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OZET

BAZI ENDOFITIK FUNGUSLARIN BITKI BUYUMESINI ARTTIRCI
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Khaoula CHARIH
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali
Yuksek Lisans, Temmuz/2023
Danigman: Prof. Dr. Ibrahim OZKOC

Bitki biiylimesini tesvik eden funguslar (PGPF), konukcu bitkilere cesitli
faydalar saglayan cesitli patojenik olmayan fungus tiirlerini olusturur. PGPF,
strdiiriilebilir tarimda etkin bir rol gostermektedir. Artan bitkisel iiretim talebini
cevreye zarar vermeden karsilamak giiniimiizde en biiylik zorluktur. PGPF'nin
kullanimi, mahsul {iretimini arttirmanin ¢evre dostu bir yolu olarak kabul edilmistir.
Yapilan ¢aligmalar 6zellikle funguslarin bitkilerin gelisimine ¢ok 6nemli etkileri
olabilecegini gostermektedir. Bu tezde daha dnce Sar1 Kantaron dan izole edilmis olan
funguslarin bitki biiylimesini arttirict 6zelliklerini belirlemeye yonelik bazi testler
yapilarak belirtilen funguslarin s6z konusu 6zellikleri tesbit edilmeye c¢alisildi. Bitki
biliylimesini arttirict 6zelliklerini belirleyecek olan testler uygulandi. Siderofor
Uretimi, IAA Uretimi, Fosfat Coziiniirliigii, ACC Deaminaz Aktivitesi ile s6z konusu
funguslarm 6nemli bir toprak ve bitki patojeni olan Rhizoctonia solani, Aspergillus
fumigatus ve patojen bakteri Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Maya
Candida albicans’a olan inhibisyon potansiyelleri belirlendi. Elde edilen sonuclara
gore, F3 en yuksek siderofor Gretimi gosterdi, IAA Uretimi yoninden ise en yuksek
degerler F7 ve F3 nolu izolatta goriildii. ACC Deaminaz aktivitesi testi F16 ve F7
izolatta en olumlu sonuglar verdi. Fosfat Coziiniirliigli sonuglar1 F9, F21 ve F22 pozitif
olarak degelendirildi. Inhibisyon testlerinin sonucunda, Aspergillus’a kars1 en yiiksek
inhibisyonu F3 nolu izolat, Staphylococcus aureus’a karst F3, F7 ve F5 nolu izolat,
Rhizoctonia solani’ye kars1 F3, F7 ve F5 gosterdi, Klebsiella pneumoniae’ye karsi ise
F3, F7, D15 ve F16 inhibisyon gosterdi. Mayaya kars1 en inhibisyon ise F3 ve F7 nolu
izolatlarda goriildii. S6z konusu izolatlardan ¢imlenmeyi arttiran izolatlar ise F10, F3
ve F21 oldu. Dolayisiyla, bu ¢alisma PGPF izolatlarin ilgili 6zelliklerini ortaya koyan
onciil ¢alismalardan birini olusturmaktadir.

Anahtar Sozcikler: Sar1 Kantaron, PGPF, ACC-deaminaz, IAA, Siderofor, Fosfat
¢ozunirlagu.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PLANT GROWTH PROMOTION PROPERTIES OF
SOME ENDOPHYTIC FUNGI

Khaoula CHARIH
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Biology
Master, July/2023
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim OZKOC

Plant growth promoting fungi (PGPF) generate a variety of non-pathogenic fungi
species that provide various benefits to host plants. PGPF shows an active role in
sustainable agriculture. Meeting the growing demand for crop production without
harming the environment is the biggest challenge nowdays. The use of PGPF has been
recognized as an environmentally friendly way to increase crop production. Studies
show that fungi can have very important effects on the development of plants. In this
thesis, some tests were carried out to determine the plant growth enhancing properties
of the fungi, which were previously isolated from St. John's Wort. Tests to determine
plant growth enhancing properties were applied. Siderophore Production, 1AA
Production, Phosphate Solubility, ACC Deaminase Activity and inhibition potentials
of these fungi against Rhizoctonia solani, Aspergillus fumigatus, and pathogenic
bacteria Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Yeast Candida albicans’a
which are important soil and plant pathogens were determined. According to the
results obtained, F3 showed the highest production of siderophores, and the highest
values in terms of IAA production were seen in isolate F7 and F3. The ACC
Deaminase activity test gave the most positive results in F16 and F7 isolates.
Phosphate Solubility results F9, F21, and F22 were evaluated as positive. As a result
of the inhibition tests, isolate no. F3 showed the highest inhibition against Aspergillus,
isolate no. F3, F7 and F5 against Staphylococcus aureus, F3, F7 and F5 against
Rhizoctonia solani, and F3, F7, D15 and F16 against Klebsiella pneumoniae. The most
inhibition against yeast was seen in F3 and F7 isolates. F10, F3, and F21 were the
isolates that increased germination among the aforementioned isolates. Therefore, this
study constitutes one of the preliminary studies revealing the relevant characteristics
of PGPF isolates.

Keywords: St. John's wort, PGPF, ACC-deaminase, |AA, Siderophore, Phosphate
solubilization.
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1. GIRIS

Rizosferik mikrobiyal formlar, bakteri, fungus, nematod, viriis, eklembacaklilar,
oomycetes, protozoa, alg ve arkeleri icerecek sekilde ¢esitlilik bakimindan farklilik
gosterir. Bitki biiylimesinin tesviki ile ilgili olarak rizosfer funguslarmin faydal etkisi
uzun zamandir bilinmektedir (Hyakumachi, 1994). Bunun yaniswra bitkinin ig
dokularinda onlara c¢ogunlukla herhangi bir zarar vermeden varligini siirdiiren
endofitik funguslar mevcuttur. Bunlar bitkinin biliylime ve gelismesine yayrarh
etkilerde bulunduklarindan bitki biiylimesini tesvik eden funguslar (PGPF) olarak

adlandirilirlar.

PGPF, bitkilerin biiylime ile ilgili ¢esitli 6zelliklerini uyarma dogal yetenege
sahip olan Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium, Piriformospora, Phoma
ve Rhizoctonia cinslerinin tdrlerini igerir (Hossain, 2007; Shoresh et al., 2010).
Dikotiledonlarla ve monokotiledonlarla yapilan bir¢ok ¢alismada PGPF'nin, konukgu
bitki ile etkilesimlerinde iyi ¢alisilmig bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakterileri

(PGPR) taklit ettigini gostermistir.

Endofitler, bitkilerin i¢ dokularinda (kok, govde, yaprak, cigek, aga¢ kabugu vb.)
higbir hastalik belirtisi géstermeden simbiyotik olarak yer alan mikroorganizmalar
toplulugudur. Abiyotik ve biyotik streslere karsi savagmalarina ve bitki biiyiimesini

artirmalarina katki saglamaktadir.

Bitkiler, hareketsiz organizmalar olarak, degisen ve dngdriilemeyen bir ortamda
karsilagtiklar1  zorluklar1 basarili  bir sekilde halledebilmek icin stratejiler
gelistirmislerdir. Ozellikle bitkilerin, dagilimi diizensiz ve dinamik olarak degisen su
ve besin gibi kaynaklar i¢in topragi iyi degerlendirmesi gerekir. Bitkiler bunu, farkli
toprak yapilarini kesfetmek ve su ve besin agisindan zengin kisimlar1 tespit etmek ve
bunlardan yararlanmak i¢in ¢evresel ipuclarina yanit olarak kok sistemi mimarisini ve

kdk anatomisini modiile ederek yaparlar (Lynch, 2019).

Bunlarn yani sira bitkiler, yiyecek arama faaliyetlerini iyilestirmek i¢in kdklerin
(rizosfer) etkisi altindaki toprak fizikokimyasal 6zelliklerini ve mikrobiyal topluluklari

degistirmek i¢in mekanizmalar gelistirmistir (York et al., 2016).

Rizosfer, bitki koklerinin, topragm ve toprak biyotasmin birbiriyle etkilesime
girdigi toprak ekosisteminin bir parcasidir. Bu etkilesimler genellikle bitkilere fayda

saglar, toprak verimliligini artirir ve toksik kimyasallarm bozulmasini artirir. K6kin

1



neden oldugu toprak 6zelliklerindeki degisikliklerle birlikte bitki kokunde ve / veya
icinde yasayan toprak mikroorganizmalar, bitkide kok gelisiminin degistirilmesi ve
fizyolojisi gibi dnemli fonksiyonel dizenlemeleri tetikler. Kok-toprak-mikrobiyom
etkilesimlerindeki bu dinamik etkilesim, bitki beslenmesini ve saghgini etkileyecek

oOzellikleri ortaya ¢ikarir.

Bitki kokleri tarafindan ¢gevrelenen ve etkilenen dar toprak bolgesi olan rizosfer,
sayisiz faydali mikroorganizma igin dogal bir yasam alamidir ve diinya Uzerinde

biyolojik olarak karmasik bir ekosistemi temsil eder (Mendes, 2013).

Pozitif bitki-mikrop etkilesimi sirasinda, toprak mikroorganizmalar1 tarafindan
rizosfer kolonizasyonu hem bitki hem de mikroorganizmalar i¢in faydalidir. Her 1ki
ortak da yakin iligkiden fayda saglar ve birbirlerinin canliligini etkiler. Bitki kokleri
tarafindan salnan biiyiik miktardaki rizodepozitler, rizosferdeki mikrobiyal
aktivitenin ve topluluk yapismin Onemli bir belirleyicisidir (Gahan and
Schmalenberger, 2014).Rizosfer mikroorganizmalar, biiyiimeleri ve gelismeleri i¢in
ana enerji kaynagi olarak rizodepozit karbonunu kullanirlar (Denef, 2007). Sonug
olarak, bitki kokleri, bitki biliylimesi ve saghgi icin faydali ozelliklere sahip
mikroorganizmalar1 segici olarak uyararak rizosfer mikrobiyomunu kendi yararina
manipile edebilir (Mendes et al., 2013). Rizosfer mikrobiyomu ile bitki arasindaki
karsilikli bagimlilik ve etkilesim, genel bitki Uretim kalitesiyle sonuglanir
(Lakshmanan et al., 2014).

Bitki kokleriyle birlikte var olan mikroorganizmalar (bitki bliylimesini tesvik
eden funguslar (PGPF) ve rizobakteriler (PGPR) bitki biiyiimesini ve gelisimini
arttirmanin yani sira istilaci fitopatojenlere karsi konukguda direncin indiiklenmesinde
etkili bir sekilde kullanilmistir. Bu mikroorganizmalarin uygulanmasi, ¢evre dostu
hastalik yonetimi stratejilerinden biri olup bitkilerin dogustan gelen bagigikliginin

indiklenmesi nedeniyle uzun émarliddar.

Bugune kadar kars1 direng indiiksiyonundaki etkinligini degerlendirmek (zere
PGPR ile yapilan ¢aligmalarla karsilastirildiginda, PGPF ile ilgili sadece smirli sayida

calisma rapor edilmistir.

Bitki biiylimesini tesvik eden funguslar patojenik degildir, dogal olarak olusan
saprofitler, toprak verimliliginin korunmasina yardimc1 olur ve bu da bitki biyimesini

artirr ve patojen enfeksiyonlarma karsi cephe savunma tepkisini indiikler. Kok



kolonizasyonunda PGPF'nin yetenegi, patojen enfeksiyonunu baskilayarak ve besin
alimima yardime1 olarak bitki biiylimesini arttirir. PGPF'nin fosfatlar1 ¢0zme ve 1AA,
siderofor, seliilaz, kitinaz liretme vb yetenegi, bir konuk¢unun bitki bliylimesinin ve
gelisiminin gelistirilmesine dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunmalarinin

yanisira hastalik direncini arttirmada da ciddi etkileri bulunmaktadir.

Yapilan bu ¢aligma, Sar1 Kantaron bitkisinin rizosferden izole edilmis olan
endofitik funguslarin PGPF bazi &zelliklerini belirlemektir. Bitkilerin biiyiimesini
tesvik eden ve onlar1 patojenik bakteriler Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae ve maya Candida albicans gibi, ayrica patojenik funguslara Rhizoctonia
solani ve Aspergillus fumigatus karsi koruyucu etkilerinin ve de tohum ¢imlenmesi
lizerine ¢imlenmeyi arttirict bir etkilerinin olup olmadigin1 tesbit etmeyi

amaclamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Rizosfer

Rizosfer, bitki mikrobiyotasinin bir parcast olan kokler ve iliskili
mikroorganizmalar tarafindan dogrudan olusturulan ve etkilenen toprak bdlgesidir. Bu
bolge, ¢imler veya cayirlar altinda bir veya iki on santimetre kalinliga iner, ancak
iliman bolgelerin ormanlarinda bazen ¢ok daha kalindir. Bu bolge, mikrobiyal
biyogesitliligi ve 0Ozellikle bakteri ve mikroskobik funguslardaki zenginligi ile
karakterize edilir; rizosfer, bu mikroorganizmalar ve bitkiler arasindaki aligveriglerin

ayricalikli yeridir; toprak. Tiim bu degisiklikler rizosfer etkisini belirlemektedir.

Rizosfer bolgesi, bilim insanlarinin ilgi duydugu bitki bolgesidir. Bitki biiylimesi
ve gelisimi, bliylik Olciide, bitkinin kendisinin yaratmaya yardimci oldugu ve
mikrobiyal aktivitenin 6nemli bir etkili giic olusturdugu bir ortam olan kok
bolgesindeki toprak ortamu tarafindan kontrol edilir. Rizosferdeki salgilar igindeki
mikrobiyal aktivitenin bitki saglig1 ve canliligi ile iliskisini anlamak, daha 1yi bitkisel
iiretim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in esastir. Bitki fizyologu i¢in rizosfer, besin alimi,
02 ve COy, degisim, toprak nemi gradyanlar1 ve bitki biiylimesini etkileyen diger

faktorlerle ilgili surecler icin 6nemlidir.

Bitki koklerini cevreleyen bu toprak bdlgesi, bakteriler, funguslar, virtsler ve
nematodlar dahil olmak {izere genis bir mikroorganizma topluluguna ev sahipligi
yapmaktadir. Bu mikroorganizmalar, bitki kokleri ile yakin etkilesim i¢indedir ve
biiyiimeleri, beslenmeleri ve patojenlere karsi korunmalari iizerinde 6nemli bir etkiye

sahiptir.

Rizosferin en 6nemli yonlerinden biri, besinlerin bitkiler tarafindan alinmasini
kolaylastirma yetenegidir. Rizosferdeki mikroorganizmalar, topraktaki organik madde
ve mineralleri bitkiler tarafindan alinabilecek formlara doniistiirebilir. Bazi
mikroorganizmalar ayrica atmosferik azotu tesbit ederek bitkilerin kullanabilecegi bir
forma doniistiirebilirler. Boylece rizosfer, bitki biiylimesi ig¢in gerekli besinlerin

mevcudiyetini iyilestirmeye yardimci olur.

Ek olarak, rizosfer, bitkileri hastalik ve zararlilardan korumada ¢ok 6nemli bir
rol oynar. Rizosferde bulunan bazi yararli mikroorganizmalar, kaynaklar i¢in rekabet
ederek, antibiyotik iireterek veya bitkilerin dogal savunmasini uyararak toprak

patojenlerinin bliylimesini baskilayabilir.



Rizosferdeki mikroorganizmalar ile bitkiler arasindaki bu faydali etkilesimler, onlarin
hastaliklara kars1 direncini gliglendirmeye ve pestisit kullanimin1 azaltmaya katkida

bulunur.

Ayrica, rizosfer mikrobiyal biyolojik cesitliligin 6nemli bir deposudur.
Rizosferde bulunan mikroorganizmalarin ¢esitliligi, topragin ekolojik dengesini

korumak icin gereklidir.

Rizosferdeki mikroorganizmalar ve bitkiler arasindaki karmasik etkilesimler,
organik maddenin ayrigmasi, besin dongiilerinin diizenlenmesi ve toprak yapilariin

olusumu gibi kilit stiregleri tesvik ederek ekosistemlerin kararliligina katkida bulunur.

toprak

kok

tiavi

Vaskuler

Sekil 2.1. Rizosferin yapis1 gosteren bir kok kesiti. (McNear Jr, 2013).

Ziraatgilar ve toprak bilimcileri, kok bdlgesindeki mineralizasyon, nitrifikasyon
ve simbiyoz surecleriyle ilgilenirler. Bitki patologlari, kok-toprak araylzindeki kdk
salgilarmin  ve mikrobiyal etkilesimlerin patojen popiilasyonlarinin Ureme,
¢ogalmasimni ve konukcu duyarliligmi etkileyebilecegini gostermistir. Bu nedenle,
mahsul Gretimi (izerindeki rizosfer etkisinin tam olarak anlasilmasi i¢in multidisipliner

bir yaklasim gereklidir.

Tarimsal arastrmalardaki uzun olaylar dizisi, sonugta rizosferin "kesfi",
muhtemelen yi1l boyunca Bolognali Petrus Crescentius'un tarimla ilgili Roma
edebiyatinin ilk derlemesiyle basgladi. E. W. Russell (1973), toprak kosullar1 ve bitki
blyumesi agisindan, tarimsal arastirmalardaki ilerlemelerin ilging bir kisa tarihini
degerlendirerek doniim noktasi olaylar1 rapor etmistir. Ancak bu erken olaylar

dogrudan rizosferle ilgili olmamaistir.



2.1.1. Rizosfer Yapisimin Organizmalari

Rizosfer, ¢ogunlukla mikroorganizmalarin cesitliligi ve mikrobiyal etkinlik
acisindan en yogun bdlgelerden biridir. Bu alanda, bakteriler, funguslar, protozoalar
ve algler gibi birgok mikroorganizma ve makroskopik organizma bir arada bulunur
(Barriuso et al., 2008). Rizosferdeki bitkiler, toprak mikrofaunasi ve toprak
mikroorganizmalar1 arasinda o6nemli etkilesimler gergeklesir (Sekil 2.2). Bu
etkilesimler bitki biliylimesi ve verimliligi iizerinde giiglii bir sekilde etkili olmaktadir

(Antoun and Prevost, 2005; Kaur et al., 2016; Kaymak, 2010).
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Sekil 2.2 Rizosferdeki etkilesimler (Ganfreda, 2015).

Rizosfer ortaminda bitki biiylimesini destekleyen iki organizma grubu funguslar
ve bakterilerdir. Mikoriza adi verilen simbiyotik yapilar, birgok karasal bitki ve toprak
fungusu arasinda gergeklesir. Bu baglantida fungus, hif striiktiirleri sayesinde bitki
tarafindan topraktan su ve besin maddelerinin emilimini arttirirken bitki de fungusun

gelisimi i¢in gerekli karbonhidratlar1 saglamaktadir (Tarkka et al., 2008).

Arbiiskiiler mikoriza, bitkinin besin durumunu artirarak bitki biiylimesini
destekleyen etkiler gosterdigi uzun zamandir bilinmektedir. Rizosferik funguslar
icinde Fusarium, Penicillium simplicissimum, Phoma spp, Trichoderma ve

Penicillium bilaii bitki bitylimesini destekleyen funguslardir.

Trichoderma ve onun gibi organizmalar hastaliklara karsi rezistans gosterirken,
koklerle simbiyotik iliskileri olusturan arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF) grubundan
organizmalar, konukcu bitkideki besin diizeyini arttirir ve bitkinin saglikli biiylimesine
onemli 6l¢tide katkida bulunur (Vessey, 2003; Chandanie et al., 2005. Chandane et al.,



2006; Saldajno ,2012).

Bitki biiylimesini artiran funguslarm Kultlr bitkileri iizerindeki faydalari sadece
bitki biiylimesini arttirmakla sinirli kalmamakta, ayni zamanda onlar1 fungus ve

bakteri hastahiklarindan korumaktadir (Ozkog vd., 2002; Erper, 2013)
2.2. Bitkilerin Endofitik Mikroorganizmalar

"Endofit" terimi, Yunanca, endon: i¢ ve phyte: bitkiden tiiretilmistir. ilk defa De
Babys (1866) tarafindan, konuk¢u bitkinin canli i¢ dokularinda olumsuz bir etki
yaratmadan biylylp kolonize olan tiim mikroorganizmalar olarak tanimlamistir
Carroll (1986), bu terimin kullanimini, patojenik funguslar harig, bitki dokularinda
asemptomatik enfeksiyonlara neden olan organizmalarla sinirlandirir. Su anda en ¢ok
kullanilan tanim, Pertini'nin (1991) tanimidir ve burada Carroll''m (1986) tanimini
genisletmis ve epifitik bir faza sahip endofitik organizmalarin yani sira konukgularmin
icinde en azindan bir siire yasayabilen gizli patojenleri de dahil etmistir. Bu endofit
organizmalar hem bakterileri, arkeleri, funguslari hem de protistleri igerir; ancak
funguslar en yaygm olamidir (Patil et al., 2016; Yan, 2018). Bitki endofitik
mikroorganizmalari, bitki dokularinda onlara zarar vermeden bulunan 6zel bir
mikroorganizma kategorisini ifade eder. Bu organizmalar, konukcu Dbitkilerle
simbiyotik bir iliski kuran bakteri, fungus ve virusleri icerir. Bitkiler ve endofitleri

arasindaki etkilesimler her iki taraf i¢in de faydali olabilir (Rajagopl, 1998).

Endofitler bitkilere birgok fayda saglar. Antimikrobiyal veya bocek 6ldirtcu
Ozelliklere sahip spesifik metabolitler iireterek hastalifa ve zararlilara karsi bitki
direncini arttirdiklar1 bilinmektedir. Baz1 endofitler ayrica kuraklik, tuzluluk veya
besin bakimindan fakir topraklar gibi stresli cevresel kosullara kars1 bitki toleransini
gelistirebilir. Bu etkilesimler, 6zellikle zorlu ortamlarda bitkilerin hayatta kalmasi ve

blytmesinde ¢cok dnemli bir rol oynayabilir.

Buna karsilik bitkiler, endofitler i¢in giivenli bir ortam ve gerekli besinleri
saglar. Bitki dokular1 avcilara ve diismanca cevre kosullarina karsi koruma saglarken,

sekerler ve diger organik bilesikler endofitler tarafindan biiyiime ve metabolizma i¢in

kullanilir (Beram et al., 2016).

Bitki mikroorganizma endofitleri iizerine yapilan arastirmalar, siirdiiriilebilir
tarimdaki potansiyelleri nedeniyle son yillarda yogunlasmistir. Bu yararh

mikroorganizmalarin kullanimi, kimyasal pestisitlere olan bagimlilig1 azaltabilir ve
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ekin verimliligini ¢evre dostu bir sekilde artirabilir.

Dahasi, bitkiler ve endofitleri arasindaki etkilesimlerin incelenmesi, tip ve
biyoteknoloji dahil olmak {izere ¢esitli alanlar i¢in yeni molekiillerin ve yeni metabolik

yollarm kesfedilmesine de yol agabilir (Bayman and Porras-Alfaro, 2011).
2.2.1. Endofitik Funguslar

Son 30 yilda endofit ve endofitik fungus terimleri mikolojik literatiirde canli
bitkilerin i¢ mikotasmni tanimlamak i¢in siklikla kullanilmigtir. Terimlerin kdkeni on
dokuzuncu ylizyila kadar gétiiriilebilse de ¢agdas anlamlar1 orijinalinden farklidir
(Large, 1940; Carroll, 1986). Terimler, belirli bir konak tipine, taksonomik bir
konukgu grubuna veya isgal edilen doku tipine (Ornegin, sistemik ¢im endofitleri,
kabuk endofitleri) atifta bulunmak icin genellikle degistiricilerle birlestirilir.
Terimlerin cagdas uygulamalar1 her zaman tutarli degildir ve tiim arastirmacilar
tarafindan kabul edilmez (Petrini, 1991; Wennstrém, 1994; Saikkonen, 1998).
Bununla birlikte, genel olarak terimler, goriintiste saglikli bitki dokusunu semptomsuz
olarak isgal edebilen funguslar icin gecerlidir. En genis anlamda, endofitik funguslar,
herhangi bir ani, agik olumsuz etkiye neden olmadan canli bitki dokusunu kolonize
eden funguslardir (Hirsch and Braun, 1992). Bu tanim, funguslarmn ve bitkilerin
katildigi  simbiyotik etkilesimlerin neredeyse tamamuni yani parasitizm,

kommensalizm ve mutualizmi icerir.

Otsu bitkiler (esas olarak Poaceae) icin, endofit kelimesi, belirli bir sistemik,
patojenik olmayan simbiyoz tipini belirtmek i¢in kullanilmistir. Cim endofitleri,

konukcularina, otgullara ve patojenlere karsi koruma gibi, uygunluklarini artiran bir

dizi fayda saglar (Clay, 1994; Saikkonen et al., 1998).

Taksonomik olarak bu funguslar dncelikle Balansiae'’nin (Clavicipitaceae)
Neotyphodium anamorflaridir; serin mevsim otlarinin yaprak, sap ve kok dokularinda
yogun bir sekilde kolonize olurlar ve konukgularinin tohumlarinda bulagirlar.
Konaktaki sporlanma tamamen baskilanir ve konukgu ile fungus temelde tek bir
organizma gibi birlikte iglev goriir. Lolium, Festuca ve pooid ¢imenlerin diger
cinslerinin bu semptomsuz endofitleri, kismen veya tamamen konukcu kisirligina
neden olan Epichloé tiirlerinden tiiretilen tiirler arasi hibrit suslardir (Schardl et al.,
1994; Tsai et al., 1994).



Rezervuar goOrevi gordr. Endofitik funguslar, havai bitki dokularinda
asemptomatik olarak gelisir ve tohumlar1 yoluyla bir bitkiden digerine dikey olarak
bulasir. Fungus endofitlerinin ¢esitliligi ve sayisi mithim 6l¢iide degisir ve tespitleri

abiyotik, biyotik ve deneysel etmenlere baglidir.

Ramawat ve Arora (2017) vyaptiklar1 g¢aligmada, miiteaddit arastirmaci
araciligiyla incelenen degisik bitki ¢esitlerinin endofitler i¢erdigini ve bu secilmis
ortak endofitik organizmalarin yan1 sira konukgu bitkilerinin tablo haline getirildigini

Ozetlemistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Bitkilerden izole edilen endofitik funguslar (Ramawat and Arora, 2017).

Endofitik Funguslar Konukeu Bitki Tirleri

Acremonium sp Taxus chinensis Huperzia serrata

Aspergillus sp. Datura stramonium Moringa olifera Prosopis chilensis
Cladosporium sp. Opuntia ficus indica Cinnamomum camphora Lycopersicum

C. herbarum esculentum. Triticum aestivum

Colletotrichum sp. Triticum aestivum Citrus plants Cinnamomum camphora Pasania
C. gloeosporiodes Triticum aestivum Citrus plants Cinnamomum camphora Pasania
C. gloeosporiodes edulis

Curvularia sp. Datura stramonium Moringa olifera

Phyllosticta sp. Citrus sp. Pasania edulis Coffea arabica Quercus variabilis

Centella asiatica Panax quinquefolium Ginkgo biloba L.

Phomopsis sp Tectona grandis and Samanea , Pasania edulis Ginkgo biloba L.
saman Taxus chinensi

2.2.1.1. Endofitk Funguslarin Degiskenligi

Endofitik funguslar, farkli iklimlere, mevsimlere ve ¢evresel kosullara gore ayn1
konukgu tiire gore degisir. Bitki dokular1 ve organlar1 arasinda endofitik funguslarin
yaratmig oldugu bazi biyolojik farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin nedenlerini
ve fonksiyonel 6nemini belirlemek maksadiyla daha ¢ok arastirmaya gereksinim
vardir. (Carroll, 1995).

Caligmalar, bitkinin endofitik kolonizasyonunun artan sicaklik, iklim
degisikligi, uzun siireli kuraklik, azot birikimi ve artan karbondioksit benzer ¢evresel

etmenlerden etkilenmis oldugunu géstermistir (Rudgers and Kannadan, 2008).



Yapilan ¢alismalarda endofitik funguslarin bitki organlarmma goére farkl

sekillerde olabilecegi gosterilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Bitki organlarmdaki endofitik funguslarin lokalizasyon sikligi (Bobusova and
Doolotkeldieva, 2008).
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Bir konukgudaki endofitlerin dagilimi, ¢evresel etmenlerden ve tiiriin veya
konukcu dokunun yasindan etkilenmektedir. Benzer sekilde, bitkinin endofit
toplulugunun yaprak kimyasindan ve hava kosullarindan etkilendigi bildirilmistir

(Rajagopal et al., 2010).

Anke ve Weber (2006), bitkilerin yapraklarinda, koklerinde ve gévdelerinde
degisik ikincil metabolitler Ureten degisik endofitik funguslar1 izole etmislerdir. Es
konukcudaki endofitik funguslarin ¢esitliligi, degisik ¢evresel kosullar altinda artabilir

ya da artmayabilir.

Diinyadaki pek ¢ok ekosistem ayni zamanda genel biyolojik cesitlilik ve ¢ok
sayida endofit icerir. Nemli ve 1liman tropik ormanlar en c¢esitli karasal

ekosistemlerdir. Bu alanlarda bir¢ok ¢alisma ve arastirma yapilmaktadir.

Bu caligmalar sonucunda tropikal ormanlar yeni molekiiler yapilarin ve

biyolojik namina faal bilesiklerin mihim bir kaynagidir.

Yapilan c¢aligmalara istinaden mutedil ve tropikal bolgelerden izole edilmis
endofitlerin rettigi biyoaktif naturel bilesiklerin sayisi istatistiksel anlamda
karsilastirildiginda, mutedil ve tropikal bdlgelerden izole edilen endofitler arasinda

metabolik bir fark oldugu ortaya ¢ikmustur.

Strobel ve Kharwar, 2011’nin yaptiklar1 caligmada, tropikal endofitik
funguslarin daha etkili ve degisik bilesikler {rettigini gostermislerdir. Bu

degerlendirme, ekosistemin endofitlerin genel metabolizmasinda da belirleyici
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oldugunu dogrulamaktadir.
2.2.1.2. Endofitik Funguslar Cesitliligi

Endofitler, yasam sekillerine gore zorunlu ya da fakultatif olarak smiflandirilir.

Zorunlu endofitler, biiylime ve hayatta kalma amaciyla konukgularina baghdirlar.

Tablo 2.2. Endofitik funguslarin gruplandirilmasi (Stone et al., 2000).

Endofitik Funguslarin Gruplandirilmasi

Likenlerin fungal endofitleri

Agag kabugu endofitik funguslari

Endofitik Clavicipitaceae tiyeleri Dikotillerin fungal endofitleri

Diger sistemik fungal endofitler

Endofitik funguslar

Briyofitler ve egreltilerin endofitik funguslari

Koklerin fungal endofitleri

Bitkilerin prokaryotik endofitleri (endofitik bakteriler ve aktinomisetler)
Ksilemin fungal endofitleri

Gal and kistlerin fungal endofitleri

Fakultatif endofitler konukgu bitkilerinin disinda var olan bir yasam dongiisiine
sahiptir. Stone ve arkadaslar1 (2000) da endofitik funguslarin gruplandirilmasini
(Tablo 2.2) te yapmustir.

Grup 1. Clavicipitaceae endofitleri, ilik ve serin sezon otlariyla ilgili
Clavicipitaceae endofitleridir. Esas olarak Poaceae familyasina ve Cyperaceae'ye
Ozgudir ve ¢ogunlukla dikey endofitik tohumlardan enfeksiyon yoluyla kusaktan
kusaga bulasir. Bu grubun endofitleri genellikle bitki biyokiitlesini arttirir, kurakliga

tolerans saglar ve hayvanlar i¢in zehirli kimyasal bilesikler iiretir.

Epichloé spp, Claviceps spp, Cordyceps spp ve Balansia spp gibi (Ascomycoetes
ve Hypocreales)'e ait bazi funguslar1 igerir. Kolonize bitkiler her zaman bir fungus
izolatr/genotipi barindirir. Patojenik ve semptomatik tiirlerden (tip I) karisik
kombinasyonlara ve asemptomatik endofitlere (tip 11 ve I11) uzanan (¢ tip sklavisipitat

endofit vardir.

Grup (1) endofitler, tohum enfeksiyonlar1 yoluyla esas olarak dikey ve yatay
olarak yeni bireylere bulasir. Grup (1) endofitler kurakliga dayaniklilik saglar, bitki

biyokiitlesini arttirir ve otcullar ve hayvanlar i¢in toksik kimyasallar tiretir. Ancak bu
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funguslarm 6nemi konukgu genotipi ve ¢evre kosullarina baglidir (Selim, 2017).

Grup 2: Klavikiler olmayan endofitler cesitlilik gosterir, yer alt1 ve hava
dokularinda biiyiiyebilir, dokular1 genis ¢apta kolonize edebilir. Farkl tiirler i¢eren 2.
grup endofitlerin tamami Dikarya Uyeleridir (Basidiomycetes veya Ascomycetes).
Aslinda, bu endofit grubu, tek bir konukgu bitkiye 6zgudir. Tohumlar, tohum
kabuklar1 veya rizomlarla dikey ve yatay olarak aktarilabilirler. Grup 2 endofitlerin
istlin bir yonii, sicaklik, tuzluluk ve pH gibi habitata 6zgii secici baskilara karsi,
habitata uyum agabasinda olan konukgu bitkilere habitata 6zgii strese dayanma firsati
saglama yetenekleridir. Habitattan bagimsiz olarak endofitler arasinda faydali ise

habitata eklenir. (Selim, 2017).

Grup 3: Tek tek konukgu bitkilerde, dokularda ve popllasyonlarda yiiksek
dogruluklar1 nedeniyle 6zellikle dikkate degerdir. Tropikal agaglarm yapraklariyla
ilgili ¢ok ¢esitli endofit funguslarinin yani sira vaskiiler olmayan bitkilerin, kozalakli
agaclarin, ¢ekirdeksiz odunsu vaskiiler bitkilerin ve genis biyomlarda otsu
angiospermlerin ¢ok farkli yer tistii doku paydasini olusturan grup (3) endofitler, arktik
ve kuzey/antartik ormanlarda barinabilir ve birgok tiire sahip olabilir. Ek olarak, otsu
ve fotosentetik dokularda, grup (3) endofitler meyve ve ciceklerde, ayrica i¢ kabukta
ve asemptomatik odunda bulunur. Grup (3) endofitlere kayitli ayn1 yasam siiresine
sahip funguslar asemptomatik likenlerin icinde de bulunur ve bu duruma "endolikenik™
funguslar denir. Cok lokalize enfeksiyonlar olusturur. Bir konukgu doku veya bitki
icindeki sinif (3) endofitlerin ¢esitliligi oldukca fazla olabilir (tek bir tropikal
yapraktan >20 tir listelenirken (Selim, 2017).

Grup 4: Baslangigta steril veya konidial askomiset funguslardir ve koklerde
hiicre i¢i ve hiicreler arast hifler ve mikro sklerotlar gibi melanize bir yap1 olustururlar.
Bu kok iliskili ve steril funguslara 'Mycelium Radicus Atrovirens' denir. Tek tek

bitkilerin i¢indeki endofitler yeterince degerlendirilmemistir.

Ayrica, konukgunun uygunlugunu, rizosfer yetkinligini ve bulasma modunu
artirtp artirmadigl dogrulanmamistir. Bu endofit simifi, mikorizal olmayan arktik,
sicaklik bolgeleri, alpin, tropikal, antarktik ve subalpin ekosistemler gibi konukcu

bitkilerde bulunur (Selim, 2017).
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Sekil 2.4. Endofitik funguslarin gruplandirilmasi (Abdul Rahman and Nazir, 2018).

Fungus endofitlerinin ¢esitliligi ve sayis1 mithim 6lgiide fark gosterir ve tespitleri
abiyotik, biyotik ve tecriibi ertmenlere baghdir.

2.3. Bitki Se¢imi ve Izolasyonu

Bitki secimine rehberlik etmek igin kullanilan yontemlerin ve mantigmn, tlr, cins
veya biyotip diizeyinde yeni endofitik mikroorganizmalar1 izole etmek igin en iyi
firsatlar1 sagladigmin anlasilmasi 6nemlidir. Diinyadaki bitki tiirlerinin sayisi ¢ok fazla
oldugu i¢in, biyoaktivite sergileyen endofitlerin aranmasini hizla daraltmak igin kreatif
ve yenilikci stratejiler kullanilmalidir (Mittermeier, 1999). Endofit izolasyonu ve
dogal iirlin kesfi i¢cin her bitkinin toplanmasi i¢in 6zel bir gerekg¢e kullanilmaktadir. Bu

bitki secim stratejisini birkac hipotez yonetir:

e Essiz cevresel ortamlardan gelen bitkiler, 6zellikle sira dis1 bir biyolojiye sahip
olanlar ve hayatta kalmak i¢in yeni stratejilere sahip olanlar, ¢aligma i¢in ciddi olarak

degerlendirilir (Mittermeier, 1999).

e llgilenilen belirli kullanimlar veya uygulamalarla ilgili etnobotanik gecmisi
(yerli halklar tarafindan kullanilan) olan bitkiler ¢alisma i¢in segilir. Bu bitkiler ya
yerel halkla dogrudan temas yoluyla ya da yerel literatiir araciligiyla segilir. Bu
yaklagim, katilimci bir arastrma programi kapsaminda yardimlarini belgeleyerek

yerel/kabile halkina da fayda saglayabilir.

Bilim etigi, 6zellikle yerel halkin bilgisinden yararlanildiginda, arastirmacinin
yalnizca parasal ve entelektiiel ¢ikarlar elde etmesini kisitlar. Bununla birlikte,
belgeleme sirasinda bilim adamlarinin bilgi kaynagma veya yerel halka gereken 6nemi
vermedigi siklikla olur ve aragtirma toplulugunun kutsalligin1 korumak i¢in bu kontrol
edilmelidir. Nihayetinde, botanik kaynagin iyilestirici gli¢lerinin aslinda bitkinin dogal

tiriinleriyle degil, bitkide yasayan bir endofitle ilgisi olabilecegi 6grenilebilir.
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e Endemik olan, alisiimadik bir uzun émre sahip olan veya Gondwanaland gibi
belirli bir antik kara kiitlesini isgal etmis bitkilerin de aktif dogal iiriinlerle endofit

barindirma olasilig1 diger bitkilerden daha fazladir.

e Biiylik biyogesitlilige sahip alanlarda yetisen bitkiler, ayn1 zamanda biiyiik
biyolojik ¢esitlilige sahip endofitleri barindirma ihtimaline de sahiptir.

Hypericum perforatum (Sar1 kantaron) yara iyilesmesi benzer bir¢ok tibbi
faydas1 olan mithim bir bitkidir. Bu hedefle giderek yayginlasan bir bitki olan ¢esitli
ilag ve tibbi yardim iirlinlerinin tiretimi yapilmakta, bu bitki yetistirilmekte ve tup
bebek calismalar1 da yapilmaktadir. Mikrobiyomun bitki yetistiriciligindeki
ehemmiyeti her giin arttiryor, s6z konusu mikrobiyomun fungus bilesenlerinin bu
calisma ile belirlenmesi, bu bitkinin yetistiriciligine mithim katkilar saglama
potansiyeline maliktir. Bitkilerin iiretimi ve yetistirilmesinde tohum ekimi ve uygun
kosullarda c¢imlenmesi Onemli asamalardir. Ancak tohumlarin c¢imlenmesi ve
gelismesi teknik hatalardan, ekolojik kosullardan ve onlar1 olumsuz etkileyen
tohumlarm yapisindan kaynaklanmayabilir. Tohumlarin ¢imlenmesi, gelisimi ve
dinlenmesi arasindaki baglantilar1 arastirmak ve agiklamak maksadiyla ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Tohumlarin o6zellikleri bitkinin cinsine ve ¢esidine binaen
degismekte olup, ¢evre kosullar1 dikkate alinarak tohumlarin ¢imlenmesi i¢in uygun
kosullar altinda uygulamalar yapilmaktadir. Bu sebeple uygun metotlar tohum
¢imlenmesini dogrudan ve dolayli olarak olumlu yonde etkileyebilir (Mittermeier,
1999).

2.3.1. Endofitlerin Izolasyonu

Endofit izolasyonu, bitki dokularinda yasayan mikroorganizmalarin
incelenmesine ve toplanmasmna odaklanan biiyiileyici bir arastrma alanidir.
Endofitler, konukgu bitki ile simbiyotik bir iliski kurmus bakteri, fungus ve viriis gibi

organizmalardir (Mittermeier, 1999).

Bitki dokusunda zarar vermeden bulunurlar ve hatta hastaliktan korunma,
gelismis bliylime ve gevresel streslere karsi direng agisindan faydalar saglayabilirler.
Endofitlerin izolasyonu tipik olarak uygun konukgu bitkilerin se¢cimini, ardindan i
mikroorganizmalari1 ¢ikarmak i¢in bitki dokularinin toplanmasini ve kiiltiiriinii igerir.
Caliymanin amacina gore bitkinin kok, govde, yaprak veya cicek gibi farkli

kisimlarindan numuneler alinabilir (Mittermeier, 1999).

14



Endofitler izole edildikten sonra, cesitliliklerini, islevlerini ve uygulama
potansiyellerini belirlemek ve incelemek icin karakterizasyon teknikleri kullanilir.
PCR ve DNA dizileme gibi molekiiler yontemler genellikle genetik yapilarint analiz
etmek ve filogenetik iliskilerini belirlemek i¢in kullanilir. Endofitlerin metabolit,
enzim veya biyoaktif madde liretme kapasitelerini degerlendirmek i¢in fonksiyonel
testler de yapilabilir. Endofitlerin izolasyonu, tarim, tip ve endiistri gibi ¢esitli
alanlardaki potansiyelleri nedeniyle artan bir ilgi gdrmektedir. Ekinleri patojenlerden
korumak i¢in biyokontrol ajanlar1 olarak, yeni ila¢ kaynaklar1 olarak veya endiistriyel
oneme sahip bilesiklerin {ireticileri olarak kullanilabilirler. Dahasi, endofitlerin
incelenmesi, bitkiler ve mikroorganizmalar arasindaki simbiyoz mekanizmalarini ve
bunun bitki ekosistemlerinin saglig1 ve tretkenligi iizerindeki etkisini daha 1yi

anlamak i¢in biiyiileyici bakis agilar1 sunar. (Mittermeier, 1999).
2.4. Tibbi Bitkilerin Endofitik Funguslar

Tibbi bitkilerin endofitik funguslart umut verici ve biiyiileyici bir arastirma
alanmdir. Bu mikroorganizmalar, tibbi bitkilerin dokularinda onlara herhangi bir zarar
vermeden yasarlar ve farmasotik 6neme sahip biyoaktif bilesikler iiretme potansiyeline
sahiptirler. Endofitik funguslarm kesfinin birgok avantaji vardir, ¢linkii sifali bitkiler
genellikle geleneksel ve modern tipta kullanilan aktif maddelerin degerli bir
kaynagidir. Endofitik funguslarin tibbi bitkilerden izolasyonu genellikle uygun
konukgu bitkilerin se¢imini ve ardindan doku i¢cindeki mikroorganizmalar1 belirlemek

icin bitki dokularmin toplanmasini ve kiiltiiriinii icerir. (Sekil 2.5).

Diger bitkiler 18%

Tibbi Bitkiler 35%

ozel habitatlarda
yasayan bitkiler 18%

Tahillar 29%

Sekil 2.5. Biyolojik aktivite yoniinden test edilen izolatlarin konukgilarina binaen dagilimi

Numuneler daha sonra endofitik funguslar1 spesifik olarak izole etmek igin

secici kultur tekniklerine tabi tutulur.
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Bu funguslar izole edildikten sonra tiirleri tanimlamak, genetik c¢esitliliklerini
incelemek ve biyoaktif potansiyellerini degerlendirmek i¢in molekiiler ve

biyokimyasal yontemler kullanilarak karakterize edilebilir. (Mittermeier, 1999).

Tibbi bitkilerin endofitik funguslari, genellikle ilging farmakolojik aktiviteler
sergileyen alkaloidler, terpenler, flavonoidler ve polifenoller gibi ¢esitli metabolitleri
iiretme yetenekleriyle taninir. Bu biyoaktif bilesikler, antioksidan, antimikrobiyal,
antikanser, antiinflamatuar ozelliklere ve hatta imminomodulator etkilere sahip
olabilir. Bu nedenle, endofitik funguslarin incelenmesi, daha giivenli ve daha etkili
ilaglarin gelistirilmesine yol agabilecek yeni potansiyel terapotik molekiilleri kesfetme

imkani sunar. (Mittermeier, 1999).

Sonug olarak, tibbi bitkilerde endofitik funguslarin kesfi, dnemli potansiyele
sahip heyecan verici bir aragtirma alanini temsil etmektedir. Bu funguslardan yeni
biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasi, hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bakis agilar1
sunarak ve geleneksel sifal1 bitkilere daha fazla deger katarak tip alanindaki yeniliklere

katkida bulunabilir. (Nasim et al., 2010)
2.4.1. Endofit Kaynagi Olarak Sar1 Kantaron Bitkisi

Hypericum perforatum L. (St. John's Wort, Hypericaceae), diinya ¢apinda 400
tUrd bulunan Hypericum cinsinin bir tiyesidir (Mabberley, 1987). Avrupa, Bat1 Asya,
Kuzey Afrika, Madeira ve Azorlar'a 6zgiidiir ve basta Kuzey Amerika ve Avustralya

olmak tizere diinyanin bir¢ok yerinde dogal olarak yetismektedir.

Bitki, yolluklar araciligiyla veya muazzam tohum iiretimi yoluyla hizla yayilir
ve meralari, bozuk alanlar, toprak yollari, yollarin ve otoyollari kenarlarini ve seyrek
ormanlari istila edebilir. Son yillarda, Sar1 Kantaron St. (John's Wort, Hypericaceae)
tirevli Urtinlerin tiiketimi 6nemli 6lglide artmustir ve bu anlamda diinyada en c¢ok
tiiketilen tibbi bitkilerden biridir (Wills et al., 2000). Bitki, cilt yaralari, egzama,
yaniklar, sindirim sistemi hastaliklar1 ve psikolojik rahatsizliklar dahil olmak Uzere

cok cesitli tibbi uygulamalara sahiptir (Butterweck, 2003).

Bu inceleme, H. perforatum'un ham ekstrelerinin ve bu ekstraktlardan izole
edilen antimikrobiyal bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi hakkindaki literatiirii
kapsamaktadir.  Antibakteriyel aktivite igin, yalnizca minimum inhibitdr
konsantrasyonlar1 (MIC) 1 mg mL-1 (1000 g mL-1) veya daha az olan ekstraktlar1

aciklayan raporlar seg¢ilmistir. Literatir, 1 mg mL-1'in lizerinde MIC degerleri ile
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antibakteriyel aktivite gosteren ekstraktlari agiklayan makalelerle doludur.

Bu, klinik agidan ¢ok az alakalidir, ¢iinkii bir dizi nispeten inert maddenin bu

kadar yiksek bir konsantrasyonda antibakteriyel aktivite gostermesi muhtemeldir.

Daha 6nceki siniflandirmalarda, Hypericum L. ve diger ilgili cinsler, Clusiaceae
(Guttiferae) familyasina Hypericoideae alt familyas1 altinda dahil edilmistir (Engler,
1925; Thorne, 1976 [Hypericaceae adini kullanarak]; Cronquist, 1981). Bununla
birlikte, Hypericoideae'nin diger Clusiaceae ile monofiletik bir grup olusturmadigma
dair artan kanitlar vardir (Gustafsson et al., 2002) ve bunlar artik Stevens (2006)
tarafindan yapilan siniflandirma sisteminde ayri1 bir familya, yani Hypericaceae

familyasi i¢cinde degerlendirilmektedir.

Bitki tlysuz ¢ok yillik, dik ve tabanda genellikle odunsudur. Yapraklar oval,
dogrusal, sapsiz, zittir ve yar1 saydam glandiiler noktalar icerir. Cicegin bes kisa,
neredeyse esit, biitiin, birbirine gegmis, temelde bitisik canak yapraklar1 ve bes 1srarla
solmakta olan sar1 yapraklar1 vardir. Yumurtalik {istiin, kapsikiiler ve {i¢ bi¢imlidir,
oysa stamenler tiglii demetler halinde diizenlenmis c¢oktur. Cigekler c¢oktur,
Haziran'dan Eyliil'e kadar ci¢cek acan dalli simler halinde diizenlenmistir (Hobbs,

1998).

Tablo 2.3. Hypericum perforatum bitkisinin sistematigi (Altinterim and Aksu, 2015).

Bitkinin sistematigi

Divisio: Spermatophyta

Subdivisio: Angiospermae

Clasis: Dicotyledoneae

Subclasis : Magnolipsida

Ordo: Theales

Familya : Cluciaceae (Hypericaceae, Guttiferae)
Genus: Hypericum

Species: Hypericum perforatum L.

2.4.1.1. Sann Kantaron Bitkisinin Endofitik Funguslarn ile Yapilan

Cahsmalar

PGPF, yeni biyoaktif nattirel Grtnlerin dnemli bir kaynagini temsil eder ve sifali
bitkilerle ilgili olanlar son zamanlarda O6zel ilgi konusu olmustur. Endofitik
mikroorganizmalar {izerinde ¢ok fazla arastirma yapilmis olmasina ragmen, tibbi bir
bitki olarak Sar1 Kantaron” un endofitik funguslar1 iizerine yapilan ¢alismalarin yeterli
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olmadigna dikkat edilmelidir.

Ancak bugiine kadar bu bitkiye ait cok az sayida endofitik mikroorganizma
belgelenmisti. Daha fazla biyoaktif metabolit iireten endofitleri bulmak maksadiyla
Sar1 Kantaron 'un endofitik funguslarmin antimikrobiyal ve izolasyonu ile ilgili

aragtirmalar yapilmalidir.

Khosa ve Bhatia (1982) taraflarindan belirtildigi gibi, Sar1 Kantaron bitkilerinin
cesitli organlarindan endofitik funguslar izole edilmistir. Bununla birlikte, Sar1
Kantaron 'dan izole edilmis endofitik fungus Thielavia subthermophila daki emodin
ve hiperisin’in olast mikrobiyal mekanizmasi, 28S rDNA ve ITS-5.8S rDNA'nin

analizleri ile tespit edilmistir.

Zarroug ve arkadaslar1 (2015), farkl arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalarda
Sar1  Kantaron'daki naphtodiantron, hiperisinin, antidepresan ve antikanser
bilesenlerinin yiizyillardir kullanilan Hypericum (Clusiaceae) tiiriiniin  asil
bilesenlerinden biri oldugunu bir inceleme makalesinde degerlendirmislerdir. Bu
komponenti monoamin oksidaz (MAO) inhibitor aktivitesine ve reseptorlere karsi

antidepresan tesirine katkida bulundugunu ifade etmislerdir.

Dey ve arkadaslari. (2019) ise, Sar1 kantaron dan izole edilmis PGPF
izolatlarmin, fosfat ¢6zme 6zelligi, IAA {iretimi, amonyak {iretimi, HCN {iretimi vb.
gibi bitki biliylimesini tesvik edici 6zelliklerini incelenmislerdir. Daha sonra, s6z

konusu izolatlar 18s r-RNA dizilimi ile se¢ilmis ve tanimlanmislardir.

Filogenetik agacmn hazirlanmasinin ardindan, Sar1 Kantaron un PGPF fungus
susunun Aspergillus terreus (MCC 1819) oldugu dogrulanmustir. Ayrica, bu PGPF'nin
uygulanmasmm Aloe barbadensis'in buyime ve gelismesini de arttirdigi da

gosterilmistir.
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Tablo 2.4. T1bbi bitkilerde belgelenmis fungus tiirlerinden sentezlenen zehirli maddeler (Wielguszi
and Irzykowska, 2017).

Endofitik turleri

Mikotoksinler

Konukg¢u tibbi bitkiler

Alternaria

Aspergillus

Fusarium

Penicillium

Alternariol Monomethyl
Tenuazonic acid Aflatoxin
Altenuene

Altertoxins I, 11, Il
Ochratoxin

Fumagilin

Gliotoin

A Asp-hemolysin
Helvalic acid
Fumitrenorgin
Zearalenone
Trichotecenes
Fumonisins

Moniliformin Aflatoxin

Patulin
Citrinin

Penicilic acid

Salvia officinalis L.
Mentha pipperita L.
Hypericum perforatum L.
Ginkgo biloba L.
Matricaria chamomilla L.
Melissa officinalis L.

Mentha piperita L.

Hypericum perforatum L
Ocimum basilicum L.
Melissa officinalis L.
Matricaria chamomilla L.
Mentha piperita L.
Cannabis sativa L.
Angelica archangelica L.
Ginkgo biloba L.

Valeriana officinalis L

Salvia officinalis L

Hypericum perforatum L

2.5. PGPF ’lerin Bitki Gelisimindeki Dogrudan Etki Mekanizmalari

PGPF'lerin (Bitki Bliyime Destekleyicileri) dogrudan etki mekanizmalari, bitki

gelisiminde ¢ok onemli bir rol oynar. PGPF'ler, toprakta bitki kokleri ile simbiyoz

olusturan faydali mikroorganizmalardir. Anahtar mekanizmalardan biri, baklagillerin

koklerinde nodiiller olusturan rhizobia gibi birlestirici bakteriler tarafindan atmosferik

azotun tesbit edilmesidir (Nehra and Sahara, 2011).

Bu, bitkilerin biiylime ve protein olusumu i¢in gerekli bir element olan azotun

0zlimlemelerini saglar. Ek olarak, PGPF'ler, kok gelisimini, doku biiyiimesini ve organ
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olusumunu diizenleyen oksinler ve sitokininler gibi bitki biiyiime hormonlar1 iiretir.
Bu hormonlar hiicre bolinmesini, kdklerin ve gévdelerin uzamasmi ve ozellesmis
hiicrelerin farklilagmasini destekler. PGPF'ler ayrica organik bilesikleri pargalayan ve
bitki i¢in gerekli elementleri serbest birakan enzimler salgilayarak fosfor ve demir
dahil olmak fiizere besin alimmi uyarir. Ayrica, toprak patojenlerinin blyumesini
engelleyen antimikrobiyal bilesikler {ireterek bitkilerin bagigiklik sistemini
glg¢lendirirler. Bu dogrudan etki mekanizmalari araciligiyla, PGPF'ler bitki
biiylimesini, hastalik direncini ve stres toleransini iyilestirerek saglikli ve iiretken bitki

gelisimine katkida bulunur. (Kandavel and Sekar, 2010)
2.5.1. Indol-3-asetik asit (I1AA)

Oksinler veya giberellinler gibi fitohormonlarin iiretimi. indol-3-asetik asit
(IAA) en yaygin bitki oksinidir ve bitki biiyiime ve gelisiminin cesitli yonlerini
diizenler. Ayrica bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar, bitkilere benzer

IAA Uretme yeteneklerine sahiptir.

IAA, oksin smifinin en yaygin bitki hormonudur ve bitki biiylimesi ve
gelisiminin ¢esitli yonlerini diizenledigi i¢in, stirdiiriilebilir tarim i¢in bitki biiyiimesini
ve korumayi tesvik etmek igin IAA iireten funguslar1 gelistirme potansiyelinden
yararlanmak icin kiiresel olarak aragtirmalar devam etmektedir. Filogenetik kanitlar,
IAA biyosentezinin bakteri, mikroalg, fungus ve bitkilerde bagimsiz olarak gelistigini

gostermektedir.

IAA ¢ok calisilanlardan biri olup ¢ok yaygm bir oksindir, IAA ¢ogu bilimsel
yayinda birbirinin yerine islitletilir (Nehra and Sahara, 2011). IAA, PGPF 'nin bircok

Uyesi tarafindan olusturulan degerli bir fitohormondur.

Indol-3-asetik asit, bitki hiicrelerinin bdliinmesinden, farklilasmasindan ve
biiyiimesinden farklilasmasindan, ayrica yumru koklerin gelismesinden ve tohumlarin

uyarilmasindan sorumludur.

Artan kok gelisimi ve ksilem orani, vejetatif gelisim siirecinin kontrolii, yanal
ve ardisik kok olusumunun baslatilmasi; 15181, yercekiminin ve ¢igeklenme tepkisinin
aracilik etmesi, ¢esitli metabolitlerin biyosentezi, pigment olusumu, fotosentez ve stres
kosullarma diren¢ benzer etkileri vardir (Viveros-Martinez et al., 2011; Goswami et
al., 2016; Gupta, 2015).

20



Funguslar triptofandan triptofana bagimli yollarla indol-3-asetik asit sentezler.
Kok salgilarinda yaygin olarak bulunan bir amino asit olan triptofan, funguslarda IAA
biyosentezinin ana Oncii molekiilii olarak tanimlanmistir. IAA 'nin PGPF ile
biyosentezi, indol ve -3-asetik aldehit indol-3-piruvik asit sayisiyla gergeklesir. En
faydali funguslar, IAA'y1 indol-3-pirlivik asit yolu yoluyla sentezler (Patten and Glick,
1996; Kaymak, 2010).

2.5.2. ACC deaminaz ve Etilen aktivitesi

ACC deaminaz enziminin aktivitesi ve etilenin diizenlenmesi, bitki gelisiminde
iki temel siirectir. ACC deaminaz, bitki koklerini kolonize eden rizobakteriler gibi baz1
faydali mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bir enzimdir. Bu enzim, bir etilen
oncusi olan ACC'yi (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) amonyak ve a-ketobutirata
ayirir. Etilen ise birgok biiylime ve gelisme siirecinin diizenlenmesinde rol oynayan bir
bitki blyime dizenleyicisidir. Etilen 6zellikle meyve olgunlagsmasini, yaprak

yaslanmasini ve stres tepkisini destekler.

Bununla birlikte, fazla etilen bitkiler Gzerinde cicek kiirtaji, yapraklarin
sararmas1 ve erken meyve dokiimii gibi olumsuz etkilere neden olabilir. Bitkilerdeki
ACC deaminaz aktivitesi, ACC bozunmasini tesvik ederek etilen iiretimini azaltir. Bu,
etilenin olumsuz etkilerini hafifletmeye ve saglikli biiyiimeyi desteklemeye yardimci
olur. ACC deaminaz, etilen seviyelerini diislirerek, bitki organlarnin erken
yaslanmasini 6nlemeye, ¢evresel strese karsi direnci artirmaya ve meyve raf dmriint

uzatmaya yardimci olur.

Ek olarak, ACC deaminaz, fungus patojenleri tarafindan iiretilen etilenin
olumsuz etkilerini azaltmak igin bir biyokontrol stratejisi olarak kullanilabilecegi igin

tarimda 6zel bir 6neme sahiptir.

Enfekte dokularda etilen {iiretimini azaltarak hastaliklarin yayilmasini
smirlayabilir ve bitki direncini destekleyebiliriz. Ozet olarak, ACC deaminaz aktivitesi
ve etilen dlizenlemesi, bitki biiylimesini, olgunlagmasini ve strese tepkisini etkileyerek
bitki gelisiminde ¢ok dnemli bir rol oynar. Bu mekanizmalar1 anlamak ve kullanmak,

tarimsal iiretimi, mahsul kalitesini ve bitki tirlinlerinin raf dmriinii iyilestirir.
2.5.3. Fosfat Coziiniirlagi

Fosfatlarin ¢oziiniirliigii, bitkiler tarafindan fosforun mevcudiyeti ve aliminda

cok onemli bir rol oynar. Fosfor, bitki biiylimesi ve gelismesi i¢cin gerekli bir
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elementtir. Bununla birlikte, toprakta bulunan fosfatlarm ¢ogu, kalsiyum ve demir
fosfatlar gibi az ¢Ozilinlir formdadir. Fosforun kokler tarafindan aliabilmesi igin,
genellikle fosfat iyonlar1 (H2POs ve HPOs*) seklinde ¢oziiniir bir forma
donitistiiriilmesi gerekir. Bakteriler ve mikorizal funguslar gibi yararli toprak
mikroorganizmalari, ¢éziinmeyen fosfatlar1 pargalayan ve ¢oziliniirliklerini artiran

enzimler salgilayabilir.

Fosfatlarin bu sekilde ¢oziinmesi, bitkiler tarafindan kullanilabilirligini arttirir,

boylece bitki biiylimesi i¢in fosforun daha 1yi emilmesine ve kullanilmasina izin verir

(Sahra and Nehra, 2011; Gupta et al., 2015).

Toprak mikroorganizmalarinin %20 ila 40'min fosfat1 ¢dzebilecegi ve bunlarin
onemli bir kismimnin rizosferin topragindan izole edilen funguslar oldugu tahmin
edilmektedir (Goswami et al., 2016). Fusarium gibi bazi organizmalar fosfati bitkiler
igin ¢ozlnur hale getirir (Solano, 2014).

Toprakta bulunan PGPF' ler, kullanilamaz fosfor formunu bitkinin alabilecegi
bir forma doniistiirmek i¢in farkl stratejiler kullanir. PGPF fosfat, protonlar, hidroksil
iyonlari, organik asit anyonlari, CO2 gibi kompleks veya mineral ¢ozlcl bilesikler
salgilar. Hiicre dis1 enzimlerin salinmasiyla (fosfatin biyokimyasal mineralizasyonu)
ve substratin bozunmasi sirasinda fosfatin salinmasiyla (fosfatin biyolojik

mineralizasyonu) ¢ozilur (Gupta et al., 2015).
2.5.4. Siderofor iiretimi

Sideroforlar yoluyla demir elde ederek, funguslar bitki blyltmesini
destekleyebilir, besin alimini artirabilir ve demir eksikligi semptomlarini hafifletebilir.
Ayrica bu funguslar, biliylimeleri ve cogalmalar1 icin ¢ok Onemli olan demire

erisimlerini smirlayarak bitki patojenlerinin baskilanmasina da katkida bulunabilir.

Sideroforlar, mikroorganizmalarin ¢ogu, Ozellikle bakteri ve funguslar
tarafindan tretilen diisiik molekiiler agirlikli organik bilesiklerdir. Sideroforlarin
birincil rolii, demiri enerjiye baglh bir siiregle hiicre zar1 boyunca selatlamak ve

tasimaketir.

Demirin ferrik formu Fes:, 7.35-7.40 fizyolojik pH‘da ¢dziinmez. Bu tiir ortam
kosullarinda mikroorganizmalar, Fes+ iyonuna yuksek affinite gosteren ve siderofor —

Fes+ iyon kompleksleri olugturan sideroforlar tiretirler.
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Bu kompleksler, hiicre zarindan sistole tasinir, burada Fes+ iyonu ferroz iyona,
Fez+ iyonu hemen alim i¢in indirgenir (Sekil 2.26). Demir taginmasinin yani sira,
sideroforlar mikrobiyal ekolojide, tarimda, agir metal kirliliginin detoksifikasyonunda,

fitopatogenezde ve daha pek ¢ok alanda uygulanmaktadir.

diger iyonlar

Siderofor-demir kompleksi Qj b

/

ne diger iyonlar

redliktaz

P
Demir(Fe3+)
O
T S
O
®® mantar hiicresi
Demirli(Fe2+)

Sekil 2.6. Sideroforlar yoluyla demir taginmasinin sematik gosterimi.

Fungal sideroforlar, Fes+ iyon koordinasyonu i¢in oksijen ligandi olusumuna
dayali olarak dort ana kategoriye (hidroksamatlar, katekolatlar veya fenolatlar),

karboksilatlar ve karigik) ayrilir.

Bazi fungus tiirleri, dort genel tiiriin disinda hidroksamat sideroforlar1 salgilar.
Cesitli siderofor tiirlerinin tretimi, funguslarmm morfolojisine baglidir. Hidroksil
ferrikrosin, konidial sporlar icinde sentezlenir ve ferrikrosin siderofor, filamentli hif
biliylimesi sirasinda salmir. Bu sideroforlar, funguslarm uygun kisimlarinda demirin
depolanmasi ve dagitilmasindan sorumludur. Katekolat sideroforlar enterobaktini

icerir. Karboksilat sideroforlar arasinda rizoferrin bulunur (Sekil 2.7)

Mantar sideroforlari

hidroksamatlar Katekolatlar karboksilatlar Karisik
enterobaktin rizoferrin

ferrikromlar koprojenler fusarininler Rhodotorulik asit

Sekil 2.7. Fungal sideroforlarin smiflandirilmasi.
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2.6. PGPF ’lerin Bitki Buyumesindeki Dolayh Etki Mekanizmalari
2.6.1. Uyarilmus sistemik dayanikhhk

Indiiklenmis sistemik diren¢ (SRI) adi verilen mekanizma sayesinde, bitki
bliylimesini destekleyen bazi funguslar, bitkideki patojenlerin neden oldugu

hastaliklar1 azaltabilir (Van Loon et al., 1998).

SRI, farkli patojen tiirlerine karsi etkilidir. Baz1 funguslarin bitki kokleri ile
iliskisi nedeniyle baz1 funguslar, virtslere ve patojenik bakterilere karsi mukavemet

olusur. (Compant et al.,2005)

Fitohormonlar PGPF (bitki buyime destekleyicileri), 6zellikle sistemik direnci
indiikleyerek bitki biiylimesi ve gelismesi tizerinde dolayli etkiler gosterir. PGPF'ler
tarafindan etkinlestirilen bu savunma mekanizmasi, bitkilerin patojenler ve zararl

organizmalarin saldirilarina kars1 direnglerini gelistirmelerini saglar. (Goswami et al.,

2016)

Bir bitki PGPF'lere maruz kaldiginda, bu maddeler bir dizi bagisiklik tepkisini
tetiklemek icin bir sinyal ajan1 gérevi goriir. PGPF'ler, antimikrobiyal enzimler, lipid
baglayic1 proteinler, fitoaleksinler ve savunma hormonlar1 gibi ¢esitli savunma
molekdllerinin Uretimini aktive eder. (Goswami et al., 2016). Bu bilesikler bitkinin
savunma bariyerlerini giiglendirerek patojenlerin kolonilesmesini ve hastaligin
yayilmasii zorlastirir. PGPF'lerin neden oldugu sistemik direng, fitohormon
uygulama alaniyla smirli degildir, bitki boyunca yayilir. PGPF'ler, genel bitki
korumasi saglayan savunma hormonlarinimn iiretimini ve dolasimini uyarir. Ek olarak,
PGPF'ler, antioksidan enzimlerin sentezini ve abiyotik streslere karsi direng igin

yararl olan ikincil metabolitlerin iiretimini tesvik eder. (Compant, 2005).

PGPF'lerin dolayli etkileri igin bir bagka anahtar mekanizma, bitkilerin hormonal
dengesini module etme yetenekleridir. PGPF'ler, oksin, sitokinin, etilen ve absisik asit

gibi bitki hormonu sinyal yollar1 ile etkilesime girer.

Bu etkilesimler bitki biiylimesini, hiicre farklilagmasmi ve gelisimini etkiler.
(Goswami et al., 2016). Ornegin, PGPF'ler hiicre boliinmesini ve kok biiyiimesini

uyarabilir, boylece besin alimini tegvik edebilir. (Compant et al., 2005).

Ayrica cigeklenmeyi, yaslanmay1 ve meyve olusumunu diizenleyerek mahsul

verimini etkileyebilirler. Sonu¢ olarak, PGPF'lerin indiiklenmis sistemik direng ve
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hormonal dengenin modiilasyonu gibi dolayli etki mekanizmalari, bitki biiyiimesi ve

gelismesinde kritik bir rol oynamaktadir.

Bu mekanizmalar, bitkilerin biyotik ve abiyotik streslerle basa ¢ikma
yeteneklerini artirarak sagliklarmi ve iiretkenliklerini gelistirir. Bu mekanizmalar1
anlamak, silirdiiriilebilir mahsul yOnetimi stratejileri gelistirmek ve tarimsal

performansi iyilestirmek i¢in ¢gok dnemlidir (Goswami et al., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Test Edilen Endofitik Funguslarin izole Edilmesi

Sar1 Kantaron (St. John's Wort) rizosferindeki fungus topluluklarinin, 6zellikle
de siderofor tiretebilenleri aragtirilmasi, bu funguslarm bitkinin genel sagligina ve tibbi

ozelliklerine olan potansiyel katkilarina 151k tutabilir.

Sar1 Kantaron rizosferinde sadace siderofor iireten funguslar1 degil fosfat
cozebilen, IAA Ureten, patojen bakterileri ve patojen funguslari gelisimine inhibe etme
yetenegine sahip funguslar1 ortaya ¢ikarmayr amagladik. Onceki calismada (Giilsina,
2020) Hypericum perforatum bitki koklerinden 28 endofitik fungus izolat1 elde
edilmistir. S6z konusu ¢alismada bu izolatlarm molekiiler olarak karakterizasyonlari

yapilmustir.

Bu c¢alismada ise, siderofor dretimi, ACC deaminaz aktivitesi, Fosfat
clizlintirligii ve IAA iiretimi test etmek ve diger bazi 6zelliklerini belirlemek icin 10

tane endofitik fungus kullanild.

3.1.1.1 Sar1 Kantaron’dan Izole Edilen Endofitik Funguslarin Molekiiler
Ozellikleri

Tablo 3.1 Hypericum perforatum'dan izole edilen endofitik funguslarin molekiiler 6zellikleri

Izolatlar  Endofitik funguslarn tiiri BLAST % benzerlik  GenBank No.
degerleri

F3 Fusarium tricinctum 100% MHB862424.1
F5 Fusarium lateritium 100% MH855179.1
F7 Fusarium lateritium 100% MH855103.1
F9 Fusarium verticillioides 100% MH864460.1
F10 Fusarium equiseti 100% MH864013.1
D15 Diaporthe phaseolorum 100% KC343174.1

F16 Fusarium acuminatum 100% MH865933.1
F20 Fusarium flocciferum 100% MHB864782.1
F21 Fusarium oxysporum 100% MH865147.1
F22 Fusarium oxysporum 100% MH855270.1
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3.2. YOntem
3.2.1. Sar1 Kantaron Bitkisinden izole Edilen Funguslarin Aktiflestirmesi

Izole edilen endofitik funguslar1 aktive etmek igin petri kaplar1 icindeki PDA
besiyeri kullanildi ve 5 giin inkiibasyona birakildi ve bazi kiiltiirlerin kiiltiirel ve

mikroskobik 6zellikleri belirlendi.

Fusariumsp. F 3

PDA ortaminda kiiltiirlen, F-3 izolati. Umumi olarak kiltiir kolonilerinin rengi
kirmizi, ortamda mor pigmentler olusturan izolat ve miselyum beyazdan pembeye
degisen yogundu (Sekil 3.1). Sklerozyumlar genellikle ortama, Petri kabinin yiizeyine,
gruplanmis bir halka seklinde gomiilii veya farkl sekillerde dagilmis olarak gozlendi.
Sklerozyumun gap1 ortalama 0,2 ila 0,3 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.2. Mikroskop altinda Fusarium F 3 izolat1 (x 100).

Fusarium lateritium F 5

Genellikle koloninin rengi toruncudir ve hava hifleri oldukca iridir.Miselyum,

PDA ortaminin altinda ve yiizeyinde kesif bir sekilde toplanmus .
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Renginin toruncu ile beyaz arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 3.3).

Sklerozyumun gap1 ortalama 0,2 ila 0,3 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.3. PDA besiyerindeki Fusarium F 5 izolatinin koloni morfolojisi

Sekil 3.4. Mikroskop altinda Fusarium F 5 izolat1 (x 100)

Fusarium lateritium F 7

F 7 izolatinda kolonilerin reni agik ve beyaz - yesildir, havai hifleri az dereceli,
miselyumlar PDA besiyeri yiizeyinde ve altinda toplanmis halka benzer bir sekli
saptama edilmistir. Miselyum rengi koyu beyazdan agik yesile olarak tespit edilmistir

(Sekil 3.5). Sklerosyum gap1 ortalama 0,2- 0,4 mm tespit edilmistir.

Sekil 3.5. PDA besiyerindeki Fusarium F 7 izolatinin koloni morfolojisi
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Sekil 3.6. Mikroskop altinda Fusarium F 7 izolat1 (x 100).

Fusarium verticillioides F 9

F9 izolatinda koloniler pembe ve beyaz renkliydi, hava hifleri ilimliyds,
miselyum PDA ortamu altinda ve ylizeyinde bir halka seklinde toplandi. Miselyumun
rengi koyu beyazdan ac¢ik pembeye belirlendi (Sekil 3.7). Sklerozyumun ¢ap1 ortalama
0,2 ila 0,43 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.8. Mikroskop altinda Fusarium F 9 izolat1 (x 100)
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Fusarium equiseti F 10

F-10 grubu izolatlarda bulunan izolatlarin kolonilerinin genel rengi beyaz,
pembe, agik ve pamuksu olarak belirlenmistir. Hava hifleri boldu (Sekil 3.9).

Sklerozyumun ¢api ortalama 0,1 ila 0,3 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.10. Mikroskop altinda Fusarium sp. F-5 izolati (x 100)

Diaporthe phaseolorum D 15

D-15 grubu izolatlarda bulunan izolatlarin kolonilerinin umumi renginin agik
leylak pembesi oldugu belirlenmistir. Sklerozi, ortamin alt yiizeyine siklikla ve
daginik bir sekilde gomiiliir. Sklerozyumun ¢ap1 ortalama 0,1 ila 0,3 mm olarak tespit

edilmistir. Izolatlarin hava hifleri zayift oldugunu tespit edilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11 PDA besiyerindeki Diaporthe phaseolorum D15i zolatinin koloni morfolojisi.
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Sekil 3.12. Mikroskop altinda D 15 izolat1 (x 100)

Fusarium acumiatum F 16

F-16 izolatlar1 vasat derecede giiglii hava hiflerine sahiptir. Hifler agik
kahverengiden beyaza kadardir ve ortada esmerkezli halkalar halinde diizenlenmistir.
Kiiltiir kolonisinin genel rengi beyazdan koyu pembeye degisir (Sekil 3.13).
Sklerozyumun gapi1 ortalama 0,1 ila 0,4 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.13. PDA besiyerindeki Fusarium F 16 izolatinimn koloni morfolojisi.

-

Sekil 3.14. Mikroskop altinda Fusarium sp. F-16 izolat1 (x 100).

Fusarium acumiatum F 20

F-20 grubu izolatlarda bulunan izolatin kolonileri acik bejten beyaza degisir.

Hava hifleri yogun pamukludur. Sklerotia ¢ok yogun bir sekilde toplandi, beyaz
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renkteydi ve ortamin yiizeyinin merkezinde yogun bir sekilde organize edildi (Sekil

3.15). Sklerozyumun g¢ap1 ortalama 0,2 ila 0,4 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.16. Mikroskop altinda Fusarium F 20 izolat1 (x 100).

Fusarium oxysporum F 21

F21 grubu izolatlarda bulunan izolatin kolonisini genel olarak rengi bej olarak
gosterir. Hava hiflerinin gelisimi daha az gii¢liidiir ve ortamin yilizeyinde hafif yogun
bir pamuklu goriiniim olusturur (Sekil 3.17). Sklerozyumun ¢ap1 ortalama 0,1 ila 0,4

mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.17. PDA besiyerindeki Fusarium F 21 izolatinin koloni morfolojisi
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Sekil 3.18. Mikroskop altinda Fusarium F 21 izolat1 (x 100).

Fusarium oxysporum F-22

F22 grubu izolatlarda bulunan izolatin kolonisinin rengi pembe olarak gosterir.
Hava hiflerinin gelisimi ¢ok giicliidiir ve ortamin yiizeyinde yogun bir pamuklu
goriiniim olusturur (Sekil 3.19). Sklerozyumun ¢ap1 ortalama 0,2 ila 0,6 mm olarak

tespit edilmistir.

Sekil 3.20. Mikroskop altinda Fusarium F 22 izolat1 (x 100).

3.2.2. Fosfat1 Coziiniir Hale Getirme

Pikovskaya (PVK) agar kiltir besiyeri, selulozu pargalayabilen
mikroorganizmalarin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Agar,

kalsiyum fosfat, amonyum siilfat ve kompleks bir karbon kaynagindan olusan bu
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besiyeri, selulolitik funguslarin  biiyiimesine elverigli bir ortam saglar.
Mikroorganizmalar seltilozu hidrolize ettiklerinde, ortamdaki kalsiyum ile reaksiyona
giren fosforik asit salarlar ve boylece seliilolitik kolonilerin etrafinda seffaf bir bolge
olustururlar. PVK agar, seliilozun parcalanmasinda yer alan mikroorganizmalarin

incelenmesinde 6nemli bir aragtir.

Fosfat1 ¢ozme yeteneklerini belirlemek igin funguslar %0,5 trikalsiyum fosfat
iceren bir (PVK) agar ortamina ekildi. Yedi giin 25°C dercede inkiibasyondan sonra

Petri kaplarinda funguslarm biiylimesi degerlendirildi.

Fungus kolonileri ¢evresinde seffaf bir bolgenin varligi, bir fosfat ¢ozliniirlik
aktivitesini gosterdi (Firnkranz et al., 2009; Faria et al., 2012; Jarak et al., 2012;
Rathaur et al., 2012).

Sekil 3.21. PVK besiyerinde ekilen fungus érnekleri.

3.2.3. ACC deaminaz aktivitesi

Brown ve Dilworth (BD) kiiltiir ortam1 fungusun yetistirilmesi igin kullanilan
minimal bir ortamdir. Fosfatlar, stilfatlar ve amonyum tuzlar1 gibi temel mineral tuzlar1
iceren sulu bir ¢ozeltiden olusan bu besiyeri, funguslar i¢cin minimum besin ortami
saglar. BD kiiltiir ortamu, funguslarin ve bakterilerin ACC deaminaz aktivitesini test

etmek i¢in degerli bir aragtir (FUrnkranz et al., 2009).

Bu aktiviteyi test etmek i¢in minimal kiiltiir ortam1 BD kullanildi, soliisyon
hazirlandiktan sonra 121°C'de 30 dakika 1 atm'de otoklavlandi. Cozelti sogutulduktan
sonra, sterilize etmek i¢in bir filtre kullanilarak bir vitamin ¢ozeltisi ilave edildi.
Fungus 6rnekleri ACC igeren ve ACC igermeyen 2 kiiltiir ortaminda kiiltiirii yapildi
ve ardindan 7 giin inkiibe edilerek degerlendirildi (Kuffner et al., 2008; Husen et al.,
2009; Gasser et al., 2011).
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3.2.4. 1AA uretimi

IAA indol asit Ureten funguslar1 belirlemek igin fungus 6rnekleri, 25 derecelik
bir sicaklikta 7 giin boyunca (0,2 %) 1 g/L L triptofan igeren PDB kiiltiir ortamini
iceren Erlenmeyer iginde karanlikta inkiibe edildi. 25 ml homojenize kultir tuplerine
aktarildi ve 15 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij edildi.

Elde edilen supernatanttan olusan standartlar ve 10-100 pg / ml arasinda saf IAA
(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg / ml) ve beyaz olarak 90 pl Salkowski reaktifi
orneklendi ve mikroplaklara aktarildi. Stpernatant 2 ml Salkowski ¢ozeltisi (50 ml
%35 HCIO4 iginde 1 ml 0,5 M FeCls) ile karistirildi ve karanlikta 30 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Olusan pembe pigmentin absorbanst b530 nm'de
spektrofotometrede élguildii. Orneklerin TAA konsantrasyonu saf IAA'nm standart
egrisi kullanilarak degerlendirildi (Tsavkelova et al., 2007; Silva et al., 2012).

Sekil 3.23. Santriftjlendikten sonra elde edilen fungus 6rneklerinin siipernatant .
3.2.5. Siderofor iiretimi

Chromium azurol sulfonate (CAS) agar, demiri selatlayabilen
mikroorganizmalarin saptanmasi ve incelenmesi i¢in kullanilan bir kiiltiir besiyeridir.
Bu besiyeri, demirle kompleks olusturan renkli bir bilesik olan CAS igerir.

Mikroorganizmalar, demir selatlayici molekiiller olan sideroforlar {irettiklerinde,
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CAS'tan demire baglanan bilesikleri serbest birakarak ortamin karakteristik renk
bozulmasima neden olurlar. Bu, demiri ¢dzebilen bakteri ve funguslar1 tanimlamay1 ve
izole etmeyi ve bunlar1 demir beslenmesi ve biyojeokimya baglaminda incelemeyi
miimkiin kilar. CAS agar, mikroorganizma-demir etkilesimleri {izerine yapilan

arastirmalarda degerli bir aractir (Garcia, 2012)

Bu testi gergeklestirmek igin fungus izolatlar1 bu kiiltiir ortaminda ekildi ve 25
derece sicaklikta 5 giin inkiibe edildi. Besiyerinin renginin sariya veya pembeye
donmesi izolatlarin siderofor iiretmesinin pozitif bir sonucu olarak degerlendirildi

(Garcia, 2012).

Sekil 3.24 CAS besiyerinde ekilen fungus ornekleri.

3.2.6. Sann Kantaron Tohumlarmin Cimlenmesi

Calismamiz funguslarin Sar1 Kantaron tohumlarmin ¢imlenmesi ve biiylimesi
tizerindeki etkisini arastirmay1 amagladigindan, spesifik bir deney protokolii izlendi.
Tohumlar, olas1 kirleticilerin yok edilmesini saglamak igin sterilizasyon

proseddrlerine tabi tutuldu.

Sodyum hipoklortir, 10 dakikalik bir sterilizasyon islemi i¢in kullanilds,
ardindan etanol ile 5 dakikalik bir islem yapildi. Bu sterilizasyon adimlari, mikrobiyal
kontaminasyonu en aza indirmek ve tohum ¢imlenmesi i¢in steril bir ortam saglamak

icin bitki doku kiltiiriinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sterilizasyon isleminden sonra tohumlar, bitki doku kiiltiirli i¢cin yaygin olarak
kullanilan bir besin ortami olan MS (Murashige and Skoog) ortamina aktarildi. MS
ortami, tohum ¢imlenmesi ve ardindan bitki biiyiimesi i¢in gerekli temel besinleri ve

biiyiime diizenleyicilerini saglar.
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Sekil 3.25 tohumlarin canlilik testi.

Funguslarin tohum ¢imlenmesi ve blyumesi tzerindeki etkisini incelemek igin
daha 6nce Sar1 Kantaron tohumlarindan izole edilmis funguslar kullanildi. Bu fungus
izolatlar1 ve tohumlar arasinda dogrudan etkilesime izin veren MS ortamma ilave
edildi. Bu yaklasimin amaci, funguslarin tohum ¢imlenmesi ve ardindan 20 giinliik bir

stire boyunca bitki gelisimi lizerindeki etkisini degerlendirmekti.

Deney donemi boyunca tohumlarin biiylimesi izlendi ve ¢imlenme oranlari, fide
canliligi ve gozlemlenen morfolojik degisiklikler dahil olmak iizere c¢esitli
parametreler kaydedildi. Bu parametreleri kontrol grubu (fungus tedavisi olmayan
tohumlar) ile deney gruplar1 (izole funguslarla tedavi edilen tohumlar) arasinda
karsilagtirarak, funguslarin tohum ¢imlenmesi ve biiyiimesi {izerindeki etkisinin

degerlendirilmesi amaclandu.

Calismanin siiresi, tohum ¢imlenmesi ve erken bitki gelisim asamalar1 igin
yeterli olacak sekilde 20 giin olarak belirlendi. Bu dénem tipik olarak biiyiimedeki
onemli degisiklikleri gozlemlemek ve tedavilerin bitki gelisimi tizerindeki etkilerini

belirlemek icin uygundur.

. ___gff V\/ |
=_oer™

Sekil 3.26. MS besiyerinde tohumlarin ¢imlendirilmesi ve fungus 6rnekleri
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3.2.7. Antimikrobiyal Aktivite
3.2.7.1. Maya Candida albicans izolatlarina Kars1 Antimikrobiyal Aktivite

Izolatlarm antimikrobiyal aktivitelerini test etmek i¢in, fungus izolatlar1 nutreint
agar igeren bir kiiltlir ortaminda ekildi ve ardindan maya Candida albicans izolatlar1
bir pipet kullanilarak asilandi. Bu sekilde hazirlanan petri kaplar1 25°C'de inkiibe

edildi ve 3 giin sonra sonuglar degerlendirildi.
3.2.7.2. Patojen Funguslara Kars1 Antimikrobiyal Aktivite

Nutrient agar igeren petri kaplarinda fungus izolatlar1 bir tarafta ve patojenik
funguslar Aspergillus fumigatus ve Rhizoctonia solani diger tarafta ekildi. Petri kaplar1

25 °C'de 5 giin inkUbe edildi ve sonra sonuglar degerlendirildi.

Sekil 2.28. Nutrient agar besiyerine ekimi yapilmis olan Rhizoctonia solani fungus érnekler.

3.2.7.3. Patojen Bakterilere Kars1 Antimikrobiyal Aktivite

Patojenik bakteriler Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae, nutrient
agar iceren petri kaplarinda asilandiktan sonra bu bakterilerin Uzerine fungus izolatlar
aktarilarak 36 °C’de inkiibe edildi ve 24 saat sonra degerlendirildi.
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3.3. Kullanilan Besiyeriler

Nutrient Agar:

Glukoz 19
Pepton 15¢
NaCl 69
Maya ekstrakti 39
Agar 159

800 ml distile suya belirtilen kimyasallar tartilarak eklendi. Cozeltinin pH'17,5'a
ayarlandi ve 200 ml distile su ilave edilerek 121 derecede 30 dakika 1 atm'de

otoklavlandi ve 50 dereceye kadar sogutulduktan sonra petri kaplarma dokiildii.

Salkowski Avract:

0,5MFeCl; 1 ml%
35 HCIO,; 50 ml

10 ml distile suya 1.35g FeCls ilave edilerek 0.5 M FeCl3 elde edildi. Hazirlanan
cozeltiden 1 ml alinarak 50 ml'ye tamamlanacak sekilde %35'lik HCIO4 hafif bir
sekilde ilave edildi. (Weber and Gordon, 1951).

Brown&Dilworth (BD):

Nikotine acid 10mg
Thiamine-HCI 10mg
Biotin 10mg

Ca-panthotenate 10mg
ddH,0 100ml

100 ml distile suya belirtilen kimyasallar eklenerek vitamin solisyonu
hazirlandi. Hazirlanan soliisyondan 1 ml alinip mikropipet kullanilarak 2 ml'lik tiiplere
konuldu. MikrotUpler -20 derecelik bir sicaklikta buzdolabinda saklandi.

KNO; 0,749
MgS0,.7H,0 0,25¢
CaCl, 0,02 ¢
NaCl 0,2
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KH,PO, 0,36 g

K,HPO, 149
FeCl, 6,6 mg
EDTA 0,15 mg
Agar 159
Vitamin solisyonu  1ml
ACC 0.30g

800 ml saf su i¢inde yukarida belirtilen kimyasal maddeler ilave edildi. pH 7.0’a
ayarlandiktan sonra ¢ozelti bir litreye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon 1 atm'de 30
dakika 121 derecede otoklavlandi. Soliisyon 50 dereceye kadar soguduktan sonra
hazirlanmis olan vitamin soliisyonu filtre kullanilarak sterilize edildi. Ayni sekilde

hazirlanan kiiltiir ortamima 0,3 g ACC ilave edilerek petri kaplarina dokiildii.

Pikovskaya Agar Besivyeri:

Glukoz 10g
Caz(POy). 50
(NH,)2SO,, 0.5g

NaCl 0.29
MgSO,4.7H,0. 0.1g
KCI 0.29

Maya ekstrakt 0.59
MnSO,.H,O  0.0001g
FeSO4.7H,O  0.0001g

800 ml saf'su i¢ine yukarida belirtilen kimyasallar tartirilarak eklendi. Cozeltinin
pH'1 7'ye ayarland1 ve ardindan 200 ml distile su eklendi. Hazirlanan kiiltiir ortam1 1
atm'de 30 dakika 121 derecede otoklavlandi ve 50 dereceye kadar sogutulduktan sonra

petri kaplarma dokiildii.

CAS (Chrome Azurol S) Agar Besiveri:

CAS 0.06g
FeCl;.6H,0 0.0027¢
HDTMA 0.073¢g
KH,PO, 15¢
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NaCl 259

NH,C 50g
Glukoz 209
NaOH 259
Casamino acid  3g
PIPES 32,24g

Mavi Bovya Solusyonu hazirlamasi:

Soliisyon 1: 50 ml ddH,O iginde 0,06 g CAS eklendi.
Soliisyon 2: 10 mM HCl i¢inde 0,0027 g FeCls.6H,O 10 ml eklendi.
Soliisyon 3: 40 ml ddH,O iginde 0,073 g HDTMA eklendi.

Soliisyon 2'den 9 ml alinarak soliisyon 1’e ilave edildi, ardindan da sollisyon 3
eklendi. Bu karisim 1 atm'de 15 dakika 121 derecede otoklavlandi.

Casamino Asit Solisyonun hazirlanmasi: 27 ml saf suya 3 g casamino asit ilave

edilip filtre kullanilarak sterilize edildi.

M.S (Murashige ve Skooq) besiyeri:

M.S 49
Agar 89
Safsu  1000ml

Kimyasal maddeler belirtilen miktarda, 1000 ml saf su iginde ¢ozuldi ve 121

C’de 30 dakika otoklavlandiktan sonra petrilere dokildt.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlarimin PGPF Ozelliklerinin Tesbiti
4.1.1. Fosfat1 Cozme

Izolatlarin fosfat1 ¢dzme yetenigini test etmek maksadiyla PVK agar (%0.5 tri
kalsiyum fosfatli) 10 fungusun fosfati ¢6zme yetenegini degerlendirildi (Tablo 4.1).

Funguslarm 6rneklerinin etrafinda seffaf zon olmasi fosfati ¢ozme yetenegine
sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 4.1°de goriildiigli sekilde Sar1 Kantaron
bitkisinden izole edilen F9 izolatinin PKV besiyerinde en yiiksek etkiye (++) sahip
oldugu diger baz1 izolatlarin ise daha az etkiye (+) sahip oldugu gorulurken, F20

izolatinin bu 6zelligi sahip olmadig: goriildii.

G

?I

Sekil 4.1. Pikovskaya besiyerinde fosfat ¢c6zme 6zelligi gosteren funguslar

Tablo 4.1. Test edilen funguslarin fosfati1 ¢ozme yetenekleri

Ornek Fungus ad1 Izole Edildigi Yer Fosfat1 Cozme
F3 Fusaruim tricinctum kok -
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium kok +
F9 Fusaruim verticillioides kok ++
F10 Fusaruim equiseti kok -

D15 Diaporthe phaseolotrum kok +
F16 Fusaruim acuminatum kok +
F20 Fusaruim flocciferum kok -

F21 Fusaruim oxysporum kok ++
F22 Fusaruim oxysporum kok ++

4.1.2. ACC Deaminaz Aktivitesi

Bu 6zellige sahip PGPF o6rneklerini belirlemek maksadiyla, fungus izolatlari,

ACC iceren ve ACC icermeyen olmak (izere iki besiyerine ekildi. Ornekler inkiibe
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edildikten sonra karsilastirildi (Sekil 4.2).

ACC ‘li besiyerinde 7 fungus (F5, F7, F9, F10, F16, F21 ve F22) 6rneginin ACC
etkinligine sahip oldugunu gosterildi. (Tablo 4.2).

Sekil 4.2. BD besiyerinde ACC deaminaz etkinligi

Tablo 4.2. ACC-deaminaz etkinliginin sonuglari

Ornek Fungus adi Izole Edildigi Yer ACC deaminaz
F3 Fusaruim tricinctum Kok =
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium Kok +
F9 Fusaruim verticillioides Kok +
F10 Fusaruim equiseti Kok +

D15 Diaporthe phaseolotrum Kok =
F16 Fusaruim acuminatum Kok +
F20 Fusaruim flocciferum Kok -
F21 Fusaruim oxysporum Kok +
F22 Fusaruim oxysporum Kok +

4.1.3. Indol-3-Asetik Asit (IAA) iiretimi

IAA tiretimini test etmek maksadiyla PDB besiyerinde iiretilen funguslar (Sekil
4.3) Salkowski ayraci ve elde edilen siipernatantlar mikroplate’e ilave edildi. 30 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Indol asit Gretiminin test etmek maksadiyla 10 izolat saf IAA

ile kore (blank) ve standartlara karsi okundu (Tablo 4.3).

Sekil 4.3. Karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplate gorintiisi
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Tablo 4.3. Olgiilen IAA konsantrasyon degeleri

Ornek Fungus adi izole Edildigi Yer 1AA 1 (ngmL )
F3 Fusaruim tricinctum Kok 29
F5 Fusaruim lateritium Kok 17,5
F7 Fusaruim lateritium Kok 26,5
F9 Fusaruim verticillioides Kok 25
F10 Fusaruim equiseti Kok 22
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok 18
F16 Fusaruim acuminatum Kok 24
F20 Fusaruim flocciferum Kok 17
F21 Fusaruim oxysporum Kok 17,5
F22 Fusaruim oxysporum Kok 26

4.1.4. Siderofor uiretimi

Siderofor tiretim potansiyeline sahip olan izolatlarmm belirlemek maksadiyla
Chrome Azurol S agar besiyeri kullanildi. Mavi renkli Chrome Azurol S agar
besiyerinde siderofor Uretme 6zelligine sahip funguslarin etrafinda sar1 veya pembe

renk olusumu goézlendi. TUm izolattlar F7 hari¢ siderofor iiretimi agisindan pozitif

olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Siderofor tireten fungus izolatlari .

Tablo 4.4 PGPF aday1 funguslar siderofor uretimi

Ornek Fungus ad1 izole Edildigi Yer Siderofor Uretimi
F3 Fusaruim tricinctum Kok +++
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium Kok -
F9 Fusaruim verticillioides Kok +
F10 Fusaruim equiseti Kok ++
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok ++
F16 Fusaruim acuminatum Kok ++
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Tablo 4.4 PGPF aday: funguslar siderofor tiretimi (devam)

Ornek Fungus ad1 izole Edildigi Yer Siderofor Uretimi
F20 Fusaruim flocciferum Kok +
F21 Fusaruim oxysporum Kok ++
F22 Fusaruim oxysporum Kok +

4.1.5. PGPF Funguslarinin Mayalarin Gelisimini Inhibisyonu

Mayalarin (Candida albicans) gelisimini inhibe etmek i¢in izolatlarin nutreint
agar igeren bir kiiltiir ortaminda kiiltiirii yapildi ve ardindan maya'lar (Candida
albicans) ilave edildi. Petri kaplar1 25°C'de inkiibe edildikten sonra sonuglar 3 giin
sonra degerlendirildi. 5 6rnegin (F3, F5, F7, F9 ve F10) mayalara kars1 antimikrobiayal

potansiyeli oldugu goruldi.

Sekil 4.5. Mayalarin geligsimini inhibe eden fungus izolatlari.

Tablo 4.5. Mayalarin gelisimini inhibe eden fungus izolatlar1

Ornek Fungus ad1 Izole Edildigi Yer Dayamklilik
potansiyeli
F3 Fusaruim tricinctum kok +
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium kok +
F9 Fusaruim verticillioides kok +
F10 Fusaruim equiseti kok +
D15 Diaporthe phaseolotrum kok -
F16 Fusaruim acuminatum kok -
F20 Fusaruim flocciferum kok -
F21 Fusaruim oxysporum kok -
F22 Fusaruim oxysporum kok -
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4.1.6. PGPF Funguslarinin Patojen Funguslarin Gelisimini Inhibisyonu

PDA icgeren petri kaplarinda izolatlar bir tarafa, patojenik funguslar diger tarafa
ekildi. Petri kaplar1 25C'de 5 giin inkiibe edildi ve sonra patojen fungusun gelismini

inhibe etme potansiyelleri yoniinden degerlendirildi.
4.1.6.1. Aspergillus fumigatus I Kars1

Endofitik funguslar ile patojenik fungus Aspergillus fumigatus 25 ° C'de 5
gunlik inklbasyon ettikten sonra izolatlarin degerlendirmesi yapildi ve sonug olarak
10 izolattan 8’ (F3, F5, F7, F10, D15, F16, F21 ve F22) bu agidan pozitif olarak
degerlendirildi.

Sekil 4.7 Aspergillus fumigatus 'un gelisimini inhibe eden fungus izolatlart.
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Tablo 4.6 Aspergillus fumigatus 'un gelisimini inhibe eden fungus izolatlari.

Ornek Fungus adi izole Edildigi Yer Dayamkhlik
potansiyeli
F3 Fusaruim tricinctum Kok +
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium Kok +
F9 Fusaruim verticillioides Kok -
F10 Fusaruim equiseti Kok -
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok +
F16 Fusaruim acuminatum Kok +
F20 Fusaruim flocciferum Kok -
F21 Fusaruim oxysporum Kok +
F22 Fusaruim oxysporum Kok +

4.1.6.2. Rhizoctonia solani karsi

Endofitik funguslar ile patojenik fungus Rhizoctonia solani 25 °C'de 5 gunlik
inkiibasyon ettikten sonra izolatlarin degerlendirmesi yapildi ve sonug olarak 10
izolattan 3° (F3, F5 ve F7) bu agidan pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.9 Rhizoctonia solani nin gelisimini inhibe eden fungus izolatlart.
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Tablo 4.7 Rhizoctonia solani nin gelisimini inhibe eden fungus izolatlar1.

Ornek Fungus adi izole Edildigi Yer Dayamkhlik
potansiyeli
F3 Fusaruim tricinctum Kok +
F5 Fusaruim lateritium Kok +
F7 Fusaruim lateritium Kok +
F9 Fusaruim verticillioides Kok -
F10 Fusaruim equiseti Kok -
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok -
F16 Fusaruim acuminatum Kok -
F20 Fusaruim flocciferum Kok -
F21 Fusaruim oxysporum Kok -
F22 Fusaruim oxysporum Kok -

4.1.7. PGPF Funguslarimin Patojen Bakterilerin Gelisimini inhibisyonu

Patojenik bakteriler, nutrient agar igeren Petri kaplarinda eklendi ve daha sonra
bu bakterilerin (Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae) tizerinde fungus

izolatlar1 ilave edildi. Petri kaplari inkiibe edildi ve 24 saat sonra degerlendirildi.
4.1.7.1. Staphylococcus aureus karsi

Izolatlar1, bu bakteriyel patojenlerin biiyiimesini saglayan bir sicaklikta 24 saat
inkiibe ettikten sonra, funguslarin bakteriyel patojenlere kars1 direncini
degerlendirmek miimkiin oldu., 10 izolattan 3 (F3, D15 ve F22) izolat patojenik

bakterilere kars1 inhibisyon etkisinin oldugu goriildii.

Sekil 4.10. Staphylococcus aureus un gelisimini inhibe eden fungus izolatlari
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Tablo 4.8. Staphylococcus aureus un gelisimini inhibe eden fungus izolatlar.

Ornek Fungus adi izole Edildigi Yer Dayamkhilik
potansiyeli
F3 Fusaruim tricinctum Kok +
F5 Fusaruim lateritium Kok -
F7 Fusaruim lateritium Kok -
F9 Fusaruim verticillioides Kok -
F10 Fusaruim equiseti Kok -
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok +
F16 Fusaruim acuminatum Kok -
F20 Fusaruim flocciferum Kok -
F21 Fusaruim oxysporum Kok -
F22 Fusaruim oxysporum Kok +

4.1.7.2. Klebsiella pneumoniae Karsi

Izolatlar1, bu bakteriyel patojenlerin biiyiimesini saglayan bir sicaklikta 24 saat
inkiibe ettikten sonra, funguslarin bakteriyel patojenlere karsi direncini
degerlendirmek miimkiin oldu., 10 izolattan 4 izolat (F3, D15, F7 ve F16) patojenik

bakterilere kars1 inhibisyon etkisinin oldugu goriildii.

Sekil 4.11. Klebsiella pneumoniae ningelisimini inhibe eden fungus izolatlari.
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Tablo 4.9. Klebsiella pneumoniae ningelisimini inhibe eden fungus izolatlari.

Ornek Fungus adi izole Edildigi Yer Dayamkhlik
potansiyeli
F3 Fusaruim tricinctum Kok +
F5 Fusaruim lateritium Kok -
F7 Fusaruim lateritium Kok +
F9 Fusaruim verticillioides Kok -
F10 Fusaruim equiseti Kok -
D15 Diaporthe phaseolotrum Kok +
F16 Fusaruim acuminatum Kok +
F20 Fusaruim flocciferum Kok -
F21 Fusaruim oxysporum Kok -
F22 Fusaruim oxysporum Kok -

4.1.8. San1 Kantaron Tohumlarini Biiyiime Tesviki

Bahsedilen bu potansiyelleri test etmek i¢cin Sar1 kantaron dan izole edilen
funguslari, iceren bir MS besiyeri ortamu ekiledik ve daha sonra bu ortama Sari
kantaron tohumlari sterileyip ilave ettik. Tohumlari blytmesini 15 gin boyunca
degerlendirdik. Kiiltiirlenmis izolatlar arasinda 3'liniin bu tohumlar ilk 3 giinden
itibaren biiylimesini destekledigi degerlendirildi, kontrol ortaminin ise olumsuz

sonuglar1 oldugu gosterildi (Tablo 4.10).

Sekil.4.12. Sar1 kantaron tegvik eden fungus izolatlari.
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Sekil.4.13. Cimlenme oranin sonuglart.

Tablo 4.10 Olgiilen Sar1 Kantaron tohumlarm boyu degerleri.

Gin/ F3 F5 F7 F9 F10 F15 F16 F20 F21 F22
izolat
(cm)

3. 0,166+ 0,46+ 0,33% 0 0,266+ 0,266 0 0 0 0,266

0,003 0,003 0,003 0,003 +0,00 +0,00

3 3

5. 0,43+0 1,26+ 0,46+ 0,166+ 0,66+0 0,43+ 0 0 0,166 0,66+

,003 0,003 0,003 0,003 ,003 0,003 +0,00 0,003

3
7. 0,86+0 1,73+ 0,66+ 0,266+ 0,96+0 0,46+ 0,266 0 0,46+ 0,96+
,003 0,003 0,003 0,003 ,003 0,003 +0,00 0,003 0,003
3

9. 1,23+0 1,96+ 0,86+ 0,66+0 1,36+0 0,86+ 0,46+ 0 0,66+ 1,23+

,003 0,003 0,003 ,003 ,003 0,003 0,003 0,003 0,003

11. 1,73+0 2,36+ 0,96+ 0,96+0 1,83+0 1,23+ 0,86+ 0 0,96+ 1,96+

,003 0,003 0,003 ,003 ,003 0,003 0,003 0,003 0,003

15. 2,260 2,86+ 1,23+ 1,530 2.63+0, 1,96+ 1,26% 0 1,26+ 2.46%

,003 0,003 0,003 ,003 003 0,003 0,003 0,003 0,003

20. 2,96+0 3.29+ +0,00 2.16+0, 3.46+0, 2.63+0 1,53+ 0 1,96+ 2,96+

,003 0,003 3 003 003 ,003 0,003 0,003 0,003
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5. TARTISMA

Yaptigimiz ¢aligmada Sar1 kantaron bitki rizosferinden ve koklerinden izole
edilen funguslarin bitki gelisimini arttirici fungus olup olmadiklarmin belirlenmesi
amaclanmistir. Yalitilan funguslar1 test etmek maksadiyla PGPF’lerin miihim
Ozelliklerinden olan indol 3 asetik asit tiretimi, fosfat1 ¢ozunirligi, siderofor tretimi,
ACC deaminaz etkinligini ile s6z konusu funguslarin 6nemli bir toprak ve bitki
patojeni olan Rhizoctonia solani, Aspergillus ve patojen bakteri staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae ve Maya (Candida Albicans)’lara olan inhibisyon

potansiyelleri secildi.

Funguslarin tohum biiylimesi tizerindeki etkisi, tarim ve bitki tliretkenligi i¢in
onemli etkileri oldugu i¢in biiyiik bilimsel ilgi konusudur. Calismamiz, 10 tane farkl
endofitik fungus tiiriniin Sar1 Kantaron tohumlarinm biiyiimesi {izerindeki etkisini,
bunlarin fosfat ayrismasi, siderofor ve indol iiretimi ve ACC aktivitesi 0zelliklerine
odaklanarak arastirildi. Sonuglar, izole edilmis funguslarin tohum biiylimesini
Uzerindeki gesitli etkilerini ortaya ¢ikarmis, bazi funguslar biiyiimeyi tesvik ederken

digerleri sinirli veya olumsuz etkiler gostermistir.

F5, F9, F10, F16, F21 ve F22, bu funguslarla muamele edilen Sar1 Kantaron
tohumlarinda daha yiiksek biiyiime oranlarinin gozlenerek, tohum biylimesi Gizerinde
olumlu etkiler sergilemistir. Bu bulgular, endofitik funguslarin biiylimeyi tesvik edici

aktivitelerini bildiren 6nceki ¢alismalarla tutarhdir.

Widisuputri ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yerli piring
bitkilerinden alt1 endofitik fungus izole edilmis ve belirli izolatlarin bitki biiyiimesini
olumlu etkiledigini bulunmustur. Ornegin izolat F7, bitki biiyiimesini uyardig1 bilinen
indol asetik asit (IAA) ve giberellinlerin Uretilmesinde belirgin bir aktivite
gostermistir. Benzer sekilde, F9 izolat1 yiiksek fosfat ¢oziindiirme aktivitesi

sergileyerek bitki besin mevcudiyetinin iyilestirilmesine katkida bulunmustur.

Calisgmamizda ¢alisilan fungal izolatlar ayn1 zamanda gozlemlenen tohum
biiylimesi uyarimma katkida bulunabilecek IAA dUretimi ve fosfat ¢ozunirlik
yetenekleri gdosterdiginden arastiricilarin  bulgulart  sonuglarimizla uyumludur.
Suparman ve Nugroho (2021) tarafindan yapilan bir bagka calisma, bitki biiylimesini

destekleyen fungus Trichoderma odaklanmustur.
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Bulgulari, bitkilere Trichoderma uygulamasinin verimi artirdigini ve inorganik
gubre ihtiyacini azalttigini ortaya koymustur. Bu, fungus uygulamalarmnin bitki
biiyiimesini artirma ve kimyasal girdilere bagimlilig1 azaltma potansiyelini

gostermektedir.

Calismamizda, F10 gibi baz1 funguslar, tohum biytmesi Gzerinde olumlu etkiler
sergileyerek, bitki biylime destekleyicileri olarak potansiyellerini ortaya koymaktadir.
Bu funguslarin tohum biiylimesini uyardigi olasi mekanizmalar1 anlamak i¢in

Ozelliklerini ve aktivitelerini dikkate almak dnemlidir.

Bir mekanizma, temel besinlerin funguslar tarafindan ¢6ziinmesini ve

mineralizasyonunu igerir.

Endofitik olanlar da dahil olmak Uzere funguslar, karmasik organik bilesikleri
parcalama ve bitki blytmesi icin gerekli olan fosfat gibi temel mikro ve makro

besinleri salma yetenegine sahiptir (Widisuputri et al., 2021).

Caligmamizda belirli funguslarin sergiledigi pozitif fosfat ¢oziiniirliigii D 15, F
16, F5, F22 gibi, tohum biiyiimesi i¢in besin mevcudiyetini arttirmadaki rollerini

gostermektedir.

Ek olarak, funguslar tarafindan bitki biiylime diizenleyicilerinin iiretimi de
tohum biiyiimesinin uyarilmasina katkida bulunabilir. Iyi bilinen bir bitki hormonu
olan IAA, hiicre uzamasi ve kok baslangici dahil olmak iizere bitki biiyiimesi ve

gelisiminin ¢esitli yonlerinde yer alir (Widisuputri et al., 2021).

Calismamizda birkag fungus tarafindan IAA ftiretimi, bitki biiylime stireclerini

modiile etme ve fide gelisimini destekleme potansiyellerini gdstermektedir.

Ayrica, funguslar tarafindan siderofor iiretimi, tohum biiylimesini olumlu yonde
etkileyebilir. Sideroforlar, bitkiler tarafindan demir alimmni artiran demir selatlayict

bilesiklerdir.

Demir, bitki buyimesi icin gerekli bir mikro besindir ve rizosferdeki

mevcudiyeti fide gelisimini 6nemli 6l¢lide etkileyebilir (Elsharkawy and camp, 2002;
El-Khateeb, 2019).

Calismamizda bazi funguslarda gozlemlenen siderofor dretimi, tohum biytimesi
icin demir mevcudiyetini iyilestirmedeki potansiyel rollerini gdstermektedir. Besin

¢ozinlirligi ve hormon iretiminin yami sira, bazi funguslar bitkilerde etilen
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seviyelerini dizenleyen ACC-deaminaz aktivitesine de sahiptir. Etilen, 6zellikle stres
kosullarinda biiyiime ve gelismeyi engelleyebilen bir bitki hormonudur. Bazi
funguslar tarafindan iiretilen bir enzim olan ACC- deaminaz, bir etilen dnctsi olan
ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit) pargalayarak etilen seviyesini diisiiriir
ve bitki biiylimesini destekler (Ozimek, 2018).

Calismamizda izole edilen bazi funguslarda ACC-deaminaz aktivitesinin varligi,
bunlarin etilen seviyelerini diizenleyerek tohum biiylimesinin uyarilmasma katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Inhibisyon potansiyellerine gelince calismamizin sonuglar1 yapilan ¢alismalarla
tutarlidir. Nacef Houda Sara (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada tibbi bitki
Lavanta’nin endofitik funguslar1 iizerinde c¢alismis ve sonuglar neredeyse ayni
cikmistir. F3 ve F5 izolatlar1 mayalara kars1 biiyiik inhibisyon gosterirken, F3, F16,
F20 ve F22 izolatlar1 patojen Aspergillus fungusuna dikkate deger bir inhibisyon

gostermistir.

Diger izolatlar arasinda F3, F7, D15 ve F16, patojen klebisella pneumoniae
bakterisine karsi ¢ok yiiksek bir direng gosterdi. Ve bu, 4 tibbi bitkilerinden (L
phoenicea , Man atlantica Cedrus, baccata Taxus, .L pulegium Mentha ve Juniperus)
izole edilen endofitik funguslar tizerinde ¢alisan ZERROUG Amina (2021) tarafindan

yiiriitiilen bagka bir bilimsel arastirma ile dogrulandi.

Staphylococcus aureus patojen bakterinden bahsedecek olursak, izolatlarimizin
direng sonuglar1 su sekildeydi: sadece bu bakteri patojenine kars1 direng gosterebilen
endofitik ornekler F3, D15 ve F22. Dey ve ark (2019) soganlarda Sclerotium

cepivorum tizerinde galigma sonuglar1 tarafindan buldugumuz sonuglara dogrulandi.

Sonu¢ olarak, Unli patojenik fungus Rhizoctonia solani tiim izolatlarimiza
saldirabilmistir, direnebilen tek izolatlar F3, F5 ve F7'dir. Bilal ve ark. (2018),

Fusarium proliferatum izerinde ¢alistiginda bizimkilerle ayni sonuglar1 bulabilmistir.
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6. ONERILER VE SONUC

Bitki tepkilerinin PGPF tarafindan indiiklenmesini anlamak, bitki biiylimesi ve
hastalik yOnetimi i¢in yeni stratejiler gelistirmek icin gereklidir. Kullanimlarmnin
muazzam faydalari, bitki biiylimesinin tegviki i¢in yenilik¢i mikrobiyal kaynaklar
olarak kullanimlar1 ve gesitli patojenlere karsi indiiklenmis direng ile ilgilidir. Bu
mantarlardan bazilar1 halihazirda birkag tilkede basariyla kullanilmaktadir ve bu

uygulamanin artmasi beklenmektedir.

Bununla birlikte, PGPF'lerin pratik kullanimi, kimyasal alternatiflerine kiyasla
tutarsizliklar ve nispeten zayif bitki biiyiimesi ve hastalik kontrolii nedeniyle genellikle
engellenir ve bu nedenle etkileri, genotip, ¢evre ve diger faktorlerden biiyiik olgiide
etkilenir.

Sonu¢ olarak, PGPF'nin ¢ift¢ilerin tarlalarinda yaygin olarak kullanilabilmesi
icin birtakim konularin ele alinmasi gerekmektedir. Bu mantarlarin toplu olarak
yetistirilmesi, depolanmasi, nakliyesi, formiilasyonu ve uygulanmasi i¢in verimli ve
pratik teknikler gelistirmek ¢ok dnemlidir. Daha da 6nemlisi, yetistiricileri PGPF'nin
mevcut mahsul yonetimi programlarina faydali bir katki saglayabilecegine ikna etmek

icin caba gosterilmesi gerekiyor.

Molekiiler araglardaki son gelismeler, bitki-PGPF etkilesimlerinden
kaynaklanan blylime ve savunma ile ilgili hicresel surecleri ve sinyal

mekanizmalarini daha iyi anlamaya devam ediyor.

Yiiksek performansli PGPF'ye yonelik mevcut talep, gelistirilmis Ozelliklere
sahip genetigi degistirilmis suslar liretmek i¢in yenilik¢i biyoteknoloji uygulanarak
karsilanabilir.

Benzer sekilde, PGPF genleri faydali 6zellikler vermek iizere bitkilerde islevsel
olarak ifade edilebilir. Bitkinin hedef dis1 faaliyetleri veya genetigi degistirilmis

mikroplar hakkinda, saha dis1 ¢aligmalarda dikkatli ve kapsamli bir sekilde

degerlendirilmesi gereken endiseler mevcuttur.

Ayrica, gelistirilmis Uriinlerin piyasa basarisizligi, digsalliklar sorununun bir

yonini géstermektedir.

Ozel sektoriin {iriin arastirma ve gelistirmeye aktif ve hakli katilimi, sorunun

istesinden gelmeye yardimeci olabilir.
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Endofitik funguslar ayrica son derece farkli kimyasal yapilara sahip ve ¢cok genis
bir farmakolojik aktivite spektrumuna sahip ¢ok sayida ikincil metabolit iiretme

yetenegine sahiptir.

Bu metabolitler arasinda antikanser aktiviteye sahip paklitaksel (Taxol®) veya
kamptotesin, antikanser  aktiviteye sahip  ergotamin, antimigren veya
hipokolesterolemik aktiviteye sahip lovastatin bulunur.

Su anda, esas olarak diigiik tiretim verimi nedeniyle endiistriyel liretimde
kullanilmak amaci ile, yeni suslar1 izole etmek veya dogrudan suslar iizerinde hareket
ederek veya kiiltiir kosullarin1 optimize ederek iiretim verimini artirmak tizere ¢esitli
stratejiler (nanomalzeme uygulamalari, metabolizma miihendisligi gibi) iizerinde

calisilmaktadir.

Bu stratejiler, endiistriyel Olgekte ilag iiretmek i¢in endofitik funguslari
kullanmay1 ve belirli bitki tiirlerinin asir1 kullanimina neden olabilecek ekolojik

sonuglardan kagimmay1 miimkiin kilmalidir.
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