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Bu c¢ahsmada, statik inkiibasyon ortaminda ve zeytinyag: fabrikasi atig
besiyerinde lretilen beyaz-gtriikgil fungus Lentinus tigrinus ve kahverengi-curiikeiil
fungus Laetiporus sulphureus’un kﬁltﬁr ortaminda kaltir periyoduna bagh olarak
serbest-, bagh- ve toplam- formlarda igsel gibberellik asit (GAs), absisik asit (ABA) ve
sitokinin (zeatin) miktarlari ve funguslarin kuru misel agirliklar saptanmistir.

Igsel- GAs , -ABA ve -zeatin miktarlarimin tayininde spektrofotometre teknigi
kullanilnustir.

(Calismanuzin sonucunda g¢aligmada kullanilan funguslarin primer ya da sekonder
bir metabolit olarak GA; , ABA ve zeatin sentezledikleri ve sentezlenen bu bitkisel

hormonlarn hem serbest ve hem de bagh formlarda bulundugu gosterilmistir.

Analtar kelimeler: Lentinus tigrinus, Laetiporus sulphureus, Fungus, Zeytinyagi
fabrikast atig1 , Gibberellik asit (GA:), Absisik asit (ABA), Zeatin,

Bitkisel hormonlar.
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ABSTRACT

In this study, the levels of endogenous forms of free-, bound- and total-gibberellic
acid (GA;), abscisic acid (ABA) and sytokinin (zeatin) in culture medium and the
changes in dry-weight of the mycelium which depend on the culture periods examined
through the use of white-rot fungus Lentinus tigrinus and brown-rot fungus Lactiporus
sulphureus cultured in medium of olive mill waste which in static culture.

The spectrophotometric techniques were used to determine the amounts of
endogenous GA:, ABA and zeatin. .

As a result, fungi which have been used in this study showed that synthesized
GA:, ABA and zeatin as a primary or secondary metabolite and these plant hormones

which have been synthesized, both in either form of free and bound.

Key words: Lentinus tigrinus, laetiporus sulphureus, Fungi, Olive mill waste
water, Gibberellic acid (GA:), Abscisic acid (ABA), Zeatin, Plant

hormones.



1. GIRIS

Bitki bityiime ve geligmesinde rol oynayan en onemli igsel faktor bitki hormon-
landir (fitohormonlar). Pekgok aragtirict bunlar bitki bilyime maddeleri ya da bitki buyu-
me diizenleyicileri olarak da adlandirmaktadir. Bitki hormonlarinin kesfi ile bitki bﬂyiinie~
sini ve biiytime ile ilgili birgok faaliyetleri kontrol altina almak miimkiin olmustur.

Genel anlamda, dogal olarak bitkilerde sentezlenen, buyﬁme ve buna bagl diger
fizyolojik olaylari kontrol eden, meydana geldigi yerden bitkilerin diger kisimlarina
taginarak oralarda da etkin olabilen, ¢cok az yogunlukta dahi etkisini gosterebilen organik
maddelere hormon adi verilmektedir. Bu tanimin kapsamina giren hormonlarin bir kisnu
bitki bityiime ve geligmesini uyarip hizlandirdigindan stimiilatérler (uyaranlar), bir kismu
da bilyiime ve gelismeyi durduran, gerileten etkiye sahip oldugundan inhibitorler (ket
vurucular) olarak adlandirilirlar.  Ornegin, oksinler, gibberellinler ve sitokininler

stimiilatorler grubuna girerken, absisik asit (ABA) dogal bir bitki biiyiime inhibitéri’ diir.

1. 1. Gibberellinlerden Gibberellik Asit (GA3)
1.1.1. GA; ‘iin Tarihgesi, Izolasyonu, Kimyasal Ozellikleri, Biyosentezi ve Fizyolojik
Etkileri

Gibberellinleri 1lk olarak Japon arastirict Kurosawa, piringlerde Gibberella
Jujikuroi  (I'usarium  moniliforme) mantarinin neden oldugu ‘Bakanea” hastaligini
- incelerken bulmustur. Ingiliz kimyacilar 1954 yilinda, Gibberella fujikuroi kiiltiirinden
saf bir bilesik izole ederek kimyasal Ozelliklerini tayin etmisler ve bu yeni maddeye
gibberellik asit (GA) adim vermislerdir. 1994 yilina kadar yiiksek organizasyonlu
bitkilerde ve mikroorganizmalarda, yiiksek biyolojik aktiviteye sahip 90’in {izerinde farkh
gibberellik asit’in (GA) bulundugu saptanmstir (Graebe ve Ropers 1978, Hoad 1983,
Mander 1992: Rademacher’den 1994). Bunlar GA; , GA,, ... seklinde ifade edilmektedir.
Gibberella fujikuroi’nin 27 adet GA sentezledigi ve bunlardan 13 tanesinin sadece bu
tiire 0zgil oldugu saptanmgtir (Bearder 1980, Mander 1992: Rademacher’den 1994).
Tam GA’larin molekiil yapist Gibberellik asit (GA;) ile benzerdir. Fakat, A halkasindaki
doyma derecesi ve ozellikle hidroksil gruplarinin bulundugu yerler ve halka sistemindeki
baglanin sayilar1 ve pozisyonlar: nedeni ile birbirlerinden ayrilmaktadirlar (Salisbury ve
Ross 1992).



Gibberellinler ent-gibberellan iskeletinden meydana gelmektedirler. GA’ler
bitkilerde dogal olarak meydana gelen terpenoidlerden tiirevlenen diterpenlerdir. Gib-
berellik asit (GA:)’in kapali formilii C10H2Os ve molekiil agirhgr 346.4°diir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Gibberellik Asit GA; (Salisbury ve Ross, 1992).

GA: ekstraktsiyonunda, etil asetat, metanol veya dietileter gibi organik ¢oziciiler
- (Dunberg 1973), tayininde ise ince tabaka kromatografisi, gaz-kitle spektroskopisi,
yitksek basingh stvi kromatografisi (HPLC), UV ve infrared spektroskopisi, spektro-
fluorodensitometre gibi hassas fizikokimyasal teknikler kullaniimaktadir (Banerjee 1968,
Zieslin ve Geller 1983, Kumar ve Lansone 1987, Prakash ve Prathapasenan 1990).

Igsel GA’iin maksimum absorbsiyon dalga boyunun 254 nm oldugu rapor
edilmektedir (Holbrook ve ark.1961, Cihangir ve Akséz 1993, Topcuoglu ve Unyayar
1995).

Gibberellin metabolizmasi yiiksek organizasyonlu bitkilerden ¢ok Gibberella
Sujikuroi fungusunda incelenmistir. Gerek bu fungus gerekse diger funguslar érnegin,
Sphaceloma turleri, Phaeosphaeria tirleri azot seviyesinin distiigu sekonder fazda
gibberellinleri sentezlemektedirler (Bentley ve Benett 1988, Cihangir ve Aksdéz 1993,
Rademacher 1992, Kawaide ve Sassa 1993, Geissman ve ark. 1966).



Yiiksek organizasyonlu bitkilerde gibberellin biyosentezi gesitli organlarda
olmaktadir; Ornegin embriyo, geng yapraklar, gelismekte olan meyva, tohum, uzamakta
olan govde apikal bolgesi ve koklerdir. Yiiksek bitkilerde ve ﬁmguslarda gibberellin
biyosentezinde tek bir yolun olmadigi ve gibberellinlerin mevalonik asit’ten sentezlendigi
saptanmugtir. Farkli GA’ler farklt biyosentez yollan ile sentezlenmekte olup (Sekil 1.2),
giiniimiizde sentez yollar1 heniiz tam olarak agikhga kavusturulamamistir (Palavan-Unsal

1993).
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Sekil 1.2. Bazi Gibberellik Asit’lerin Mevalonik Asit’ten Biyosentezi (Palavan-Unsal
1993).



GA’ler seker, protein gibi hiicre bilegiklerine baglanarak aktif olmayan bagh
formlarint  olusturmaktadirlar  (Murakami 1968). Gibberellinlerin inaktivasyonu ya
gibberellin karbon iskeletinin hidroksilasyonu gibi modifikasyon ile ya da glukoz ile
birlesmesi sonucu olusur. Yiksek organizasyonlu bitkilerde 6nemli gibberellin
inaktivasyon olayt A halkasi tizerinde 2 numarali karbona  pozisyonunda OH grubu
eklenmesi ile olusan 23 hidroksilasyonudur. Bu olay geriye doniistiimli degildir. Sonugta
gibberellin kismen veya tamamen biyolojik aktivitesini yitirir. Gibberellik asit, yiiksek
sicakhkta asit hidrolizi ile bozunmakta, sonugta gibberellenik asit, allogibberik asit ve
gibberik asit olusmaktadir (Pegg 1973, Arigayo ve ark. 1984, Doumas ve ark. 1992).

Gibberellinler ok yonlii fizyolojik etkilere sahiptir. Genetik olarak ciice bitkilerde
govde uzamasini (Nakayama ve ark. 1990, Junttila 1993, Potter ve ark. 1993), yaprak
absisyonunu (Palavan-Unsal 1993), sigeklenmeyi (Rood ve ark. 1989) tesvik etmektedir.
Ayrica kambiyal aktivitenin artmasina, partenokarpik meyva olusumuna (Salisbury ve
Ross 1992), apikal dominansinin artmasina (Palavan-Unsal 1993), RNA ve protein
sentezinin artmasina (Jacobsen ve Higgins 1982, Hopson ve Wessells 1990) neden
olmaktadir. Tohum ve tomurcuk dormansisini de ortadan kaldirmaktadir (Mounla 1978,
" Salisbury ve Ross 1992). Neurospora crassa’da da konidial gimlenmeyi ve hif uzamasini

arurdigi rapor edilmektedir (Tomita ve ark.1989).

1.2. Absisik Asit (ABA)
1.2.1. ABA’mn Tarihgesi, Izolasyonu, Kimyas'al Ozellikleri, Biyosentezi ve Fizpolojik
Etkileri
ABA bitkilerde dogal olarak olusan bir bitki biiyiime duzenleyicisidir. ABA’nin,
bitki dokularinda yaygin olarak bulundugu bilinen inhibitor-3 kompleksinin en aktif 6gesi
oldugu kimyasal olarak belirlenmistir (Milborrow 1967, Wright 1969). ABA’nin dogal
olarak olusan formu (S)-(+)-absisik asit’tir (Sekil 1.3).



ABA’nin kapalt formiili C;sHO4 , molekil agirligi 264’tir. ABA organik
¢oziiciilerde ve suda ¢oziinmektedir (Addicott ve Lyon 1969). ABA’min maksimum
dalga boyunun asidik kosullarda 252-263 nm arasinda (Addicott ve Lyon 1969,
Topcuoglu ve Unyayar 1995), bazik kosullarda ise 254 nm (Milborrow 1974) oldugu

saptanmugtir.

Sekil 1.3. (S)-absisik Asit’in Yapisi (Addicott ve Lyon 1969).

ABA bir sesquiterpenoid’dir ve hem optik hem de geometrik olarak izomerizm
gostermektedir (Wareing ve Phillips 1970, Phillips 1971). ABA’min cis ve trans olmak
tizere 1ki geometrik 1zomeri vardir (Sekil 1.4). Bitkilerde ABA’'nin dogal olarak olusan
-1zomeri cis-ABA’dir ve ABA seklinde ifade edilir (Milborrow 1970). ABA molekiili
asimetrik bir karbon atomu igerdiginden ya D(+) ya da L(-) formunda optik olarak

1izomerizm gostermektedir (Wareing ve Phillips 1970, Phillips 1972).
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Sekil 1.4. Cis-ABA ve Trans-ABA’nin Yapisi (Addicott ve Lyon 1969).



ABA yiiksek organizasyonlu bitkilerde kok, meyva, tohum embriyosu ve
yapraklarda, 6zellikle kloroplastlarda sentezlenmektedir (Loveys 1977). ABA biyosente-

zinin 1k1 yolla oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. ABA biyosentez yolu (Kefeli’den 1978, degistirilerek).

Bunlardan birincisi, ABA direkt olarak mevalonik asit’ten sentezlenmekte, ikincisi
karotenoid biyosentez yoluyla veya karotenoid iirtinlerin olusumuyla ya da bagka bir
deyisle violaksantin dahil ilgili ksantofillerin enzimatik veya fotooksidasyonunun bir
yikim Grini olarak meydana gelmektedir. Ikinci goriis 6nemini kaybetmis olmasina
ragmen (Kefeli 1978), birgok bitkide ABA biyosentezinin dolayli olarak plastidlerde
bulunan karotenoidlerin pargalanmas ile olugtugu rapor edilmistir (Zeevaart ve Geelman
1988: Parry ve Horgan’dan 1991). Giiniimiizde, birinci goriis halen kabul edilmig

durumdadir.



ABA iki yoldan inaktive olmaktadir; baska bir deyisle ABA metabolizmasinin
yikim driinleri, ABA’nin ya okside olmus (6rne@in, fazeik asit, dihidrofazeik asit,
4'-desoksi ABA) ya da bagli formlandir (6rnegin, ABA-glukoz esteri) (Topcuoglu 1987).

ABA’nin bitki biiyiime ve gelismesindeki fizyolojik etkileri konsantrasyonlarina ,
cevresel faktorlere, bitki tiirlerine ve bitkinin yagina bagl olarak degisiklik gostermektedir
(Topcuoglu ve Unyayar 1995). Tomurcuk ve tohum dormansisinin ortaya gikmasinda
(Berrie 1984 Salisbury ve Ross’dan, 1992), tepe hakimiyetinde (White ve Mansficld
1977, Knox ve Wareing 1984), ¢igeklenme inhibitérii olarak rol oynamakta (Topcuoglu
ve Unyayar 1995), klorofil kaybini ve yikimini hizlandirarak senesense neden olmakta
(Tamas ve Engels 1981), embriyo gelisimini ve blyiimesini, tohumda normal
olgunlagma ve ¢imlenmeyi engellemektedir (Quatrano 1987: Salisbury ve Ross’dan,
1992). ABA, RNA sentezini (Walbot ve ark. 1975), cesitli enzim sistemlerinin ornegin,
a-amilaz (David Ho 1993), Proteaz (Leo ve Sacher 1970) ve RNA polimeraz (Mondal
ve Biswas 1972) sentezini ve aktivitesini engellemektedir. Ancak, riboniikleaz ve asit
fosfataz aktivitesini artirdigi bildirilmistir (Leo ve Sacher 1970). Ayrica, ABA’nin
ribozomal RNA (rRNA) sentezini stimile ettigi de rapor edilmektedir (Hopson ve

Wessells 1990).

1.3. Sitokininler
1.3.1. Sitokininlerin Tarihgesi, izolasyonu, Kimyasal Ozellikleri, Biyosentezi ve
Fizyolojik Etkileri

1913 yilinda Gottlieb Hoberland, ¢esitli bitkilerin  vaskiiler dokularinda hiicre
bolinmesini uyaran bir bilesik kesfetmigtir. Bugiin bu maddelere sitokinezi stimiile
ettiginden dolay: sitokininler adr verilmektedir. Dogal olarak meydana gelen sitokininler
purinlerdir, 6zellikle adenin tiirevleridirler. Her sitokinin niikleosid veya serbest formda
bulunmaktadir ki burada bir riboz grubu 9 pozisyonunda bir N grubuna baglanir. Zeatin
dogal sitokininler iginde en aktif olanidir (Sekil 1.6) (Salisbury ve Ross 1992). Kimyasal
ve biyolojik olarak 200’den fazla sitokinin oldugu bildirilmistir (Matsubara 1990).
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Sekil 1.6. Zeatin (Palavan-Unsal 1993’den).

Sitokininlerin maksimum absorbsiyon dalga boylart 267-270 nm arasindadir
(Nandi ve ark 1989). Calismada kullandigimiz zeatin’in kapali formilii C;oH:NsO olup,
molekil agirhig 219.2°dir. Zeatinin maksimum absorbsiyon dalga boyunun 269 nm
oldugu rapor edilmektedir (Topcuoglu ve Unyayar 1995).

Sitokininler bitki dokusunda iki yoldan sentezlenir. Ik olarak sitokinin gruplar
iceren belirli t-RNA tiirlerinin hidrolizi ile, ikinci olarak adenin, adenin ribozid veya
. adenin ribotidin 6 numarah karbon atomu iizerinde karakteristik yan zincirlerinin
baglanmasi ile meydana gelirler. Adenin ve bunun niikleosid ve niikleotit formlart her
zaman bitkilerde mevcuttur. Sitokininlerin yan zincirleri 5 karbon atomu igerir ve bu da
sitokininlerin izopirenoid biyosentezinden meydana geldiklerini ortaya koyar. Dogal
olarak meydana gelen baz sitokininler bir sitokininin digerine dénigmesi ile de meydana
gelmektedir (Sekil 1.7) (Palavan-Unsal 1993).

Sitokininler bitkilerde hem glukoz ve alanin ile birleserek hem de bozunma yolu
ile inaktif olabilmektedirler. Bitkilerde sitokinin okside eden enzim (sitokinin oksidaz) ile
sitokininlerin yan zincirlerindeki ¢ift bag okside edilerek, enzimatik bozunma da meydana

gelmektedir (Palavan-Unsal 1993).



A" Izopentenil Pirofosfat «————— Mevalonik asit
+
t-RNA Zeatin ribotid

T~

alternatif >
vol —__, Dimetiladenin _____., Zeatin ribozid
r1b021d
I Dihidrozeatin ribotid

Adenozm Zeatm * Dihidrozeatin ribozid

Dimetiladenin Adenm Zeatm glukozid *Dihidrozeatin

Sekil 1.7. Dogal sitokininlerin metabolik olarak birbirine dontsiimleri (Palavan-
Unsal 1993).

Sitokininler, mitoz boliinme igin gerekli proteinlerin aktivasyonu ya da sentezini
etkileyerek mitoz bolinme ve sitokinezde (Young ve Letham 1969), translasyonal ve
post-transkripsiyonal asamalarda direkt etki yaparak RNA, enzim ve protein sentezinin
kontroliinde (Maab ve Klambt 1977, Szweykowska 1987) rol oynamaktadir. Sitokininler
.baz1 bitkilerde gigeklenmeyi tesvik etmekte (Palavan-Unsal 1993, Applewhite ve ark.
1994), hiicre genislemesini (Salisbury ve Ross 1992) ve pateteste tuber olusumunu
(Staden ve Brown 1979) saglamakta ve ayrica antisenesens aktivitesi gostermektedirler
(Dumbroff ve Walker 1979).

Calismamizda Basidiomycetes simifina giren beyaz-giiriik¢iil  funguslardan
Lentinus tigrinus ve kahverengi-gurikgul funguslardan Laetiporus sulphureus kullanil-
mustir. Talluslan hiflerden olugmustur. Hiflerin olugturdugu 6rgii dokuya misel ad: veril-
mektedir. Funguslar vejetatif ve eseyli olarak treyebilmektedirler. Vejetatif iiremeleri
konidiospor veya oidiosporlarla, eseyli uremeleri ise basidiumlarda meydana gelen
basidiosporlarla olmaktadir. Funguslar ¢ok sayida ve farkh karbon kaynaklarini kulla-

nabilme yetenegine sahiptirler. Fungus kullandigi besin maddelerini enerjiye, istya ve
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daha fazla hiicrenin olusumunda gerekli olan bilesiklere gevirir. Iste tireme igin gerekli
olan bu bilesiklere primer metabolitler, bu olaya da primer metabolizma denilmektedir
(Wiseman 1986). Bazi funguslarin iirettigi primer metabolitlere etanol, sitrik asit, itakonik
asit ornek olarak verilebilir. Sekonder metabolizma biiytimenin olmad:igi, durdugu fazdir
ve bu fazda canlimn fizyolojisinde onemli rolii olmayan metabolitler tretiimektedir
(Bentley ve Bennett 1988). Endiistriyel ¢neme sahip olan toksinler, alkoloidler ve
ozellikle antibiyotikler sekonder metabolitlere ¢rnek olarak verilebilir (Wiseman 1986,
Berry 1988).

Fungus {Uretiminde substrat olarak endistriyel atiklar (yag, narenciye, hurma
gibi besin endustrisi, alkol fabrikasi atifi, yikama sular, balik endustrisi atigi vb.)
kullanildigt g6zéniine ahnirsa, funguslardan GA; , ABA ve zeatin eldesinin, bitkilere
oranla daha ekonomik olacag agiktir. Ayrica konu ile ilgili olarak, bazi bitki tarlerinin
tohumlan harig, bitkilerin diger kisimlarinda gibberellin diizeyinin Fusarium 'un kultir
ortamindaki gibberellin diizeyine gore gok daha dusiik oldugu (Harada ve Lang 1965)
ve yine sekonder metabolit olarak funguslar tarafindan tretilen ABA miktarinin
bitkilerden elde edilen ABA miktarina gore daha fazla oldugu da rapor edilmektedir
(Assante ve ark. 1977). Yine, gibberellik asitlerin kimyasal {iretiminin pratikte zor
- oldugu, bunun 20’den fazla biribirini izleyen reaksiyonu gerektirdigi ve reaksiyonlarin
diisiik iirtin verimi ile sonuglandidt da bildirilmektedir (Mander 1992). Bu durum diger
hormonlar igin de s6z konusu olabilir. Yillik GA;z tiretiminin Amerika Birlesik Devletleri,
Japonya, Avrupa Birligi ve Israil’de yaklagik 12 tonu buldugu (Mander 1991) ve market
hacimlerinin her yil yaklastk 100 milyon Dolar ($) civarinda oldugu saptanmistir
(Rademacher 1994). Bu durum da biyoteknolojik olarak, ozellikle atiklarin
degerlendirilmesi sonucu, funguslardan bitkisel hormonlarin ileldesi oldukga 6nem

kazanmaktadir.

Dinyada funguslardan bitkisel hormon eldesine iligkin pek ¢ok c¢alisma
yapilmugtir. Ancak, iilkemizde bu konu ile ilgili ¢alismalar oldukga simirhdir. Ulke

ekonomisine katkida bulunmak (izere, ¢esitli tanmsal alanlarda kullanilabilirlik



11

dzelliklerinden dolay: bitkisel hormonlardan GA3; , ABA ve zeatin’in giiniimiize kadar
konu ile ilgili olarak galisiimamig funguslardan eldesine iligkin cahigmalara iilkemizde de
daha fazla yer verilmesi geregine inaniyoruz.

Zeytinyad fabrikasi atif, igerdigi diisik molekil agirlikli fenolik bilegenlerden
dolayi toksik ve antibakteriyel etki gostermektedir (Yegilada ve Figkin 1996). Zeytinyagi
fabrikast Gniversitemizin bulundugu Hatay flinde ¢ok sayida bulunmakta ve fabrika
atiklan direkt olarak ¢evreye verilmektedir. Bilndigi gibi, son yillarda ¢evre kirleticilerinin
varatugl sorunlar giderek artmaktadir. Bu nedenle de, ozellikle, atik maddelerin
degerlendirilmesi ¢aligmalar giinimiizde biiyiik énem kazanmistir. Ornegin, zeytinyag:
fabrikalan atig1 tilkemizde 6zellikle Hatay ilinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Zeytinyagdi
atig Hatay ilinde degerlendirilemedigi gibi, atildigt bolgenin kirlenmesine yol agmaktadir.
Cevresel kirliligin giderilmesinin ise Onemli bir parasal maliyeti gerektirdigi de
bilinmektedir. Bu nedenle de, zeytinyag: fabrikasi atidimin ekonomik degerlendirme
seklinin bulunmasi da 6nemlidir. Fungus dretiminde substrat kaynag olarak zeytinyag
fabrikast atiginin kullanilmast hem ¢evre kirliliginin dnlenebilecegini ve hem de bu atigin
ekonomik degerlendirme seklini akla getirmekte, attk maddenin fungus iretiminde
kullanilarak funguslardan hormon eldesi yoniinden degerlendirilebilirliginin saptanmasini
da onemli kilmaktadir,

' Tim bunlar dikkate alindiginda, tilke ekonomisine katkida bulunmak izere cesitli
tanimsal alanlarda kullanilabilir ozelliklerinden dolay: bitkisel hormonlardan GA; , ABA
ve zeatin’'in funguslardan bir metabolit olarak iiretiminin saptanmasinda fungus ¢esitli-
liginin artinlmast ve substrat kaynagi olarak zeytinyag: fabrikasi atiginin kullamilmast ile
de en ekonomik bir sekilde fungus uretimi yapilabilirligi ¢alismalarinin siirdiiriilmesi
geredine inaniyoruz.

Iste bu nedenlerle de, literatiir bilgilerimize gore GAs; , ABA ve zeatin iiretimi
hususunda diinyada heniiz gahsilmamis olan ve zeytinyag: fabrikasi atig: inkiibasyon
ortaminda tretilen Lentinus tfgrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarinda primer ya
da sekonder bir metabolit olarak GA;, ABA ve zeatin’in tayini amaciyla bu “Yiiksek

Lisans Tez ” ¢alismas1 yapilmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Yiiksek organizasyonlu bitkilerden bagka funguslarinda bitkisel hormonlardan
gibberellin, absisik asit (ABA) ve sitokinin sentezlediklerine dair literattr bilgileri
mevcuttur.

GAy’tin, Gibberella fujikuroi (Fusarium moniliforme) (BORROW ve ark. 1955,
HARADA ve LANG 1965, CROSS ve MYERS 1969, BRUCKNER 1991,
RADEMACHER 1992, HANSON ve WILLIS 1992, CIHANGIR ve AKSOZ 1993)
fungusundan baska, Sphaceloma monihoticola, S. menthae, S. perseae, S. rhois,
S. bidentis (RADEMACHER 1992), Agaricus bisporus (PEGG 1973), Aspergillus niger
(CIHANGIR ve AKSOZ 1993), Aspergillus ochraceus ve Penicillium funiculosum
(SELIM ve ark. 1985) ve Phanerochaete chrysosporium ME446 (TOPCUOGLU ve
UNYAYAR 1995) funguslart tarafindan da iretildgi rapor edilmektedir. Ayrica
Neurospora crassa’da da (MUROYAMA ve NAKAMURA 1972) GA; benzeri aktivite
saptannustir.

ABA’min, Cercospora rosicola (ASSANTE ve ark 1977, NORMAN ve ark.
1988), Cercospora cruenta (HORGAN ve ark. 1983, BENNET ve ark. 1984, ORITANI
ve YAMASHITA 1985), Cercospora pini-densiflorae (OKAMOTO 1988), Ceratocystis
coerulescens (KETTNER VE DORFFLING 1987), Botrytis cinerea (ASSANTE ve ark.
1977, MARUMO ve ark. 1982, TUOMI ve ark. 1993), Schizophyllum commune
(JANITOR ve VIZAROVA 1994), Penicillium italicum (DORFFLING 1972),
Polyporus versicolor, Pleurotus ostreatus (YESILADA ve ark. 1990) ve Phanerochaete
chrysosporium ME446 (TOPCUOGLU ve UNYAYAR 1995) funguslan tarafindan
aretildigt bildirilmektedir.

Sitokininlerin, Schizophyllum commune (JANITOR ve VIZAROVA 1994),
Phanerochaete chrysosporium ME446 (TOPCUOGLU ve UNYAYAR 1995), Taphrina
cerasi ve 1. deformans (JOHNSTON ve TRIONE 1974), Fusarium moniliforme ve
I culmonum (STADEN ve NICHOLSON 1989), Paxillus involutus ve Rhizopogon
luteolus (STRZELCZYK ve ark. 1985), Laccaria bicolor ve Telephora terestris
(KRAIGHER 1991) ve mikorizal funguslar (MILLER 1967, CRAFTS ve MILLER
1974, KAMPERT ve STRZELCYK 1978) tarafindan sentezlendigi rapor edilmektedir.



3. MATERYAL METOD
3.1. Kullantlan Funguslar ve Uretim Yontemi

Calismamizda Basidioniycetes sinifina giren beyaz-griikgiil funguslardan Lentinus
tigrinus ve kahverengi-gurikeiil funguslardan Laetiporus sulphureus kullamlmigtir. Bu
funguslar Inonii Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyo-
loji Anabilim Dalt Laboratuvarindan saglanmistir.

Funguslarin tretimi i¢in saboraud glukoz agar ile hazirlanan yatik besiyerleri kulla-
nilmigtir. Bu besiyerlerinde tiretilen funguslar ekim tarihine kadar buzdolabinda +4 °C’de
saklanmustir. Besiyeri olarak kullanilan zeytinyagi fabrikast atigi %10 sulandirilarak
sterilizasyon i¢in erlenmayerlere 100’er mL konulmus ve 120 °C, 1 atm. basingta
otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan besiyerlerine funguslarin ekimi 100 mL besiyerine
2.0 mL misel veya spor siispansiyonu olacak sekilde gergeklestirilmistir. Lentinus tigrinus
ve Lactiporus sulphureus 30 °C’de statik olarak 24 giin inkiibasyona birakilmistir.
Besiyeri olarak kullanilan zeytinyag: fabrikasi atig1 bitkisel kaynakli oldugu igin atigin
icerebilecegi hormonlart g6zoniine almak igin; besiyeri olarak kullamlan ve fungus
ekilmemis %10 sulandirilmig 100 mL’lik steril zeytinyag: fabrikasi atif1 besiyeri kontrol

olarak kullanilmistir. Kontrol grubu tig tekrarh olarak hazirlanmistir.

3.2. GA; , ABA ve Zeatin Ekstraktsiyonu, Saflastirilmast ve Analiz Islemleri

GA:, ABA ve zeatin ekstraktsiyonu, saflagtiriimasi ve analizi igin her iki fungusun
inkuibasyon stiresinin O (1. saat), 1., 3., 6., 9., 12, 15, 18., 21. ve 24. giinlerinde siizme
islemi ile 100’er mL hiicre digt kiiltiir filtrat: (6rnek) alinmustir. Inkiibasyon siireleri
funguslarin primer ve sekonder metabolizma fazlan kapsamindadir. Deneyler tiger tek-
rarli olarak yapiimistir. Kontrol grubu ve 6rneklerde GA;, ABA ve zeatin ekstraktsiyonu,
saflastinlmasi ve analiz islemleri Topcuoglu ve Unyayar (1995) ve Unyayar ve ark.
(1996)'na gore yapimustir. Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus’un hiicre disi
kaltar filtratlarindaki ve kontroldeki GAs;, ABA ve zeatin ekstraktsiyonu ve saflag-

tinlmasinda kullanilan yontem sirast ile asagida oldugu gibi uygulanmugtir (Sekil 3.1).
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Kombine Ekstrakt (100 mL)

2 N HClI veya 2 N NaOH ile
pH 2.5’¢ ayarlanir. 3 kez 15 mL

etil asetat ile ekstre edilir .

2 N NaOH veya 2 N HCl ile
pH 7’ye ayarlanir. 3 kez 15 mL

etil asetat ile ekstre edilir

2 N NaOH veya 2 N HCl ile
pH 11’e ayarlanr.

— Etil asetat
Serbest-GA; ve Serbest-ABA

Su Pam +

—*Etil asetat
Serbest-Zeatin
Evaporasyon
Ince tabaka kromatografisi

Metanol ile siizme
UV-VIS Spektroskopi

Su 'fazr

v

Sicak su banyosu
(70 °C’de 1 saat)

2 N HCI veya 2 N NaOH ile
pH 7’ye ayarlanir. 3 kez 15 mL

etil asetat ile ekstre edilir.

2 N HCI veya 2 N NaOH ile
pH 2.5’e ayarlanir. 3 kez 15 mL

etil asetat ile ekstre edilir.

Su fazi
(atilir)

—Etil asetat

Bagli-Zeatin

+

Etil asetat
Bagli-GA; ve Bagli-ABA

Evaporasyon

v

Su fazs

_—

v

Ince tabaka kromatografisi
Metanol ile siizme
UV-VIS Spektroskopi

Sekil 3. 1. Bitkisel Hormonlardan GAs, ABA Ve Zeatin [¢in Ekstraktsiyon Semasi

(Topcuoglu ve Unyayar 1995).
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Hiicre dis1 kiiltiir filtratindan Advantec (No: 6 ) filtre kagidi ile siiziilerek alinan her
bir kiiltiir ortam1 ve kontrolden alinan filtrat (100 mL) 150 mL’lik kapakl, kahverengi
siselere konularak etiketlenmigtir. Her bir ¢rnek sisesinin igine antioksidant olarak
| mg/100 mL BHT (biitillenmis hidroksi toluen) konulmustur. Boylece, saflagtirma isle-
mine hazir kombine ekstraktlar (100 mL) elde edilmigtir. Daha sonra, bu siseler -80
°C’de derin dondurucuda bir hafta siire ile saklanmistir.

[. Her bir kombine ekstraktin pH’st 2 N HCI veya 2 N NaOH kullamlarak 2.5'e
ayarlannugtir,

[1. 100 mL’lik cam ekstraktsiyon'balonlarl hazirlanmigtir. Bunun igin, ekstraktsiyon
balonlar etil asetat ile ¢alkalanarak temizlenmis ve agizlan agik kalacak sekilde dis tarafi
aliiminyum folyo ile kaplanmstir. Dik durabilmesi igin de uygun plastik kaplara
yerlestirilmigtir.

[Il. pH’s1 2.5’e ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunilerine alinan her bir kombine
ekstraktin {izerine 15 mL etil asetat konulmustur. Bu ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4
kez calkalanarak, etil asetat ve su fazlarinin homojen bir sekilde birbirine karistirilmasi ve
boylelikle su fazindaki GA: ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmistir. Daha
sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazlari birbirinden net olarak ayrilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardimu ile, altta kalan su fazi bir behere, ustteki etil asetat fazi ise
daha onceden hazirlanan ekstraktsiyon balonuna alinmugtir.

IV. Behere alinan ve pH’s1 2.5’e ayarlanmig su faz1 tekrar ayirma hunisine alinmisg
ve tizerine 15 mL etil asetat konulmugtur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-4 kez
calkalanarak etil asetat ve su fazinin homojen bir sekilde birbirine kanstirilmast ve
boylelikle su fazindaki GA: ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmistir. Daha
sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardimu ile, altta kalan su fazi bir behere, tstteki etil asetat fazi ise
daha onceden hazirlanan ekstraktsiyon balonuna alinmistir.

V. IV tekrarlanmistir. Boylece, 3 kez ekstraktsiyon sonucu ekstraktsiyon balonuna

alman bu etil asetat fazlar igindeki GA; ve ABA, serbest- GA; ve -ABA’drr.
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V1. Serbest -zeatin ekstraktsiyonu igin, beherde kalan su fazinin pH’s1 2 N NaOH
veya 2 N HCI kullanilarak 7’ye ayarlanmigtir.

VII. pH’s1 7’ye ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunisine alinmig su fazinin tizerine
15 mL etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez ¢alkalanarak, etil
asetat ve su fazlarmin homojen bir sekilde birbirine kanstirilmast ve boylelikle su
fazindaki zeatinin etil asetat fazina gegmesi saglanmistir. Daha sonra, dinlenme sirasinda
etil asetat ve su fazlar birbirinden net olarak ayrilmigtir. Ayirma hunisindeki musluk
yardimi ile, altta kalan su fazi bir behere, tstteki etil asetat fazi ise serbest-GA: ve ABA
iceren aymi ekstraktsiyon balonuna alinmugtir.

VIII. Behere alinan ve pH’s1 7’ye ayarlanmis su fazi tekrar ayirma hunisine alinmis
ve Gizerine 15 mL etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-4 kez
¢alkalanarak etil asetat ve su fazinin homojen bir sékilde birbirine karnstirilmasi ve
boylelikle su fazindaki zeatin’in etil asetat fazina gegmesi saglannustir. Daha sonra,
dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak aynilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardimt ile, altta kalan su faz1 bir behere, Ustteki etil asetat fazi ise
serbest-GAz, -ABA ve -zeatin igeren aynt ekstraktsiyon balonuna alinmustir.

IX. VHI tekrarlanmigtir. Boylece 3 kez ekstraktsiyon sonucu ekstraktsiyon
-balonuna alinan bu etil asetat fazlari igindeki zeatin, serbest-zeatin’dir. Daha sonra, bu
sekildeki ekstraktsiyon balonlarinin agizlari aliminyum folyo ile sikica kapatildiktan sonra
-80 °C’de derin dondurucuda evaporasyon islemine kadar saklanmistir.

X. Beherlerde kalan su fazlarnin pH’s1 2 N NaOH veya 2 N HCI kullanilarak 11°¢e
ayarlanmistir.

XI. Beherlerin agizlari fazla stk1 olmamak iizere aliiminyum folyo ile kapatilarak-
| saat, 70 °C’de su banyosunda birakilmistir. Ancak, beherler bu siire i¢inde her 10
dakikada bir ¢alkalanmistir.

XII. Bir saat sonra beherler sicak su banyosundan g¢ikarilmis ve iglerindeki su

fazlarmin pH’s1 2 N HCI veya 2 N NaOH kullanilarak 7°ye ayarlanmugtir.
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XIII. pH’s1 7°ye ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunisine ahinmis su fazinin tizerine
15 mL etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez galkalanarak, etil
asetat ve su fazlarinin homojen bir sekilde birbirine kanstirilmast ve béylelikle su
fazindaki zeatin’in etil asetat fazina gegmesi saglanmistir. Daha sonra, dinlenme sirasinda
etil asetat ve su fazlan birbirinden net olarak aynlmigtir. Ayirma hunisindeki musluk
yardinu ile, altta kalan su fazi bir behere, iistteki etil asetat faz1 daha énce hazirlanan
ekstraktsiyon balonuna alinmisgtir.

XIV. Behere alinan ve pH’s1 7’ye 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 fazinin homojen bir gekilde birbirine karigtirilmas: ve
boylelikle su fazindaki zeatin’in etil asetat fazina gegmesi saglanmustir, Daha sonra,
dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardimi ile, altta kalan su faz1 bir behere, stteki etil asetat fazi ise
ayni ekstraktsiyon balonuna alinmistir.

XV. XIV tekrarlanmistir, Boylece, 3 kez ekstraktsiyon sonucu ekstraktsiyon
balonuna alinan bu etil asetat fazlan igindeki zeatin, bagh-zeatin’dir.

XVI. Bagli-GA; ve -ABA ekstraktsiyonu igin, beherde kalan su fazinin pH’s1 2 N
- HCl veya 2 N NaOH kullamlarak, 2.5’e ayarlanmugtir.

XVII. pH’st 2.5’e ayarlanan ve 250 mL’lik ayirma hunisine alinan su fazinin
izerine 15 mL etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak 3-4 kez
calkalanarak, etil asetat ve su fazlarinin homojen bir sekilde birbirine kanstinlmasi ve
boylelikle su fazindaki GA; ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmustir. Daha
sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazlari birbirinden net olarak ayrilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardim ile, altta kalan su fazi bir behere, iistteki etil asetat fazi ise

bagh-zeatin iceren ekstraktsiyon balonuna alinmistir.

XVIIL. Behere alinan ve pH’st 2.5’e ayarlanmug su fazi tekrar ayirma hunisine
alinmig ve tizerine 15 mL etil asetat konulmustur. Ayirma hunisi kuvvetli olarak tekrar 3-

4 kez calkalanarak, etil asetat ve su fazlarinin homojen bir gekilde birbirine kanistiriimas
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ve boylelikle su fazindaki GA; ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmigtir. Daha
sonra, dinlenme sirasinda etil asetat ve su fazlari birbirinden net olarak ayrilmistir. Ayirma
hunisindeki musluk yardimt ile, altta kalan su fazi bir behere, ustteki etil asetat fazi ise
aynt ekstraktsiyon balonuna alinmigtir.

XIX. XVIHI tekrarlanmistir. Boylece, 3 kez ekstraktsiyon sonucu ekstraktsiyon
balonuna alinan bu etil asetat fazlari igindeki GA; ve ABA, bagh- GAz ve -ABA’dir.

XX. Beherlerde kalan su fazlar atilmgtir,

3.3. Evaporasyon Islemleri

Ekstraktsiyon balonlarinda bulunan hem sulu kiiltiir ortamm (hiicre dist kiiltiir
filtratr) hem de kontrol filtratlarindaki serbest-GAs , -ABA ve -zeatin ve bagh-GA; ,
-ABA ve -zeatin igeren kombine etil asetat fazlar rota-evaporator aleti ile 45 °C’de su
banyosu iginde tamamen kuruyuncaya kadar evapore edilmistir. Evaporasyon islemi

sonunda orneklerin ince tabaka kromatografisi iglemleri yapilmistir.

3.4. Ince Tabaka Kromatografisi Islemleri
1. Ince tabaka kromatografisi cam plakalari (20 x 20 cm) inorganik bir floresans
bilesik igeren silikajel GFasy (Merck) ile 0.25 mm kalinliginda kaplandiktan sonra
| aktivasyonu igin 100 °C’de 1 saat etiiv igerisinde kurutulmustur.

2. Cam plakalar, kenarlarindan 2 mm kazinarak GA; , ABA ve zeatin karigim
ekstraktin bant halinde ve 10> M standart sentetik -GAz (Sigma G-7645), -ABA (Sigma
A-7383) ve -zeatin’in (Sigma Z-0164) nokta halinde uygulanabilecegi sekilde iki boliime
ayrimistir.

3. Ekstraktsiyon balonlarinda bulunan GA; , ABA ve zeatin kangimi ekstraktlar,
her defasinda 0.5 mL metanol ile ¢oziilerek, iki defa gok ince uglu pastor pipeti yardimi
ile etiketlerine gore cam plakalar Gzerine bant olusturularak tatbik edilmistir. Ayrica, her
cam plaka tizerine nokta halinde 10 M standart sentetik -GA;z, -ABA ve -zeatin ustiiste

gelecek sekilde sirasi ile ikiser damla uygulanmustir,
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4. Bu cam plakalar, igerisinde isopropanol : amonyak : distile su : (10:1:1 v/v/v)
karisimt solvent bulunan ince tabaka kromatografisi igine yerlestirilmistir. Cam plakalar,
solvent sistemi tatbik noktasindan itibaren 11 cm yiikselinceye kadar tankin iginde
bekletilmistir. Solvent sisteminin yiikselmesi tamamlandiginda cam plakalar tanktan

¢ikarilmis ve daha sonra bir vantilatér kargisinda kurutulmustur.

3.3. GA; , ABA ve Zeatin Bolgelerinin Ultraviyole (UV) Isiginda Belirlenmesi

GA:, ABA ve zeatin bolgelerinin belirlenebilmesi igin plakalar karanlik odada 254
nm dalga boyundaki UV 1g18inda incelenmigtir. Plaka uzerinde mor floresans renk veren
ekstrakte ait ABA bolgesi ile standart sentetik ABA bolgesi ve mavi-mor floresans renk
veren ekstrakte ait zeatin bolgest ile standart sentetik zeatin bolgesi kiyaslandi ve her iki
ABA ve zeatin bolgelerinin aym Rf degerini verdigi gozlendi. Orneklerdeki GA; bolge-
lerinin UV 1s1ginda belirlenebilmesi i¢gin plaka tizerinde standart sentetik-GA;z’iin uygulan-
dig1 boliime %S konsantre H,SO, igeren etanol ¢ozeltisi piiskirtiilerek standart sentetik
GA; bolgesi goriiniir hale getirildi. Mavi-yesil floresans renk veren standart sentetik GAs
bolgesi tayin edilerek, elde edilen Rf degerine gore ekstrakte ait GA: bolgesi

saptanmugtir.

3.6. GA; , ABA ve Zeatin Bélgelerinin Kazinmast ve Silikajelden Coziinmesi Islemleri

UV si8inda belirlenen GAz, ABA ve zeatin bolgeleri standart sentetik -GA;, ~ABA
ve -zeatin bolgelerinin altindan ve Ustiinden gegen birer ¢izgi ile isaretlenmistir. Cam
plakalar tizerindeki isaretli GA: , ABA ve zeatin bolgelerini igeren silikajel uygun bir
kaziyict yardinu ile kazinarak herbiri ayrt ayrt temiz bir kagit iizerine alinmigtir, Kagt
tizerine alinan silikajel, bogaz kisimlarina cam pamugu yerlestirilmis pastér pipetlerine
bosaltilmistir. Pastor pipetlerindeki silikajelden 2 mL metanol gegirilerek GAz , ABA ve
zeatin 10 mL’lik etiketli cam tiiplere alinmigtir. Cam tiipler igindeki metanol bir vantilator
kargisinda ugurularak, serbest- ve bagli-GAs, -ABA ve -zeatin saf olarak elde edilmistir.
Iginde kuru ve saf halde GA;, ABA ve zeatin ekstraktt bulunan cam tipler aliminyum
folyoya sarlarak UV-VIS spektrofbtometre aletinde okuyuncaya kadar -80 °C’de derin

dondurucuda saklanmugtir.
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3.7. GAz , ABA ve Zeatin Miktarlarimn Spektrofotometre Teknigi ile Tayini

Her iki fungus igin hicre disi kiiltiir filtratlanindan ve kontrol filtratindan GA; ,
ABA ve zeatin ekstraktsiyonu ve saflastirilmas: toplam 57 adet drnekde yapilmustir. Elde
edilen GA: ekstrakti 254 nm dalga boyunda, ABA ekstrakti1 263 nm dalga boyunda ve
zeatin ekstrakti 269 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometre (Shimadiu' UV-
2100S) aletinde kore karst (kor = metanol) okunmustur. GA; , ABA ve zeatin
ekstraktlarinin her biri 3’er mL metanolde ¢oziilmustir. GA; , ABA ve zeatin miktarlan
her biri igin ayn ayr hazirlanan standart egriden hesaplanmigtir (sirastyla Sekil 3.2, 3.3 ve
3.4). Fungal-gibberellin, -absisik asit ve -sitokinin miktarlari, standart sentetik-GA;: ,

-ABA ve -zeatin’e esdeger olarak ifade edilmistir.

3.8. Kuru Misel Agirhigimin (KMA) Tayini

Her iki fungus igin kuru misel agirhiinin tayini Tépcuoglu ve Unyayar (1995)'a
gore sirasi ile agagidaki gibi yapilmugtir.

a) Filtre kagidi (Advantec No:6 blueband 110 mm) 65 °C’lik firnda 24 saat
kurutularak iginde nem tutucu olarak silikajel bulunan desikatérde 2 saat bekletilmistir.

b) Daha sonra filtre kagidi hassas terazide (Sﬁimadzu AEG-120) tartilarak darasi
- alinmistir.

¢) Kiltiir ortamlart darast alinmus filtre kagitlarindan gegirilerek stiziilmistiir.

d) Darast alinmg filtre kagidinda tutulan fungus miseli, filtre kagidi ile birlikte
tekrar 70 °C’lik finnda 24 saat kurutulmugtur.

e) Kurutulan fungus miseli ve filtre kagidi desikatore konularak 2 saat
bekletilmigtir.

f) 2 saat sonra desikatorden ¢ikarilan fungus miseli ve filtre kagidi hassas terazide
tartslnugtir.

g) Fungus miseli ve filtre kagidi agirhgindan filtre kagidi dara agirligt ¢ikarilarak

kuru misel aglrhgx (mg/100 mL) tayin edilmistir.



21

1.20

0.96

0.72

0.48

ABSORBANS

0.24

0.00 1 1 1 |
0.00 2000.00 4000.00 6000.00 8000.00 10000.00

GA; KONSANTRASYONU (ug/mL)

Sekil 3.2. Spektrofotometre ile Kontrol ve Fungal Ekstraktlarda Gibberellin’in Kantitatif
Tayininde Esas Alinan, 254 nm’deki Sentetik GA;’tin Standart Egrisi.
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Tayininde Esas Alinan, 269 nm’deki Sentetik Zeatin’in Standart Egrisi.
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3.9. Istatistik Analizler

Verilerimizin 6zet bilgileri igin ortalamalar ve standart hatalar hesaplanmistir
(Kutsal ve Muluk 1975). Gerekli karsilastirmalar i¢in varyans analizi yapilmasi uygun
bulunmustur. Sadece, Lactiporus sulphureus’ta serbest-ABA, Lentinus tigrinus’ta ise
serbest- ve bagli-ABA degerlerinde homojenite mevcut oldugu igin parametrik analiz
yontemi uygulanmigtir. Diger verilerde ise homojenite saglanamadi§indan dolay1 non-
parametrik Kruskal-Wallis Rank analiz yontemi uygulanmistir. Gruplararast énemliligin
arastirimasi Duncan testine gore yapilmgtir.

Yukaridaki tiim islemler igin SPSS 6.0 (Haziran 1993 Aykut-GUL) paket programi

kullamlmistir.



4. BULGULAR

Bu galigmanin varyans analizi sonuglan Cizelge 4.1.,4.2.,4.3.,4.4.,4.5. ve 4.6.’da
gosterilmigtir. Ayrica, fungus iretiminde besiyeri olarak kullanilan zeytinyag: fabrikasi
ang: bitkisel kaynakli oldugu igin atifin igerebilecegi hormonlar gozoniine alnarak
kontrol grubu olarak bu atiktan alinan numunelerde yapilan analiz sonucunda serbest-,
bagh- ve toplam-GA; , -ABA ve -zeatin degerleri bulunmustur. Calismada kullanilan
fungus tiirlerinde kultiir ortaminda kaltiir periyoduna bagh olarak elde edilen serbest-,
bagli- ve toplam-GA:, -ABA ve -z'ea.tin‘esdeger miktarlarina bu degerler de dahildir.

Bulgularimizdaki toplam-GAs, -ABA ve -zeatin miktarlar1 serbest- ve bagli-GAx,

-ABA ve -zeatin miktarlarinin toplamint ifade etmektedir.

4.1. Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus’ta Kiiltiir Ortanunda  Kiiltiir
Periyoduna Bagh Olarak Kuru Misel Agirligimin ve Serbest-, Bagh- ve Toplam-
GA; , -ABA ve -Zeatin Miktarlarimin ve Kuru Misel Agirliklarinin Degisimi

4.1.1. Kuru Misel Agirliklarinin Degisimi

Lentinus tigrinus fungusunun kuru misel agirligs 1. saatte 4.90 mg/100 mL iken,
inkiibasyon periyodunun 1., 3., 6., 9. ve 12. giinlerinde kiiltiir periyoduna bagh olarak
onemli bir artis gostermistir (P<0.05) (Cizelge 4.7). 12. giindeki kuru misel agirh@ tim
inkbasyon stirelerindeki kuru misel agirliklarina gére en yiksek diizeyde olup (64.13
mg/100 mL ), kuru misel agirhginda 12. giine gore 15. giinde 6nemsiz, 18., 21. ve 24,
giinlerde ise 6nemli bir azalma saptanmistir (P<0.05) (Cizelge 4.7).

Laetiporus sulphureus fungusunun kuru misel agirlig 1. saatte 3.40 mg/100 mL
iken, inkibasyon periyodunun 1, 3., 6., 9. ve 12. giinlerinde kiiltiir periyoduna bagli
olarak 6nemli bir artis gdstermistir (P<0.05) (Cizelge 4.8). 12. giindeki kuru misel agirhg;
tim inkiibasyon siirelerindeki kuru misel agirliklarina gore en yitksek diizeyde olup
(51.03 mg/100 mL), kuru misel agirhginda 12. giine gore 15. ve 18. giinlerde énemsiz,

21. ve 24. gunlerde ise 6nemli bir azalma saptanmugtir (P<0.05) (Cizelge 4.8).
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Lentinus tigrinus igin Cizelge 4.7 ve Sekil 4.1, Laetiporus sulphureus igin Cizelge
4.8 ve Sekil 4.2°de kuru misel agirhklan incelendiginde, her iki fungusunda 12. giinde
primer metabolizma fazini tamamlayarak sekonder metabolizma fazina girdigi anlagi-
lacaktir. 12. giinden itibaren kuru misel agirhimin 24. giine kadar giderek bir azalma
gdstermesi, ortamda bulunan besin maddelerinin 12. giinden itibaren giderek azalmasi

sonucunda her iki fungusun iremesinin yavasladigim akla getirmektedir.

Cizelge 4. 1.1entinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus fungus tiirlerinde kiltir ortamin-
da kiiltur periyoduna bagli olarak serbest-, bagh- ve toplam-GA; esdeger

miktarlari i¢in varyans analizi sonuglan.

Fungus Tiirii GA; Formu | Khi-Kare | Serbestlik | Onem
Derecesi | Derecesi

SERBEST-GA; | 28.7419 9 0.0007

Lentinus tigrinus | BAGLI- GA3 25.9634 9 0.0021

TOPLAM-GA; | 28.6731 9 0.0007

SERBEST-GA; | 28.2258 9 0.0009

Laetiporus sulphureus BAGLI- GA; 27.9333 9 0.0010

TOPLAM-GA; | 27.9333 9 0.0010

Cizelge 4.2. Lentinus tigrinus’ta kultir ortaminda kaltiir periyoduna bagh olarak serbest-,

bagli-ABA esdeger miktarlar igin varyans analizi sonuglar.

ABA | Varyansin|SD| Kareler Kareler F (4)))
Formu | Kaynagr Toplanu | Ortalamas:
Gpuplar 15 153097.8166 | 2666.4241 | 47.2447 | 0:000
________ | 2| 227278100 1 2000 4231 | A2%a7 | DOV
SERBEST| Grupici |20 | 11287720 |  56.4386

——_— e —— b e e, — e e ————

Toplam |29 | 25126.5895

asi 9 | 30948067 | 343.8674 | 16.7602 | 0.000

B?gkl Grupi¢i | 20| 410.3381 20.5169

________ e e e e e e

Toplam | 29| 3505.1448
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Cizelge 4.3. Lentinus tigrinus’ta kiltir ortaminda kultiir periyoduna bagh olarak toplam-

ABA esdeger miktarlar igin varyans analizi sonuglari.

ABA Formu Khi-Kare SD oD
TOPLAM-ABA 27.8559 9 0.0010

Cizelge 4.4. Lactiporus sulphureus’ta kiltiir ortaminda kiltiir periyoduna bagh olarak

serbest-ABA esdeger miktarlar igin varyans analizi sonuglart.

ABA Varyansin |SD | Kareler Kareler F oD
Formu | Kaynagi Toplanu | Ortalamas:
Gruplar

Arasi 9 | 4715.0011 | .523.8890 | 18.5109 { 0.000

SERBEST[~=- -~ ~—f-———————f~====——p =" 1 9.000 4
ABA Grupigi | 20| 566.0342 28.3017

- —— e ———_—— - —— - ———— e, e —— e

Toplam | 29| 5281.0353

Cizelge 4.5. Laetiporus sulphureus’ta kiiltur ortaminda kilttir periyoduna bagh olarak

bagh- ve toplam-ABA esdeger miktarlan igin varyans analizi sonuglari.

ABA Formu Khi-Kare SD oD
BAGLI-ABA 24.8452 9 0.0031
TOPLAM-ABA 26.2731 9 0.0018
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Cizelge 4.6.1.entinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus fungus tiirlerinde kiiltiir ortamin-
da kiltir periyoduna bagl olarak serbest-, bagh- ve toplam-zeatin esdeger

miktarlart i¢in varyans analizi sonuglar1,

Fungus Tiirit ZEATIN Formu | Khi-Kare | SD | OD
SERBEST-ZEATIN | 28.1179 9 0.0009
Lentinus tigrinus | BAGLI- ZEATIN 27.8772 9 10.0010
TOPLAM- ZEATIN | 28.4730 9 0.0008
SERBEST- ZEATIN | 27.6363 9 ]0.0011
Laetiporus sulphurens | BAGLI- ZEATIN 27.7158 9 10.0011
TOPLAM- ZEATIN | 28.4042 9 |0.0008

4.1.2. Kiiltiir Periyoduna Bagh Olarak Serbest-, Baglh- ve Toplam-GA; Miktarlarimin

Degisimi

Lentinus tigrinus’ta kultir periyoduna bagh olarak ‘serbest-, bagli- ve toplam-GA;
miktarlari, Cizelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.1’den gorildigi gibi, 1. saatte 59453.26 pg/mL olan
serbest-GA: miktari 3. giinde artis gosterirken, 6. giinde aksine bir azalma gostererek 1.
saatteki degerine yaklagsmistir. Bagh-GA; miktan ise serbest-GAj’iin aksine 1. saatte
33441.61 pg/mL iken 3. giinde belirgin bir azalma géstermis, 6. giinde ise tekrar bir artig
gostererek primer metabolizma fazinin en yiiksek degeri olarak saptanmustir. Toplam-
GA; miktarlan incelendiginde, 1. saatte 92894.87 pg/mL iken, 3. ve 6. ginlerde artis
gozlenmistir. 9. giinde serbest- ve toplam-GA; miktarlarinda devam eden bir artis
saptanirken, bagh-GA: miktari azalma gosterip 3. giindeki degerine yaklasmustir.
Sekonder metabolizma fazi baslangict olan 12. giinde de serbest- ve toplam-GA;
miktarlarindaki artis devam ederken, bagh-GA; miktarinin da yeniden artmaya basladi

saptanmustir. 15. ve 18. giinlerde ise her ¢ GA; formunda da artis devam etmistir.
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18. giindeki serbest- ve toplam-GAi: degerlerinin sekonder metabolizma fazinin en
yiksek degerleri (sirast ile 197931.40 pg/mL, 221680.73 ng/mL) oldugu gézlenmistir.
Oysa, 21. giinde her ¢ formdaki GA; miktari 6nemli oranda bir azalma gostermistir,
Diger taraftan, 24. giinde serbest-, bagli- ve toplam-GAj; miktarlan 21. giine gére 6énemli
oranda bir artma gostererek 15. giindeki miktarlarina yaklagirken, bagli-GA: miktan

sekonder metabolizma fazindaki en yiiksek degerine ulagmigtir (25537.71 ng/mlL).

Cizelge 4.7.Lentinus tigrinus’ta kiltir ortaminda kiiltiir periyoduna baglt olarak serbest-,

bagh- ve toplam-GAa esdeger miktarlari ve kuru misel agirhg (Degerler 3

tekrarin ortalamast + standart hata olarak verilmistir).

KULTUR GA; ESDEGER MIKTARI (pg/ml) KMA
PERIYODU
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml.)
Kontrol 31473.38 +£174.15 | 10236.37 £391.78 41709.76 + 234.24
1.saat 59453.26 £ 363.36 | 33441.61 £ 701.25 92894.87 + 1036.10 4904021
3 84034.82 +2498.48 | 14889.26 +2493.97 | 98924.08 + 153.86 11.73 £ 0.49
6 6Y974.86 £ 2409.81 | 37460.37 +£2782.33 | 10743523 +511.72 29.83 +0.26
9 109924.63+ 1702.81 | 15939.65 + 1528.87 | 125864.27 + 580.18 45,20 £0.49
]2. 127610.53 £815.28 | 17303.12 +477.22 | 144913.60 £ 367.90 64.13 +0.45
15 171690.17+ 2549.14 | 20130.82 £ 188.09 | 191821.00+£2735.90 | 63.23+0.13
18 197931.40£13783.42 | 23749.32 +3470.82 | 221680.73+12069.51 57.90+£0.12
21 52611.15 +371.54 16245.08 +£302.88 | 68856.22 +672.89 45.63 +£0.32
24 161801.50+ 1488.61 | 25537.71 +578.47 | 187339.20 + 910.21 43.10 £0.20
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Lentinus tigrinus'tan elde edilen fungal toplam-GAs miktarlar ile kontrol toplam-
GA: miktan, 18. giinde elde edilen toplam-GA; miktan ile 1.saat, 3., 6.,9, 12., 15, 21.
ve 24. giinlerde elde edilen toplam-GA; miktarlar, 24. ve 15. giinlerde elde edilen
toplam-GA: miktarlart ile 21. giinde elde edilen toplam-GA; miktar:, 12. giinde elde
edilen toplam-GA; miktar ile. 9. giinde elde edilen toplam-GA: miktar1 arasindaki
farklarin 6nemli oldugu séptanmls_tlr (P<0.05).

Laetiporus sulphureus’ta kiltir periyoduna bagl olarak serbest-, bagli- ve toplam-
GA; miktarlan, Cizelge 4.8’de verilmigtir.

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.2’den goruldigi gibi, bagli- ve toplam-GA; miktarlan
| .saatte sirast ile 36468.94 ng/mL ve 215555.53 pg/mL iken 3. giinde artis gostermistir.

(izelge 4.8. Laetiporus sulphureus’ta kiiltiir ortaminda kiltiir periyoduna bagh olarak

serbest-, bagli- ve toplam-GA; esdeger miktarlari ve kuru misel agirlig

(Degerler 3 tekrarin ortalamas: + standart hata olarak verilmigtir).

KULTUR GA; ESDEGER MIKTARI (ng/mlL) KMA
PERIYODU
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml)
Kontrol 31473.38 +174.15 | 10236.37 +391.78 41709.76 + 234.24
| .saat 179086.60+ 1694.00 | 36468.94 +296.13 |215555.53+ 1429.24 3.40£0.32
3 177971.474+ 6590.34 | 69423.83+ 10558.23 | 247395.27+ 4347.21 9.60+0.15
6 55569.10 + 833.18 | 28830.64 + 544.73 84399.73 % 309.96 20.10 £ 0.10
9 43184.25 +2957.35 | 14555.41 £ 2156.46 | 57739.66 + 1323.09 37.20%20.15
12 64660.09 £772.11 | 19243.09 + 170.59 83903.17 +616.54 51.03 +£0.81
15 47374.92 + 528.54 | 36883.81 + 1200.15 | 84258.73 £ 691.53 4987 £ (.45
18 67128.10 + 343,78 | 27999.39 + 589.69 95127.48+ 575.34 49.67 £ 0.30
21 59204.43 +394.28 | 36250.11 +243.92 95454.54 + 447.00 44,70 £ 0.36
24 43712.62 +£ 1029.09 | 24039.24 + 478.00 67751.86 £ 574.42 42.56 £ 0.37
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Opysa, 1.saatte 179086.60 pg/ml olan serbest-GA; miktarinda 3. giinde az da olsa
bir azalma gozlenmigtir. Diger taraftan, her i¢ formdaki GA; miktarinda hem 6. giinde
ve hem de 9. giinde stirekli ve belirgin bir azalma saptanmustir (sirasiyla 43184.25 pig/mL,
14555.41 ng/mL, 57739.66 pg/mL). Fungusun sekonder matabolizma fazina girdigi 12.
giinde her ti¢ formdaki GA; miktarlan belirgin bir artma géstermis ve bu artis sonucunda
her ti¢ formdaki GAz miktarlart sirastyla 64660.09 ug/mL, 19243.09 pg/mL ve 83903.17
te/ml.’ye ulagnustir. Inkiibasyon siiresinin 15., 18., 21. ve 24. giinlerinde serbest-, bagli-
ve toplam-GA: miktarlarinda az oranda da olsa artma ve azalmalar g6zlenmis olup,
sekonder metabolizma fazinda toplam-GA; bakimindan en yiiksek deger 21. giinde
saptannustir (95454.54 ug/mL).
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Sekil 4.2. Laetiporus sulphureus’ta Kultir Ortaminda Kiltiir Periyoduna Bagh Olarak
Serbest-, Bagli- ve Toplam-GA; Esdeger Miktarlarinin ve Kuru Misel Agirlig-
min Degisimi.

Serbest-GAz

B agh— GA;

— o
Toplam-GA;

O——©0
KMA
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Lacetiporus sulphureus’tan elde edilen fungal toplam-GA; miktarlan ile kontrol
toplam-GA; miktari, 18. ve 21. giinlerde elde edilen toplam-GA; miktarlari ile 1. saat, 3.,
9., 12. ve 24. giinlerde elde edilen toplam-GA; miktarlari, 6., 12. ve 15. giinlerde elde
edilen toplam-GA; miktarlar ile 1.saat, 3., 9., 21. ve 24. giinlerde elde edilen toplam-
GA: miktarlari, 1.saatte elde edilen toplam-GAa miktan ile 3. giinde elde edilen toplam-
GA; miktan, 9. giinde elde edilen toplam-GA; miktari ile 24. giinde elde edilen toplam-
GA; miktari ile diger inkiibasyon ginlerinde elde edilen toplam-GA: miktarlan

arasindaki farklarin 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05).

4.1.3. Kiiltiir Periyoduna Bagh Olarak Serbest-, Bagl- ve Toplam-ABA Miktarlarinin

Degisimi

Lentinus tigrinus’ta kiiltir periyoduna bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-
ABA miktarlari, Cizelge 4.9°da verilmigtir.

Cizelge 4.9 ve Sekil 4.3’ten goruldigiu gibi, serbest-, bagh- ve toplam-ABA
miktarlari 1. saatte sirasi ile 43.99 pg/mL, 31.62 pig/mL ve 75.61 ng/mL iken, 3. giinde
bir artma gostermigtir. 6. ve 9. giinlerde hem serbest- ve hem de toplam-ABA miktarlar
siirekli ve belirgin artmalar gosterirken, bagli-ABA miktan bir azalma gostermistir. Her
ii¢ formdaki ABA miktarlar: 12. giinde belirgin bir azalma, 15. giinde ise aksine belirgin
bir artma gostermistir. 15.giinde her {i¢ formdaki ABA degerleri 9. giindeki degerlerinin
tizerinde saptanmistir. 18. giinde de her ii¢ formdaki ABA miktarlart artmaya devam
etmis ve serbest- ve toplam-ABA bakimindan sekonder metabolizma fazinin ve tiim
inkiibasyon periyodunun en yiiksek degerlerine ulagilmistir (sirastyla 127.19 pg/mL,
163.57 pug/mL). 21. ve 24. ginlerde ise 18. giiniin aksine sebest- ve toplam-ABA
miktarlar stirekh bir azalma gosterirken, bagh-ABA miktari 21. giinde artmaya devam
etmis ve tiim inkiibasyon periyodunun en yiiksek degerine ulagirken (45.24 pg/mL), 24,

giinde bir azalma gostererek 42.13 pg/mL’ye diigmiistiir.
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Cizelge 4.9.Lentinus tigrinus’ta kiltir ortaminda kaltir periyoduna bagli olarak serbest-,
bagli- ve toplam-ABA esdeger miktarlari ve kuru misel agirlig (Degerler 3

tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir).

PII} %%jlfu ABA ESDEGER MIKTARI (pg/mlL) KMA
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml) |
Kontrol 47.35+1.53 13.50 +1.31 60.85 + 0.80

I saat 43.99 £ 1.49 31.62+2.05 75.61£0.57 | 4.90+0.21
3 64.85 +4.29 32.73 £2.63 97.58+1.82 | 11.73 £0.49
6 105.53 + 4.44 2590 £2.78 | 131.43+2.26 | 29.83 £0.26
9 114.84 + 4.86 18.01 £4.38 | 132.85+1.35 | 4520+ 0.49
12 77.22 +5.61 17.37 £3.70 94.59+2.01 | 64.13 +0.45
15 116.68 + 3.38 3324+219 | 149924294 | 63.23+0.13
18 127.19 +2.98 36384239 | 163.57+1.13 | 57.90+0.12
21 81.27+6.70 4524 +131 | 126.51+5.41 | 45.63 +0.32
24 66.97 +5.01 42.13 £ 1.61 109.10 +£3.73 | 43.10+0.20
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Sekil 4.3.Lentinus tgrinus’ta Kultir Ortaminda Kiiltiir Periyoduna Bagli Olarak Serbest-
Bagli- ve Toplam-ABA Esdeger Miktarlarinin ve Kuru Misel Agirliginin Degisimi.

D ......... D - .......... . .———. O—.—-.—-..__e
Serbest-ABA Bagh- ABA Toplam- ABA KMA

Lentinus tigrinus’tan elde edilen fungal toplam-ABA miktarlar ile kontrol toplam-
ABA miktan, 18. giinde elde edilen toplam-ABA miktan ile 1. saat, 3., 15., 18., 21. ve
24. giinlerde elde edilen toplam-ABA miktarlari, 15. giinde elde edilen toplam-ABA
miktari ile 6., 9. ve 21. giinlerde elde edilen toplam-ABA miktarlar, 1. saat, 15., 18. ve
24. giinlerde elde edilen toplam-ABA miktarlari ile 3. ve 12. giinlerde elde edilen toplam-
ABA miktarlar ve diger inkiibasyon giinlerinde elde edilen toplam-ABA miktarlar
arasindaki farklarin 6nemli oldugu saptanmigtir (P<0.05).
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Lactiporus sulphurens’ta kultir periyoduna bagl olarak serbest-, bagh- ve toplam-
ABA miktarlart Cizelge 4.10’da verilmigtir.

Cizelge 4.10 ve Sekil 4.4’ten gorildugi gibi, 1. saatte her ¢ formdaki ABA
miktarlari igin inkiibasyon gtinlerinin en yliksek degerleri saptanmustir (sirasiyla 84.82
pg/mL |, 39.12 ng/mL, 123.96 pg/mL). 9. giinde serbest-ABA harig, 3., 6. ve 9. giinlerde
her ii¢ formdaki ABA miktarlarinda bir azalma gorilurken, 12., 15. ve 18. giinlerde
serbest- ve toplam-ABA miktarlan bir artiy gostermistir. 18. giindeki serbest-ABA (65.11
ig/mL) ve toplam-ABA (88.15 ng/mL) miktarlan sekonder metabolizma fazinin en
yuksek degerleri olarak gozlenmistir. Bagli-ABA miktar: ise 12. giinde bir azalma
gosterirken, 15. giinde bir artig gostererek sekonder metabolizma fazinin en yiiksek
degeri olan 31.48 pg/mL’ye ulagmistir. Oysa, 18. giinde bagli-ABA miktarinda 6nemli
bir azalma saptanmustir. 21. ve 24. giinlerde ise serbest- ve toplam-ABA miktarlarinda

siirekli bir azalma gozlenirken, bagh-ABA miktarinda az da olsa artmalar gériilmiistir.

Cizelge 4.10. Lacetiporus sulphureus’ta kiltir ortaminda kiiltiir periyoduna bagh olarak
serbest-, bagh- ve toplam-ABA esdeger miktarlar ve kuru misel agirhig

(Degerler 3 tekrarin ortalamas: + standart hata olarak verilmistir).

KULTUR ABA ESDEGER MIKTARI (ug/mL) KMA
PERIYODU
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml)
Kontrol 4735+ 1.53 13.5+1.30 60.85+0.79
]. saat 84.82+2.16 39.12+£0.02 123.96 £2.17 3.40+0.32
3 65.73 +2.82 34,5714.52 100.30 £ 5.45 9.60 +0.15
6 42,78 £5.22 28.19+4.14 70.67 + 1.71 20.10 £0.10
9 44,16 +1.88 20.54 £ 1.29 64.71 £0.62 37.20£0.15
12 4992 +£2.23 17.55+0.39 67.46 £ 1.84 51.03 £0.81
15 51.06 £5.11 3148 £3.85 82.54 +6.82 49.87 £0.45
18 65.11 +3.72 23.04 £ 1.61 88.15+2.58 49.67 £ 0.30
21 53.11+£1.09 24.18 £ 0.59 77.29 £0.72 44.70 £ 0.36
24 45.64 + 1.56 2541+ 1.78 71.05+3.33 42.56 + 0.37
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Sekil 4.4. Lactiporus sulphureus’ta Kiiltiir Ortaminda Kiltiir Periyoduna Bagli Olarak
Serbest-, Bagh- ve Toplam-ABA Esdeger Miktarlarinin ve Kuru Misel Agirhgi-

nin Degigimi.

Serbest-ABA Bagh- ABA Toplam- ABA KMA
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Kontrol grubu, 6., 9., 12. ve 24. giinlerde elde edilen toplam-ABA miktarlari ile
l.saat, 3., 15., 18. ve 21. giinlerde elde edilen toplam-ABA miktarlari, 1.. saatte ve 3.
giinde elde edilen toplam-ABA miktarlari ile diger inkiibasyon giinlerinde elde edilen

toplam-ABA miktarlari arasindaki farklarin 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05).

4.1.4. Kiiltiir Periyoduna Bagh Olarak Serbest-, Bagh- ve Toplam-Zeatin Miktarlari-
nin Degisimi

Lentinus tigrinus’ta kiltir periyoduna bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-zeatin
miktarlan, Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 ve Sekil 4.5’ten gortldiigi gibi, 1. saatte serbest-zeatin 6.62 pg/mL,
bagli-zeatin 5.42 pg/mL ve toplam-zeatin 12.04 pg/mL iken, inkiibasyon periyod.unun 3.
giniinde her (¢ zeatin formunda da bir azalma meydana gelmigtir. 6. giinde ise serbest-
ve toplam-zeatin miktarlarinda artma, bagli-zeatin miktaninda ise az da olsa bir azalma
gozlenmistir. Oysa, 9.giinde her i formdaki zeatin miktarlarinda bir azalma saptanmustir. .
Sekonder metabolizma fazinin baglangict olan 12. giinde ise her ii¢ formdaki zeatin
miktarlan yaklagsik iki mish bir artig gésiermis, serbest-zeatin 10.27 pg/mL, bagl-zeatin
3.41 pg/mL  ve toplam-zeatin 13.68 pg/mL olarak bulunmustur. Serbest- ve toplam-
zeatin miktarlarindaki artis 15. giinde de devam ederek tiim inkiibasyon periyodunun en
yiksek duzeylerine ulagilmistir (strastyla 20.97 pg/mL, 23.56 ng/mL). 15. giinde serbest-
ve toplam-zeatin’in aksine bagli-zeatin miktarinda bir azalma olmustur. 18, 21. ve 24.
giinlerde serbest- ve toplam-zeatin miktarlan siirekli bir azalma gosterirken, baglt-zeaiin
miktarnn 18. ve 21. giinde bir artma,‘ 24. giinde ise belirgin bir azalma gostermistir.
Inkiibasyon periyodunun 24. giiniinde serbest-, bagl- ve toplam-zeatin miktarlari

“sirastyla, 5.40 pg/mL, 1.67 ng/mL ve 7.07 ng/mL olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.11. Lentinus tigrinus’ta kiltir ortaminda killtiir periyoduna bagli olarak

serbest- ,bagli- ve toplam-zeatin egdeger miktarlari ve kuru misel agirlig

(Degerler 3 tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir).

KULTUR

ZEATIN ESDEGER MIKTARI (pg/ml)

PERIYODU g
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml)
Kontrol 272 +0.03 0.4 +0.03 3.16 + 0.02

| saat 6.62+0.12 5424006 | 12044006 | 490+02]
3 4.68+0.19 3.51+0.26 8.19+0.07 | 11.73 +0.49
6 6.46 + 0.60 3.20 +0.04 9.66+0.02 | 29.83 +0.26
9 5.52 +0.02 1.35+0.04 6.88 +£0.05 | 45.20 + 0.49
12 10.27 +0.33 3414023 13.68£0.11 | 64.13 +0.45
15 20.97 + 1.03 2594017 | 23564086 | 63.23+0.13
18 14.45 4018 6124047 | 20574043 | 57.90+0.12
21 6.38 + 0.08 7454042 | 13.83+038 | 45.63+0.32
24 5404011 1.6740.15 7.07+0.10 | 43.10+0.20
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Sekil 4.5. Lentinus tigrinus’ta Kiltir Ortaminda Kiltiir Periyoduna Bagh Olarak Serbest-

Bagli- ve Toplam-Zeatin Egdeger Miktarlarinin ve Kuru Misel Agirliginin

Degigimi.
D ......... D - .......... . ...—__' O—e
Serbest-zeatin Bagli-zeatin Toplam-zeatin KMA

Lentinus tigrinus’tan elde edilen fungal toplam-zeatin miktarlan ile kontrol toplam-
zeatin miktari, 3. gtinde elde edilen toplam-zeatin miktart ile 6. giinde elde edilen toplam-
zeatin miktari, 1. saatte elde edilen toplam-zeatin miktari ile 9. ve 24. giinlerde elde
edilen toplam-zeatin miktarlari, 12. ve 24. giinlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlan
ile diger inkiibasyon ginlerinde elde edilen toplam-zeatin miktarlar arasindaki farklarin

onemli oldugu saptanmigtir (P<0.05).
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Laetiporus sulphureus’ta kiltiir periyoduna bagh olarak serbest-, bagh- ve toplam-
zeatin miktarlan, Cizelge 4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12 ve Sekil 4.6’dan goriildiga gibi, 1. saatte serbest-zeatin miktar1 5.34
ng/mL, bagh-zeatin miktar1 4.25 pg/mL ve toplam-zeatin miktart ise 9.59 pg/mL iken
3.giinde serbest- ve toplam-zeatin miktarlarinda artma, bagli-zeatin miktarinda ise
belirgin bir azalma gdzlenmigtir. 6. ve 9. giinlerde serbest- ve toplam-zeatin miktarlarinda
belirgin bir azalma, bagli-zeatin miktarinda ise 6. giinde artma, 9. giinde ise yine belirgin
bir azalma saptanmistir. Sekonder metabolizma fazinin baslangict olan 12. giinde ise her
ic formdaki zeatin miktarlan belirgin artmalar gostermigtir. 15. giinde serbest-zeatin
miktar1 az da olsa bir azalma gosterirken, bagli- ve toplam-zeatin miktarlarinda belirgin
artmalar saptanmistir. Bagl-zeatin (14.05 pg/mL) ve toplam-zeatin (18.73 pg/mL)
miktarlart tiim inkiibasyon periyodunun en yiliksek degerleri olarak goézlenmigtir. 18.
giinde ise 15. giniin aksine bagli- ve toplam-zeatin miktarlan belirgin azalmalar
gosterirken, serbest-zeatin miktart belirgin bir artma gostermiy ve elde edilen degerin
(8.44 ng/mL) sekonder metabolizma fazinin en yiiksek degeri oldugu gozlenmistir, 21.
ve 24. giinlerde ise serbest- ve toplam-zeatin miktarlari siirekli belirgin azalmalar
gosterirken, bagli-zeatin miktarinda 21. giinde azalma, 24. giinde ise 21. giine gore bir
artma saptanmistir.

Cizelge 4.12. Laetiporus sulphureus’ta kiltiir ortaminda kiiltiir periyoduna bagl olarak
serbest-, bagli- ve toplam-zeatin esdeger miktarlar ve kuru misel agirlig
(Degerler 3 tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir).

KULTUR ZEATIN ESDEGER MIKTARI (pg/mlL) KMA
PERIYODU |
(GUN) SERBEST- BAGLI- TOPLAM- | (mg/100ml)
Kontrol 2.72 £0.03 0.44 £0.04 3.16 £0.02
] .saat 5.34 £0.05 4.25+0.19 9.59 £0.25 341032

3 9.841£0.19 0.33+0.19 10.17 £ 0.03 9.610.15
6 6.55 £0.05 2.72 +£0.08 9.27 £0.02 20.1+£0.1
9 3.63+0.15 0.81 +0.50 4.44 £0.11 37.240.15
12 5.39+£0.71 4,99 £0.70 10.38 £0.12 51.03 £0.81
15 4,68 +0.35 14.05 £ 0.29 18.73 £ 0.07 49.87 £ 0.45
18 844 +0.16 2.98+0.13 11.42 +£0.07 49.67+0.3
21 3.81+0.20 044 +0.13 4.25+0.07 447 £0.36
24 1.86 £ 0.09 1.53£0.27 3.39+£0.17 42,56 £0.37
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* Sckil 4.6. Lactiporus sulphureus’ta Kiltir Ortaminda Kiiltiir Periyoduna Bagl Olarak
Serbest-, Bagli- ve Toplam-Zeatin Egdeger Miktarlarinin ve Kuru Misel
Agirliginin Degisimi.

D ......... D . .......... . ._. ( ) e
Serbest-zeatin Bagli-zeatin Toplam-zeatin KMA

Kontrol grubu ve 24. giinde elde edilen toplam-zeatin miktarlar ile 9. ve 21.
giinlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlari, 1.saat ve 6. giinlerde elde edilen toplam-
zeatin miktarlan ile 3. ve 12. giinlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlan, 15. ve 18.
giinlerde elde edilen toplam-zeatin miktarlar ile diger inkiibasyon giinlerinde elde edilen
toplam-zeatin miktarlar1 arasindaki farklanin 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05).



5. TARTISMA VE SONU(C

Literatiir bilgilerimize gbre, Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus’ta bitkisel
hormonlardan GA;, ABA ve zeatin’in sentezi, izolasyonu ve miktar tayini ve bu fungus-
larin tiretiminde besiyeri olarak zeytinyag: fabrikasi atiginin kullanilmas: ile ilgili herhangi
bir ¢alismaya rastlanllamamigtir. Bu nedenle de, her iki fungusta da primer ya da
sekonder bir metabolit olarak GA; , ABA ve zeatin’in sentezi, izolasyonu ve miktar
tayini, en yiiksek diizeyde GA; , ABA ve zeatin’in elde edilebilecegi fungus tiirlerinin
belirlenmesine ve segimine katki getirebilmek ve ayrica, fungus iretiminde substrat
kaynag olarak zeytinyagi fabrikast atifi kullanilarak hem gevre kirliliginin onlenebile-
ceginin ve hem de en ekonomik bir gekilde fungus tretiminin yapilabilirliginin dolayisiyla
bu baglamda, bu atigin ekonomik degerlendirme geklinin belirlenmesinin gosterilmesi
amaci ile bu c¢aligma yapilmigtir. Aynca, GA; , ABA ve zeatin’in bir metabolit olarak
primer ya da sekonder olup olmadiklarinin belirlenmesinde kiiltiir periyoduna bagl
olarak kuru misel agirligindaki degisimin saptanmasi da amaglanmugtir.

Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarinda kiiltiir periyoduna bagh
olarak kuru misel agirliklanindaki degisimler incelendiginde (Cizelge 4.7 ve 4.8); her iki
fungusta da kuru misel agirligimin ilk 12 giin stiresince devamli ve belirgin olarak arttig,
Lentinus tigrinus’ta 15. gun, Laetiporus sulphureus’ta ise 15. ve 18. giinlerde hemen
hemen 12. giinlerindeki degerlerinde kaldig1 ve takip eden diger kiiltiir periyotlarinda ise
devamh ve belirgin azalmalar gosterdigi anlagilacaktir. Her iki fungusta da kiiltiir
periyoduna bagli olarak kuru misel agirliklarindaki bu degigimler dikkate alindiginda, her
iki fungusunda ilk 12 giin siiresince primer metabolizma fazinda oldugunu ve 12. giinde
sekonder metabolizma fazina girdigini sdyleyebiliriz.

Lentinus tigrinus’ta kontrol grubu ve kiiltiir ortaminda kiiltiir periyoduna bagh
olarak serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktarlan incelendiginde (Cizelge 4.7 ve Sekil
4.1); 1. saatte fungal- serbest-, bagh- ve toplam-GA; miktarlan kontrol degerlerinden

daha yiiksek bulunmugtur (P<0.05). Primer metabolizma fazinin 1. saatinde hem serbest-
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ve hem de bagh-GA, miktarlarinin birlikte belirgin bir artma gostermesi yeni GA;
sentezinin oldugu fikrini vermektedir. 3. giinde ise serbest- ve toplam-GA; miktarlan
artmaya devam ederken bagli-GA; miktarinda bir azalma meydana gelmigtir. 3. giindeki
serbest- ve bagh- GA; miktarlan incelendiginde, 1. saate gore 3. giindeki serbest-GA;
miktarindaki artigin yaklagik bagh-GA; miktarindaki azalig kadar oldugu gorilecektir. Bu
da bize, 3. giinde yeni GA; sentezinin olmadifini, serbest-GA; mik‘tanndaki artisin
GA;’iin bagh formunun serbest hale gegmesinin bir sonucu oldugunu akla getirmektedir.
Oysa, 6. giinde 3. giiniin aksine serbest-GA; miktaninda azalma, bagh- ve toplam-GA;
miktarlarinda ise artma meydana gelmigtir. Serbest- ve bagli-GA; miktarlanindaki azalma
ve artma oranlann dikkate alindifinda, Bagh—GAg miktarindaki artisin  GAj’iin
metabolitlerine yikilmadan gok serbest formunun bagli hale ge¢mesinin bir sonucu
oldugunu ve az da olsa yeni GA; sentezinin meydana geldigini ifade etmektedir. 9. giinde
6. giine gore serbest- ve toplam-GA; miktarlan belirgin bir artma gostererek 3. giindeki
degerlerinin iizerine gikmugtir. Oysa, bagh-GAs; miktart aksine belirgin bir azalma
gostererek 3. giindeki degerine diigmustiir. Gerek 9. giindeki gerekse 3. ve 6. giinlerdeki
serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktarlan dikkate alindiginda, 9. giinde serbest-GA;
miktarindaki bir kisim artigin GAj3’tin bagh formunun serbest hale gegmesinin bir sonucu
" oldugunu ve yeni GA; sentezi olusunun devam ettigini akla getirmektedir. Kiiltiir
periyodunun 12., 15. ve 18. giinlerinde her ii¢ formdaki GA; miktarlan devamh ve
belirgin artiglar gostermigtir (P<0.05). Kiltiir periyodunun bu giinlerinde hem serbest- ve
hem de bagli-GA; miktarlarinin birlikte belirgin bir artma gostermesi yeni GA3 sentezinin
oldugu fikrini vermektedir. 21. giinde ise 12., 15. ve 18. giinlerin aksine her ii¢ formdaki
GA: miktarlaninin belirgin bir azalma gostermesi (P<0.05), 21. giinde yeni GA;
sentezinin olmadigin1 aksine, mevcut GA;’tin bir kisminin metabolitlerine yikildiginm akla
getirmektedir. 24. giinde her ti¢ formdaki GA; miktarlarinda belirgin artmalann
gozlenmesi (P<0.05), kultiir periyodunun bu giiniinde yeni GA; sentezinin meydana

geldigini disiindiirmektedir.
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Lentinus tigrinus fungusunda kiltiir periyoduna bagli olarak hem kontrol ve
fungal her ti¢ formdaki GA; miktarlar ve hem de kuru misel agirhgindaki degisim birlikte
incelendiginde (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.1); kultlir periyodunun 3. ve 21. giinleri harig,
diger tim giinlerinde yeni GA; sentezinin oldugu, GAj’tin primer metabolizma fazinda
da sentezlendidi ancak, en fazla sentezinin fungusun °sekonder metabolizma fazinda
oldugu gérilmektedir.

Laetiporus sulphureus’ta kontrol grubu ve kiltiir ortaminda  kiiltiir periyoduna
bagli olarak serbest-, bagli- ve toplam-GA; miktarlan incelendiginde (Cizelge 4.8 ve
Sekil 4.2); 1. saatte fungal-serbest-, bagh- ve toplam-GA; miktarlar1 kontrol
degerlerinden oldukga yiiksek diizeylerde bulunmustur (P<0.05). Primer metabolizma
fazinin 1. saatinde hem serbest- ve hem de bagh-GA; miktarlarinin birlikte belirgin bir
artma gostermesi yeni GA; sentezinin oldugu fikrint vermektedir. 3. giinde ise serbest-
GA; miktan ¢ok az bir azalma gosterirken, bagli- ve toplam-GA; miktarlarinda belirgin
artislar gozlenmigtir (P<0.05). 3. glinde elde edilen serbest-, bagli- ve toplam-GA;
miktarlan dikkate alindidinda, serbest-GAs’teki azalmanin bagl forma déniisiimiinin bir
sonucu olabilecegini ve yeni GA; sentezinin meydana geldigini akla getirmektedir. 6. ve
9. giinlerde ise her {i¢ formdaki GA; miktarlan devamli ve belirgin azalmalar géstermistir
(P<0.05). Yine de 9. gtindeki deZerler kontrol grubu degerlerinden yiiksek bulunmusgtur.
Bu da bize, 6. ve 9. giinlerde 1. saat ve 3. giinde yeni sentezinden dolayr mevcut GA;’iin
bir kisminin metabolitlerine yikidigi fikrini vermektedir. 12. giinde 6. ve 9. giinlerin
aksine her ti¢ formdaki GA; miktarlarinda yine belirgin artmalar saptanmugtir (P<0.05).
12. giinde hem serbest- ve hem de bagh-GAs’lin birlikte belirgin artmalar gostermesi yeni
GA; sentezinin oldugunu akla getirmektedir. 15. giinde ise serbest-GAs; miktar1 azalma
gosterirken, bagli- ve toplam-GA; miktarlarinda artmalar bulunmustur. Ancak, serbest-
ve bagli-GA; miktarlan incelendiginde, serbest-GAj’teki azalmanin bagli-GAs’teki artma
kadar oldugunu gostermektedir. Bu da bize serbest-GA;’teki azalmamn metabolitlerine

yikilmadan ¢ok bagl forma déniigiimiiniin bir sonucu oldugunu ve yeni GA;z sentezinin



46

olmadigini ifade etmektedir. 18. giinde 15. giniin aksine serbest- ve toplam-GA;
miktarlarinda bir artma, bagh-GA; miktarinda ise bir azalma saptanmigtir. Serbest- ve
bagh-GA: miktarlarindaki artma ve azalma oranlan ve toplam-GA; miktan dikkate
alindiginda, bir kisim bagh-GAj’iin serbest hale gegtigi ve yeni GA; sentezinin oldugu
fikrini vermektedir. Oysa, 21. giinde 18. giine gore toplam-GA; miktar1 sabit kahrken,
serbest- ve bagh-GA; miktarlan aksine aymi oranda sirasiyla azalma ve artma
gostermistir. Bu da bize, 21. giinde serbest-GA;’iin metabolitlerine yikilmadan ¢ok bagl
forma déniistiigiinii, yeni GAs sentezinin olmadigint ifade etmektedir. 24. giinde ise her
iig formdaki GA: miktarlan belirgin azalmalar gostermis olup (P<0.05), bu da bize,
GAy’iin metabolitlerine yikildig1 ve yeni GA; sentezinin olmadig fikrini vermektedir.

Laetiporus sulphureus fungusunda kiltiir periyoduna bagh olarak hem kontrol ve
fungal her ti¢ formdaki GA; miktarlari ve hem de kuru misel agirligindaki degisim birlikte
incelendiginde (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.2); kiiltiir periyodunun 1. saatinde, 3., 12. ve 18.
giinlerinde yeni GA; sentezinin oldugu, GAj;’iin sekonder metabolizma fazinda da sentez-
lendigi ancak, en fazla sentezinin fungusun primer metabolizma fazinda oldugu goriil-
mektedir.

Hem Lentinus tigrinus ve hem de Laetiporus sulphureus’da GA; sentezinin
sekonder metabolizma fazinda olmasi, gibberellinlerin sekonder bir metabolit oldugu
literatiir bilgisi (Ratledge 1992, Palavan-Unsal 1993, Topcuoglu ve Unyayar 1995) ile
uyum gostermektedir. Ancak her iki fungusta da GAj; sentezinin primer metabolizma
fazinda da oldugu akla getirilirse, GAs’lin ayrica primer bir metabolit olarak da degerlen-
dirilmesinin  gerektii inancim vermektedir. Nitekim bu konudaki bulgumuz ve
diisiincemiz, Topcuoglu ve Unyayar (1995) tarafindan desteklenmektedir.

Her iki fungusta da sekonder metabolizma fazinda GA; sentezinin olmasi, besin
maddelerinin azalmasi-GA; sentezi iliskisini akla getirmektedir. Konu ile ilgili olarak,
funguslarin gibberellik asit tretirken besin maddelerinden ozellikle azot kaynagmi

tikettigi ve biiyiimeleri durdugu zaman bagka bir deyisle sekonder metabolizma fazinda
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gibberellik asit rettikleri rapor edilmektedir (Bearder 1983: Rademacher’den, 1994).
Ayrica Bearder (1983) adli arastirmaci, Gibberella fujikuroi’de azot kaynaklarinin
gibberellik asit sentezini engelledigini ve gibberellik asit metabolik yolunda onemli bir
rolii bulunan 1,2-GA,-dehidrogenaz enziminin ortamdaki NH," ile bloke edildigini

bildirmigtir (Bearder 1983: Rademacher’den, 1994).
Cihangir (1992), Aspergillus niger’in 5 ayn susunda GA; verimini aragtirmistir.

Bu suglardan 4. niger NRRL 567°de 100.29 mg/L, A. niger Firsan’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’te 45.00 mg/L GA: elde edilmistir. Gibberella fujikuroi Gs susu ile yapilan
bir ¢aligmada da, elde edilen GA; miktarimin 120.00 mg/L oldugu bildirilmistir (Aksdz ve
ark. 1994). Saucedo ve ark. (1989) ise, Gibberella fujikuroi fungusunda 15. giinde 45.00
mg/L GA; sentezlendigini bulmuslardir. Kumar ve Lansone (1988), Gibberella fujikuroi
P-3 susunda 0.58-0.66 mg/L/saat GA; iiretildigini saptamiglardir. Topcuoglu ve Unyayar
(1995), Phanerochaete chrysosporium ME446 fungusunda galkalamal kiiltiir ortaminda
primer metabolizma fazinin 1. saatinde 98.40 pg/mL, 6. giiniinde 131.15 pg/mL, 9.
giiniinde 137.72 pg/mL, sekonder metabolizma fazinin 12. giiniinde 386.63 pg/mL, 15.
guniinde 274.22 ng/mL, 18. giiniinde 237.03 pg/mL, 21. giiniinde 193.90 pg/mL, 28.
gtintinde 346.90 pg/mL toplam-GA; elde edildigini bildirmiglerdir.

Calismamizda ise, Lentinus tigrinus’ta kiiltiir ortaminda primer metabolizma
fazinin 1. saatinde 92894.87 ng/mL, 6. giniinde 10743523 pg/mL, 9. giiniinde
125864.27 pg/mL, sekonder metabolizma fazinin 12. giiniinde 144913.60 pg/mL, 15.
giiniinde 191821.00 pg/mL, 18. giiniinde 221680.73 pg/mL, 21. giiniinde 68856.22
ng/mL, 24. giniinde 187339.20 pg/mL toplam-GA; elde edilirken, Laetiporus
sulphureus’ta 1. saatte 215555.53 pg/mL, 6. giinde 84399.73 pug/mL, 9. giinde 57739.66
ug/mL, 12. giinde 83903.17 pug/mL, 15. giinde 84258.73 nug/mL, 18. giinde 95127.48
ug/mL, 21. giinde 95454.54 pg/mL, 24. giinde 67751.86 ug/mL toplam-GA; elde

edilmistir.
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Tiim bu veriler dikkate alindiginda, galijmamizda kullanilan Lentinus tigrinus ve
Laetiporus sulphureus funguslannin olduk¢a ¢ok daha fazla diizeylerde GA; sentez-
lediklerini soyleyebiliriz.

Lentinus tigrinus’ta kontrol grubu ve kiiltiir ortaminda kiiltiir periybduna bagli
olarak serbest-, bagh- ve toplam-ABA miktarlari incelendiginde (Cizelge 4.9 ve Sekil
4.3); 1. saatte kontrol degerlerine gore, fungal serbest-ABA miktarinda oldukga az bir
azalma gozlenirken, bagli- ve toplam-ABA miktarlarinda belirgin bir artma saptanmstir
(P<0.05). Hem kontrol- ve hem de fungal-serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarlari
birlikte degerlendirildifinde, kiiltir periyodunun 1. saatinde yeni ABA sentezinin
oldugunu soyleyebiliriz. Ciinkd, bulgular 1. saatte serbest-ABA miktarindaki azalmanin
ABA’nin metabolitlerine yikilmadan ¢ok bagli forma déniisimiinden dolayr oldugu
fikrini verirken, bagli-ABA miktarinin kontrol degerine gére yaklastk 2.5 misli bir artis
gostermesi ve buna bagh olarak da toplam-ABA miktarinin artisi yeni ABA sentezini akla
getirmektedir. 3. giinde ise her ui¢ formdaki ABA miktarlarinda bir artma saptanmgtir
(P<0.05). Hem serbest- ve hem de bagh-ABA miktarlarinin birlikte artigi, 3. giinde de
yeni ABA sentezinin devam ettigini ifade etmektedir. 6. giinde serbest- ve toplam-ABA
miktarlarinda belirgin bir artiy gdzlenirken (P<0.05), bagli-ABA miktarinda az miktarda
bir azalma belirlenmigtir. Bagh-ABA miktarindaki bu azalmanin nedeninin serbest hale
geemesinin bir sonucu oldugunu, serbest- ve‘ toplam-ABA miktarlanndaki belirgin
artiglarin ise yeni ABA sentezinin 6. giinde de hald devam ettigi fikrini verdigini
soyleyebiliriz. 9. giinde de 6. giinde oldugu gibi, serbest- ve toplam-ABA miktarlan bir
artma gostermis, bagh-ABA miktar1 ise azalmigtir. 6. giin ve 9. giinlerdeki her ig
formdaki ABA miktarlart incelendiginde, serbest-ABA miktarindaki artmamin ancak
bagli-ABA miktarindaki azalma kadar oldugu anlagilacaktir. Dolayistyla da toplam-ABA
miktarinda da 6nemli bir artma olmamgtir. Tim bunlarda bize, 9. giinde yeni ABA
sentezinin olmadigim ifade etmektedir. 9. giine gore 12. giinde her ii¢ formdaki ABA

miktarinda belirgin azalmalar gézlenmistir (P<0.05). Serbest- ve baglh-ABA miktarlarinin
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birlikte azahg! bir kissm ABA’nin metabolitlerine yikildig: fikrini vermektedir. 15. ve 18.
artmalar gostermis (P<0.05) ve primer metabolizma fazinin 6. ve 9. giinlerindeki
degerlerinin tizerine gikmigtir. 15. ve 18, giinlerde hem serbest ve hem de bagli-ABA
miktarlannin birlikte artist yeni ABA sentezinin oldugunu ifade etmektedir. 21. Qe 24,
giinlerde serbest- ve toplam-ABA miktarlari devamh ve belirgin azalmalar gosterirken
(P<0.05), bagli-ABA miktar: sirastyla artma ve azalma gostermigtir. 21. ve 24. giinlerdeki
her ii¢ formdaki ABA degerleri dikkate alindiginda, 21. ve 24. giinlerde mevcut ABA’nin
bir kisminin metabolitlerine yikildigim ve yeni ABA sentezinin olmadifini séyleyebiliriz.

Lentinus tigrinus fungusunda kiltiir periyoduna bagh olarak hem kontrol ve
fungal her u¢ formdaki ABA miktarlart ve hem de kuru misel agirhgindaki degisim
birlikte incelendiginde (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.3); kiiltiir periyodunun 1. saatinde, 3., 6.,
15. ve 18. giinlerinde yeni ABA sentezinin oldugu, ABA’nin primer metabolizma fazinda
da sentezlendigi ancak, en fazla sentezinin fungusun sekonder metabolizma fazinda
oldugu goriilmektedir.

Laetiporus sulphureus’ta kontrol grubu ve kiiltiir ortaminda kiiltiir periyoduna
bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-ABA miktarlan incelendiginde (Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.4); 1. saatte fungal-serbest-, baglh- ve toplam-ABA miktarlan kontrol
degerlerinden oldukga yiiksek diizeylerde bulunmustur (P<0.05). Primer metabolizma
fazinin 1. saatinde hem serbest- ve hem de baglhi-ABA miktarlannin birlikte belirgin bir
artma gostermesi yeni ABA sentezinin oldugu fikrini vermektedir. Kiiltiir periyodunun
3. ve 6. giinlerinde her ii¢ formdaki ABA miktarlarinda devamh ve belirgin azalmalar
gozlenmistir (P<0.05). Serbest- ve bagh-ABA miktarlarindaki birlikte azalma bir kisim
ABA’nin metabolitlerine yikildigim ifade etmektedir. 6. giine gére 9. ve 12. giinlerde
serbest-ABA miktan az da olsa devaml bir artma gosterirken, bagli-ABA miktarinin
azaldig1 belirlenmistir. Toplam-ABA miktan ise 6. giine gore 9. giinde bir azalma, 9.

giine gore 12. giinde bir artma gostermistir. 9. ve 12. giinlerdeki her ii¢ formdaki ABA
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miktarlar dikkate alindiginda, 6. giindeki degerlerine yakin oldugu, bunun ise 6. giindeki
mevcut ABA miktarimin korundugunu bagka bir deyisle, ABA’nin metabolitlerine
yikiminin ve yeni ABA sentezinin olmadigint ifade ettifini sdyleyebiliriz. 15. giinde ise
her ii¢ formdaki ABA miktarlart bir artiy géstermektedir (P<0.05). Serbest- ve bagli-
ABA miktarlarinin birlikte artigt 15. giinde yeni ABA sentezini akla getirmektedir. 18.
giinde serbest- ve toplam-ABA miktarinda artma, baghi-ABA miktarinda ise azalma
gozlenmigtir. Her ti¢ formdaki ABA degerleri dikkate alindiginda, az da olsa yeni ABA
sentezinin oldugunu s6yleyebiliriz. 21. ve 24. giinlerde ise serbest- ve toplam-ABA
miktarlart devamh ve belirgin azélmglar gosterirken (P<0.05), bagli-ABA miktannin
devamh fakat az miktarlarda artmalar gosterdigi saptanmigtir. Serbest- ve toplam-ABA
miktarlarindaki devamh ve belirgin azalmalar, bagli-ABA miktarindaki az miktardaki
artmalar 21. ve 24. giinlerde mevcut ABA’nin bir kisminin metabolitlerine yikildigi ve
yeni ABA sentezinin olmadig fikrini vermektedir.

Laetiporus sulphureus fungusunda kiiltiir periyoduna bagli olarak hem kontrol ve
fungal her ii¢ formdaki ABA miktarlar1 ve hem de kuru misel agirigindaki degisim
birlikte incelendiginde (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.4), kiiltir periyodunun 1. saatinde, 15. ve
18. giinlerinde yeni ABA sentezinin oldugu, ABA’nin sekonder metabolizma fazinda da
sentezlendigi ancak, en fazla sentezinin fungusun primer metabolizma fazinda oldugu
gorilmektedir.

ABA sentezinin primer metabolizma fazinin sonunda belirgin bir sekilde bagladi
ve arttigim gosteren bulgulanmiz, Griffin ve Walton (1982) tarafindan da desteklen-
mektedir. Bu aragtirmacilar yaptiklan bir ¢aligmada, ¢alkalamali kiiltiir ortaminda iiretilen
Cercospora rosicola - fungusunda 25. giinde ABA miktaninin 27 mg/L oldugunu
saptamiglardir. Yine ayni aragtirmacilar, yiiksek konsantrasyonda fosfatin ABA birikimini
engelledigini de bildirmislerdir. Oysa Assante ve ark. (1977), Cercospora rosicola’da 30.
giinde 6 mg/100mL ABA sentezledigini rapor etmiglerdir. Diger tarafian, Kettner ve

Dorffling (1987), adli aragtirmacilar da Ceratocystis coerulescens fungusunda maksimum
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ABA miktarimi kultir ortaminda 30. giinde 3.5 ng/mL olarak saptamiglardir. Bir baska
calismada, Pleurotus florida fungusunda galkalamali kiiltiir ortaminda maksimum ABA
miktar1 24. ginde 2.78 mg/L, statik kiltiir ortaminda ise 1. giinde 2.55 mg/L olarak
belirlenmigtir (Unyayar 1990). Yesilada ve ark. (1990) adli araghrmacilar da 20 giin statik
kaltir ortaminda tretilen Polyporus versicolor fungusunda 1.39 mg/L, Pleurotus
ostreatus’da 1.28 mg/L. maksimum ABA elde etmiglerdir. Topcuoglu ve Unyayar (1995)
tarafindan Phanerochaete chrysosporium ME 446 fungusunda c¢alkalamali kiiltir
ortaminda maksimum ABA miktan 15. gﬁnde' 13.16 pg/mL olarak belirlenmistir.
Botrytis cinerea’da ise maksimum ABA miktari 1.60 ng/mL olarak bulunmustur (Tuomi
ve ark. 1993). Cahsmamizda ise, Lentinus tigrinus’ta kiltiir ortaminda primer
metabolizma fazinin 6. giiniinde 131.43 pg/mL, 9. giiniinde 132.85 ug/mL, 15. giiniinde
14992 pg/mL, 18. giiniinde 163.57 pg/mL toplam-ABA elde edilirken, Laefiporus
sulphureus’ta 1. saatte 123.96 pg/mL, 3. giinde 100.30 pg/mL, 15. giinde 82.54 ug/mL,
18. giinde 88.15 pig/mL toplam-ABA elde edilmistir.

Gerek calismamizda kullandigimiz funguslarda gerekse ABA sentezledigi
bildirilen funguslardaki ABA miktarlan dikkate alindiginda, ¢alismamizda kullanilan
Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarimin olduk¢a ¢ok daha fazla
diizeylerde ABA sentezlediklerini styleyebiliriz.

Lentinus tigrinus’ta kontrol grubu ve kiiltiir ortaminda kiiltiir periyoduna bagh
olarak serbest-, bagli- ve toplam-zeatin miktarlan incelendiginde (Cizelge 4.11 ve Sekil
4.5), 1. saatte fungal-serbest-, bagh- ve toplam-zeatin miktarlari kontrol degerlerinden
daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Hem serbest- ve hem de bagh-zeatin miktarlarinin
birlikte belirgin bir artma gostermesi kiiltiir periyodunun 1. saatinde yeni zeatin sentezinin
oldugu fikrini vermektedir. 3. giinde ise 1. saatin aksine, her ii¢ formdaki zeatin miktar-
lan bir azalma gostermigtir. Bu da bize, mevcut zeatin’in bir kisminin metabolitlerine
ylklldigml ifade etmektedir. 6. giinde de 3. giine gore, serbest- ve toplam-zeatin

miktarlari az bir artma gosterirken, bagli-zeatin miktar1 da bir azalma gostermistir. 3. ve
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6. giinlerdeki her tic formdaki zeatin miktarlan dikkate alindifinda, mevcut zeatin’in
korundugu baska bir deyisle, zeatin’in metabolitlerine yikilmadigs ve yeni sentezinin
olmadig sdylenebilir. 9. giinde her ii¢ formdaki zeatin miktarlarinda belirgin bir azalma
Saptanmlstlr (P<0.05). Bu da bize, 9. giinde de mevcut zeatin’in bir kisminin metabolit-
lerine yikildigim ifade etmektedir. 12. giindé ise 9. giiniin aksine, her ti¢ formdaki zeatin
miktarlannda belirgin bir artma belirlenmigtir (P<0.05). Serbest- ve bagli-zeatin
miktarlarinin birlikte artisi yeni zeatin sentezini digindiirmektedir. 15. giinde serbest- ve
toplam-zeatin miktarlarinda belirgin bir artma (P<0.05), bagh-zeatin miktarinda ise az bir
azalma saptanmistir. Her ii¢ formdaki zeatin miktarlan incelendiginde, bir kisim bagh-
zeatin'in serbest hale gectigini ve yeni zeatin sentezinin oldugunu soyleyebiliriz. 18.
giinde ise serbest- ve toplam-zeatin miktarlaninda azalma, bagli-zeatin miktaninda artma
belirlenmigtir. Her ti¢ formdaki zeatin miktarlan dikkate alindiginda, serbest- ve toplam-
zeatin miktarlanindaki azalmanin, bagh-zeatin miktanﬁdaki artisgin nedeninin serbest-
zeatin’in bir kismunin bagh forma doniigmesi, bir kisminin da metabolitlerine yikilmasi
oldugu soylenebilir. 21. ve 24. giinlerde serbest- ve toplam-zeatin miktarlari devaml ve
belirgin azalmalar gosterirken (P<0.05), baglh-zeatin miktarinda 21. giinde az bir artma,
24. giinde ise belirgin bir azalma belirlenmigtir. 21. ve 24. ginlerdeki her ti¢ formdaki
+ zeatin miktarlarr incelendiginde, mevcut zeatin’in bir kisminin metabolitlerine yikildigi
soylenebilir.

Lentinus tigrinus fungusunda kiltiir periyoduna bagh olarak hem kontrol ve
fungal her ii¢ formdaki zeatin miktarlan ve hem de kuru misel agirhgindaki degisim
birlikte incelendiginde (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.5); kiiltiir periyodunun 1. saatinde, 12. ve
15. giinlerinde yeni zeatin sentezinin oldugu, zeatin’in hem primer ve hem de sekonder
metabolizma fazlaninin baglangi¢ sathasinda maksimum diizeyde sentezlendigi diigiiniil-
mektedir. ‘

Laetiporus sulphureus’ta kontrol grubu ve kiiltir ortaminda kiiltiir periyoduna

bagh olarak serbest-, bagli- ve toplam-zeatin miktarlani incelendiginde (Cizelge 4.12 ve
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Sekil 4.6), 1. saatte fungal-serbest-, bagh- ve toplam-zeatin miktarlart kontrol deger-
lerinden daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Serbest- bagli-zeatin miktarlarinin birlikte
artigt yeni zeatin sentezinin oldugunu akla getirmektedir. 3. giinde serbest- ve toplam-
zeatin miktarlarinda artma, bagli-zeatin miktarinda azalma belirlenmistir. 1. saatteki ve 3.
gindeki her ti¢ formdaki zeatin miktarlar incelendiginde, serbest-zeatin miktarindaki
artma kadar bagli-zeatin miktarinda azalma goriilecektir. Bu da bize, bagl-zeatin’in
serbest hale gecerek azaldig ve buna bagl olarak da serbest zeatin miktarinda artmamn
oldugu fikrini vermektedir. Bagka bir deyigle, 3. giinde yeni zeatin sentezinin olmadidi
soylenebilir. 6. ve 9. ginlerde ise serbest- ve toplam-zeatin miktarlarinda devamh ve
belirgin azalmalar (P<0.05), bagli-zeatin miktaninda 6. giinde artma, 9. giinde tekrar
azalma belirlenmistir. 3., 6. ve 9. giinlerdeki her ii¢ formdaki zeatin miktarlan dikkate
alindifinda, mevcut zeatin’in bir kisminin metabolitlerine yikildigz diisiiniilmektedir. 12.
giinde her ti¢ formdaki zeatin miktarlannda bir artma saptanmustir. Serbest- ve bagl-
zeatin miktarlanmin birlikte artigt yeni zeatin sentezini akla getirmektedir. 15. giinde
serbest-zeatin miktarinda az bir azalma, bagh- ve toplam-zeatin miktarlarinda belirgin
artmalar (P<0.05) bulunmustur. 12. ve 15. giinlerdeki her ii¢ formdaki zeatin miktarlar
dikkate alindiginda, 15. giinde de yeni zeatin sentezinin oldugunu ve yeni sentezlenen
zeatin’in biiyiik bir kisminin bagh forma doniistiigiinii sdyleyebiliriz. 18. giinde 15. giine
gore, serbest-zeatin miktar yaklagtk 2 misli bir artma gosterirken, bagh-zeatin miktan
yaklagtk 5 misli azalma gostermis, toplam-zeatin miktarinda da belirgin bir azalma
saptanmugtir (P<0.05). 15. ve 18. giinlerdeki her ti¢ formdaki zeatin miktarlan incelen-
diginde, bagh-zeatin’in oldukg¢a biiyiik bir kisminin serbest hale gegtigi ve bununda yine
bityiik bir kisminin metabolitlerine yikildig1 soylenebilir. 21. ve 24. giinlerde serbest- ve
toplam-zeatin miktarlarinda devamh ve belirgin azalmalar (P<0.05), bagh-zeatin
miktarinda ise 21. giinde azalma 24. giinde artma meydana gelmigtir. 18., 21. ve 24.
giinlerdeki her Gi¢ formdaki zeatin miktarlan dikkate alindiginda, 21. ve 24. giinlerde

mevcut zeatin’in bir kismimin metabolitlerine yikildigim diisiindiirmektedir.
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Laetiporus sulphureus fungusunda kiltiir periyoduna bagh olarak hem kontrol ve
fungal her (¢ formdaki zeatin miktarlann ve hem de kuru misel agirhgindaki degisim
birlikte incelendiginde (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.6); kiiltiir periyodunun 1. saatinde, 12.
ve 15. giinlerinde yeni zeatin sentezinin oldugu, zeatin’in hem primer ve hem de
sekonder metabolizma fazimin baglangig sathasinda maksimum diizeyde sentezlendigi
diisiinilmektedir.

Johnston ve Trione (1974) yaptiklan bir ¢aligmada, Taphrina deformans ve
Taphrina cerasi funguslarinda tretilen kinetin egdegerli sitokinin miktarlarin1 aragtirms-
lardir. Arastirmacilar 7. deformans’m 4 pg/mL ve T. cerasi’nin 2 pg/mL sitokinin
irettigini  bildirmislerdir. Topcuoglu ve Unyayar (1995) adh aragtrmacilar da,
Phanerochaete chrysosporium ME 446°da c¢alkalamali kiltir ortaminda kiiltir periyo-
dunun 1. saatinde 10.23 pg/mL, 12. giiniinde 10.31 pg/mL maksimum diizeyde toplam-
zeatin elde etmislerdir. Bu da, galiymamizda kullanilan Lentinus tigrinus ve Laetiporus
sulphureus funguslarinda zeatin’in hem primer ve hem de sekonder metabolizma fazinin
baglangi¢ safhasinda maksimum diizeyde sentezlendigi diigiincemizi desteklemektedir.

Gerek galismamizda kullandigimiz funguslarda gerekse zeatin sentezledigi bil-
dirilen funguslardaki zeatin miktarlart dikkate alindiginda, g¢aliymamizda kullanilan
Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarmin olduk¢a ¢ok daha fazla
diizeylerde zeatin'sentezlediklerini soyleyebiliriz.

Cahgmamiz sonunda elde edilen tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, Lentinus
tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarinda primer ya da sekonder bir metabolit
olarak GAi: , ABA ve zeatin’in sentezlendigi gosterilmistir. Bunlardan GA; ve ABA’nin
Lentinus tigrinus’ta primer metabolizma fazinda da sentezlendigi ancak, en fazla sentez-
lerinin sekonder metabolizma fazinda oldufu saptanirken; Laetiporus sulphureus’ta
sekonder metabolizma fazinda da sentezlendifi ancak, en fazla sentezlerinin primer
metabolizma fazinda oldugu belirlenmigtir. Zeatin’in ise her iki fungusta da hem primer

ve hem de sekonder metabolizma fazinin baglangig safhasinda maksimum diizeyde
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maksimum diizeyde sentezlendigi saptanmustir. Calismamizda elde edilen bulgular,
bitkisel hormonlarin hem primer ve hem de sekonder metabolit olarak degerlendirilmesi
gerektigi inancim vermektedir. Buna gore de, Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphurens
funguslarinda sentez edilen GA; , ABA ve zeatin’in bfrer hem primer ve hem de
sekonder metabolit olduklarini soyleyebiliriz. Ayrica, ¢aligmamizda kullandigimiz
funguslarin literatiir bilgilerimize gore GAs; , ABA ve zeatin iretimi konusunda diinyada
caligiimamig olmasi, GA; , ABA ve zeatin sentezledigi literatiirde belirtilen funguslarin
cesitliligini arttirmaktadir.

Yine bu calismada, Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarmnin
zeytinyag fabrikas: atiginda iretilebildigi de gosterilmistir. Zeytinyag fabrikast atiginin
bir gevre kirleticisi oldugu da akla getirilirse, fungus tiretiminde substrat kaynag: olarak
zeytinyag: fabrikast atiginin kullanilmasinin ¢evre kirliliginin Onlenmesine, bu atigin
ekonomik degerlendirme seklinin belirlenmesine, en ekonomik bir sekilde fungus tiretimi
ile Biyokiitle, dolaysiyla bitkisel hormon eldesine onemli katki getirecegine

inanmaktayiz.



OZET

Bu ¢ahsmada, statik inkiibasyon ortammda ve zeytinyag fabrikasi atigy
besiyerinde iiretilen beyaz-giiriikgill fungus Lentinus tigrinus ve kahverengi-cirikgul
fungus Laetiporus sulphureus’un kiltir ortaminda kiiltiir periyoduna bagh olarak
serbest-, bagh- ve toplam- formlarda igsel gibberellik asit (GAs), absisik asit (ABA) ve
sitokinin (zeatin) miktarlan ve funguslann kuru misel agirhiklan saptanmstir.

I¢sel- GA:, -ABA ve -zeatin miktarlarinin tayininde spektrofotometre teknigi
kullanilmigtir. b

Lentinus tigrinus fungusunda GA; ve ABA primer metabolizma fazinin 9.
giiniinde (sirastyla 125864.27 pg/mL, 132.85 pg/mL), zeatin 1. saatinde (12.04 pg/mL)
maksimum diizeyde sentezlenirken, sekonder metabolizma fazinda ise GA: ve ABA 18,

- giinde (sirastyla 221680.73 pg/mL, 163.57 pg/mL), zeatin 15. giinde (23.56 pg/mL)
“maksimum diizeyde sentezlenmigtir.

Laetiporus sulphureus fungusunda GA; ve zeatin primer metabolizma fazinin 3.
giiniinde (sirastyla 247395.27 pg/mL, 10.17 pg/mL), ABA 1. saatinde (123.96 pg/mL)
maksimum diizeyde sentezlenirken, sekonder metabolizma fazinda ise GAz 21. giinde
(95454.54 pg/mL), ABA 18. giinde (88.15 pg/mL), zeatin 15. ginde (18.73 pg/mL)
maksimum diizeyde sentezlenmistir.

Calismamizin sonucunda galiymada kullamilan funguslarin primer ya da sekonder
bir metabolit olarak GA; , ABA ve zeatin sentezledikleri ve sentezlenen bu bitkisel
hormonlarin hem serbest ve hem de bagh formlarda bulundugu gosterilmigtir.

Yine bu calismada, Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus funguslarmin

zeytinyad fabrikasi atiginda iiretilebildigi de gosterilmigtir.



SUMMARY

In this study, the levels of endogenous forms of free-, bound- and total-gibberellic
acid (GA;), abscisic acid (ABA) and sytokinin (zeatin) in culture medium and the
changes in dry-weight of the mycelium which depends on the culture periods were
examined by using white-rot fungus Lentinus tigrinus and brown-rot fungus Laetiporus
sulphureus cultured in medium of olive mill waste which in static culture.

The spectrophotometric techniques were used to determine the amounts of
endogenous GA:, ABA and zeatin.

As the maximum levels of GA; , ABA and zeatin were synthesized at primary
metabolism phase as follows: at 9th days 125864.27 pg/mL, 132.85 pg/mL, at 1st hour
12.04 pg/mL, the maximum levels of GA; , ABA and zeatin was synthesized at
secondary metabolism phase as follws: at 18th days 221680.73 pg/mL, 163.57 pg/mL,
at 15th 23.56 pg/mL in Lentinus tigrinus.

As the maximum levels of GA; , ABA and zeatin were synthesized at primary
metabolism phase as follows: at 3th days 247395.27 pg/mL, 10.17 pg/mL, at 1st hour
123.96 pg/ml, the maximum levels of GA; , ABA and zeatin was synthesized at
secondary metabolism phase as follws: at 21th days 95454.54 pg/mL, 18th days 88.15

| ng/mL, at 15th d.ays 18.73 ug/mL in Laetiporus sulphureus.

As a result of this study, fungi which have been used in this study shown that
synthesized GAz;, ABA and zeatin as a primary or secondary metabolite and these plant
hormones which have been synthesized, were either form of free or Bound.

On the other hand, in this study shown that Lentinus tigrinus and Laetiporus

sulphureus also could be produced in olive mill waste.
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