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OZET

Tiirkiye niifusiinun biiyiik bir kismi1 ge¢imini tarimdan saglamaktadir. Artan niifus
ve degisen g¢evre kosullar1 goz oniine alindiginda, bitkisel {iretimden yiiksek miktarlarda
verim elde etmek onemli bir gerekliliktir. Uretim verimini etkileyen sulama, giibreleme,
toprak analizi, ziraai miicadele gibi etmenlerin yani sira, hormonlarin tohum ¢imlenmesi ve
meyve gelisimini saglama, verim kapasitesini ve iirlinlerin hasat sonrasi dayanim siiresini
artirma gibi olumlu etkileri bilinmektedir. Bitkilerde dogal olarak mevcut olan bu

hormonlarin en yaygini gibberellik asittir.

Bu calismada Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolimiinden temin edilen Fusarium fujikuroi suslarmin gibberellik asit {iretim
miktarlarinin belirlenmesi, tiretim kosullarinin optimizasyonu ve immobilizasyonun iiretim
tizerine etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Denemeye alinan 20 adet Fusarium fujikuroi
sus1 igerisinden, tiretim miktar1 géz oniine alinarak ¢alismaya H014W35-3B1 kodlu sus ile
devam edilmistir. Derin, statik ve kati faz kiiltiir yontemlerine gore gibberellik asit iiretimi
incelenmis ve g¢alismanin 10. giin sonuglarina gore en yiiksek gibberellik asit {iretimi

gosteren derin kiiltlir yontemi ile ¢alismaya devam edilmistir.

Uretim verimini artirmada rol oynayan etmenlerin optimizasyonu igin Plackett-
Burman ve merkezi bileske deney tasarimlari uygulanmistir. Daha sonra Fusarium
fujikuroi’ nin serbest veya immobilize miselleri ile gibberellik asit tiretim miktarlar
karsilagtirilmistir. Calisma sonucunda HO14W35-3B1 kodlu Fusarium fujikuroi suslari
tarafindan gerceklestirilen GAs tiretimi 164,16 mg/L den optimum kosullar altinda 635,00

mg/L diizeyine arttirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fusarium fujikuroi, Gibberellik Asit, Kiiltiir tipi, Optimizasyon,

Immobilizasyon.
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SUMMARY

The huge part of population of Turkey does its livelihood with agriculture. If we
consider the increasing number of population and the changing enviromental aspects, to
obtain high yield of herbal production is significant necessity. Besides the things that
impress yield of production such as irrigation, fertilizing, soil analysis, control of pests;
there are known positive effects of hormones on seed germination and provide fruite
development, increase yield capacity and increase the resistance time after harvest. The

most common naturally occuring hormone in plants is gibberellic acid.

In this study, it was aimed to determine the amount of gibberellic acid production
by Fusarium fujikuroi isolates obtained from Samsun Ondokuz Mayis University, Faculty
of Agriculture, Department of Horticulture , to optimize production conditions, and to
determine the effect of immobilization on gibberellic acid production. Considering the
amount of production, the study was continued with the H014W35-3B1 coded isolate
which was selected from the twenty Fusarium fujikuroi isolates taken in the experiment.
Gibberellic acid production was investigated according to shaken, static and solid phase
culture methods and the study continued with the shaken culture method showing the
highest gibberellic acid production according to the results of the 10th day of the work.

Plackett-Burman and central composite designs were applied to optimize the factors
that has play a role in increasing production efficiency. The amount of gibberellic acid
production was then compared with the free and immobilized mycelia of Fusarium
fujikuroi. In the study, the production of GAs by H014W35-3B1 Fusarium fujikuroi strains

was increased to 635.00 mg / L under optimum conditions of 164,16 mg / L.

Keywords: Fusarium fujikuroi, Gibberellic acid, Culture type, Optimization,

Immobilization.
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1.GIRIS VE AMAC

Tiirkiyede tarim c¢ok eski zamanlardan beri kullanilan, insanlarin temin

edemedikleri besinleri iiretme yoluna gittigi bir siirectir. Tarim sadece insanlarin besin

ihtiyaclarim1 giderdigi, ekonomik bir faaliyet alani olarak diisiinlilmemelidir. Ayrica

kiiltiirel ve ekolojik diizeni olusturan bir biitiindiir. Toplumda kendine yeterlilik, sanayide

hammadde temininde, gelir dagiliminin diizenlenmesinde, kirsal miras ve c¢evrenin

korunmasinda da rolii vardir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2008).

Tiirkiye yiiksek miktarlarada araziye sahip oldugu halde tiretim veriminin azlig1 s6z

konusudur. Uretim verimi ve niifus artisinin paralel gitmemesi tarim alaninda giderek artan

bir agi1ga neden olmaktadir (Sekil 1.1.) (Yildiz vd., 2017).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de yillara gore tarimsal iiretim miktarlar1 ve niifus karsilastirma grafigi
(Y1ldiz vd., 2017)

1980-2014 yillar1 arasinda milli gelirde yiiksek miktarda artis gézlenirken, tarimsal

biiyiimede gergeklesen artis ¢cok diisiik seviyelerde kalmistir (Yagcioglu, 2015).
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Cizelge 1.1. de yer alan verilere gore bugday, arpa, pamuk, susam, nohut, kuru

fasulye, mercimek, seker pancart ve bag ekim alanlarinda yila bagl olarak 6nemli

gerilemeler yasanmaktadir. Tarim alanlarindaki azalmanin iiretim hacmi diisiisiine neden

olmas1 dogal bir sonugtur. Ancak bazi iiriinlerde tarim alanlar1 de§ismedigi halde yillik

tiretimin geriledigi goriilmektedir (Yagcioglu, 2015). Bu tip {irlinlerde iirlin verimini

arttirmak icin ¢ok cesitli stratejiler kullanilmaktadir. Uretim verimini artirmaya yonelik bu

stratejilerden birisi de bitki biiyiime hormolarmin kullanilmasidir. Bu hormonlardan

gibberellik asit ¢ekirdeksiz iiziim, narenciye, armut, kiraz, visne, seftali, ¢ilek, enginar,

patates, marul, biber gibi tarim iiriinleri ve siis bitkilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 1.1. Tiirkiyede ki ¢esitli tarim iriinlerinin tiretim ve ekim alani miktarlarinin
yillara gore degisimi (Yagcioglu, 2015)

1991 2000 2014
Uriin Ad1 Bin Bin Dekar/ Bin | Bin Dekar/ | Bin Bin Dekar/
Ton Bin Adet Ton Bin Adet Ton Bin Adet

Bugday(dane) 20,400 96,300 21,000 94,000 19,000 79,191
Misir(dane) 2,180 5,180 2,300 5,550 5,950 6,586
Misir(silajlik) - - - - 18,563 4,016
Arpa 7,800 34,500 8,000 36,290 6,300 27,872
Yonca(yesil ot) | 1,675 1,726 1,807 2,508 13,433 6,923
Fig(dane+ot) 717 2,570 790 2,253 4,291 4,876
Celtik 200 404 350 580 830 1,109
Kiitlii pamuk 1,512 5,986 2,261 6,542 2,350 4,681
Uziim 3,600 5,860 3,600 5,350 4,175 4,662
Zeytin 640 87,705 1,800 97,770 1,768 168,997
Patates 4,600 2,004 5,370 2,050 4,175 1,303
Tiitiin 241 2,817 200 2,366 75 993
Seker pancari 15,474 4013 18,821 4100 16,743 2,888
Susam 43 940 24 509 18 264
Nohut 855 8,780 548 6,360 450 3,885
Kuru fastilye 214 1,780 230 1,760 215 911
Mercimek 640 7,900 353 4,720 345 2,495
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Cizelge 1.1. Tiirkiyede ki ¢esitli tarim {irtinlerinin iiretim ve ekim alanm1 miktarlarinin
yillara gore degisimi (Yagcioglu, 2015) (devam)

1991 2000 2014
Uriin Ad1 Bin Bin Dekar/ Bin | Bin Dekar/ | Bin Bin Dekar/

Ton Bin Adet Ton Bin Adet Ton Bin Adet
Elma 1,900 39,451 2,400 38,380 2,480 66,133
Portakal 830 11,900 1,070 12,515 1,780 14,995
Incir 314 10,900 240 9,770 300 10,673
Kiraz 150 6,391 230 9,965 446 26,319
Mandalina 390 7,870 560 9,217 1,047 13,322
Domates 6,200 - 8,890 2,084 11,850 1,830
Hiyar 1,010 - 1,825 463 1,846 338
Biber 920 - 699 1,480 789 2,232
Karpuz 3,820 - 3,940 1,247 3,886 955
Findik 315 265,963 470 292,851 412 355,410

Bu ¢alismada secilen bir Fusarium fujikuroi susi tarafindan gibberellik asit tiretimi
icin cevresel ve besinsel kosullarin istatistiksel deney tasarimi yontemleri ile
optimizasyonu hedeflenmistir. Calismada iiretilen gibberellik asit miktarini artirmak i¢in
farkl kiiltiir yontemlerinin denenmesi, ¢evresel ve besinsel kosullarin optimizasyon, i¢in
Plackett-Burman ve merkezi bileske deney tasarimlari ve ayrica immobilizasyon

yontemleri kullanilmistir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1.Bitki Gelisim Diizenleyicileri

Bitkiler tarafindan dogal olarak olusturulup, eser miktarlarda bile bitkilerde
bliylime, gelisme ve fizyolojik olaylar1 kontrol eden, bitki igerisinde tasinabilen organik
maddelere “bitki hormonu™ adi verilir. Bitkilerin dogal iirlinii olan biitiin hormonlara “bitki
gelisim diizenleyicileri” (BGD) de denir. Bazi BGD ler eser miktarlarda bitkiye etki
etmediginden bitkilerin dogal sentezledigi tiim hormonlar bitki gelisim diizenleyicileri

oldugu halde biitiin bitki gelisim diizenleyicileri hormon degildir (Gokdere, 2009).

Bitki gelisim diizenleyicilerinin; gelikle ¢cogalmay1 saglamak, tohumlarin ¢imlenme
giiclinli arttirmak, c¢imlenmeyi tesvik etmek veya geciktirmek, soguga dayanikliligi
arttirmak, meyvelerde tohum olusumunu arttirmak, meyve iriligini arttirmak, meyve
muhafaza siiresini arttirmak, bitkilerin hastalik ve zararlilara dayanikliligini arttirmak,
yabanci ot kontroliinii saglamak, hasat éncesi meyve dokiilmesine engel olmak, makineli
hasat1 kolaylastirmak i¢in tiim bitkilerin ayn1 zamanda olgunlagmasini saglamak ve hasatta
is giiclinii azaltmak, 6zellikle doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kok siirgiin ve yumru olusumunu

tesvik etmek gibi islevleri bulunmaktadir (Kulmay ve Eryigit, 2011).

BGD lerin dogal oldugu gibi sentetik iiretimi de yapilmaktadir. Fakat BGD lerin
biiylimeyi tesvik edici Ozelliklerinin yani sira inhibe edici Ozellikler de gosterdigi
bilinmektedir. Oksinler, gibberellinler, sitokininler stimiilator 6zellik gosterirken, absisik

asit ve etilen inhibitor olarak gorev yapar (Cetin, 2004).



2.1.1.Gibberellinler

2.1.1.1.Gibberellinlerin tarihcesi

Gibberellinler hakkindaki ilk yazili veriler giftciler tarafindan firetilen pirinci
etkileyen “bakana” ad1 verilen hastaliga odaklanmis bir grup Japon bilim insani tarafindan
sunulmustur (Hori, 1903). Piring bitkilerindeki gereginden fazla uzama, yesil ve agik yesil
yapraklar, bos taneler tahil veriminde diisiise sebep olmaktadir. Bu hastaliga bir fungal
patojen tarafindan salgilanan bir maddenin neden oldugu Kurosawa (1926) tarafindan
kesfedilmistir. Hsieh vd., (1977) bu patojenin Gibberella fujukuroi olarak adlandirilan bir

tiir kompleksine ait olan bir tiirden oldugunu saptamaistir.

1920 ve 1940 yillarnn arasinda konuya iliskin bir¢cok calisma bulunmaktadir.
Biiylime kosullariin degistirilmesi ile kristal bir yap1 elde edilmis ve gibberellin terimi ilk
kez bu yapi i¢in kullanilmistir. Bu formun iki aktif formu, (A ve B formlari) kesfedilmis,
kimyasal ve biyolojik &zellikleri incelenmistir (Yabuta ve Sumiki, 1938). ikinci diinya
savasinin sonlarina dogru Japonya’ da gibberellik asit ile ilgili ¢alismalar durmus, savas

sonrasinda ABD ve Britanya’da baslamistir (Rodrigues vd, 2012).

1950 1i yillarm ortalarinda Ingiliz bilim insanlari tarafindan gibberelik asidin
bitkilerde dogal biiyiime ve gelismeyi etkiledigi kesfedilmistir. Fusarium fujikuroi nin
mutantlar1 kullanilarak biyoteknolojik yolla yiiksek miktarda GAsz tiretimi baslamistir.
(Bémke ve Tudzynski, 2009). Bir Ingiliz firmas1 daha fazla gibberellin {iretmek igin
Gibberella moniliforme tiirlerini se¢ip optimizasyon yapmustir ve gibberellin izole edilip
gibberellik asit adin1 vermislerdir. Bu gibberellik asit Japonyadan gelen gibberellin A nin
fizyolojik Ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle gibberellinleri GA1, GA, ve GAs olarak
siniflandirmiglardir (Takahashi, 1986).

2.1.1.2.Gibberellinlerin genel 6zellikleri

Kimyasal olarak gibberellinler tetrasiklik diterpenoid iskelet yapisindadirlar (Sekil
2.1.). Dort ya da bes halka sistemini olusturan 19, 20 karbon igerebilen yapilarinin
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degisken besinci karbonu laktondur. icerdikleri karbon sayisina gore C19 gibberellinleri ve
C20 gibberellinleri olarak adlandirilirlar. C19 gibberellinler C20 gibberellinlerden bir CO>
¢ikarilmasi ile olusmustur. Biitiin biyoaktif gibberellinler C19 dur. Ancak her C19
biyoaktif degildir (Bomke ve Tudzynski, 2009).

Sekil 2.1. Gibberellinlerin kimyasal yapis1 (Mander, 1992)

Gibberellinlerin molekiil yapilar: birbiri ile benzerlik gostermesine ragmen, halka
sistemindeki baglarin pozisyonlari, sayilari, tipleri, hidroksil gruplarinin bulundugu yerler

gibi 6zelliklerden dolay1 gesitlenmeler gosterir (Topguoglu ve Unyayar, 1995).

Gibberellinlerin en 6nemlisi GAs olarak bilinmektedir (Sekil 2.2.). Gibberallik
asitin kimyasal formiilii; C19H2206 , molekiil agirlig1; 346g/ml, erime noktas1; 233-235°C,
suda ¢ozlintirligi; 5 g/L, organik ¢oziiciileri; etanol, metanol, etilasetat, butil asetat, aseton

ve oktanol, pKa; 4’tiir (Gokdere, 2009).

GA;
Sekil 2.2. GAs’lin kimyasal yapis1 (Rodrigues vd, 2012).



2.1.1.3.Gibberellik asitlerin fizyolojik etkileri ve uygulama alanlari

Bitkilerde dogal olarak bulunan gibberellinlerden ¢ok az kismu fizyolojik etkiye
sahiptir. Bunlardan ticari-tarimsal agidan kullanilanlar GAs, GAs ve GA7‘dir. Geligmis
bitkilerde en ¢ok tayin edilen ve aktiviteye sahip gibberellin gibberellik asittir. Bir kg yas
agirlikta 0,001-1,0 mg arasinda GAz bulunur (Gokdere, 2009).

GAgz’ler tohum ve tohum dormansisini ortadan kaldirma, bodur bitkilerde govde

uzamasi, c¢iceklenmenin baslamasi, biiyiimenin gen¢ evresinin uzun olmasini,

ciceklenmeden bir silire Once verildiginde c¢ekirdeksizligi, ¢i¢eklenmeden sonra
verildiginde iri tane olusumunu, gdévde biiylimesinde kirmizi 1518in engelleyici etkisini
kaldirma gibi pozitif etkileri vardir (Cetin, 2002). Asagidaki ¢izelgede bazi1 gibberellik asit

uygulamalari verilmistir (Cizelge 2.1.) (Rodrigues vd, 2012).

Cizelge 2.1. Gibberellik asitin uygulama alanlari
Gibberellik asit etki Gibberellik asit etkilerinin

Referans

alanlan sonuclari

Keten tohumu ve tuz

stresinden kaynaklanan
metabolik degisikliklerin
onariminda GAs ve

Kalsiyum Kloriiriin etkileri

Bitki boyu, 1sirgan sayisi, yaprak
sayis1, yaprak alani, taze ve kuru

agirliklarda artma

Khan vd., 2010

Disi siganlarda ve

yavrularinda GAzs'lin hepatik

Annelerin ve onlarin yavrularinin

Troudi, Samet

' ' . and Zeghal,
fonksiyon tlizerindeki viicut agirhiginda artis 2010
etkileri
Tag yiiksekligi, tac yayi, yaprak
Cilek il | . Sharma and
ilek tizerine etkileri sap1 uzunlugu, yaprak sayisi ve
P St Yap Y Singh, 2009

yaprak alani artis1

Maisir bitkileri tizerine etkisi

Tuz stresinin etkisini tersine

gevirme

Tuna vd., 2008




Cizelge 2.1. Gibberellik asitin uygulama alanlar1 (devam)

Clice bezelye tohumlari Baumgartner
o Bityiime
uizerine etkisi vd., 2008
Patates yumrulari iizerine ' Alexopoulos
. Hiicre uzamasini tesvik etme
etkisi vd., 2007
_ _ Lipitlerin peroksidasyonunu Celik, Turker
Sican doku sistemleri o
destekleme ve antioksidatif and Tuluce,
sistemleri degistirme 2007
M | " | Chang and
eyveler eyve agirligini artirma
W yve Seiis Lin, 2006
Botelho, Pires
Greyfurt Kiitle ve tane sayisini artma,
and Terra,
tohum sayisini1 azalma
2003
Hasat kontrolii, yaglanmay1 Kumar and
Portakal
engelleme Lonsane, 1989

2.1.1.4.Mikrobiyal gibberellik asit biyosentezi

Gibberellik asit’in ismi bu bitki hormonunun iiretimini gergeklestirdigi belirlenen
ilk mikroorganizma olan Fusarium fujikuroi’ den gelmektedir. Piring bitkisindeki “bakana”
hastaligina neden olmasi ile belirlenen Fusarium fujikuroi kaynakli gibberellik asit’ e
iliskin calismalar, bir taraftan yiiksek miktarda GAs iireten {iretici tiir/suslarin elde edilmesi
yoniinde ilerlerken, diger taraftan Fusarium fujikuroi tarafindan tretilen GAs miktarinin
arttirilmasi, endiistriyel boyutta liretim ve verim parametrelerinin gelistirilmesi, elde edilen
GA3 nin in vivo kosullarda etkinliginin sorgulanmasi gibi alanlarda ilerlemektedir. Bu
anlamda  Fusarium fujikuroi higbir zaman modas1 ge¢cmeyecek olan bir {retici
konumundadir. Giintimiizde Fusarium fujikuroi’ nin gegerli ismi Fusarium fujikuroi olarak

bilinmektedir (Anonim, 1931). Bu nedenle bu tez kapsaminda da bu isim tercih edilmistir.
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GAgz’lar diger diterponoidler gibi hidroksimetilglutaryil (HGM) den koenzim A ile
mevalonik asit, izopentenil difosfat, geranil difosfat (GPP), farnesil difosfat (FPP) ve
geranilgeranil difosfat (GGPP) iiretilir. [lk GAs’ya 6zgii olan ara iiriin ent-kaurene, CPP
araciligi ile GGPP den iki asamada {iretilir. Ent-kaurene’nin sirali oksidasyonu ile ent-
kaurenoik asit ve ent-7a-hidroksikaurenoik asit sentezlenir. C6p da gergeklesen son
oksidasyon sonucunda halkada ki biiziilme ile GAz1z-aldehit olusumu gergeklesir. Bu ilk
adim mantar ve bitkilerde aymidir ( Sekil 2.3.) (Tudzynski, 2005).

ggs2 cps/ks cps/ks
— GGPP —> CPP——= ent-kaurene

P450-4 /
P450-4 P
P450-4 CPR

-

P450-1 P450-1
—_—

P450-1 ‘ﬂ

"~ OH
HOHCY % 5
o

TB.18-dihydroxy
7p-hydroxykaurenolide kaurenolide

P450-1 P450-1 ;;[’n-@‘ P450-1 %
—— CHO —
OH CO,H
%H e 2H “COH LH "coH

COH CO;H CO,H
fujenoic acid fujenoic triacid

%

kaurenoic acid

CHO-
M Yeno

CO,H

GA,,-aldehyde

P450-1 l ent-Ta-hydroxy-

Sekil 2.3. GA1z-aldehit biyosentezi (Tudzynski, 2005).

Fusarium fujikuroi de GAz1- aldehit 3p-GAis-aldehid'e hidroksillenerek GA14’i
olusturur. 20C lu GAuz- aldehit oksidasyon ile 19C lu GAs.aldehit’e doniistiiriiliir. Ilk
biyolojik aktiviteye sahi olan GA4, GA7 ‘ye doyurularak GAz’e doniistirtliir ( Sekil 2.4.)
(Tudzynski, 2005).



CO W cef " GA,,-aldehyde
GA, z-aldehyde P450-1
P450-1 CF’R

e HO GA14
GA: co FoH NS ECD
CPRl PAS0-2  HO

2" "CO,H
COH

GA,,

”: CPR
CO.H % eH
HO ‘

19C'D H

GA,, o GA,

Sekil 2.4. Fusarium fujikuroi ile gibberellik asit biyosentezi (Tudzynski, 2005).

10

Gibberellik asit, funguslardan, bakterilerden, yosunlardan ve likenlerden elde
edilebilmektedir (Gokdere, 2009). Karadeniz vd. (2006), baz1 bakteri suslar1 (Proteus

mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Bacillus megaterium, B. cereus) ile ¢aligarak

gibberellik asit iiretim seviyesini HPLC ile 119,6 mg/L olarak belirlemislerdir.

Karakog ve Aksoz (2005), Aspergillus niger ile bazi1 atiklarda (Melas, peyniralti

suyu, zeytinyag1 karasular1 ve c¢esitli meyve sular1 ) gibberellik asit {iretimi konusunda

aragtirmalar gerceklestirmisler ve 30 °C, pH 5,0 ve 12 giin inkiibasyon siiresini gibberellik

asit iretimi i¢in optimum kosullar oldugunu belirlemislerdir. Ayrica calkalamanin iiretim

verimini artirdigin1 saptamislardir. Calismada gibberellik asit tiretim miktar1 238,7 mg/L

olarak belirlenmistir.
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Ergiin ve ark. (2002), bazi yosun ve likenlerde gibberellik asit {iretimini
spektrofotometrik yontem ile belirlemislerdir ve en yiiksek gibberellik asit iiretim miktarini

Homalothecium sericeum ile 58,98 mg/ml elde etmislerdir.,

Panchal (2016), Fusarium moniliforme ile gesitli karbon kaynaklar1 (sukroz, laktoz,
maltoz, ¢Ozliniir nisasta, gliserol, bugday unu ve misir unu) ve ¢esitli azot kaynaklar
(NH4Cl, NH4NOs3, (NH4)2S04, (NH4)Mo004 ve iire) ile hazirlanan besiyerini %80 oraninda
mineral tuz ¢dzeltisi ile nemlendirmis ve 28+1 °C de 10 ile 12 giinlik sonucunda

inkiibasyon sonunda 18,70 mg /g gibberellik asit elde etmistir.

Gokdere ve Ates (2014), Fusarium fujikuroi ile yapmis oldugu immobilizasyon
caligmasinda, kalsiyum aljinat jel tanecikleri ile immobilize ederek gibberellik asit

tiretimini 75,00 mg/L den 119,6 mg/L ye ¢ikarmustir.

Rodrigues vd (2009), Fusarium fujikuroi suslari ile gesitli substratlarin (sitrik kagit
hamuru, soya kepegi, seker kamisi kiispesi, soya kabugu, manyok kiispesi ve kahve
kabugu) kati faz fermantasyonu ile nem orant % 75-80, sicaklik 29 °C'de yapilan
calismada sitrik kagit hamuruna sukroz ilavesi ve 3 giinliikk kat1 fermantasyonu sonucunda

5,9 g/kg gibberellik asit liretimi elde etmislerdir.

Machado vd (2002) tarafindan, kahve kabugu, manyok kiispesi , baslangi¢c pH 5,2
ve nem orani % 77 olan besiyeri ile 6 giinliik kat1 faz fermentasyonu sonunda 0,925 g/kg

gibberellik asit iiretim degeri elde edilmistir.

Escamilla vd (2000), Fusarium fujikuroi tarafindan sicaklik, pH, C:N orani ve
piring unu konsantrasyonlarinin gibberellik asit tiretimi tizerine etkilerini aragtirmislardir.

En yiiksek gibberellik asit liretiminin C:N oranmnin 36,8, pH’in 5, piring ununun 2
g/L ve en etkili parametrenin 30 °C de sicaklik oldugu kosullarda gerceklestigi
belirtilmistir.
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Kumar (1987), kat1 faz fermantasyonu ile bugday kepegi, ¢6ziiniir nisasta, keten
tohumu yag1 ve iire igeren besiyeri ortamini, mineral tuz-asit ¢ozeltisi ile nemlendirerek

gibberellik asit iretiminde %18,2 lik artig saglamistir.

Gibberellik asit miktar tayininin yapilabilmesi i¢in ise ¢esitli yontemler mevcuttur.
Spektrofotometre en basit ve en yaygin yontem olarak kullanilmaktadir (Hollmann vd,
1995; Ergiin vd., 2002). Spektrofotometrede okunan gibberellik asit, baska maddeler ile
birlikte okunabilmektedir. Bu durumda fermantasyon sivisinda bulunan diger maddeleri
uzaklastirmak igin bir 6n islem gereklidir. Olgiilen ekstrakt i¢inde sadece gibberellik asit
varligiin saptanmasi i¢in herhangi bir kimyasal test bulunmadigindan kiitle spektrometrisi
de tercih sebebi olmustur. Kiitle spektrometrisi ile sivi kromatografinin birlesimi ve kiitle
spektrometrisi ile elekrtoforez birlesimi ile GAs analizi dogrudan yapilmaktadir. Diger
kullanilan yontemlerden biride yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’ dir
(Rodrigues vd, 2012) (Gokdere, 2009).

2.2.Gibberellik Asit Uretiminin Optimizasyonu

Bitkilerde ¢ok diisiik oranlarda etki gosterebilen gibberellik asidi, mikrobiyal yolla
yiiksek miktarlarda ve diisiik maliyette liretebilmek i¢in iiretim kosullarini optimize etmek
gerekmektedir.GAs iiretim verimini arttirmada beslenme faktorlerinden; azot, karbon
kaynaklari, pH, sicaklik, havalandirma, su aktivitesi ve mineral tuzlar, kiiltlir tipinin

belirlenmesinden ve immobilizasyon yonteminden yararlanilabilinir.

Besiyeri ortamindaki azot miktarinin azliginda GAs iiretiminin basladigi, ortama
azot ilave edildiginde ise GAs iiretiminin baskilandigi gézlemlenmistir (Rodrigues vd,
2012). Panchal ve Desai, (2016) azot kaynagi olarak NH4Cl, NHsNOs, (NH4)2S04,

NHsMo00O4 ve lireyi inceleyip en iyi tiretimi lirede elde etmislerdir.

Karbon kaynag olarak glukoz, sakkaroz, maltoz, nisasta, gliserol gibi gesitli karbon
kaynaklar1 tercih edilebilinirken atiklarin giderilmesi, cevre kirliligini azaltmak adina
bugday kepegi, misir piiskiilii, bugday unu, kahve g¢ekirdegi gibi karbon kaynaklarida

tercih sebebi olabilir.
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Karbon ve azota ek olarak eser miktarlarda mineral tuz solisyonlarinin iiretim

verimini artirdigi saptanmistir. Cizelge 2.1. de bazi ¢alismalarda GA3 iiretiminde kullanilan

mineral tuz miktarlar1 verilmistir (Panchal ve Desai, 2016).

Cizelge 2.2. GA3 tiretiminde kullanilan mineral tuzlar (Panchal ve Desai, 2016).

Mineral Tipi Verim (g/L) Kaynak
Shukla vd., 2005, Gelmi vd., 2002,
3-7¢g/L )
Escamilla vd., 2000
K2HPO4
59/L Pastrana vd., 1995
1619g/L Gelmi vd., 2000
Shukla vd., 2005, Escamilla vd., 2000,
0,5-2 g/L
MgSQOs. 7H.0 Corona vd., 2005
0,45 g/L Gelmi vd., 2002
KCI 0,81 g/L Gelmi vd., 2000
0,02g/L Gelmi vd., 2000
FeSO4 -
0,07 g/L Bandelier, Renaud and Durand, 1997
1,49 g/L Corona, Sanchez and Agostin, 2005
ZnS04. TH20 i
0,15 g/L Gelmi vd., 2000
0,18 g/L Gelmi vd., 2000
CuSOa. 5H20 i
0,07 g/L Bandelier vd., 1997

Gibberellik asit tiretimi i¢in genellikle pH 3.5-6.0 araliginda se¢ilmistir. Eleazer vd.

(1999)‘na gore gibberellik asit tiretimi igin optimum pH 5 dir ve pH’in 5,5 ‘in iizerine

cikmasiyla GA4 ve GA7’nin iiretiminin arttigini saptamistir. Gelmi vd. (2000), baslangig
pH'in1 4.5, Tomasini vd. (1997) baslangi¢ pH'in1 6.0, Machado vd. (2001), kahve kabugu

ve manyok kiispesi ile baslangi¢ pH'in1 5.0-5.4 arasinda, Shukla vd. (2005) piring unu ile

baslangi¢c pH's1 5.0 olacak bi¢cimde {iretim yapmustir.

Sicakligin gibberellik asit {izerine etkisi kullanilan susa baglidir. Gelmi vd. (2002)
25 ° C, Borrow vd. (1964) 28.5 ila 29.5 ° C, Bandelier vd. (1997) 28 ° C, Rodrigues vd.
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(2009) 29 ° C ve Karakog ve Aksoz, (2010) 30 ° C sicaklikta gibberellik asit {liretimi

calismistir.

Yiiksek bir havalandirma optimum fiiretim ig¢in kritik oneme sahiptir. Miselyum
gelisimi boyunca oksijen talebi artar ve daha sonra gibberellik asitin olustugu duragan faz
baglar. Holme ve Zacharias (1965) reaktor hacminden bagimsiz olarak 0.25 vvm
havalandirma orani 6nermistir. Borrow vd. (1961) 5 L reaktor i¢in 0.6 vvm ve 20 L reaktor

i¢in 0.25 vvm oranini 6nermistir.

Fusarium fujikuroi’nin kat1 ve sivi fermantasyonu, kimyasal sentezi ve bitkilerden
ekstraksyonu miimkiindiir. Ekonomik agidan ise Fusarium fujikuroi mantarindan kati ve

stvi fermantasyonu tercih sebebidir (Donnell vd. 1998).

2.3. istatistiksel Deney Tasarimi

Geleneksel yontemlerle bir zamanda bir faktére bagli yapilan caligmalarda
kontrollii deney gruplart olusturularak etkisi merak edilen degiskenin incelenmesi
miimkiindiir. Fakat artan degisken sayis1 ile dogrusal olarak is yiikii, zaman ve maliyet de
artmaktadir. Giliniimiizde ise istatistiksel deney tasarimlari ile bir¢ok degisken ayni
zamanda c¢alisilmakta, hem degiskenlerin iiretim miktar1 {izerine etkileri hem de birbiri

tizerine etkileri gozlenebilmektedir.

Istatistiksel deney tasarimlari deney siireci kapsaminda bilgi edinilmek igin
kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler matematiksel ve istatistiksel teknikleri bir araya
getirerek degiskenlerin analizini yapmaktadir. Istatistiksel deney tasarimi ydntemleri
belirlenirken ihtiyaca gore dogru yontemi tercih etmek onemlidir (Montgomery, 2001).
Deney tasariminda bagimsiz degiskenlerin birbiri ve yanit ile olan etkilesimleri

incelenmekte ve bagimsiz degiskenler bu dogrultuda tercih edilmelidir (Banga vd, 2003).

Plackett-Burman deney tasariminda Onemli olan degiskenin etki yOniinin

bulunmasidir. Bu deney tasariminda Y= B0 + X Bi Xi (i = 1, .... k) formiili
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kullanilmaktadir. Burada Y tahmin degerini, B0 sabit degeri, B1 regresyon katsayisini, X
bagimsiz degiskeni ve k degisken sayisin1 gosterir (Deshmukh vd, 2010).

Cevap ylizey yonteminde tasarlanmis deneylere gore polinom olusturarak tahmin
degeri olusturmak hedeflenir. Cevap yiizey yoOnteminde genellikle ikili polinomlar
kullanilirken polinom sayisi arttirilabilinir. Cevap yilizey yonteminde Doehlert matriX,
merkezi bileske tasarimi (MBT), ii¢ diizeyli hibrit tasarim, bir faktor tasarimi, pentagonal
tasarim, D-optimal tasarim, faktoriyel tasarim ve ii¢ boyutlu dizayn olan Box-Behnken gibi
deney tasarim modelleri bulunmaktadir. Caligmanin igerigine gore en uygun tasarim
modeli segilerek devam edilmelidir. Merkezi bileske deney tasarimi ¢alismada ki bagimsiz
degiskenler arasindaki etkilesimin yiiksekliginden, belirlenen simnirlar disinda calisma

olanagi sundugundan tercih sebebidir (Montgomery, 2001).

Stirekli artig gosteren iilke niifusuna oranla tarim alanlarinin azalmasi, olumsuz
cevre kosullar1 ve tliretim veriminin giderek diismesi gibi sebeplerden tarim alaninda yeterli
bir yiikselis olmamaktadir. Bir ¢ok tarim iiriiniinde kendiliginden sentezlenen gibberellik
asitin tarimda tretimin verimini artirmak i¢in kullanilan bir segenek olmasina ragmen
iilkemizde gibberellik asit ithal edilmektedir. Oysa ki bir ¢ok arastirmaci tarafindan
sentetik olarak ya da mikrobiyolojik yollar ile iiretimi miimkiin kilimmistir. Calismamizda
gibberellik asit kesfine sebep olan Fusarium fujikuroi tiriine ait yerel suslar ile
calisilmigtir. Diger calismalara 1s1k tutmasi bakimindan genis kiiltiir koleksiyonu ile
calisilarak yliksek miktarlarda  gibberellik asit {iretim potansiyeline sahip tiirler
kesfedilmelidir. Literatiir taramalarinda istatistiksel optimizasyon ¢alismalarina ¢ok fazla
raslanmamistir. Oysa ki giiniimiizde yeni iiriin elde etme, mevcut liriine etki eden
faktorlerin triin ve birbiri Ulizerindeki etkileri, cevresel faktdrler gibi iiriin siirecini
gelistirmeye yonelik bir cok istatistiksel deney tasarilart mevcuttur. Bir ¢ok deney
tasarimindan calisma i¢in uygun olanin tercih edilmesi istenilen basarinin saglanmasinda

en Onemli faktordiir.

Calismamizda minimum zamanda ve maliyette maksimum {iretim hedeflenmistir.

Bu baglamda iki istatistiksel deney tasarimi kullanilarak oncelikle tiretim miktarini
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artirmaya yardimer degiskenler belirlenmis, sonra bu degiskenlerin optimum iiretim igin

uygun konsantrasyonlar1 saptanmistir.



3.1.Materyal

3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.1.Yerel Fusarium fujikuroi suslari
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Calisma i¢in kullanilan organizmalar Prof. Dr. Berna Tunali (Samsun Ondokuz

Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii) dan

temin edilmistir

(Cizelge 3.1.). Organizmalar uzun siireli saklama yontemi olarak + 4 °C’ de steril toprakta

saklama yontemi ile yilda bir defa aktiflenmistir ayrica aktif kullanim i¢in Potato Dekstroz

Agar (PDA) ortaminda + 4 °C’ de saklanmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan yerel Fusarium fujikuroi suslari

Sus Kodu Organizma Adi Genbank Erisim | Organizma Lokasyonu
Numarasi
F1 F. verticilloides H014W51-5K2 Corum/Alaca yolu iizeri
F2 F. proliferatum H014W22-2K1 Sivas/ Cermik
F3 F. verticilloides H014W12-5B1 Tokat/Cergi/Pazar
F4 F. verticilloides H014W48-3K2 Yozgat/Saraykoy
F5 F. proliferatum H014W11-4K1 Tokat/Pazar
F6 F. proliferatum H014W5-4B3 Amasya/Merkez/Dad1
F7 F. verticilloides H014W35-3B1 Sivas/Sarkisla/Merkez
F8 F. verticilloides HO10W65-4B2 Samsun/Bafra
F9 F. verticilloides HO010W10-1B3 Sakarya/Madenler
F10 F. verticilloides 010Z5A1 *
F11 F. verticilloides HO9W8-1K1 Corum/Osmancik
F12 F. verticilloides HO9W139-1K2 Corum/Seydim
F13 F. verticilloides HO9W?21-5K1 Zonguldak/Nebioglu
F14 F. verticilloides HO012W14-1K2 Konya/Kadinhant
F15 F. proliferatum 15H11-3K2 Edirne/Kesan yolu




Cizelge 3.1. Yerel Fusarium fujikuroi suslar1 (devam)
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Sus Kodu Organizma Adi Genbank Erisim | Organizma Lokasyonu
Numarasi
F16 F. proliferatum 15H12-3B2 Edirne/Kesan
F17 F. proliferatum 15H7-4K1 Tekirdag/Malkara yolu
F18 F. verticilloides 15MT10-B1 *
F19 F. verticilloides 15MT15-C1 *
F20 F. verticilloides HO9W98-3K1 *

*Suslarin elde edildigi lokasyon bilinmemektedir.

3.1.2.Besiyerleri

Patates dekstroz agar (PDA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 39 g/l oraninda tartilarak hazirlanmis ve

organizmalari aktiflemek i¢in kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 1,2 atm basing

ve 121 °C sicaklikta 15 dakika iglem gorerek steril edilmistir.

Patates dekstroz broth (PDB)

Ticari hazir besiyerinden (Merk) 24 g/l oraninda tartilarak hazirlanmis ve

immobilizasyon yontemi i¢in kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 1,2 atm basing

ve 121 °C sicaklikta 15 dakika islem gorerek steril edilmistir.

Modifiye besiyeri

Glukoz

Piring unu

KH2PO4

NHA4CI
MgSO4

40,0 g
20 g
30 g
10 ¢
15 ¢
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Distile su 1000 ml
Fusarium fujikuroi suslarindan gibberellik asit tiretim miktarinin taranmasinda
kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika

islem gorerek steril edilmistir.

Modifiye siv1 besiyeri

Bugday kepegi 1000 ¢
Mineral — tuz Solisyonu

ZnS0O4 7H20 0,0035 g/10L
CuSO4 5 H20 0,0035 g/10L
FeSO4 7H20 0,0035 g/10L
MgSO4 7 H20 3,5 g/10ml

Bes kg bugday kepegi 25 L distile su ile 28 °C, 150 rpm de 24 saat calkalandiktan
sonra tiilbent bezinden gegirilerek siliziilmistir. Siiziinti 3 dk 6000 rpm de
santrifiijlendikten sonra 10 L alinmis ve mineral tuz ¢6zeltisi 10 ml suda ¢oziilerek sivi
besiyerine eklenmistir. pH 5 olarak ayarlandiktan sonra (1M NaOH ve HCI) 250 mi
erlenlere 100 ml dagitilmis ve besiyeri otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15
dakika islem gorerek steril edilmistir. MgSO4 7 H20’dan 3,5 g tartilmis ve 10 ml distile su
ile ¢oziildiikten sonra filtreden gegirilerek steril edilmistir. Inokiilant sirasinda her erlene
inokiilant ile birlikte 1 ml ilave edilmistir. Bu besiyeri gibberellik asit tiretimini artirmay1

amaglayan kiiltiir tipi se¢imi asamasinda kullanilmistir.

Modifiye Kati Besiyeri

Bugday Kepegi 400 ¢

Mineral — Tuz Solisyonu 10 kat seyreltilerek kullanilmistur.
ZnS0O4 7H20 0,007 g

CuS0O4 5 H20 0,007 g

FeSO, 7H.0 0,007 g
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HCI (%37) 16,70 ml
MgSO4 7 H.0 0,053 g
Distile Su 83,30 ml

250 ml lik erlenlere 10 g bugday kepeginden dagitilmistir ve 1:1 oraninda mineral
tuz solisyonu ile nemlendirilmistir. Hzirlanan besiyeri besiyeri 1,2 atm basing ve 121 °C
sicaklikta 60 dakika islem gorerek steril edilmistir. MgSO4 7 H2O’dan 0,053 g tartilmis ve
ve 60 ml distile su ile ¢dziildiikten sonra filtreden gecirilerek steril edilmistir. Inokiilant
sirasinda her erlene inokiilant ile birlikte 1 ml ilave edilmistir. Bu besiyeri gibberellik asit

liretimini artirmay1 amaclayan kiiltiir tipi se¢cimi agamasinda kullanilmistir.

3.1.3.Kimyasal maddeler ve cozeltiler

Etil asetat (Merck)

S1v1 besiyerinden ekstraksiyon ile gibberellik asit analizi i¢in kullanilmigtir.

Tween 80 (Merck)

Inokiilant asamasinda spor siispansiyonu hazirlamak igi kullanilmistir.,

Standart GAs (Merck)

Uretilen gibberellik asit miktarmi belirlemek i¢in kullanilan standart cevap dogrusu

hazirlanmasinda kullanilir.

Mobil faz ¢ozeltisi

%30 metanol ve 0.01 M fosforik asit hazirlanarak HPLC analizinde kullanilmstir.
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3.2.YONTEM

3.2.1.Gibberellik asit miktar tayini icin yontem secilmesi

Calisma kapsaminda GA3 tayini amaci ile kullanilacak yontemin belirlenmesi ile
oncelikle HPLC ve spektrofotometrik yontem karsilastirilmistir. Standart GAz (Sigma) ile
10-200 mg/L. derisim araliginda cozeltiler hazirlanmig, HPLC ve spektrofotometrede
standart cevap dogrulari elde edilmistir. Cizelge 3.2 de gibberellik asitin HPLC analiz
kosullar1 ifade edilmektedir (Syahputra vd., 2013, Shukla vd, 2005). Bu kosullarda farkli
konsantrasyonlarda standart GAs konsantrasyonlari ile elde edilen GAs kromatogramlari

Sekil 3.1. de, standart cevap dogrusu ise Sekil 3.2. de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Mobil fazdaki Gibberellik asitin HPLC analiz kosullari

Kolon tipi C-18

Kolon Sicakligi (°C) 45

Enjeksiyon Hacmi (ul) 10

Hareketli Faz Bilesimi %30 metanol ve 0,01 M fosforik asit
Hareketli Faz Akis Hiz1 (mL/dak) 1

Analizin Yapildig1 Dalga Boyu (nm) | 254

ooooooooooooooooooooooooooooooooooo

0,008 | | 0.008

13,2 13,4 13,6 138 14,0 14, 15,6 15,8 16,0 16,2

Sekil 3.1. Farkli GAs konsantrasyonlart ile elde edilen HPLC kromotogramlari
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160000

140000 y = 13256x + 841,23
120000 R?=0,9941

100000 *

80000

60000

40000

20000

GA; Miktar1 (Alan)

0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Derisim (mg/L)

Sekil 3.2. Farkli GAs konsantrasyonlarinin HPLC de analizi ile elde edilen GAs standart

cevap dogrusu

Spektrofotometrik GAsz standart cevap dogrusur olusturulmasi igin, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart GA3 (Sigma) ¢ozeltilerinin absorbansit 254 nm de

okunmustur (Berrios vd, 2004; Sekil 3.3.).

y = 0,0254x + 0,005
0,25 - R2=0,9984

0,2

GA; Miktar1 (Absorbans)
o
&

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Derisim (mg/L)

Sekil 3.3. Farkli GA3 konsantrasyonlarinin spektrofotometrik yontemde analizi ile elde
edilen GA3 standart cevap dogrusu
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3.2.2. Fusarium fujikuroi suslarimn GA; iiretme potansiyellerinin

belirlenmesi

Bu asamada kullanilan 20 adet Fusarium fujikuroi susmin GA3z iiretme
potansiyelleri karsilastirilarak en yiiksek konsantrasyonda GAs3 lireten sus belirlenmistir.
Stok kiiltiirde korunan susglar Potato Dekstoz Agar (PDA) besiyerlerinde oda sicakliginda,
giin 1s181nda 7 giin tretilerek aktif hale getirilmistir. Bu besiyerleri tizerine 20 ml % 0,1 lik
steril tween 80 aktarilmis, besiyeri yiizeyindeki sporlar steril 5 mm ¢apinda cam boncuklar
aracilig1 ile siispansiyon haline getirilmis ve elde edilen spor siispansiyonu steril olarak
hazirlanan siselerde toplanmustir. Spor siispansiyonu Thoma lamu ile sayilarak 10° adet /ml

ye ayarlanarak kullanilmistir (Panchal, 2016).

Izolatlarin gibberellik asit {iretim miktarlarin1 belirlemek icin modifiye besiyeri
pH’1 5’e ayarlanarak 250 ml’ lik erlenlere 100 ml dagitilmis ve steril hale getirilmistir.
Hazirlanan spor siispansiyonundan her erlene 5 ml inokiile edilmis ve 100 rpm de 30 °C de
10 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 10. giiniinde kiiltiir stvist Whatman 1
filtre kagidindan siiziilerek silipernatant elde edilmistir. Siipernatant’in pH’1 2,5’e

ayarlanarak 1:3 oraninda etil asetat ile {i¢ asamada ekstrakte edilmistir.

3.2.3.GAgs iiretimini arttiran Kkiiltiir yonteminin belirlenmesi
Secilmis olan sus ile gibberellik asit {iretim miktarin1 artirmak i¢in ti¢ farkh kiiltiir

tipi ¢aligilmigtir. Buradaki amag¢ iiretim miktarinin artmasini saglayan kiiltiir tipini

belirleyerek calismay1 optimum kosullara tagimaktir.

3.2.3.1.izolattan inokiilant eldesi

Aktif olarak tireyen sug petrilerine 20 ml %0,1 lik tween80 ile hazirlanmis steril su
aktarilmig ve besiyeri yiizeyinde ilireyen mikroorganizmalarin sporlar1 spor siispansiyonu
halinde toplanmistir. Spor siispansiyonu igindeki spor sayisini thoma lami sayim yontemi

ile 10° ya ayarlanarak kullanilmistir (Panchal, 2016).
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3.2.3.2.Derin Kiiltiir yontemi

Modifiye siv1 besiyeri icerigi hazirlanarak secilen susin spor siispansiyonundan 7
ml her erlene inokiile edilmistir. Erlenler 20 giin boyunca 100 rpm’ e ayarlanmis
calkalamali etiivde ve 28 °C de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon boyunca 2 giinde bir
hasat yapilmistir. Suglarin iiretim potansiyellerinin belirlenmesi basliginda oldugu gibi

ekstraksiyon yapilmistir.

3.2.3.3.Statik kiiltiir yontemi

Modifiye siv1 besiyeri icerigi hazirlanarak secilen susin spor siispansiyonundan 7
ml her erlene inokiile edilmistir. Erlenler 20 giin boyunca 28 °C’ye ayarlanmis etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Erlenler, yiizeyinde film olusmamasi i¢in her giin el ile hafifce
calkalanmustir. Inkiibasyon boyunca 2 giinde bir hasat yapilmustir. Ekstraksiyon, suslarm

iiretim potansiyellerinin belirlenmesi basliginda oldugu gibi gergeklestirilmistir.

3.2.3.4.Kat1 faz kiiltiir yontemi

Modifiye kat1 besiyeri icerigi hazirlanarak susun spor siispansiyonundan 7 ml her
erlene inokiile edilmistir. Erlenler 20 giin boyunca 28 °C’ye ayarlanmis etlivde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca 2 giinde bir hasat yapilmistir. Hasat igin
katt faz kiiltiirden ekstraksiyon yapabilmek adina erlenlere 100 ml steril distile su
eklenmistir. Calkalamali etiivde 100 rpm de 2 saat calkalanmis ve suslarin {iretim

potansiyellerinin belirlenmesi basliginda oldugu gibi ekstraksiyon yapilmistir.

3.2.4 Istatistiksel deney tasarimlari ile optimizasyon

Uretim kosullarinin optimizasyonu ile iiretim verimini artirmak icin ile Plackett-
Burman deney tasarimi (PB) ve merkezi bileske deney tasarim (MBT) modelleri

kullanilmastir.
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3.2.4.1.Plackett-Burman deney tasarimi

Plackett-Burman deney tasariminda birden fazla besinsel (karbon, azot, mineral) ve
cevresel faktoriin karsilastirilmasi ile gibberellik asit iiretimini arttiran degiskenlerin
belirlenmesi amacglanmustir. 19 tane degiskenin iki farkli konsantrasyonu ile ¢alisilmistir
(Cizelge 3.3) ve bu degiskenler arasinda iiretim miktarini artirict yonde etkileyen

degiskenler secilmistir.

Cizelge 3.3. Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenler ve seviyeleri

Diisiik

Degisken YiiksekDeger

Degiskenler Deger
Kodu

-1 (+1)

X1 Ilave substrat (%) | Piring unu 0 0.2
X2 Glukoz 0 3
X3 flave Laktoz 0 3
Xa karbonkaynag1 (%) | Nisasta 0 3
Xs Maltoz 0 3
Xe NH4CI 0 0,2
X7 NHsNO3 0 0,2

Azot kaynagi (%)
Xs Yeastextract 0 0,2
Xo Ure 0 0,2
X10 KH2PO4 0 0,1
X1 ) CuSO4 5 H.0O 0 0,1

Mineral (%)
X12 FeSO4 7H20 0 0,1
X13 ZnS0O4 7H20 0 0,1
X14 MgSO47H20 0 0,1
Xis Keten Tohum Yagi (%) 0 1
Xie Inokiilant Miktar1 (%) 5 10
X17 Inkiibasyon Sicaklig1 ( °C) 28 28
Xis Besiyeri Baslangi¢ pH 3,5 7
X19 Karistirma hizi (rpm) 100 200




26

Deney tasarimi degisken sayisinin bir fazlasi ile olusturulmaktadir (Cizelge 3.4.).
Calismaya secilen sus ve liretim miktarini artirdigi goézlenen derin kiiltiir yontemi ile
devam edilmistir. 250 ml lik erlene 100 ml olacak sekilde, Cizelge 3.4. e gore hazirlanan
besiyeri igerigi bugday kepegi 0ziitii ile sulandirilmistir (1:5 oraninda bugday kepegi ve
distile su, 150 rpm de 28 °C de 24 saat calkalanip, tiilbent bezi ile siiziildiikten sonra
stiziintii 3 dk 6000 rpm de santriifiijlenerek kullanilmistir). Hazirlanan besiyeri otoklavda
1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika islem gorerek steril edilmistir ve Thoma lami
sayim yontemi ile 10° ya ayarlanan spor siispansiyonundan 10 ml inokiile edilmistir.
Erlenler 10 giin boyunca c¢alkalamali etiivde ve 28 °C de inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyonun 10. giiniinde hasat yapilmistir. Ekstraksiyon suslarm iiretim

potansiyellerinin belirlenmesi basliginda oldugu gibi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Plackett — Burman deney tasarimi

Xi | Xo | X3 | X | Xs | Xo | X7 | Xs | Xo | X1o | Xux | X1z | X3 | Xua | X5 | X1e | X17 | X1s | Xuo
1 |+ |+ |- - + |+ |+ [+ |- + - + . = - - + +
2 + |+ |- = + |+ |+ |+ |- + = + - = - - + +
3 |+ |- + |+ |- E + |+ |+ |+ = + . + - . - - +
4 |+ |+ + |+ + |+ |+ + - + +
5 + |+ + |+ -+ T+ [+ |+ + +
6 + [+ [- [+ [+ |- + |+ [+ |+ + +
7 + |+ + |+ - + + + + + +
8 + |+ + |+ |- - + + + + + +
9 |+ - + |+ |- + |+ - - + + + + +
10 + - + |+ + |+ |- + [+ [+ |+ +
11 | + + - + [+ |- + |+ + [+ [+ |+
12 + + |- - + |+ - + + + + + +
13 | + + + - + + - + + + + +
14 |+ |+ + |- |+ - - + + + + + +
5+ [+ [+ + + |- - - + |+ + |+ +
6|+ [+ [+ |+ |- + + - - - + + + +
17 + |+ |+ |+ + | - + | - - - + + + +
18 + |+ [+ [+ + + |- - + |+ + |+
19 | + + |+ [+ [+ [- [+ ]- + |- F +
20 - - - - -
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3.2.4.2.Merkezi bileske deney tasarimi

Merkezi bileske deney tasarimi ile birden fazla degiskenin varliginda, bu
degiskenlerin birbiri iizerine etkilesimleri ile {iretim veriminin artirilmasi hedeflenmistir.
Plackett-Burman yontemi ile belirlenen degiskenlerin yiiksek (+1) ve disik (-1)
konsantrasyonlar1 arasinda kiip olusturulmus, merkeze orta deger olarak O, kiibik yapinin

disinda kalan noktalar + o ve — a olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Merkezi Bileske deney tasariminda kullanilan degiskenler ve seviyeleri

Degisken
codu Degiskenler -a(163) | -1 0 +1 | +a(1,63)
X1s pH 1,74 3 5 7 8,26
X3 Laktoz % 0,37 1 2 3 3,63
Xo Ure % 0,0685 | 0.1 0.15 0.2 0,2315
Keten Tohumu Yagi (%) 1
Inkiibasyon Sicakligi ( °C) 28
Karistirma hiz1 (rpm) 100
Inokulum miktar (%) 10

Olusturulan deney tasarimi 3 degisken ve 20 deneme grubundan olugmaktadir
(Cizelge 3.6.). Calismaya HO014W35-3B1 genbank erisim numarali sus ve tiretim miktarini
artirdig1 gozlenen derin kiiltiir yontemi ile devam edilmistir. 250 ml lik erlene 100 ml
olacak sekilde, Cizelge 3.6. ya gore hazirlanan besiyeri icerigi bugday kepegi oziitii ile
sulandirilmigtir. Hazirlanan besiyerinin = sterilizasyon ve inokiilasyonu, inkiibasyon

kosullari ile ekstraksiyon yontemi onceki baslikta belirtildigi bigimde uygulanmigtir.



Cizelge 3.6. Merkezi Bileske deney tasarimi

egisken Xis X3 Xo
Deneme (pH) | (Laktoz) | (Ure)
1 3 1 0,20
2 5 3,63 0,15
3 5 0,37 0,15
4 3 3 0,20
5 5 2 0,2315
6 3 1 0,10
7 5 2 0,15
8 5 2 0,15
9 5 2 0,0685
10 7 1 0,20
11 5 2 0,15
12 5 2 0,15
13 5 2 0,15
14 7 3 0,20
15 3 3 0,10
16 1,74 2 0,15
17 7 1 0,10
18 5 2 0,15
19 7 3 0,10
20 8,26 2 0,15

3.2.5.Immobilizasyonun iiretim verimi iizerine etkisi

28

Secilmis olan susun kat1 bir destek lizerine tutunarak iiretim miktarinin artirilmasi

hedeflenmistir.
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3.2.5.1.Poliiiretan kopiik ile immobilizasyon

Poliiiretan kopiik 0,5 cm® boyutunda kiiciik kiipler haline getirilmistir. Kiipler 1
kere methanol ve 2 kere distile su ile yikanarak oda sicakliginda bir gece kurutulmustur.
250 ml lik erlenlere 100 ml PDB besiyeri hazirlanmistir ve erlen bagina 10 adet kopiik
konulmustur. Hazirlanan besiyeri otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika
islem gorerek steril edilmistir. Thoma lami sayim yontemi ile 10° ya ayarlanan spor
stispansiyonundan 10 ml inokiile edilmis ve erlenler 4 giin boyunca 100 rpm’ e ayarlanmis

calkalamal1 etiivde ve 28 °C de inkiibasyona birakilmigtir (Sekil 3.4.).

Immobilize edilmis erlenlerden besiyeri siiziilerek iki kez steril distile su ile
yikanmistir. Merkezi Bileske deney tasarimi sonucunda elde edilmis optimize besiyeri
hazirlanarak ve otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika islem goérerek
steril edilmistir ve her erlene 100 ml eklenmistir. Erlenler 10 giin boyunca 100 rpm’ e
ayarlanmis ¢alkalamali etiivde ve 28 °C de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
hasat yapilmistir ve suglarin iiretim potansiyellerinin belirlenmesi basliginda oldugu gibi

ekstraksiyon yapilmaistir.

Sekil 3.4. Poliiiretan kopiik ile immobilizasyon
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3.2.5.2.Naylon siinger ile immobilizasyon

Naylon siinger 0,5 cm® boyutunda kiiciik kiipler haline getirilmistir. Siingerler 10
dk kaynatilmis ve 3 kere distile su ile yikanarak oda sicakliginda bir gece kurutulmustur.
250 ml lik erlenlere 100 ml PDB besiyeri hazirlanmistir ve erlen basina 10 adet naylon
stinger konulmustur(Sekil 3.5.). Sterilizasyon, ekstraksiyon, inokiilasyon ve inkiibasyon

islemleri politiretan kopiik ile immobilizasyon yontemi ile ayni1 sekilde gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5. Naylon siinger ile immobilizasyon

3.2.5.3.Paslanmaz celik siinger ile immobilizasyon

Paslanmaz celik siinger 0,5 cm® boyutunda kiiciik kiipler haline getirilmistir.
Stingerler 10 dk kaynatilmis ve 3 kere distile su ile yikanarak oda sicakliginda bir gece
kurutulmustur. 250 ml lik erlenlere 100 ml PDB besiyeri hazirlanmistir ve erlen basina 10

adet paslanmaz celik stinger konulmustur (Sekil 3.6.). Sterilizasyon, ekstraksiyon,
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inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri poliliretan kopiik ile immobilizasyon yontemi ile ayni

sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.6. Paslanmaz gelik siinger ile immobilizasyon
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Gibberellik Asit Miktar Tayini I¢cin Yontem Secilmesi

Calismanin tiim asamalarinda fungus suslar tarafindan iiretilecek olan gibberellik
asit miktar tayininin hizli, ucuz ve kolay bigimde belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
oncelikle farkli konsantrasyonlarda standart GAsz ¢ozeltileri HPLC ve spektrofotometrik
yontem ile analiz edilerek elde edilen veriler karsilastirilmis ve calismanin sonraki
asamalarinda kullanilmak iizere bir yontem belirlenmistir. Her iki yontem ile elde edilen
verilerin iliskisinin belirlenmesi i¢cin HPLC ve spektrofotometre verileri birlikte
grafiklenmis (Sekil 4.1.) ve serpilme diyagrami ¢ikarilmistir (Sekil 4.2.). Sekil 4.2 de ifade
edilen katsaymin degeri, bu iki yOntemin birbirinin yerine kullanilabilecegini ifade
etmektedir. Bu yolla ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanilmak {izere daha hizli, ucuz

ve kolay bir yontem olan spektrofotometrik yontem tercih edilmistir.

0,3 140000
05 - - 120000
= pi
"‘Z 0z - 100000 3
= - 80000 E
< 0,15 - =
g - 60000 =
= 01 - =
% - 40000
- —
© 0,05 - - 20000

O T T T T T T T T T 0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Derisim (mg/L)

Sekil 4.1. Spektrofotometre ve HPLC ile GAgz tayin degerleri karsilastiriimasi
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Sekil 4.2. Spektrofotometre ve HPLC ile GAs tayini i¢in serpilme diyagrami

4.2. Fusarium fujikuroi Izolatlarimin GA; Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Calismada gibberellik asit kesfinde sebep olan Fusarium fujikuroi suslar

kullanilmig ve 20 adet sus ile tarama g¢alismasi gercekletirilmisttir. Fusarium fujikuroi

suslarmin 10 giinliik inkiibasyonu sonrasinda elde edilen GAs iiretim miktarlar1 Cizelge

4.1. ve Sekil 4.3. de sunulmustur.. H014W35-3B1 (F7) numarali suglin gibberellik asit

tiretim miktar1 digerlerine gore daha yiiksektir. Caligmaya {iretim veriminin 164,16 mg/L

olan H014W35-3B1 sus ile devam edilmistir.

Cizelge 4.1. Fusarium fujikuroi suslarmin gibberellik asit iiretim miktarlar

Sus Genbank Erisim Istatistiksel sonuclar
No Numarasi (mg/l)

F1 H014W51-5K2 4556 £ 4,15 a*

F2 H014W22-2K1 21,25 £2,23 begf*
F3 H014W12-5B1 20,22 £ 1,63 cfg*
F4 H014W48-3K2 155,1 £12,93 d*
F5 H014W11-4K1 153,42 +£4,09 d*




Cizelge 4.1. Fusarium fujikuroi suslariin gibberellik asit {iretim miktarlar1 (devam)

F6 H014W5-4B3 83,66 £1,65 e*
F7 H014W35-3B1 164,16 + 11,49 d*
F8 HO010W65-4B2 13,52 + 6,83 fg*
F9 H010W10-1B3 9,19 + 1,09 f*
F10 010Z5A1 36,71 + 1,83 abc*
F11 HO9W8-1K1 42,5+5,256 a*
F12 HO9W139-1K2 30,14 + 4,04 abcg*
F13 HO9W21-5K1 10,42 £ 6,35 f*
F14 H012W14-1K2 164,27 +£ 10,33 d*
F15 15H11-3K2 39,72 + 1,81 ab*
F16 15H12-3B2 41,16 + 7,85 ab*
F17 15H7-4K1 79,61 + 6,62 ¢*
F18 15MT10-B1 45,55+ 1,09 a*
F19 15MT15-C1 39,5 £ 4,88 ab*
F20 HO9W98-3K1 74,01 + 7,36 ¢*

* Ayni1 harfler istatistiksel olarak benzerligi ifade etmektedir
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Sekil 4.3. Fusarium fujikuroi suslarinin GAs tiretim miktarlarinin karsilastiriimasi
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Fusarium fujikuroi suslarinin tiretim miktarlar1 Sekil 4.3. de karsilastirilmis ve
kiltir tipini belirlemek amaci ile iiretim miktar1 yiiksek olan H014W35-3B1 susu ile
calismaya devam edilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4 H014W35-3B1 kodlu sus kolonisinin iist (A) ve altinin (B)
makromorfolojik goriintiisii

4.3.GA; Uretimini Arttiran Kiiltiir Yonteminin Belirlenmesi
Secilmis olan HO14W35-3B1 numarali sus ile gibberellik asit iiretim miktarin

artirmak i¢in ti¢ farkli kiltiir tipi c¢alisilmistir. Calismanin 10. giin sonuglarinin

karsilagtirilmasina gore kiiltiir yontemi belirlenmistir.

4.3.1.Derin Kkiiltiir yontemi

H014W35-3B1 genbank erisim numarali susun derin kiiltiir yontemi ile zamana

bagli gibberellik asit {iretim miktar1 Sekil 4.5. de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. HO14W35-3B1 numaral1 izolat1 tarafindan derin kiiltiir yontemi ile GA3s iiretimi

4.3.2.Statik kiiltiir yontemi

H014W35-3B1 numarali susin statik kiiltiir yontemi ile zamana bagli gibberellik

asit iiretim degerleri Sekil 4.6 da ifade edilmistir.
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Sekil 4.6. H014W35-3B1 numarali izolati tarafindan statik kiiltiir yontemi ile GA3z tiretimi
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4.3.3.Kat1 faz kiiltiir yontemi

HO014W35-3B1 genbank erisim numarali susin statik kiiltiir yontemi ile gibberellik

asit tiretim miktar1 Sekil 4.7. de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. HO14W35-3B1 numaral1 izolat: tarafindan kat1 kiiltiir yontemi ile GA3s iiretimi

H014W35-3B1 numarali susin her ii¢ kiiltiir yontemi ile zamana bagh gibberellik
asit iretim miktarlar: Sekil 4.8. de sunulmustur. Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde
de derin kdltiir tipinin kat1 ve statik kiiltiir tiplerine gore iiretim veriminde daha basarili

oldugu gozlenmektedir.
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Sekil 4.8. H014W35-3B1 numarali susin derin, statik ve kati kiiltiir tipinde karsilastiriimasi

Soccol vd. (2006) kat1 fermantasyon tekniginin sivi fermantasyon teknigine gore
yiikksek verim ve eckonomik avantaj sagladigini savunmaktadirlar. Fakat Gelmi vd.
(2000)’ne gore zayif 1s1 dagilimi, besin maddelerinin organizma tarafindan yavas alinimu,
Rodrigues vd, 2012’e gore ise ortamin pH, 1s1, besin kosullari, gibi parametrelerinin kolay
kontrol edilmesi gibi faktorlerden dolay: sivi fermentasyon teknigini tercih etmektedirler.
Sekil 4.8. de elde edilen sonuglara gore kati fermentasyon tekniginde nemlendirme
veriminden kaynaklandigi diisiiniilen beklenen verim elde edilememistir ve galisma sivi
fermentasyon tekniginin {iretim verimini etkileyen kosullar1 gerceklestirmede daha basarili

oldugunu gosterir.
4.4 Istatistiksel Deney Tasarimlar ile Optimizasyon

4.4.1.Plackett-Burman deney tasarim

Plackett-Burman deney tasariminda uygulanan her denemede iiretim miktari
belirlenip istatistiksel analizi yapilmistir. Deney gruplarinda belirlenen gibberellik asit

tiretim miktarlar Cizelge 4.2. de ve Sekil 4.9. de gosterilmektedir.



Cizelge 4.2. H014W35-3B1 numarali susun Plackett-Burman deney tasarimina gére

tirettigi GA3z miktarlar

Deneme GAs iiretim Standart Sapma
miktar1 (mg/L) Degerleri

1 34,07 1,00
2 65,77 7,15
3 13,84 2,48
4 18,58 5,66
5 20,04 7,77
6 23,96 5,72
7 55,93 12,71
8 0 0

9 26,26 3,12
10 0 0

11 164,35 11,99
12 24,74 4,40
13 27,28 12,71
14 0 0

15 0 0

16 6,55 2,42
17 87,70 15,06
18 47,26 12,96
19 25,02 5,41
20 6,77 4,94

39
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Sekil 4.9. H014W35-3B1 numarali susun Plackett-Burman deney tasarimina gore tiretim
miktarlarinin karsilastirilmasi

Plackett-Burman deney tasariminda Cizelge 4.3 de istatistiksel analiz
degerlendirmeleri verilmistir. Buna gore degiskenlerin iiretim miktarlar1 tizerine etkileri
coeff degerleri ile belirlenmistir. Coeff degerleri iiretim verimini etkileyen degerleri
gostermektedir. Plackett-Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin anlamli ve

blytlikliiglinii gésteren pareto grafigi ise Sekil 4.10. da gosterilmilstir.
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Cizelge 4.3. Fusarium fujikuroi susinin GAs iiretimi agisindan PB deney tasarimi analiz

sonuglari
Effect Estimates; Var.-y; R-sqr=.93821; Adj-.90885 (DERISIM)
19 Factor Screening Design; MS Residual=120,9324
DV: vy
Effect Std Err. t(40) p -95.% +95 % Coeff. Std Err. -95.% +95 %
Factor CnfLimt | CnfLimt Coeff. Cnf Limt | CnfLimt
Mean/Interc. 31,4429 1,419697 22 14762| 0,000000| 28,5736 34,3122 31,4429 1419697 28.5736| 34,31223
(1)1 -3,6576 2,839395 -1,28812 0,205106, -9,3961 2.0811| -1,8287 1,419697 -4,6981 1.04057
(2)x2 -14,0748| 2,.839395| -4.95697 | 0,000014| -19.8134| -5.3362| -7,0374 1,419697, -9,9067, -4, 16809
(33 23,6693 2,839395, 8,33603| 0,000000, 17,9307 294079 11,8346 1,419697 8,9663| 14 70396
(4 ) -4 8504 2839395 -1,70825 0,095341 -10,5890 0,8882| -2.4252 1419697 -52945 044412
(5)x5 -2,3031 2,839395 -0.81114 0422085 -8,0418 3,4385| -1,1516 1,419697 -4.0209 1.71774
(6)xb6 -14,8622 | 2 §39395| -5.23429  0,000006| -20.6008| -9.1236| -7.4311) 1,.419697 -10.3004 -4 56179
(M7 -0,9094 2,839395 -0.32030 0,750411 -6.6481 4.8292( -0,4547 1419697 -3,3240 2 41459
(8)xB 16,3583 2,839395| 5,76118| 0,000001| 10,6196 22 0969 8,1791| 1,419697 5,3098| 11.04845
(9)x9 19,8150 2,839395| 6£,97859| 0.000000| 14.0763| 255536 59,9075 1,419697 7.0382| 1277680
(10)<10 -17,6276| 2, 839395| -5.17299  0,000000| -23, 2662 -11,7889| -B,7638 1,419697 -11,6331 -5 89446
(11)x11 15,1850 2,839395, 5,34798| 0,000004 94464 | 20,9237 7.6925| 1,419697 47232 10,46184
(12)x12 24724 2839395 0,87076 0,389079 -3,2662 83,2111 1,2362 1,419697| -1,6331 410554
(13)x13 -14,8346| 2 539395 -5.22458 0,000006| -20.5733| -9.0960| -7.4173 1419697 -10,2866 -4 54801
(1414 -19,8110| 2, 839395| -5.97720 0,000000| -25 5497 -14.0724| -9,9055 1,419697 -12 7748 -7,03620
(15)x15 41772 2,839395 147115 0149076 -1,66154 9,9158 2,0886 1,419697 -0,7807 4,95790
(16)x16 7.,1811| 2,839395| 252910 0,015481 1,4425|) 12,9197 3,6906| 1,419697 0,7212| 645987
(1717 11,1417 2,839395, 3,92398| 0,000334 54031 16,8804 56709 1,419697 2,7015 B5.44018
(18«18 37,1417 2839395 13,08086| 0,000000| 31,4031 42 8804| 18,5709 1,419697| 15.7015| 21,44018
(19)x19 -22. 0157 2,.839395| -7.75368 0,000000| -27 7544 -16.2771| -11,0079 1419697 -13.8772 -8, 13856
Laktoz B G G )
Karistirma B B B ﬁ
Ure e B o 77|
MgSDs 7 HzO i 7
KHaPOs 77 i L i
Yeast B o 7 o %
CusCSH:0 Bl
NHaCl B
ZnS0. THO P i T
Glikoz & A
Sicakhk

inokilant Miktan ¥ %
Misasta
Keten Tohum Yag
Piring Unu
Fe50s 7H:O
Maltoz
MHs MO

Sekil 4.10. Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin GAz iiretimi

tizerine etkisini gosteren pareto grafigi

Istatistiksel degerlendirmeler ile bagimsiz degiskenlerin Fusarium fujikuroi sus

tarafindan GAg tiretimi iizerine etki degerleri i¢in asagidaki esitlik elde edilmistir.
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GAs (ug/ml): Yea= 31,44 -1,83piring unu - 7,046Likoz + 11,83 akT02-2,43NisASTA -
1,15maLtoz - 7,43nHacL - 0,45nHanos + 8,17veasT exkstrakT + 9,910re - 8,76kHzpos +
7,59cusoasH20 + 1,24Fes047H20 - 7,42zns047H20 - 9,91Mmgsoa7H20 + 2,09KETEN TOHUM YAGT +

3,59iNoKULANT + 5,57sicakLIk + 18,57pH - 11,01k ARISTIRMA HIZI

Plackett — Burman deney tasarimi sonucu GAjz iretiminin artirict yonde etki
gosteren pH, laktoz ve {ire merkezi bileske deney tasarimina tasinirken; keten tohum yagi,
inkiibasyon sicakligi ve inokiilant miktar1 st limite, karistirma hiz1 ise alt limite sabitlenip

calismaya devam edilmistir.

4.4.2 . Merkezi bileske deney tasarimi

Merkezi bileske deney tasariminda GAs iiretim miktarinin optimizasyonu igin
kullanilan laktoz , iire ve pH’in deneme gruplarinin 6ngodriilen ve gozlenen GA3z iiretim

degerleri Cizelge 4.4. de verilmektedir.

Cizelge 4.4 Merkezi bileske deney tasariminin 6ngdriilen ve gézlenen sonuglari

Deneme oH L aktoz Ure "GA3 Uretimi (mg/L)
Ongoriilen | Gozlenen

1 3 1 0,20 86,90 47,30
2 5 3,63 0,15 296,50 243,90
3 5 0,37 0,15 34,50 105,30
4 3 3 0,20 272,30 281,90
5 5 2 0,23 397,20 4,60

6 3 1 0,10 115,10 74,10
7 5 2 0,15 293,80 211,00
8 5 2 0,15 293,80 275,20
9 5 2 0,07 66,00 75,40
10 7 1 0,20 374,00 352,30
11 5 2 0,15 293,80 353,70
12 5 2 0,15 293,80 291,70
13 5 2 0,15 293,80 309,40
14 7 3 0,20 596,60 625,50
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Cizelge 4.4 Merkezi bileske deney tasariminin 6ngoriilen ve gdzlenen sonuglari (devam)

15 3 3 0,10 214,90 225,30
16 1,74 2 0,15 221,90 253,40
17 7 1 0,10 25,70 4,10

18 5 2 0,15 293,80 315,50
19 7 3 0,10 16,90 189,40
20 8,26 2 0,15 413,30 400,00

Deneyin sonuglart ANOVA istatistiksel analizi ile degerlendirilmistir ve MBT
modelinde kullanilan degiskenlerin optimizasyonu i¢in hesaplanan regresyon esitigi ile
gibberellik asit miktar1 tahmin edilmektedir (Cizelge 4.5.).

GA3; (ng/ml): Yea = 293 + 58,7 pH + 80,4 Laktoz +101,6 Ure + 8,9 pH*pH -
48,3 Laktoz*Laktoz - 23,4 Ure*Ure + 9,1 pH*Laktoz + 94,3 pH*Ure + 21,4 Laktoz*Ure

Cizelge 4.5. GAs liretim miktar1 i¢in tahmin edilen regresyon degerleri

Term Effect Cocef S5E Coef T-Value P-Value VIF
Constant 293, 8 21,0 14,00 a,000

=) 117, 4 53,7 14,1 4,15 a,002 1,00
Laktoz 1a0,8 a0, 4 14,1 5,68 a,000 1,00
Ure 203,2 101,& 14,1 7,18 a,000 1,00
pH*pH 17,9 a,9 14,2 0,83 0,544 1,01
Laktoz*Laktoz -%g,6 -43,1 14,2 -3,3% a,007 1,01
Ure#*re -dg,8 -23,4 14,2 -1,64 0,131 1,01
pH*Laktoz 1&,2 9,1 18,2 0,50 0,830 1,00
pH*Ure 18E,7 94,3 1&8,2 5,17 a,000 1,00
Laktoz=Ure 42,13 21,4 1,2 1,17 0,268 1,00

Yapilan deney tasariminin anlamliligini gii¢lendirmek i¢in regresyon katsayisina
(belirlilik diizeyi) bakilmis ve gibberellik asit iiretimi igin R? degeri %93,50 hesaplanmustir.
Coklu modellerde belirlilik kat says1 ile birlikte diizeltilmis R? (adj. R?) hesaplanmalidir.
Calismada gibberellik asit icin adj. R? %87,65 bulunmustur. Cizelge 4.6. da ki P ve F
degerleri c¢alismanin ve parametrelerin anlamliligim1 gostermek icin kullanilmaktadir.
Calismanin P degeri < 0,001 F degeri 15,98 olarak bulunmustur. Calismada ki uyum
eksikligi F degeri 1,32 dir.



Cizelge 4.6. Merkezi bileske deney sonuglari Anova tablosu

Source DF &dj 55
Model % 383314
Linear 3 289421
eH 1 45R94
Lakto= 1 86033
Tre 1 137489
Square 3 383583
pH*pH 1 1051
Laktoz*Lakto= 1 30626
Ure*=Urs 1 7195
2—Wawv Interaction 3 FE510
pH*Laktoz 1 6359
pH*Ore 1 71185
Laktoz*Ure 1 3oaae
Error 10 2oa44
Lack—of-Fit 5 15152
Fure Error ] 11452
Total 1% 409958
Model Summary
5 BE-=sgq ERE-sgl(adj)
51,6179 93,508 87,6582

ndj MS
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12794
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Deney grubundaki pH, laktoz ve iire degiskenlerinin arasindaki etkilesimi

anlamak ve optimum noktalarini belirlemek icin {i¢ boyutlu cevap yiizey grafikleri

cizilmistir. Caligmada keten tohum yagi, inokiilant miktari, sicaklik ve ¢alkalama hizi sabit

tutulmustur. Sekillerdeki en acik renkli bolgeler gibberellik asit iiretim miktarindaki

maksimum bolgeleri ifade etmektedir. Sekil. 4.11 de pH 5 e sabit tutularak laktoz ve iire

karsilastirilmistir.  Sekil 4.12. de laktoz 2 mg/L ye sabit tutularak ire ve pH

kargilastirilmistir. Sekil 4.13 de ise tire 0,15 mg/L ye sabit tutularak laktoz ve pH 1n

gibberellik asit iiretim miktarlar1 karsilastirilmistir. Istatistiksel modele goére pH 8,26,

laktoz 3,33364 mg/L, iirenin 0,2315 mg/L kosullarinda gibberellik asit {iretim miktarinin

en yiiksek olacagi bulunmustur.



Surface Plot of cevap vs Ure; Laktoz

Hold Values
pH 5
400
cevap 200
0
Laktoz E
Sekil 4.11 Gibberellik asit tiretimine laktoz ve iirenin etkisi
Surface Plot of cevap vs Ure; pH
Hold Values
Laktoz 2

cevap
0,25
0,20

Ure

Sekil 4.12 Gibberellik asit liretimine pH ve iirenin etkisi
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Surface Plot of cevap vs Laktoz; pH

Hold Values
Ure 0,15

450

300
cevap

150

Sekil 4.13 Gibberellik asit liretimine laktoz ve pH etkisi

Eleazer (1999), Fusarium fujikuroi kiifii yaptig1 ¢calkalamali erlenlerde glukoz, tuz
soliisyonu ve piring unu ile belirli konsatrasyonlarda denemeler yapmistir. Gibberellik
asidin en yiiksek tretimi 100 g/L glukoz, 1 g/L NH4CI ve 2 gr/L piring unu ile 1 g/L
KH2PO4 ve MgS0s konsantrasyonlar: elde etmistir. Calismaya plackett-burman L9 (3%)
deney tasariminda sicaklik ve pH’mn iiretim verimi iizerine etkisini inceleyerek devam
etmis ve iiretim verimlerini 0,144 mg/ L ile 2.862 mg/ L arasinda saptamistir. Cevap yiizey
istatistiksel deney tasarimi ve biyoreaktor ile tiretim miktarini 2.862 mg/ L den 3,9 mg/ L
ye ¢ikarmustir. En yiiksek iiretim 30 'C ve 5 pH da elde etmistir. Machado vd., (2004)
Fusarium fujikuroi kiifii ile kahve kabugu ve cassava kiispesini kullanarak sikistirilmig
yatak biyoreaktorde kati faz fermantasyonu gibberellik asit tiretimi yapmis ve 6. giinde
0,925 g/kg gibberellik asit elde etmistir. Dogan (2013), yaptigi tarama calismasi ile
2580,50 mg/L gibberellik asit iiretimi gostermis Pleurotus eryngii (Hakkari) susi ile
calismaya devam etmistir. Derin kiiltiir tipi ve istatistiksel analiz yontemleri sonucunda
besiyeri igerigini %5 fruktoz, % 0,3 NaNOsz, %0,15 KH2POs, 1000ug/L tiamin 25 °C
sicaklikta, pH 7 ve 150 rpm karistirma hiz1 olarak belirlemis ve 18 giinliik inkiibasyon
sonucunda iretim miktarini 7926,17 mg/L, reaktér boyutunda ise 14 giin sonucunda
10545,00 mg/L olarak elde etmistir. Panchal vd.(2016) kati fermantasyon teknigi ile 500
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ml lik erlenlerde bugday kepegine ilave siikroz, laktoz, maltoz, nigasta gliserol ve misir
unu gibi karbon kaynaklari, NH4Cl, NHsNO3, (NH4)2S04, NHsMOO4 ve iire gibi azot
kaynaklari ile optimizasyon gergeklestirmistir. Cesitli azot ve karbon kaynaklar ile yapilan
calismada nisastanin ve iirenin {iretim verimini arttirdigini saptamislardir ve gibberellik
asit iretimini 96 ve 168 saatleri arasinda 154 pgm/gm ‘den 1160 pgm/gm ye tagimistir.
Literatiir calismalar1 gostermistir ki liretim miktarinda {iretim kosullar1 kadar
onemli rol oynayan etmenlerden biri de organizma tercihidir. Calismamiz kullanilan
yontemler bakimindan {iretim verimini artirmada bir {stiinliik saglasa da, ¢alismaya
baslarken yapilan tarama c¢alismasinda 164,16 mg/L gibberellik asit {iretimi elde edilmistir.
Calismamizda sabit sicaklik degeri olarak 28 ‘C ve 19 degiskenli Plackett-Burman deney
tasarim kullanilmistir. Elde edilen degerler sonucunda belirlen besiyeri igerigi merkezi
bileske deney tasarimina tasinmis ve iiretim miktarimizi 635.00 mg/L’ye cikarilarak 6,68

kat artig saglanmistir.

4.5.immobilizasyonun Uretim Verimi Uzerine Etkisi

Gibberellik asit liretim verimini artirmak i¢in poliliretan kopiik, naylon siinger ve
paslanmaz celik siingere immobilize edilmis hiicreler ile ¢aligilmistir. Uretim verimini
karsilastirmak i¢in optimize besiyeri ile hazirlanan serbest hiicreler kullanilmistir. Cizelge
4.7. de 10 giinlik inkiibasyon sonunda elde edilen gibberellik asit iiretim miktarlar
verilmistir. Sekil 4.14 de ise immobilize hiicreler ve optimize besiyeri ile hazirlanan

serbest hiicreler karsilagtirilmistir.

Cizelge 4.7. Immobilize ve serbest hiicreler ile gibberellik asit {iretim miktari

GAus iiretim miktar (mg/L)

Serbest hiicre 635,00
Politiretan kopiik 545,00
Paslanmaz ¢elik stinger 361,37

Naylon siinger 387,74
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Sekil 4.14. immobilize ve serbest hiicrelerde gibberellik asit iiretim miktari
karsilastirilmasi

Immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere gore daha yiiksek verim elde ettigi birgok
litaratiirde gdzlenmektedir. Unyayar (1999) en yiiksek gibberellik asit miktarini 18. giinde
serbest mikroorganizmalarda 43.51 pg/mL ve immobilize organizmalarda 60.22 pg/mL
olarak belirlenmistir. Kumar (1987) immobilize hiicreler ile gibberellik asit miktarini 79
mg/L, Escamilla vd. (1999) bioreaktor ile gibberellik asit iiretimini 8. giinde 2,86 g/L
olarak elde etmislerdir. Gokdere ve Ates (2014) gibberellik asit iiretimini serbest hiicreler
ile 75.2 mg/L, immobilize hiicreler ile 119,2 mg/L olarak saptamiglardir. Calismamizda
immobilizasyon ile en yiiksek iiretim verimi gosteren poliliretan kopiik 545,00 mg/L
tretim gosterek bir artis saglamistir fakat optimize besiyeri ile karsilastirildiginda bir
basar1 elde etmemistir.

Calismamizin sonuglar1 dogultusunda ise optimize besiyeri ile hazirlanan serbest
hiicrelerin  iiretim verimi immobilize hiicrelere gore daha basarihidir. Optimize
besiyerindeki tiretim 635,00 mg/L iken, poliiiretan kopiik ile 545,0 mg/L, paslamaz ¢elik
ile 361,37 mg/L, naylon siinger ile 387,74 mg/L bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda
immobilize yontemin gibberellik asit iiretimini serbest hiicre kadar artirmadig

saptanmuistir.
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5.S0ONUC VE ONERILER

Uretim alanlarinin  daralmas1  ve iiretilen {iriinlerin verimsizligi giiniimiiz
problemlerinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bu problemlerin 6niine gegebilmek
tamamen mimkiin olmasa da bitki biliyime hormonlarinin sartlart iyilestirdigi
bilinmektedir. En ¢ok tercih edilen hormonlarin basinda ise gibberellik asit gelmektedir.
Bitkilerde dogal olarak sentezlenen gibberellik asit kimyasal olarak temin edilsede tiretim
maliyeti bakimindan mikroorganizmalar kullanilarak tiretilmesi tercih sebebi olmustur. Bu
calismada tiretim maliyetinin azaltilmasi ile ters orantili olarak tarama caligsmasi, kiiltiir
tipi, istatistiksel analiz yontemleri ve immobilizasyon ile {iretim veriminin artirilmasi

hedeflenmistir.

Litaratiir calismalar1 gostermistir ki Fusarium fujikuroi organizmas: ile gibberellik
asit iiretimi tizerine birgok ¢aligma bulunmakta ve bu calismalarda cesitli besiyeri igerikleri
kullanilmaktadir; Machado vd. (2002) kahve kabugu, manyok kiispesi, glukoz ve mineral
tuz solisyonu, Shukla vd. (2005) piring unu, Kumar ve Lonsane (1990) bugday kepegi,
nisasta ve keten tohum yagi, Gokdere ve Ates (2014) glukoz, misir unu, NH4Cl, KH2PO4
ve MgSOs, Panchal vd.(2016) bugday kepegi, glukaz, nisasta, fruktoz, siikroz, iire, NH4Cl,
NHsNO3, (NH4)2S0s, NHsMO0Os4, ZnS04. 7 H20, CuS0s4. 5 H20, FeS0s. 7 H.O. Bu

calismalarin sonucunda modifiye besiyeri igerigi belirlenmistir.

Belirlenen modifiye besiyeri ile ti¢ farkli kiiltiir tipi yontemleri ¢alisilmis ve
gibberellik asit tiretim miktarlar1 Sekil 4.8. da karsilagtirilmigtir. 10 giin sonucunda statik
kiiltiir 58,46 mg/L, derin kiiltiir 95,10 mg/L, kat1 kiiltiir 7,95 mg/L gibberellik asit tiretimi

gozlenmistir. Caligmaya en iyi liretim gosteren derin kiiltiir yontemi ile devam edilmistir.

Gibberellik asit tiretim miktarini artirabilmek i¢in fermantasyon tekniginin disinda,
besinsel ve cevresel etkenlerin optimizasyonu gergeklestirilir. Bu calismada Fusarium
fujikuroi susi i¢in belirlenen gevresel ve besinsel degiskenlerden GA3 iiretimi tizerine artici

etkisi olan degiskenin segilebilmesi igin plackett-burman deney tasarimi, segilen
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degiskenin optimum iretim gosterdigi deger i¢in merkezi bileske deney tasarimi

kullantlmistir.

Plackett-Burman deney tasariminda 19 degisken 20 deneme grubu ile istatistiksel
olarak incelenmistir (Sekil 4.6). Istatistiksel analiz sonuglarina gore iiretim verimini artirici
yonde etkileyen degiskenleri secebilmek icin coeff verileri kullanilarak formiilize
edilmistir. Degiskenlerden piring unu (-1,83), glukoz (-7,04), laktoz (11,83), nisasta (-
2,43), maltoz (-1,15), NH4Cl (-7,43), NH4sNOs (-0,45), yeast extract (8,18), iire (9,91),
KH2PO4(-8,76), CuSO4 5 H20 (7,59), FeSO4 7 H20 (1,24), ZnSO4 7 H20 (-7,42), MgSO4
7 H20 (-9,91), keten tohum yagi (2,01), inokiilant miktar1 (3,59), inkiibasyon sicakligi
(5,57), pH (18,57), karistirma hiz1 (-11,01) degerlerini gostermistir. Sekil 4.7 de sunulan
pareto grafigi ile pozitif yonde anlamli oldugu gozlenen, ilave karbon kaynagi olarak
laktoz, azot kaynagi olarak lire ve pH kontrollii degisken keten tohum yagi, sicaklik,

karigtirma hiz1 ve inokiiliim miktar1 sabitlenmis degisken olarak se¢ilmistir.

Cizelge 5.1. Plackett-Burman sonuglarina gore belirlenen degiskenler

Degiskenler Konsantrasyon

PH 7

Laktoz (%) 3
Ure (%) 0,2

Keten Tohum Yagi (%) 1
Inkiibasyon Sicaklig1 ( °C) 28
Karigtirma Hiz1 (rpm) 100
Inokulum miktar1 (%) 10

Etkisi arastirilan degiskenlerden pH, laktoz, iire’nin bes konsantrasyonu ve keten
tohum yagi, inkiibasyon sicakligi, karistirma hizi sabitlenecek sekilde 20 deneme grubu ile
istatistiksel olarak c¢alisilmistir. Calisma sonrasinda Ongoriilen ve gozlenen sonuglar
karsilastirilmis istatistiksel analizi yapilmistir. Calisma R? degerine bakarak kontrol
edilmistir. R? degerinin 0-1 arasinda olmasi ve 0,75 den biiyiik olmasi modelin

uygunlugunu gostermektedir. Gibberellik asit iiretimi igin R2? degeri 0,93 diir. Bu R?
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degerinin %93 olmasi ¢aligmanin tahmin edilen degerlere uyumluluk gosterdigi bilgisini
verir. Deneye yeni parametreler eklendiginde R? degerinin artirilmasi miimkiin oldugundan
coklu deney tasarimlarinda  diizeltilmis R?> (adj. R?) degerlerinede bakilmalidir.
Calismamizda diizeltilmis R? degeri 87.65 dir. Bu yakmlik ise ¢alismanmn uyumunu
gostermektedir. F ve P degerleri modelin ve model parametrelerinin anlamliliklarini
gostermek icin kullanilmaktadir. P degerleri 0,05°den kiiglik olmasi modeli anlamli
kilmaktadir. Calismamizin F degerinin 15,984 ve P degerinin 0,000 olmasi ¢alismanin

anlamli oldugunu gostermistir.

Gibberellik asit tiretiminde optimum seviyeyi belirleyebilmek icin cevap ylizey
grafikleri cizilmistir. Bu grafiklerde pH, laktoz ve iireden biri sabit tutularak diger
degiskenlerin gibberellik asit iiretimi iizerine etkisi gosterilmektedir. Bu grafiklerden elde

edilen degerler Sekil 5.3. da verilmistir.

Cizelge 5.2 GAgz tiretiminde kullanilan optimize kosullar

Degiskenler Konsantrasyonlar
pH 8,26
Laktoz (%) 3,33
Ure (%) 0,23
Keten Tohumu Yag1 (%) 1
Inkiibasyon Sicakligi (°C) 28
Karigtirma Hizi (rpm) 100

Caligmamizda gibberellik asit iiretim verimini artirmaya yonelik Fusarium fujikuroi
suglar1 ile tarama caligmasi gergeklestirilmis ve segilen sus ile kiltiir tipi, modifiye
besiyeri, modifiye besiyeri bilesimlerinin konsantrasyonu ve immobilizasyon yontemi
gerceklestirilmistir. Bu asamalardaki gibberellik asit tiretim miktarlart Cizelge 5.4. ile

Ozetlenmistir.



52

Cizelge 5.3. Gibberellik asit iiretim basamaklarinin tiretim agisindan karsilastirilmasi

GA3 Uretimi
Calhisma Basamaklari

(mg/L)
Tarama 164,16
Kiiltiir Tipi Belirleme 95,10
PB ile optimizasyon 164,35
MBT ile optimizasyon dogrulamasi 635,00
1mmobilizasyon 545.,0

Elde edilen veriler dogrultusunda gibberellik asit tiretim miktar1 derin kiiltiir tipi
secilerek 164,16 mg/L den 95,10 mg/L’ye dismistiir. Kiiltlir tipi ¢alisilma kosullar
arasgtirtlirken diger kosullarin ayni olmasi saglanmalidir. Kati kiiltiir tipinde karbon kaynagi
olarak bugday kepegi kullanilirken, derin kiiltiir ve statik kiiltiir tipinde de bugday kepegi
Oziitli kullanilmistir. Tarama ¢alismasindan sonra degisen besiyeri kosullari ile kiiltiir tipi
belirleme yonteminde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel deney tasarimlari ile

giderilmistir.

Plackett-Burman deney tasarimi ve merkezi bileske deney tasarimi ile gibberellik
asit iretimi siras1 ile 164,35 mg/L ve 635,00 mg/L’ye ¢ikarilmistir. Bu sonuglar iiretimde
derin kiiltiir yonteminden 95,10 mg/ L Plackett-Burman istatistiksel yontemi ile % 172,82
lik bir artis oldugunu, merkezi bileske deney tasarimu ile ise tiretimde % 667,72 lik bir artis

gbzlenmektedir.

Sonug olarak 20 adet Fusarium fujikuroi suslari arasinda segilen HO14W35-3B1
genbank erisim numarali susmn kiltlir tipi, istatistiksel analiz yOntemleri ve
immobilizasyonu basarili bir sekilde gerceklesmis ve liretim verimi tarama ¢aligmasinda
164,16 mg/ L den tiretimde 635,00 mg/ L ye % 386,82 orani ile 3,87 kat kadar artirilmistir.

Bu ¢alisma dogrultusunda gibberellik asit iiretim miktarinin pik gosterdigi giinii
belirlemek i¢in giin optimizasyonu ile birlikte yine iiretim verimini gozlemleyebilmek i¢in
calismanin reaktor boyutuna tasinmasi hedeflenmektedir. Bu ¢alismada kullanilan 20 susin
disinda Tiirkiye genelindeki bolgelerden elde edilen Fusarium fujikuroi suslar ile tarama

calismas1 genisletilebilir. Diger bir ¢alisma konusu olarak elde edilen gibberellik asitin
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saflagtirilmasi ile bitkiler iizerinde in vivo calismalar saglanip g¢alisma uygulamaya

aktarilmasi arastirilabilir.
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