Endiistriyel atik sularin higbir islem uygulanmadan alici su ortamlarina atilmasi

bugiin gelisen diinyanin en tehlikeli ve 6nemli sorunlarindan birisidir.

Melas, seker endiistrisinde atik madde olup, seker fabrikalarinda yan {iriin olarak elde
edilmektedir. Sekerin kristal hale gelmesi i¢in yapilan bir¢ok islemden sonra, geriye
kalan kivamli koyu renkli, yapiskan maddedir. Ortalama %50 sakkaroz, %30 diger
maddeler ve %20 su igerir. Pancar ve seker kamisindan elde edilen 2 tip melas
vardir. Pancar ve seker kamisindan elde edilen melasin kimyasal bilesimi ¢izelge

1.2'de gorulmektedir.

Cizelge 1.2. Pancar ve sekerkamisindan elde edilen melaslarin bilesimi [57].

Melaslar
Maddeler Pancar Sekerkamisi
Sukroz 48.5 334
Rafinoz 1.0 -
Invert seker 1.0 21.2
Kal 10.8 9.8
Seker olmayan organik
maddeler 20.7 19.6
Azot 1.5-2.0 -
Su 18.0 16.0

Ulkemizde ise 20. yiizyilin ortalarinda baslayan ve giderek hizlanan endiistrilesme
siirecinde, Ozellikle gida, tekstil, kimya gibi sektorler 6ne c¢ikmaktadir. Gida
sektorlinlin 6nemli bir yan kolu olan siit ve siit liriinlerinin iiretimi ve islenmesi, hem
tiretim kapasitesi hem de ¢evreye verdigi kirlilik yiikii bakimindan tilkemizde 6nemli

biryer tutmaktadir.
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Peyniraltt suyu, siit bilesenlerinden laktoalbumin ve laktogulobilin gibi serum
proteinleri ile degisen diizeylerde laktoz, yag, mineral madde, proteinler igeren ve

peynir yapimi sirasinda siizme sonucunda olusan 6nemli bir yan tiriindiir [58].

Peyniralt1 suyunun bilesimi peynire iglenen siitlin bilesim ve kalitesine, peynir yapim
teknigine, pihtilasmada kullanilan maya veya asit miktari ile kalitesine, pihtilagtirma
stiresi ve sicaklik gibi bir¢ok parametreye baglidir. Siit kuru maddesinin yaklasik %
45-50’si  peyniraltt suyuna gecer. Degerlendirilemeyen peyniraltt  suyu,
kanalizasyonlara verilerek biiyiilk bir ¢evre problemi olusturmaktadir. Ozellikle
kiigiik olgekli siit igleme tesislerinde peyniralti suyunu isleyebilecek alt yapi
imkanlar1 olmadigi i¢in bu yan iriin degerlendirilememekte ve kanalizasyonlara
verildigi igin ¢evre kirlenmesine neden olmaktadir. Ulkemizde 2002 yilinda

istatistiklere girmis olan siit iiretim miktar1 8.408.566 tondur [59].

Bunun yaklasik % 20’sinin peynire islendigi kabul edilirse islenen siit miktar

yaklasik olarak 1.681.732 tondur [60].

Peynir yapiminda kullanilan siitiin yaklasik olarak % 70-90’lik kismi peyniralti suyu
olarak elde kalir. Bu da 1.17-1.51 milyon ton peyniralti suyu olustugu anlamina gelir.
Bu miktarin ne kadarinin islendigi tam olarak bilinmemekte fakat isletmelerin

¢ogunda peyniralti suyu isleme tesislerinin olmadigi ortadadir [58].

Ulkemizde genel olarak peynir isleme tekniginin yetersizligi, yerli peynirlerde
randimani diistirlirken, peyniralt1 suyunun miktar ve bilesimini zenginlestirmektedir.
Ozellikle yag ve proteinin énemli bir kismi peyniralti suyuna gegmektedir. Peyniralt:
suyunun bilesiminde yaklasik olarak % 6.96 oraninda siit kuru maddesi
bulunmaktadir. Bunda % 0.36 yag, % 0.84 protein, % 5.76 laktoz ve tuzlar, % 0.2
kadar laktik asit yer almaktadir. Bu degerler cesitli etkenlere bagli olarak
degismektedir.

Siitlin bilesimi ve kullanilan peynir isleme yontemlerine gore igerik degismektedir.

Peyniralt1 suyunda vitaminler de yer almaktadir. Vitamin A ¢ogunlukla yagla birlikte

peynire gecmekte ¢cok az bir kismi peyniraltt suyunda kalmaktadir. Vitamin B1, B2
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ve C suda ¢Ozundlklerinden peyniraltt suyunda kalmaktadir. Vitamin D ¢ok az
bulunmaktadir. Bunlardan baska peyniralti suyunda potasyum oksit % 0.188,
sodyum oksit % 0.075, kalsiyum oksit % 0.071, magnezyum oksit % 0.018, demir
oksit % 0.001, fosforpentoksit % 0.11, klor % 0.107 ve kikurttrioksit % 0.029 kadar
bulunmaktadir. Peynir yapimindan kalan yaklasik % 4-5 oraninda laktoz igeren
peyniraltt suyu mikrobiyolojik islemler icin iyi birer ham madde kaynagidir.
Peyniralti suyunda bulunan kalsiyum, fosfor ve laktoz besin degerini
yiikseltmektedir. Peyniraltt suyu proteinleri yiiksek nitelikli olup hayvanlarin

beslenmesinde 6nemli bir kaynaktir.

Cizelge 1.3. 100 mL peyniralti suyunun kimyasal bilesimi [61].

Bilesen Miktar Olcu Birimi
Kuru madde 6.3-7.0 g
Yag 0.05-0.4 g
Ham protein 0.85-1.15 g
Karbonhidrat 4.6-5.2 g
Kdl 0.5-0.6 g
Laktoz 4.6-5.2 g
Laktik asit 0.05-0.2 g
Sitrik asit 0.14-0.17 g
Kazein 0.04-0.05 g
a-laktoglobulin 0.12 g
B-laktoglobulin 0.32 g
Serum albimiin 0.40 g
Immdanoglobulinler 0.70 g
Na 36-51 mg
K 140-160 mg
Ca 40-50 mg
Mg 8-10 mg
Fe 0.10 mg
Cl 70-120 mg
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P 40-55 mg

S 15-18 mg
Tiamin 0.03-0.05 mg
Riboflavin (B2) 0.1-0.16 mg
Piridoksin 0.04-0.07 mg
Vitamin C 0.9-1.5 mg
Vitamin A 0.002-0.004 mg

Zeytin karasuyu, zeytin ve zeytinyagi endiistrisinde temel artitk maddelerinden
birisidir. Onemli bir ¢evre kirleticisi olan zeytin karasuyu bilesiminde bulunan seker
ve azot g¢esitli mikrobiyoloji ¢aligmalarinda artik maddelerin degerlendirilmesi ve
Uretim calismalarinda giiniimiize kadar kullanilmistir. Bu ¢alismamizda da fabrika
artiklarindan yararlanmak ve ucuz karbon ve azot kaynaklari kullanilarak {iretim
yapmak amaciyla zeytin karasuyu kullanilmistir. Cizelge 1.2'de zeytin karasuyunun

bilesimi verilmistir.

Cizelge 1.4. Klasik ve siirekli yontemle zeytinyag iiretimi yapan tesislerden ¢ikan

karasularin bilesimleri [62].

Parametreler Klasik Yontemde | Surekli Yontemde
Atilan Karasu Atilan Karasu
pH 4.5-5 4.7-5.2
Toplam Kat1 Madde % 12 %3
Toplam Ugucu Kat1 Madde % 10.5 %2.6
Toplam Mineral Kati Madde %1.5 %0.4
Askida Kat1 Madde %0.1 %0.9
Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (mg/L) 120 000-130 000 40 000
Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci (mg/L) 90 000-100 000 33 000
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Seker %2-8 %1.0
Toplam Azot %5-2 %0.28
Organik Asitler %0.5-1 -
Polialkoller %1-1.5 %1.0
Pektin, Tanin vb. %1 %0.37
Polifenoller %1-2.4 %0.5
Yag ve gres %0.03-10 %0.5-2.3

1.3. Calismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, Kastamonu - Tosya ilgesinde dretilen piring bitkisinden
gibberellik asit iireten fungus izole edilmistir. Izole edilen fungusun molekiiler
karakterizasyonu, gibberellik asit Gretimi igin optimum kosullar (pH, sicaklik, karbon
kaynag etkisi) kesikli sistemde belirlenmistir. Farkli endiistriyel atiklarda giberellik

asit liretim verimi arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

2.1.1.1. Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyerinin Hazirlanisi

Piringten izole edilen funguslarin stok kiiltiir seklinde saklanmasi i¢in kullanilmustir.
Patates dekstroz agar besiyeri; patates 6zutl (4.0 g), dekstroz (20.0 g) ve agardan
(15.0 g) olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanmadan once
121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon islemi 6ncesinde

pH 5.6+/- 0.2'ye ayarlanmustir.

2.1.1.2. Malt Ekstrakt Broth (MEB) Besiyerinin Hazirlanisi

Piringten izole edilen funguslarin, molekiiler ¢alismalar igin gelistirilmesi amaciyla
zenginlestirilmis besiyeri olarak kullanilmistir. Malt ekstrakt broth; mikolojik pepton
(3.0 g) ve malt oziitinden (17.0 g) olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan
besiyeri kullanmadan once 121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril edilmistir.

Sterilizasyon islemi 6ncesinde pH 5.4 +/- 0.2'ye ayarlanmustir.

2.1.1.3. Czapek-Dox Broth Besiyerinin Hazirlanisi

Funguslarin Uretimi ve gibberellik asit verimi arttirma c¢aligmalar1 sirasinda
kullandigimiz karbon ve azot oranlart ayarlanabilir, genel amachi mantar icin
gelistirici siv1 besiyeridir. Czapek-Dox besiyeri; Sakkaroz (30.0 g), sodyum nitrat
(3.0 g), magnezyum stlfat (0.5 g), potasyum klorit (0.5 g), potasyum fosfat dibazik
(1.0) g ve demir siilfattan (0.01 g) olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri
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kullanmadan 6nce 121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon

islemi Oncesinde pH 7.3+/- 0.2'ye ayarlanmustir.

2.1.1.4. Malt Ekstrakt Agar Besiyerinin Hazirlanisi

Malt 6ziti agar 6zellikle fungus ve mayalarin tespiti, izlolasyonu ve sayimi i¢in
onerilen katt zengin igerikli besiyeridir. Calismamizda kati kiiltiir ortaminda
fungusun yetistirilmesi ve yapilacak deneylere hazirlanmasi amaciyla kullanilmistir.
Malt ekstrakt agar; malt 6zttu (30.0 g), mikolojik pepton (5.0 g) ve agardan (15.0 g)
olugmaktadir. Kullanilacak miktarda besiyeri, 6ncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm
basingta steril edilmistir. Sterilizasyon islemi ©Oncesinde pH 5.4+/- 0.2'ye

ayarlanmigtir.

2.1.1.5. Melash Besiyerinin Hazirlanisi

Ankara Etimesgut seker fabrikasindan alinan melas 6rnegi igerisinde % 3.5 ve % 7
seker bulunduracak sekilde distile su ile seyreltilerek kullanilmustir. Icerisine baska
herhangi bir madde katilmaksizin 250 ml'lik erlenmayer igerisine 100 ml olacak

sekilde 121°C de 1 atm basing altinda sterilizasyonu yapilmaistir.

2.1.1.6. Peynir Alti Suyu Kullanilan Besiyerinin Hazirlanisi

Peynir alt1 sular1 igerisinde % 3.5 ve % 5 seker bulunduracak sekilde distile su ile
seyreltilerek kullanilmistir. Igerisine baska herhangi bir madde katilmaksizin 250

ml'lik erlenmayer igerisine 100 ml olacak sekilde 121°C de 1 atm basing altinda

sterilizasyonu yapilmustir.
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2.1.1.7. Zeytin Karasuyu Kullanilan Besiyerinin Hazirlanisi

Zeytin karasuyunun igerisinde % 3.5 ve % 5 seker bulunduracak sekilde distile su ile
seyreltildi. Icerisine baska herhangi bir madde katilmaksizin 250 ml'lik erlenmayer
icerisine 100 ml olacak sekilde 121°C de 1 atm basing altinda sterilizasyonu
yapilmustir.

2.1.2. Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

Calisma siiresince kullanilan kimyasallar Merck (Almanya) ve Sigma (ABD)
firmalarindan temin edilmis veya bu iki firmanin igerikleri gbéz Oniinde
bulundurularak hazirlanmistir.

2.1.2.1. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.2.1.1. TrissEDTA Tamponu (250 mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilarak 250 mL distile suyla (pH 8.0) tamamlanmuigtir.

2.1.2.1.2. % 10’luk SDS Tamponu (100 mL)

10 gram SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.1.3 Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (10 mL)
0.0384 g CaClz, 2H20 tartilarak 5 mL gliserol ve 100 pL 1M Tris-HCI (pH 8.0) ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su eklenmistir. Hazirlanan bu

cozeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmuistiir.
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2.1.2.1.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak 100 mL distile su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.2.1.5. CTAB/NaCl tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢oziilmiistir ve 10 g CTAB yavasca
soliisyona eklenerek 65 °C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmustir.

2.1.2.1.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform 4 mL izoamil alkol ile karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmistir.

2.1.2.1.7. Kloroform/izoamil Alkol/ Fenol Tamponu (100 ml)

48 mL kloroform 2 mL izoamil alkol ve 50 mL fenol ile karistirilarak 100 mL

tampon hazirlanmistir.

2.1.2.1.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmistir.

2.1.2.1.9. % 70’lik Etil Alkol (100 mL)

70 mL % 100°’liik etil alkol ile 30 mL distile su karistirilarak hazirlanmuistir.
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2.1.2.1.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)

70 mL % 100’liik etil alkol ile 30 mL distile su karistirilarak hazirlanmastir.

2.1.2.1.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir

2.1.2.1.12. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,.EDTA.2H20 tartilarak 57.1 mL glasiyel asetik asit ile

¢Oziilmiigtiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmustir.

2.1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Cizelge 2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Primerler

Primer Dizi (5°-3%) Ozelllik Referans

ITS1 TCC GTAGGT GAA CCT GCG Universal, White et al., 1990
Dlz

ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT Universal, White et al., 1990
Ters
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2.2. YOntem

2.2.1. Calisma Alam ve Orneklerin Toplanmasi

Bilindigi gibi Tosya'nin en biiyiik tarimsal gelir kaynag1 olarak piring tiretimi ilk
sirada gelmektedir. Yapilan bu ¢alismada Turkiye'nin Karadeniz bolgesinde bulunan
Kastamonu ilinin Tosya bdlgesinde yetistirilen piring tarlalarindaki piringlerin

sulandirilmasi sonucunda izolasyonu yapilmis olan fungus kullanilmistir.

Piring Ornekleri tesadufi ornekleme yontemiyle Tosya ilgesinde bulunan celtik
ireticilerinin depolari, ¢eltik alimi yapan isletmeler, c¢eltik isleme fabrikalar1 ve
piring satis1 yapan toptan ve perakende satis merkezlerinden toplanmistir. Her ambar
200 kg’lik alt numune bdoliimlerine ayrilarak, her alt birimin {ist, orta ve alt
kismindan toplamda 10 numune alinarak karistirilmis ve bu karisimdan 1000 gr

numune laboratuar ortamina alinmistir.

2.2.2. Gibberellik Asit Ureticisi Fungusun izolasyonu

Besiyeri ortami olarak Poteto Dekstroz Agar (PDA) kullanilmis, her numune igin 5
paralel ¢alisilmigtir. Piring numunelerinden 10 gr alinarak igerisinde 90 ml steril
damitik su bulunan steril siselerde 1/10 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra petrilere
ekim yapilmustir. igerisine 30 ml PDA dokiilmiis petrilere 0.5 ml ekim yapilarak
yayma yapilmigtir. Petriler 28°C de 6 giin inkiibasyona birakilmisg, inkibasyon
sonunda koloniler sayilmis, her farkli koloni, tek koloni metoduyla petrilere ekilerek

fungal kiitiiphane olusturulmustur.

2.2.3. Gibberellik Asit Ureticisi Fungusun Morfolojik Karakterizasyonu
Karigik kiiltiirlerden seri pasajlama islemleri sonucunda elde edilen tek koloniler

PDA ve MEA besiyerlerinde 25°C'de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. 7. giiniin

sonunda pigment iiretimleri ve koloni karakterizasyonlari not edilmistir. Literatur
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calismalariyla karsilagtirmalar sonucunda izolatlarin gibberella cinsine benzer
pigment iireten ve benzer koloni yapisina sahip olan pasajlar ayirilarak molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir.

2.2.4. Gibberellik Asit Ureticisi Mantarin Molekiiler Karakterizasyonu

2.2.4.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Besince zenginlestirilmis Malt Ekstrakt Broth 30 °C'de misel gelisimleri
gozleninceye kadar inkiibe edilmis, gelismis olan miseller toplanilip sivi nitrojen ile
muamele edilmistir. Katilagip kuruyan miseller bir havanda doviiliip toz haline
getirilmistir. Toz misellerin tartimlar1 yapilip LETS buffer [20 mM EDTA (pH 8.0),
10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 M LiCl, % 0.5 SDS] ile muamele edilmistir. Elde
edilen sispansiyon iki defa fenol-kloroform-izoamil alkol solusyonu (25:24:1) ile
ekstrakte edilmis ve DNA etil alkolde cokiintii halinde geri kazanmilmistir. Elde
ettigimiz DNA pelleti % 70'lik etil alkolle yikanmis ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kurumus DNA pelleti 10 mM Tris buffer (pH 8.0) ile muamele
edilmistir ve 2 pL RNase (10 mg/mL) eklenmistir. Son olarak 65°C'de 10 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

2.2.4.2. Kromozomal DNA Miktar Tayini

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri Qubit
Fluorometer (Invitrogen) ile yapilmistir.

2.2.4.3. PZR Amplifikasyonu

ITS1-5.8S-1TS2 bdlgelerini amplifiye etmek icin ITS1 ve ITS4 primer cifti
kullanilmistir (White et al., 1990). Forward (ITS1, 5°-TCC GTAGGT GAA CCT
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GCG G-3’) ve reverse (ITS4, 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT-3’). PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 25 pL olan PCR karigimi, 2.5 pL buffer (200 mM
Tris-HCI, pH 8.4 - 500 mM KCl, 1x konsantre), 2.0 uL dNTP (2.5 mM), 1.5 pL ITS1
ve ITS4 primerleri (Invitrogen — 10 pmol pL -1), 1.0 uL MgCI2 (50 mM), 0.2 uL
Tagq DNA polymerase (5 U mL-1), 2 uL DNA (5 ng/uL) ve 14.3 uL distile su ile
hazirlanmigtir. Thermal cycler da 30 dongii icin izlenen prosediir su sekilde
uygulanmustir. 5 dk 95°C de preheating, 94 ° C'de sn 30 dongii denatirasyon, 45 sn
56 °C primerlerin baglanmasi, 1 dk 72°C elongasyon ve 7 dk 72°C son final
ekstansiyon. Btin Ornekler PZR’da c¢ogaltildiktan PZR saflastirma kiti ile

saflastirilmistir.

2.2.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Her jel icin molekiler marker olarak 100 bp Plus DNA Ladder kullanilmus,
saflastirilan PCR firtinleri % 0.7’lik (w/v) agaroz jelde 80 voltta 1 saat boyunca
elektroforezde yiritilmiis ve jel, etidyum bromiirle boyanarak UV altinda

goruntilenmistir.

2.2.4.5. PZR Urinlerinin Agaroz Jelde Yiriitulmesi

PZR fiiriinlerinin elektroforez ile yiiriitiildiigii jel daha sonra jel goriintiileme cihazi
(Gel Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullanilarak bantlarin goreceli
miktarlarini belirlemek i¢in taranmistir.

2.2.4.6. Fungal izolatlarin Tanimlanmasi

Tum izole edilen funguslar 18S rDNA gen sekanslariyla tanimlanmustir.

Sekanslama, ABI PRISM boya sonlandirict cycle sequencing metodu (Perkin Elmer)

kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen nukleotid sekanslari, BLAST programi
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dogrultusunda NCBI GenBank, EMBL ve Ribosomal Database Project (RDP)’de

yayinlanan sekanslarla kiyaslanmistir.

2.2.5. Ekstraktif Fermantasyonda Gibberellik Asit Uretimi

Gibberellik asit Gretimi icin 100ml Czapek-Dox/250 ml erlenmayer hazirlanarak
steril edildi (121°C 1 atm basing altinda 15 dakika). Fungus ekildikten sonra tiremesi
icin 28 °C de inkiibasyona birakildi.

2.2.6. Gibberellik Asit Ekstraksiyonu

Yapilan ¢alismada gibberellik asidin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi organik ¢oziicii
olarak etilasetat kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu ile yapildi. Bu ydntem {i¢

asamada gerceklestirildi.

1. pH's1 2N HCl ile 2’ye ayarlanan kiiltiir filtrat1 ilk agsamada 1:10 voliimde ard1
ard1 ardina ii¢ kez etilasetat ile ekstrakte edildi ve iist fazlar toplandi.

2. Daha sonra 1:1 voliimde toplanan (st fazlar 1M NaHCOg3 ile ekstrakte edildi
ve alt faz toplandu.

3. Son asamada toplanan alt fazin pH's1 tekrar 2N HCI ile 2'ye ayarlandi. Sivi

faz 1:10 voliimde son olarak etilasetatla ekstrakte edildi ve iist faz toplandi

[7].

Elde edilen Ornekler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazinda

gibberelik asit standardina kars1 okunmustur.

2.2.7. Gibberellik Asit Analizi

Fermantasyon sonunda elde edilen kiiltiirler Whatman No 1 filtre kagidindan
stiziilmistiir. Stziintilerin pH'degeri 2.5 olarak 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH ile
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ayarlanmistir. Analiz igin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi
(Shimadzu Dad UV Dedector) kullanilmigtir. pH ayarlamasindan sonra ¢ozelti
kalibrasyon egrisini hazirlamada kullanilan konsantrasyon araligina gelecek sekilde
(dedektoriin cevap verebilmesi icin) hareketli faz ile seyreltilmistir. Daha sonra

sliztintl siringa ucu filtreden (0.45 pm) gecirilmistir [30].
20 pl hacmindeki Ornekler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi’nde Cizelge

2.1’de verilen kosullarda analiz edilmistir [63].

Cizelge 2.2. Sulu fazdaki gibberellik asitin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) cihazindaki analiz kosullar

Cihaz HPLC
Dedektor UV-GB Dedektor
ClB, Nukleodur marka
Kolon
(25cm X 4.6 mm I.D., 5 um) kolon
Kolon Sicaklig 35 °C
Enjeksiyon Hacmi 20 ul

Hacimce % 30 metanol ve % 70

Hareketli Faz Bilegimi 0.01M H?’PO4 (pH’s1 KOH ile 3 ’e ayarlanmis)

Hareketli Faz Akis Hiz1 1 mL/dak

Analizin Yapildigi Dalga Boyu 206 nm

Kalibrasyon egrisi 5-100 mg/L derisim araliginda HPLC safligindaki gibberellik asit
hareketli fazda ¢6ziilerek hazirlanmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Gibberellik asit kalibrasyon grafigi

2.2.8. Zamanmin Gibberellik Asit Uretimine EtKisi

Inkiibasyon siiresinin gibberellik asit retimine etkisini tespit etmek icin 250 mL'lik
erlenmayerin igerisinde 100 mL olacak sekilde Czapek-Dox sivi besiyeri
hazirlanmistir. 121°C 1 atm basi¢ altinda 20 dakika steril edildi. 4, 6, 8, 14.ve 15.
giinlerde inkiibasyondan alinan 6rnekler HPLC cihazinda gibberellik asit (Merck)

standardina kars1 okunmustur.

2.2.9. Farkh Karbon Kaynaklarinin Gibberellik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Besiyerinde kullanilan karbon kaynagimin (glukoz, sukroz, laktoz)gibberellik asit
tiretiminin derisiminde yarattig1 etkiyi tespit etmek icin 250 mL'lik erlenmayerin
icerisinde 100 mL olacak sekilde Czapek-Dox sivi besiyeri hazirlanmistir. 121°C 1
atm basi¢ altinda 20 dakika steril edildi. 6. giinlerde inkiibasyondan alinan 6rnekler

HPLC cihazinda gibberellik asit (Merck) standartina karsi okunmustur.
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2.2.10. Farkh pH Degerlerinin Gibberellik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli pH degerlerinin gibberellik asit iiretiminin derisiminde yarattig1 etkiyi tespit
etmek i¢in farkli pH degerlerinde (pH:4, pH:5 ve pH:7) 250 mL'lik erlenmayerin
icerisinde 100 mL olacak sekilde Czapek-Dox sivi besiyeri hazirlanmistir. 121°C ve
1 atm basing altinda 20 dakika steril edilmistir. 6. gunlerde inkiibasyondan alinan

ornekler HPLC cihazinda gibberellik asit (Merck) standartina karsi okunmustur.

2.2.11. Fabrika Atik ve Artiklarimin Gibberellik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cesitli fabrika atik ve artitk maddelerinin (melas, peyniralti suyu, zeytin karasuyu)
gibberellik asit liretimi {izerine yaptig1 etkiyi tespit etmek i¢in 250 mL'lik
erlenmayerlerin icerisinde 100 mL olacak sekilde arttk ve atik maddeler
seyreltilmistir. icerisine baska herhangi bir madde katilmaksizin 121°C ve 1 atm
basing altinda 20 dakika steril edildikten sonra besiyeri olarak kullanilmistir. 6.
gunlerde inkiibasyondan alinan 6rnekler HPLC cihazinda gibberellik asit (Merck)

standartina kars1 okunmustur.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Gibberellik Asit Ureticisi Fungusun izolasyonu

Kastamonu Tosya il¢esinden izole etmis oldugumuz fungus gibberellik asit iireticisi
olmasindan ve izole edildigi bolgenin lokasyonunu temsil edecek sekilde bir kod
verilerek kiiltiire alinmigtir. Tosya ilgesi Osmancik tipi celtik ve 3 numarali 6rnek

olarak izole edilmesinden otiirii izole ettigimiz sus TOSC3 olarak kodlanmuistir.

3.2. Gibberellik Asit Ureticisi Fungusun Morfolojik Karakterizasyonu

Bitki patojeni mantarlarin morfolojik tanimlamasi ilk ve tanimlama siirecinin en zor
basamagidir. Morfolojik gézlemler tam tanimlama igin yeterli olmayabilir ancak,
Oonemli bilgi bu asamada kiltiiriin morfolojik incelemesi ile elde edilir. PDA
besiyerinde tirettigimiz TOSC3’iin koloni morfolojileri Gerlach ve Nirenberg (1982)

ve Leslie ve Summerell (2006) kriterlerini kullanilarak yapilmastir.

Gibberella (Fusarium) turlerini  sadece morfolojik 6zellikleri  kullanilarak
tanimlamak ile ilgili pek ¢ok gii¢liik bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir [64].
Ancak, molekiiler tanimlamadan 6nce ilk morfolojik tanimlama olduk¢a 6nemlidir.
TOSC3 izolatinin yiine benzeyen sik bazen seyrek beyaz veya soluk mor pamuksu
hava misellerinin oldugu gozlemlendi. Uretildigi agarda koyu mor pigment

sentezledigi saptandi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1.TOSC3 izolatinin morfolojik yapis1

3.3. Gibberellik Asit Ureticisi Mantarin Molekiiler Karakterizasyonu

Izole ettigimiz fungustan kromozomal DNA izole edilmis, PZR optimizasyonu
calismalar1 yapilmis ve saflagtirllmis PZR iirlinleri, DNA sekans analizi i¢in Gazi
Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne (Ankara,
Tiirkiye) gonderilmistir. 18S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid
dizileri, Naitonal Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST

programi dogrultusunda yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir.

3.3.1. Kromozomal DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu 6ncesi izole edilmis fungustan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek incelenmistir.
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3.3.2. TOSC3 Susunun PZR Optimizasyonu

18S rRNA bolgeleri PZR’da cogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1000 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.1°de TOSC3 kodlu susa ait farkli primer

baglanma sicakliklarindaki PZR iiriinleri goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Sekans analizi sonucunda elde edilen TOSC susuna ait DNA sekanslari
Marker (M), TOSC3 (FA1)

3.3.3. TOSC3 kodlu Susun 18 S rRNA Sekans Analizi fle Tamimlanmas:

18S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
TOSC3 kodlu susun %99 oraninda Fusarium oxysporum strain KAMLO1, Gibberella
moniliformis isolate EP1-4, Gibberella intermedia strain GL1222 ve Fusarium

concentricum isolate F7 turleri ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

Niimerik analizlerin gergeklestirilebilmesi i¢in tiirler arasi uzaklik/yakinlik

matriksinin hesaplanmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. TOSC3 kodlu sus i¢in 18S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 [ 7 E] [] 10 11 12 13 14 15
1. TOSC3
2. Fusariwm proiferatum iolate v 40-329 0,060
3. Fusarium succiae 0.064 0008
4. Fusarium prolfferatum oelate p2-94 0006 0034 0,060
i, Fusariwm oxysporum sirain LCF 32 0034 0006 0012 0036
6.  Fusarium verticillivides 0034 0006 0012 0056 0000
1. Fusarium sterilifyphosum 0056 0004 0010 0058 0002 0002
8.  Fusarium subglufinans 0034 0006 0012 0036 0000 0000 0002
9. Fusarium circinatum strain FFC 4880 0036 0004 0010 0058 0002 0002 0000 0002
10.  Fusarium circinatum strain FFC 4878 0036 0.004 0,010 0058 0002 0,002 0000 0002 0000
11. Fusarium baciridioides 0054 0006 0012 0056 0004 0004 0002 0004 0002 0002
12, Fusarium oxysporum strain KAML 07 0002 0058 0062 0004 0052 0052 0054 0052 0034 0054 0052
13,  Gibberella monilyormis 0.002 0038 0082 0004 0052 0052 0054 0052 0034 0,054 0,052 0,000
14.  Gibberella intermedia 0002 0058 0062 0004 0052 0052 0054 0052 0034 0034 0052 0000 0000
15, Fusarium concentricum 0002 00358 0062 0004 0032 0052 0034 0052 0054 0054 0052 0,000 0000 0000




TOSC3 kodlu susun filogenetik agaci, 18S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak
MEGA 5.2 programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.3’de
goriildigii gibi TOSC3 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 fungus ile soy agaci
olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin dogrulugunu (agacin giivenirligini)
istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000 tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi
yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evirmsel akrabaliklarini
gostermektedir. Buna gore TOSC3 kodlu sus evrimsel agidan Fusarium oxysporum
strain KAMLO1, Gibberella moniliformis isolate EP1-4, Gibberella intermedia strain
GL1222 ve Fusarium concentricum isolate F7 suslar1 ile yakin akraba oldugu

goriilmiistir.

Fusarium circinatum strain FCC 4880 185 ribosomal RNA gene

Fusarium circinatum strain FCC 48738 185 ribosomal RMA gene
Fusarium sterilihyphosum isolate EFA 6FSRG 185 ribosomal RNA gene
Fusarium bactridicides CBS 100057 ITS region

Fusarnum oxysporum strain LCF32 185 nbosomal ENA gene

a0

Fusarium verticillioides strain LCF1 185 ribosomal RMNA gene

Fusarium subglutinans strain AAFC-Fcir-012 185 ribosomal RMNA gene
Fusarium proliferatum isolate W40-329 185 ribosomal RMNA gene

a8 Fusarium succisae isolate P59-212 185 ribosomal RNA gene

Fusarium proliferatum isolate P9-94 185 nbosomal RMA gene

Fusarium oxysporum strain KAMLO1 185 ribosomal RMNA gene
Gibberella moniliformis isolate EP1-4 185 ribosomal RMA gene
89 | Gibberella intermedia strain GL1222 18S ribosomal RNA gene
1 TOSC3

0.005 20 Fusarium concentricum isolate F7 185 ribosomal RNA gene

100

Sekil 3.3. TOSC3 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan
dendogram (0,005; niikleotidler arasindaki farki gostermektedir)
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3.4.Fermantaston Siiresinin Gibberellik Asit Uretimine Etkisi

TOSC3 kodlu susun fermantasyon zamaninin gibberellik asit iiretimine etkisi
belirlenmesi amaciyla 4, 6, 8, 14.ve 15. gunlerdeki gibberellik asit Uretimine
bakilmis ve maksimum iiretimin hangi giin yapildig1 belirlenmistir. Buna gore, 6.

giinde en fazla giberellik asit tiretimi gerceklestirdigi saptanmistir (Sekil 3.4)

180 -
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140 -
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100 -
80 -
60 -

GA3 mg/L

NN N NN NN N

_=

0 I I I I 1
4. gln 6. giin 8. gilin 14. giin 15. glin

Sekil 3.4. Inkiibasyon siiresinin gibberellik asit iiretimlerine etkisi
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3.5.Farkli Karbon Kaynaklarmn Gibberellik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin gibberellik asit iiretimi lizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla karbon kaynagi olarak glukoz, sukroz ve laktoz kullanilmistir. Buna gore,
glukozlu ortamda 91.16 mg/L, sukrozlu ortamda 37.19 mg/L giberellik asit iiretildigi
saptanmigtir.  TOSC3 kodlu sus laktozlu ortamda gibrerllik asit {iretimi
gerceklestirmemistir. (Sekil 3.5)

100
90
80
70
60

50
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40

30

20

10

Glukoz Sukroz Laktoz

Sekil 3.5. Farkli karbon kaynaklarinin gibberellik asit liretimlerine etkisi
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3.6. Farkli pH Degerlerinin Gibberellik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cesitli pH degerlerinde gibberellik asit liretiminin miktarini tayin etmek i¢in Czapek-
Dox siv1 besiyeri hazirland1. pH degerleri 4, 5 ve 7 ye ayarlandi. Inkiibasyonun 6.
guninde pH 4’de 37.16 mg/L, pH 5’de 33.25 mg/L giberellik asit {retimi
saptanmistir. TOSC3 kodlu sus pH 7’de gibrerllik asit {iretimi ger¢eklestirmemistir
(Sekil 3.6).

(2]

pH

Sekil 3.6. Ortam baslangic pH degerinin TOSC3 susunun Giberellik asit {iretimine

etkisi
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3.7. Fabrika Atik ve Artiklariin Gibberellik Asit Uretimi Uzerine EtKisi

Cesitli fabrika atik ve artiklarinin gibberellik asit liretiminin miktarini tayin etmek
icin peyniralti suyu, zeytin karasuyu ve melas belirli karbon derigimlerine sahip
olacak sekilde seyreltilerek besi ortamlar1 hazirlandi. pH degerleri 4'e ayarlandi.
Inkiibasyonun 6. giiniinde sadece zeytin karasuyu olan besiyerinde 162.34 mg/L, yari
yariya distile su ile seyreltilmis olan zeytin karasuyu bulunan besiyerinde 168.59
mg/L, sadece peyniraly1 suyu bulunan besiyerinde 112.22 mg/L, % 7'ye kadar distile
su ile seyreltilmis melash besiyerinde 20.38 mg/L, % 3.5'a kadar distile su ile
seyreltilmis melash besiyerinde 12.78 mg/L giberellik asit liretimi saptanmistir (Sekil
3.7).

180
160
140
120
100
80
60
40
20

GA3 mg/L

Zeytin Zeytin Peyniralti %7 Melas %3.5 Melas
Karasuyu  Karasuyu Suyu %100
%100 %50

Sekil 3.7. Cesitli fabrika atik ve artiklar1 kullanilarak hazirlanmis besiyerlerinde
TOSC3 susunun Gibberellik asit iiretimine etkisi
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4. TARTISMA ve SONUC

Gibberella (Fusarium) genusu mensubu tiirlerin gibberellik asit tireticisi oldugu 1950
den bu yana yapilan calismalardan bilinmektedir. Tarimsal {iiretimi ve tarim
teknolojisi yiiksek iilkeler (ABD, Japonya vb.) tarimsal verimin arttirtlmasi i¢in bitki
regulatorleri (zerine bir¢cok arastirmada bulunmuslardir. En yiikksek verimin

Gibberella fujikuroi tiirti fungustan alindig: tespit edilmistir. [1,4]

Bu ¢alismanin baslangi¢ asamasinda, gibberellik asit Greticisi fungusun morfolojik
ve molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi esas alinmistir. Yapilan 18S rRNA
sekans analizi sonucunda piring 6rneklerinden izole ettigimiz TOSC3 kodlu susun
Gibberella (Fusarium) genusu mensubu 4 tir (Fusarium oxysporum strain
KAMLO1, Gibberella moniliformis isolate EP1-4, Gibberella intermedia strain
GL1222 ve Fusarium concentricum isolate F7) ile % 99 oraninda akrabalik iliskisi

icerisinde oldugu saptanmaistir.

Calismamizin ilerleyen asamalarinda, izole ettigimiz fungusun gibberellik asit
tireticisi oldugu saptanmis ve verimi arastirilmistir. En yiksek gibberellik asit
veriminin inkiibasyonun 6. guniinde oldugu saptanmistir. Escamilla ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada da, gibberellik asit sentezinin yiksek verimine inkiibasyonun 4. ve
6. gunleri arasinda raslandigini rapor edilmistir [5]. Bu ¢alisma bizim ¢alismamizi

destekler niteliktedir.

Gibberellik asit fermantasyonu i¢in baglangic pH degerinin 3.5 — 5.5 arasinda
bulunmasinin uygun oldugu c¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir [6,26].
Calismamizda da en yiiksek gibberellik asit veriminin pH baslangi¢ degerinin 4’e
ayarlanmis ortamda oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, konu hakkinda daha once

yapilmis olan diger ¢alismalar ile ortiismektedir.

Farkli karbon kaynaklarinin gibberellik asit {iretimine etkisinin incelendigi

caligmalarda gibberellik asit tiretimi i¢in en uygun karbon kaynagi glukoz olarak

o1



belirlenmistir [7]. Baz1 arastirmacilar ise sukroz kullanilabilirligini gostermislerdir
[57]. Bizim ¢alismamizda da, en yiksek giberellik asit Gretiminin glukozlu ortamda
oldugu  saptanmistir.  Karbon  kaynagi  olarak  sukrozun  kullanildig
ortamlardakigiberellik asit Gretiminin glukozluortama gére daha az oldugu

goriilmiistiir.

Calismanin son asamasinda ise ¢esitli fabrika atik ve artik maddelerinin besiortami1
olarak kullanimiyla alinabilecek giberellik asit verimi arastirilmistir. Seker miktari
g6z Oniine alinarak hazirlanmak (zere zeytin karasuyu, peyniralti suyu ve seker
fabrikas1t atig1 olan melas farkli oranlarda seyreltilmis ve besiyeri olarak
kullanilmistir. Melasin fazla sulandirilmasi sonucunda sakarozun seker miktarinin
ayarlanamamasindan dolay1 melasla hazirlanan besiyerlerinde verimin diisiik oldugu

gorilmiistir.

Peyniralt1 suyu daha once de aragtirmacilar tarafindan GAz tretiminde substrat olarak
kullanilmistir [57]. Peyniralti suyu ile hazirlanan besiyerindeki giberellik asit Gretimi
melasli besiyerlerinden yiiksek ¢ikmasi peyniraltt suyunun seyreltilmeden

kullanilmas ile iliskili oldugu saptanmaistir.

Zeytin karasuyu ile hazirlanan besiyerinde ise 1:1 voliimde seyreltilmis olan zeytin
karasuyunun giberellik asit veriminin en yiiksek oldugu saptanmistir. Zaten karbon
kaynaklarnini etkisinin arastirildigi ¢alismamizda da glukozlu ortamda en yuksek
giberellik asit verimini elde etmemiz bu sonucu destekler niteliktedir.

Alman sonuglar literatlir bilgileri ile karsilastirilldiginda paralellik gorterdigi

gorilmiistiir.

Bu calisma, Kastamonu-Tosya ilgesi celtik fabrikalarinin piring harmanindan izole
ettigimiz Gibberella genusu Uyesi gibberellik asit Greticisi fungusun veriminin
arttirilmas1 ve elde edilen saf gibberellinin endiistriyel olcekte iiretimi ve tarim
urinlerinde  blyime regulatori  olarak  kullanabilirliginin ~ gosterilebilecegi

¢alismalara bir zemin olusturabilecektir.
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