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OZET

Bu g¢alismada, g¢alkalamali inkiibasyon ortaminda stok
bazal mineral ( SBM ) besiyerinde Uretilen beyaz-glirikgll
fungus Phanerochaete chrysosporium ME446’'nin hem kiltldr orta-
minda ve hem de miselinde klltlr periyoduna badli olarak
serbest-, bagli- ve toplam- formlardé‘icsel indol-3-asetik
asit ( IAA ), gibberellik asit ( GA, ), absisik asit ( ABA )
ve zeatin miktarlari ve fungus kuru misel agirligi ( KMA )
saptanmigtir. Ayrica, bu fungalAbitki blytime maddelerinin
biyolojik aktiviteleri incelenmigtir.

icsel—IAA,—GAy -ABA ve -zeatin’in miktarlarinin tayi-
ninde spektrofotometfe teknigi, biyolojik aktivitelerinin
tayininde ise IAA ve ABA ig¢in yulaf koleoptil blylume testi,
GA, ig¢in piring ¢imlendirme testi ve zeatin ig¢in klorofil
miktar tayini testi kullanilmisgtir.

Calismanin sonucunda, fungusun primer ya da sekonder bir
metabolit olarak IAA, GA, , ABA ve zeatin UGrettidi, lretilen
bu bitki blytme maddelerinin ortak bir ekstraktsiyon metodu
ile elde edilebilecedi ve bunlardan IAA, ABA ve zeatin’in
tam, GA, ‘ln ise kismen bir biyolojik aktiviteye sahip oldugu
gdsterilmigtir. Fungal-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin miktarla-
ri, miseldeki deferlerine gdre, kiltlr ortaminda daha ylksek
bulunmugtur. Ayrica, IAA’nin maksimum absorbsiyon gdésterdigi
farkli iki dalga boyundan 280 nm’de 222 nm’ye gbre daha yik-
sek degerlere sahip oldudu gdésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Phanerochaete chrysosporium ME446,
Fungus, Indol-3-asetik asit ( IAA ),
Gibberellik asit ( GA,; ),
Absisik asit ( ABA ), Zeatin, Bitki

blyltme maddeleri



ABSTRACT
In the present study, the levels of endogenous forms of
free-, bound- and total- Indole-3-acetic acid ( IAA ),
Gibberellic acid ( GA, ), Abscisic acid ( ABA ) and Zeatin in

culture medium and mycelium and the changes in dry-weight of
the mycelium which depends on the culture periods were
examined by using white-rot fungus Phanerochaete chryso-
sporium ME446 cultured in shaking culture. Also, the
biological activities of plant growth regulators of fungus
have been investigated.

The spectrophotometric techniques were used to determine
the amounts of the endogenous IAA, GA, , ABA and zeatin. In
the determinaton of biological activities of IAA and ABA oat
coleoptile growth test, of GA, rice germination test and of
zeatin amount of chlorophyll test were used.

At the end of this study, results show that this fungus
synthesises IAA, GA, , ABA and zeatin as a primary and / or
secondary metabolite which were obtained in the same
extraction process. IAA, ABA and zeatin show full biological
activation but GA, showed partial biological activation.

In the culture medium, amounts of IAA, GA, , ABA and
zeatin in this fungus found to be high when compared with the
mycelium values. Apart from this, among the two wave lengths
( 280 nm-222 nm ) IAA showed maximum absorbtion, at 280 nm

than 222 nm values.

Key Words: Phanerochaete chrysosporium ME446, Fungus,
Indole-3-acetic acid ( IAA ), Gibberellic acid,
Abscisic acid ( ABA ), Zeatin,
Plant growth regulators
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1. GIRIS

Bitki blUylime ve geligmesinde rol oynayan en dnemli igsel
faktdrlerden birisi olan bitki hormonlarinin kegfi ile bitki
biyimesini ve blytume ile ilgili birg¢ok faaliyetleri kontrol
altina almak mimkin olmustur. Genel anlamda, dodal olarak
bitkilerde sentezlenen, bliyiime ve buna bagli difer fizyolojik
olaylari kontrol eden, meydana geldidi yerden bitkilerin
diger kisimlarina taginarak oralarda da etkin olabilen, ¢ok
az yofjunluklarda dahi etkisini gdsterebilen organik maddelere
HORMON adi verilir. Bugline dek yapilan birgok arastirmalarin
sonunda doJal bitki blylme hormonlarinin etkisine benzer
etkiler gbsteren, hatta bazen daha da siddetli etkilere sahip
bulunan gegitli sentetik bliyime maddelerinin varlidi da tes-
pit edilmistir. Bu nedenle, buglin bitki hormonu denildiginde
daha c¢ok bitkide blylme ve gelismeyi olumlu ya da olumsuz
yonde etkileyen yani bagka bir deyigle blyumeyi dizenleyen
dogal ya da sentetik bir organik madde anlagilir ve genel
olarak bunlara bitki blylme maddeleri adi verilir. Ozellikle-
ri ve etki tarzlari dikkate alindidinda bitki blylme maddele-
ri 3 grup altinda toplanir:

a) Organ yapicilar ( Determinatif veya organogen hormon-
lar ): Bu gruba florigen ve rizokalin &érnek olarak verile-
bilir.

b) Yara hormonlari (Nekro hormonlar): Ornedin; travmatin

c) Blylme hormonlara

i. Stimilatérler ( Ornedin; oksinler, gibberellinler,
sitokininler )
i.i. Inhibitdrler ( 6rnedin; absisik asit )



1.1. Oksin’lerden Indol-3-Asetik Asit (IAA)

1.1.1. IAA’nin tarihgesi, izolasyonu ve kimyasal
6zellikleri

60 yildan beri yapilan fizyolojik galismalar, embriyo-
genezden senesense kadar bitki geligiminin her bir evresinin
dizenlenmesinden bitki blylme maddesi olan indol-3-asetik
asit’in ( IAA )} ( $ekil 1.1 ) sorumlu oldudunu ortaya koymug-
tur. IAA’nin kapali formild C,;H, NO, olup, molekiil adirligi
175.2"dir.

| CH;COOH

Sekil 1.1. Indol-3-asetik asit ( Palavan-Unsal 1993 )

Boysen-Jensen ve Paal 20. yuzyilin ikinci yaraisinda
koleoptil ucunda blylimeyi tegvik edici bir kimyasal madde
oldufunu goéstermiglerdir ( Palavan-Unsal 1993 ). Paal, bu
kimyasal maddenin karanlikta veya tek yoénld isiklandirmada
strekli olarak koleoptilin her tarafindan asadi dodru tasin-
digini ve korelatif blylime reglilatd4rli olarak etki ettidini
ileri stUrmistir. Went adli arastirici da ( 1926 ), koleoptil
ucundan bu kimyasal maddeyi ilk izole ederek Boysen-Jensen
ve Paal’in bulgularini desteklemigtir ( Palavan-Unsal 1993 ).

Oksini izole etmeye ydnelik ¢alismalar oénceleri, bit-
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kilerde c¢ok az miktarda bulunmalari nedeniyle basarisizliga
uramisti. O =zamanlar bitkilerde analiz ig¢in saf kristal
oksin hazirlamak amaci ile yeterli miktarda oksin izole etmek
imkansizdi. Kristal haldeki oksin ilk olarak 1934 yilinda
Kdégl vd. tarafindan insan idrarindan ve daha sonra 1935
yilinda Thimann tarafindan Rhizopus suinus kiltlrlerinden
elde edildi ve bu madde IAA geklinde kisaltilan indol-3-
asetik asit olarak adlandirailda ( Thimann 1935 ). IAA'nin
kesfinden sonra bu maddenin serbest halde bitkilerde yaygin
oldudu birgok arastirmalarla kanitlanmigtir ( Tucker 1976,
Blakesley vd. 1991 ). Buglin sadece ylksek bitkilerin dedil
fungus ( Mace 1965, Tuomi vd. 1993 ) ve bakterilerin de

( Fett 1987, Martinez-Toledo vd. 1988 ) oksin icgerdikleri
saptanmigtir.

Gintmizde, oksinler daha ¢ok bitki dokularindan, fungus-
lardan ve bakterilerden dietileter, metanol veya etil asetat
gibi organik c¢ézliclilerle ekstre edilerek elde edilmektedir.
Ayrica, ultraviyole (UV) ve infrared spektroskopisi, gaz
kromatografisi, gaz-kGtle spektroskopisi, ylksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi vb.
hassas fiziko-kimyasal teknikler kullanilmaktadir ( Ames vd.
1979, Zieslin ve Geller 1983, Topcuodlu 1987, Izumi vd. 1988,
Staden ve Nicholson 1989, Prakash ve Prathapasenan 1990).

Igsel IAA, bitkilerde absorbsiyon spektrumunda Bandurski
ve Schulze’ye ( 1974 ) gbre 225 nm ve 282 nm’de, ayni aragti-
ricilarin 1977’'de yaptiklari g¢aligmada 225 wve 285 nm’de,
Yiirekli’ye (1980 ) gdre 224 ve 280 nm’de maksimum iki pik
vermekte, Sabater vd.’ne ( 1983 ) gdre 280 nm’de, bakteri-
lerde Epstein vd.’ne ( 1991) gdre 220 nm’de maksimum pik ver-
mektedir. Caligmamizda da igsel IAA’nin absorbsiyon spektru-
munda 222 ve 280 nm’‘de olmak lzere 2 maksimum pik verdigi
saptanmigtir ( Sekil 1.2 ).

Yapilan cesitli arastirmalarin sonucunda bitkilerde
oksin olarak IAA‘dan bagka oksin aktivitesine sahip bagka
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maddelerin de varoldudu ortaya konmustur( Schneider vd. 1985:
Epstein wvd.’den 1989, Wightman ve Lighty 1982: Leuba ve
LeTorneau’dan 1990 ). Bu dijer maddeler indoller olup, kimya-
sal olarak IAA ile yakindan ilgilidirler. Ornedin, gesitli
baklagillerin gen¢ fidelerinde bulunan 4-kloro indol-3-asetik
asit (4-kloro IAA) ( Engvild 1987 ), IAA’dan daha az aktif
olan fenil asetik asit (PAA) ( Wightman ve Lighty 1982: Leuba
ve LeTorneau’dan 1990 ), g¢esitli dikotiller ve misir yaprak-
larindan elde edilen indol bitirik asit ( IBA)‘tir

( Schneider vd. 1985: Epstein vd.’den 1989). Ayraica, c¢esitli
oksin 6nctilleri de bulunmaktadir. Bunlar, indol-asetaldehit,
indol-3-asetonitril ve indol etanol’dir.

T v ' ’
E,@@E g{_k___. Standart sentetik-~IAA
29 ) 3

neg .

DALGA BOYU

Sekil 1.2. Standart sentetik-IAA ve Fungal-IAA esdederinin
maksimum absorbsiyon spektrumlara



1.1.2. IAA biyosentezi ve inaktivasyonu

IAA’'nin ig¢sel bir oksin oldudunun saptanmasindan sonra,
bir aminoasit olan triptofan’dan sentezlendidi kesinlik
kazanmigtir. IAA'nin, 4 esas yolla sentezlendidine ilaveten,
bakterilerle infekte olmug bitkilerde indol-3-asetamid yoluy-
la da sentezlendigine dair bagka bir yol da ileri strtGlmekte-
dir ( Roberts ve Hooley 1988, Kawaguchi wvd.1993). Ayrica,
glukoz, aminoasit ve myoinositol gibi bilegiklere bagli bulu-
nan IAA‘nin serbest hale ddénligmesi ile de meydana geldigdi
bildirilmektedir ( Sekil 1.3 ).

Oksinler esas olarak, govde ve kdék ucu gibi meristema-
tik dokularda, geng¢ yapraklarda, kotiledonlarda, ¢igek ve
meyvalarda sentezlenmekte ve sentez bdlgesinden agadiya dodru
floem yoluyla tasinmaktadir (Salisbury ve Ross 1992).
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Sekil 1.3. Bitki dokularinda IAA olusum mekanizmasi
( Roberts ve Hooley 1988 )
Bitkilerde IAA'nin sentezi kadar inaktivasyonu da
6nemlidir. IAA’nin G¢ sekilde inaktive oldugu ileri strtl-



mektedir: ,

1. Fotooksidasyon ile: IAA’nin fotooksidasyon sonucunda
yikim UGrlGnleri olarak 3-metilen-2-oksindol ve indolaldehit
meydana gelir ( Palavan-Unsal 1993 ).

‘2. Enzimatik oksidasyon ile.: IAA’nin enzimatik oksidasyo-
nu sonucunda yikim Grtnleri, 3-metilen-2-oksindol ve 3-metil-
2-oksindol’dlr (Tang ve Bonner 1948).

3. Bagli forma doéniserek : Ornedin; indolasetil aspartik
asit, IAA-inositol ve IAA-glukoz ( Cohen ve Bandurski 1982:
Bandurski 1984: Caruso’dan 1987 ).

1.1.3. IAA'nain fizyolojik etkileri

Oksinler ¢ok g¢esitli fizyolojik etkilere sahiptir. Bu
etkileri, konsantrasyonlarina, g¢evresel faktdrlere, bitki
tirlerine ve bitkinin yasina badli olarak dedigebilmekte-
dir.

1. Hicrelerin uzunluduna bliylimesi {izerine etkisi:
Oksinler bitki hiicre ¢eperinin mekaniksel &zelliklerini
defistirerek hiicre uzamasina neden olmaktadir (Breviario vd.
1992 ). Hlcre blyUmesinin de protein, RNA sentezlerine ve
solunuma badli oldudu bilinmektedir ( John vd. 1993, Palavan-
Unsal 1993).

2. HlGcre bolinmesi UGzerine etkisi:
Bugline kadarki bazi veriler, hlicre bdélunmesinde hormonal
etkinin mitoz bdllinme Gzerinden oldufunu gdstermigtir. Oksin-
lerin mitoz Dbdélinmede dizenleyici bir role sahip oldudu
bildirilmistir ( John vd. 1993, Palavan-Unsal 1993 ).

3. Deoksiribonikleik asit (DNA), Ribontikleik asit (RNA) ve
protein sentezi tizerine etkisi:

IAA DNA, RNA ve protein sentezini arttirmaktadir ( Davies



1973, Yamamoto vd. 1992 ).

4. Enzim sentezi ve aktivasyonu lzerine etkisi:
IAA dokularda birgok metabolik olaylarda gdrev alan enzim
sentezini ve aktivitesini arttairmaktadir ( Davies 1973,
Dendsay 1989 ).

5. K&k olugumu lUzerine etkisi:
Oksinler kékiin yagsina ve tlUrlere badli olarak genellikle
distk konsantrasyonlarda adventif kdk ve esas kdék olugumunu
arttirmaktadir ( Glineg 1988, Salisbury ve Ross 1992 ).

6. Tomurcuk inhibisyonu ve apikal dominans ( tepe
hakimiyeti ) tzerine etkisi:
Baz1i deneyler, apikal tomurcudun gen¢ yapraklarinin diflzyon
edebilen bir korelatif blytme inhibitdriline sahip olduklarini
gébstermigtir. Oksini apikal tomurcudun yerine uygulayinca,
aksillar tomurcuklarain inhibe oldugu bildirilmigtir ( Pilate
vd. 1989 ).

7. Qiceklenme Ulzerine etkisi:
IAA g¢igeklenmeyi arttirmakta ve digi g¢igek olusumunu tesvik
etmektedir ( Matthysse ve Scott 1980; Palavan-Unsal’dan
1993).

8. Tohum c¢imlenmesi lzerine etkisi:
IAA tohum g¢imlenmesini tesvik etmektedir ( Tillberg 1984 ).

9. Kambiyal aktivite Uzerine etkisi:
IAA kambiyal aktiviteyi wve odun dokusunun olugumunu arttir-
maktadir ( Palavan-Unsal 1993 ).

10. Yaprak ve meyva ddkimi tzerine etkisi:
Oksin igeridi azaldidi zaman bitkide yaprak ve meyva ddkimi
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meydana gelmektedir. Oksin igeridi vylksek oldudu zaman,
yaprak ve meyva diisme hizi azalmaktadir (Palavan-Unsall993)

11. Partenokarpik meyva olusumu Uzerine etkisi:
Oksinler ddéllenme olmaksizin g¢ekirdeksiz meyva olugumuna
neden olmaktadir. Partenokarpik meyvalar ¢odunlukla fazla
sayida ovaryum igeren tlrlerde oksin uygulanarak tozlagmamisg
g¢iceklerde de meydana getirilebilmektedir ( Hopson ve
Wessells 1990, Palavan-Unsal 1993 ).

1.2. Gibberellinlerden Gibberellik Asit ( GA,; )

1.2.1. GA,’ln tarihgesi, izolasyonu ve kimyasal
6zellikleri

Gibberellinler 1920’lerden beri bir bitki bliyime hormonu
olarak bilinmektedir.

Gibberellinlerin ilk kez, Japon piringlerinde Bakanea
hastaligdi ile ilgili g¢alismalar yapan Kurosawa tarafindan
kesfedildigi bilinmektedir. Bu fungal hastaliktan Gibberella
fujikuroi ( Fusarium moniliforme ) sorumludur. 1954 yilinda
Ingiliz kimyacilar Gibberella fujikuroi kiltiUrGnden izole
ettikleri saf bir bilegidin kimyasal O6zelliklerini tayin
etmislér ve bu yeni maddeye gibberellik asit ( GA ) adina
vermiglerdir. 1990 yilina kadar, gesitli funguslar ve bitki-
lerde 84 adet gibberellin kegfedilmigtir ( Sponsel 1987:
Graebe 1987: Takahashi wvd.’den 1990 ). Bunlar GA, -GA,,
seklinde ifade edilir. Bunlardan 73 tanesi ylUksek bitkilerde,
11 tanesi Gibberella fungusunda bulunmustur. Bunlarin hepsi-
nin molekililer yapilari esasen gibberellik asit ( GA ; ) ile
aynidir, fakat, halka sistemindeki baglarin pozisyonlari,
sayilari ve tipleri, A halkasindaki doyma derecesi ve 6zel-
likle hidroksil gruplarinin bulundugu yerler nedeniyle
birinden digerine farkliliklar gdstermektedirler ( Salisbury



ve Ross 1992).

Blitln gibberellinler ent-gibberellan iskeletinden tlirev-
lenmektedir. Gibberellik asit’in ( Sekil 1.4 ) kapali formild
C,, Hy,, O olup, molekll agirlidi 346.4’' dir. Gibberellinler
kimyasal olarak diterpenlerdir. Diterpenler bitkilerde dogal
olarak meydana gelen terpenoidlerden tlrevlenirler.

Sekil 1.4. Gibberellik asit ( GA; )
( Salisbury ve Ross, 1992 )

GA, ekstraktsiyonunda da dietileter, metanol veya
etilasetat gibi g¢esgitli organik ¢dzlcller kullanilmaktadir
( Dunberg 1973 ). Ayrica, UV ve infrared spektroskopisi,
gaz kromatografisi, gaz-kitle spektroskopisi, ylksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi vb.
hassas fiziko-kimyasal teknikler kullanilmaktadir ( Banerjee
1968, Zieslin ve Geller 1983, Prakash ve Prathapasenan 1990).

Gibberellin metabolizmasi ylUksek bitkilerden ¢ok
Gibberella fujikuroi fungusunda incelenmis olup, bu fungusun
gibberellinleri bir sekonder metabolit olarak meydana getir-
digi bildirilmistir ( Bentley ve Bennett 1988,Cihangir ve
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Aksdz 1993 ). Igsel GA,’Un maksimum absorbsiyon dalga boyunun
254 nm oldugu rapor edilmektedir ( Holbrook vd. 1961, Cihangir
ve Aksdz 1993 ). Caligmamizda da GA,’tn maksimum absorbsiyon
dalga boyu 254 nm olarak saptanmigstir ($ekil 1.5).

Sekil 1.5. Standart sentetik-GA, ve fungal-GA,
esdeferinin maksimum absorbsiyon spektrumlari

1.2.2. GA, biyosentezi ve inaktivasyonu

Genellikle yiliksek bitkilerde gibberellin biyosentezi
cesitli organlarda olmaktadir. Ornedin, embriyo, geng yap-
raklar, gelismekte olan meyva, tohum, uzamakta olan gdvde
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apikal bdlgesi ve koOklerdir. YUksek bitki wve funguslarda
gibberellinin mevalonik asit’ten sentezlendidi ve biyosen-
tezinde tek Dbir yolun olmadidi belirlemmistir. Farkl:
gibberellinler farkli biyosentez yollari ile sentezlenir

( Sekil 1.6 ) ve guntimizde sentez yollari henliz tam olarak
a¢1k11§a kavusturulamamistir ( Palavan-Unsal 1993 ).
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Sekil 1.6. Bazi gibberellinlerin mevalonik asit’ten
biyosentezi ( Palavan-Unsal 1993 )

Gibberellinlerin inaktivasyonu konusu heniiz tam aydin-
liJa kavusturulamamigtir. Bazi aragstirmalar ( Murakami 1968),
gibberellinlerin de tipki oksinler gibi hiicre bilegiklerine
( 6rnegin, seker ve protein ) baglanarak aktif olmayan bagli
formlarini olugturduklarini gdstermistir. Gibberellinler
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glukoza ya hidroksil grubu ile baglanarak glukoz eter veya
karboksil grubu ile baflanarak glukozil ester badli formla-
rini meydana getirirler. Literatlir bilgilerine gbre,
gibberellin inaktivasyonu ya gibberellin karbon iskeletinin
modifikasyonu ile ya da glukozla birlesmesi ile olur. Yiksek
bitkilerde O6nemli gibberellin inaktivasyon olayi molekdlun
2R8-hidroksilasyonudur, yani A halkasi {izerinde 2 numarala
karbona B pozisyonunda OH grubu eklenmesidir. Bu 28-hidroksi-
lasyon bitkilerde yaygindir ve geri dénlisken dedildir. Sonug-
ta, gibberellinlerin biyolojik aktiviteleri ya tamamiyla ya
da en azindan énemli miktarda azalmaktadir. Gibberellik asit,
6zellikle ylksek sicaklikta asit hidrolizi ile bozunmakta ve
bunun sonucunda gibberellenik asit, allogibberik asit ve
gibberik asit meydana gelmektedir. Gibberik asit, hormonal
aktivite gbdstermedidi halde diJerleri gbstermektedir ( Pegg
1973, Arigayo vd. 1984, Doumas vd. 1992 ).

1.2.3. GA,'tn fizyolojik etkileri

Gibberellinler de ¢ok yénli fizyolojik etkilere sahip-
tir. Bu etkiler 6zellikle genetik clicelik ve g¢igeklenme gibi
fizyolojik ve biyolojik olaylarda ¢ok daha ag¢ik olarak gbril-
mektedir ( Nakayama vd. 1990, Palavan-Unsal 1993 ). GA,’Un
fizyolojik etkileri konsantrasyonlarina, gevresel faktdrlere,
bitki tlrlerine ve bitkinin yasina badli olarak deJigebilmek-
tedir.

1. Tohum ve tomurcuk dormansisi ( dinlenme ) Uzerine
etkisi:
Gibberellinler, bazi tlrlerde dislik sicaklik, uzun gin ve
kirmizi 1$1§1n yerine gegerek tohum ve tomurcuk dormansisini
ortadan kaldirmaktadir (Mounla 1978, Salisbury ve Ross 1992).

2. Cigeklenme lzerine etkisi:
Gibberellinlerin rozet tipi bitkilere uygulanmasi, bu bitki-
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lerde ¢igeklenmenin uyarilmasina neden olmaktadir ( Rood vd.
1989 ). Ayrica, erkek ¢igek olusumunu tesvik etmektedir
( Hayashi vd. 1971, Khryanin 1987).

3. Gévde ve yaprak uzamasi lzerine etkisi:
Gibberellinler genetik olarak clice bitkilerde gbévde
( Nakayama vd. 1990, Junttila 1993, Potter vd. 1993 ) ve yap-
rak uzamasini ( Cihangir ve Aksdz 1993 ) tegvik etmektedir.

4. Partenokarpik meyva olugumu lUzerine etkisi:
Gibberellinler ddllenme olmaksizin gekirdeksiz meyva olusgu-
muna neden olmaktadir ( Salisbury ve Ross 1992 ).

5. Tuber olugsumu lzerine etkisi:
Tuberizasyonun kontrolinde en 6énemli hormon gibberellinler-
dir. Disaridan gibberellin uygulamasi tuberizasyonu engelle-
mektedir ( Guinazu vd. 1988 ).

6. Absisyon ( kopma ) fizerine etkisi:
GA,’lin yaprak absisyonunu tegvik ettigi belirtilmektedir
( palavan-Unsal 1993 ).

7. Apikal dominans ( tepe hakimiyeti ) lzerine etkisi:
Gibberellinler, ig¢sel IAA’nin seviyesini yilikselterek apikal
dominansinin artmasina neden olmaktadir (Palavan-Unsal 1993).

8. Kambiyal aktivite tizerine etkisi:
Gibberellinlerin kambiyal aktiviteyi arttirdigi belirtilmek-
tedir ( Salisbury ve Ross 1992 ).

9. Nikleik asit, protein wve enzimlerin sentezi ve
aktiviteleri lzerine etkisi:
GA, , RNA ve protein sentezini hizlandirmaktadir. Ozellikle,
o-amilaz wve mRNA dizeyini arttirmaktadir ( Jacobsen ve
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Higgins 1982, Hopson ve Wessells 1990 ).
1.3. Absisik Asit ( ABA )

1.3.1. ABA’nin tarihgesi, izolasyonu ve kimyasal O6zel-
likleri '

ABA, bitki blytme ve geligsmesinin reglilasyonunda biylk
énemi olan ve doJal olarak olugan bir bitki bliyime diizenle-
yicisidir. Bitki blytmesini engelleyici etkileri ile taninan
ABA, ilk defa Bennett-Clark ve Kefford tarafindan 1953
yilinda kegfedilmigtir ( DOorffling 1972 ). ABA’nan  bitki
dokularinda yaygin olarak bulundugu bilinen inhibitdér-8
kompleksinin en aktif 6Jesi oldudu kimyasal olarak belir-
lenmistir ( Milborrow 1967, Wright 1969). ABA’nin dodal
olarak olusan formu ( 8 )-( + )- absisik asit’tir ( Sekil
1.7 ). Sentetik rasemik absisik asit ise ( RS )-( t+ )-absisik
asit’tir.

ABA’'nin kapali formild C, HZO\O4 , molekiul adarlidi 264
olup, organik ¢Ozlcllerde ve suda ¢dzlUnmektedir ( Addicott ve
Lyon 1969 ). ABA’'nin maksimum absorbsiyon dalga boyu ortamin
PH’sina gbre deJismektedir.

Sekil 1.7. (S)- absisik asit’in yapisi ( Addicott ve
Lyon 1969 )
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Asidik kogullarda maksimum absorbsiyon 252 nm ile 262 nm
arasinda ( Addicott wve Lyon 1969 ), bazik kosgullarda ise
maksimum absorbsiyon 245 nm’de ( Milborrow 1974 ) gdriilmekte-
dir. Caligmamizda ABA’nin maksimum absorbsiyon dalga boyu 263
nm olarak saptanmistir ( $Sekil 1.8).

ABA bir sesquiterpenoid olup, hem optik hem de geometrik
olarak izomerizm gdstermektedir ( Wareing ve Phillips 1970,
Phillips 1971 ). ABA molekiili asimetrik bir karbon atomu
igerdiginden ya D (+) ya da L (-) formunda olmak {izere optik
olarak izomerizm gdstermektedir ( Wareing ve Phillips 1970,
Phillips 1972 ). ABA, optik olarak aktif bir bitki hormonu-
dur. ABA’'nin cis ve trans olmak lzere iki geometrik izomeri
vardir ( Sekil 1.9 ). Pekg¢ok bitkide ABA’nin dodal olarak
olusan izomeri cis-ABA olup, literatlirde ABA olarak kisaltil-
mistir ( Milborrow 1970 ).
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Sekil 1.8. Standart sentetik-ABA ve fungal-ABA egdeferinin
maksimum absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 1.9. Cis- ve trans-absisik asit’in yapisi
( Addicott ve Lyon 1969 )

1.3.2. ABA'nin biyosentezi ve inaktivasyonu

ABA, kok, meyva, tohum embriyosu ve yapraklarda o6zel-

likle kloroplastlarda sentezlenmektedir ( Loveys 1977 ).
Ayrica, ABA‘nin difer plastidlerde de sentezlendidi rapor
edilmektedir ( Salisbury ve Ross 1992 ). ABA biyosentezine

iligkin olarak iki yol tartigilmaktadir ( Sekil 1.10 ).

1. ABA, dodrudan dofruya mevalonik asit’ten sentezlenmekte-
dir.

2. ABA, karotenoid biyosentez yoluyla veya karotenoid Urin-
lerin olusumuyla ya da bagka bir deyigle violaksantin dahil
ilgili ksantofillerin enzimatik veya fotooksidasyonunun bir
yikim Urtint olarak meydana gelmektedir.

ABA biyosentezinin karotenoid biyosentezi yolu ile veya
karotenoid Grlinlinin olugumuyla meydana geldidi iddiasi énemi-
ni kaybetmis olmasina ragmen ( Kefeli 1978 ), birgok bitkide
ABA Dbiyosentezinin indirekt olarak plastidlerde bulunan
karotenoidlerin pargcalanmasiyla olustudu da rapor
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Sekil 1.10. ABA biyosentez yolu ( Kefeli’den 1978
degistirilerek )

edilmektedir ( Zeevaart ve Geelman 1988: Parry ve Horgan’dan
1991 ). Glinimizde, ABA’nin mevalonik asit’ten sentez edildigi
fikri halen kabul edilmig durumdadir. Bununla beraber, ABA
biyosentezinde ¢odJu kademeler halen ag¢ikliga kavusmamigtir.
ABA iki yoldan inaktive olur, baska bir deyisle ABA
metabolizmasinin yikim UGrunleri, ABA’nin ya okside olmug ya
da bagli formlaridir ( Walton 1980, Setter vd. 1981 ) .ABA’'nin
metabolik yikim yollarindan birincisi Sekil 1.11’de gdsteril-

mistir.

ABA cew 6’ ~-Hidroksimetil ABA ——wFazeik asit ( PA ) ——
Dihidroksifazeik asit ( DPA ) — =4’ -Desoksi ABA

Sekil 1.11. ABA Metabolizmasi Yolu ( Gillard ve Walton
1976, Tietz vd. 1980: Walton’dan 1980 )
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ABA’nin ilk kararli metaboliti PA ( David Ho 1993 ),
ikinci metaboliti ise DPA’dir ( Bano vd. 1994 ).

ABA’nin metabolik yikim yollarindan ikincisi, ABA’nin
protein ( Walton vd. 1979, Weiler 1980 ) ve geker (Powell ve
Seeley 1974 ) gibi blylk' moleklillere baglanarak alkalin
hidroliz edilebilir badli-ABA olusumudur. Ornedin; Absisil-R-
D-glukopiranosid, R-hidroksi-f-metil glutarilhidroksi ABA,
absisik asit glukoz esteri ( ABA-GE ) bagli-ABA formlaradir.

ABA, bitkilerde floem ve ksilem yoluyla ergin yapraklar-
dan gen¢ yapraklara, strgin ug¢larina ve kdklere taginmaktadir
( Hoad 1978: Zeevaart ve Boyer 1984 :Topcuodlu’ndan 1987 ).

1.3.3. ABA'nin fizyolojik &zellikleri

Literatlr bilgilerimize gdbre ABA’nin bitki blylime ve
geligmesindeki fizyolojik etkileri konsantrasyonlarina,
cevresel faktdrlere, bitki tlrlerine ve bitkinin yasina bagla
olarak degisiklik gbdstermektedir.

1. Senesens ( yaslanma ) lzerine etkisi:

Yaslanma ile birlikte gdrlilen ve bir organ veya organizmanin
6limine yol agan bozulma ve pargalanma olaylarinin timine
senesens denir. ABA’'nin klorofil kaybini ve yikimini hizlan-
dirarak senesense neden oldudu rapor edilmesine radmen (Tamas
ve Engels 1981 ), ABA'nin yaprak senesensindeki roll tam ola-
rak ag¢ikliga kavusmadii da bildirilmektedir ( Topcuodlu
1987 ).

2. Absisyon ( kopma ) Uzerine etkisi:
ABA absisyonun dizenlenmesinde hormonal bir faktdr olarak rol
oynamaktadir ( DOrffling 1972:Topcuodlu’‘dan 1987) . ABA, yap-
rak, c¢icek ve meyvalarda absisyon tabakasinin olugmasini
uyarmaktadir ( Porter 1977 ).
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3. Dormansi ( dinlenme ) Uzerine etkisi:
ABA'nin tomurcuk ve tohumlarda dormansinin ortaya ¢ikmasinda
6énemli bir roll vardir ( Berrie 1984: Salisbury ve Ross’dan
1992 ).

4. BUyume (izerine etkisi:
ABA, buylUme ve geligmeyi durduran, gerileten bir etken olarak
bilinmektedir. Bununla birlikte, ABA, uygulanan konsantrasyo-
na, bitkide varolan miktarlarina ve dier hormonlarla etkile-
simine bagli olarak bitkide blylme ve geligmeyi engelleme ya
da uyarma tepkileri meydana getirmektedir ( Torrey 1976:
Semiz’den 1983 ).

5. Embriyo geligimi ve tohum ¢imlenmesi tlizerine etkisi:
Digaridan uygulanan ABA, embriyo blylmesini ve geligmesini
engellemektedir. Ayrica, tohumda normal olgunlagma ve ¢im-
lenmeyi de inhibe etmektedir ( Quatrano 1987: Salisbury ve
Ross 1992’dan ).

6. Apikal dominans ( tepe hakimiyeti ) (izerine etkisi:
ABA’nin besin birikimi Uzerinde negatif bir etkiye neden
olarak tepe hakimiyetinde rol oynadigi bildirilmisgtir
( White ve Mansfield 1977, Knox ve Wareing 1984).

7. Cigeklenme lGzerine etkisi:

Tomurcuk dormansisinden sorumlu bir blyUme inhibitérli olan
ABA, ayni zamanda da ¢ig¢eklenme inhibitériGdir. Bazi uzun gin
bitkilerinde g¢igeklenmeyi inhibe etmektedir. Kisa gln bitki-
lerinin ABA’ya tepkileri tamamen dedigiktir. ABA, uzun glin
sartlarinda barakilan kisa gin bitkilerinde c¢igeklenmeye
sebep olmaktadir ( Tsao vd. 1986 ). Ayrica, ABA digi cigek
olugumunu uyarmaktadir ( Friedlander vd. 1977 ).
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8. Strese adaptasyon mekanizmasi lzerine etkisi:
Strese ugramis bitkilerde igsel ABA seviyesinin arttigi ve
stres kogullarinin olumlu deJismesi ile ABA seviyesinin
azaldigi bildirilmektedir ( Cornish ve Zeevaart 1984 ).

9. Osmoregilasyonda rolid: :
ABA bazi bitkilerde strese karga adapﬁasyonda osmoregilatif
rolll olan prolin ( Stewart 1974 1980: Hasson ve Poljakoff-
Mayyber’dan 1983, YlUrekli 1990 ) ve betain ( Huber ve Sankhla

1980 ) birikimine ve artigina sebep olmaktadir.

10. NlUkleik asit, protein ve enzimlerin sentezi ve
aktiviteleri Gzerine etkisi:
ABA, RNA sentezini ( Walbot vd. 1975 ), g¢esitli enzim sistem-
lerinin aktivitesini ve olugumunu engelledidi bildirilmekte-
dir. Orne&in; ABA a-amilaz ( David Ho 1993), proteaz ( Leo ve
Sacher 1970 ) ve RNA polimeraz ( Mondal ve Biswas 1972 )
enzimlerinin sentezini ve aktivitesini engellemektedir. Bu-
nunla beraber, ABA’'nin bazi enzimlerin ( Ribonlkleaz ve asit
fosfotaz) aktivitesini arttirdigdi rapor edilmektedir ( Leo:ve
Sacher 1970 ). Ayrica, ABA'nin ribozomal RNA sentezini stimG-
le ettigi de bildirilmektedir ( Hopson ve Wessells 1990 ).

1.4. Sitokininler

1.4.1. Sitokininlerin tarihgesi, izolasyonu ve kimyasal
6zellikleri

1913 yaillarinda Gottlieb Hoberland tarafindan
( Salisbury ve Ross 1992 ) ¢egitli bitkilerin vaskiler doku-
larinda hiicre bdlinmesini stimile eden, bilinmeyen bir bile-
$igin varligi kesfedilmigtir. Bugln bu maddelere sitokinezi
stimile eden SITOKININ’ler adi verilmektedir. Dodal olarak
meydana gelen sitokininler plrinlerdir, o&zellikle adenin
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tlirevidirler. Cegitli bitkilerde doJal olarak sentezlenen ve
fizyolojik olarak aktif sitokininlere O6rnek olarak zeatin,
dihidrozeatin ve izopentenil adenin ve dimetilaliladenin
verilebilir ( Salisbury ve Ross 1992 ). Zeatin ( Sekil 1.12),
dogal sitokininler ig¢inde en aktif olanidir. Her sitokinin
nukleosid veya serbest formda bulunmaktadir ki burada bir
riboz grubu 9 pozisyonunda bir (N) grubuna baglanir

( Salisbury ve Ross 1992 ). Kimyasal ve biyolojik olarak
200’den fazla doJal ve sentetik sitokininler oldugu Matsubara
( 1990) tarafindan bildirilmektedir.

/CFQOPl

H}QCH//C\%
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Sekil 1.12. Zeatin ( Palavan-Unsal 1993 )

Sitokininlerin karekteristik maksimum absorbsiyon dalga
boylari 267 ile 270 nm arasindadir ( Nandi vd. 1989). Calis-
mamizda kullanilan zeatinin kapali formtild C,, H,; N; O ve
molekil adirligi 219.2 olup, maksimum absorbsiyon dalga boyu
269 nm olarak saptanmigtir ( $ekil 1.13 ).

1.4.2. Sitokininlerin biyosentezi ve inaktivasyonu

Sitokininler bitki dokusunda iki yoldan sentezlenirler;

1. Adenin, adenin ribosid veya adenin ribotidin 6 numarali
karbon atomu izerine karekteristik yan zincirlerinin baglan-
mas1i ile meydana gelmektedir. Sitokininlerin yan zincirleri
5 C atomu icerir, bu durum da sitokininlerin izopirenoid
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biyosentezinden meydana geldigini ortaya koymaktadir.
2. Sitokinin gruplari igeren belirli t-RNA tlrlerinin
hidrolizi ile meydana gelmektedir.
Vinca rosea klltlrlerinde yapilan deneyler sitokinin

biyosentezinin esas olarak nukleotid dizeyinde meydana
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Sekil 1.13. Standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin

egdeferinin maksimum absorbsiyon spektrumlari
geldigini gbstermigtir. DoJal olarak meydana gelen bazi
sitokininlerin bir sitokininin dierine dénlsimi ile olusg-
( Palavan-Unsal 1993 ). Bitki-
lerdeki doJal sitokininlerin béyle metabolik olarak igsel

tugu da rapor edilmektedir

déntstumleri Sekil 1.14‘de gdsterilmektedir.
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A?'-izopentenil pirofosfat=—Mevalonik asit
t-RNA Zeatin ribotid

Alternatif—sDimetilaliladenin ——7Zeatin ribozid Dihidrozeatin ribotid

yol ribo< / l \ I

Adenozin Zeatin Dihidrozeatin ribozid

Dimetillaliladenin Adenin  Zeatin glukozid Dihidrozeatin

S$ekil 1.14. Bitkilerde dogdal olarak meydana gelen
sitokininlerin birbirine déniglimleri ( Palavan-
Unsal 1993 ).

Sitokininler bitkilerde hem glukoz ve alanin ile birle-
serek ve hem de bozunma yolu ile inaktive olmaktadir. Bitki-
lerde sitokininlerin bozunmasi enzimatik olarak meydana
gelmektedir. Enzimler sitokininlerin yan zincirindeki ¢ift
bagil okside ederek adenini meydana getirirler. Bu enzime
"sitokinin okside eden enzim=sitokinin oksidaz" denir
( Palavan-Unsal 1993 ).

1.4.3. Sitokininlerin fizyolojik etkileri

1. HOcre bdélinmesi lzerine etkisi:
Sitokinin mitoz béllinme ig¢in gerekli proteinlerin aktivasyonu
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veya sentezini etkileyerek mitoz bdliunme ve sitokinezde rol
oynamaktadir ( Young ve Letham 1969 ).

2. Hlicre geniglemesi lzerine etkisi:
Sitokininler gerek tek basina kullanildidi zaman gerekse IAA
ile birlikte kullanildiginda hlcrenin blylik 6lg¢lide genigleme-
sini saglar ( Salisbury ve Ross 1992 ).

3. Morfogenez lzerine etkisi:
Sitokininler uygun konsantrasyonda morfogenez olayinda gdvde
tegsekklilline ( Inoue vd. 1979) ve vaskller doku farklilasmasi-
na ( Aloni 1993 ) sebep olmaktadir. Ayrica, kotiledonlarda
depolanan sitokininlerin radikula bliylmesine sebep oldudu
bildirilmektedir ( Hutton vd. 1982).

4. Tomurcuk dormansisi ( dinlenme ) Uzerine etkisi:
Dormansinin kirilmasi ile apikal tomurcuklarda serbest-
sitokinin seviyelerindeki artisin ayni zamana rastladigi
rapor edilmektedir ( Staden ve Dimalla 1978 ).

5. Qigeklenme lGzerine etkisi:
Sitokininler bazi bitkilerde g¢igeklenmeyi tegvik etmekte
( Palavan-Unsal 1993, Applewhite vd. 1994 ) ve disi g¢igek
olusumunu arttirmaktadir ( Khryanin 1987, Louis vd. 1990 ).

6. Apikal dominans ( tepe hakimiyeti ) Uzerine etkisi:
Oksinler tarafindan meydana getirilen lateral tomurcuklarin
gelisiminin inhibisyonu sitokininler tarafindan ortadan
kaldirilmaktadir ( Staden ve Dimalla 1978 ).

7. Senesens ( yaslanma ) lzerine etkisi:
Yaglanma, yapraklardaki sararma ile kendini gdsterir. Butin
doal ve sentetik sitokininlerin antisenesens aktivitesi
gbsterdigi saptanmigtir ( Dumbroff ve Walker 1979 ).
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8. Kloroplast geligimi ve klorofil sentezi fizerine etkisi:
Etiyole yaprak ve kotiledonlar i1gifa maruz birakilmadan énce
sitokininle muamele edildiginde, tipki igiktaki gibi kloro-
plastlarda 6zellikle grana olusumunun artmasiyla etiyoplast-
larin geligtigi ve klorofil olugum oraninin arttiga bildiril-
mektedir ( Léw ve Tsuji 1982: Salisbury ve Ross’dan 1992 ).

9. Nikleik asit, protein ve enzim sentezi lGzerine etkisi:
Sitokininler, translasyonal ve post-transkripsiyonal seviye-
lerde direkt etkili olarak RNA, enzim ve protein sentezini
kontrol etmektedir ( MaaB and Klambt 1977, Szweykowska 1987) .

10. Tuber olugumu Uzerine etkisi:
Staden ve Brown ( 1979 ), patates bitkisinde yeni tuberlerin
olusmasinin ana tuberde sitokinin seviyesinin artmasina bagla
oldugunu belirtmiglerdir.

Caligmamizda kullandiimiz Phanerochaete chrysosporium
ME446 fungusu Basidiomycetes sinifina aittir. Bu grup fun-
guslarda talluslar, flamentli hif olan vejetatif yapilardair.
Hif klitlesi igin miselyum terimi kullanilmaktadir. Tallusla-
rin farklilagmasiyla fungal lUreme yapilari meydana gelmekte-
dir. Funguslar mayoz bdélinme ile sporlari olugturarak seksliel
olarak veya mayoz bdélinmenin olmadidi durumda asekslel olarak
Ureyebilmektedir. Yerylzinde insanlia fayda ve zararlari
olan c¢ok sayidaki fungus tlirleri gesitli kimyasal maddeleri
sentezleyebilmekte ve bu yetenekleri uzun yillardan beri
arastiricilara konu olmaktadir. Bu maddelerin birg¢odu hiicre
replikasyonu ve buylmesi ig¢in gerekli materyallerdir. Bdyle
bilesikler primer metabolitler olarak adlandirilmaktadir.
Sitrik asit ve etanol birka¢ 6zel fungus tarafindan tGretilen
primer metabolitlerdir. Sekonder metabolizma, primer metabo-
lizmaya zit olarak fungus blylmesi i¢in esas olmayan metabo-
litlerin lretildigi, blUylmenin olmadigi, durdugu fazdir
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( Bentley ve Bennett 1988 ). Antibiyotikler, toksinler, anti-
kanser ila¢ ham maddeleri, boyalar, blylume reglilatdrleri,
halusinojenler, immunosupresantlar gibi ilag¢lar, endlstri ve
tarim agisindan éneme sahip en iyi bilinen sekonder metabo-
litlerdir (Berry 1988 ).

Yiksek bitkilerden bagka funguslarin da bitki blytme
maddelerinden oksin (IAA), gibberellin, absisik asit (ABA) ve
sitokinin sentezlediklerine iligkin kanitlar bulunmaktadir.

IAA’nin 6rnedin, Fusarium oxysporum f£. cubense ( Mace

1965 ), Aspergillus terreus ( Scott wvd. 1974 ), Funaria
hygrometrica ( Bopp ve Bhatla 1987 ) ve Dipodascopsis
uninucleata ( Elwy 1989 ) tarafindan bir metabolit olarak

sentezlendigi saptanmigtir. Rhizopus ve Absidia ramosa fun-
guslarinin agar ortamlarinda yulaf koleoptillerinin biylume-
sini uyaran aktif bir maddenin ( oksin ) varlidi da rapor
edilmektedir ( Scott wvd. 1974 ). Hem patojen ve hem de
patojen olmayan funguslar tarafindan oksin lretiminin oldugu
da bildirilmektedir ( Allen 1954, Gruen 1959 ). Ayrica,
gesitli Aspergillus tlrleri wve bitki yapraklari (zerinde
parazit yasayan funguslar tarafindan oksin lUretimi de rapor

edilmektedir ( Gruen 1959, Buckley 1971 ). IAA‘nin
Pseudomonas solanacearum ( Sequeira wve Williams 1964 ),
Agrobacterium rhizogenes ( Epstein vd. 1991 ), Azotobacter
vinelandii ATCC 12837 ( Gonzalez-Lopez wvd. 1986 ),

Streptomyces griseoviridis ( Tuomi vd. 1994 ) gibi patojen ve
patojen olmayan bakteriler tarafindan da sentezlendigine dair
kanitlar bulunmaktadir.

GA,’ Uin Gibberella fujikuroi (Fusarium moniliforme) ’‘den
( Harada ve Lang 1965, Cross ve Myers 1969, Hanson and Willis
1992, Rachiev wvd. 1993, Cihangir ve Aks®6z 1993 ) Dbaska,
Sphaceloma bidentis, S. monihoticola, S. menthae, S. perseae,
S. rhois ( Rademacher 1992 ), Agaricus bisporus ( Pegg 1973),
Aspergillus niger ( Cihangir ve Aksdéz 1993) funguslari ve
bir bakteri olan Azotobacter vinelandii ATCC 12837 (Gonzalez-
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Lopez vd. 1986) tarafindan Gretildigi rapor edilmektedir.
ABA’nin, Cercospora ;osicola ({ Norman wvd. 1988 ),
Cercospora cruenta ( Horgan vd. 1983, Bennet vd. 1984, Oritan
ve Yamashita 1985 ), Ceratocystis coerulescens ( Kettner ve
Doérffling 1987 ), Botrytis cinerea ( Assante vd. 1977, Marumo
vd. 1982 ) ve Penicillum italicum- ( Rudcini vd. 1969;
Dérfling 1972 ), Polyporus versicolar,bPleurotus ostreatus
( Yegilada vd. 1990 ) funguslari tarafindan sentezlendigi
saptanmistir. Ayrica, Fusarium ve Rhizoctonia tilirlerinin kiil-
tlirlerinde ( DO6rffling vd. 1984 ) ve Pleurotus florida ve
Phanerochaete chrysosporium ME 446'da ( ﬁnyayar vd. 1990,
Unyayar ve Bozcuk 1992 ) ABA’nin varlidi rapor edilmektedir.
Sitokininlerin Taphrina cerasi ve T. deformans
( Johnston wve Trione 1974 ), Fusarium moniliforme ve F.
culmonum ( Staden ve Nicholson 1989 ) funguslari ve Azoto-
bacter vinelandii 12837'nin gesitli suglari ( Gonzalez-Lopez
vd. 1986 ) tarafindan Gretildi&i bildirilmektedir.
Literatir bilgilerimize gbre, dinyada funguslarda IAA,
GA, , ABA ve zeatin biyosentezi ve eldesine iligkin galigmalar
yvaygin oldugdu halde, simdiye dek bu tir konular Utlkemizde
yeterince ele alinmamigtir. Ulkemizde de IAA-, GA,- , ABA- ve
zeatin-fungus arasindaki iligkilerin dedisik ydnlerden ele
alinmaya ve ¢alisilmaya baglanmasi 6zellikle tarimsal ekono-
miye getirecedi katki bakimindan yararli olacaktir. Qlnkd,
fungus Uretiminde endiistriyel atik ve artiklarin deferlendi-
rilmesi de g6zdénlne alinirsa, funguslardan IAA, GA, , ABA ve
zeatin eldesinin bitkilerden IAA, GA, , ABA ve zeatin eldesine
gbre daha ekonomik olacadi ag¢iktar. Ayrica, bazi tlrlerin
tohumlari harig, ylksek bitkilerin pek ¢ok kisminda gibberel-
lin dGzeyinin Fusarium’un kiltlr ortamindaki gibberellin
dizeyine gdre gok daha dislk oldudu da bildirilmektedir
( Harada ve Lang 1965 ). Bunun yaninda, funguslar tarafindan
sekonder bir metabolit olarak UGretilen ABA ( Norman vd. 1983)
miktarlarinin bitkilerdeki ortalama ABA miktarlarina gdre ¢ok
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daha ytksek deferlerde oldudju da Assante vd. ( 1977 ) tara-
findan belirtilmektedir.

Bitki blUyltme maddelerinin funguslar tarafindan lretimi,
funguslarin ekosistem iginde blyUme reglilasyonunda bir rol
oynayabilecedini de akla getirmektedir. Tuim bunlar dikkate
allndlglnda,'ﬁlke ekonomisine katkida bulunmak lUzere gegitli
tarimsal alanlarda kullanilabilirlik o6zelliklerinden dolayi
bitki blylme maddelerinden IAA, GA, , ABA ve zeatin’in fungus-
lar tarafindan Gretimi konusunda fungus g¢esitliliginin artti-
rilmasi c¢alismalarinin yapilmasi geredine inaniyoruz.

Iste bu nedenlerle de, literatiir bilgilerimize gére IAA,
GA, ve zeatin Uretimi konusunda dinyada heniiz ¢aligilmamig
olan, biopulp lretimi ic¢in énerilen ( Unyayar ve Kolankaya
1990 ) ve tek hiicre protein kaynagi olarak kullanilabilirlik
6zelligi olan Phanerochaete chrysosporium ME446 fungusunda
primer ya da sekonder bir metabolit olarak IAA, GA, ve
zeatin’in sentezi, izolasyonu ve biyolojik aktivitelerinin
saptanmasi amaciyla bu ¢alisma yapilmigtair. Ayrica,
Phanerochaete chrysosporium ME446 fungusunda sekonder bir
metabolit olarak ABA’nin varligi ylksek lisans tezimde ortaya
konmasina radmen, 4 farkli blUylme maddesinin ortak bir yoén-
temle ayni anda varliginin saptanmasi, ylksek lisans tezimden
farkli olarak de&igik inklbasyon slrelerinde numunelerin
alinmasi ve farkli konsantrasyonlarda fungal wve sentetik
ABA‘nin biyolojik aktivitelerinin tayininin yapilmasa nede-
niyle, doktora tez calismamin kapsamina dahil edilmigtir. Bu
¢alismada, IAA’'nin maksimum absorbsiyon gésterdigi farkli iki
dalga boyundan hangisinde daha ylksek dederlere sahip oldugdu-
nun ag¢ikliga kavugturulmasi da amaglanmistir. Ayrica, IAA,GA,,
ABA ve zeatin’in bir metabolit olarak primer ya da sekonder
olup olmadiklarinin belirlenmesinde kiltir periyoduna bagli
olarak kuru misel agirlidindaki deJisimin saptanmasi da amag-
lanmisgtair.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Fungus ve Uretim Teknidi

Caligmamizda Basidiomycetes élnlflna giren beyaz-
¢lrikglil funguslardan Phanerochaete éhrysosporium, ME446
kullanilmigstir. Bu fungus Inénii Universitesi, Fen-Edebiyat
Faklltesi, Biyoloji Bolumi, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarindan sadlanmigtir.

Adi gegen fungusun iiretimi Unyayar ve Bozcuk’a (1992)
gbre yapilmigtir. Uretimde stok bazal mineral ( SBM ) olarak
tanimlanan besiyeri kullanilmis olup, bu besiyerinin igerigi

Tablo 2.1’de verilmigtir.

Tablo 2.1. Stok Bazal Mineral ( SBM ) Besiyerinin

Igerigi
kullanilan madde g/L
KH, PO, 0.2
CaCl, .2H, O 0.1
MgSO, .7H, O 0.05
NH, H, PO, 0.5
Glukoz 10.0

Besiyerinin pH’s1 4.5’e ayarlanarak, sterilizasyon igin
erlenmayerlere 100’er mL konulmug ve 120°C, 15 atm. basingta
otoklavda steril edilmigtir. Hazirlanan besiyerlerine fungus
ekimi 100 mL besiyerine 1.0 mL spor veya 1.0 mL miselyum
suspansiyonu olacak sekilde gercgeklestirilmistir. Organizma-
nin udretiminde batik-kGltlr UGretim teknidi kullanilmigtir.
Phanerochaete chrysosporium ME446 40°C’de c¢alkalamali olarak
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42 gin inkibasyona birakilmigtir.

2.2. IAA, GA, , ABA ve Zeatin Ekstraktsiyonu,
Saflastirilmasi ve Analiz Islemleri

IAA, GA, , ABA ve zeatin ekstraktsiyonu, saflastirilmasi
ve analizi ig¢in inklibasyon sliresinin 0 kl. saat), 1., 3., 6.,
9., 12., 15., 18., 21., 28., 35. ve 42. glnlerinde slzme
iglemi ile 100’er mL hilicre disi klltlr filtrati ( numune )
alinmistir. Inkibasyon siireleri fungusun primer ve sekonder
metabolizma fazlari kapsamindadir. Ayrica, belirtilen inki-
basyon sirelerinde stizme islemi ile ayrilan miseller de IAA,
GA,; , ABA ve zeatin ekstraktsiyonu, saflagtirilmasi ve analizi
igin numune olarak alinmigtair. Deneyler 3’er tekrarli olarak
yvapilmigstair.

IAA, GA, , ABA ve zeatin ekstraktsiyonu, saflagtirilmasi
ve analiz islemleri sirasiyla Prakash ve Prathapasenan
( 1990 ), Zieslin ve Geller (1983), Ames vd. (1979),
Topcuodlu (1987) ve Staden ve Nicholson’ain ( 1989 ) c¢alisma-
larindan yararlanilarak bazi defigikliklerle hazirlanan $ekil
2.1’deki ekstraktsiyon semasina gdre yapilmistir. Phanero-
chaete chrysosporium ME446’ nin hlcre disi ktltlir filtratla-
rindaki ve misellerindeki IAA, GA,, ABA ve zeatin ekstrakt-
siyonu ve saflagtirilmasinda kullanilan bu ydéntem sirasiyla
asagida oldudu gibi uygulanmigtir.

a. Hicre disi klUltlr filtratindan Milipor filtre kagidi
ile slGzllerek alinan her bir kiltlr ortami ( 100 mL ) 150
mL’1lik kapakli,kahverenkli giselere konularak etiketlenmig-
tir. Her bir numune gisesinin i¢ine antioksidant olarak 1 mg
/ 100 mL BHT (blitillenmis hidroksi toluen) ( Elkinawy 1984)
konulmustur. Bbylece, saflastirma iglemine hazir kombine
ekstraktlar ( 100 mL ) elde edilmigtir. Daha sonra, bu sige-
ler -80°C’de derin dondurucuda bir hafta slreyle



Mise! Numuneleri Icin

Kombine Ekstrakt (100 ml.) 31
{ Metanol : Kloroform ; 2N Amonyum hidroksit 12:5:3 viviv )
22.4 Dist.su
lave edilir
Evaporasyon
Hiicre dis1 kiiltlir
Kloroform Su faz filtratlan icin
(atilen 7N HCL veya 7N Kombine Ekstrakt
2.5°¢ ayarlanr. 3 Serbest-IAA, Serbest-GA; 7N’N30H ile pH
kere 15 ml etil Serbesi-ABA 2.5’ ayarlanir. 3
asetat ile ekstre kere 15 m! etil ase~
edilir. v v tat ile ekstre edilir.
Su faz + Su faz1
7N NaCHveya TN 7N NaCHveya 7N
HCL .ile pH 7ye HCl ilepH 7ye
ayarlamr, 3 kere ——> Etil asetat €¢——— ayarlanir, 3 kere
15 ml etil asetat ile Serbest-Zeatin 15 ml etil asetat ile
ekstre edilir, )  Evaporasyon ekstre edilir.
b’ Ince tabaka kromatografisi ¥
Su fazt ¢ Metanol ilesizme  Su faz
UV-VIS Spektroskopi
7N NaOH veya 7N NaOH veya
7N HCL ile pH 7N HCLile pH
11° e ayarlanir. 11’e ayarlanir.
Sicak su banyosu Sicak su banyosu
(70°C’de 1 saat) (70°C’de 1 saat)
7N HCL veya TN 7N HCL veya 7N
NaOH ile pH 7’ye NaOH ile pH 7’ye
ayarlamr. 3 kere ————> FEtilasetat €———— | ayarlany. 3 kere
15 mil etil asetat ile Bagh-Zeatin 15 ml etil asetat ile
ekstre edilir. v Vv ekstre edilir.
Su faz + Su fan
7N HCl veya TN . TN HClveya 7N NaOH ile
NaOHilepH 2.5°¢ | ~————5 FEtilasstat €—— | pH 2.5 ayarlanir. 3 kere
ayarlamir. 3 kere 15 Bagli-IAA, Bagh-GA, 15 ml etil asetat ile ekst-
mletil asetatile | Bagli-ABA v reedilir.
ckstre edilir. Su faz Su fazt
(atilir) (atihr)
Evaporasyon
Ince tabaka kromatografisi
l Metanol ile siizme
UV-VIS Spektroskopi
Sekil 2.1. Bitki bliytime maddelerinden IAA . GA; , ABA ve

zeatin igin ekstraktsiyon semas:
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saklanmigtir ( Weiler wvd. 1981).

a.I. Kombine ekstrakt sulu kiltlr ortamlarinin pH’si 7 N
HCl veya 7 N NaOH kullanilarak 2.5'e ayarlanmigtir.

a.II. 100 mL’lik cam ekstraktsiyon balonlari hazirlanmig-
tir. Bunun i¢in, ekstraktsiyon balonlari etil asetat ile g¢al-
kalanarak temizlenmig ve adizlari agik kalacak gekilde dis
tarafi aluminyum folyo ile kaplanmigtir. Dik durabilmesi ig¢in
de uygun plastik kaplara yerlestirilmigtir.

a.IIT. pH’s1 2.5’e ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunile-
rine alinan her bir sulu klltlir ortaminin tzerine 15 mL etil
asetat konulmustur. Bu ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4
kez galkalanarak, etil asetat ve su fazlarinin homojen bir
sekilde birbirine karigtirilmasi ve bdylelikle su fazindaki
IAA, GA, ve ABA'‘nin etil asetat fazina geg¢gmesi saglanmigtir.
Daha sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazlari bir-
birinden net olarak ayrilmistir. Ayirma hunisindeki musluk
yardimiyla, altta kalan su fazi bir behere, Ustteki etil
asetat fazi ise daha 6nceden hazirlanan ekstraktsiyon balonu-

na alinmistir.

a.IV. Behere alinan ve pH’si 2.5'e ayarlanmig su fazi
tekrar ayirma hunisine alinmis ve Uzerine 15 mL etil asetat
konulmugtur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-4 kez
g¢alkalanarak etil asetat ve su fazinin homojen bir sekilde
birbirine karigtirilmasi ve bdylelikle su fazindaki IAA, GA,
ve ABA’nin etil asetat fazina ge¢mesi saglanmigtir.Daha son-
ra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net
olarak ayrilmigstair. Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla,
altta kalan su fazi bir behere, Ustteki etil asetat fazi ise
ayni ekstraktsiyon balonuna alinmisgtir.
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a.vV. a.IV tekrarlanmigtir. Bdylece, 3 kez ekstraktsiyon
sonucu ekstraktsiyon balonuna alinan bu etil asetat fazlarai
igindeki IAA, GA , ve ABA, serbest-IAA, -GA, ve -ABA’dir.

a. VI. Serbest-zeatin ekstraktsiyonu igin, beherde kalan
su fazinin pH’s1 7 N NaOH veya 7 N HC1l kullanilarak, 7’'ye
ayarlanmigtir.

a. VII. pH’s1 7’ye ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunisine
alinmig su fazinin Uzerine 15 mL etil asetat konulmusgtur.
Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez c¢alkalanarak, etil
asetat ve su fazlarinin homojen bir sekilde birbirine karig-
tirilmasi ve bdylelikle su fazindaki zeatinin etil asetat
fazina gegmesi saglanmigtir. Daha sonra, dinlenme sirasinda
etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmisgtar.
Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla altta kalan su fazi bir
behere, listteki etil asetat fazi ise serbest-IAA, -GA, ve ABA

igeren ayni ekstraktsiyon balonuna alinmistir.

a. VIII. Behere alinan ve pH’s1i 7’ye ayarlanmig su fazi
tekrar ayirma hunisine alinmig ve Uzerine 15 mL etil asetat
konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez galkala-
narak, etil asetat ve su fazinin homojen bir gekilde birbi-
rine karaigtirilmasi ve bdylelikle su fazindaki zeatin’in etil
asetat fazina gec¢mesi sadlanmigtir. Daha sonra, dinlenme
sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak
ayrilmigtir. Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla altta kalan
su fazi bir behere, lUstteki etil asetat fazi ise serbest-IAA,
-GA,, -ABA ve -zeatin igeren ayni ekstraktsiyon balonuna alin-

nmistir.

a.IX. a.VIII tekrarlanmistir. Bdylece 3 kez ekstraktsiyon
sonucu ekstraktsiyon balonuna alinan bu etil asetat fazlari
icindeki zeatin, serbest-zeatin’dir. Daha sonra, bu sekildeki
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ekstraktsiyon balonlarinin agizlari aliminyum folyo ile siki-
ca kapatildiktan sonra -80°C’de derin dondurucuda evaporasyon
igslemine kadar saklanmigtir.

a. X. Beherlerde kalan su fazlarinin pH’si 7 N NaOH veya
7 N HCl kullanilarak 11l’e ayarlanmigtir.

a. XI. Beherlerin agizlari fazla siki olmamak Uzere
altminyum folyo ile kapatilarak 1 saat, 70°C’de su banyo-
sunda bairakilmigtir. Ancak, beherler bu slre i¢inde her 10
dakikada bir c¢alkalanmigtir.

a. XII. Bir saat sonra beherler sicak su banyosundan gika-
rilmig ve ig¢lerindeki su fazlarinin pH’si 7 N HCl veya 7 N
NaOH kullanilarak 7’ye ayarlanmigtir.

a. XIII. pH’s1 7'ye ayarlanan ve 250 mL’‘’lik ayirma huni-
sine alinmig su fazinin Uzerine 15 mL etil asetat konulmug-
tur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez galkalanarak, etil
asetat ve su fazinin homojen bir gekilde birbirine karisti-
rilmasi ve boOylelikle su fazindaki zeatin’in etil asetat
fazina geg¢gmesi sadlanmigtir. Daha sonra, dinlenme sirasinda
etil asetat wve su fazi birbirinden net olarak ayrilmigtair.
Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla altta kalan su fazi bir
behere, Ustteki etil asetat fazi ise daha o6nce hazirlanan
ekstraktsiyon balonuna alinmistir.

a. XIV. Behere alinan ve pH’si 7’ye ayarlanmig su fazi
tekrar ayirma hunisine alinmig ve Uzerine 15 mL etil asetat
konulmugstur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-4 kez
galkalanarak, etil asetat ve su fazinin homojen bir gekilde
birbirine karigtirilmasi ve bdylelikle su fazindaki zeatin’in
etil asetat fazina ge¢mesi saglanmistir. Daha sonra, dinlenme
sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak
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ayrilmigtir. Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla altta kalan
su fazi bir behere, Ustteki etil asetat fazi ise ayni
ekstraktsiyon balonuna alinmaigtair.

a.XV. a.XIV tekrarlanmigtir. Bdylece, 3 kez ekstraktsiyon
sonucu ekstraktsiyon balonuna alinan bu etil asetat fazlara
igindeki zeatin, bagli-zeatin’dir.

a. XVI. Bagli-IAA, -GA, ve -ABA ekstraktsiyonu igin, beher-
de kalan su fazinin pH’si 7 N HC1 veya 7 N NaOH kullanilarak,

2.5’e ayarlanmigtir.

a. XVII. pH’s1 2.5’e ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma
hunisine alinan su fazinin lzerine 15 mL etil asetat konul-
mustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak,
etil asetat ve su fazlarinin homojen bir gekilde birbirine
karistirilmasi ve bdylelikle su fazindaki IAA, GA, ve ABA’nin
etil asetat fazina gecmesi saglanmigtir. Daha sonra, dinlenme
sirasinda etil asetat ve su fazlari birbirinden net olarak
ayrilmigtir. Ayirma hunisindeki musluk yardimiyla altta kalan
su fazi bir behere, lGstteki etil asetat fazi ise badli-zeatin

igeren ayni ekstraktsiyon balonuna alinmigtir.

a.XVIII. Behere alinan ve pH’s1i 2.5’e ayarlanmig su fazi
tekrar ayirma hunisine alinmis ve lzerine 15 mL etil asetat
konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-4 kez
calkalanarak, etil asetat ve su fazlarinin homojen bir gekil-
de birbirine karistirilmasi ve bdylelikle su fazindaki IAA,
GA, ve ABA’'nain etil asetat fazina ge¢mesi saflanmigtar. Daha
sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazlari birbirin-
den net olarak ayrilmigtir. Ayirma hunisindeki musluk yardi-
miyla altta kalan su fazi bir behere, Ustteki etil asetat
fazl ise ayni ekstraktsiyon balonuna alinmigtair.
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a.XIX. a.XVIII tekrarlanmigtir. Bdylece, 3 kez ekstrakt-
siyon sonucu ekstraktsiyon balonuna alinan bu etil asetat
fazlari ig¢indeki IAA, GA, ve ABA, bagli-IAA, -GA, ve -ABA’‘dir.

a. XX. Beherlerde kalan su fazlari atilmigtir.

b. Filtre kaJitlarinda kalan miseller , ig¢lerinde 100 mL
ekstraktsiyon solventi ( Metanol: Kloroform: 2N Amonyum
hidroksit 12:5:3 v/v/v ) bulunan 200 mL’lik beherlere akta-
rilmis ve homojenizatdr ( Kinematic Polytron Homogeniser )
vasitasiyla c¢ok diugsik devirde homojenize edilmistir. Her
homojenat 150 mL’lik kapakli, kahverenkli gsigselere konularak
etiketlenmigtir. Her bir numune gisesinin i¢ine anti-oksidant
olarak 1 mg / 100 mL BHT konulmustur. Bdylece, saflastirma
igslemine hazir kombine ekstraktlar ( 100 mL ) elde edilmig-
tir. Daha sonra bu giseler -80°C’de derin dondurucuda bir

hafta stGreyle saklanmigtar.

b. I. Her bir kombine ekstrakt, 250 mL‘lik ayirma huni-
lerine alinmig ve Uzerine 22.4 mL distile su konulmusgtur. Bu
ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4 kez g¢alkalanarak
kloroform ve sulu metanol fazlarinin homojen bir sgekilde
birbirine karigtirilmasi ve bdylelikle bitki bliyGme maddeleri
hari¢ sulu metanol fazindaki organik maddelerin kloroform
fazina gegmesi sadlanmistir. Daha sonra, dinlenme sirasinda
kloroform ve sulu metanol fazlar:i birbirinden net olarak
ayrilmistir. Ayirma hunilerindeki musluklar yardimiyla altta
kalan kloroform fazi atilmigtir.

b. II. Ayirma hunilerinde kalan sulu metanol fazi
ekstraktsiyon balonlarina alinarak su fazi kalana kadar
rota-evaporatdr ( IKA marka ) aleti ile 45°C’de su banyosu

i¢inde evapore edilmisgtir.
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b. III. Ekstraktsiyon balonlarinda kalan su fazinin pH’s1
7 N HCl1l veya 7 N NaOH kullanilarak, 2.5’e ayarlanmigtir.

b. IV. Madde 2.2.a.II-XX ’‘deki islemler tekrarlanmigtir.
2.3. Evaporasyon Iglemleri

Ekstraktsiyon balonlarinda bulunan hem sulu kiltdir
ortami { hlicre digi kiltlir filtrati ) hem de misellerdeki
serbest-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin ve bagli-IAA, -Ga, ,
-ABA ve -zeatin ic¢eren kombine etil asetat fazlari rota-
evaporatdr aleti ile 45°C’de su banyosu ig¢inde tamamen
kuruyuncaya kadar evapore edilmigtir. Evaporasyon islemi
sonunda numunelerin ince tabaka kromatografisi iglemleri

vapilmigtir.
2.4. Ince Tabaka Kromatografisi islemleri

1. Ince tabaka kromatografisi cam plakalari ( 20x20 cm
ebatlarinda ) inorganik bir floresans bilegik igeren
silikajel GF,;, ( SIGMA ) ile 0.25 mm kalinlidinda kaplan-
migstir. Daha sonra, bu cam plakalar etiGvde 100°C’de 1 saat

kurutulmugtur.

2. Cam plakalar, kenarlarindan 2 mm kazinarak IAA, GA,, ABA
ve zeatin karigsimi ekstraktin bant halinde ve 10? M standart
sentetik-IAA ( Sigma I-2886 ), -GA, ( Sigma G-7645 ), -ABA
( Sigma A-1049 ) ve -zeatin’in ( Sigma Z-0164 ) nokta halinde
uygulanabilecedi sekilde iki boélime ayrilmistir.

3. Ekstraktsiyon balonlarinda bulunan IAA, GA; , ABA ve
zeatin karigimi ekstraktlar, her defasinda 0.5 mL metanol ile
¢cbzlilerek, iki defa ¢ok ince uglu pastdr pipeti yardimi ile
etiketlerine gbére cam plakalar Uzerine bant olusturularak
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tatbik edilmigtir. Ayrica, her cam plaka lizerine nokta halin-
de 10" M standart sentetik-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin Ust-
iste gelecek gekilde sirasiyla ikiger damla uygulanmistir.

4. Bu cam plakalar, igerisinde isopropanol: amonyak:
distile su ( 10:1:1 v/v/v ) ( Tillberg 1974, Martinez-Toledo
vd. 1988 ) karigaimi solvent bulunan ince tabaka kromatografi-
si tanki igine yerlegtirilmigtir. Cam plakalar, solvent sis-
temi tatbik noktasindan itibaren 11 cm ylikselene kadar tankin
i¢inde bekletilmistir. Solvent sisteminin ylkselmesi tamam-
landiginda cam plakalar tanktan ¢ikartilmis ve daha sonra bir
vantilatdér karsisinda kurutulmustur.

2.5. IAA, GA, , ABA ve Zeatin Bélgelerinin Ultraviyole
( UV ) Isiginda Belirlenmesi

IAA, GA, , ABA ve zeatin bélgelerinin belirlenebilmesi
i¢in plakalar karanlik odada 254 nm dalga boyundaki UV igi-
ginda incelenmigtir. Plaka lizerinde mavi floresans renk veren
ekstrakte ait IAA bdlgesi ile standart sentetik IAA bdlgesi,
mor floresans renk veren ekstrakte ait ABA bdlgesi ile
standart sentetik ABA bdlgesi ve mavi-mor floresans renk
veren ekstrakte ait zeatin bdlgesi ile standart sentetik
zeatin bdlgesi kiyaslandi ve her iki IAA, ABA ve zeatin bol-
gelerinin ayni Rf deJerini verdidi gézlendi ( Koshimizu vd.
1967, Percival 1976, Topcuoglu 1987 ). Numunelerdeki GA,
bdlgelerinin UV 1si1dinda belirlenebilmesi ig¢in plaka tGzerinde
standart sentetik-GA,’tGn tatbik edildigi bdélume %5 konsantre
H, SO, igeren etanol ¢dzeltisi ( Martinez-Toledo 1988 )
pusklrtiilerek standart sentetik GA, bdélgesi gbrintr hale
getirildi. Mavi-yegil floresans renk veren standart sentetik
GA, bolgesi tayin edilerek, elde edilen Rf deJerine goére
ekstrakte ait GA, bdlgesi saptanmigtir.
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2.6. IAA, GA, , ABA ve Zeatin Bélgelerinin Kazinmasi ve
Silikajelden Cdzlnmesi Islemleri

UV 1isaiginda belirlenen IAA, GA, , ABA ve zeatin bdlge-
leri standart sentetik-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin bblgele-
rinin altindan ve Ustlnden geg¢en birer ¢izgi ile igaretlen-
migtir. Cam plakalar lzerindeki isaretli IAA, GA, , ABA ve
zeatin bdlgelerini igeren silikajel uygun bir kaziyici yar-
dimiyla kazinarak herbiri ayri ayri temiz bir kagit lzerine
alinmigtir. Kagit lGzerine alinan silikajel, boJaz kisimlarina
cam pamudu yerlegtirilmig pastdr pipetlerine bogaltilmigtir.
Pastdr pipetlerindeki silikajelden 2 mL metanol gegirilerek
IAA, GA, , ABA ve zeatin 10 mL’lik etiketli cam tlplere alin-
migstir. Cam tUpler ig¢indeki metanol bir vantilatdr kargisinda
ucgurularak, serbest- ve bagli-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin saf
olarak elde edilmistir. I¢inde kuru ve saf halde IAA, GA, ,
ABA ve zeatin ekstrakti bulunan cam tUpler altminyum folyoya
sarilarak UV-VIS spektrofotometre aletinde okuyuncaya kadar
-80°C’de derin dondurucuda saklanmigtir.

2.7. IAA, GA, , ABA ve Zeatin Miktarlarinin
Spektrofotometre Teknidi ile Tayini

Fungus hlicre digi kGltGr filtratlarindan ve misellerden
IAA, GA, , ABA ve zeatin ekstraktsiyonu ve saflagtirilmasi
toplam 72 adet numunede yapilmigtir. Elde edilen IAA ekstrak-
t1 280 ve 222 nm dalga boylarinda ( Bandurski wve Schulze
1974, 1977, Sabater vd. 1983, Izumi vd. 1988 ), GA, ekstrakti
254 nm dalga boyunda ( Holbrook vd. 1961, Cihangir ve Aksdz
1993), ABA ekstrakti 263 nm dalga boyunda ( Zeevaart 1977,
Mert 1993) ve zeatin ekstrakti 269 nm dalga boyunda ( Vreman
ve Skoog 1972, Armstrong vd. 1976 ) UV-VIS spektrofotometre
( Phillips marka PU 8715 ) aletinde koére kargsi ( kbér =
metanol) okunmugtur. IAA, GA, , ABA ve zeatin ekstraktlarinin
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her biri 5’er mL metanolde ¢ézGlmistlir.IAA, GA, , ABA-ve
zeatin miktarlari her biri i¢in ayri ayri hazirlanan standart
egriden hesaplanmigtir ( YlOrekli vd. 1974 ) ( sirasiyla Sekil
2.2, 2.3, 2.4, 2.5 ve 2.6 ). Fungal-oksin, -gibberellin,

-absisik asit ve -sitokinin miktarlari, standart sentetik-
IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin’e esdeder olarak ifade edilmistir.

2.117| E
1.512 | £

1.008 | i

.504 | FE
g
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o N
0 17.52 35,02 52.52 70.08

IAA KONSANTRASYONU ( ug / mL )

Sekil 2.2. Spektrofotometre ile fungal ekstraktlarda
oksinin kantitatif tayininde esas alinan, 280
nm’deki sentetik IAA’nin standart egrisi
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Sekil 2.3. Spektrofotometre ile fungal ekstraktlarda
oksinin kantitatif tayininde esas alinan, 222

nm’deki sentetik IAA’nin standart erisi



ABSORBANS

42

.1625 | H
Eﬁ’f
‘-'.g-“i-‘
.1218! o
.'%‘t:
‘-;.‘ é
- 0812 I~ .‘__4-"-
o 4 g
=1
g

.0406 | g

. :

0

0 25 50 75 100

GA, KONSANTRASYONU ( ug / mL)

Sekil 2.4. Spektrofotometre ile fungal ekstraktlarda
gibberellinin kantitatif tayininde esas alinan,
254 nm’deki sentetik GA,’ Un standart egrisi
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Sekil 2.5. Spektrofotometre ile fungal ekstraktlarda

absisik asit’in kantitatif tayininde esas
alinan, 263 nm’deki sentetik ABA’nin standart

edrisi
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Sekil 2.6. Spektrofotometre ile fungal ekstraktlarda

sitokininin kantitatif tayininde esas alinan,
269 nm’deki sentetik zeatin’in standart
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2.8. Biyolojik Test I¢in Fungal Stok ve Standart Sentetik
Stok IAA, GA, , ABA ve Zeatin Cdzeltilerinin
Hazirlanmasi

2.8.a. Fungal stock IAA, GA, , ABA ve zeatin ¢bzeltilerinin
hazirlanmasi

Her numuneden IAA, GA, , ABA ve zeatin ekstraktsiyonu,
saflagtirilmasi ve miktar tayini sonucunda elde edilen
serbest- ve bagli-IAA ( Percival ve Bandurski 1976, Guinn ve
Brummett 1988, Kudoyarova vd. 1989 ), serbest- ve bagli-GA,
( Pegg 1973, Arigayo vd. 1984, Doumas vd. 1992 ), serbest- ve
bagli-ABA ( Powell ve Seeley 1974: Unyayar’dan 1990), serbest-
ve bagli-zeatin ( Mizrahi wvd. 1971, Sturtevant ve Taller
1989) deferlerinin toplami, toplam-IAA, -GA, , -ABA ve -zeatin
miktarlarini ifade etmektedir. 72 adet numune ig¢in toplam-IAA
dederlerinin toplami 3,14.10° M / 360 mL, toplam-GA, deJer-
lerinin toplami 1,907.10* M / 360 mL, toplam-ABA dederlerinin
toplami 5,08.10° M / 360 mL ve toplam-zeatin dederlerinin
toplami 7,66.10° M / mL olarak bulunmustur. Daha sonra, bu
stok ¢bzeltilerden biyolojik testte kullanilmak tzere, 1.5 mL
metanol + 8.5 mL 1/2 N Hoagland klltlr ¢dzeltisi igerecek
IAA igin; 10°%, 10°%, 107, 10®* M / 10 mL, GA, igin;10™%, 107,
10, 107 M / 10 mL, ABA igin; 10, 1077, 10®%, 10° M / 10 mL
ve zeatin igin; 107, 1077, 10% 10° M / 10 mL g¢bzeltiler
hazirlanmigtir.

2.8.b. Standart sentetik stok IAA, GA, , ABA ve zeatin
¢bzeltilerinin hazirlanmasi

Standart sentetik stok IAA, GA, , ABA ve zeatin ¢dézel-
tileri fungal stok IAA, GA, , ABA ve zeatin ¢dzeltilerinin
konsantrasyonlarina egde§er olarak hazirlanmigtir. Standart
sentetik stok IAA ¢bzeltilerini hazirlamak ig¢in, 1.752 mg IAA
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10 mL metanolde ¢bzllerek 103 M stok IAA ¢bzeltisi hazirlan-
mistir. Bu stok IAA ¢ézeltisinden 10°%, 10°%, 1077, 10°®* M / 10
mL: IAA ¢bzeltileri hazirlanmistir. Standart sentetik stok GA,
¢Ozeltilerini hazirlamak ig¢in, 3.464 mg GA, 10 mL metanolde
¢cOzllerek 1072 M stok GA, ¢bdzeltisi hazirlanmigtir. Bu stok GA,
¢Hzeltisinden 107, 10°%, 107%,107 M / 10 mL GA, ¢dzeltileri
hazirlanmistir. Standart sentetik stok ABA ¢bzeltilerini
hazirlamak ig¢in, 2.642 mg ABA 10 mL metanolde ¢bzlilerek 107
M stok ABA ¢bzeltisi hazirlanmigtir. Bu stok ABA ¢dzeltisin-
den 107, 1077, 10%, 10”° M / 10 mL ABA c¢b6zeltileri hazirlan-
mistir. Standart sentetik stok zeatin g¢dzeltileri hazirlamak
igin, 2.192 mg zeatin 10 mL metanolde ¢dzllerek 107° M stok
zeatin ¢bzeltisi hazirlanmistir. Bu stok zeatin ¢dzeltisinden
107, 1077, 107%, 10° M / 10 mL zeatin ¢dzeltileri hazirlanmis-
tir. Hazirlanmig olan ¢bzeltiler igerisinde 1.5 mL metanol ve
8.5 mL 1/2 N Hoagland kiltlr ¢dzeltisi bulunmaktadir.Hoagland
kiltir ¢bzeltisi Hoagland ve Arnon ( 1938 ) ve Bozcuk’a

( 1978 ) gbre ( Tablo 2.2 ) hazirlanmigtair.



Tablo 2.2. Normal Hoagland Kiltlr Codzeltisinin Bilegimi

Makro-elementler

Ca (NO,),.4H, O

KH, PO,
MgSO, . 7H, O

Mikro-elementler

Cs H, FeO, . 5H, O(Ferrik sitrat)
MnCl,. 4H, O

H, BO,

ZnCl,

CuCl, . 2H, O

g/L

0.821
0.506
0.136
0.120

mg/L

50.00
1.80
2.90
0.12
0.05

Firma adz1

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
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Not: 1/2 oraninda sulandirilmigs Hoagland kiltar c¢dzeltisi
hazirlamak ic¢in, Tablo 2.2’de belirtilen miktardaki makro ve

mikro-elementler 2 L distile suda eritilmistir.

Cozeltinin

pH’s1 5.7-5.8'e ayarlanmigstir. pH ayarlamasinda 0.05 M KOH

kullanilmistair.

2.9. Biyolojik Test

2.9.a. ABA ve IAA igin yulaf koleoptil blylUme testi

ABA wve IAA‘nin kalitatif (

nitel

olarak tayininde

kullanilan biyolojik test Nitsch ve Nitsch’in ( 1956 ) gelisg-
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tirdigi, Kaska ( 1970 ) ve Ozmen’in ( 1991 ) bazi deJisiklik-
ler yaparak uyguladigi " Yulaf Koleoptil Blylume Testi "
teknigine gére yapilmistir. Deneylerde Ankara Universitesi
Ziraat FaklUltesinden saglanan Ankara 76 PN:801 1990 urtnd
yulaf ( Avena sativa ) kullanilmigtir.

2.9.a.i. Yulaf koleoptil biyltme testi ig¢in g¢esitli
uygulama gruplarinin hazirlanmasi

Yulaf koleoptil blylme testi ig¢in g¢esitli uygulama
gruplari asagida gbsterildigi sekilde hazirlanmigtir. Deney-
ler 3’er tekrarli olarak yapilmigtir.

1. 1/2 N Hoagland kiltir ¢ézeltisi grubu ( kontrol )
2. 1/2 N Hoagland ktltir ¢bézeltisi + metanol grubu
( 8.5 mL 1/2 N Hoagland kltlr ¢dzeltisi +

1.5 mL metanol ) ( kontrol )
Sentetik 10°° M ABA grubu
Sentetik 1077 M " "
Sentetik 10°®
Sentetik 1077
Fungal 107¢
Fungal 1077
Fungal 10°®
10. Fungal 107
11. Sentetik 10°°
12. Sentetik 10°°
13. Sentetik 1077
14. Sentetik 10°®
15. Fungal 10
16. Fungal 10°¢
17. Fungal 1077
18. Fungal 10°®

O o 3 60 1 b W

IAA grubu

4] "
n 1n
" L

n n

2B R EERREREEREEREREEER
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2.9.a.1ii. Yulaf koleoptillerinin blUytGtdlmesi

Bunun ig¢in, yulaf tohumlari igerisinde distile su bulu-
nan beherlere konularak 18 saat sUreyle gigmeye birakilmis-
tir. Sisme sirasinda tohumlar gu¢ld bir hava kompresdrine
baglanan havalandirma sistemi ile havalandirilmigtir. Tohum-
larin gigmesi bu sekilde saglandiktan sonra, O6nceden hazir-
lanmig olan ve ic¢inde glirgen talasgi bulunan plastik kaplara
tek tek bir pens yardimiyla yerlestirilmigtir. Kaplara aksam-
laris bir miktar gesme suyu plskurttlerek, lizerleri cam plaka-
larla kapatilmig ve 25°C’1lik karanlik bir odada tutulmugtur.
Koleoptillerin blytmesi kontrollll olarak izlenmis, ikinci
ginde koleoptil boylari cam plakalara ulastidinda, plakalar
kaldirilmis ve koleoptil blylmesi bu gekilde devam etmigtir
( Sekil 2.7 ). Uclincli giin sonunda koleoptil boylari 2.0-2.5
cm uzunluga erismistir.

2.9.a.iii. Yulaf koleoptillerinin kesilmesi

Yulaf koleoptillerinin testte kullanilan kismi tepeden
itibaren 3.0-7.2 mm’lik kismina karsilik gelen 4.2 mm’lik
silindir seklindeki pargalardir. Bu pargalarin 7’1lik gruplar
halinde seri olarak kesilmesini kolaylagtairmak ig¢in,Kaska’'nin
( 1970 ) kullandig:i alet kullanilmigtar ( Sekil 2.8 ).

Alet U¢ pargali olup, énce ( b ) kismi ( a ) kisminin
3.0 mm kalinliktaki egikleri lzerine tesbit edilmig ve ( b)
kismindaki deliklerden tepe kisimlari ( a ) kisminin taba-
nina dedinceye kadar sokulan koleoptiller keskin bir jilet
ile Ustten kesilmis ve bu kisma ( c¢ ) kismi kapatilarak,
aletin alt kismi Uste gelecek sgekilde g¢gevrilmig ve ( a )

kismi buradan alinmigtair.



Sekil 2.7. Yulaf koleoptil bliyume testi ig¢in biydttlen 2
glnlik yulaf koleoptillerinin gdérinisi
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3.0mm

Lam

Yulaf
kolepptili
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Sekil 2.8.

Koleoptillerin kesilmesinde kullanilan alet
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Bu sekilde (b) kisminin Ustinde kalan yulaflarain 3.0
mm’lik tepe kisimlari kesildikten sonra (b) kismi iginde
kalan 4.2 mm’lik 7 adet yulaf silindiri &nceden hazirlanan
deney gruplari planina gdre etiketlenmis 2.5 x 7.5 cm boyut-
larindaki cam tlplere alinmigtir. Her bir numune tUplne eti-
ketine uygun olarak 2.0 mL ¢dzelti konulmus ve tiplerin agizi
parafilm ile kapatailarak, tUpler alltminyum folyo ile saril-
migtir. Numune tlpleri 25°C’deki karanlik odada 24 saat
slireyle bekletilmigtir.

2.9.a.iiii. Yulaf koleoptil boylarinin 6lg¢llmesi

Numune tuplerindeki tim yulaf koleoptillerinin 24.
saatteki boylarini &lgebilmek igin yulaf koleoptilleri bu
stire sonunda gruplara uygun olarak etiketlenmis petri kutula-
rina konmus ve fotokopi makinasinda fotokopileri gekilmisgtir
( Sekil 2.9 ). Fotokopisi c¢ekilen koleoptillerin boylari
Nikon SMZ 10 model stereo mikroskop altinda milimetrik bir
cetvel ile O6lglGlmisttGr. Daha sonra, her bir numune tdplnde
bulunan 7 adet yulaf koleoptil uzunludunun ortalamasi alina-
rak, her bir deney grubunun bir tekrari ig¢in ortalama yulaf
koleoptil boyu bulunmugtur. Her bir deney grubu i¢in ortalama
yulaf koleoptil boyu ise, 3 tekrarin ortalamasidir.

2.9.b. GA;, ic¢in piring g¢imlendirme testi

Yéntem olarak gibberellik aéit i¢in ¢ok 6zgll ve duyarli
bir yéntem olan pirin¢ ¢imlendirme testi ( Rice seedling
micro-drop method ) kullanildi ( Murakami 1968, Nishijima ve
Katsura 1989 ). Fizyolojik esasi clce piring¢ tohumlarinda
¢imlenmenin ve blylUmenin stimile edilmesine dayanan ve 6zel-
likle Japon aragtiricilar tarafindan gelistirilen bu test
igcin genetik defektli clice piring varyetesi ( Oryza sativa L.



fotokopi makinasinda fotokopileri ¢ekilmis yulaf

koleoptil pargalarinin gérinisi
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cv. Tan-ginbozu ) Tokyo Universitesi Ziraat Faklltesi’nden
Prof. Noburo Murofushi ile yazigsmalar suretiyle temin edildi
( Department of Agricultural Chemistry, Faculty of Agri-
culture, Yayoi, Bunkyo-ku, Tokyo 113, JAPAN).

2.9.b.1i. Piring¢ c¢imlendirme testi ig¢in ¢esitli uygulama
gruplarainin hazirlanmasi

Pirin¢ ¢imlendirme testi i¢in ¢egitli uygulama gruplari
asagida gdsterildigi sekilde hazirlanmigtair. Deneyler 3’er
tekrarli olarak yapilmigtir.

1/2 N Hoagland kiltur ¢dzeltisi grubu ( kontrol )

2. 1/2 N Hoagland kiltur ¢dzeltisi + metanol grubu ( 8.5
mL: 1/2 N Hoagland klUltGr ¢bzeltisi + 1.5 mL metanol )
( kontrol )
Sentetik 10™* M
Sentetik 10° M
Sentetik 10° M
Sentetik 1077 M " "
Fungal 10* M " "
Fungal 10° M
Fungal 10° M
10. Fungal 1077 M

" n

O 00 39 0 U1 b W

" n

n n

2.9.b.ii. Tan-ginbozu clice pirin¢ tohumlarinin
¢imlendirilmesi ve blUyGtlilmesi

Tan-ginbozu clice pirin¢ tohumlari distile su igerisinde
25°C’de 2-3 gln tutulmugtur. Sisme sirasinda tohumlar gigli
bir hava komprasdrine baglanan havalandirma sistemi ile hava-
landirilmistir. 3. glinlin sonunda koleoptilleri 0.5 mm uzayan
tohumlar kullanima hazir hale getirilmigtir. 10 cm ¢apli pet-
ri kutularina 2-3 mm kalinliginda pamuk yerlegtirilmig ve



55

petriler pastdr firaininda ( Nive marka ) steril edilmistir.
Tan-ginbozu clice piring tohumlari, herbir petriye 12 tane
olacak gekilde yerlegtirilmistir ( Cihangir 1992 ). Hoagland
ve Arnond ( 1938 ) ve Bozcuk’a ( 1978 ) gdre hazirlanan 1/2
N Hoagland kiltir ¢ézeltisi kullanilarak ( 20 mL ) ortam
btylmeye elverigli hale getirilmigtir. Degisik konsantras-
yonlarda hazirlanmig olan fungal ve standart sentetik-GA,
¢bzeltileri ile 1/2 N Hoagland kiiltlir ¢dzeltisi + metanol ve
1/2 N Hoagland kiiltlir ¢ézeltileri mikrodamla yoéntemi ile her
bir tohuma 20 pL olmak izere uygulanmigtir ( Murakami 1968 ).
Uygulamalar 3 glin tekrarlanmig ve her uygulamadan sonra pet-
ri kutularinin kapaklari kapatilmigtir. Tohumlar bitki buyat-
me odasinda kontrolld kogullarda 10.000 lux isik siddeti, gece
18 + 2°C, glndiz 25 + 2°C sicaklik, % 65 + 5 bagil nem, 15
saat ( 6.00-21.00 arasi ) 1isik, 9 saat ( 21.00-6.00 arasi )
karanlik periyodunda ¢imlenmeye birakilmigtir. Aydinlatma
siddetinin %90’1 floresans lamba, % 10’u ise inkendeskent
lamba ile saglanmistir. Fidelerin boylari petri kutusu kapa-
gina ulasgtiktan sonra kapaklar alinmis ve Hoagland kaltir
¢bzeltisinin buharlagmasini énlemek ig¢in Gzerleri naylon ile
Ortlilmigtlr.

2.9.b.iii. Tan-ginbozu clice piring fidelerin 2. yaprak

kin uzunluklarinin &lg¢llmesi

Son uygulamadan 7 gun sonra fidelerin ( $ekil 2.10,
2.11, 2.12, 2.13 ve 2.14 ) ikinci yaprak kin uzunluklari
( $ekil 2.15 ) kumpast ile &6l¢hlmistir. En kisa ve en uzun
6l¢imler atilarak kalan 10 uzunlufun ortalamasi alinmig ve
béylelikle her bir deney grubunun bir tekrari ig¢in ortalama
Tan-ginbozu clice piring fidelerinin 2. yaprak kin uzunludu
bulunmustur. Her bir deney grubu ig¢in ortalama Tan-ginbozu
clice piring fidelerinin 2. yaprak kin uzunludu ise 3 tekra-
rin ortalamasidar.
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Sekil 2.10. Piring ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
glin sonra Tan-ginbozu ciice piring fidelerinin
goéruntsu

A- 1/2 N Hoagland kultir ¢bézeltisi grubu ( kontrol )
B- 1/2 N Hoagland kultur ¢dzeltisi + metanol
grubu ( kontrol )



Sekil 2.11. Pirin¢ ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
glin sonra Tan-ginbozu clice piring¢ fidelerinin
géruntsl

A- 10™* M standart sentetik-GA, grubu
B- 10* M fungal-GA, grubu
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Sekil 2.12. Piring¢ ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
giin sonra elde edilen Tan-ginbozu cilice piring
fidelerinin gérinlist

A- 10°® M standart sentetik-GA, grubu
B- 10° M fungal-GA, grubu
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Sekil 2.13. Piring¢ ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
glin sonra Tan-ginbozu clice piring fidelerinin
goérunisua

A- 10°° M standart sentetik-GA, grubu
B- 10° M fungal-GA, grubu



Sekil 2.14. Pirin¢ ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
glin sonra Tan-ginbozu clice piring fidelerinin
gbrunisi

A- 1077 M standart sentetik-GA, grubu
B- 1077 M fungal-GA, grubu

60
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uygulama gruplarinin
tatbik noktasi

ikinci yaprak
kin uzunlugu

oo

1. yaprak

Sekil 2.15. Piring ¢imlendirme testinde son uygulamadan 7
glin sonra Tan-ginbozu clice piring¢ fidesinin
ikinci yaprak kin uzunludunun sematik gdrinisi

2.9.c. Zeatin ig¢in klorofil miktar tayini testi
Deneylerde Adana Pioneer Tohum Islah ve Uretme Merke-

zi’'nden saflanan PN:6424 1993 UrGnld ayc¢ig¢edi (Helianthus
annuus L.) kullanilmistir.



62

2.9.c.i. Klorofil miktar tayini i¢in g¢esgitli uygulama
gruplarinin hazirlanmasi

Klorofil miktar tayini ic¢in ¢esitli uygulama gruplara
agadida gbsterildigdi sekilde hazirlanmigtir. Deneyler 3’er
tekrarli olarak yapilmigtair.

1/2 N Hoagland kultlr ¢dzeltisi grubu ( kontrol )
2. 1/2 N Hoagland kiltlr g¢bézeltisi + metanol grubu ( 8.5
mL 1/2 N Hoagland kultir ¢bzeltisi + 1.5 mL metanol )
( kontrol )
Sentetik 10°°
Sentetik 1077
Sentetik 107°®

M zeatin grubu
M
M
Sentetik 10° M y 0
M
M
M
M

" n

n n

Fungal 10°¢
Fungal 1077
Fungal 10°®
10. Fungal 10°?

W © 3 6 U1 b W

2.9.c.ii. Deneysel kosgullar

Cimlenme ve blyltme devresini kapsayan tim ¢alismalar
bitki blyltitme odasinda kontrollu kogullarda yapilmigtir. Her
iki devrede de bitki blUyltme odasindaki sicaklik gece 18 *
2°C, gundliz 25 + 2°C ve badil nem %65 + 5’'e ayarlanmig olup,
deney slUresince kosgullar sabit kalmigtar.

Cimlendirme devresinde klltlr kaplari karanlikta bira-
kilmis, fakat blylume devresinde bitkiler 15 saat ( 7.00-22.00
arasi ) igik, 9 saat ( 22.00-7.00 arasi ) karanlik periyodun-
da birakilmigtir.

Bitki blylitme odasindaki aydinlatma tavandan olup,
aydinlatma giddeti bitki yaprak ylzeyinde 10.000 lux’tir.
Aydinlatma siddetinin %90’1 floresans lamba, %10’u ise
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inkendeskent lamba ile saglanmistir.
2.9.c.iii. Tohum ¢imlendirme y&ntemi

Cimlendirme iglemine bagslamadan énce dolgun gdrinisly,
sajlam ve benzer bluyluklikte 200 adet tohum segilmig ve bir
beher iginde 200 mL distile su ile islatilarak 24 saat slrey-
le sigmeye birakilmistir. $Sisme esnasinda tohumlar giiglid bir
hava komprasoériine baglanan havalandirma sistemi ile havalan-
dirilmigtir. 24 saat sonra gismig tohumlar ¢imlendirme
kaplarina alinmigtir. Cimlendirme kabi olarak 31.5 x 23 x 6
cm boyutlarinda kapakli plastik kaplar kullanilmigstir. Cim-
lendirme kaplari etiketlenip iglerine ¢ok ince bir tabaka
pamuk konduktan sonra bunun lUzerine iki tabaka stizge¢ kagidi
yerlestirilmigtir. Kaplardaki pamuk ve slzgeg¢ kagitlari 40 mL
1/2 N Hoagland kiltlr g¢bzeltisiyle nemlendirildikten sonra,
tohumlar iki kagit tabakasi arasina dikkatlice yayilmigtir.
Cimlendirme kaplarinin kapaklari kapatilip bitki blyltme oda-
sina yerlestirilmis ve tohumlarin ¢imlenmesi ig¢in kaplar 3
glin karanlikta birakilmigtir. (Cimlenme ig¢in, radikulanin
belirgin derecede testadan g¢ikmig olmasi esas kabul edilmig-
tir.

2.9.c.iiii. Bitki blUyltme ydntemi

Bitki biylitme igleminde 6zel bitki blyltme kaplari kul-
lanilmigtir. Bu kaplar plastik olup, 28.5x28.5x16 cm boyutla-
rinda ve yaklagik 6.5 L 1/2 N Hoagland kdltlir ¢ézeltisi ala-
bilmektedir. Ayrica, her kap igin bitkileri lzerinde tasiya-
bilecek 24.5x24.5 cm ebatlarinda fiberglas’tan yapilmig iki
yaninda askisi olan delikli kapak seklinde bir tabla bulun-
maktadir ( Sekil 2.16 ). Her tablanin Uzerinde 30 adet 1 cm
¢apinda ( misir gibi blyltk tohumlar ig¢in), 30 adet 0.5 cm
capinda ( ay¢icedi ve bujday gibi klglk tohumlar igin ) delik
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bulunmaktadir. Ayrica, tablanin bir kdégesinde havalandirma
borusu ig¢in biylikge bir delik vardair.

I: 2h.5em AT
(ol FoX NoN Nel-ReX Neo]
De0oDoDo Do e
000200000000

DeQo0eQoeDoO Ask:
OoQo00°QoeDo00O

?ooooooooooo
Havalandirma borusu
deligi

Delikl

24.5¢

Sekil 2.16. Bitki bliylitme kabi ve Uzerine yerlestirilen
delikli tabla

Plastik kaplar, Uzerlerine yerlestirilen tabla seviye-
sine kadar Hoagland ve Arnon ( 1938 ) ve Bozcuk’a ( 1978)
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gbre hazirlanan 1/2 N Hoagland klGltlir ¢bézeltisi ile doldu-
rulmustur. Sonra, cimlenmis ve koékleri yeterince uzamig 3
glnllik fideler pens yardimiyla tabladaki deliklere yerlesti-
rilmigtir. Fidelerin dik durabilmelerini sadlamak i¢in pamuk
tamponlardan yararlanilmigtir. Hazirlanan kaplar bitki baylt-
me odasina konulmustur. Kaltlr kaplari, havalandirma sistemi
ile havalandirilmig ve sistemdeki musluklar yardimiyla kapla-
ra egit miktarda hava kabarcidi gitmesi saglanmigtir. Kaplar-
daki 1/2 N Hoagland kultlr g¢bzeltileri haftada bir kez olmak
lizere yeni ¢6zelti ile defistirilmistir. Ayrica, kaplardaki
kiiltlr ¢b6zeltilerinin azalan miktari hafta iginde 1/2 N
Hoagland klUltlr g¢ézeltisi ile tamamlanmistir. Bu ydntem ile
bitkiler 5. yapradin ¢iktigi 29. gune kadar biyltdlmistidr

( Sekil 2.17 ).

Klorofil miktar tayini Osborne ve McCALLA ‘ya (1961)
gére yapilmigtir. Bunun ig¢in, 10 cm ¢apli Whatman No:1 filtre
kagitlari toksik materyallerden arindirmak i¢in etil asetat:
asetik asit: su ( 10: 5: 2 v/v/v ) solventinde yikanarak 10
cm ¢apli petri kutularina yerlegtirilmigtir. Uygulama grupla-
rina uygun etiketli her bir petri kutusundaki filtre kagidi
daha O6nce hazirlanmig olan uygulama gruplari ile 1l’er mL
olmak Uizere islatilmigtir. Aycig¢edi bitkilerinin 3. yaprakla-
rindan 10 mm ¢apli diskler alinmis ve petri kutusundaki filt-
re kagitlari Uzerine alt ylzeyleri sivi ile temas edecek
sekilde her bir petri kutusuna 4’er adet olmak lizere yerlesg-
tirilmigtir ( Sekil 2.18 ). Daha sonra, petri kaplarinin
kapaklari kapatilmis ve altiminyum folyo ile sarilarak, 25°C’
de 48 saat karanlikta birakilmistir. Bu periyodun sonunda
kontrollerdeki klorofilin blyilik bir kismi pargalanip diskler
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Sekil 2.17. 1/2 N Hoagland kiltur ¢dézeltisinde blyltlilen 29
glinlik aygicedi bitkilerinin goéruntsi
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yaprak diski

Uygulama noktasi

Petri kutusu

Sekil 2.18. Klorofil miktar tayini testinde aygige§i
bitkilerinin 3. yapraklarindan disk aliniminin
ve petri kutusuna yerlestirilmesinin sematik
gbrinagi

sarardigi zaman, her gruptaki yaprak diskleri iginde %80’1lik
10 mL etanol bulunan santrifd]j tGplerine konmus ve disklerde-
ki klorofil ekstrakte olana kadar 75°C’deki sicak su banyo-
sunda kaynatilmigtir. Tipler sodutulduktan sonra 3000 g’de 10
dakika santrifijlenmistir ( Oetiker vd. 1990). Ustte kalan
supernatant alinarak hacmi 10 mL’'ye tamamlanmistir. Her
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solisyonun absorbansi UV-VIS Spektrofotometre ( Phillips
marka PU8715 ) aletinde kore kargsi ( KoOr=%80 etanol )
okunmustur. Klorofil a ve klorofil b igin kirmizi isinlar
bélgesinde maksimum absorbsiyon dalga boylari sirasiyla 665
nm ve 645 nm’dir (Osborne ve McCalla 1961) .. Her bir uygulama
gruplari ile ilgili klorofil a ve klorofil b miktarlari
Oetiker vd.’'ne (1990) gdre asagirda belirtildigi gibi hesap-

lanmigtir:
Klorofil a ( mg.L? )= 12.7.Rs-2.69.A,,,
Klorofil b ( mg.L )= 22.9.A,.-4.68.A,

Toplam klorofil miktari, klorofil a wve klorofil b
de§erlerinin toplamini ifade etmektedir.

Her bir deney grubunun bir tekrari ig¢in ortalama toplam
klorofil miktari bulunmustur. Her bir deney grubu ig¢in orta-
lama toplam klorofil miktari ise, 3 tekrarin ortalamasidir.

2.10. Kuru Misel Agirligdainin Tayini

P. chrysosporium ME446 fungusunda kuru misel adirligi-
nin tayini Unyayar’a ( 1990 ) gére sirasiyla asadidaki gibi
vapilmistir.

a) Filtre kagidi ( Sand S, 589° blueband © 110 mm ) 70°
C’1lik firinda 24 saat kurutularak iginde nem tutucu olarak
silikajel GF,,, bulunan desikatdérde yarim saat bekletilmistir.

b) Daha sonra filtre kadidi hassas terazide ( Bosch S
2000 ) tartilarak darasi alinmistair.

c) KGltlr ortamlari darasi alinmig filtre kagitlarindan
gegirilerek sltzUlmistlr.

d) Darasi alinmig filtre kagidinda tutulan fungus mise-
1i, filtre kagidi ile birlikte tekrar 70° C’lik fairanda 24
saat kurutulmustur.
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e) Kurutulan fungus miseli + filtre kadidi desikatdre
konularak yarim saat bekletilmistir.

f) Yarim saat sonra desikatdrden ¢ikarilan fungus miseli
+ filtre kagidi hassas terazide tartilmistir.

g) Fungus miseli + filtre kadidi afirligindan filtre
kagida ( dara ) agirligi g¢ikarilarak kuru misel aJirligdi
( KMA ) (mg / 100 mL ) tayin edilmistir.

2.11. Istatistik Analizler

Verilerimizin o&zet Dbilgileri ig¢in ortalamalar ve
standart hatalar hesaplanmistir ( Kutsal ve Muluk 1975). Bu
hesaplamalarda Casio / x - 5500 tipi hesap makinasi kullanil-
migtir. Gerekli karsilastirmalar ig¢in varyans analizi yapil-
masl uygun bulunmugtur. Ancak, 222 nm’de miselden elde edilen
IAA’nin varyans analizi varsayimlarini sadlamadifi goérilmis-
tir. Bu nedenle y=Log,, X ( y: y’nin 10 tabanina gore
logaritmasi, X: gdzlem verileri ) déniigimi uygulanmistir ve
verilerin yapisi varyans analizi yapilabilir duruma getiril-
migtir. Varyans analizi ve gruplar arasi énemliligin arasti-
rilmasinda yapilan "t" testi ydnteminde Macintosh bilgisayari
ig¢in hazirlanmig SPSS 4.0 paket program kullanilmigtair.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismanin varyans analizi sonug¢lari, Tablo 3.1, 3.2,
3.3, 3.4, 3.5’de gbsterilmistir. Bu tablolardan goértldagu
gibi, klUltlr ortami ve misellerde okuma yapilan dalga boyla-
rinda gunlere ba§li olarak serbest-, badli- ve toplam-IAA,
-GA, , -ABA ve -zeatin miktarlarinin énemli oldudu saptanmig-
tir ( P < 0.05).

3.1. P.chrysosporium ME446 ’'da KGltir Ortami ve
Misellerde Kiltlr Periyoduna Bagli Olarak Kuru Misel
Airlidinin ve Serbest-, Badli- ve Toplam-IAA, -GA, ,
-ABA ve -Zeatin Miktarlarinin ve Kuru Misel
AGirliklarinin DeGisimi

3.1.1. Kuru misel agirliginin defisimi

P. chrysosporium ME446 fungusunun kuru misel adirlagi 1.
saatte 4.10 mg / 100 mL iken, inktbasyonun 1., 3., 6., 9. ve
12. glnlerinde kultlr periyoduna bagli olarak Ooénemli bir
artis gdstermistir ( P < 0.05 ) ( Tablo 3.6 ). 12. glndeki
kuru misel adirligdi tUm inklUbasyon sflirelerindeki kuru misel
airliklarina gdre en yliksek diizeyde olup ( 43.20 mg/100 mL),
kuru misel adirliginda 12. glne gbre 15., 18. ve 21. glnlerde
Oonemsiz, 28., 35. ve 42. glnlerde ise O6nemli bir azalma sap-
tanmigstir ( P < 0.05 ) ( Tablo 3.6 ).

Tablo 3.6 ve Sekil 3.1’de kuru misel agirliklari ince-
lendiginde, P. chrysosporium ME446 fungusunun 12. ginde
primer metabolizma ‘fazini tamamlayarak sekonder metabolizma
fazina girdigi anlasgilacaktir. 12. ginden itibaren KMA’nin
42. glne kadar giderek bir azalma gdstermesi, ortamda bulunan
besin maddelerinin 12. glinden itibaren giderek azalmasi sonu-
cunda fungus lremesinin yavagladidini akla getirmektedir.
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Tablo 3.1. Phanerochaete chrysosporium ME446’da Kultir
Ortaminda ve Miselde 280 nm Dalga Boyunda Kiltdr
Periyoduna Badli Olarak Serbest-, Badli- ve
Toplam-IAA Egdefer Miktarlari igin Varyans
Analizi Sonuglarai*
* 0.05 yanilma olasiliginda énemli ( P < 0.05 )

184 VARYANSIM|SD | KARELER KARELER F
FORMU KAYNAGI TOPLAMI | (ORTALAMAST
BRUP LAR
SERBEST| ARASI 11 {77839.8734] vo085.4785 |52, 25404
< 164 BRUP 101 |24 | 3954.2943]  135.5954
a
z TOPLAM 5 (21194.1177
§ BRUFLAR
= EABLI ARAST 11 T4, G476 3. 1784 |90, 2700
© 1AA BRUP 1Lt |24 8.4297 0,359
(2
) TOPLAM 35 7S RO
—
-
) BRUPLAR
X | TOPLAM ARAST 11 |B2187.8866 | 7471.46%261 | 58.0900%
144 GRUF 01 |24 | Z086.9153] 128.6215
TOPLAM =5 |BS274.8018
BRUPLAR
SEREEST| ARASI 11 17,1049 1.1004 | 164, 6546%
166 SRUP 101 {24 0. 1604 G 0067
TOPLAM 35 17,2653
g BRUPLAR
- EABL I ARAS T 11 b. 0431 0.5493 | 396.2755%
i
] 1684 BRUP 10t |24 0,033 0.0014
>
TOPLAM 35 b 0TS
BRUPLAR
TOPLAM ARAS I 11 27 . 2007 2. 4728|290, 6316%
184 BRUP 1Ct |24 0.2047 0. 0085
TOPLAM z5 27, 4049
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Tablo 3.2. Phanerochaete chrysosporium ME446’'da Kiltlr
Ortaminda ve Miselde 222 nm Dalga Boyunda Kultdr

Periyoduna Bagli Olarak Serbest-, Bagli- ve

Toplam-IAA Egdefer Miktarlari igin Varyans

Analizi Sonug¢lari*

* 0.05 yanilma olasiliginda énemli ( P < 0.05 )

1AA VARYANSIN|SD | KARELER KARELER F
FORML KAYNART TOPLAMI  |ORTALAMASI
BRUPLAR
SERBEST| ARASI 11 | 1926.2754] 138.7523(171.7911%
<« 104 BRUP 101 |24 19.3843 0.BOTT
Q
Z TOPLAM E5 1545.46597
b
< BRUP L AR
= BEATLI ARASI 11 B.2853 0.7532]40.4168%
© 104 BRUP 101 |24 0,447 0.0186
2
D TORLAM =5 B.73%
!_.-
-
D GRUPLAR
X | ToPLAM ARASI 11 | 1492.2704| 153.8438|3204.5641%
1AA BRUP 1C1 |24 18.0451 0.7520
TOPLAM 35 | 1710.3195
BRUPLAR
SERBEST| ARASI 11 0.7921 QLO720| 16.2018%
1AA BRUP 1Ct |24 0. 10867 0. 0044
TOPLAM 35 0.B987
o BRUPLAR
- BAGL I ARAST 11 1.1071 0. 10061 49.771é4%
w
i IAA BRUP 1Ct |24 0. 0485 0. 0020
=
TOPLAM 35 1.1557
BRUPLAR _
TOPLAM ARAST i1 0. 7794 O.07091 ZT7.5350%
104 BRUF 1Ct |24 0.0453 0.0019
TOPLAM 35 0L.BR50
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Tablo 3.3. Phanerochaete chrysosporium ME446’da Kaltir
Ortaminda ve Miselde Kiltlr Periyoduna Bagli
Olarak Serbest-, Badli- ve Toplam-GA,; Esde§er
Miktarlari ig¢in Varyans Analizi Sonuglari*
* 0.05 yanilma olasilifinda Snemli ( P < 0.05 )
Gy VARYANEIN|SD FARELER FARELER =
FORFL HAYRARI TOPLAMI ORTHLAMAST
SRUPLAR
SEREBEST ARGST 11 | 73341B.B235 | &64692. 42081 3&6&.3716%
g Ehg GRUP 10T (24 A44CQ07 .. 4931 1BEE, 6454
§ TOPLAM I3 (F77AH2L.319
X BRUPLAR
x BAGLI ARAST 11 |2BABR . 3332 IBE9.93%94134.24673%9%
O
o By GRUF 101 |24 1814,.1103 75 .85879
2D
t; TOPLA&M 35 30303, 4435
Han]
x SGRLIPLAR
TOPLAH ARAST 11 |&11099 201 5535854 . 4729 20.9557%
AT GRUF 101 124 ESLE25,1101 Z26B1.04483
TOP LA&M 38 |&T74724.311
GRUPLAR
SERBEST ARAST 11 (339781 .88%9 | 30889 . 26273103, 240
ETAPY GRUP 181 {24 2EB8.8%92 G.9539
TOPLAM 35 1 340020.782
g BRUPLAR
— BABLI ARAST i1 £711.5554 246080511 53,7829
Ly
w Gy GRUP 101 (124 1310.,.0000 4.5833
=
TORPLAM 55 2821 .5554
BRUPLAR
TOPLAM ARASI 11 312654427 28423, 1298{3103.1058%
5A GRUP 10T |24 219.8298 7.1596
TOPLAM 35 (312874.257
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Tablo 3.4. Phanerochaete chrysosporium ME446’'da Kiltur
Ortaminda ve Miselde Kiltilir Periyoduna Bagdli
Olarak Serbest-, Bagli- ve Toplam-ABA Egdeger
Miktarlari ig¢in Varyans Analizi Sonuclari*

* 0.05 yanilma olasilifinda énemli ( P < 0.05 )

aBA VARYANSIN|SD | HARELER KARELER =
FORML HAYNAGT TOPLAMI  |ORTALAMASI
BRUPLAR
SERBEST| ARASI 11 454, 59D 41.5089| 94,7963
| fEA BRUP 10T |24 10.5090 0. 4579
2 TOPLAM 35 4671070
§ BRUFLAR
= | BABLI ARAS I 11 5,961 1 0.5419 | 113.554%
o© ABA BRUP 101 |24 0.1145 0. 0048
[ e
= TOPLAM 55 6. 0756
o |
) BRUPLAR
X | yppLaM ARAST 11 447 . OTOS 40,6392 | 107, 69944
ABA BRUR 101 |24 9.0561 0.3773
TOPLAM =5 454 . 0BT
GRUPLAR
SERBEST| ARASI 11 5. 5921 0.23546 | 119.5140%
ABA BRUP 101 |74 0.0474 0. O020
TOPLAM 35 2. 6305
w BRUPLAR
a BABLI ARAS T 11 0.0712 G.0247 | 8378029
b ABA BRUF 10t |24 0.0110 O 0005
= TOPLAM 55 0.2EDT
GRUPLAR
TOPLAM ARAST 11 4.0187 0.3653| 337, 9682
ABA GRUP 101 |24 0.0263 0.0011
TOPLAM 35 4.0451
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Phanerochaete chrysosporium ME446'da Kaltir

Ortaminda ve Miselde K{ltdr Periyoduna Bagli
Olarak Serbest-,

Bagli- ve Toplam-zeatin. Esdeger
Miktarlari igin Varyans Analizi Sonuglari*

+

* 0.05 yanilma olasilidinda &nemli ( P < 0.05 ).

ZEATIN | VARYANSINISD | EARELER KARELER L F
FORML EAYNAET TORPLAMI ORTALAMAST
GRUPLAR
SEREBEST| ARASI 11 IBG ., G0LE ER.718B| 934, 00094%
ZEATIN | BRUP 101t |74 0O.B40S L0350
<
o TORLAM 35 ThEC,TATTE
Z
= BRUFLAR
g BABLI ARAST 11 12.8404 11673 {370,580
&
O ZEATIN GRUP 10T |24 G078 4 G O0ER
g TOPLAM 35 12,9167
|.....
= BRUPLAR
3 TORLAM ARAST 11 EE1.8220 E1.9838] 1030591
IEATIN | GRUP iCI |24 QL7456 GLO3TL0
TOPLAM 35 CLEEEE
GRUPLAR
SEREEST| ARASI 11 &1.5529 5.5957 | 2R3, 2480%
ZEATIN | GRUP 101 {24 0.4741 0.0198
TOPLAM z5 L2027
w BRUPLAR
Eﬂ EBEABLI ARAST 11 2.1403 L1948 85.46337%
w
V| ZEATIN | BRUP 10t |24 OL.O0S45 00023
=
TOPLAM 5 Z.1949
GRUPLAR
TOPLAM ARAST i1 &7 3659 6.1242 (3346030
ZEATIN | BRUP 1Ct |24 0.4393 0.0183
TOPLAM 35 &7.8051
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Tablo 3.4, Phanerochaete chrysosporiva ME 444'da KElfdr Ortasinda ve Misalde 280 nm Dalga Boyunda Xiltdr Periyoduna Baglhs
Olarak Serbest-, Bagli- ve Toplam-1R# Esdeger Miktarlar: ve Kuru Misel Agirliga { Degerler 3 fekrarin ortalasa
t standart hata olarak verilaistir )
IAA ESDEBER MiKTARI { pg/el}
KOLTOR ‘
PERIYODY KoLTER  ORTANINDA HiSELDE KGLTuR GRT. KA
TOPLAR-TAA
+ . ;
{ GON } MiSEL TOPLAM| {ag/100 ail}
SERBEST- BagLI- TOPLAH- SERBEST- BR&LI- TOPLAN- L E] ;
1, 3AAT 101,04214,63 | 7,98 & 1,44 [109,02412,83 | 0,27 1 0,02 | 0,65 % 0,06 | 0.92 % 0,04 |109.94244.70 | 4,10 £ 0,50
i 23430+ 2,02 1 .63 004 (24,06 £ 1,99 ) 0,73 2 007 0,50 % 0,02 | 1,23 £ 0.09 | 25.29%10.30 12,00 ¢ 0.90
b 20,85 £ 0,80 | 1.82 % 0,23 122,47 0,68 | 1,12 2 0,04 | 0.17 £ 0,05 | 1.29 % 0,07 | 23.96% 8.98 {17.00  0.14
& 4,20 £ 0,22 | 3,36 2 0,57 | 7.5 2 0,54 | L.37 2 LAB 0,22 2 0,03 1 1.9 20017 ) 9.18% 1,42 121.30 % 0,70
g 3.8 E 0,14 1 3061 102 0 6,72 2 1,09 | LLI3 2 007 L 0,90 £ 0,04 2,04 20,01 ) 8,78 1,38 131,20 ¢ 0. 10
12 1702 0,23 | .32 £ 0,15 1 3,02 £ 0,03 1 0,42 + 0,07 § 0,46 20,08 | 1,08 20,12 1 4,10% 0.34 [43.20 £ 0.11
i3 92,70 £ B.99 | I.B4 % 0,45 196,55 £ 8.5 ) 0,70 £ 008 | .21 £ 0,03 | 0.91 2 0,10 | 97.46841.30 143.00 % 0.40
18 97,35 #10,25 | 1.53 £ 0,07 {98.88 £10,28 | 2,31 £ 0,12 | 1.40 % 0,03 | 3,74 2 0.11 [102,59243.40 (42,40 * 0,00
3! 92,95 £23,07 112,87 & 0,08 J105,77423,04 | 1.8 £ Q.08 | 1.4 % 0.04 | 3,27 £ 0.06 [109.04241,10 [42,00  0.00
28 143.00524,80 | 2,74 & 0.0 {115,74424,30 | 1.18 % 0,04 | 0,37 £ 0,00 | 1.55 £ 0.03 {117.29:5L,56 {39.90 & 0.00
35 113,108 8,62 ] 1.24 £ 0.04 {114.3448,63 | 0.50 £ 0,03 | 0,80 2 0,02 | 1.30 £ 0,03 j115.64230.9 [38.30 £ 0.10
42 7452 G130 4,70 £ 0,00 | B.85 2 0,12 | 0.56 £ 0,08 | 0.66 £ 0,02 | 1,22 % 0.07 | 10.07% 2,83 [35.90 % 0.06
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Phanerochaete chrysosporium ME446’da kiltir
ortaminda 280 mm dalga boyunda kiltlr periyoduna
bagli olarak serbest-, bafli- ve toplam-IAA
egdeder miktarlarinin ve kuru misel adirlaganin
degigimi

Rt + Serbest-IAA kew———i KMA

O~ Bagli-IAA

O———48 Toplam-IAA
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3.1.2. KGltldr ortaminda

3.1.2.1. Kaltlir periyoduna bagli olarak serbest-, bagli-
ve toplam-IAA miktarlarinin dedisimi

Sekil 1.2’'den gdériildugl gibi, IAA iki bdélgede maksimum
absorbsiyon gbdstermektedir. Birincisi 205 ile 225 nm arasin-
da, ikincisi 280 nm’de gértilmektedir. Literatlr bilgilerimiz-
le de uyum gbsteren bu bulgularin igidinda IAA hem 222 hem de
280 nm’de okunmusgtur.

3.1.2.1.a. 280 nm dalga boyunda

Kiltlir periyoduna bagli olarak kiltir ortamindan elde
edilen ve spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda okunan
serbest-, bagli- ve toplam-IAA miktarlari, Tablo 3.6’da gds-
terilmistir.

Tablo 3.6 ve Sekil 3.1’den gdbrildagt gibi, 1. saatte
serbest-IAA miktari 101.04 pg / mL, bagli-IAA miktari 7.98 ug
/ mL ve toplam-IAA miktari ise 109.02 pg / mL olarak bulun-
mustur. Bu deJerler primer metabolizma fazinin en ylksek
deferleridir. 1. glnde serbest- ve toplam-IAA miktarlari yak-
lasik 4.5 kat azalirken, badli-IAA miktari yaklagik 12 kat
bir azalma gdstermistir. 12. glne kadar serbest- ve toplam-
IAA miktari azalmaya devam ederken, bagli-IAA miktari 6. glne
kadar artmig, 9. ve 12. glnlerde ise azalmistir. 15. glnde
serbest- ve toplam-IAA miktarlari belirgin bir gekilde arta-
rak 12. glUndeki deferlerinin sirasiyla yaklasik 55 wve 30
katina ulagmigtir. BaZli-IAA miktarinda ise 3 kat bir artisg
gbzlenmistir. 15. ile 35. glnler arasinda 21. glndeki harig,
her fic formdaki IAA miktarlari az da olsa artma ve azalmalar
gbstermigtir. 28. glnde serbest-ve toplam-IAA miktarlari
sirasaiyla 113.00 ug / mL ve 115.74 ug / mL, 35. glnde ise
sirasiyla 113.10 ug / mL ve 114.34 ug / mL olarak
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bulunmustur. Bu deJerler de serbest- ve toplam-IAA olarak
sekonder metabolizma fazinin en ytksek deferleridir. Sekonder
metabolizma fazinin en ylksek badli-IAA miktari ise 21. glnde
saptanmigtir. 42.glnde ise 35. glne gdre serbest- ve toplam-
IAA miktarlarinda belirgin bir sekilde yaklasik olarak sira-
siyla 16 ve 13 kat bir azalma gdzlenmigtir ( sirasiyla 7.15
pg / mL , 8.85 ug / mL ). Bajli-IAA miktarinda ise ¢ok az bir
artma olmustur ( 1.70 ug / mL ).

1. saat, 15., 18., 21., 28. ve 35. glnlerdeki toplam-IAA
miktarlari ile 1., 3., 6., 9., 12. ve 42. gunlerdeki toplam-
IAA miktarlari arasindaki farklarin yapilan istatistik anali-
ze gbre Onemli oldudu saptanmigtir ( P < 0.05 ).

3.1.2.1.b. 222 nm dalga boyunda

Kiltlr periyoduna bagli olarak kiUltlr ortamindan elde
edilen ve spektrofotometrede 222 nm dalga boyunda okunan
serbest-, bagli- ve toplam-IAA miktarlari, Tablo 3.7’de
gbsterilmigtir.

Tablo 3.7 ve Sekil 3.2’den go6rtlddgt gibi, 1. saatte
serbest-IAA miktari 14.00 ug / mL, badli-IAA miktari 1.69 ug
/ mL ve toplam-IAA miktari ise 15.69 ug / mL olarak bulunmusg-
tur. Bu deJerler primer metabolizma fazinin en ylksek defer-
leridir. 1. glunde serbest- ve toplam-IAA miktarlari 3 kat,
bagli-IAA miktari ise 1/2 kat azalma gdstermigtir. 3. glinde
her i¢ IAA formu da az da olsa azalmaya devam etmistir. 6.
ginde ise serbest- ve toplam-IAA miktarinda belirgin bir
azalma g®zlenirken, badli-IAA miktari az da olsa bir artma
gbdstermistir. 9. ve 12. glnlerde ise her u¢ IAA formu da 6.
glndeki deJerlerine yakin bulunmugtur. 15. ginde hem serbest-
ve hem de toplam-IAA miktari 12. glne gore belirgin bir artisg
gbstererek sirasiyla 8.85 ug / mL ve 9.45 ug / mL’ye
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.7. Phanerochaete chrysosporius ME 444°ds Xiltdr Ortaminda ve Hiselde 222 nm Dalga Bovunda Kiltdr Periyoduna Bagla

Diarak Serbest-, Bagli- ve Toplas-IAA Esdeger Miktarlar: ve Kuru Hisel Agariigy { Begerler 3 tekrarin ortalamas
t standart hata olarak verilsigtir }

IAR ESBEEER BIETARI {pg/el)
LELTOR
PER:YADU KOLTOR  ORTAMINDA MiZELDE KuLTGR ORT. kih
TOPLAK-1A4
{ 604 ) + {mg/100 L)
HiSEL TOPLAM
SERBEST- BRgELI- TOFLAK- SERBEST- BAELI- TOPLAM- 184

1. SAAT 14,00 £ 0,18] 1,49 £ 0,27 115,69 £ 0,23 | 0,25 2 0,08 | 0,52 £ 0,08 | 0,78 £ 0,13 116,47 2 5,93 | 4.10 £ 0,00
l
i 4,67 £ 0,94 1 ¢,97 20,08 | 3,64 £ 0,87 1 0,50 £ 0,03 | 0,20 £ 0,02} 0,72 £ 0,08 | £.36 % 1,92 [12.00 = 4,00 1
3 5,94 % 0,2 | 0.68 £ 0,10 | 5,72 50,27 | 0,43 £ 0,00 ] 0,00 £ 0,02 1 0,53 30,02 1 5,70 % L.BB [17.00 £ 0.15 |

& .67 £+ 0,18 1 9,702 0,44 { L.37 £ 0,00 | 0,77 £ 0,00 | 6,06 2 0,00 | 0,83 % 6,00 | 2.22 £ 0,31 {21,302 0,70

9 LI 20,82 1 086 20,82 1 177 £ 015 | 0,40 2 0,09 1 0,45 £ 0,10 | 1,05 £ 0.04 | 2,82 & 0.28 131.20 1 0,10

12 0,83 £ 0,08 § 0,50 0,10 ] 1,34 20,07 | 0,26 £ 0,04 | 0,06 £ 0,02 | 0,32 £ 0,02 | 1.66 % 0.30 143.20 £ 0.14

13 B.BS £ 0,87 | 0,60 £ 0,02 1 9.45£0,85 1 0,37 2 0.09 | 0.05 £ 0,01 | 0,42 £ 0,40 | 9.87 ¥ 3,87 [43.00 £ 0,80

18 9,08 £ 0,05 { 078 £ 0,07 | 9.82 £ 0,02 ] 0,70 £ 0,03 | 0,30 £ 6,04 | 1,00 £ 0.07 [10.83 % 3.82 {42,60 £ 0.00

24 16,80 £ £.29 | 2.20 % 0,23 [19.00 & 1,06 | 084 £ 0,05 | 0.24 £ 0,04 | 0.88 £ 0.03 |19.87 £ 7,19 142,00 £ 0,00

28 18.50 % 1,40 | 1,08 £ 0,10 [19.59 & 1,36 | 0.48 £ 0,06 | 0.22 £ 0,03 | 0,70 £ (.08 120,29 % 8.13 |39.%0 % 0,00

35 16,20 + 2,07 | 108 % 0.10 [17.28 £ 2,10 | 0,39 £ 0.07 | 0.25 £ 0.03 | .64 2 0,06 117,92 1 7.92 138.50 £ .10

42 1.7 £ 0,08 | 0.81 % 0,03 | 2.48 £ 0,18 | 0,39 £ 0.03 | 0,21 £ 0,00 | 0.60 + 0,02 | 3.08 % 0.38 {35.90 £ 0.04




( ug /mlL

IAA ESDEGER MIKTARI
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ulasmigtir. Bagli-IAA miktarinda ise énemsiz bir artma olmusg-
tur. 18. gtunde her U¢ IAA formunda oSnemsiz bir artis gbdzle-
nirken, 21. glinde yine belirgin bir artis gbdzlenmis ve 1.
saatteki deJerlerinin de lizerine g¢ikarak sirasiyla 16.80 ug/
ml, 2.21 pug / mL ve 19.01 pg / mL'ye ulasmlstli. 28. ve 35.
ginlerde ise her U¢ formdaki IAA miktarlarinda az miktarda
artis ve azalmalar gdzlenmistir. 28. glndeki serbest- ve
toplam-~IAA miktarlari sekonder metabolizma fazinin en ylksek
deferleridir. 42. glinde bagli-IAA ¢ok az miktarda azalirken,
serbest- ve toplam-IAA oldukg¢a belirgin azalmalar gbstermisg
ve sirasiyla 1.67 ug / mlL ve 2.48 ug / mL olarak saptan-
migtir.

1. saatte elde edilen toplam-IAA miktari ile 1., 3., 6.,
9., 12., 15. ve 18. glnlerde elde edilen toplam-IAA miktar-
lari arasindaki farklar, 21., 28. ve 35. glnlerde elde edi-
len toplam-IAA miktarlari ile diger bltln inkibasyon sltrele-
rindeki toplam-IAA miktarlari arasindaki farklar, yapilan
istatistik analize gbére dénemli bulunmustur ( P < 0.05 ).

3.1.2.2. Kultlr periyoduna bagli olarak serbest-, bagla-
ve toplam-GA, miktarlarinin dedigimi

Kiltlir periyoduna bagli olarak serbest-, bagli- ve
toplam-GA, miktarlari, Tablo 3.8’de verilmigtir.

Tablo 3.8 ve Sekil 3.3’den go6ruldigt gibi, 1. saatte
86.41 ug / mL olan serbest-GA; miktara, 1. ve 3. giunlerde
belirgin bir azalma gbsterirken, 6. glinde aksine bir artma
gbstererek 1. glindeki deJerine yaklagsmistir. Serbest-GA,
miktarinda 9. guinde az bir azalma gbzlenirken, sekonder
metabolizma fazi baglangici olan 12. glnde ise belirgin bir
artigla primer metabolizma fazinda en ylUksek defer olan 1.
saatteki dederinin de lizerine g¢ikarak 385.40 ug / mL'ye
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Taklp 3.8. Phanerochaete chrysosporiue ME 446 da Kaltdr Ortaminds ve Miselde ¥@ltdr Perivoduna Bagli Olarak Berbest-,Bazl:
ve Toplam-GAy Ecdeger Miktarlary ve Kuru Misel Ajirligy [ Begerler 3 fekrarin ortalasas: f standart hata olarak
verilaigtir )

fRhy ESDEBER BIXTART { ppfal )
KOLTOR
PERIYODY KGLTIR  ORTANINDA BiSELDE KOLTOR CRTANI
£HA
TOPLAM-BA3

{ 80§ ) + {3g/109 el)

SERBEGT- BAgLl- TOPLAM- GERBEST- BagLI- TOPLAM-  JMISEL TOP.-Bfy
1. SRAT 85,81 + 5.54 112,00 & 4,00 | 93,40015,00 | 6,16 2 0,04 | .08 £ 0,52 | .28 % 0.50 1107.64% 36.30] 4.10 £ 050
i 50.47 £ 1,60 | 7,70 £ 0.93 (98,49 2 0,72 | 3.6% £ 0,12 119,70 & 0,40 (23,39 £ 0,30 | 81.38% 19.1012.00 1 0.00
3 12,00 2 8,39 126,78 % 5,46 {36.73 £ 7,73 192,36 £ 0,74 | 4,51 % 0,00 [96.87 % 0,63 (135.560% 36.30117.00 £ 0,14
§ 50,18 % 7,87 180,97 & 2,10 (431,182 6,02 {5203 ® 3.70 |77.17 & 0,97 {129.20% 2.70 {260.33% [3.90]20.30 & 0.70
9 47,82 £ 1,28 (87,90 % 29.071137.72127.84 1127.94% 0,66 | 4.93 £ 0,02 132,842 0,67 (270.56% 49.3013L.20 £ 6,10
12 785.40421.08 | 1,23 £ 0,02 |386.63321.08 [339.40% 9.80 |12.03 % 0.06 |351.43% 9.78 [738.061186.80{43.20 £ 0,11
i3 261.50245.80 112,42 2 0.93 |274.22%44,90 (241,208 0.86 | 9.72 £ 0,18 1230.92% .49 15250.142127.20143.00 ¢+ Q.40
18 231808033 | 5.23 ® 0.93 [237.03233.41 113,012 1,00 | 7.70 % 1,89 [120,71% .89 |357.74% 98.10{42.60 1 0.00
2 181.9040,33  [12.00 % 1,05 |193,9041.04 {117.10% 0,62 | 3.08 £ 0.03 [120.18% 0.80 |314.08% 62,40142,00 £ 0,00
28 327.50£17.55 {19.39 £ 2,76 |346.90116.51 [64.80 & 1,60 | 3.08 % 0.02 |67.48 £ 1,58 [414.382137.20{37.90 £ 0,00
33 413,704133,70120.31 £ 1,04 [434,012133,10§23.85 + 2,01 [47.41 % 1,09 |71.26 % 1.03 |505,274182.80/38.50 £ 0.10
42 B.62 £ 0,40 | £.16 % 001 [14,78 £ 0,70 [14.78 £ 0,27 |27.71 * 0.43 {42.49 £ 0.40 | §7.27% 8.7235.90 % 0.04




( pg / mL )
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ulasmistir. Bagli-GA, miktari 1. glnde 1. saatteki deJerine
gére yaklagik yarisi kadar azalmig, buna karsilik 3. gunden
itibaren artmaya baslamig ve 9. gunde primer metabolizma
fazinin en ylksek dederi olarak saptanmistir. Oysa, fungusun
sekonder metabolizma fazina girdigi 12. glinde badli-GA, mikta-
r1 belirgin bir gekilde azalmigtir ( 1.23 ug/mL ). Toplam-GA,
miktarlari incelendiginde (Tablo 3.8), primer metabolizma
fazinin 1. saatinde 98.40 ug / mL iken, 1. ve 3. gunlerde
serbest-GA, ‘te oldudu gibi slirekli azalmalar gdstermis ancak,
6. glinden itibaren fungusun sekonder metabolizma fazina gir-
digi 12. gline kadar belirgin artmalar gbstererek 386.63 ug /
mlL’'ye ulagmigtir. 15., 18. wve 21. glunlerde serbest- ve
toplam-GA, miktarlarai strekli bir gekilde azalma gdbstermis,
bagdli-GA, miktari ise sirasiyla artma ve azalmalar gdstermig-
tir. 28. ve 35. glnlerde serbest- ve toplam-GA, miktarlari
tekrar belirgin bir gekilde artarken, bagli-GA, miktari az bir
artig gOstermistir. 35. glndeki serbest- ve toplam-GA,
miktarlari sekonder metabolizma fazinin en ylksek deferleri-
dir. 42. glinde ise, her ¢ formdaki GA, miktarlari &énemli
oranda azalma gdstermigtir.

15. glinde elde edilen toplam-GA, miktari ile 1., 3. ve
42. gunlerde elde edilen toplam-GA; miktarlari arasindaki
farkin, 12. ve 28. glinlerde elde edilen toplam-GA, miktarlari
ile 1. saat, 1., 3., 6., 9. ve 42. glnlerde elde edilen
toplam-GA, miktarlari arasindaki farkin ve 35. glnde elde
edilen toplam-GA, miktari ile 12., 28. ve 15. glnler harig
diger bitln inklbasyon zamanlarinda elde edilen toplam-GA,
miktarlari arasindaki farkain, yapilan istatistik analize gbére
6nemli oldudu saptanmmigtir ( P < 0.05 ).

3.1.2.3. KlUltlr periyoduna badli olarak serbest-, bagli-
ve toplam-ABA miktarlarinin deJigimi

Kiltlr periyoduna bagdli olarak serbest-, bagli- ve
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toplam-ABA miktarlari, Tablo 3.9’'da verilmistir.

Tablo 3.9 ve Sekil 3.4’den gdérildigl gibi, 1. saatte
serbest-ABA miktari 4.42 pug / mL ve toplam-ABA miktari 4.67
pg / mL iken, her iki formdaki ABA miktarlari 9. gline kadar
stirekli bir azalma gdstermistir ( sirasiyla 0.41 ug / mL ve
0.54 ug / mL ). Bagli-ABA miktari ise 1. saatte 0.25 ug / mL
iken, ayni inklilbasyon slUresi igerisinde énemli dedisiklikler
olmamigtir. Tablo 3.9 incelendifinde, primer metabolizma
fazinda serbest- ve toplam-ABA deferlerinin en yliksek oldudu
inkibasyon sliresinin 1. saat oldugu gdriilmektedir. Sekonder
metabolizma fazina ait 12. glnde serbest-ABA (7.17 pug / mL )
ve toplam-ABA ( 7.19 ug / mL ) miktarlari belirgin bir sekil-
de artmig, bu artig 15. glinde de devam ederek tim inklbasyon
slirelerindeki deferlerine gbre maksimuma ulasmistir (sirasiy-
la 12.98 ug / mL ve 13.16 pug / mL). 18. glinde serbest- ve
toplam-ABA miktarlari belirgin bir sgekilde azalirken, bu
azalmalar az da olsa 21. glinde de devam etmigtir. 28. glinde
serbest- ve toplam-ABA miktarlari yaklagik 2 misli bir artis
gbstererek sirasiyla 6.59 ug / mL ve 7.06 pug / mL’ye ulasmisg-
tir. Serbest- ve toplam-ABA’daki bu artig 35. glinde de devam
etmigtir ( sirasiyla 9.13 pug / mL ve 9.18 ug / ml ). 42. glUn-
de ise serbest- ve toplam-ABA miktarlari belirgin bir azalma
gbstermigtir. Bu inkibasyon sUresinde, serbest-ABA miktari
3.79 ug / mL, toplam-ABA miktari ise 5.04 ug / mL’dir. Inkii-
basyonun 15.-42. glinlerinde bagdli-ABA miktarinda az da olsa
artma ve azalmalar olmus, ancak O6nemli defigiklikler olmamisg-
tir.

12. ginde elde edilen toplam-ABA miktari ile 1. saat,
1., 3., 6., 9. ve 21, glinlerde elde edilen toplam-ABA miktar-
lari arasindaki farkin ve 35. glinde elde edilen toplam-ABA
miktarlari ile 1. saat, 1., 3., 6., 9., 18., 21. ve 42. glun-
lerde elde edilen toplam-ABA miktarlari arasindaki farkin,
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Tabln 3.9, Phanerochaste chrysosporius ME 444'da Kiltdr Ortasinda ve Miselde Kiltir Periyoduma Bagl: Dlarak Serbest-
Bagli- ve Toplan-ABA Esdeger Miktarlar: ve Kuru Bisel Rgariagy { Degerler 3 tekrarin orialamss: & standart
hata clarak verilmistir }

ABA EGDEGER MIKTARI { po/el )
KOLTER
PERIYODU LaLTaR  ORTAMINDA HIGELDE KOLTGR ORT. KHa
TOPLAH-ARA
{ B ) + {eg/10¢ al}
SERBEST- RAZLI- TOPLAN- SERBEST- BasLI- TOPLAM-  IMISELTOP.-ARA
1. BRAT, £,42 30,151 0,25 2 0,03 | 4,67 £ 0,13 1 0,10 20,02 ] 0,06 % 0,02 | 0,16 % 0,00 | 4,83 2 .93 | 4.10 £ 0.50
i 3,92 £ 0,69 1 0,48 20,02 | 4,35 2 0,68 | 0,19 2 0,00 1 .01 £ 0,00 | 0,20 1 0,00 | 4,36 2 1,70 (12,00 2 0,00
]
3 0,83 20,09 1 0,30 20,08 ] 1,13 20,050,252 0,05 | 0,032 0,030,302 0,02 1,432 0,30 [17.00 0. 14
5 0,57 £ 0,03 | 0,20 £ 0,03 | 0,77 £ 0,05 ] 0,362 0,03 ) 0,03 20,00 ] 8,39 40,03} 1,162 0.20 121,30 2 0.70
9 0,60 ¢ 0,06 1 D43 20,03 | 0,54 20,05 ] 0,40 £ 0,03} 0,05 % 0,00 | 0,45 20,08} 0,99 £ 0,17 {3120 £ .10
12 TA7 2447 1002 2 0,00 ] 719 017 1 0,22 20,07 ] 008 £ 0,00 ] 0,30 20,02 ) 7.89 & 523 (43,20 £ 0. 1)
i3 12,98 £ 0,18 [ 0,18 £ 0,03 113,46 £ 0,15 | 0,23 £ 0,03 | €19 £ 0,03 | 0.42 + 0,00 |13.58  5.77 [43.00 & 0.60
1B 3,5 30,09 1 1,24 £ 0,06 ] 3,39 £ 010 | .23 20,05 | 0,21 £ 0.05 | 0,44 £ 0,01 | 5,83 & 1,68 142,60 £ 0.0
2 3244 0,12 | 001 20,02 | 3,35 £ 0,43 0.2 £ 0,03 | 0.0 £ 0,02 | 0.35 £ 0,02} 3.70 £ 1,39 [42.00 % 0.00
28 6.59 £ 1,82 | 0,47 £ 0,20 | 7.06 % 1.62 | 0.50 £ 0,08 | 013 % 0.03 | 0.63 £ 0,06 | 7.67 £ 2,92 [39.90 £ 0.00
38 9.13 20,03 | 0,05 £ 0,00 | 9.18 £ 0,04 | 0.51 £ 0.09 | 0.19 ¥ 0,02 | 0.70 + 0.08 | 9.88 + 4,07 138,50 & 0,10
42 3LI9 L0431 1232 0,09 1 5,04 £ 004 ] 11620031 0,31 20,00 ] 147 20,04 ] £.51 % L3S

33.90 £ 0.06




( pg / mbL )

.
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yapilan istatistik analizine gére Snemli oldudu saptanmigtir
( P < 0.05 ). 15. glnde elde edilen toplam-ABA miktari ile
diger bltlin inkiibasyon zamanlarinda elde edilen toplam-ABA
miktarlari arasindaki farkin da yapilan istatistik analize
gbre énemli oldudu bulunmugtur ( P < 0.05 ).

3.1.2.4. Kiltir periyoduna bagli olarak serbest-, bagli-
ve toplam-zeatin miktarlarinin de§isimi

Kiiltlr periyoduna bagli olarak serbest-, bagli- ve
toplam-zeatin miktarlari, Tablo 3.10’da verilmigtir.

Tablo 3.10 ve Sekil 3.5’den géruldugt gibi, 1. saatte
serbest-zeatin 9.09 ug / mL ve toplam-zeatin 10.23 ug / mL
iken, 1. glinde her iki zeatin formunda da belirgin bir azalma
meydana gelmistir. Bagli-zeatin miktarinda ise az da olsa bir
artma olmustur. 3. glinde ise serbest- ve toplam-zeatin mik-
tarlari belirgin bir artis gbsterirken, bagli-zeatin miktari
az da olsa bir azalma gbdstermigtir. 6. glinde her ¢ formdaki
zeatin miktarlari énemli oranda bir azalma gdsterirken, 9.
giinde az miktarda artma gdstermigslerdir. 12. glinde ise,
bagli-zeatin miktari azalirken, serbest- ve toplam-zeatin
miktarlari yeniden belirgin bir artig gbdstermis ve 1. saatte-
ki deferlerine yakin ancak lizerinde bir dlhzeye ¢ikarak, diger
inkiibasyon glnlerine gdre maksimum deferlerine ulagmigtir
( sirasiyla 10.24 ug / mL ve 10.31 pg / mL ).

Fungusun sekonder metabolizma fazinin 15. glninde
serbest- ve toplam-zeatin.miktariarl belirgin bir azalma gés-
termis ancak, 15. glnden itibaren inklbasyonun 42. gunine
kadar her ¢ formdaki zeatin miktarlarinda oénemli olmayan
artma ve azalmalar saptanmigtir.
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TAELD 3.1%, Phanerochaste chrysosporiua ME 444°ds  Kiltdr Ortasinda ve Hiselde Kiltdr Periyoduna Bagly GBlaral Serbest-,
Bagli- ve Toplam-leatin Egdeger Miktarlar: ve Kuru Misel A3arliga{ Degerler I fekrarin orialasas: * standart
hata olarak verilaistir }

IEATIY EGDEGER MHIKTAR! { pg/al )
{OLTER
PEREYOOY £OLTOR  ORTAMINDA Hi8ZLDE KOLTOR ORT, £Hp
TUPLAM-ZEATIN
45.
{ 80N ) MISEL TOPLAM | {ag/100 8L}
SERBEST- BASLI- TOPLAK- SERBEST- BASLI- TOPLAN- IEATIN
1, GAAT 9,09 £ 0,19 | L.18 % 0,09 HO23 20,01 1 0,47 240,04 | 0,37 2 6,11 5 0,80 & 003 11,03 £ 3,83 ] 4.10 2 0,50
H 1,604 0,48 ] 1,22 20,06 | 2,822 0,10 ¢ 1,08 £ 0,008 | D40 2 0,08 | 1,48 £ 0,13 | 4.3 f 0,44 (12,00 & 0.00
3 308 £ 009 | 040 E 0,02 D 528 R 0000 ) 1B 2 000 ) 0,38 20,03 1 2,23 % 0.04 1 7.0L 2 2,08 (17,00 £ 4,14
] 0,30 4 0,03 [ 0,10 20,02 | 0,42 £ 0,031 2,490,105 0,98 % 0,06 | 3.47 £ 0,04 | 3,89 £0.97 20,30 £ 0.70
g .67 £ 0,231 0,28 £ 0,03 1 1,95 20,20 | 4,97 £0,39 | 0,25 £ 0,00 | 5,23 £ 0,38 | 7.18 1 2,00 {31.20 2 .10
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3. ginde elde edilen toplam-zeatin miktari ile 1., 6.,
9., 15., 18., 28., 35. ve 42. glinlerde elde edilen toplam-
zeatin miktarlari arasindaki farkin, yapilan istatistik
analizine gbére &énemli oldudu bulunmustur ( P < 0.05 ). 1.
saat ve 12. glnlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlari ile
diger buttn inklbasyon zamanlari arasindaki farkin da énemli
oldugu saptanmigstir ( P < 0.05 ).

3.1.3. Miselde

3.1.3.1. Kiultlr periyoduna bafli olarak serbest-, bagli-
ve toplam-IAA miktarlarinin degigimi

3.1.3.1.a. 280 nm dalga boyunda

Kiltlir periyoduna bagli olarak miselden elde edilen ve
spektrofotometre’de 280 nm dalga boyunda okunan serbest-,
bagli- ve toplam-IAA miktarlari, Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6 ve Sekil 3.6’dan gortldagt gibi, 1. saatte
serbest-IAA miktara 0.27 ug / mL, badli-IAA 0.65 ug / mL ve
toplam-IAA 0.92 ug / mL iken, 6. glne kadar serbest- ve
toplam-IAA miktarlari artis gdstermisg, buna karsilik bagli-
IAA miktari 6.gln harig¢, azalma gdstermigtir. 9. glnde
serbest-IAA az da olsa azalirken, bagli- ve toplam-IAA mik-
tarlari artmigstir. 12.gtnde ise, her U¢ formdaki IAA miktar-
lari azalmigstir. 15. glinde bagli- ve toplam-IAA miktarlari
azalmig, serbest-IAA miktari artmaya baslamigstir. 18. glnde
serbest- ( 2.31 ug / mL ), bagli- ( 1.40 pg / mL ) ve toplam-
IAA ( 3.71 ug / mL) miktarlarinin 15. gline gdre sirasiyla
yaklagik olarak 3, 7 ve 4 kat artarak, bagli-IAA harig¢, tim
inkiibasyon slirelerine gdre maksimum seviyeye ulagtigi gdzlen-
mistir. 21., 28. ve 35. glnlerde serbest- ve toplam-IAA mik-
tarlarainin slirekli azalmasina kargilik, bagli-IAA miktari bu
periyotlarda artma ve azalmalar gdstermig ve tUm inkibasyon
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slrelerine gbre 21. ginde maksimum seviyesine ulagmistir.
Inkibasyonun son gunti olan 42. glinde bagli- ve toplam-IAA
miktari azalmig ( sirasiyla 0.66 pug / mL, 1.22 pug / mL ),
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serbest-IAA miktar:i ise az da olsa artmigtir (0.56 ug / mL ).

9. glinde elde edilen toplam-IAA miktari ile 1. saat, 1.,
3., 6., 12., 15., 28., 35. ve 42. glnlerde elde edilen
toplam-IAA miktarlari arasindaki farkin, yapilan istatistik
analize gbre 6nemli oldudu bulunmugtur ( P < 0.05 ). 18. ve
21. glinlerde elde edilen toplam-IAA miktarlari ile diJer tdm
inkiibasyon =zamanlarinda elde edilen toplam-IAA miktarlari
arasindaki farkin da yapilan istatistik analize gbre oSnemli

oldugdu saptanmigtir ( P < 0.05 ).
3.1.3.1.b. 222 nm dalga boyunda

Kiltlir periyoduna bagli olarak miselden elde edilen ve
spektrofotometre’de 222 nm dalga boyunda okunan serbest-,
bagli- ve toplam-IAA miktarlari, Tablo 3.7’'de gdsterilmigtir.

Tablo 3.7 ve Sekil 3.7’den gdértildugt gibi, 1. saatte
serbest-IAA miktari 0.26 ug / mL, bagli-IAA miktari 0.52 ug/
mL ve toplam-IAA miktari 0.78 pg / mL iken, 1. glinde serbest-
IAA 0.51 pug / mL'ye ylkselmis, badli-IAA 0.21 ug / mL'ye,
toplam-IAA miktari ise 0.72 ug / mL’ye dismistir. 3. glnde
her Ug¢ formdaki IAA miktarlari bir azalma gdsterirken, 6.
ginde bagli-IAA azalmaya devam etmisg, serbest- ve toplam-IAA
artma gdstermigtir. 9. glnde 6. gliine gdre serbest-IAA miktari
1/2 oraninda azalma gdsterirken, bagli-IAA miktarinda yakla-
g1k olarak 10 kat, toplam-IAA miktarinda ise az artma gbzlen-
mistir. Bu artigla bagli- ve toplam-IAA miktari inkdbasyonun
9. glinlinde tim diJer inklibasyon glinlerine gbre maksimum sevi-
yeye ulagmigtir ( P < 0.05 ). Her l¢ formdaki IAA miktarlarz,
fungusun sekonder metabolizma fazina girdigi 12. glnde azalma
gostermigtir. Bagli-IAA miktar:i 15. glinde de az da olsa azal-
maya devam ederken, serbest- ve toplam-IAA miktarlari artisg
gdstermigtir. 18. glnde serbest-, bagjli- ve toplam-IAA
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Phanerochaete chrysosporium ME446‘'da miselde 222

nm dalga boyunda kiltlr periyoduna badli olarak

serbest-, badli- ve toplam-IAA

egsdeder

miktarlarinin ve kuru misel adirliginin defigimi
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miktarlarinin sirasiyla 2, 6 ve 2.5 kat arttigi gézlenmigtir.
Serbest- ve toplam-IAA miktarlara 21. glnden 42. gline kadar
belirgin bir gekilde azalirken, ayni periyodlarda bagli-IAA
miktarinda azalma ve artmalar olmug ancak, belirgin dedigik-
likler gérUlmemigtir.

1. saat, 1., 28. ve 35. glunlerde elde edilen toplam-IAA
miktarlari ile 12. ve 15. guinlerde elde edilen toplam-IAA
miktarlari arasindaki farklarin ve 6. ve 21. glnlerde elde
edilen toplam-IAA miktarlari ile 3., 12. ve 15. glinlerde elde
edilen toplam-IAA miktarlari arasindaki farklarin, yapilan
istatistik analize gdre 6nemli oldudu bulunmugtur (P < 0.05).
9. ve 18. glnlerde elde edilen toplam-IAA miktarlari ile 3.,
12., 15., 35. ve 42. glnler arasindaki farklarin da yapilan
istatistik analize gbre dénemli oldudu saptanmigtir (P<0.05 ).

3.1.3.2. KOltlr periyoduna bagli olarak serbest-, bagli- ve
toplam-GA, miktarlarinin defigimi

Kiltlr periyoduna bagdli olarak miselden elde edilen
serbest-, bagla- ‘ve toplam-GA, wmiktarlari, Tablo 3.8’de
verilmigtir.

Tablo 3.8 ve $ekil 3.8’den goérildigt gibi, 1. saatte
serbest-GA,; miktari 6.16 pg / wmL, badli-GA, miktari 3.08 ug /
mL ve toplam-GA, miktari ise 2.24 ug / mL olarak saptanmistir.
1. gtinde bu deferlere gdre, serbest-GA, miktari yarisi kadar
azalirken, badli-GA, miktari 6 kat, toplam-GA, miktari ise 2.5
kat artmistir. 3. glnde serbest-GA, miktari 25 kat, toplam-GA,
miktari ise 4 kat artarak sirasiyla 92.36 ug / mL ve 96.87 ug
/ mL’ye ulasmistir. Bagli-GA, miktari aksine yaklagsik 4 kat
bir azalma gdstermistir ( 4.51 pg / mL ). Buna karsilik, 6.
glinde bagli-GA, miktari 4.51 pg/mL’den 77.17 ug/mL’ye ylksele-
rek diger inklbasyon slrelerine gdre maksimum dizeye ulasmis,
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serbest-GA, miktari ise azalmigtir ( 52.03 pg / mL ). Toplam-
GA, miktari ise yine bir artma gdstermistir. 9. ginde 6.
gtinin aksine serbest-GA, miktari artarken, bagli-GA, miktari-
nin belirgin bir sekilde azaldigi gbzlenmigtir. Toplam-GA,
miktari ise az da olsa artmaya devam etmigtir. Fungusun
sekonder metabolizma fazina girdigi 12. glinde serbest- ve
toplam-GA, miktarlari belirgin bir sgekilde artarak diger
inkiibasyon slrelerine gdre maksimum dlzeylere sirasiyla
339.40 pug / mL ve 351.43 pug / mL’ye ulasmigtir. Bu k{ltidr
periyodunda badli-GA, miktari da hemen hemen ayni oranda bir
artma gdstermigtir. Fungusun sekonder metabolizma fazinin 15.
glnlinden itibaren 42. glne kadar 21. gun harig, serbest-GA,
miktari devamli bir gekilde azalma gbstermigtir. Bagli-GA,
miktari ise 28. glne kadar bir azalma gbstermigtir ( 3.08 ;g
/ mL ). 35. glinde bagdli-GA, miktari 47.41 ug / mL’ye ylksel-
mig, 42. glinde ise tekrar azalarak 27.71 ug / mL‘ye digmig-
tlr. Yine de bu deder 6. ve 35. glnler harig, diger inklbas-
yon slUrelerindeki deerlerinden ytksektir. Toplam-GA, mikta-
rinda da serbest- ve badli-GA, gibi 35. gln harig, stirekli bir
azalma saptanmigtir.

6., 18. ve 21. gunlerde elde edilen toplam-G&, miktar-
lari ile 1. saat, 1., 3., 28., 35. ve 42. glnlerde elde edi-
len toplam-GA, miktarlari arasindaki farklarin ve 9. glinde
elde edilen toplam-GA, miktari ile 1. saat, 1., 3., 21., 28.,
35. ve 42. gunlerde elde edilen toplam-GA, miktarlari arasin-
daki farkain, yapilan istatistik analize gdére &énemli oldudu
bulunmustur ( P < 0.05 ). 12. ve 15. gunlerde elde edilen
toplam-GA, miktarlari ile diger bltln inkUbasyon zamanlari
arasindaki farklarin da yapilan istatistik analize gore
6nemli oldudu saptanmigtair ( P < 0.05).
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3.1.3.3. Klltlr periyoduna bagdli olarak serbest,
bagdli- ve toplam-ABA miktarlarinin dedigimi

Kiltlr periyoduna bagdli olarak miselden elde edilen
serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarlari, Tablo 3.9’da
verilmigtir.

Tablo 3.9 ve Sekil 3.9’dan gdbértldigi gibi, 1. saatte
0.10 pg / mL olan serbest-ABA miktari, 0.16 ug / mL olan
toplam-ABA miktari 9. gline kadar slrekli artmis ve sirasiyla
0.40 pg / mL / mL ve 0.45 pug / mL’ye ulasmistir. 9. glinden
sonra gerek serbest-ABA gerekse toplam-ABA deJerleri - 21.
gline kadar pek dedisiklik gbstermemisg, 28. glnde ise her iki
ABA formu da 21. glne gdre yaklagik 2 kati bir artma gdster-
misg ve bu artis 42. glne kadar devam etmigstir. Bu kultlir
periyodundaki serbest- ve toplam-ABA degerlerinin diger
kiltlir periyotlarina gdre maksimum dizeyde olduklari saptan-
mistir. Buna karsilik, 1. saatte 0.06 ug/mL olan badli-ABA
miktari ise 12. gline kadar zamana badli olarak az da olsa
azalma ve artmalar gdstermigtir. Oysa, 15. ve 18. glnlerde
bagli-ABA miktari ilk 12 gunlik kiltir periyotlarina gbre
belirgin bir artma gbéstermistir. 21. glnde 1/2 oraninda azal-
ma gbdsteren bagdli-ABA, daha sonraki kiltir periyotlarinda az
da olsa azalma ve artmalar gdstermistir.

9. glinde elde edilen toplam-ABA miktari ile 1. saat, 1.,
3., 12. ginlerde elde edilen toplam-ABA miktarlari arasindaki
farkin, yapilan istatistik analize gére Snemli oldudu saptan-
migtir ( P < 0.05 ). 28., 35. ve 42. glnlerde elde edilen
toplam-ABA miktarlari ile diger bltln inktibasyon zamanlarinda
elde edilen toplam-ABA miktarlari arasindaki farklar da yapi-
lan istatistik analize gdre dénemli bulunmustur ( P < 0.05 ).
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Phanerochaete chrysosporium ME446’'da miselde 263
nm dalga boyunda kiltlr periyoduna badli olarak
serbest-, bagli- ve toplam-ABA esgdeder
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3.1.3.4. Kaltlr periyoduna bagli olarak serbest-, badli- ve
toplam-zeatin miktarlarinin dedisimi

Kiltir periyoduna bagli olarak miselden elde edilen
serbest-, bagli- ve toplam-zeatin miktarlari, Tablo 3.10’da
verilmigtir. -

Tablo 3.10 ve $ekil 3.10’dan gérﬁldﬁ§ﬁ gibi, 1. saatte
0.47 ug / mL olan serbest-zeatin miktari 9. gline kadar belir-
gin bir gekilde artarak tm kiltlir periyotlarindaki en ylksek
dizeyine ulagmigtir ( 4.97 pug / mL ). Bajli-zeatin miktari 1.
saatte 0.33 ug / mL iken, 3. glin harig¢ strekli artma gdstere-
rek 6. glinde tim kiiltlr periyotlarina gdre maksimum dlzeyine
( 0.98 ug / mL ) ulasmig ancak, 9. glinde ise azalma gbstere-
rek 0.26 ug / mL’ye dismigtlir. Serbest-zeatin’de oldudu gibi
toplam-zeatin miktari da ilk 9 glnltk inklbasyon stresinde
stirekli bir artma gbéstermis ve 9. glnde en ylksek dlzeyine
ulasmigstir ( 5.23 pug / ml) . 12. ginde hem serbest- ve hem de
toplam-zeatin miktarlari énemli bir azalma gdbstermis, buna
kargilik, badli-zeatin miktarinda bir ylkselme saptanmigtir.
15. gtinden itibaren 42. glne kadarki inklbasyon strelerinde
her G¢ formdaki zeatin miktarlarinda 28. glin harig¢, OJnemli
olmayan azalma ve artmalar saptanmigtir. 28. gltinde hem
serbest- ve hem de toplam-zeatin miktarlarai 15., 18., 21.,
35. ve 42. glinlerdeki deferlerinden belirgin bir sekilde ytk-
sek bulunmugtur. 3. ve 28. glinlerde elde edilen toplam-zeatin
miktarlar: ile 1. saat, 1., 12., 15., 18., 21., 35. ve 42.
guinlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlari arasindaki
farklar, yapilan istatistik analize gdre dSnemli bulunmugtur
(P < 0.05 ). 6. ve 9. glnlerde elde edilen toplam-zeatin
miktarlari ile diger bitlin inklibasyon zamanlarinda elde edi-
len toplam-zeatin miktarlari arasindaki farklarin da yapilan
istatistik analize gfre 6nemli oldudu saptanmigtir ( P<0.05).
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Sekil 3.10. Phanerochaete chrysosporium ME446’'da miselde
269 nm dalga boyunda kiltlr periyoduna bagli
olarak serbest-, bagdli- ve toplam-zeatin
egdefer miktarlarinin ve kuru misel adirliginin
defigimi
e + Serbest-Zeatin *————* KMA
O——10 Bagli-Zeatin
&—A Toplam-Zeatin



103

3.2. Degisik Konsantrasyonlarda Standart Sentetik-IAA,
-GA, , -ABA , -Zeatin ve P. chrysosporium ME446 ‘dan
Elde Edilen IAA, GA,, ABA ve Zeatin’in Biyolojik
Aktivitelerinin Tayini

3.2.1. Degisik konsantrasyonlarda standart sentetik-IAA ve
Fungal-IAA‘nin Yulaf koleoptil blytmesi Gzerine etkisi

Degigik konsantrasyonlarda standart sentetik-IAA ve
fungal-IAA uygulanarak yulaf koleoptil blylime testi ile elde
edilen koleoptil boylari, Tablo 3.11’de gdsterilmigtir.

Tablo 3.11 ve Sekil 3.11’den go&rtildigl gibi, koleoptil
boyu, kontrol gruplarindan 1/2 N Hoagland kiltir ¢bdzeltisinde
4.85 mm, 1/2 N Hoagland kiltlr g¢dzeltisi + metanol’de ise
4.63 mm olarak Olg¢lUlmigtlr. Her iki kontrol grubundaki
koleoptil boylari arasindaki fark Omnemli bulunmugtur ( P <
0.05 ).

Koleoptil boyu, standart sentetik 10°° M IAA’da 5.22 mm,
fungal 10°% M IAA’da ise 5.20 mm, standart sentetik 10° M
IAA’da 5.18 mm, fungal 10°* M IAA’da ise 5.14 mm, standart
sentetik 1077 M IAA’da 5.10 mm, fungal 107 M IAA’da ise 5.11
mm, standart sentetik 10® M IAA’da 5.07 mm, fungal 10% M
IAA’da ise 5.01 mm olarak O6lgulmistir.

Degisik konsantrasyonlarda standart sentetik-IAA ve
fungal-IAA uygulanarak yulaf koleoptil bliylime testi ile elde
edilen koleoptil boylari arasindaki farklar, tim konsantras-
yonlar ig¢in Snemsiz bulunmustur. Standart sentetik-TIAA’nin
10° M ile 1077 M ve 10® M konsantrasyonlarindaki koleoptil
boylari arasindaki farklar, énemli bulunurken ( P < 0.05 ),
diger tum konsantrasyonlarinda elde edilen koleoptil boylari
arasindaki farklaran, oénemsiz oldudu belirlenmigtir. Fungal-
IAA’nin 10°% M ile 10®* M ve 1077 M ve 10"®* M konsantrasyonla-
rinda koleoptii boylari arasindaki farklar, onemli
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Tablo 3.1l .Fontrol, Defisik Honsantrasyvonlarda Standart Sentetik-Ia8 ve
Phanerochaete chrysosporium ME444 Fungusundan Elde edilen
IAad Esdegerleri Uygulanarvabk Yulaf Eolsoptil Bluyvime Testi ile
Elde Edilen Yulzaf Eoleoptil Bovlari ( Degerler 3 tekrarin
oritalames: * stamdart hatza olarak verilmistir

HOLEDOPTIL

UYBULAMA BRUPLARI ECIYL
{mm)
178 W Hoagland Eidltpilr Cozeltisi 4.835 + G,09
{ Kontrol
172 M Hosgland HOltdr Chzeltisi + .6 2 0,03
Matanol ( Kontrol @
Sentetik 10°° M IAA 5.022 4 0,02
Fungal  147° © IAA .20+ 0.08
Sentetik 107 M IAA 5.18 % 0.06
Fungal  107% M Iaa 5.14 % 0,15
Sentetik 1077 M Iaa 5.10 * 0,07
Fungal 107 M IAA 5,11 % 0,01
Sentetik 108 © IAA 5.07 * 0.06

Fungal  10°% M 184 5,01 + 0.01
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sentetik-IAA ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen IAA egdederleri
uygulanarak yulaf koleoptil blylme testi ile
elde edilen yulaf koleoptil boylarinin defisimi

1/2 N Hoagland kiiltlir ¢ézeltisi ( kontrol )
1/2 N Hoagland kiltlr c¢dzeltisi + Metanol (kontrol)

Sentetik 10°°* M IAA
Fungal 10 M IAA
Sentetik 10°° M IAA
Fungal 10 M IAA
Sentetik 1077 M IAA
Fungal 1077 M IAA
Sentetik 10™® M IAA
Fungal 10® M IAA
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bulunurken ( P < 0.05 ), diger tim konsantrasyonlarindaki
koleoptil boylari arasindaki farklar oOnemsiz bulunmustur.
Ancak, tim standart sentetik-IAA gruplarindaki koleoptil
boylari ile her iki kontrol grubundaki koleoptil boylari ara-
sindaki farklarin oénemli oldufu saptanmigstir (P<0.05 ). Bu-
nunla birlikte, fungal-IAA‘nin 10°® M grubundaki koleoptil
boyu ile 1/2 N Hoagland kiltir ¢ézeltisi ( kontrol ) uygula-
nan gruptaki koleoptil boyu arasindaki fark énemsiz bulunur-
ken, fungal-IAA‘nin 10° M, 10° M ve 107 M gruplari ile ayni
kontrol grubundaki koleoptil boyu arasindaki farklar oénemli
bulunmugtur ( P < 0.05 ). Ayraica, tim fungal-IAA gruplarinda-
ki koleoptil boylari ile 1/2 N Hoagland kultlr ¢dzeltisi +
metanol grubundaki ( kontrol ) koleoptil boyu arasindaki
farklarin énemli oldufu saptanmistir ( P < 0.05 ).

3.2.2. Degisik konsantrasyonlarda standart sentetik-GA,
ve Fungal-GA,’ Un clce piring varyetesinde ikinci

yaprak kin uzunlugu lzerine etkisi

Degisik konséntrasyonlarda standart sentetik-GA, ve
fungal-GA, uygulanarak piring g¢imlendirme testi ile elde
edilen Tan-ginbozu clice piring¢ wvaryetesi ikinci yaprak kin
uzunluklari, Tablo 3.12’de gdsterilmisgtir.

Tablo 3.12 ve Sekil 3.12’den g8rtldidt gibi, ikinci
yaprak kin uzunludu, kontrol gruplarindan 1/2 N Hoagland
kiltlir ¢dzeltisinde 13.52 mm, 1/2 N Hoagland kaltir c¢dzel-
tisi + metanol’de 12.91 mm olarak O6lc¢llmistir. Her iki
kontrol grubundaki ikinci yaprak kin uzunluklari arasindaki
fark 6nemli bulunmugtur ( P < 0.05 ).

Ikinci yaprak kin uzunludu, standart sentetik 10™* M GA,’
de 55.61 mm, fungal 10™* M GA, ‘de ise 24.88 mm, standart
sentetik 10° M GA, ‘de 48.42 mm, fungal 10° M GA, ’'de ise
19.59 mm, standart sentetik 10°° M GA, ’‘de 39.11 mm, fungal
10°* M GA, ‘de ise 18.87 mm, standart sentetik 1077 M
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Tablo 3.18.Hontrol, Degisik Honsantrasyvonlarda Standart Sentetik
Gy ve Phanerocaete chrysosporium ME44&6 Fungusundan Elde
Edilen £A3 Esdegerleri Uygulaznarask Piring Cimlendirms
Testi ile Elde Edilen Tan—ginbozu Clce Firing Varvetesi
tkinoi Yaprak Kin Uzunlouklar:s ( Degerler 2 tekrarin
ortalamas: * standart hatz olarak verilmistir )

TKINDT YAPRAK

FIN
UYBULAMA BRUPLARI UZUMLLIEY

{mm
172 N Hoagland Edltdr Chreltisi 13.88 & 0,03

{ Fontrol 3
172 N Hoagland Edltdr Chzeltisi +

Matanol ( Kontrol 3 2.921 £ 0,08
Sentetik 107% M BA 55.461 & 0.19
Fungal 107% M GAy 4,88 % 0.47
Sentetik 107° M GA, 48.42 + 0,65
Fungal 107 M GAy 19.59 & 0,09
Sentetik 108 M BAy IF.11 % 1.66
Fungal 1076 ™M 5, 1B.87 + 0,2
Sentatik 107 M BAy I5.2T £ 0.99
Fungal  1@7 1M BA, 18.61 = 0,04
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Sekil 3.12. Kontrol, deJisik konsantrasyonlarda standart
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sentetik-GA, ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen GA, esdederleri
uygulanarak piring cimlendirme testi ile elde
edilen Tan-ginbozu ciice piring varyetesi ikinci

yaprak kin uzunluklarinin dedigimi

1/2 N Hoagland kiltir ¢bzeltisi ( kontrol )

1/2 N Hoagland kiiltlir ¢dzeltisi + metanol (kontrol)
Sentetik 10™* M GA,

Fungal 10™* M GA,

Sentetik 10™° M GA,
Fungal 10° M GA,
Sentetik 10°°* M GA,
Fungal 10° M GA,
Sentetik 107 M GA,
Fungal 1077 M GA,
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GA, 'de 35.23 mm, fungal 1077 M GA, ‘de ise 18.61 mm olarak
saptanmigtir.

Degigik konsantrasyonlarda standart sentetik-GA, ve
fungal-GA, uygulanarak piring ¢imlendirme testi ile elde edi-
len Tan-ginbozu clice piring varyetesi ikinci yaprak kin uzun-
luklari arasindaki farklar, tim konsantrasyonlar ig¢in énemli
bulunmustur (P<0.05 ). Ayrica, tuim standart sentetik -GA,
gruplarindaki ikinci yaprak kin uzunluklari arasindaki fark-
lar da onemli bulunmustur ( P < 0.05 ). Bununla birlikte,
fungal-GA,’ Un 10® M ile 10° M ve 10 M ile 107 M grupla-
rindaki ikinci vyaprak kin uzunluklari arasindaki farklar
6nemsiz bulunurken, dijer tim konsantrasyonlarindaki ikinci
yaprak kin uzunluklari arasindaki farklarin &énemli oldugu
saptanmigtir (P<0.05 ). Ayrica, tuim konsantrasyonlarda
standart sentetik-GA, ve fungal-GA, gruplarindaki ikinci
yvaprak kin uzunluklari ile kontrol gruplarindaki ikinci
yaprak kin uzunluklari arasindaki farklarin da énemli oldugdu
belirlenmigtir ( P < 0.05 ).

3.2.3. DeJigik konsantrasyonlarda standart sentetik-ABA
ve fungal-ABA’nin yulaf koleoptil blylmesi
tzerine etkisi

DeJigik konsantrasyonlarda standart sentetik-ABA ve
fungal-ABA uygulanarak yulaf koleoptil bliylime testi ile elde
edilen yulaf koleoptil boylari, Tablo 3.13’'de gdsterilmistir.

Tablo 3.13 ve Sekil 3.13’den gbéruldddt gibi, koleoptil
boyu kontrol gruplarandan 1/2 N Hoagland kiltlr ¢dzeltisinde
4.85 mm, 1/2 N Hoagland kultir ¢bdzeltisi+ metanol’de ise 4.63
mm olarak O6lc¢lilmistlir. Her iki kontrol grubundaki koleoptil
boylari arasindaki fark 6nemli bulunmugtur ( P < 0.05 ).
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Tablo 3.13.Eontrol, Dedisik Honsantrasyvonlarda Standart Sentetik-ARBL& ve
Phanerochzaete chrysosporium ME446 Fungusundan Elds edilen
ABA Esdegerleri Uygulanarabk Yulaf Folsopbil Blylimse Testi Ils
Elde Edilen Yulaf Kolesoptil Bovliariy ( Degerler 3 tekrarin

)

ortalamas: £ standart hatz olarak verilmistir 3

KOLEOPTIL
UYBULAMA GRUPLARI BOYL
(mm
172 N Hoagland Edltir Chzeltiszi 4,85 0,09
{ Kontrol 3
172 M Hoagland Eidltde Odzeltisi + 4,63 & G.03
Matanol ( Eontrol ) ‘
Sentetik 1078 M apa BT & 0,07
Fungal  107% ® apA 4.30 £ Q.18
Sentetik 107 M ABA 4.36 + 0,11
Fungal 1070 M oaBa 4.39 & Q.04
Sentatik 10°° M ABa 4.47 + 0,01
Fungal 10® M apa 4.50 £ 0,04
Sentetik 1077 M ABA 4.51 % 0,03
Fungal 1077 ™ aABA 4.53 & 0.07




{ mm )

(aleoptil bovu
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Sekil 3.13. Kontrol, degisik konsantrasyonlarda standart
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sentetik-ABA ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen ABA egdederleri
uygulanarak yulaf koleoptil blylme testi ile
elde edilen yulaf koleoptil boylarinin dedisimi

1/2 N Hoagland kiltir ¢dzeltisi ( kontrol )
1/2 N Hoagland kiiltlir ¢ézeltisi + metanol (kontrol)
Sentetik 10°° M ABA

Fungal 10 M ABA
Sentetik 107 M ABA
Fungal 1077 M ABA
Sentetik 10® M ABA
Fungal 10"® M ABA
Sentetik 10° M ABA
Fungal 10° M ABA
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Koleoptil boyu, standart sentetik 10°° M ABA’da 4.27 mm,
fungal 10°° M ABA’da ise 4.30 mm, standart sentetik 107 M
ABA’da 4.36 mm, fungal 107 M ABA‘da ise 4.39 mm, standart
sentetik 10® M ABA’da 4.47 mm, fungal 10® M ABA’da ise 4.50
mm, standart sentetik 10° M ABA’‘da 4.51 mm, fungal 10° M
ABA’da ise 4.53 mm olarak 6lc¢lilmligtir.

Degisik konsantrasyonlarda standart sentetik-ABA ve
fungal-ABA uygulanarak yulaf koleoptil blytume testi ile elde
edilen koleoptil boylari arasindaki farklar, tim konsantras-
yonlar ig¢in Snemsiz bulunmugstur. Ayrica, standart sentetik-
ABA‘nin 10°°* M ile 10°®* M ve 10° M ile 10”° M gruplarindaki
koleoptil boylari arasindaki farklar énemli bulunurken ( P <
0.05 ), diger tim konsantrasyonlarindaki koleoptil boylari
arasindaki farklar onemsiz bulunmugtur. Bununla birlikte,
fungal-ABA’nin 107 M ile 10° M gruplarindaki koleoptil
boylari arasindaki fark 6nemli bulunurken ( P < 0.05 ), diger
ttim konsantrasyonlarindaki koleoptil boylari arasindaki fark-
larin 6nemsiz oldudu saptanmistir. Ayrica, standart sentetik-
ABA ve fungal-ABA’nin tuim konsantrasyonlarindaki koleoptil
boylari ile 1/2 N Hoagland kiltlir ¢bzeltisi grubundaki
( kontrol ) koleoptil boyu arasindaki farklar Snemli bulun-
mustur ( P < 0.05 ). Bununla birlikte, standart sentetik-
ABA'nain tUm konsantrasyonlarinda koleoptil boylari ile 1/2 N
Hoagland kultlr ¢dézeltisi + metanol grubundaki ( kontrol )
koleoptil boyu arasindaki férklarln 6nemli oldudu belirlenir-
ken ( P < 0.05 ), fungal-ABA’nin 10® M ve 10° M gruplarindaki
koleoptil boylari ile 1/2 N Hoagland kiltlr ¢bdzeltisi + meta-
nol grubundaki ( kontrol ) koleoptil boyu arasindaki farkla-
rin Snemsiz, diger konsantrasyonlarindaki koleoptil boylari
ile ayni kontrol grubundaki koleoptil boyu arasindaki farkla-
rin ise o6nemli oldufu saptanmigtir ( P < 0.05).
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3.2.4. Degigik konsantrasyonlarda standart sentetik-
zeatin ve Fungal-zeatin’in klorofil miktara

lizerine etkisi

Degigik konsantrasyonlarda standart sentetik-zeatin ve
fungal-zeatin uygulanarak klorofil miktar tayini testi ile
elde edilen klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktar-
lari, Tablo 3.14’'de gbsterilmigtir.

Tablo 3.14 ve Sekil 3.14, 3.15 ve 3.16’dan gdrtlduagt
gibi, klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlari 1/2 N
Hoagland kiltlir ¢o6zeltisinde sirasiyla 1.13 mg / L, 1.26 mg/
L ve 2.39 mg / L iken, 1/2 N Hoagland kultlr ¢bzeltisi +
metanol’de ise sirasiyla 0.78 mg / L, 0.94 mg / L ve 1.72 mg
/ L olarak bulunmustur. Her iki kontrol grubundaki klorofil
a ve toplam klorofil miktarlara arasindaki farklar Oonemli
bulunurken ( P < 0.05 ), klorofil b miktarlari arasindaki
farkin énemsiz oldudu belirlenmisgtir.

Standart sentetik 10°°* M zeatin’de klorofil a, klorofil
b ve toplam klorofil miktarlari sirasiyla 2.69 mg / L, 1.40
mg / L ve 4.09 mg / L, fungal 10° M zeatin’de ise sirasiyla
2.33mg /L, 1.39mg / L ve 3.72 mg / L olarak bulunmustur.
Standart sentetik 1077 M zeatin’de klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil miktarlari sirasiyla 2.64 mg / L, 1.38 mg /
L ve 4.02 mg / L, fungal 1077 M zeatin’de ise sirasiyla 2.16
mg / L, 1.11 mg / L ve 3.27 mg / L olarak bulunmustur.
Standart sentetik 10® M zeatin’de klorofil a 2.79 mg / L,
klorofil b 1.47 mg / L ve toplam-klorofil 4.26 mg / L bulu-
nurken, fungal 10® M zeatin’de ise sirasiyla 2.56 mg / L,
1.31 mg / L ve 3.87 mg / L olarak saptanmigtir. Standart
sentetik 10® M zeatin’de klorofil a, klorofil b wve toplam
klorofil miktarlari sirasiyla 2.85 mg / L, 1.61 mg / L ve
4.46 mg / L iken, fungal 10°° M zeatin’de ise sirasiyla 2.67
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Tablo I.14.Hontrol, Degisik Eonsantrasyonlardza Standart Sentetik-Zealtin
va Phanerocaete chrysosporium ME444 Fungusundan Elde Edilen
Zeatin Esdeferleri Uvgulanarak RElorofil Miktar: Tayini Testi
ile Elde Edilen Klorofil a2 5, Hlorofil b ve Toplam Klorofil
Mikftarlar: { Degerler I ftebkrarin ortalamas: £ standart hata
oplarak verilmistir )

TORP L AR
UYBLUILAMS BRUPLARI FLORDOFIL 2 FLOROFIL b FLORDFIL
MIkTART MIKTART MIKTART
(mg /L) tmg /L) {mg /Al
172 N Hoagland Eiltir 1.13 & ¢.08 1.26 & G, 19 2.39 % 0.17
DHzeltisi ( kontrol )
172 W Hoagland KOltir G.7B & Q.08 G.94 £ 0,23 1.72 %+ 0,32
Cozeltisi+Metanol
( Kontrol 3
Sentetik 1078 M Zeatin 2.6%9 £ Q.2 1.40 & 0,10 4.0% & 0,37
Fungal idi M Zmatin .33 & 0,09 1.3%9 % 0,08 .72 % G52
Sentetilk 107 M Zeatin 2,44 £ 021 1.38 £ G.11 4,02 & 0,16
Fungal 10 M Zeatin Z2.1l6 * G.33 P A T & A A 4 T.27 &£ 0.10
Sentetik 108 M Zeatin 279 £ O34 1.47 & Q.17 BT B R & IR
Funogal 10"8 M Imatin 2.86 & Q.08 1.31 &£ Q.01 .87 &£ .53
Sentetik idﬂ M Zeatin 2.85 £ .40 1.&1 & .15 4. 446 X 017
Furngal 16@ M Zeatin 267 X O.17 i.41 + O.04 4,08 & 0.21
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Sekil 3.14. Kontrol, dedisik konsantrasyonlarda standart
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sentetik-zeatin ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen zeatin egdegerleri
uygulanarak klorofil miktar tayini testi ile
elde edilen klorofil a miktarlarinin degigimi

1/2 N Hbagland kiltlir ¢bdzeltisi ( kontrol )

1/2'N Hoagland kultlr ¢b6zeltisi + metanol (kontrol)
Sentetik 10°°* M Zeatin

Fungal 10* M Zeatin

Sentetik 107 M Zeatin
Fungal 1077 M Zeatin
Sentetik 10® M Zeatin
Fungal 10® M Zeatin '
Sentetik 10°® M Zeatin
Fungal 10° M Zeatin
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Sekil 3.15. Kontrol, dedisik konsantrasyonlarda standart
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sentetik-zeatin ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen zeatin esdeferleri
uygqulanarak klorofil miktar tayini testi ile
g;de edilen klorofil b miktarlarinin de§isimi

1/2 N Hoagland kiiltiir ¢ézeltisi ( kontrol )

1/2 N Hoagland kiiltlir ¢ézeltisi + metanol (kontrol)
Sentetik 10°¢
Fungal 10°¢
Sentetik 107 M Zeatin

M Zeatin
M
M
Fungal 1077 M Zeatin
M
M
M
M

Zeatin

Sentetik 10°®
Fungal 107
Sentetik 10°°
Fungal 10°°

Zeatin
Zeatin
Zeatin
Zeatin
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Sekil 3.16. Kontrol, dedisik konsantrasyonlarda standart
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sentetik-zeatin ve P. chrysosporium ME446
fungusundan elde edilen zeatin egdederleri
uygulanarak klorofil miktar tayini testi ile
elde edilen toplam klorofil miktarlarinin

degigimi

1/2 N Hoagland kiltlr ¢bézeltisi ( kontrol )
1/2 N Hoagland kiltir ¢bézeltisi + metanol (kontrol)

Sentetik 10°° M Zeatin
Fungal 10"®* M Zeatin /
Sentetik 1077 M Zeatin
Fungal 107 M Zeatin
Sentetik 10® M Zeatin
Fungal 10® M Zeatin
Sentetik 107 M Zeatin
Fungal 10"° M Zeatin
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mg / L, 1.41 mg / L ve 4.08 mg / L olarak saptanmigtir.

10”7 M standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin grup-
larinda klorofil a miktarlar:i arasindaki fark énemli bulunur-
ken ( P < 0.05 ), diger tUim konsantrasyonlarinda klorofil a
miktarlari arasindaki farklar Snemsiz bulunmustur. Standart
sentetik-zeatin’in tim konsantrasyoﬁlarlnda klorofil a mik-
tarlari arasindaki farklarin énemsiz dldu§u belirlenmigtir.
Ayrica, fungal-zeatin’in 10° M ile 10"® M gruplarinda klorofil
a miktarlari arasindaki fark 6énemli bulunurken ( P < 0.05 ),
diger tim konsantrasyonlarinda klorofil a miktarlari arasin-
daki farklarin O&nemsiz oldufu saptanmigtir. Tim standart
sentetik-zeatin wve fungal-zeatin gruplarindaki klorofil a
miktarlari ile kontrol gruplarindaki klorofil a miktarlari
arasindaki farklar, o6nemli bulunmustur ( P < 0.05 ).

Standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin’‘in 107 M ve
10° M gruplarindaki klorofil b miktarlari arasindaki fark
onemli bulunurken ( P < 0.05 ), difer tim konsantrasyonlarin-
da klorofil b miktarlari arasindaki farklarin Snemsiz oldudu
belirlenmigtir. Ayrica, standart sentetik-zeatin’in 10°° M ile
10”® M gruplarinda klorofil b miktarlari arasindaki fark
6énemli bulunurken ( P < 0.05 ), diJer tim konsantrasyonlarin-
da klorofil b miktarlari arasindaki farklar Snemsiz bulunmus-
tur. Bununla birlikte, tuim standart sentetik-zeatin ve
fungal-zeatin gruplarinda klorofil b wmiktarlari ile 1/2 N
Ho&gland kiltir ¢ézeltisi grubundaki klorofil b miktari ara-
sindaki farklarin o&nemsiz oldudu belirlenmigtir. Ancak,
standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin’in 10°° M, 10®* M ve
107° M gruplarandaki klorofil b miktarlari ile 1/2 N Hoagland
kiltlir ¢dzeltisi + metanol grubundaki klorofil b miktar:
arasindaki farklar 6énemli bulunurken (P<0.05), gerek standart
sentetik- ve gerekse fungal-zeatin’in 10”7 M konsantrasyonla-
rindaki klorofil b miktarlari ile ayni kontrol grubundaki
klorofil b miktari arasindaki farklarin Onemsiz oldqgu
saptanmigtir.
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De§isik konsantrasyonlarda standart sentetik-zeatin ve
fungal-zeatin uygulanarak klorofil miktar tayini testi ile
elde edilen toplam klorofil miktarlari arasindaki farklar,
tim konsantrasyonlar ig¢in &énemli bulunmugtur ( P < 0.05 ).
Ayrica, standart sentetik-zeatin’in tim konsantrasyonlarin-
daki toplam klorofil miktarlari arasinda ve fungal-zeatin’in
tlim konsantrasyonlarindaki toplam klorofil miktarlari arasin-
daki farklarin énemli oldufu saptanmistir ( P < 0.05 ). Bu-
nunla birlikte, tum standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin
gruplarindaki toplam klorofil miktarlari ile kontrol grupla-
rindaki toplam klorofil miktarlari arasindaki farklar da
6nemli bulunmustur ( P < 0.05 ).
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4 . TARTISMA

P.chrysogsporium ME446‘'da ABA sentezinin oldugu daha
énceki calismalarimizda belirtilmistir ( Unyayar ve Bozcuk
1992 ). Bununla birlikte, 1literatlr bilgilerimize goére,
P.chrysosporium ME446’'da difer bitki blylime maddelerinden
IAA, GA, ve zeatin’in sentezi ve izolasyonu konusunda dinyada
henliz bir ¢aligmaya rastlanmamigstir. Bu nedenle, P.
chrysosporium ME446 fungusunda primer ya da sekonder bir
metabolit olarak IAA, GA, ve zeatin sentezi, izolasyonu ve
biyolojik aktivitelerinin saptanmasi, en yuksek IAA, GA; ve
zeatin dlizeylerinin elde edilebilece§i fungus tlrlerinin
belirlenmesine ve seg¢imine katki getirebilmek amaci ile yapi-
lan bu c¢alismada, P.chrysosporium ME446 fungusunda kultir
periyoduna bagli olarak hem kiltlr ortaminda ve hem de misel-
de IAA, GA, ve zeatin’in Uretimi ve ABA ile birlikte bu bitki
bliytme maddelerinin ortak bir ekstraktsiyon ve saflagtirma
iglemi ile eldesi ilk defa laboratuvarimizda yapilmigtir.

Bulgularimiza gdre, hem kiltlir ortaminda ve hem de
miselde tum kiGltlr periyotlarinda 280 nm dalga boyunda her Ug¢
formdaki IAA miktarlari 222 nm dalga boyundaki deferlerinden
belirgin bir gekilde ylksek bulunmugtur. Kiltlir ortaminda ve
miselde hem 280 nm ve hem de 222 nm dalga boylarainda kiltir
periyoduna badli olarak serbest-, bagli- ve toplam-IAA mik-
tarlari incelendidinde ( Tablo 3.6, 3.7 ve $ekil 3.1,3.2,
3.6, 3.7 ); fungus primer metabolizma fazinin 1. saatinde
misel wve kiltlir ortaminda her U¢ formdaki IAA miktarlara
dikkate alindiginda kiltlr ortamindaki deferlerin miseldeki
deferlerine gdre gok belirgin bir gekilde ytksek dizeylerde
oldugu gértlmektedir. Bu k{ltlr periyodunda kiltir ortaminda
280 nm dalga boyunda serbest-IAA miktari 101.04 ug / mi,
bagli-IAA miktari 7.98 pug / mL ve toplam-IAA miktari 109.02
pg / mL ve 222 nm dalga boyunda serbest-IAA miktari 14.00 ug
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/ mL, badli-IAA miktari 1.69 ug / mL ve toplam-IAA miktari
15.69 ug / mL iken, miselde bu deerler sirasiyla 280 nm
dalga boyunda 0.27 pug / mL, 0.65 pug / mL ve 0.92 ug / mL ve
222 nm dalga boyunda sirasiyla 0.26 ug / mL, 0.52 pg / mL ve
0.78 ug / mL olarak bulunmustur. Kaltlr periyodunun 1., 3.,
6., 9. ve 12. glinlerinde hem misel ve hem de kiiltlr ortaminda
her G¢ formdaki IAA miktarlari iki dalga boyunda da incelen-
diginde kiiltlir periyoduna badli olarak sekonder metabolizma
fazina kadar ( 12. gin ) miseldeki degerlerinin diigik dizey-
lerde oldufu ve az da olsa azalma ve artmalara radmen hemen
hemen ayni kaldidi oysa, klltlr ortamindaki deferlerin ylksek
diizeylerde olduu ve slirekli belirgin azalmalar gdsterdigi
gdrilmektedir ( Tablo 3.6 ve 3.7 ). Bu bulgumuz Nishinari ve
Yamaki ( 1976 ) tarafindan desteklenmektedir.

Primer metabolizma fazinin 1. saatinde hem 280 nm ve hem
de 222 nm dalga boylarinda kiltlr ortamindaki toplam-IAA +
miseldeki toplam-IAA miktarinin ylksek olusu ( Tablo 3.6 ve
3.7 ), fungus blylime efrisine gdre lac. fazinda mRNA, enzim
ve protein gibi ( Berry 1988) blylume ve geligme ile ilgili
maddelerin sentezinin yanisira bitki blylime maddesi olarak
TAA‘nin da sentezlenebilecedini, bundan dolayi primer metabo-
lizma fazinin 1. saatinde de olsa ylksek bulunabilecegini
akla getirmektedir. 1. saatten itibaren KMA’‘nin 12. gune
kadar artmaya devam etmesine kargin ( Tablo 3.6 ), IAA mikta-
rinin slrekli azalma gbstermesi baglangig¢ta yilksek dlzeyde
sentezlenen IAA’nin fungus blylmesini stimile ettigi ve
mevcut IAA’nin metabolitlerine yikildigi fikrini vermektedir.
Tim bu deferlerden, fungusun primer metabolizma fazinin 1.
saatinde IAA sentezledidi ve sentezlenen IAA’nin hemen hemen
hepsinin serbest- ve bajli- formlarda kiltlr ortamina veril-
digi, 12. gline kadar difer kiltlGr periyotlarinda ise sentezin
gerceklesmedigi aksine mevcut IAA’'nin metabolitlerine yikil-
di§:i anlasilmaktadir.

Sekonder metabolizma fazinda miselde hem 280 nm ve hem
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de 222 nm dalga boylarinda her U¢ formdaki IAA miktarlara
primer metabolizma fazinda oldudu gibi oldukg¢a distk dizey-
lerde olup, Onemli degigiklikler gbstermemektedir ( Tablo
3.6, 3.7 ve Sekil 3.6 ve 3.7 ). Oysa, kultir ortaminda 15.
ginde 12. gline gdre serbest- ve toplam-IAA miktarlari belir-
gin bir artma gbstermig ( P < 0.05 ) ve bu artigs 28. glne
kadar devam etmigtir ( P < 0.05 ). Bagli-IAA miktarlarinda
ise az da olsa artma ve azalmalar saptanmigtir. 35. glnde
toplam-IAA miktarinda oldukga az bir azalma gdzlenirken, 42.
ginde hem serbest- ve hem de toplam-IAA miktarlari belirgin
bir azalma gdstererek, primer metabolizma diizeylerine inmig-
tir. Hem 280 nm ve hem de 222 nm dalga boylarinda kiltir
ortamindaki toplam-IAA + miseldeki toplam-IAA miktarlara
incelendiginde ( Tablo 3.6 ve 3.7 ), 1. saatte 280 nm’de
109.94 ug / mL, 222 nm’de 16.47 ug / mL olarak bulunmustur.
Bu deferler, 1. glinde 280 nm ve 222 nm’de sirasiyla 25.29 ug
/ mL, 6.36 ug / mL’ye dismistlir. Fungusun sekonder metaboliz-
ma fazina girdigi 12. gtnden itibaren her iki dalga boyunda
da kiGltdr ortamindaki toplam-IAA + miseldeki toplam-IAA
miktarlarinda kiltlr periyoduna bagli olarak 28. giine kadar
artma ( P < 0.05 ), 35. ginde az bir azalma, 42. glnde ise
belirgin bir azalma saptanmigtir. 12, ginden itibaren KMA’'nin
az da olsa azalma gbstermesi ve 15., 18. ve 21. glnlerde IAA
miktarinin artmasi, ortamda besin maddelerinin giderek azal-
masi sonucunda biylmedeki gerilemeye bir tepki olarak IAA’nin
sentezlenebilecedi wve &len hicrelerin parcalanmasi ile de
ortama bir miktar IAA’nin katilabilecedi fikrini vermektedir.
Tim bu deferler, fungusun 42. glin hari¢ sekonder metabolizma
fazi boyunca IAA sentezledigini ve sentezlenen IAA’nin hemen
hemen hepsinin serbest- ve badli- formlarda kiUltir ortamina
verildigini ifade etmektedir. Ayrica, 42. glinde IAA‘nin bliylk
oranda metabolitlerine yikildigi ve yeni IAA sentezinin olma-
digi fikrini de vermektedir.

Gerek primer metabolizma gerekse sekonder metabolizma
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fazlarindaki IAA miktarlari dikkate alindiginda, P. chryso-
sporium ME446 fungusunda IAA’nin hem primer ve hem de sekon-
der metabolit oldudunu sdyleyebiliriz.

Tablo 3.6 ve 3.7’den gbrildigia gibi, 280 nm dalga boyun-
da kultlir ortamindaki toplam-IAA + miseldeki toplam-IAA
miktari bitin kiltlir periyotlarinda 222 nm’deki deJerlerinden
daha yuksek bulunmugtur. 280 nm’de IAA miktarlarinin daha
yuiksek olugu IAA’nin maksimum sourmasinin 222 nm’de dedil
280 nm’de oldudu fikrini vermektedir. Bu gdrligimiz Fletcher
ve Zalik ( 1963 ) tarafindan desteklenmektedir.

P.chrysosporium ME446 fungusu ile yaptidimiz bu ¢alisgma-
da, maksimum toplam-IAA miktari kiiltlr ortaminda 28. glnde
280 nm dalga boyunda 115.74 upug / mL ( Tablo 3.6 ), 222 nm
dalga boyunda 19.59 ug / mL ( Tablo 3.7 ) olarak, miselde
ise, 280 nm dalga boyunda 18. ginde 3.71 ug / mL ( Tablo
3.6), 222 nm dalga boyunda 9. giinde 1.05 pug / ml ( Tablo 3.7)
olarak bulunmugstur.

Tuomi ve ark. ( 1993 ) tarafindan yapilan bir arastirma-
da, Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides wve
Aerobasidium pullunans funguslarinin kliltlir ortamlarinda elde
edilen maksimum IAA miktarlari ise sirasiyla 0.717 ng / mlL,
6.11 ng / mL ve 43.8 ng / mL olarak bulunmustur. Ayni arasti-
ricilarin misellerde elde ettikleri maksimum IAA miktarlari
ise B. cinerea’da 128 ng / g, C. cladosporioides’te 91.2 ng
/ g ve A.pullulans ‘ta 84 ng / g’dir.

Bakterilerde de bitki blyume maddeleri ile ilgili benzer
caligmalar yapilmigtir. Bradyrhizobium japonicum’un genotip
IT susu kiiltlr ortaminda 20 yM IAA elde edildigi bildirilmek-

tedir ( Minamisawa ve Fukai 1991 ). Ayrica, bakteriler ile
infekte olmus bitki dokularindan da IAA ekstre edilmistir
( Epstein wvd. 1991). Bu arastiricilar, Agrobacterium

rhizogenes ile infekte olmus havu¢ dokularinda 31.50 ng / g
IAA elde etmiglerdir.
Yapilan bagka bir g¢alismada da, Cotinus coggygria



124

bitkisinin c¢eliklerinde serbest- ve badli-IAA miktarlara
incelenmis ve maksimum serbest-IAA gbévdede 405.5 ng / g,
bagli-IAA ise 22 ng / g olarak saptanmigstir ( Blakesley vd.
1991 ).

GOrildigt gibi, dijer funguslar, bitki ve bakteriler ile
yapilan galigmalarda ng / mL veya ng / g dlizeyinde IAA elde
edilmesine kargilik, bizim galigmamizda IAA miktari ug / mL
dlizeyinde saptanmigtir. Tim bu deferler dikkate alindiginda,
P. chrysosporium ME446’daki IAA’‘nin daha ylksek deJerlerde
oldugu fikrini vermektedir.

Kiltlr ortami ve miselde klUltilir periyoduna bagli olarak
serbest-, badli- ve toplam-GA, miktarlari incelendiginde
( Tablo 3.8 ve $ekil 3.3 ve 3.8 ); fungus primer metabolizma
fazinin 1. saatinde misel ve kltlr ortaminda her ¢ formdaki
GA, miktarlari dikkate alindiginda kGlt{r ortamindaki deJer-
lerin miseldeki deferlerine gdre ¢ok belirgin bir gekilde
yliksek dliizeylerde oldugu gdrilmektedir. Bu kliltir periyodunda
kiltlir ortaminda serbest-GA, miktari 86.41 ug / mL, bagli-GA,
miktari 12 ug / mL ve toplam-GA, miktari 98.40 ug / mL iken,
miselde bu deferler sirasiyla 6.16 ug / mL, 3.08 pg / mL ve
9.24 ug / mL olarak bulunmugtur. Kiltlr periyodunun 1., 3.,
6., 9. ve 12. glinlerinde hem misel ve hem de kiiltlir ortaminda
her ¢ formdaki GA, miktarlari incelendiginde, kiltlr periyo-
duna bagdli olarak miseldeki dederlerin dligtk , kiltaGr orta-
mindaki deferlerin ise ylksek dizeylerde oldudu ve 12. glne
kadar azalma ve artmalar gbsterdikleri gbérilmektedir. Primer
metabolizma fazinda, klUltlr ortamindaki toplam-GA, + misel-
deki toplam-GA, miktari incelendidinde (Tablo 3.8), kultir
periyodunun 1. saatinde GA, miktarinin 107.64 ug / mL oldugu
ve 1. glnde bir azalma, daha sonra 12. glne kadar bir artma
gdsterdigi goériulmektedir ( P < 0.05 ).

Sekonder metabolizma fazinin hem kiiltir ortaminda hem de
miselde 12. glnde serbest- ve toplam-GA, miktarlarinin belir-
gin bir artma gbstermesi yeni GA, sentezinin oldudu ve
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sentezlenen GA, ’'Un yaklagik yarisinin kultlr ortamina veril-
digi fikrini vermektedir ( Tablo 3.8 ). Bu kiltir periyodunda
bagli-GA, miktari k(ltlr ortaminda azalma, miselde az da olsa
artma gdstermigtir.

Kiltlr periyodunun 1. gln harig¢ 12. gline kadar KMA’daki
artiga paralel olarak, kultlr ortamindaki toplam-GA, + misel-
deki toplam-GA, miktarinin az da olsa slirekli bir artma goés-
tererek, 12. glinde 9. glne gbre yaklagik 3 kat artisla
maksimum dzeye ulasmigtir ( 738.06 ug / mL ) ( P < 0.05 ).
12. ginden sonra 21. gline kadar giderek azalma gdstermig
( 314.08 ug / mL ) fakat 28. ve 35. glinlerde bir artma
( sirasiyla 414.38 ug / mL ve 505.27 pug / mL ) gdstermistir.
12. glnden sonra 21. gline kadar klltlir ortamindaki toplam-GA,
+ miseldeki toplam-GA, miktarinin azalmasina paralel olarak
KMA'nin da azaldigi goérllmektedir ( Tablo 3.8 ). Tim bu
degerler, fungusun sekonder metabolizma fazinin baslangicinda
maksimum GA, sentezledidi ve 21. gline kadarki kdltlr periyot-
larinda ise sentezin gergeklesmedidi aksine mevcut GA, ’Gn
metabolitlerine yikildigi fikrini vermektedir. Buna karsilik,
sekonder metabolizma fazinin 28. ve 35. glinlerinde ise yeni-
den GA, sentezinin oldudu ve sentezlenen GA, ’'Gn 6nemli bir
kisminin serbest- ve bagli- formlarda klltlr ortamina veril-
digi, 42. glinde ise GA, ’‘Un blylk oranda metabolitlerine yi-
k1ldigi ve yeni GA, sentezinin olmadidi disiniilmektedir.
Yine, fungusun primer metabolizma fazinda kiltlr ortamindaki
toplam-GA, + miseldeki toplam-GA, miktarinin artigina para-
lel olarak KMA'nin artisi, sekonder metabolizma fazinda ise
21. gune kadar ayni formdaki GA,; miktarinin azaligina paralel
olarak KMA’'nin da azalmasi GA;’ Un fungusun bilylme ve geligme-
sinde stimilatdr rolini akla getirmektedir.

Ayrica, bitki blylme ve geligmesinde bir stimilatdr
olan GA, ‘Un primer metabolizma fazinda da sentezlendigi
ancak, en fazla sentezinin fungusun sekonder metabolizma
fazina girdigi 12. glnde oldudu gdrilmektedir. Bu da,
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gibberellinlerin sekonder bir metabolit oldufu 1literatlr
bilgisi (Ratledge 1992) ile uyum gbstermektedir.

Cihangir ( 1992 ), Aspergillus niger’in 5 ayri susgunda
GA, verimini arastirmigtir. Bu suslardan A.niger NRRL 567’de
100:29 mg./ 'L, A.niger Fiirsan’da 150.35 mg./:L, A.niger NRRL
328’de 67.50 mg / L, A.niger ATTC 2601’de 52.50 mg / L ve
A.niger NRRL 334'de 45.00 mg / L GA, elde etmigtir.
Gibberella fujikuroi G; susu ile yapilan bir ¢aligmada da,
elde edilen GA, miktarinin 120.00 mg / L oldudu bildirilmig-
tir ( Aksdz wvd. 1994 ). Saucedo ve ark. ( 1989 ) ise,
Gibberella fujikuroi fungusunda 15. glinde 45.00 mg / L GA,
sentezlendigini bulmuglardir. Kumar ve Lonsane ( 1988 ),
Gibberella fujikuroi P-3 susunda 0.58-0.66 mg / L / saat GA,
Uretildigini saptamiglardir.

P.chrysosporium ME446 fungusunda ktltlr ortamindan ve
miselden birlikte elde ettiimiz maksimum toplam-GA, miktari
12. glnde 738.06 ug / mL’dir. Buna gbre P. chrysosporium ME
446’da, Cihangir’in ( 1992 ) bulgulari olan A.niger NRRL 567
suguna goére yaklagik 7 misli, A.niger Filirsan’a gdre 5 misli,
A.niger NRRL 328’e gbre 11 misli, A.niger ATTC 2601‘e gbre 15
misli ve A.niger NRRL 334’e gbre 16 misli daha fazla GA, sen-
tezlendigi gdérlGlmektedir. Ayrica, ¢alismamizda kullandigimiz
P.chrysosporium ME446’'da, Gibberella fujikuroi G; ( Aksdz vd.
1994 ) susuna gdre yaklafik 6 mis;i, Gibberella fujikuroi’ye
( Saucedo vd. 1989 ) gbre ise 16 misli daha fazla GA, sentez-
lendig§i saptanmigtair.

LiteratlUr bilgilerimize gbre, GA,’ Un ylksek bitkilerde
de sentezlendidi bilinmektedir. Ornedin, Potter vd. ( 1993 ),
Safran (Carthamus tinctorius ) bitkisinde ng / gévde dizeyin-
de GA, Dbulunduunu bildirmislerdir. Yiksek -bitkilerde ve
funguslarda elde edilen GA, miktarlari incelendiginde, gerek
¢alismamizda kullandifimiz P. chrysosporium ME446 gerekse GA,
sentezledidi bildirilen funguslardaki GA, miktarlarinin yUk-
sek bitkilerdeki ortalama GA, miktarlarina gdre daha yuksek
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deéerierde oldugunu sbyleyebiliriz.

Kiltlr ortaminda ve miselde kiltlr periyoduna bagli
olarak serbest-, bajli- ve toplam-ABA miktarlari incelendi-
ginde ( Tablo 3.9 ve Sekil 3.4 ve 3.9 ); fungus primer
metabolizma fazinin 1. saatinde misel ve kliltir ortaminda her
¢ formdaki ABA miktarlari dikkate alindiginda kiltlGr orta-
mindaki deferlerin miseldeki deferlere gbre ylksek dlizeylerde
oldudu gbérilmektedir. Bu kiltlr periyodunda kiltlr ortaminda
serbest-ABA miktari 4.42 ug / mL, bajli-ABA miktari 0.25 ug
/ mL ve toplam-ABA miktari 4.67 ug / mL iken, miselde bu
degerler sirasiyla 0.10 ug / mL, 0.06 pg / mL ve 0.16 pug / mL
olarak bulunmustur. Kiltlir periyodunun 1., 3., 6. ve 9.
glinlerinde klltlGr ortaminda serbest- ve toplam-ABA miktarla-
rinin sUrekli belirgin azalmalar gdbsterdidi oysa, miselde
serbest- ve toplam-ABA miktarlari giderek artma gbsterdigi
gbrilmektedir.

Primer metabolizma fazinda kiltlr ortamindaki toplam-ABA
+ miseldeki toplam-ABA miktari incelendiinde ( Tablo 3.9 ),
kGltlr periyodunun 1. saatinde 4.83 ug / mL olan ABA miktari
9. glne kadar belirgin bir sekilde azalma gdstermigtir ( 0.99
gg / mL ). Primer metabolizma boyunca kiltlir ortamindaki
toplam-ABA + miseldeki toplam-ABA miktarinin giderek azalma
gbstermesi wve KMA’‘nin bu kiltlir periyodu boyunca artmaya
devam etmesi primer metabolizma fazi boyunca ABA sentezinin
olmadigini ve bunun sonucu olarak da blylmenin engellenmedi-
gini akla getirmektedir.

Tum bu degerler, fungusun primer metabolizma fazi boyun-
ca ABA sentezinin olmadifini ve mevcut ABA’nin metabolitleri-
ne yikildigini gdstermektedir.

Sekonder metabolizma fazinda miselde ( Tablo 3.9 ve
Sekil 3.9 ) serbest- ve toplam-ABA miktarlari primer
metabolizma fazinda oldudu gibi ‘oldukca. distik dizeylerde
olup, O6nemli dedigiklikler gbstermemektedir. Buna karsilik,
kiltir ortaminda ( Tablo 3.9 ve $ekil 3.4 ), serbest- ve
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toplam-ABA miktarlari 12. ve 15. glinlerde belirgin bir artma
gbstermigtir ( P < 0.05 ). 21. gune kadar her G¢ formdaki ABA
miktarlari giderek azalma gobstermig, 28. ve 35. glunlerde
yeniden az da olsa bir artma gdstermigstir. Bagli-ABA miktar-
larinda ise az da olsa artma ve azalmalar saptanmigtir. 42.
ginde hem serbest- ve hem de toplam-ABA miktarlari belirgin
bir azalma gbstererek primer metabolizma dizeylerine inmig-
tir.

Sekonder metabolizma fazinda kGlttGr ortamindaki toplam -
ABA + miseldeki toplam-ABA miktari incelendidinde (Tablo
3.9), 12. gunde 9. glne gdre yaklasik 7 kat, 15. gunde 12.
glne gdre yaklasik 1.5 kat artarak sirasiyla 7.49 ug / mL ve
13.58 ug / mL’'ye ulasmistir ( P < 0.05 ). Oysa, 21. gune
kadar giderek azalma ve 28. ve 35. glnlerde ise bir artma
gbstermigtir. 42. glinde ise yeniden azalma gOstermigtir.
Sekonder metabolizma fazi baglangici olan 12. ve 15. glinlerde
ABA miktarlari belirgin bir gekilde artarken, KMA azalmaya
baglamigtir. Bu kiltlir periyotlarinda ABA miktarinin artmasi
ile birlikte KMA’'nin giderek azalma gdstermesi, ortamdaki
besin maddelerinin azalmasi ile birlikte mevcut ABA‘nin
bliyime inhibisyonuna neden olabilecedi fikrini vermektedir.

Tim bu deferler, fungusun 18., 21. ve 42. gin harig,
sekonder metabolizma fazinda ABA sentezlendigini ve sentez-
lenen ABA’nin hemen hemen hepsinin serbest- ve badli- form-
larda kiltlr ortamina verildidini ifade etmektedir. Ayraica,
18., 21. ve 42. ginlerde ABA’nin metabolitlerine yikildigi ve
yeni ABA sentezinin olmadigi distntlmektedir.

Gerek primer metabolizma gerekse sekonder metabolizma
fazlarindaki ABA miktarlari dikkate alindiginda, en fazla ABA
sentezinin sekonder metabolizma fazina girilmesi ile birlikte
oldudunu ve P. chrysosporium ME446 fungusunda sentezlenen
ABA’'nin sekonder metabolit oldufunu sdyleyebiliriz.

ABA sentezinin primer metabolizma fazinin sonunda belir-
gin bir sekilde bagladigi ve arttidini gdsteren bulgularimiz,
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Griffin ve Walton ( 1982 ) tarafindan da desteklenmektedir.
Bu arastiricilar, yaptiklari bir g¢alismada, ¢alkalamal:
kiltir ortaminda Gretilen Cercospora rosicola fungusunda 25.
ginde ABA miktarainin 27 mg / L oldudunu saptamiglardir. Oysa,
Assante vd. ( 1977 ), Cercospora rosicola’da 30. glnde 6 mg
/ 100 mL ABA sentezlendidini rapor etmislerdir. DiJer taraf-
tan, Kettner ve DOrffling ( 1987 ) adli arastiricilar da
Ceratocystis coerulescens fungusunda maksimum ABA miktarini
kGltir ortaminda 30. glinde 3.5 ng / mL, miselde ise 50. gunde
218 ng / g olarak saptamiglardir. Bir baska ¢alismada,
Pleurotus florida fungusunda g¢alkalamali kiltir ortaminda
maksimum ABA miktari 24. glinde 2.78 mg / L, statik kultlr
ortaminda ise 1. gunde 2.55 mg / L olarak saptanmistir

( Unyayar 1990 ). Yesilada vd. (1990) adli arastiricilar da
20 gln statik kGltlr ortaminda Gretilen Polyporus versicolor
fungusunda 1.39 mg / L, Pleurotus ostreatus’da 1.28 mg / L
maksimum ABA elde etmiglerdir.

Yiksek bitkilerde ABA eldesine iliskin yapilan bazi
¢alismalarda érnedin, Kobriger vd. ( 1984 ), Pisum sativum L.
cv. Alsweet bitkisinde 62.90 ng / g, Castonguay vd. ( 1993 ),
alfa alfa ( yonca )'nin yaprak ve kdéklerinde, sirasiyla 0.8
ug / g ve 1 ug / g dlizeyinde ABA oldudunu bildirmiglerdir..

Gerek galismamizda kullandidimiz P. chrysosporium ME446
fungusunda gerekse ABA sentezledidi bildirilen funguslardaki
ABA miktarlari dikkate alindidinda, funguslardan ABA eldesi-
nin ytksek bitkilerdekine gdre ylksek oldudunu sdéyleyebili-
riz. Nitekim bu gbérisimiz Assante vd. ( 1977 ) tarafindan
desteklenmektedir.

Calismamizda kullandiimiz P.chrysosporium ME446'da
sentezlenen maksimum toplam-ABA dederleri ile karsilagtiril-
difinda; P.chrysosporium ME446'da toplam-ABA miktari kaltur
ortaminda 15.glUnde 13.16 pg / mL, miselde ise 42. glinde 1.47
ug / mL olup, Ceratocystis coerulescens fungusu kiltlr orta-
minda elde edilen maksimum ABA miktarina gdre yaklasik 3760
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kat, miselde elde edilen maksimum ABA miktarina gdre ise
yaklagik 7 kat fazla oldudu gdrilmektedir. Oysa, P. chryso-
sporium ME446’da klUltlr ortamindan elde edilen maksimum
toplam-ABA miktarlarina gbre, Cercospora rosicola ( Griffin
ve Walton 1982 ) kiltdr ortaminda 25. gﬁndé elde edilen
maksimum ABA miktari 2 kat, Assantéxvd.'nin ( 1977 ) ayni
fungusla yaptiklari g¢alismada ise 30. ginde elde edilen
maksimum ABA miktari ise 4.5 kat daha yuksektir.

Kiltdr ortaminda ve miselde kUltlr periyoduna bagli
olarak serbest-, bagli- ve toplam-zeatin miktarlari incelen-
diginde ( Tablo 3.10 ve Sekil 3.5 ve 3.10 ); fungus primer
metabolizma fazinin 1. saatinde misel ve kiiltiir ortaminda her
¢ formdaki zeatin miktarlari dikkate alindifinda kiiltlr
ortamindaki deferlerin miseldeki dederlerine gdre ¢ok belir-
gin bir sgekilde yiksek dizeylerde oldudju gdrilmektedir. Bu
kiltir periyodunda kiltlir ortaminda serbest-zeatin miktari
9.09 pug / mL, bajli-zeatin miktari 1.14 ug / mL ve toplam-
‘zeatin miktari 10.23 pug / mL iken, miselde bu dederler sira-
siyla 0.47 pug / mhL, 0.33 ug / mL ve 0.80 ug / mL olarak
bulunmustur. Kiltuir periyodunun 1., 3., 6. ve 9. glinlerinde
hem misel ve hem de kiltlir ortaminda her i¢ formdaki zeatin
miktarlari incelendidinde, kiltlir periyoduna badli olarak
kiltdr ortamindaki defJerlerin artma ve azalmalar gdsterdigi
oysa, miseldeki bagli- deferlerin artma ve azalma, serbest-
ve toplam- dederlerin ise slUrekli bir artma gdsterdigi gdriil-
mektedir ( P < 0.05 ).

Primer metabolizma fazinda kiltlr ortamindaki toplam-
zeatin + miseldeki toplam-zeatin miktari incelendiinde
( Tablo 3.10 ), kiltilr periyodunun 1. saatinde 11.03 ug / mL
olan zeatin miktari 9. glne kadar artma ve azalmalar gdster-
digi goérlilmektedir. Primer metabolizma fazinin 1. saatinde
kiltir ortamindaki toplam-zeatin + miseldeki toplam-zeatin
miktarinin ¢ok yuksek olugu fungus blylme efrisine gdére Lac.
fazinda mRNA, enzim, protein vb. blylme ve gelisme ile ilgili
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maddelerin sentezinin yanisira ( Berry 1988 ), mitoz
bélinmeyi uyarici fizyolojik etkiye sahip bir bitki blytime
maddesi olarak zeatin’in de sentezlenebilecedini, bu nedenle
primer metabolizma fazinin 1. saatinde de olsa ylksek buluna-
.bilecedini akla getirmektedir. Bu .disincemiz, Phillips ve
Torrey’in ( 1972 ) Rhizobium ile yaptiklari galigma ile des-
teklenmektedir. |

Kiltir periyodunun 1. saatinden itibaren KMA’'nin 12.
gtine kadar artmaya devam etmesine kargilik zeatin miktarinin
9. glne kadar artma ve azalmalar gdstermesi baslangicta ylik-
sek dlizeyde sentezlenen zeatin’in hiicre bdélinmesini ve bunun
bir sonucu olarak da fungus blylmesini stimiile ettigi, bu
stimilasyonun 12. glne kadar devam ettigdi fikrini vermekte-
dir.

Tim bu deferler, fungusun primer metabolizma fazinin 1.
saat, 3. ve 9. glinlerinde zeatin sentezlendigini ve sentezle-
nen zeatin’in 9. glin hari¢ 6nemli bir kisminin serbest- ve
bagli- formlarda klUltlir ortamina verildigini, 9. glnde
sentezlenen zeatin’in biyltk bir kisminin miselde kaldidini,
dier kiUltlr periyotlarinda ise sentezin gergeklegmedigini
aksine, mevcut zeatin’in metabolitlerine yikildigini akla
getirmektedir.

Sekonder metabolizma fazinda miselde (Tablo 3.10 ve
Sekil 3.10 ), her UG¢ formdaki zeatin miktarlarinin primer
metabolizma fazindaki deerlerinden daha dlislik dlizeylerde
oldugu ve sekonder metabolizma fazi boyunca artma ve azalma-
lar gbsterdigi gdérilmektedir. Oysa, kGltlr ortaminda ( Tablo
3.10 ve Sekil 3.5 ), sekonder metabolizma fazinin baglangi-
cinda ( 12. gln ) serbest- ve toplam-zeatin miktarlari belir-
gin bir artma gdsterirken ( P < 0.05 ), sekonder metabolizma
fazi boyunca her li¢ formdaki zeatin miktarlarinda az da olsa
artma ve azalmalar gézlenmistir. Sekonder metabolizma fazinda
kGltlir ortamindaki toplam-zeatin + miseldeki toplam-zeatin
miktari incelendifinde ( Tablo 3.10 ), 12. glnde 9. glne gdre
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yaklagik 1.5 kat artis gdstererek tim k{ltlr periyotlarinin
en ylksek dederi olan 11.85 ug / mL’ye ulasmigtir (P< 0.05),
42. glne kadar'ise artma ve azalmalar meydana gelmigtir.

Tim bu deJerler, fungusun sekonder metabolizma fazinin
12. ve 28. glnlerinde zeatin sentezlendigdi ya.dé hiicrelerin
otolizise ugramasinin bir sonucu olarak ortama zeatin salin-
digi ( Phillips and Torrey 1972 ) fikrini vermektedir. Sekon-
der metabolizma fazinin diJer glUnlerinde ise zeatin’in
metabolitlerine yikildigi ve yeni zeatin sentezinin olmadigi-
ni1 ifade etmektedir.

Verilerden de anlagildigi gibi, hem primer ve hem de
sekonder metabolizma fazlarinin baglangi¢ safhasinda maksimum
dizeyde zeatin sentezlendidi disginilmektedir.

Johnston ve Trione ( 1974 ) yaptiklari bir ¢alismada,
Taphrina deformans ve Taphrina cerasi funguslarinda Gretilen
kinetin esdederli sitokinin miktarlarini arastirmiglardir. T.
deformans’in 4 ug / L ve T. cerasi’nin 2 ug / L sitokinin
trettigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, g¢alismamizda,
P. chrysosporium ME446’'nin kUltir ortamindaki toplam-zeatin
+ miseldeki toplam-zeatin miktari 12. gtinde 11.85 ug /mL’dir.
GOrtldagt gibi, P. chrysosporium ME446’'da T. deformans’in ve
T. cerasi’nin kinetin egdederli lrettidi sitokinin miktarla-
rinin sirasiyla yaklasik 3000 ve 6000 kati daha fazla
sitokinin sentezlenmektedir.

Bakterilerle vyapilan bir c¢aligmada da, Rhizobium
japonicum’un kiltlir ortaminda 1 ug/L kinetin esdegerli
sitokinin sentezlendidi belirtilmistir ( Phillips ve Torrey
1972 ).

Literatlir bilgilerimize gdre, bitki dokularinda pmol /g
( Nandi vd. 1989 ) vya da ng / g ( Cutting 1991 ) dizeyinde
sitokinin sentezlenmektedir. Gerek ¢alismamizda kullandigimiz
P. chrysosporium ME446 gerekse sitokinin sentezledidi bildi-
rilen fungus ve bakterilerden elde edilen sitokinin deJerleri
yiksek bitkilerdeki deferleri ile karsilastirildiginda, fun-
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gus ve bakterilerde, ylksek bitkilerden daha fazla sitokinin
sentezlendigini gdstermektedir.

GCaligmamizda, P. chrysosporium ME446 fungusunda bir
metabolit olarak elde ettidimiz IAA, GA, , ABA ve zeatin’in
biyolojik aktiviteleri de arastirilmigtir.

IAA'nin biyolojik aktivitesinin tayininde; kontrol,
degisgik konsantrasyonlarda standart sentetik- ve fungal-IAA
uygulanarak yulaf koleoptil blylime testi ile yulaf koleoptil
boylari 6l¢ilmlistlir. Tablo 3.11 ve $ekil 3.11 ’'den gdrGlddagt
gibi, kontrol gruplari olan 1/2 N Hoagland klUltlUr ¢dzeltisi
ve 1/2 N Hoagland kiltlr ¢dézeltisi + metanol uygulama grupla-
rindaki koleoptil boylarina godére standart sentetik-IAA‘nin
tim gruplarinda koleoptil boylari Onemli derecede daha uzun
bulunmustur ( P < 0.05). Bununla birlikte, kontrol gruplarin-
dan 1/2 N Hoagland kiultir ¢b6zeltisi + metanol grubundaki
koleoptil boylarina gdére fungal-IAA’‘nin tim gruplarinda
koleoptil boylarinin, 1/2 N Hoagland kultlOr ¢bzeltisindeki
koleoptil boylarina gdre ise 10° M, 10°* M ve 107 M gruplarin-
da koleoptil boylarinin énemli derecede daha uzun oldudu sap-
tanmigtir ( P < 0:05). Bu da, hem standart sentetik- wve hem
de fungal-IAA’nin yulaf koleoptillerinde blylmeyi stimfiile
ettidi bagska bir deyigle biyolojik aktiviteye sahip olduklari
fikrini vermektedir. Ayrica, yapilan bu c¢alismada standart
sentetik-IAA ve fungal- IAA’nin ayni konsantrasyonlarinda
koleoptil boylarinin birbirine oldukg¢a yakin deferlerde oldu-
Ju ve koleoptil boylari arasindaki farkliligdin Snemsiz oldudu
saptanmistir. Bu da bize standart sentetik-IAA ile fungal
IAA’nin ayni biyolojik aktiviteye sahip olduklarini ifade
etmektedir. Maksimum koleoptil boyu, 10™° M standart sentetik-
IAA ( 5.22 mm ) ve 10° M fungal-IAA ( 5.20 mm ) uygulama
gruplarinda elde edilmistir. Bu konudaki bulgularimiz, Scott
vd. ( 1974 ) tarafindan desteklenmektedir. Bu arastiricilar,
Aspergillus terreus thom. klltlrlerinden elde ettikleri
IAA'nin biyolojik aktivitesini belirlemek igin, yulaf kole-
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optil blylime testi yapmislar ve en fazla aktivitenin 10°°M IAA
uygulama grubunda oldufunu saptamislardir. Yine Tablo 3.11 ve
$ekil 3.11 incelendiginde, gerek standart sentetik- ve
gerekse fungal-IAA konsantrasyonu azaldikga koleoptil boyla-
rinin kisaldidi gdérilmektedir. Bu da bize, IAA konsantrasyo-
nunun azalmasina badli olarak uzamayi tesvik edici etkileri-
nin baska bir deyigsle biyolojik aktivitelerinin azaldigini
ifade etmektedir. Caligmamizda, en fazla aktivitenin 107° M
fungal-IAA’'da meydana geldigi saptanmigtir.

GA,’ Un biyolojik aktivitesinin tayininde, kontrol,
degisik konsantrasyonlarda standart sentetik- ve fungal-Ga,
uygulanarak piring g¢imlendirme testi ile elde edilen Tan-
ginbozu clice piring varyetesi ikinci yaprak kin uzunluklara
6lclilmigtlir. Tablo 3.12 ve Sekil 3.12 incelendidinde, kontrol
gruplarina gdre standart sentetik- ve fungal-GA;’ Un bitin
konsantrasyonlarinda ikinci yaprak kin uzunluklarinin daha
fazla oldugu saptanmistir ( P < 0.05 ). Ayrica, standart
sentetik-Ga, ve fungal-GA, ‘UGn tim konsantrasyonlarindaki
ikinci yaprak kin uzunluklari arasindaki farkin énemli oldugu
belirlenmigtir ( P < 0.05 ). Gerek standart sentetik-GA, ve
gerekse fungal-GA,’ de maksimum ikinci yaprak kin uzunlugu
10™* M’'da ( sirasiyla 55.61 mm ve 24.88 mm ) elde edilmigtir.
Ayrica, standart sentetik- ve fungal-GA, konsantrasyonlari
azaldikg¢a uygulama gruplarinda ikinci yaprak kin uzunluklarai-
nin da giderek azaldidi saptanmigtir. Baska bir deyisgle,
konsantrasyon azalmasina badli olarak, hem standart sentetik-
ve hem de fungal-GA,’ Un biyolojik aktivitelerinin azaldiga
belirlenmigtir ( Tablo 3.12 ve $Sekil 3.12).

Cihangir ve Aksd6z ( 1993 ), Gibberella fujikuroi’den
elde ettikleri GA,’ UGn 100 ug’ini Tan-ginbozu clice piring
tohumlarina uyguladiklarinda ikinci yaprak kin uzunlugunu 53
mm olarak bulmugslardir. Oysa, galismamizda 100 ug’a karsilik
gelen 10™* M fungal-GA, ile elde ettigimiz ikinci yaprak kin
uzunlugu 24.88 mm olup sonug¢la uyum gdstermemektedir. Calig-
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mamizda hem standart sentetik- hem de fungal-GA,
konsantrasyonu arttik¢a ikinci yaprak kin uzunluklari da art-
maktadir. Hoad ve Kuo ( 1970 ) adlai aragtiricilar, Tan-

ginbozu clice piring¢ fidelerine dedisik konsantrasyonlarda GA,
uyguladiklarinda GA, konsantrasyonu arttikg¢a ikinci yaprak
kin uzunluklarinin da arttiini gdstermislerdir. Bu da bizim
bulgumuzu destekler niteliktedir. Ayrica, bu konudaki bulgu-
muz, Hiller vd. ( 1979 )’nin, Coalbaugh vd. ( 1982)‘'nin ve
Juntilla ( 1993 ) ‘nin gibberellinlerle yaptiklari ¢galisgmalar-
la da desteklenmektedir. Caligmamiz sonucunda, fungal-GA,’ Un
kontrollere gbére daha etkili oldudu, buna karsilik standart
sentetik-GA,’ e gbre ise daha az etkili oldudu saptanmigtir.
Buna go6re, P. chrysosporium ME446'dan elde edilen GA,’ Un
bitki blylime ve geligmesinde kismen etkili olabilece@ini
sbyleyebiliriz.

ABA‘nin biyolojik aktivitesinin tayininde; kontrol,
defigsik konsantrasyonlarda standart sentetik- ve fungal-ABA
uygulanarak, yulaf koleoptil blUylme testi ile elde edilen
yulaf koleoptil boylarai d&8l¢llmistlir. Tablo 3.13 ve Sekil
3.13'den gdrildadlt gibi, kontrol gruplarindaki kolecptil boy-
larina gbre standart sentetik-ABA’nin tim gruplarinda
koleoptil boylari daha kisa bulunmustur ( P < 0.05 ). Bununla
birlikte, kontrol gruplarindan 1/2 N Hoagland kiiltlr ¢dzelti-
si grubundaki koleoptil boylarina gdre fungal-ABA’nin tuim
gruplarinda koleoptil boylarinin, 1/2 N Hoagland kiltlr
¢6zeltisi + metanol grubundaki koleoptil boylarina gdbre ise
1077 M ve 10”° M gruplarinda koleoptil boylarinin énemli dere-
cede daha kisa oldufu saptanmigtir ( P < 0.05 ). Bu da,
standart sentetik- ve fungal-ABA’nin, yulaf koleoptillerinde
blylmeyi inhibe ettidi fikrini vermektedir.Ayrica, gerek
standart sentetik- ve gerekse fungal- 10°* M ABA’'nin ( sira-
siyla 4.27 mm ve 4.30 mm ) en fazla inhibisyona neden oldugu
da saptanmigtir ( Tablo 3.13 ve $ekil 3.13 ). Yine, ayna
tablo ve sekii incelendiginde, standart sentetik- ve fungal-
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ABA’nin ayni konsantrasyonlarinda koleoptil boylarinin
birbirine oldukca yakain oldudu ve koleoptil boylari arasinda-
ki farkin onemsiz oldudu belirlenmistir. ABA’nin koleoptil
uzamasini inhibe ettidi bazi aragtiricilar ( Addicott wvd.
1964: Addicott ve Lyon 1969 ) tarafindan da bildirilmektedir.
Calismamizda kullandidimiz gerek standart sentetik- ve gerek-
se fungal-ABA’nin konsantrasyonlarina gére meydana getirdik-
leri inhibisyon oranlari birbirine benzemektedir. Bu da bize,
P. chrysosporium ME446’dan elde edilen ABA’'nin biyolojik
olarak aktif olduunu ve bitki blUyltme ve geligmesinde kulla-
nilabilecedi fikrini vermektedir.

Zeatin’in biyolojik aktivitesinin tayininde; kontrol,
defigik konsantrasyonlarda standart sentetik- wve fungal-
zeatin uygulanarak klorofil miktar tayini testi ile elde edi-
len klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlari sap-
tanmistir. Tablo 3.14 ve Sekil 3.14, 3.15 ve 3.16 incelendi-
Jinde, standart sentetik- ve fungal-zeatin uygulama grupla-
rinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinin
kontrol gruplarina gdre daha fazla oldudu gérﬁlecektif. Ayri-
ca, standart sentetik- ve fungal-zeatin’in 1077 M konsantras-
yonunda klorofil a miktari ( sirasiyla 2.64 mg /L ve 2.16 mg
/ L ) ve klorofil b miktari ( sirasiyla 1.38 mg / L ve 1.11
mg / L ) ve toplam klorofil miktari ( sairasiyla 4.02 mg / L
ve 3.27 mg / L ) miktari en az, 10° M konsantrasyonda ise en
fazla bulunmustur ( klorofil a ig¢in sirasiyla 2.85 mg / L,
2.67 mg / L. ve klorofil b igcin 1.61 mg / L, 1.41 mg / L,
toplam klorofil igin 4.46 mg/ L, 4.08 mg / L ).

Dumbroff ve Walker ( 1979 ), yulaf yapraklarina deJisik
konsantrasyonlarda uyguladiklari zeatin’in yliksek konsantras-
yonlarinda senesensi ( yaslanma ) geciktirici etkisi oldudunu
belirtmiglerdir. Bulgularimiza gbére, kontrol gruplari olan
1/2 N Hoagland klltlr ¢ézeltisi ve 1/2 N Hoagland kiltlr
¢bzeltisi + metanol uygulama gruplarindaki klorofil a ve
toplam klorofil miktarlari ile standart sentetik-zeatin ve
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fungal-zeatin’in tOm konsantrasyonlarindaki klorofil a wve
toplam klorofil miktarlari arasindaki fark énemli ( P<0.05 ),
1/2 N Hoagland kiltlir c¢dzeltisindeki klorofil b miktarlara
ile standart sentetik-zeatin ve fungal-zeatin gruplarindaki
" klorofil b miktarlari arasindaki fark oénemsiz bulunmustur.
Bununla birlikte, 1/2 N Hoagland kultdr ¢bzeltisi + metanol
grubundaki klorofil b miktarlara ilé standart sentetik-
zeatin’in 10°°* M ve 10° M gruplarindaki ve fungal-zeatin’in
107 M grubundaki klorofil b miktarlari arasindaki farkin
S6nemli oldudu saptanmigtir (P < 0.05). Fungal-zeatin’in ve
standart sentetik~zeatin’in ayni konsantrasyonlarinin
klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlari lzerine etkisi
birbirine benzer bulunmugtur ve istatistik analizine gbre
gerek standart sentetik-zeatin ve gerekse fungal-zeatin’in
ayni konsantrasyonlarindaki klorofil a, b ve toplam klorofil
miktarlari arasindaki farkin énemsiz oldudu belirlenmigtir.
Bu veriler bize, kullandidimiz fungusun sentezledidi zeatin’
in biyolojik yodénden aktif oldudu ve bitki bliytime ve gelisme-
sinde kullanilabilecedi fikrini vermektedir. )

Calismamiz sonucunda elde edilen tum veriler birlikte
deerlendirildiginde, P.chrysosporium ME446 fungusunda primer
ya da sekonder bir metabolit olarak IAA, GA; , ABA ve
zeatin’in sentezlendidi, sentezlenen bu bitki blylme maddele-
rinin ilk kez ortak bir ekstraktsiyon metodu ile elde edile-
bilecedi tarafimizdan gdsterilmistir. Bunlardan IAA, ABA ve
zeatin’in tam, GA,’ Gn ise kismen bir biyolojik aktiviteye
sahip oldudu saptanmistir. Ayrica, IAA maksimum absorbsiyon
gbsterdigi farkli iki dalga boyundan 280 nm’de 222 nm’ye gbre
daha yltksek deJerlere sahiptir.

Calismamizda kullandigimiz fungusun literatlr bilgileri-~
mize gbére IAA, GA, ve zeatin Gretimi konusunda dinyada hentiz
¢aligilmamis olmasi, IAA, GA, ve zeatin sentezledidi litera-
tirde belirtilen funguslarin gesitliligini arttirmaktadar.

Tim bunlara ilaveten, P. chrysosporium ME446’'da bu bitki
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bliytime maddelerinin sentezlerinin arttairilmasi ve ortak
ekstraktsiyon metodunu dikkate alarak daha ekonomik eldeleri

yéninde galismalarin da yapilmasi geredine inandigimizi sdéy-
leyebiliriz,
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