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Abstract: Indole-3-acetic acid (IAA) is an important natural auxin hormone found in plants. IAA biosynthesis is a common condition
among plant-related bacteria and there are different biosynthetic ways to produce this hormone. In this study was investigated the
production of IAA in E. herbicola carrying the Vitreoscilla hemoglobin (VHb) gene. The effect of endogenous recombinant oxygen intake
system on the production of IAA was studied for the first time. The production of IAA in the recombinant strain carrying the VHb gene
(vgb +) in rich and poor medium was noted to be higher than in the wild and vgb- control strains. The recombinant strains had significantly
higher oxygen uptake than the host. The highest IAA level was observed in the stationary phase cultures rich in L-tryptophan.
Keywords: Erwinia herbicola, vitreoscilla hemoglobin, Indol-3-acetic acid(IAA), recombinant DNA technology

Production of indole-3acetic acid (IAA) using Erwinia herbicola with vitreoscilla hemoglobin gene
transferred

Ozet: indol-3-asetik asit (IAA) bitkilerde bulunan 6nemli bir dogal oksin hormonudur. IAA biyosentezi, bitki ile iliskili bakteriler arasinda
yaygm bulunan bir durum olup, bu hormonun iiretimi i¢in farkli biyosentetik yollar bulunmaktadir. Bu ¢aligmada, Vitreoscilla
hemoglobinin (VHb) geni tagiyan rekombinat Erwinia herbicola’da IAA iiretimi aragtinilmistir. E. herbicola’da bu sekilde endojen
rekombinant bir oksijen alim sisteminin |AA tizerindeki etkisi ilk defa calisilmistir. VHb geni (vgb™) tagiyan rekombinant susun zengin ve
minimal besiyerlerinde iirettigi IAA seviyelerinin yabanil ve vgb kontrol susularindan daha yiiksek oldugu kaydedildi. Rekombinant
suslarin konakg¢idan 6nemli derecede yiiksek oksijen alimina sahip olduklarn belirlendi. En yiiksek IAA nin seviyesi geg kiiltiir fazinda L-
triptofan igeren kiiltiirlerde saptandi.

Anahtar Kelimeler: Erwinia herbicola, Vitreoscilla hemoglobini, Indol-3-asetik asit (IAA), rekombinant DNA teknolojisi
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1. Giris diger bir 6zelligi de 6nemli bir fitohormon olan indolasetik
asiti (IAA, bir cesit oksin) iiretme 6zelligidir (Spaepen ve
ark., 2007; Brandl ve ark., 1996; Brandl ve Lindow, 1997;
Brandl ve Lindow, 1998). IAA, bitki biiylimesini tegvik
eden bir hormon olup, siirekli {iretimi olduk¢a Snemlidir
(Ozdal ve ark., 2017). Bakterinin bu hormonu, bitkinin
mikrobiyal savunma stratejisini bypass etmek icin
kullandig1 ileri siiriilmekle birlikte, IAA’nin bir sinyal
molekiilii olarak davrandig1 ve bakteri fizyolojisi {izerinde
dogrudan etkili oldugu sanilmaktadir (Brandl ve ark., 1996;
Spaepen ve ark., 2007). Giiniimiizde sadece yiiksek

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Erwinia
herbicola patojen olmayan, bitkilerin hava ile temas eden
yiizeylerinde bulunan gram negatif bir bakteridir (Giddens
ve ark.,2003; Handelsman ve ark., 1985; Spaepen ve ark.,
2007). Ana metabolizmas:1 diger bir¢ok bakteriye benzese
de, kendine 6zgii metabolik yollar1 ile L-DOPA, g¢esitli
antibiyotikler ve karotenoidler gibi ¢esitli endiistrilerde
kullanim1 bulunan iiriinleri sekonder metabolizmasinin bir
parcas1 olarak sentezleyen nadir bakterilerden biridir
(Anderson ve ark., 1985; Koul ve ark., 1995). Bakterinin
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organizasyonlu bitkilerin degil funguslarin, likenlerin,
alglerin ve bakterilerin de indol-3-asetik asit (IAA)
olugturduklar1 saptanmistir (Stijn ve ark., 2000). Toprak
mikroflorast iginde yer alan pek ¢cok mikroorganizma IAA
olusturma yetenegine sahiptir. Bakteriler [AA’y1 bitki
dokularinda proliferasyonu uyarmak i¢in kendilerinin
kolonizasyon stratejilerinin bir parcasi olarak kullanirlar.
Bitki savunmasi ve oksin sinyalleri arasindaki baglanti,
kolonizasyonda bakteriyal IAA’nin roliine ekstra bir boyut
kazandirmaktadir (Manulis ve ark., 1998). E. herbicola’da
IAA biyosentezinde, ortamdaki bakteri yogunlugu ve
quorum-sensing (QS) sinyal molekiilleri arasinda 6nemli bir
korelasyon bulundugu bildirilmistir (Gurel ve Serbetci,
2009). IAA iireten bakteri ve bitkiler arasindaki etkilegimler
bitki lehinde olan bir durumdur ve patojenezden
fitostimiilasyona kadar c¢esitli sonuglara yol agmaktadir.
Bakteriyel IAA sentezinde triptofan temel bir Onciildiir.
IAA diretimi i¢in Onciil olarak triptofanin kullanildig1 bes
farkli biyosentez yolagi bulunmaktadir: Indol-3-asetamid
(IAM) yolagi, indol-3-piriivat (IPyA) yolagi, triptamin
(TAM) yolag, triptofan yan zincir oksidaz yolag: (TSO),
indol-3-asetonitril (IAN) yolagi (Stijn ve ark., 2000; Ozdal
ve ark., 2017). E. herbicola IAA iretiminde indol-3-
asetamid (IAM) ve indol-3-piriivat (IPyA) yolagin
kullanmaktadir (Stijn ve ark., 2000).

Bu calismada VHb/vgb sisteminin IAA iiretimi tizerindeki
etkisi arastirilmustir.  Vitreoscilla hemoglobini  (VHDb),
bakteriyel orjinli bir hemoglobindir (Wakabayashi ve ark.,
1986; Dikshit ve ark., 1988; Khosla ve Biley, 1989;
Kroneck ve ark., 1991; Strohl ve ark., 1986). Bu proteinin
esas fonksiyonunun diigiik konsantrasyonlarda bulunan
ekstraseliiler oksijeni baglayarak onu terminal solunum
oksidazlarina vermek ve boylece hipoksik sartlarda hiicresel
solunuma katkida bulundugu sanilmaktadir (Dikshit ve ark.,
1988). vgb geni oksijenle negatif regiile olan bir promotora
sahip olup, oksijen seviyesinin diisiik oldugu (yaklasik %2
O; igeren) ortamlarda genin ekspresyon diizeyi 50 kata
varan oranlarda artmaktadir (Dikshit ve ark., 1989). Bu
sartlarda, vgb rekombinant bakterilerinin oksijen alim
seviyelerinin 5-10 kat arttig1 rapor edilmistir. Vitreoscilla
hemoglobininin (VHD) ifade edildigi cesitli rekombinant
mikroorganizmalarda kontrollii bir oksijen alim ve salinimi
saglayarak yapimlar1 bu sekilde mikroaerofilik bir ortam
gerektiren  {irlinlerin  sentezinde avantaj sagladigt
bilinmektedir (Ates ve ark., 2006; Zelasco ve ark., 2006).
Bu ¢alismada, VHb/vgb sisteminin IAA {iretimi {izerindeki
etkisi aragtirilmistir. Bunun i¢in, Erwinia herbicola ve onun
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geni klonlanmig susu (vgb™)
ile vgb igermeyen (vgh-) rekombinant suslar1 kullanilmsgtir.

2. Materyal ve Method

2.1. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar, Aywraclar
ve Besiyerleri

Bu c¢alismada

hazirlanmasinda

kiiltiirlerin ~ yapildig1  besiyerlerinin
kullanilan ~ kimyasallar;  plazmid
izolasyonu, agaroz jel elektroforezi uygulamalarinda
kullanilan ~ kimyasallar ~ ve  g¢esitli ~ tamponlarin
hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar, antibiyotiklerin
analizi i¢in gerekli kimyasallar ve standartlar, Salkowsky
Ayrract kimyasallar1 olan H2SO4 ve FeCls analitik saflik
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derecesinde olup Sigma sirketinden temin edildi. Bu
caligmada zengin besiyeri olarak Luria-Bertani (LB) (pH
7.0) besi ortami kullanilirken, minimal besiyeri ortami
olarak sinirlt bir besinsel igerige sahip olan M9 kullanild:.
M9 ortamlar1  diisik (%0.1) ve yiksek (%1)
konsantrasyonda farkli karbon kaynagi (glukoz, fruktoz ve
siikroz) ile desteklendi. Ayrica M9 ortamlarinda
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlendi.

2.2. Kullanilan Bakteriler

Erwinia herbicola (NRRL B-3466), Amerikan Tarim
Bakanlhigi Kiiltir Koleksiyonundan (USDA Culture
Collection, Peoria, Illinois, USA) bakteri stok
kiiltiirlerinden sorumlu kiiratéor Dr. Alejandro Rooney
tarafindan sterilize vakumlanmis ampiiller i¢inde toz kiiltiir
olarak tarafimiza saglanmistir. Erwinia herbicola nin
Vitreoscilla  hemoglobin  geni  (vgb)  klonlanmisg
rekombinanti (E. herbicola [pUCB8:15]) ve kontrol olarak da
vgb™ rekombinant susu (E. herbicola [pUC8]) tarafimizdan
olusturuldu.

2.3. vgb Klonlar

Bu ¢alismada kullanilan E. herbicola’nin vgb* rekombinanti
vgb genini bir pUC plazmidi {izerinde tagirken, vgh
rekombinant1 vgb geniden yoksun olan pUC plazmidini
tagimaktadir  (Sekil 1). E. herbicola’nin  vght
rekombinantinin grafiklerdeki gdstermi “Eh[pUCS8:15]”
olarak verilirken, vgbh- rekombinant1 “Eh[pUC8]” seklinde
verilmistir. pUC8 plazmidi yaklagik 2.7 kb biiyiikliigiinde
olup islevsel bir lacZ geni tasirken, yaklasik 5 kb
biyiikliigiinde olan pUCS8:15 plazmidinde lacZ geninin
okuma gergevesi i¢inde bulunan multi klonlama bdlgesine
2.3 kb uzunlugundaki islevsel vgh geni yerlestirilerek bu
gen (lacZ) deaktive edilmistir (Kurt ve ark., 2000).
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Sekil 1. pUCS ve pUCS:15 plazmidlerinin fiziki haritasi

2.4. E. herbicola’nin genetik manipiilasyonu

Caligsmada plazmid izolasyonu ve restriksiyon haritalamasi
icin standart protokoller kullanildi. E. herbicola’nin vgb
klonlanmig rekombinant suslarindan plazmidler izole edildi.
Plazmidlerin restriksiyon haritalarindan bu vektorlerin

istenen  vektorler olup olmadigi arastirildi.  Bu
transformantlardan elde edilen plazmidlerin
minipreplerinden onlarin  uygun plazmidi igerdikleri
kanitlandi.

2.5. Plazmid izolasyonu

Kiiltiric  yapilan E.  herbicola’mn vgh* ve vgh

rekombinantlarindan plazmid izolasyonu standart alkali-
lizis yontemi kullanilarak yapildi (Armstrong, 1983; Kurt
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ve ark., 2000). Bu yontemle yaklasik 1 pg plazmid DNA’s1
ile 5.10°- 2.107 transformant elde edilebildigi saptanmustir.
Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiltiirlerden 1.5 ml
almip 10,000 rpm’de 3 dak santrifiij edildi. Pelet 100 pl
soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 san vortekslendi
ve 5 dak oda sicakliginda bekletildi. Taze olarak
hazirlanmig 200 pl Cozelti 11 (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-
ist edildikten sonra 5 dak buz icinde bekletildi. Karigima
150 pl oda sicakligindaki Cozelti 11l (potasyum asetat)
eklendi ve tekrar vortekslenip 5 dak buzda bekletildi.
Karigim 10,000 rpm’de +4 C° de 3 dak santrifiij edildikten
sonra siipernatan temiz bir tiipe aktarildi ve 0.8 ml % 95
etanol eklenerek 2 dak oda sicakliginda bekletildi ve
santrifiij edildi. Peletin tizerine 1 ml % 70 etanol eklendi,
sonra tekrar santrifiij edildi ve pelet inkiibatérde 37 °C de
yarim saat kurumaya birakildi. Pelete 30 pl steril TE
tamponu eklendi (Armstrong, 1983; Kurt ve ark., 2000).
2.6. Plazmid miniprepleri

Hindlll restriksiyon enzimi ile muamele edilerek kesilen
yukaridaki plazmidlerin restriksiyon haritalar1 agaroz jel
elektroforezi ile belirlendi. Jellerin hazirlanmasinda ve
ylriitiilmesinde 50X stok TAE tamponu kullanildi.
Agarozun jeldeki konsantrasyonu % 1.25 (w/v) olarak
hazirlandi. Restriksiyon enzimi ile muamele goérmiis
plazmid DNA’s1 ve HindIII restriksiyon enzimi ile 6nceden
kesilmis ve standart markir olarak kullanilan lambda (A)
DNA’s1 uygun kuyucuklara yiiklenerek jel elektroforezi
sabit voltajda (70 Volt) 2 saat yiritiildi. Jeldeki DNA
bantlasma motifi UV 1g1k altinda floresan 1s1k yayan
etidyum bromiir ile belirlendi ve elektroforetogramlari
yapildi.  Plazmidlerin  restiksiyon  bantlagsmasindan
istedigimiz DNA fragmanlarinin bulunup bulunmadigt A
DNA’sinin bilinen fragmanlar1 ile olusturulan standart
egriler yardimu ile tespit edildi (Armstrong, 1983; Kurt ve
ark., 2000).

2.7. IAA iiretimi

IAA’nin bakteriyel iiretimi i¢in zengin bir besiyeri olan LB
(pH 7.0) ile bu ortamin % 0.1 ve % 0.5 triptofan (Mannulis
ve ark., 1991) igceren formlar1 kullanildi. Ayrica % 0.1
(diisiik) ve % 1 (yiiksek) konsantrasyonda farkli karbon
kaynaginin (glukoz, fruktoz ve siikroz) bulundugu ve M9
ortami1 kullanildi. Kiiltiirler belli zaman siirelerince inkiibe
edildikten sonra 1.5 ml’si santrifiij tliplerine transfer edildi
ve 14,000 rpm’de +4°C’de 5 dak santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen supernatantlardan 1’er ml alindi ve
aliminyum folyo ile kaplanmis Eppendorf tiiplerine
konularak IAA tayini igin spektrofotometrik 6l¢iim yapilana
kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Vasanthakumar ve
McManus 2004).

2.8. IAA Tayini

IAA’nin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan Salkowsky
reaksiyonu ile yapildi. Salkowsky ayiraci 150 ml konsantre
H2SO4, 250 ml distile su ve 75 ml 0.5 M FeCls
solisyonlarindan  olugsmaktadir  (Vasanthakumar ve
McManus 2004; Leveau ve Lindow, 2005). IAA tayini i¢in,
stipernatandan 1 ml alinarak tizerine 2 ml Salkowsky ayiract
ilave edildi. Elde edilen karisim oda sicakliginda 30 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda olusan
renk yogunlugu degerleri o renge 6zgii olan 530 nm dalga
boyunda kore karst okunarak kayit edildi. Her kiiltiir
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ortamindaki IAA konsantrasyonu, daha dnce sentetik TAA
ile hazirlanan standart egri yardimi sayesinde hesaplandi.
Bu metodla IAA belirleme alt sinirinin yaklagik 5 ug/ml
olarak saptanmistir (Leveau ve Lindow, 2005).

3. Bulgular

E. herbicola ve rekombinantlarimin (vgh* ve vgh’) IAA
iretim karakteristikleri aragtirildi. Hiicre kiiltiirleri zengin
bir besiyeri olan LB ortamui ile ayn1 ortamin % 0.1 ve % 0.5
triptofan ile desteklenerek yapildi. LB ortaminda her iig
susun zamana bagli olarak artan IAA iretim profili Sekil
2’de goriilmektedir. IAA seviyesinin ilk drneklerin alindig:
12 saat Kkiiltiirlerinde, son orneklerin alindigi 72 saat
kiiltiirlerine kadar tedricen arttigi belirlendi. Tim
inkiibasyon periyotlarinda Vitreoscilla hemoglobin genini
(vgb) tastyan susun (vgh*), diger iki susa (konakg1 ve vgh’)
gore genel olarak daha yiiksek bir IAA seviyesine sahip
oldugu saptandi. Bu farkin, ileri kiiltiir fazlarinda daha
biiylik oldugu ve 6zellikle 72 saat kiiltiirlerinde vgh*
susunun A A seviyesinin, konakg¢1 ve vgb™ suslarindan sirasi
ile yaklagtk 2 ve 1.3 kat fazla oldugu belirlendi. L-
triptofanin, TAA olusumunda oOnciil olmasi ve IAA
biyosentezinde rol oynayan enzim sistemlerini indiiklemesi
sebebiyle LB besiyerlerine bu amino asitin L-formu diisiik
(% 0.1) ve yiiksek konsantrasyonda (% 0.5) eklenmistir.
Kiiltiirlere % 0.1 oraninda triptofan eklenmesinin IAA
tizerindeki indiikleyici etkisi sadece vgb* susunda goriildi.
Bu susta IAA iiretiminde zamana bagl bir artis gézlenirken,
en yiksek IAA seviyesinin kaydedildigi 72 saat
kiiltiirlerinde baslangi¢ (12 saat) kiiltiiriine gore yaklasik 2
kat artis belirlendi. Diger iki susta ise tersine IAA
iiretiminde genel olarak zamana bagl bir diislis goézlendi
(Sekil 3). Tiim kiiltiir periyodlarinda vgbh* susunun diger iki
susa gore yaklasik 3 kata varan yiiksek [AA seviyelerine
sahip oldugu belirlendi. Triptofanin % 0.5 oraninda
kullamldig kiiltiirlerde ise bu amino asitin etkisi vgh* susu
dahil her ii¢ susta da IAA iiretimini baskilayici rol
oynamistir (Sekil 4). Bu ortamda konakg1 canli hiicre sayisi
ozellikle 12 ve 24 saat Kkiltiirlerinde daha yiiksek
bulunurken, en diisik hiicre yogunlugu tim kiltiir
fazlarinda vgb™ susunda gozlendi. Kiiltiir pH’larindaki
degisim, en acik sekilde pH degeri 7.0 olan baslangig
kiiltiirlerinin pH degeri 8’lerin {izerine ¢iktig1 12 saat
kiiltiirlerinde goriildii ve bu kiiltiir fazindan sonra pH
degerlerinde ¢ok az bir artig kaydedildi. Glukoz igeren
ortamlarda, konake hiicre kiiltiirleri harig, glukozun farkli
konsantrasyonlar1 IAA iretimi lizerinde oldukga farkl: etki
gosterdi. Ozellikle vgb* susunda % 1 glukoz iceren M9
ortaminda, % 0.1 glukoz i¢eren ortama gore 8 kat [AA artigt
gozlendi (Sekil 5). Canli hiicre sayist konakg¢i hiicre
kiiltiirlerinde diger iki susa gore yaklasik 5 kata varan
oranlarda yiiksek bulundu. Yiiksek glukoz konsantrasyonu
rekombinantlarin hiicre sayisi iizerinde negatif bir etki
yarattigl gorildi. Kiltiir ortamina fruktozun eklenmesi,
konake1 ile rekombinantlar {izerinde farkli etki ile kendini
gosterdi. Konake1 hiicrede IAA seviyesi yiiksek fruktoz
ortaminda diisiik fruktoz ortamina gore yaklasik 5 kat
yikksek belirlendi. vgb™ ve vgh* suslarinda ise, yiiksek
fruktoz ortaminda TAA seviyesinde sirasi ile 2.3 ve 2 kat
azaldig1 saptand1 (Sekil 6). Siikrozu % 0.1 oraninda igeren
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ortam ile kiyaslandiginda, % 1 siikroz iceren ortamda IAA
seviyesi konakgi, vgh™ ve vgb* suslarinda sirasi ile 3.5, 1.8
ve 5 kat daha fazla oldugu tespit edildi. En yiiksek IAA
seviyesi, vgh™ susunda goriiliirken, vgh* susunun nispeten
diisiik bir IAA diizeyine sahip oldugu belirlendi (Sekil 7).

6
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Sekil 2. LB ortaminda IAA {iretimi. Her veri noktast ii¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalari (on-1)
ifade etmektedir.
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Sekil 3. Triptofan destekli LB ortaminda IAA {iretimi. Triptofan
kiiltiir ortamina 6. saatte % 0.1 oraninda eklenmistir. Her veri
noktast {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata cubuklar
standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.
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Sekil Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.. Triptofan
destekli LB ortaminda IAA iretimi. Triptofan kiiltlir ortamina 6.
saatte % 0.5 oraninda eklenmistir. Her veri noktasi {i¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 (on-1)
ifade etmektedir
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Sekil 5. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde TAA
iretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
gubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir
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Sekil 6. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat
kiiltirlerinde IAA {iretimi. Her veri noktasi li¢ bagimsiz deneyin
ortalamasi olup, hata c¢ubuklari standart hatalari (on1) ifade
etmektedir.
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Sekil 7. Siikroz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde IAA
tiretimi. Her veri noktast {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
gubuklari standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.
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4. Tartisma

IAA’in  VHb/vgb  sistemini  igeren  rekombinant
mikroorganizmalar kullanilarak iiretimi ilk kez bu
caligmada  arastirilmugstir. LB ortammda  vgb*

rekombinantinin genel olarak diger her iki sustan da yiiksek
IAA seviyelerine sahip oldugu belirlendi. L-triptofanin,
IAA olusumunda onciil olup, 1AA biyosentezinde rol
oynayan enzim sistemlerini indiikledigi bilinmektedir. Bu
nedenle, L-triptofanin IAA iretimindeki roliinii orataya
koymak amaciyla LB ortamina bu amino asitin hem diisiik
(%0.1) hemde yiiksek konsantrasyonda (%0.5) eklenmistir.
Diisiik triptofan ortaminda IAA iiretiminde her {i¢ susta da
genel bir artig goriiliirken, vgb* rekombinantinda kiltir
boyunca diger iki susa gore daha yiiksek TAA {iretimi
sergiledigi gorillmistiir. LB ve diisiik triptofan ortamlarinda
vgh* susunda TAA iiretiminin 6zellikle 72 saat kiiltiirlerinde
diger iki susa gore yliksek olmasi, ortam oksijeni ile regiile
olan bdyle bir metabolitin yine hiicrelere yiiksek bir oksijen
alim kapasitesi sunan VHb/vgb sisteminden pozitif yonde
etkilendigi goriilmiistiir. Diislik triptofan ortaminda,
ozellikle kiiltliriin ilerleyen fazlarinda diisiik bir hiicre
yogunlugu ile kendini gosteren vgb* rekombinantinin,
yiiksek TAA iiretimi sergilemesi, hiicre yogunlugu ile IAA
iiretimi arasinda 6nemli bir korelasyon olabilecegini isaret
etmektedir. Ancak tersine, yiiksek triptofan ortaminda bu
vgb* rekombinantinda 1AA iiretiminin oldukga baskilandigi
goriilmiigtiir. Bakteriyel IAA sentezinde triptofanin temel
bir Oncilil olmasma ragmen, bu amino asitin yiiksek
konsantrasyonlarimin IAA iiretimini baskilamasinin nedeni,
ortamdaki IAM birikiminin  L-triptofan < 1AM
doniisiimiinii katalizleyen enzim sistemini inhibe etmesi
olabilir.

Mikroorganizmalarin besinsel ve gevresel
ihtiyaglarinin belirlenmesi biyoproses g¢alismalar1 i¢in en
6nemli adimi olusturmaktadir. Bu g¢alismada, diisik ve
yiiksek konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve siikrozun, |AA
dretimini farkli diizeylerde etkiledigi goriilmiistir. Gerek
diisiik gerekse yiiksek konsantrasyonda glukoz ve fruktoz
ortaminda vgbh* rekombinant1 konakg¢iya gore daha yiiksek
IAA diretimi sergilerken, siikroz ortaminda tersi bir durum
sergiledigi gozlenmistir. Farkl kiiltiir kosullarinda vgb*
rekombinant susunda en fazla TAA {iretimin gorildigi
ortam yiiksek konsantrasyonlu glukoz ortami olmustur.
vgb* susundaki bu iiretimin fruktoz ortamina gore 30 kat;
stikroz ortamina gore 116 kat ve LB ortamina gore ise
yaklagik 6 kat fazla oldugu belirlenmistir. Buradan yola
¢ikarak vgbh* rekombinant susunda IAA {iretimi i¢in en ideal
karbon kaynaginin glukoz oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Yapilan bir galismada, karbon kaynagi olarak glukozun
kullanildigi M9 ortaminda kiiltiiri yapilan hiicrelerde IAA
tiretiminin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Yiirekli ve
ark., 2003). Bu durum, bizim ¢alismamizdaki bulgular ile
ortiismektedir.

5. Sonug

Bu ¢alismada E. herbicola, bu bakterinin pUC8 plazmidi
tagtyan (Eh[pUC8] ve ayni plazmid iizerinde vgb geni
tastyan (Eh[pUCS8:15]) rekombinant suslarinin 1AA iiretim
karakteristikleri ¢alisgildi. VHb/vgb sisteminin, ortam
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oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin ileri fazlarinda
oksijeni membran transferazlarina aktararak yagsli hiicrelere
daha iyi bir solunum, bilyiime ve ¢ogalma yetenegi
kazandirarak  Ozellikle ikincil metabolit iiretiminde
yardimer oldugu bilinmektedir (Wang ve ark., 2009;
Holmberg ve ark., 1997). Bu ¢alisma sonuglar1 gostermistir
ki, aktarilmis oldugu hiicrelere etkin bir oksijen alim
yetenedi kazandiran VHb’nin E. herbicola’da sekonder
metabolitlerin sentezini kullanilan karbon kaynagi ya da
besi ortamina bagli olarak ya baskinladigi ya da indiikledigi
goriillmiistir.  'VHb ile saglanan fazla oksijen baz1
durumlarda bakteride metabolit liretimi i¢in bir dezavantaj
yaratip metabolit sentezini baskilarken, bazi durumlarda ise
daha yiiksek metabolit sentezinin gergeklesmesine imkan
tanimustir. E. herbicola’da metabolik akis profilinin farkli
sekillerde regiile olmasi, bu bakteride karbon akisinin
regiilasyonunun ve indiikleyici kontroliin farkli olmasindan
kaynaklanabilir.
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