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OZET

ENDOFIT FUSARIUM TURLERINDEN SEKONDER METABOLIT URETIMI

DURMUS, Gézde

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danigmani: Prof. Dr. Rengin ELTEM

Eylil 2022, 112 sayfa

Yasamlarmimn bir kismini veya tamamim bitki dokularinda siirdiiren
fakat herhangi bir hastaliga neden olmayan endofit Fusarium turleri, pek cok
sekonder metabolitin iiretiminde yer almaktadir. Fusarium larin kesfinden
giniimiize kadar yaklastk 700 adet sekonder metabolit Grettikleri
bildirilmistir. Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen toksinlerden biri olan
fusarik asit anti-hipertansif, anti-viral, insektisidal ve herbisidal aktivite
gostermesi sebebiyle ilgi cekmektedir. Bu tez caligmasinda patojen olmayan
endofit Fusarium tirlerinde fusarik asit tiretimi incelenmistir. Fusarik asitin
gosterdigi herbisidal aktivite sayesinde, bu g¢alismanin biyoherbisitlerin

gelistirilebilmesi i¢in literatiire katki saglayacagi ongoriilmektedir.

Calismada, farkli lokasyonlardan toplanan ayrik otundan (Agropyron
repens) ve canavar otundan (Orobanche spp.) yapilan izolasyonla Fusarium
izolatlar1 elde edilmistir. Patojen Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in endofit
Fusarium izolatlarma PDA plaginda, nohut bitkisi (Cicer arietinum)
Uzerinde patojenite testi yapilmistir. Patojen olmayan izolat/suslarm eldesinin
ardindan fusarik asit lireticisi olanlarin se¢ilmesi i¢in sivi1 kiiltiirde Czapek
Dox ve M1-D besin ortamlarinda biyokiitle tiretimi yapilmistir. Kat1 kiiltiir
ortaminda Uretim ise piring kultlr ortaminda Gretim yapilmistir. Tamamlanan

Uretimlerin ardindan elde edilen kiiltir ortamlar: filtre edildikten sonra
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kloroform ve etil asetat ile ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Ekstraktlarda
fusarik asit varhigmmn incelenmesi igin iki farkli sistem kullanilarak TLC (Ince
Tabaka Kromatografisi) ve RP (ters faz) TLC plakada analizler yapilmustir.
Son olarak fusarik asit dreticisi oldugu belirlenen sus/izolatlarin
ekstraktlarimda HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) analiziyle

en yiksek fusarik asit iireticisi olan sus/izolat belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fusarium spp., fusarik asit, sekonder metabolit, fitotoksin,

endofit, endofit fungus



ABSTRACT

PRODUCTION OF SECONDER METABOLITE FROM ENDOPHYTE
FUSARIUM SPECIES
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M.S. in Bioengineering

Supervisor: Prof. Dr. Rengin ELTEM

September 2022, 112 page

Endophyte Fusarium species, which live some or all of their lives in plant
tissues but do not cause any disease, are involved in the production of many
secondary metabolites. Fusarium species have been reported to produce
approximately 700 secondary metabolites since their discovery. Fusaric acid, one
of the toxins produced by Fusarium species, attracts attention due to its anti-
hypertensive, anti-viral, insecticidal and herbicidal activity. In this thesis, the
production of fusaric acid in non-pathogenic endophyte Fusarium species was
investigated. Thanks to the herbicidal activity of fusaric acid, it is aimed that this

study will be a step in the studies to be used in weed control.

In the study, Fusarium isolates were obtained by isolation from couch grass
(Agropyron repens) and broomrape (Orobanche spp.) collected from different
locations. To determine the pathogenic characteristics, pathogenicity test was
performed on the endophyte Fusarium isolates on the PDA plate and on the
chickpea plant (Cicer arietinum). After obtaining non-pathogenic isolates/strains,
biomass production was carried out in liquid culture in Czapek Dox and M1-D
nutrient media to select those producing fusaric acid. Production in solid culture
medium, on the other hand, was produced in rice culture medium. After the

completed productions, the culture media obtained were filtered and extractedwith






chloroform and ethyl acetate. In order to examine the presence of fusaric acid in the
extracts, analyzes were performed on TLC (Thin Layer Chromatography) and RP
(reverse phase) TLC plates using two different systems. Finally, the strain/isolate
that was the highest producer of fusaric acid was determined by HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) analysis in the extracts of the strains/isolates
determined to be fusaric acid producers.

Key words: Fusarium spp., fusaric acid, seconder metabolite, phytotoxin,

endophyte fungus


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/phytotoxin
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ONSOZz

Sekonder metabolit tretiminde 6nemli bir yere sahip olan endofit
Fusarium tirleri bu alanda bir biyosentetik makine olarak gorulebilmektedir.
Fusarium tiirlerinin irettigi toksinlerden biri olan fusarik asit gucli
farmakolojik aktiviteleri ve gosterdigi herbisidal aktivite ile dikkat
cekmektedir. Bu tez calismasmin temel amaci patojen olmayan endofit

Fusarium sus/izolatlarinda fusarik asit Gretiminin belirlenmesidir.

Tez siiresince saygideger hocalarimin yardim ve destekleriyle deney
tasarimlar1 gergeklestirilmis, tasarlanan deneyler uygulanmis ve elde edilen

verilerin analizi tamamlanmustir.

Tez calismams: “TUBITAK 2210-C Oncelikli Alanlar Yurt Ici
Yiiksek Lisans Burs Programi” kapsammda TUBITAK tarafindan

desteklenmistir.

IZMIR Adi-Soyadi
19.09.2022 Gozde DURMUS
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1. GIRIS

Diinya niifusu giiniimiizde hizla artmakta ve bu artis besin yetersizligi
sorununu beraberinde getirmektedir. Artan Diinya niifusu karsisinda yeni
tarim alanlar1 agilmamakla birlikte erozyon, yeni sanayi bolgeleri ve yerlesim
yerlerinin agilmasi gibi nedenlerle tarim arazileri giderek azalmaktadir.
Gunlmuzde devletleri ugrastiran en 6nemli sorunlardan biri hizla artan dinya
nifusu karsisinda ortaya ¢ikan besin yetersizligi problemidir. Bu probleminin
etkilerinin azaltilmasi igin kiiltiir bitkilerinin yetistiriciliginde mevcut tarim
arazilerinden maksimum diizeyde verim alinabilmesi gerekmektedir. Tarim
arazilerinde maksimum diizeyde verim alinabilmesi i¢in kiiltlir bitkilerinde
onemli verim kayiplarina sebep olan hastalik, zararli ve yabanci otlarin
miicadelesinde her gecen giin 6nemli adimlar atilmakta ve yeni teknikler

gelistirilmektedir (Mengii¢ vd., 2014).

Kiiltiir bitkilerinde 6nemli verim kayiplarma sebep olan yabanci
otlarin Kkontrolii, tarim arazilerinden maksimum verimin almmasmda
karsilagilan sorunlarm basinda gelmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orguti (FAO) verilerine gore, yabanci otlarin Kiiltlr bitkilerinde sebep
oldugu verim kayiplarinin yillik orami %10-15 arasinda degismektedir
(Huang et al., 2020). Yabanc1 otlarin miicadelesinde, uygulamasinin kolay
olmas1 ve diger yontemlere gore ucuz olmasi nedeniyle daha ¢ok kimyasal
mucadele metotlar1 tercih edilmektedir. Fakat kimyasal herbisitlerin (tarimsal
iretimde verim ve kaliteyi artirmak amaciyla yabanci ot kontroliinde
kullanilan kimyasallar) kullanim sikligina bagli olarak toprakta, suda ve gida
maddelerinde kalint1 sorunu olusmakta, hedef dis1 organizmalar olumsuz
yonde etkilenmekte ve cevre kirliligi sorunlari artmaktadir. Kiiltiir
bitkilerinde kalint1 sorunu yasanmasi insan saglig1 agisindan ¢esitli sorunlar1
beraberinde getirmektedir. Bu sorunlara ek olarak yabanci otlarin herbisitlere
kars1 dayaniklilik olusturmasi da son yillarda karsilagilan énemlisorunlardan
biridir (Uysal, 2011). Gunimizde kimyasal mucadele ydntemleri yerini
biyoherbisitlere (yabanci otlarin kontrold i¢in kullanilan doga orijinli Grlinler)

birakmustir. Biyolojik miicadele yontemleri diger yontemler ile



karsilastirildiginda; dogal dengeyi korunmasi, etki oraninin yiiksek olmas,

kaliteli ve ila¢ kalintis1 olmayan {iriin elde edilmesi gibi avantajlara sahiptir.

Sekonder  metabolit  (metabolizma  faaliyetlerinde  primer
metabolitlerin doniistiiriilmesi ile olusan, eksponansiyel fazin sonunda
uretilen metabolitler) Gretiminde oldukga 6nemli bir yeri olan funguslar,
zengin bir dogal iriin tiretme potansiyeline sahiptir (Zhang et al., 2019;
Carroll et al., 2020; Blunt et al., 2018; Lam et al., 2007; Zhang et al., 2018).
Bu funguslardan biri olan ve dogada yaygmn olarak bulunan Fusarium cinsi
dikkate deger kimyasal ¢esitlilikte, 6nemli biyoaktiviteler gosteren pek ¢ok
metabolit Uretme potansiyeline sahiptir (Wei et al., 2020). Fusarium spp.
enniatin, fumonisins, beauvericin, moniliformin, fusarik asit gibi pek cok
sekonder metabolit Gretmektedir (Bohni et al., 2016; Lopez-Diaz et al., 2018).
Metabolit Gretiminde, Fusarium oxysporium bu cinsin en ¢ok karsilasilan ve

ekonomik agidan en degerli olan tiirlerindendir (Wei et al., 2020).

Yatuba tarafindan 1934 yilinda kesfi gerceklesen fusarik asit (5-
bltilpikolinik asit) bir fitotoksindir ve F. moniliforme, F. andiyazi, F.
proliferatum, F. subglutinans, F. temperatum, F. thapsinum, F.
verticillioides, F. oxysporum ve F. solani tarafindan tiretilmektedir. Yapilan
pek ¢ok arastirma fusarik asidin; genis spektrumlu dogal bir antibiyotik
oldugunu, belirgin herbisidal aktivite sergiledigini (Capasso et al., 1996;
Stipanovic et al., 2011), anti-hipertansif aktivite gibi dnemli farmakolojik
aktivitelere sahip oldugunu (Herskovits at al., 1973; Chase, 1974) ve daha

pek cok alanda 6nemli etkiler saglayabilecegini gézler 6niine sermistir.

Bu tez calismasinda farkli lokasyonlardan toplanan ayrik otunun ve
canavar otunun kokinden endofit Fusarium spp. izolasyonu yapilmasi ve
ardindan ¢aligmada kullanilan Fusarium izolat/suslarinin igerisinden patojen
olmayanlarin belirlenmesi i¢in patojenite testi yapilmasi amaclanmistir.
Patojen olmayan izolat/suslar arasindan en yiiksek fusarik asit iireticisi olan
sus/izolatin belirlenmesi i¢in, TLC plaka ile fusarik asit iireticisi olanlarin
secilmesi ve daha sonra HPLC metodu ile kantitatif fusarik asit analizi

yapilmasi1 hedeflenmistir. Bu tez ¢aliymasinin nihai amaci patojen olmayan



endofit Fusarium sus/izolatlarinda fusarik asit iiretiminin belirlenmesidir.
Ayrica bu c¢aligmanin yabanci ot kontroliinde kullanilacak c¢aligmalara

basamak olmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Fusarium spp.

Fusarium cinsi 1821 yilinda Link ex Gray tarafindan, Malamaceae
bitkisinden Fusarium roseum’un tanimlanmasi ile kesfedilmistir. 1821
yilindan giiniimiize kadar 1000’den fazla Fusarium tiirii kesfedilmistir (Wei
et al., 2020). Bu cinsin taksonomisi uzun yillar boyunca tartisma konusu
olmustur. 1935 yilinda Wollenweber ve Reinking tarafindan yaymlanan ‘Die
Fusarien’ gesitli arastiricilar tarafindan da temel alinan ilk eserdir. Bu eserde
o tarihe kadar tanimlanan yaklagik 1000 tur gruplandirilarak 65 tur, 55 varyete
ve 22 form olarak 16 boliimde toplanmistir. Bu bdoliimlerin aywrt edici
kriterleri; 1) mikrokonidinin mevcut olup olmamas, ii) makrokonidi sekli, iii)
mikrokonidi sekli, iv) makrokonidinin bazal ve apeks hiicrelerinin sekli, v)
klamidosporun mevcut olup olmamasi ve vi) klamidosporun terminal ve
interkalarolarak olusmasi olarak belirlenmistir. Bolim igerisindeki tiirlerin
ayrt edilmesinde ise i) stroma rengi, ii) sklerotiumun mevcut olup olmamasi,
i11) makrokonidideki septa sayis1 ve iv) makrokonidinin uzunluk ve genisligi

temel almmustir.

Eseysiz donemine gore Fusarium olarak isimlendirilen bu cins
Eumycota boliimii, Dutemycotina alt bolimii, Hyphomycetes sinifi,
Tuberculariales takiminda yer almaktadir (Ainsworth et al., 1971). Fusarium
tiirleri eseyli donemlerine gore ise; Eumycota boliimii, Ascomycotina alt

boliimii, Pyrenomyetes sinifi, Hypocreales takiminda bulunmaktadir (Nelson

et al., 1983).

Fusarium tdrleri makrokonidi, mikrokonidi ve klamidospor olmak
lizere 3 cesit spor {lretebilmektedir (Sekil 2.1). Ancak 2 c¢esit spor
(mikrokonidi ve klamidospor) yapisiyla daha ¢ok yayilmaktadir. Bunlardan
mikrokonidi formu nekrotik dokularda bulunmakta ve hava akimiyla

tagmabilmektedir. Klamidospor formu ise; uzun siire toprakta canli

kalabilmektedir (Ozbay and Steven, 2004).



Sekil 2.1. Fusarium oxysporum makrokonidi (a), makrokonidi ve mikrokonidi (b),

mikrokonidi (c), klamidospor (d) goriintlst (Tsuge ve Ohara, 2004; Ergiin, 2014)

Genellikle bir veya iki bolmeli mikrokonidiler oval sekilde olusurlar.
Makrokonidiler ti¢ veya bes hiicreli olup kivrik, egik ve uca dogru sivrilen bir
yapidadir. Klamidosporlar ise bir ya da iki bolmeli olup yuvarlak kalin
duvarlardan olusan bir yapiya sahiptir. Klamidospor olusumu incelendiginde
iki tip olusum goriilmektedir. Bunlardan birincisi, makrokonididen meydana
gelen klamidosporlar, ikincisi ise miselin iistiinde gelisen klamidosporlardir.
Miselin Ustiinde gelisen klamidosporlar, miselin orta kisminda veya uglarinda
yer alabilmektedir (Egel and Martyn, 2007). Bolmeli misellerin olusturdugu
kiimelerin birlesmesi ile meydana gelen yapiya miselyum adi verilmektedir
(Griin, 2003).

Fusarium tiirlerinde eseysiz ireme konidiosporlarin araciligiyla
gerceklesirken, eseyli lireme ise gametangiogami ile gerceklesir (Tutel ve
Cirpict, 1999; Trail, 2009). Eseyli iireme stirecinde erkek ve disi misellerin
kaynagmasiyla olusan askogen miselin olgunlagmasinin ardindan ¢ift
¢ekirdekli askus olusur. Askus hiicresinde erkek ve disi nukleuslar birleserek
zigotu olustururlar. Zigotun mayoz bdliinme gecirmesiyle haploid sayida
kromozom tastyan dort nukleus olusur ve bu nukleuslar mitoz bolinme ile
sayilarin1 ikiye katlar. Ardindan birbirinden ayrilan nukleuslar (askospor)

oOlgunlasir ve haploid dongiiyii baslatirlar (Prescott et al., 1990; Tutel ve
Cirpicy, 1999).

Dogada yaygn olarak bulunan funguslardan biri olan Fusarium turleri
diinyanin pek ¢ok yerinde toprakta, suda ve c¢esitli organik maddelerin
tizerinde farkli formlarda yasarlar (Ibrahim et al., 2021). Fusarium cinsinin

pek ¢ok tiirtiniin habitat1 topraktir ve saprofit dzellikleri géstermektedir



(Larkin and Fravel, 1998; Patil et al., 2011). Fusarium tiirleri dogal yasam
alanlar1 olan toprakta 40 cm’ye kadar derinlikte yasayabilmektedir (Ozer ve
Soran, 1991; Strausbaugh et al., 2005). Cogalmasi i¢in ideal sicaklik 24-32

°C ve pH deger arahigi 5-7’dir. Fusarium turleri temel besin maddelerini
karbon kaynaklarindan ve mineral tuzlarindan saglamaktadir. Fusarium cinsi
genellikle nemli ve yar1 nemli bdlgelerde, diisiik toprak nemine sahip,
potasyumca zengin, azot ve fosforca fakir topraklarda gelisim géstermektedir
(Bai and Shaner, 2004; Miedaner et al., 2008; Miedaner et al., 2013). Ayrica
8 °C’de bile toksin iiretebildikleri belirlenmistir (Y6riik ve Albayrak, 2014).

Fusarium tiirleri kiiltiir bitkilerinde patojen olabildigi gibi, bitkilerin
fillosfer ve rizosfer bdlgelerinde saprofit olarak yasamini stirdtrebilmektedir.
Toprakta, saprofit olarak yasayan ¢ok sayida Fusarium tiirii bulunmaktadir
(Gordon and Martyn, 1997). Patojenite gésteren Fusarium trleri bitkide su
ve mineral alimin1 engelleyerek bitki dokularinda sararmaya ve solmaya

sebep olmaktadir (Dilmag vd., 2020).

Iran’da 1999-2000 yillarinda Fusarium tiirlerinin seker pancarinda
kok clriikliigli ve solgunluk {iizerine etkisini ortaya cikarmak amaciyla
yapilan ¢alismada 168 Fusarium izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin 42
adedi F. solani, 31 adedi F. oxysporum, 27 adedi F. acuminatum, 23 adediF.
avenaceum, 19 adedi F. moniliforme, 16 adedi F. equiseti ve 10 adedi ise F.
culmorum olarak belirlenmistir. F. oxysporum izolatlarinin tamami patojenite
calismalarinda kullanilmis ve sonugta kullanilan F.oxysporum izolatlarmin

%38.7’sinin patojen olmadig1 tespit edilmistir (Dastjerdi et al., 2003).

Patojen olmayan Fusarium tirleri patojenlerin aksine vaskuler
dokulara zarar vermemekte ve hastalik olusturmamaktadir (Dilmag¢ vd.,
2020). Patojen olmayan tirlerin, Fusarium solgunluguna kars1 miicadelede
en ¢ok kullanilan etmenlerden oldugu bilinmektedir (Mandeel and Baker,
1991; Ogawa and Komada, 1985; Paulitz et al., 1987). Patojen olmayan
Fusarium tiirlerinin muz, feslegen, karanfil, hiyar, keten, kavun, domates,
1ispanak, cilek ve karpuz dahil olmak Uzere birgok kiltur bitkisinde Fusarium

solgunluguna karsi miicadelede kullanildig goriilmektedir (Dilmag vd.,



2020). Yapilan c¢alismada patojen olmayan Fusarium tdrleri domateste
patojen olan Fusarium oxysporum’a karsi sera kosullarinda uyarici olarak
denenmigtir. Patojen olmayan tiirlin, patojen olan Fusarium oxysporum’a
kars1 biyolojik kontroli (%10,7-69,6) 6nemli oranlarda sagladigi saptanmistir
(Yigit vd., 2007).

2.2 Endofitler

Endofitler yasaminin bir par¢asinda bitki dokularinda yerlesmis olan
fakat herhangi bir hastaliga neden olmayan mikroorganizma grubu olarak
tanimlanmaktadir (Bacon and White, 2000). Endofit mikroorganizmalar
bitkiye kok ve kotiledon bolgelerinden giris yaparak buradan diger dokulara
yayillim  gostermektedir (Kobayashi and Palumbo, 2000). Bu
mikroorganizmalar yasam siireleri boyunca zorunlu veya fakiiltatif endofit
olabilirler. Bu durum endofitlerin taniminin net bir sekilde yapilmasinaengel
olmaktadir. Obligat yani zorunlu endofit olanlar konuk¢usuna bagimlidir

fakat fakiiltatif olanlarin boyle bir zorunlulugu yoktur (Beram vd., 2016).

Endofit funguslar, ilk olarak 19. yy’in sonlarinda Avrupal
aragtirmacilar tarafindan kesfedilmistir. Bu kesiflerin ardindan Bacon (1977),
Clavicipitaceae familyasinda bulunan endofitlerin, sigirlarda toksik madde
olusumuna neden olabilecegini bildirmistir. Bundan sonraki c¢alismalar
endofitlere bagh toksisite sendromlarinin yayginlasarak, hayvancilik
sektoriinde Onemli ekonomik zarara neden olabilecegini gostermistir
(Hoveland, 1993). Bu familyaya ait endofitler bitki fungus iliskilerinin ilging
ve ekonomik olarak kayda deger orneklerinden olup, sebep oldugu zarar
bakimindan birgok endofit lizerinde arastirma yapilmasinin da ilham kaynagi
olmustur. Diger endofit gruplar: ile karsilastirildiginda genellikle yanilgiya
sebep olan bu funguslar; mutualist yasam seklinin yaninda birlikte evrim
ihtimalini giiclendirmis ve ¢ogu c¢alismaya Onciiliik etmistir (Bacon and

White, 2000; Faeth and Fagan, 2002).

Dothideomycetes, Sordariomycetes, Leotiomycetes, Eurotiomycetes

ve Pezizomycetes gibi siniflara ait tiyeler ¢ogu bitkide baskin olarak bulunan



fungal endofit kolonilerini olusturmaktadir (Jumpponen and Jones, 2009). Bu
smiflarin yaninda Zygomycota ve Basidiomycota iiyeleri ve otlarda yaygin
olarak gorilen Agaricales takimmin {yeleri de endofit olarak
tanimlanmaktadirlar (Herrera et al., 2010; Khidir et al., 2010). Her bitki tirt
kendine 6zgu endofit kolonisine sahip olmakla birlikte, tek bir tropikal agag
yapraginda bile 90’a yakin endofit tir bulunmaktadir (Bayman, 2006). Boreal
ve arktik ekosistemlerde yetisen en baskim {ii¢ tiiriin, 2 mm?’lik bir yaprak
parcasinda endofitik koloni oran1 %1 ile %41 arasinda degisim gosterdigi
bilinmektedir. Tropikal ormanlarda bulunan yaprakl tiirlerde ise bu oran
%90’a kadar ulagsmaktadir (Lodge et al., 1996).

Endofitlerin bir kism1 farkli dokular ile etkilesim i¢inde olmayip,
yaprakta sadece tek bir hiicre ve doku iginde smirli kalabilmektedir (Stone,
1987). Bazilar1 ise konukgularina Ozellesmistir. Konukg¢uya Ozellesmis
tiirlerin sayisinin sabit oldugunu varsayarsak endofit tiirlerin sayis1 bitki tiir
sayis1 aracilifiyla tahmin edilebilmektedir (Bills, 1996; Hawksworth and
Rossman, 1997). Bitki ¢esitliliginin tropik bdlgelerde fazla oldugu
disiiniiliince endofit tiir ¢esitliliginin belki de en fazla tropik bolgelerde
oldugu varsayilabilir. Yapilan bir meta-analiz ile yaprak endofit ¢esitliliginin
tliman bolgelere oranla tropik bolgelerde daha fazla oldugu sonucuna
vartlmistir (Arnold, 2007). Bununla birlikte yapilan diger bir ¢alisma, kok
endofit cesitliliginin enlem ile beraber artis gosterdigini bildirmektedir
(Herrera, 2010). Biitiin bunlar genis cografik alanlarda endofitik fungus
cesitliliginin degerlendirilebilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalar yapilmasi
geregini ortaya koymustur. Biyogesitliliginin ve konukgu spesifikliginin
tanimlanmaya devam etmesi, endofitlerin 6nemini ve endofitlerle ilgili

beklentileri glin gegtikce arttirmaktadir.

Endofit fungus kolonileri ayni konukgu tiir lizerinde farkli iklim,
mevsim ve ortam sartlarinda degisiklik gostermektedir (Gamboa et al., 2002).
Mikrobiom kompozisyonu; konukgu, bitki sikligi, besin durumu, cevre
kosullar1 ve dis mikrobiomlar (toprak funguslar1 ve bakteriler) ile etkilesim
gibi ¢ok sayida faktore bagli olup degisim her diizeyde goriilebilmektedir.
Ayni konukgu tirde bulunan endofit fungus cesitliligi, farkli ortam sartlarinda



artabilir veya farklilik gostermeyebilir (Arnold and Herre, 2003; Herrera et
al., 2010). Cesitli calismalar bitkilerin endofit kolonizasyonlarinin sicaklik
artigl, karbondioksit artisi, azot birikimi, uzun siireli kuraklik gibi iklim
degisikliginin ¢esitli agilarindan etkilendigini gostermistir (Kannadan and
Rudgers, 2008). Ayn1 bitkide bulunan yapraklar, kdkler ve odunsu dokular
endofitik fungus cesitliligi acisindan biiylik farkliliklar gosterebilmekte ve
her biri digerinden farkli islevlere sahip olabilmektedir (Chaverri and Gazis,
2010; Gazis and Chaverri, 2010). Weber ve Anke’nin (2006) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada yoncalarin yaprak, kok ve govdelerinde farkli
sekonder metabolitler {ireten birbirinden farkli endofit funguslar izole
etmislerdir. Bitki organlarindaki bu endofit ¢esitliligi, dokular ve organlar
arasindaki biyolojik farkliliklar1 da yansitmaktadir (Porras-Alfaro and
Bayman, 2011). Bu degisimlerin sebeplerinin ve islevsel 6nemlerinin

belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Baz1 endofitler dogrudan ya da dolayli olarak hastaliklara karsi
kullanilan ¢esitli bioaktif metabolitlerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir
(Kusari and Spiteller, 2012). Yapilan calismalar, endofitlerin ilaglarin
kesfinde onemli bir zemin olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir (Staniek et al.,
2008). Sekonder metabolit Gretmek icin endofitlerin kullanildig1 patentlerin

sayis1 gozle goriiliir sekilde artmaktadir (Priti et al., 2009).

Yeni bilesiklerin kesfi i¢in bol kaynak sunan endofit funguslar tip,
tarim, endiistri gibi Onemli alanlarda genis kullanim potansiyeli
barindirmaktadir. Diinyadaki bitki ¢esitliligi g6z Oniline alindiginda yeni
biyoaktif iirlinler i¢cin endofit funguslarm biiyiik bir kaynak olusturabilecegi
acikca goriilmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar endofitlerin sahip

oldugu potansiyelin olduk¢a umut verici oldugunu gézler oniine sermistir.

2.3 Sekonder Metabolitler

Metabolizma faaliyetlerinin ara basamaklarmmda veya sonucunda
olusan metabolitler, kullanim onceliklerine goére primer ve sekonder

metabolitler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Amino asitler, vitaminler,
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sekerler, plrin ve pirimidin gibi primer metabolitler logaritmik fazda Uretilen
metabolik faaliyetlerde dogrudan yer alan bilesiklerdir. Sekonder
metabolitler ise primer metabolizmada kullanilan bilesiklerin doniistiiriilmesi
ile eksponansiyel fazin sonunda uretilen Grlnleri kapsamaktadir (Calvo et al.,
2002; Pelaez, 2005; Fox and Howlett, 2008; Brakhage and Schroeckh, 2011;
Brakhage, 2013; Boruta, 2018). Canlilarin biiylimesinde ve gelismesinde
primer metabolitler gibi aktif yer almayan sekonder metabolitler her ne kadar
gecmiste atik olarak degerlendirilselerde giinlimiizde pek ¢ok sektorde deger
arz eden kii¢ilk molekiiler yapili bilesiklerdir (Cantiirk, 2015). Sekonder
metabolitlere antibiyotikler, pigmentler, antitimar ajanlar, toksinler ve gesitli
ilaclar ornek olarak gosterilmektedir (Demain, 1998).

Sekonder metabolitlerin kesfedilmesinden glinimiize kadar en yaygin
kullanim alan1 antibiyotik tretimi ve kesifleri olmustur (Spellberg, 2014). Bu
alanda yeni kesifler giiniimiizde de devam etmektedir. Kimyasal yapilar1 ve
etki mekanizmalar1 birbirinden c¢ok farkli olan pek c¢ok antibiyotik
bilinmesine ragmen pek azi tip alaninda kullanilabilecek kadar diisiik
toksisite gostermektedir (Ruiz, 2010). Belirlenmis yiizlerce antibiyotik
arasinda giliniimiizde antibiyotiklerin birgcogu Penicillium, Bacillus,
Streptomyces, Micromonospora ve Cephalosporium cinslerine ait turlerden
elde edilmektedir (Demain, 1998).

Ozellikle son donemlerde COVID-19 pandemisine sebebiyet veren,
SARS-CoV-2 viriisiinlin proteaz enzimini inhibe etmek amaciyla enzim
flebindeki O6nemli amino asitlerle etkilesime girebilmek igin sekonder

metabolitlerin  kullanilabilmesi bu bilesiklerin  6nemini  arttrmistir

(Mohammadi and Shaghaghi, 2020).

Pek ¢ok endiistriyel alanda ekonomik deger arz eden sekonder
metabolitler biyosentetik kokenlerine gore terpenler, alkaloidler ve fenolik

bilesikler olmak tiizere ii¢ temel gruba ayrilmaktadir.
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2.3.1 Terpenler

Terpenler, sekonder metabolitlerin en biiylik sinifin1 olusturmaktadir
ve temel olarak bes karbonlu izoprenlerin birbirine cesitli yollarla
baglanmasiyla meydana gelmektedir. Terpenler basit hidrokarbonlardir ve
hidrokarbonlara ek olarak oksijen igeren terpenler de mevcuttur. Oksijen
iceren bu gruba ‘terpenoidler’ ad1 verilmektedir. Terpenler kokular1 sebebiyle
kozmetik sektorii agisindan degerli bilesikler icermektedir (Ozkaya vd.,

2018).

2.3.2 Alkaloidler

Alkaloidler (kokain, nikotin vb.) aktif azot iceren bazik bilesiklerdir
ve ilk kez 1819 yilinda farmakolog Carl Meissner tarafindan kesfedilmistir
Alkaloidlerin sik sik boceklerin savunma mekanizmasinda yer aldigi
goriilmektedir. Alkaloidlerin savunma amaciyla kullanilmasma kanarya otu
(Senecio jacobaea), ates karincalar1 (Solenopsis invicta), Amerikan lale agac1
(Liriodendron tulipifera) gosterilebilir. Bu mekanizmalarda kullanilan
pirolizidin, aporfin ve kinolizidin alkaloidleri ac1 tat vermeleri, zehir etkisi
gostermeleri gibi yollarla koruma saglamaktadirlar (Tiring vd., 2020). Ayrica
alkaloidler insektisit olarak da kullamilmaktadir. Titiinde bulunan nikotin,

giinlimiizde hala kullanilmaya devam edilen en etkili insektisitlerdendir.

2.3.3 Fenolik Bilesikler

Benzen halkasinda bir veya birden fazla hidroksil grubu mevcut olan
bilesik grubuna fenolik bilesikler denmektedir. Fenolik bilesiklerin
iretiminde akla ilk gelen canlilar bitkilerdir. Bitkilerin genellikle
yaralandiklar1 bolgelerde tiretip salgiladigi fenolik bilesikler havaya temas
ettiginde oksidasyona ugramakta ve mevcut bolgeyi kahverengiye
boyamaktadir (Tiring vd., 2020). Bitkilerdeki gorevleri bununla smirl
olmayan fenolik bilesikler blyime, gelisme ve déllenmede de rol almaktadir.
Fenolik birlesikler hayvan hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlarin

azaltilmasida kullanilmaktadir (Karakaya, 2004) ve iki temel yolla
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sentezlenmektedir. Bunlardan ilki olan sikimik asit yolu genellikle bitki
fenoliklerinin sentezinde goriilmektedir. Malonik asit yolu ise funguslarin ve

bakterilerin fenoliklerinin sentezinde kullaniimaktadir (Ozeker, 1999).
2.4 Fusarium Tiirlerinin Urettigi Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler ile ilgili yapilan c¢aligmalara bakildiginda
Fusarium tarlerinin; alkaloidler, seskiterpenler, poliketidler, karotenoidler,
antrakinon, siklopentanon, naftokinon tirevleri gibi antifungal, antibakteriyal
ve sitotoksik bilesikler Ureten bir biyosentetik makine olarak goriilebilecegini
ortaya koymustur (Li et al., 2020). Dogal Uriinler SozIligii veri tabaninda
2019 yili aralik ayinda yaymlanan verilere gore Fusarium tiirleri tarafindan
tiretilen (bazilar1 farkli organizmalar tarafindan da Uretilebilen) 678 adet
sekonder metabolitin varlig1 listelenmistir. Kapsamli bir literatiir taramasi
yapildiginda toplam 272 adet metabolitin Fusarium cinsine 6zgii oldugu
sOylenilebilmektedir (Li et al., 2020). Tablo 2.1°de Fusarium tdrleri
tarafindan tretilen baz1 bilesikler ve bu bilesiklerin biyoaktiviteleri

verilmistir.

Tablo 2.1. Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen bilesikler ve biyoaktiviteleri (Wei et al., 2020)

C. albicans’a karsi E. crusgalli’e karst
beauvericin K aktivite indole derivative fitotoksik aktivite

K562 hiicre hattina kars1 P. aeruginosa’ e karsi
enniatin S e . amoenamide C .

gucli antiproliferatif aktivite, F. oxysporum

etki ve T. basicola’a karsi

spesifik aktivite

C. albicans’e kars1 H. armigera’ye kars1
fusarithioamide C sclerotiamide B . . o
secici antifungal insektisidal aktivite,
= aktivite, E. coli, B. zebra baligi
cereus ve S. aureus’e embriyolarinin kulucka
kars1 antibakteriyel etki sliresini 6Gnemli dlciide

potansiyeli azaltma
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Tablo 2.1 (devam)
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fusolanone B

Vibrio
parahaemolyticus’de
aktivite

nor-

sesquiterpenoid

MV4-11"¢ karsi
sitotoksik aktiviteyi
azaltmak

fusarester B

Tirozin fosfataz
enzimine kars1 zayif

inhibisyon

fusaricates A—G,
10-hidroksi-11-
klorofusarik asit

Arpa yapraklarinda
fitotoksik etki

Oxysporizoline

Metisilin ve ¢oklu ilaca
kars1 direngli S.
aureus’a kars1 zayif
antibakteriyel aktivite,
radikal temizleyici

aktivitesi

[(a-
oksisohegzanoi-N-

metil-leucil)2-]

NO Uretiminin

inhibisyonu

fusarithioamide A

B. cereus, S. aureus ve
E. coli’e kars1

antibakteriyel aktivite

fusaribenzamide
A

C. albicans’a kars1
6nemli antifungal

aktivite

enamide

biosurfactant

Temizleyici aktivitesi

(askorbik asite kiyasla)

karimunone B

Cogu ilaca direngli
Salmonella enterica’ya
kars1 antibakteriyel

aktivite

a-pyrone derivative

Mutant mayalarda
hiperaktive edilmis

Ca2+ sinyalinin neden

fusariumin A,B,C

ve D

S. aureus ve P.
aeruginosa ye karsi

aktivite, 1liml1 anti-

oldugu biiyiime inflamatuar aktivite, S.

inhibisyonunun aureus’a Karsi aktivite

restorasyonu

MDCK ’e hiicrelerine BT-549, SKOV-3 ve
Coculnol kars1 zayif sitotoksik integracide H,J KB hiicrelerine kars1

etki, A/PR/8/34 sitotoksik aktivite

(HIN1)’e kars1

inhibisyon etkisi

Siklooksijenaz-2’ye S. aureus’e karsi 6nemli
fusopoltide A sambacide

kars1 inhibisyon etkisi

antibakteriyel aktivite
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fusaspirol A

RAW264.7 hicrelerinin

hikiamides A,C

PPAR-y'ye bagh gen

osteoklastik ekspresyonunun

farklilagmasinda sinyal indiiklenmesi

yolaginin aktivasyonu

Asetilkolinesteraza karsi BT-549 ve SKOV-3’¢
(RUENEES inhibisyon etkisi I fEEeEIHE karst sitotoksik aktivite
derivative

S. aureus ve P. E. aerogenes, M.
6-hidroksi- Fusartricin

astropaquinone B,

astropaquinone D

aeruginosa’e kars1 iliml
antibakteriyel aktivite,
marul ekiminde
sitotoksik etki

tetragenus ve C.
albicans’a kars1 6nemli

antimikrobiyal aktivite

Solaninaphthoqui

Meme kanseri (MCF-7)

hiicrelerine karsi

fusaripeptide A

C. albicans, C.

glabrata, C. krusei ve

one . . .
sitotoksik etki, oral A. fumigates’a karsi
insan karsinomuna (KB) antifungal aktivite
karsa sitotoksik aktivite
C. neoformans’e karsi C. gloeosporioides, C.

p-resorsiklik zayif antifungal aktivite fusarihekzin A.B musae ve F.

makrolit ,

oxysporum’a karsi
inhibisyon etKisi
Mutant mayaya kars1 Antifungal ve
etil-3,5- helvolik asit metil

dihhidroksi-7-(6,8-
dihidroksinonil)

benzoate

blyilime restorasyon

aktivitesi

ester

antibakteriyel

aktiviteler

fusarielin J

Insan yumurtalik kanseri
A2780 hiicre hattina
karst sitotoksik etki

fusaristerol A,B,C

C. albicans’a kars1
O6nemli antifungal
aktivite, 5-lipoksijenaz
(5-LOX) inhibitor

potansiyeli
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3-epi-fusarielin H,
3-O-methyl-
fusarielin H, 3-O-
methyl-epi-
fusarielin H

S. aureus NBRC
13276’ya kars1
antibakteriyel aktivite

7-

desmethylscorpino
ne, 7-desmethyl-6-
methylbostrycoidi

n

HeLa servikal karsinom,
MDA MB 231 meme
kanseri, MIA PaCa2
pankreas kanseri ve NCI
H1975 kiiguk hacreli
olmayan akciger kanseri
hiicre hatlarina kars1

sitotoksik etki

fusarisolin A,B

3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A
sentaz gen ekspresyonu

inhibisyon etkisi

fusariumester B

P. theae’ a karsi 1lhimli

inhibisyon aktivitesi

2pB,6p-dihydroxy-
5a-methoxyergosta-
7, 22-diene/2,9a-
dihydroxy-5a-
methoxyergosta-7,
22-diene

Zayif antagonistik etki

2.4.1 Deoksinivalenol

Deoksinivalenol

(DON), ge

nellikle

Fusarium graminearum

(Gibberella zeae), Fusarium crookwellense ve Fusarium culmorum tirleri

tarafindan iiretilen bir sekonder metabolittir. DON ¢ogunlukla bugday, arpa,

cavdar, yulaf ve misir gibi bitkilerde bulunmaktadir. Piring, tritikale ve

sorgum gibi bitkilerde ise bulunma siklig1 daha azdir.

Deoksinivalenol, trikotesenlerin siklik seskiterpenoid ailesindendir ve

yapist Sekil 2.2.’de gortulmektedir. Fonksiyonel gruplarina gére A, B, C ve D

olmak tizere dort ana gruba ayrilmaktadir. A grubu trikotesenler arasinda T-

2 ve HT-2 toksinleri yer almaktadir. DON, 3-asetil-DON, 15-asetil-DON,

nivalenol ve fusarenon-X gibi metabolitlerin bulundugu B grubu trikotesenler

diger gruplara oranla dogada daha az bulunmaktadir. B grubunda hidroksil
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gruplarinin A grubuna gore fazla olmas1 bu gruptaki metabolitlerin daha polar
yapida olmalarina sebep olmaktadir. Bu sebeple DON su, etanol, metanol, etil
asetat ve asetonitril gibi polar ¢cozgenlerde ¢ozlnebilmektedir. A grubunda
yer alan T-2 ve HT-2 toksinleri daha polardir ve bu toksinlere dogada az
rastlanmaktadir (Krska et al., 2007).

Sekil 2.2. Deoksinivalenoliin kimyasal yapisi (Sobrova et al., 2010)

2.4.2 Zearalenon

Zearalenon (ZEA) Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium cerealis ve Fusarium equiseti gibi Fusarium turleri tarafindan
uretilebilen bir toksindir. Sekil 2.3te yapis1 goriilen ZEA’nin kKimyasal ad1 6-
(10-hidroksi-6-okzo-trans-1-undesenil)-B-resorsiklik asit lakton’dur
(Alldrick and Hajselova, 2004). Misir, arpa, ¢cavdar, bugday, piring gibi ¢esitli
tahillar {lizerinde Uretilebilen ve 6strojenik yapiya sahip bir toksin olan
ZEA’nin iretimi 25-30 °C’de gergeklestirilmektedir (Sanchis and Magan,
2004; Krska et al., 2007; Doll and Danicke, 2011). ZEA’nin tiirevleri (Sekil
2.4) olan o-zearalenol (a-ZEA), B-zearalenol (B-ZEA), a-zearalanol (o-
ZAL), B- zearalanol (B-ZAL) ve zearalanona en yiiksek konsantrasyonda
Fusarium tirleri ile kontamine olmus misirda Uretilmektedir (Minervini et al.,
2005).

Zearalenon ve deoksinivalenol cogunlukla ayni fungus tiirleri
tarafindan bir arada {iretilmektedir. ZEA’nin tahillarda iiretiminde

deoksinivalenolun yan1 sira es zamanli olarak pembe renkli bir pigmentin de
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iretildigi goriilmiistiir. Bu sebeple tahillarda pembe rengin goriilmesi ZEA

varligi ile iliskilendirilmektedir (Richard, 2007).

|}-Zearalenol [3-Zearalanol

Sekil 2.4. Zearalenonun tiirevlerinin kimyasal yapisi (Alldrick and Hajselova, 2004)

2.4.3T-2ve HT-2 Toksin

T-2 ve HT-2 toksinler Bolim 2.2.1.2.1°de belirtilen A grubu
trikotesenlerdendir. Fusarium sporotrichioides, Fusarium poae ve Fusarium
acuminatum tarafindan iretilmektedir. Bu Fusarium tdrlerinin en belirgin
ozelligi soguk iklim alanlarinda toksin iiretebilme becerilerdir. Fusarium
tiirlerinin 2 °C’de toksin iiretebildikleri bilinmektedir. T-2 toksin, dogada
daha az bulunan bir toksin olmasina ragmen, diger A grubu toksinler ile
karsilastirildiginda toksisite oraninin yiiksekligi sebebiyle oldukg¢a dikkat
cekmektedir (Li et al., 2011). Molekil formull C24H3409 olan T-2 toksin
beyaz kristal yapida bulunur. Is1 ve 1518a dayaniklidir ancak kuvvetli asidik

kosullarda par¢alanabilmektedir (Yagen and Bialer, 1993; Liet al., 2011).
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2.4.4 Fumonisinler

Ik olarak Giiney Afrika’da 1988 yilinda bulunan fumonisinler (Sekil
2.5), Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum, Fusarium nygamai,
Fusarium anthophilum, Fusarium oxysporum, Fusarium diamini ve
Fusarium globosum gibi tiirler tarafindan tretilmektedir. (Magnoli et al.,
1999; Arici et al., 2002). Fumonisin Gretiminde 6nct olan tirlerden Fusarium
proliferatum ve Fusarium verticillioides’in en ideal bliylime sicaklik araligi
22.5-27.5°C’dir. Bu aralik 2 °C ile baglayip 37 °C’ye kadar ¢ikmaktadir. Bu
kadar genis bir sicaklik araliginda iiretim yapilabilir olmasi bu toksinlerin
iretiminin rahatlikla yapilabilecegini gozler Oniine sermektedir. Nemli
ortamlardan hoslanan Fusarium tdrlerinin toksin Gretimi ortamda artan nem
degeri ile birlikte ylkselmektedir. Ayrica diger toksinlerin aksine fumonisin
uretiminde anaerobik ortam kosullar1 toksin tretimini arttirdigi gorilmektedir
(Sweeney and Dobson, 1998).

3-Hidroksipiridinyum

Toksin R, R, Ry R,
Grup A

FA, OH OH COCH, CH,
FA, H H COCH, CH,
FA, OH OH COCH, CH,
Grup B

FB, OH OH H CH,3
FB, H OH H CH,
FB, OH H H CH,
FB, H H H CH,
Grup C

FC, OH OH H H

FC, OH H H H

FC, H H H H

Sekil 2.5. Fumonisinlerin A, B ve C gruplarinin kimyasal yapist (Humpf and Voss, 2004; Krska et
al., 2007)
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2.4.5 Fusarik Asit

Kimyasal olarak 5-butilpikolinik asit olarak bilinen fusarik asit (Sekil
2.6) ilk olarak 1934 yilinda Yabuta T. ve arkadaslar1 tarafindan pirince parazit
yapan Fusarium heterosporium'un metabolitlerinden izole edilmistir. Fusarik
asit diisiik veya orta derecede toksisiteye sahip bir dogal alkaloid tiriiniidiir

(Huang et al., 2020).

Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen fitotoksinlerden biri olan fusarik
asit F. andiyazi, F. fujikuroi, F. proliferatum, F. subglutinans, F. temperatum,
F. thapsinum, F. verticillioides (Leslie and Summerell, 2006; Munkvold et
al., 2019; Scauflaire et al., 2011) ve 6zellikle F. oxysporum, F. solani (Bohni

et al., 2016; Lopez-Diaz et al., 2018) tarafindan tiretilmektedir.

HsC N

Sekil 2.6. Fusarik asidin kimyasal yapis1 (Dor et al., 2007)

Fusarik asit (FA) ile ilgili 2000’1li yillara kadar yapilan ¢aligmalar bu
toksinin konukguya spesifik oldugunu, hedef olarak aldig1 bitkilerde
mitokondri aktivitesini ve ATP sentezini azalttigini ifade etmislerdir. Ayrica
hiicre zarinin secici ge¢irgenligini ve kok gelisimini negatif yonde etkiledigi
bildirilmistir. (Bouizgarne et al., 2004; Bouizgarne et al., 2005; Bouizgarne
et al., 2006; Wu et al., 2008).

Fusarik asit (5-butilpikolinik asit) bir dizi bakteri, fungus ve yosun
olusumunu baskilayan genis spektrumlu dogal bir antibiyotiktir. Yapilan pek
cok arastirma fusarik asitin anti-hipertansif ve anti-viral (Fernandez-Pol et al.,
2001; Li et al., 2014) aktivitelerden, anti-kanser etkilerine ve Parkinson
tedavisine kadar c¢esitli onemli farmakolojik aktivitelere sahip oldugunu
gostermistir (Huang et al., 2020). Farmakolojik aktivitelerinden en ¢ok dikkat

ceken anti-hipertansif etkisidir.
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Bu alanda yapilan ¢alismada dopamine beta-hidroksilaz’1 inhibe eden
fungus Triinlerinin sistematik taranmasiyla, zayif antimikrobiyal 6zellik
gosteren bir antibiyotik olarak bilinen fusarik asit aktif bilesik olarak
tanimlanmigtir. Kalpteki ve adrenalindeki norepinefrin’nin azalmasinin
fusarik asit tarafindan inhibe edilen dopamin-beta-hidroksilaz sayesinde
oldugu ve agniyovaskiler sistemdeki hipotansif etkinin nedenin

norepinefrin’nin azalmasi oldugu disiiniilmektedir (Hidaka et al., 1969).

Fusarik ait 6nemli bir bocek fenoloksidaz inhibitéri olarak belirli
insektisidal aktiviteye sahiptir (Dowd et al,.1999; Kwon et al., 2007). Ayrica
bir tur fitotoksin olarak bilinen fusarik asit ve turevleri belirgin herbisidal
aktivite de sergilemektedir (Capasso et al., 1996; Stipanovic et al., 2011).
Seytan elmasi, boru ¢icegi gibi pek ¢ok yabanci ota karsi fitotoksin olarak
etki eden fusarik asit (Abbas et al., 1991; Abbas et al., 1995) 6zellikle canavar
otuna (Orobanche spp.) karsit biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir.
Fitotoksik aktiviteleri sayesinde ¢imlenmenin ve biyimenin inhibisyonu,
solma, nekroza sebep olma gibi pek ¢ok metabolik etkiye sebep olmaktadir
(Wakulinski, 1989; Van Asch et al., 1992). Yapilan ¢calismada, biyokontrol
ajan1 olarak kullanimi amaciyla fusarik asitin canavar otuna karsi etkisi
incelenmistir (Bouizgarne et al., 2006). Sekil 2.7’de goriildigii tizere fusarik

asit uygulamasmin canavar otuna karsi etkisi ortaya konmustur.

100
80 -
60
40 4

20

0 *_

O. ramosa seeds O. ramosa seeds
on untreated on FA pretreated

Germination of O.ramosa seeds (%)

Sekil 2.7 Fusarik asit uygulamasi yapilan ve yapilmayan O. ramosa tohumlarinin ¢gimlenme

yiizdesi (Bouizgarne et al., 2006)
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Fusarik asit hem tibbi hem de tarimsal alanlarda giiclii antifungal
aktivite gostermektedir (Zheng et al., 2011; Son et al., 2008). Fusarik asidin
in vitro antifungal aktivitelerinden elde edilen sonuclar, fusarik asidin
tarimsal bir fungisit olarak daha fazla arastirilmasi ve gelistirilmesi

gerektigini ortaya koymaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg
3.1.1 Mikroorganizmalar

Bu c¢alismada endofit Fusarium tirlerinin eldesi i¢in farkli
lokasyonlardan toplanan ayrik otunun (Agropyron repens) ve canavarotunun
(Orobanche spp.) kokiinden (rizosfer bolgesindeki toprakla birlikte) 9 adet
numune alinmig ve izolasyonlar yapilmistir. Bu numunelerin 6zellikleri Tablo

3.1’ de verilmistir.

Tablo 3.1. Patojen olmayan Fusarium’larin izolasyonunda kullanilan numunelerin 6zellikleri

1 0.1 Canavar otu (Orobanche) koku [zmir 20.10.2018
(rizosfer bolgesindeki toprakla
birlikte)

2 0.2 Canavar otu (Orobanche) kok [zmir 20.10.2018
(rizosfer bolgesindeki toprakla
birlikte)

3 0.3 Canavar otu (Orobanche) koku [zmir 20.10.2018
(rizosfer bolgesindeki toprakla
birlikte)

4 04 Canavar otu (Orobanche) koki [zmir 20.10.2018
(rizosfer bolgesindeki toprakla
birlikte)

5 Al Ayrik otu (Agropyron repens) kokii | Izmir 08.11.2018
(rizosfer bolgesindeki toprakla
birlikte)
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Tablo 3.1. (devam)

6 A2 Ayrik otu (Agropyron repens) Ankara | 14.11.2018
koku (rizosfer bolgesindeki
toprakla birlikte)

7 A3 Ayrik otu (Agropyron repens) [zmir 18.11.2018
koku (rizosfer bolgesindeki
toprakla birlikte)

8 A4 Ayrik otu (Agropyron repens) [zmir 28.11.2018
koku (rizosfer bolgesindeki
toprakla birlikte)

9 A5 Ayrik otu (Agropyron repens) [zmir 09.12.2018
kokii (rizosfer bolgesindeki
toprakla birlikte)

Ek olarak Biyomihendislik Bolumia, Endustriyel — Mikrobiyoloji
Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonunda yer alan 6 adet Fusarium susu da ¢alismada

yerini almistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Fusarik asit iiretiminde kullanilan Fusarium suslarmin 6zellikleri

1 Fusarium solani 32 MW165531
2 Fusarium solani 39 MW165532
3 Fusarium solani 60 MW165529
4 Fusarium solani 76-b MW165530
5 Fusarium solani 168 MW165528
6 Fusarium redolens 176 MW165533




24

Ayrica Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Béliimiinden Dr. Ogretim Uyesi Havva DINLER’in laboratuvarinda nohut
(Cicer arietinum) bitkisinden izole edilmis ve patojenite testleri yapilmis
olan, 22 adet patojen olmayan endofit Fusarium izolati (Tablo 3.3) ¢calismada
kullanilmistir (Dilmag vd., 2020).

Tablo 3.3. Fusarik asit iiretiminde kullanilan patojen olmayan Fusarium izolatlar

1 Fusarium sp. Sus1T-1 12 Fusarium sp. S6T-19
2 Fusarium sp. Susl1T-2 13 Fusarium sp. S6T-21
3 Fusarium sp. Sus3T-3 14 Fusarium sp. S7T-2
4 Fusarium sp. Sus6T-4 15 Fusarium sp. S7T-16
5 Fusarium sp. S2T-1 16 Fusarium sp. S7T-18
6 Fusarium sp. S3T-5 17 Fusarium sp. S8T-7
7 Fusarium sp. S3T-11 18 Fusarium sp. Y1T-9
8 Fusarium sp. S3T-17 19 Fusarium sp. Y1T-17
9 Fusarium sp. S6T-3 20 Fusarium sp. Y5T-6
10 Fusarium sp. S6T-12 21 Fusarium sp. Y5T-11
11 Fusarium sp. S6T-14 22 Fusarium sp. Y6T-8

Patojenite testinde negatif kontrol olarak kullanilmak iizere bir adet
patojen Fusarium izolat1 aym sekilde Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,

Bitki Koruma Boliimiinden alinmustir.
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3.1.2 Kullanilan Besiyerleri
3.1.2.1 Rose Bengal-Gliserin-Ure B

Fusarium tirlerinin izolasyonunda ve saflastiriimasmda kullanilmustir
(Nelson et al., 1983; Van Wyk, 1969). Tablo 3.4’te verilen ortam igerikleri
karigtirilarak iyice ¢oziindiikten sonra otoklavda steril edilmistir (121 C, 15
dk). Sterilizasyonun ardindan, besiyeri katilasmadan once 50 mg/L

antibiyotik (kloramfenikol) aseptik kosullarda eklenmistir.

Tablo 3.4. RbGU besiyeri icerikleri

Gliserin 10¢

Ure 19

Pentokloronitrobenzen (PCNB) 10 ml

L-alanin 059
Rose Bengal 059
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

3.1.2.2 Pepton Pentokloronitrobenzen (PCNB) Besiveri

Fusarium tirlerinin izolasyonunda ve saflastiriimasmda kullanilmstir
(Nelson et al.,1983). Tablo 3.5’te verilen besiyeri icerikleri karistirilarak
coziindiikten sonra otoklavda (121°C, 15 dk) steril edilmistir. Ardindan
besiyeri steril petri kaplarina dokiilmeden dnce %5’lik konsantrasyonda stogu
hazirlanmis olan 20 ml/L kloramfenikol aseptik kosullarda besiyerine

eklenmistir.
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Tablo 3.5. Pepton PCNB besivyeri igerikleri

Difco pepton 15¢
KoHPO, 1 g
MgSO, - 7TH,O 05¢g

PCNB (pentokloronitrobenzen) 10 ml

Agar 15¢

Distile su 1000 ml

3.1.2.3 Patates Dekstroz Agar (PDA)

PDA izole edilen Fusarium ’larin blyutilmesinde, aktiflestirilmesinde
ve stoklanmasinda kullanilmistir. Fusarium izolatlarinin ¢alisma boyunca
canliligini korumak amaciyla, yatik olarak hazirlanmig PDA ile saklama

(Dikilitag, 2011) metodu uygulanarak depolanmalar1 saglanmustir.

Laboratuvarda PDA besiyerinin hazirligi igin 200 g patates 1000 ml
distile suda 30 dakika kaynatilmistir. Elde edilen nisastali su (200 g patatesin
kaynatilmasi ile elde edilen patates nisastasinin miktar1 ortalama 4 g olarak
kabul edilmistir) tiilbent yardimiyla filtre edilmis ve hacmi tekrar distile su
ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra igerisinde 20 g glukoz
¢ozlndurulerek, 0,2 M HCI asit ¢ozeltisi ile pH 5,6 +2’ye ayarlanmustir.
Ardindan 15 g agar eklenmis ve otoklavda steril edilerek (121°C, 15 dk)
besiyeri hazirhigi tamamlanmistir (Macfaddin, 1985).

3.1.2.4 Czapek Dox Besiyeri

Patojen olmayan endofit Fusarium izolatlarmin fusarik asit Uretimi

tayininde s1v1 besin ortami olarak kullanilmistir (Hamid and Strange, 2000).
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Besiyeri igerikleri (Tablo 3.6) ¢ozlndurdldiikten sonra otoklavda (121 °C, 15
dk) steril edilmistir.

Tablo 3.6. Czapek Dox besiveri igerikleri

Siikroz 309
NaNO; 39
MgSO, 05¢g
KCI 05¢g
Fe3(SO4) 0,01g
KH2PO, 1g
ZnS04.7H,0 0,05¢g
CaCl,.2H,0 0,1g
CuClz.2H,0 0,029
CoCl,.6H.0 0,029
MnCl;.4H,0 0.02¢g
Distile su 1000 ml
3.1.25 M-1D Besiverj

Patojen olmayan endofit Fusarium izolatlarinin fusarik asit dretimi
tayininde siv1 besin ortami olarak kullanilmistir. Tablo 3.7°de verilen besiyeri
icerikleri dnce iyice karistirilarak ¢6ziindiiriilmiis ve ardindan otoklavda (121
°C, 15 dk) steril edilmistir (Pinkerton and Strobel, 1976).
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Tablo 3.7. M-1 D besiyeri icerikleri

Siikroz 18 ¢
C4H12N206 39
NaH:PO4 0,01g
KCI 0,049
KNOs 0,059
Ca(NO3). 0,12 ¢
Kl 0,0005 g
H3;BO3 0,0008 g
ZnSO4 0,0008 g
MnSO, 0,002 g
FeCls 0,0007 g
Distile su 1000 ml
3.1.2.6 Pirin¢ Kiltir Ortam

Izolatlarin fusarik asit iiretimi tayini icin, yapilan iiretiminde kati
kiltdr Uretim ortami olarak piring kullanilmustir. Piring ile hazirlanacak ortam
icin; 250 mI’lik erlende 50 g’lik pirincin tizerine 25 ml distile su eklenmis ve
2 saat boyunca sik sik karigtirilarak bekletilmistir. Ardindan 121 °C, 15 dk
otoklavda yapilan sterilizasyon islemi sonrasi kati kiiltiir iiretim ortami

hazirlanmistir (Shotwell, 1966).
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3.1.3 Kullamilan Cozeltiler

3.1.3.1 PCNB Cozeltisi

Fusarium tiirlerinin izolasyonunda ve saflagtirilmasinda kullanilan
RbGU (rose bengal-gliserin-tire) ve Pepton PCNB (pentokloronitrobenzen)
besiyerlerinde kullanilmistir (Nelson ve ark., 1983; Van Wyk, 1969).
Cozeltinin  hazirlanmast i¢in 100 ml metanolde 0,75 g PCNB

¢Ozilindiiriilmiistiir. Ardindan besiyerlerine 10 ml/L hacminde eklenmistir.

3.1.3.2 %5°lik Kloramfenikol Cozeltisi

Fusarium tiirlerinin izolasyonunda ve saflastirilmasinda kullanilan
RbGU besiyerlerinde kullanilmistir (Nelson et al., 1983; Van Wyk, 1969).
Cozeltinin hazirlanmasi i¢in 100 ml distile suda 5 g chloramphenicol
¢Oziindiiriilmiistiir. RbGU besiyerlerinin hazirlanmasi ve otoklavda (121°C,
15 dk) steril edilmesinin ardindan aseptik kosullarda %5°’lik ¢ozeltiden 10
ml/L hacminde (Basbagci vd., 2019) besiyerine eklenmistir.

3.1.3.3 0.2 M'IiK Hidreklorik Asit (HCI) Cozeltisi

Besiyerlerinin  ve kiiltiir ortamlarinin pH’min ayarlanmasinda
kullanilmistir. Ticari olarak satilan %37'lik HCI' den 1,67 ml alinmig 100 ml

distile su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.1.3.4 %0.1’lik HgClz (Civa (II) Kloriir) Cozeltisi

Patojenite testinde nohut tohumlarma yiizey sterilizasyonu yapilmasi

icin %0,1°lik HgCl> kullanilmistir. Cozeltinin hazirlanmasi i¢in 0,1 g HgCl>

100 ml distile suda ¢oziindiiriilmiistiir.

UV (CAMAG) sik altinda fusarik asidin varligmin daha iyi
gOzlemlenebilmesi i¢in Thin Layer Chromatography (TLC) plakasina (Merck
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No. 5553, Darmstad, Germany) %5’lik HoSOg4 piiskiirtiilmiistiir. Cozeltinin

hazirlanmasi i¢in 95 ml metanolde 5 ml H2SO4 ¢oziindiiriilmiistiir.

3.1.3.6 1000 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

TLC plakada ve yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC)
analizinde standart olarak kullanilmak i¢in 1000 ppm’lik fusarik asit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in 1 mg fusarik asit (Sigma Alrich, Germany) 1 ml

metanolde ¢6ziindiirilmiistiir.

3.1.3.7 500 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

HPLC analizinde kalibrasyon grafigi ¢ikarilabilmesi i¢in 500 ppm’lik
fusarik asit ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bunun i¢in 0,5 mg fusarik asit (Sigma

Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢6ziindiirilmiistiir.

3.1.3.8 250 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

HPLC analizinde kalibrasyon grafigi ¢ikarilabilmesi icin 250 ppm’lik
fusarik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,25 mg fusarik asit (Sigma

Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢oziindiiriilmistiir.

3.1.3.9 100 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

TLC plakada ve HPLC analizinde standart olarak kullanilmak icin 100
ppm’lik fusarik asit ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bunun igin 0,1 mg fusarik asit

(Sigma Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢oziindiiriilmiistiir.

3.1.3.10 30 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

HPLC analizinde kalibrasyon grafigi ¢ikarilabilmesi i¢in 50 ppm’lik
fusarik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,05 mg fusarik asit (Sigma

Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢oziindiiriilmiistiir.
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3.1.3.11 25 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

HPLC analizinde kalibrasyon grafigi ¢ikarilabilmesi i¢in 25 ppm’lik
fusarik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,025 mg fusarik asit (Sigma

Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢ézlindiiriilmiistiir.

3.1.3.12 10 ppm’lik Fusarik Asit Cozeltisi

HPLC analizinde kalibrasyon grafigi ¢ikarilabilmesi i¢in 10 ppm’lik
fusarik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,01 mg fusarik asit (Sigma

Alrich, Germany) 1 ml metanolde ¢6ziindiiriilmiistiir.

3.1.3.13 %1’lik Potasvum Dihidrojen Fosfat (KH>PO Ozeltisi

HPLC analizinde mobil faz olarak kullanilmasi i¢in %1’lik KH2PO4
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 10 mg KH2PO4 1000 ml ultra saf suda

¢Oziindiirilmistiir.

3.1.4 Kullanilan Cihazlar

3.1.4.1 Hassas terazi

Mettler toledo (ABD) marka (AL204 model) hassas terazi ¢alismada
kullanilan besiyeri igeriklerinin ve kimyasallarin tartimmnin yapilmasinda

kullanilmstir.

3.1.4.2 Isuah manyetik Kanistina

Heidolph marka ve MR 3001 model 1siticili manyetik karistirici
(Almanya), 1siticili manyetik karistirict  kullanilan  besiyerlerinin = ve

¢oOzeltilerin hazirlanmasinda karistirma islemi i¢in kullanilmistir.

3.1.4.3 Otoklav

Hirayama marka Hiclave HVE-50 (Japonya) model otoklav

besiyerleri ve ¢ozeltilerin sterilizasyonunun yapilmasinda kullanilmistir.
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3.1.4.4 Pastor firim

Binder marka (Almanya), pastor firm1 cam malzemelerin
sterilizasyonu i¢in kullanilmistir. Ayrica TLC plakalarin aktiflestirilmesiigin

110 °C’de yakilmasinda kullanilmistir.

3.1.4.5 Vorteks

Yellowline (Turkiye) marka ve TTS2 model vorteks, hiicre

stispansiyonlarinin homojenize edilmesi i¢in kullanilmistir.

3.1.4.6 Inkiibator

Nive EN 120 (Turkiye) marka inkubator kilturlerin 25°C ve 27°C’de

inkiibasyonlar1 i¢in kullanilmistir.

3.1.4.7 Buzdolabi

Kdlturlerin +4 °C” de depolanmasi i¢in kullanilmustir.

3.1.4.8 Isik mikroskobu

Olympus CX31RTSF (Turkiye) marka mikroskop kulttrlerin spor
yapilarinin incelenmesinde ve Thoma laminda spor sayimi yapilmasinda

kullanilmstir.

3.1.4.9 pH metre

Sartorius Basic Meter PB-11 (Fransa) marka pH-metre besin ortami
ve diger ¢ozeltilerin pH degerlerinin belirlenmesi ve gerekli ayarlamalarin

yapilmasi amact ile kullanilmustir.
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3.1.4.10 Evaporatdr

HEIDOLPH marka Heizbad Hei-VAP (ABD) model evaporator, kati-
stv1 Ve sivi-s1vi ekstraksiyonlar sonrasi organik ¢ozgenlerin ugurulmasi igin

kullanilmuistir.

3.1.4.11 Ultrasonik Banyo

CALISKAN marka LAB.ULT.4022 (Tirkiye) model ultrasonik
banyo kat1 kiiltlir tretimlerinde kati-sivi ekstraksiyonun yapilmasinda
kullanilmistir. Evaporatérde ¢ézgenlerin ucurulmasi sonrasit TLC plakaya
(Merck No. 5553, Darmstad, Germany) yiikleme yapilmasi i¢in ekstraktlar1

metanolde daha iyi ¢oziindiirebilmek i¢in kullanilmistir.

3.1.4.12 254/365 nm UV Isik Kabini

TLC plakalarm CAMAG marka (Almanya) UV 1sik kabininde fusarik

asit varhiginin tespiti i¢in gozlemlenmesinde kullanilmistir.

3.1.4.13 Blender

Waring marka (ABD) blender kati kiiltiir {iretimlerinden sonra

ekstraktlarin par¢alanmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.4.14 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPL C)

Thermo Scientific marka (ABD) HPLC cihaz1 TLC plakalarda yapilan

gozlemler sonrasi fusarik asit varligi tespit edilmis ekstraktlarda kantitatif

miktar tayini yapmak icin kullanilmistr.
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3.2. Yontem

3.2.1 Endofit Fusarium izolasyonu Amaciyla Orneklerin Alinmasi ve

Laboratuvara Getirilmesi

Patojen olmayan Fusarium tirlerinin izolasyonu icin Ankara ve izmir
illerinden farkli lokasyonlardan toplanan ayrik otunun (Agropyron repens) ve
canavar otunun (Orobanche spp.) kokiinden (rizosfer bélgesindeki toprakla
birlikte) alinmis 6rnekler izolasyon yapilmasi i¢in etiketli torbalar ile agizlari

kapali bir sekilde laboratuvara getirilmistir.

Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bélumunden Dr.
Ogretim Uyesi Havva DINLER’in nohut (Cicer arietinum) bitkisinden izole
edilen ve patojenite testleri yapilmis olan, 22 adet patojen olmayan endofit
Fusarium izolat1 petri kaplarmda PDA besiyerine ekilmis bir sekilde

laboratuvara getirilmis ve 4 °C’ye kaldirilmistir.

3.2.2 Orneklerden Fusarium spp. izolasyonu ve Saflastiriimasi

Toprak orneklerinden fungus izolasyonu icin, Waksman (1922)
tarafindan gelistirilen “Topragi Sulandirma Y ontemi” uygulanmistir. Degisik
lokasyonlardan toplanan ayrik otunun (Agropyron repens) ve canavar otunun
(Orobanche spp.) kokinden (rizosfer bolgesindeki toprakla birlikte) alinan
parcalar steril bir makasla kesilerek 10 g olarak tartilmis ve 100 ml’lik steril
suya konarak 10 dakika boyunca ¢alkalayicida karistirilmistir. Seri seyreltme
yonteminin uygulanmasi i¢in, tiiplere konulan 9 ml’lik distile sularin agizlar
pamukla kapatilip otoklavda (121 °C, 15 dk) steril edilmistir. Ik etapta
hazirlanmis olan 107 seyreltmeden steril pipet ile 1 ml almarak 9 ml steril saf
su bulunan tiipe eklenerek 107 seyreltme elde edilmistir. Ardindan vorteks ile
yapilan ¢alkalama isleminden hemen sonra 1 ml 6rnek alip 9 ml steril saf su
bulunan tiipe eklenerek 107 seyreltme elde edilmistir. 102 karisimmdan 1 ml
alinip icerisinde 9 ml steril saf su bulunan tiipe eklenerek 10 seyreltme elde

edilmistir. 10” seyreltme icin de ayni islemler tekrarlanmistir (Oskay, 2007).
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Bu islemin ardindan her bir seyreltmede tek tek diisen kolonilerin elde
edilebilmesi i¢in dokme plaka yontemi uygulanmistir (Halkman ve Ayhan,
2000). izolasyon ¢alismalarmda Fusarium tirleri igin secici ortamlar olan;
Pepton PCNB ve RbGU besiyerleri kullanilmistir. Hazirlanan 103, 10, 10
oranindaki seyreltmelerden 1 ml alinarak steril petrilere aktarilmig ve
yaklasik 45 °C’ ye kadar sogutulmus olan segici besiyerlerinin her birinden
15 — 20 ml dokiilerek karistirilmustir. Agar katilasinca petriler 27 °C’ de bes
giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda petriler incelenmis ve
Fusarium oldugu tahmin edilen kolonilerden aseptik kosullarda igne/6ze ile
alinarak icerisinde PDA bulunan steril petrilere aktarilmistir. Petriler 27 °C’
de bes giin boyunca inkiibe edilmistir. Bu islem saf ve tek koloniler elde

edilene kadar tekrarlanmustir.

3.2.3 Fusarium izolatlarinin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Elde edilen izolatlardan Fusarium olanlarin tespit edilebilmesi igin
inkiibasyon sonunda gelisen kiltirlerden hazirlanan preparatlara ticari olarak
hazir halde satilan laktofenol pamuk mavisi damlatilmis ve 1s1k

mikroskobunda izolatlarin spor yapilar1 incelenmistir (Shamly, 2014).

3.2.4 Fusarium izolatlarimn Saklanmasi

3.2.4.1 Eusarium izolatlarimn Yatik Agarh TUplerde Saklanmasi

Saf ve tek kolonilerin eldesinden sonra izolatlarin saklanabilmesi i¢in
icerisinde PDA bulunan yatik agarl tiiplere ekim yapilmig ve 27 °C’ de bes
giin boyunca inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda tireme g6zlenen yatik

agarli tiipler +4 °C” de buzdolabinda saklanmistir (Dikilitas, 2011).

3.24.2 Fusarium lizolatlarmin Toprakta Saklama Yontemi ile
Saklanmasi

Bu metot bir glin arayla iki kez otoklavda steril edilen(121 °C, 15 dk)
3 cm® toprakta Fusarium kiiltiirlerinin her birinden hazirlanan 1 ml’lik spor

stispansiyonunun 27 °C’ de yedi giin boyunca inkiibe edilmesi ile
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gergeklestirilmistir. Bunun igin 6ncelikle 100 ml’lik erlenlerde 80 ml PDA
besiyeri konmus ve otoklavda (121 °C, 15 dk) steril edilmistir. Ardindan 250
ml’lik erlenlerin igindeki PDA besiyerinin donmasi igin, erlenler yatik sekilde
konumlandirilmstir (Sekil 3.1). Fusarium izolatlarmin her birinden ayr1 ayri
yatik erlenlere ekilerek 27 °C’ de yedi giin boyunca inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, erlenlere 10 ml steril su eklenmis ve steril pipet
ucuyla hafifce kazmarak 107 spor/ml’lik spor siispansiyonlar1 (Spor
yogunlugu Thoma lamu ile mikroskop altinda sayim yapilarak 107 spor/ml’ye
ayarlanmistir) olusturulmustur. Hazirlanan spor siispansiyonundan 1 ml
alinarak icerisinde yaklasik 3 cm? steril toprak bulunan kiigiik liyofilizasyon
siselerine konulmustur. Son olarak ise liyofilizasyon siseleri 27 °C’de
kapaklar1 sikica kapatilmadan sekiz giin boyunca inkiibe edilmisler ve
ardindan kapaklar1 kapatilarak 17 °C’de soguk odadadepolanmislardir (Sekil
3.2).

Sekil 3.1. Spor siispansiyonu hazirlamak i¢in erlenlerde yatik sekilde katilastirilmis
PDA besiyeri

Sekil 3.2. Toprakta saklama yontemi ile liyofilizasyon sisesinde saklanan Fusarium

Sp. Sus6T-4 numarali izolat
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3.2.5 Fusarium Izolatlarinin Patojenite Testinin Yapilmasi

Tablo 3.1°de gosterilen drneklerden elde edilen potansiyel Fusarium
izolatlarina patojenite testi yapabilmek i¢in Oncelikle aktiflestirme
yapilmistir. Bunun i¢in 15-20 ml PDA dokiilmiis ve katilasmis olan petrilere
izolatlar ekilerek, 27 °C’ de bes giin boyunca inkiibe edilmislerdir. Nohut
tohumlar yiizey sterilizasyonu igin %0,1’lik HgCl>’de yedi dakika boyunca
calkalanmig ardindan HgCly’lin uzaklastirilmasi i¢in iki kere steril distile
sudan gecirilmislerdir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanmig nohut tohumlari,
icerisinde nemli pamuk bulunan ve otoklavda (121 °C’de 15 dk) steril edilmis

kaplara alinarak 25 °C’de {i¢ giin boyunca ¢imlenmeye birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda biiyiimiis olan Fusarium izolatlarmnin
blytyen kolonilerinden steril i¢i bos cam cubuklar yardimiyla 0,8 cm ¢apinda
diskler alinmustir. izolatlarm her birinin blytyen kolonisinden alman ¢ap10,8
cm agar diskleri %5°lik kloramfenikol ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanmis
PDA plagmin merkezine yerlestirilmis ve 27 °C’ de bir guin inkiibe edilmistir.
Bir giinliik inkiibasyon sonunda nemli pamuk iizerinde ¢imlenmis olan nohut
tohumlarindan, bes adet alinarak (her bir petri icin) aseptik kosullarda
merkezinde 0,8 cm ¢apinda agar diski bulunan petrilere yerlestirilmistir.
Islemleri tamamlanan petriler patojenite testi igin 25 °C’de 12 saat
fotoperiyotta, yedi glin boyunca inkiibe edilmistir (Basbagci vd., 2019). TUm
islemler her bir izolat icin tekrar edilmistir. Denemeler her bir izolat icin ¢

tekrarli yapilmistir.

3.2.5.1 Patojenite Testi Sonuclanimn DeJerlendirilmesi

Denemeler her bir izolat i¢in 15 adet nohut tohumuyla yiiriitiilmistiir.
Kontrol grubu olarak, hem patojen oldugu bilinen Fusarium sp. izolat: ile
yapilan petri denemeleri hem de herhangi bir izolata maruz birakilmayan petri
denemeleri kullanilmigtir. Gerekli patojen Fusarium izolat1 Usak
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinden almmistir.

Denemelerin tamamlanmasinin ardindan petrilerdeki nohut tohumlarmin
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gelisen kokgiikleri gozlemlenmistir ve izolatlarin hastalik siddeti (%) bu
sekilde belirlenmistir. (Basbagci vd., 2019).

Kokciiklerde gelisen lezyonlar Tablo 3.8’de belirtilen hastalik
siddetinin  degerlendirilmesinde  kullanilan  tanmimsal skalaya gore
degerlendirilmistir (Trapero Casas and Jimenez-Diaz 1985; Peters and Grau,
2002; Leisso et al., 2011).

Tablo 3.8. Hastalik siddetinin degerlendirilmesinde kullanilan tanimsal skala

1 Cimlenmis tohumlarin koklerinde hastalik gostergesi mevcut degil

2 Cimlenmis tohumlarin koklerinin <%25 hastalikli

3 Cimlenmis tohumlarin koklerinin %25-50'si hastalikli

4 Cimlenmis tohumlarin kéklerinin %50-75'" hastalikli

5 Tohumda ¢imlenme yok (hastalik sebebiyle) veya ¢cimlenmis
tohumlarmn koklerinin %75-100 "i hastalikli

Kokgiikler lizerinde gelisen lezyonlara skala degeri verilirkenasagida

verilen Sekil 3.3’teki gorselden de yararlanilmstir.
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Sekil 3.3. Patojenite testi sonucu nohut tohumlarda olugan lezyonlar ve skala degerleri (Basbagci
vd., 2019)

Hastalik siddeti ilgili yapilan hesaplamada agagida verilen Tawsend-

Heuberger formiilii uygulanmistir (Karman, 1971).
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Hastalik Siddeti % = )" (Skala Degeri x Skala Degerine Dahil olan Bitki Sayisi) X 100
Toplam Bitki Sayis1 x En Yiiksek Skala Degeri

3.26 Patojen Olmayan Endofit Fusarium izolatlarinda Fusarik Asit

Uretiminin incelenmesi

3.2.6.1 Patojen Olmavan Endofit Eusarium izelatlarindan Sivi Kiiltiir
Fusarik Asit Uretimi

Patojen olmayan Fusarium izolatlarindan fusarik asit Gretimi igin
literatirde verilen M-1D (Pinkerton and Strobel, 1976) ve Czapek Dox
(Hamid and Strange, 2000) sivi ortamlar1 kullanilmistir. En uygun besi
ortaminin belirlenmesi i¢in yapilan denemelerde Biyomiihendislik B6 limdi,
Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonunda yer alan 6
adet Fusarium susu ile Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bélimunden temin edilen patojen olmayan; Fusarium sp. Sus1T-1, Fusarium
sp. SuslT-2, Fusarium sp. Sus2T-1, Fusarium sp. S2T-1, Fusarium sp. Y1T-
17, Fusarium sp. Y6T-8, Fusarium sp. S6T-12, Fusarium sp. S6T-14,
Fusarium sp. S7T-18, Fusarium sp. S6T-19, Fusarium sp. S3T-5, Fusarium
sp. Y5T-11 numarali 12 izolat kullanilmustir.

Fusarik asit tiretiminin incelenebilmesi i¢in 6ncelikle izolat/suslarin
spor siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bunun i¢in 100 ml’lik erlenlerde 80 ml
PDA besiyeri konmus ve otoklavda (121 °C, 15 dk) steril edilmistir. Ardindan
250 ml’lik erlenlerin i¢indeki PDA besiyerinin donmasi igin, erlenler yatik
sekilde konumlandirilmistir. Fusarium izolat/suslar1 yatik erlenlere ekilerek
27 °C’ de yedi giin boyunca inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon stiresi sonunda,
erlenlere 10 ml steril su eklenmis Ve steril pipet ucuyla hafifce kazmarak 10’
spor/ml’lik spor siispansiyonlar1 (Spor yogunlugu Thoma lam1 ile mikroskop

altinda sayim yapilarak 107 spor/ml’ye ayarlanmistir) olusturulmustur.

M-1 D ve Czapek Dox besiyerleri hazirlanmis ve 121 °C, 15 dk
otoklavda steril edilmislerdir. Ardindan her izolat i¢in, hazirlanan spor

slispansiyonlarindan baslangi¢ inokiilasyon hacmi olarak 0,5 ml alinmis ve
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icerisinde 50 ml besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Erlenler
iyice ¢alkalanmig ve 25 °C’de {i¢ hafta statik kiiltiir seklinde inkiibasyona
birakilmustir (Gopalakrishnan et al., 2005). Iki tekrarli yapilan iiretimlere,
kontrol grubu olarak baslangic inokiilasyonu yapilmamis besiyerleri eslik
etmistir. Inkiibasyon sonucunda M-1 D ve Czapek Dox ortamlarinn kiiltiir
stvilarinda biyokiitle miktar1 ile kiltiir filtratlarinda fusarik asit olusumu

incelenerek en uygun tiretim ortami belirlenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. M-1 D ve Czapek Dox besiyerlerinde iiretimleri tamamlanmis olan

Fusarium sp. S7T-18 ve Fusarium sp. S3T-5 numarali izolatlar

En uygun Gretim ortamu belirlendikten sonra ¢calismada kullanilan tim
izolatlarla bu tiretim ortami kullanilarak sivi kultirde fusarik asit tretimi

yapilmistir.

3.2.6.2 Patojen Olmavan Endofit Fusarium izolatlarimn  Kiiltiir
. fisi il i .
Taranmasi

3.2.6.2.1 Bivokiitle Miktarimin Belirlenmesi

Fusarium izolatlarm M-1 D ve Czapek Dox kiltir sivilarinda, fusarik
asit taranmasi igin literatiirde verilen iki farkli ¢6zgen olarak kloroform (Dor
et al., 2007) ve etil asetat (Abouzeid et al.,2004) ile ayr1 ayr1 ekstraksiyon

denemesi yapilmig Ve en uygun ¢ézgen belirlenmistir. En uygun ¢6zgenin
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belirlenmesi igin yapilan denemelerde Biyomiihendislik Bolimu, Endistriyel
Mikrobiyoloji Laboratuvari kiilttir koleksiyonunda yer alan 6 adet Fusarium
susu Ve Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinden
saglanmig 12 adet patojen olmayan endofit Fusarium izolat1 kullanilmistir.
Fusarik asit ekstraksiyonu yapilabilmesi i¢in asagidaki islemler sirast ile takip

edilmistir.

Izolatlarin kuru misel agirliklarinm 6lgiilebilmesi icin inkiibasyon
stiresinin sonunda sivi kiilturler Sekil 3.5’te goriildiigi Uzere once filtre kagidi
yardimiyla siiziilerek misel kiitlesi uzaklastirilmistir. Uzaklastirilan misel
kiitlelerinin kuru agirliklarinin tayini i¢in 70 °C sicaklikta etiivde agirhigi
sabitleninceye kadar kurutulmustur (Gopalakrishnan et al., 2005). Bunun icin
Sekil 3.6°da goriildiigli gibi li¢ giin boyunca belirli araliklarla hassas terazide
agirhik Olgtimleri yapilmistir (Misel kiitlelerinin kuru agirhk 6l¢imi igin;
petritfiltre kagidinin darasi alinmistir). Agirligr sabitlendiginde misel
kitlesinin kuru agirlig1 not edilmistir. Darasindan ¢ikarilarak misel kiitlesinin

net agirhgi tespit edilmistir.

Qo
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Sekil 3.5. Fusarium sp. Y1T-17 numarali izolatin misel kiitlesinin filtre kagidi ile

stiziilerek uzaklagtiriimasi



Sekil 3.6. Fusarium sp. Sus3T-3 numaral1 izolatin misel kiitlesinin kuru agirliginin

olctilmesi

Misel kiitlesi filtre kagidi ile stiziilerek uzaklastirildiktan sonra kalan
filtratin pH’1, 0,2 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH metre ile 2’ye

ayarlanmistir.

3.2.6.2.2 Kiiltiir Filtratlanindan Fusarik Asit Ekstraksiyonu

Filtre edilmis kiltlr ortamlarindan ekstraksiyon i¢in, kloroform ve etil
asetat olmak tizere iki farkli ¢6zgen ayr1 ayr1 denenmistir. Bunun igin ayirma
hunisinde 50 ml filtrat ile ayn1 hacimde ¢6zgen bir dakika boyunca
calkalanmigtir. Ekstraksiyon islemi arka arkaya {i¢ kez tekrarlanmistir.
Ekstraksiyon islemi tekrarlanirken her seferinde ¢ozgenin bulundugu faz
temiz bir erlene almarak agzi sikica kapatilmigtir. Ayni islemler her bir

Fusarium susu i¢in tekrarlanmistir (Dor et al., 2007).

Ekstraksiyon sonras1 alman ¢dzgen, kalan suyu uzaklastirmak i¢in 10
gr (50 ml hacim igin) Na>SQs ile galkalanmistir. Ardindan yine filtre kagidi

ile stizlilerek kalan suyu toplayan Na>SO4 uzaklastirilmistir.

Tum bu islemler sonras1t TLC (Merck No. 5553, Darmstad, Germany)
yapilabilmesi i¢in evaporatorde kloroform 35 °C, etil asetat 40 °C’ de

ucurulmustur. Tekrar 2 ml metanolln iginde ultrasonik banyoda
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(CALISKAN, Turkiye) ekstraksiyon yapilmis ve ekstraktlar TLC (Merck No.
5553, Darmstad, Germany) plaka igin hazir hale getirilmistir

3.26.2.3 ingg Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit Taranmasi

(Merck No. 5553, Darmstad, Germany) plaka 110 °C” de 10-15 dakika
tutularak aktive edilmistir. Ardindan FA standart1 (Sigma Alrich, Germany)
TLC plakalara yiklenmesi igin 50 ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Oncelikle her iki konsantrasyondaki standarttan 50 pl, 100 pl,
150 pl ve 200 pl alinmis ve pipet yardimi ile plakalar tizerine uygulanmustir.
Ardindan plakalar onceden hazirlanmis gelistirme solventinin bulundugu
tanka yerlestirilerek gelismeleri saglanmis ve bu islemi takiben plakalar
tanktan ¢ikarilip havada kurutulmustur. Gelistirme solventinin hazirlanmasi
igin; asetonitril:su (1:1, v/v), etil asetat:metanol:su (8,5:2:1, v/v/v) (Idris et
al., 2003), toluen:etil asetat:formik asit (5:4:2, v/v/v) (Paterson and
Rutherford, 1991) ve toluen:etil asetat:formik asit (6:3:2, v/v/v) olmak Uzere
farkli ¢6zgen karisimlar1 hazirlanmistir. Her iki konsantrasyondan farkl
miktardaki standartlarmn yiiklendigi plakalar, belirtilen ¢6zgen karisimlarinda
teker teker yiiriitiilmiistiir. Uygun standart konsantrasyonu, yiikleme miktar1
ve gelistirme solventi belirlenmistir. Yapilan optimizasyonun ardindan
ekstraktlar (50 ul) ve 100 ppm’lik FA standarti (200 ul) TLC plakaya
yuklenerek (toluen:etil asetat:formik asit, 6:3:2, v/v/v) gelistirme solventinde
yuriitiilmiistiir. Tanktan ¢ikarilarak kurutulan TLC plakaya ¢eker ocakta

%35°1lik H2SO4 piiskiirtiilmiis ve plaka etiivde 110 °C’de 10 dakika yakilmistir
(Abouzeid et al.,2004).

Yakilan TLC plaka 254 nm UV 151k (CAMAG) altinda incelenmistir
(Srobarova et al., 2004; Eged, 2005). Ekstraktlardaki fusarik asit varlig1 ve
yoklugu, fusarik asit standardi ile kiyaslanmis ardindan Paterson and
Rutherford (1991)’ un metodu modifiye edilerek sonu¢ gozlemsel olarak

belirlenmistir.
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TLC sisteminden alman sonuglar neticesinde ekstraksiyon igin en
uygun ¢6zgen belirlendikten sonra ¢alismada kullanilan tiim izolatlarin kultir

filtratlarinin ekstraksiyonu yapilmistir.

3.2.6.2.4 Ters Faz (RP) ince Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit
Taranmasi

Fusarik asit Trettigi bir Onceki plaka sisteminde belirlenen
izolat/suslar ile Bolim 3.2.6 belirtildigi gibi tiretim ve ekstraksiyon islemleri
yeniden yapilmistir. Yapilan sivi-sivi ekstraksiyon igleminin ardindan
ekstraktlarin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in evaporatorde kullanilacak
balonlarin her birinin darasi alinmig ve kodlama yapilmistir. Organik
cozgenin (etil asetat, 40 °C) evaporatérde ugurulmasi sonrasi balonlar tekrar
hassas terazide tartilmistir. Elde edilen sonugtan balonun darasinin
¢ikarilmasi: sonrasi balonda bulunan metabolit miktar1 tespit edilmistir.
Ardindan ekstraktlar farkli miktarda metanol ile c¢ozindirilmis ve
ekstraktlarin konsantrasyonu 50 mg/ml olarak ayarlanmistir. Daha sonra FA
standardinin  (Sigma Alrich, Germany) 100 ppm ve 1000 ppm’lik
konsantrasyonlar1 hazirlanmigtir. Her iki konsantrasyondaki standarttan 25 pl
ve 50 pl alinmis Ve pipet yardimu ile plakalar tizerine uygulanmstir. Plakalar
onceden hazirlanmis olan asetonitril:su (5:5, v/v), aseton:su (5:5, v/v),
asetonitril:su (6:4, v/v) ve asetonitril:su (7:3, v/v) gelistirme solventinin
bulundugu tanka ayr1 ayri yerlestirilerek yiiriitiilmiis ve bu islemi takiben
plakalar tanktan c¢ikarilip havada kurutulmustur. Uygun FA standart
konsantrasyonu ve c¢odzgen karisimi belirlendikten sonra hazirlanmig olan
standart (100 ppm) ve ekstraktlardan (50 mg/ml) 25 pl alinmis ve RP (reverse
phase-ters faz) TLC plakaya yiiklenmistir. Plaka asetonitril:su (7:3, v/v)
solventinin bulundugu tanka yerlestirilerek yiiriitiilmiis ve ardindan havada

kurutulmustur.

RP TLC plaka 254 nm UV 151k (CAMAG) altinda incelenmistir
(Srobarova et al., 2004; Eged, 2005). Ekstraktlardaki fusarik asit varligi ve
yoklugu, fusarik asit standardi ile kiyaslanmis sonug¢ gozlemsel olarak

belirlenmistir.
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3.2.6.3 Patojen Olmayan Endofit Fusarium izolatlarindan Kati Kiiltiirde
Fusarik Asit Uretimi

Fusarik asit Gretiminin baglatilabilmesi i¢in dncelikle izolatlarin spor
sispansiyonlar1 ve 250 ml’lik erlende 50 g’lik piring ile besiyeri
hazirlanmistir. Bunun igin 100 m1’lik erlenlerde 80 ml PDA besiyeri konmus
ve otoklavda (121 °C, 15 dk) steril edilmistir. Ardindan 250 ml’lik erlenlerin
icindeki PDA  besiyerinin donmast igin, erlenler yatik sekilde
konumlandirilmigtir. Fusarium izolatlar1 yatik erlenlere ekilerek 27 °C’ de
yedi giin boyunca inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon siiresi sonunda, erlenlere
10 ml steril su eklenmis ve steril pipet ucuyla hafifge kazmarak 10’
spor/ml’lik spor siispansiyonlar1 (Spor yogunlugu Thoma lami ile mikroskop

altinda sayim yapilarak 107 spor/ml’ye ayarlanmstir) olusturulmustur.

Piring ile hazirlanan besiyeri 121 °C, 15 dk otoklavda steriledildikten
sonra piring tanelerini birbirinden ayirmak i¢in steril cam c¢ubukla
karistirtlmistir. Ardindan her izolat i¢in, hazirlanan spor siispansiyonlarindan
baslangi¢ inokiilasyon hacmi olarak 0,5 ml alinmis ve icerisinde 50 g piring
ile hazirlanan besiyeri bulunan erlenlere konulmustur (Park et al., 1983;
Shotwell et al., 1966). Erlenler tekrar karistirtlmis ve 25 °C’de dort hafta
statik sekilde inkiibasyona birakilmistir. Denemelerde Biyomiihendislik
Boliimii, Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvar: Kiiltiir Ko leksiyonunda yer

alan 6 adet Fusarium susu kullanilmistir.

3.2.6.4.1 Kiiltiir Filtratlarindan Fusarik Asit Ekstraksivonu

Inkiibasyon stresinin bitmesinin ardindan kiltir ortamimdaki

sporlarin dldiiriilmesi icin erlenler 110 °C’de 1° dakika otoklavlanmustir.

Ardindan nemini kaybetmesi i¢in etiivde 40 °C’de iki giin boyunca

bekletilerek kurutulmustur. Nemini kaybeden kiiltiir ortamlar1 ekstraksiyonun
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daha verimli hale gelebilmesi i¢in blenderdan (Waring) gegcirilmis ve daha

kiiclik pargalara ayrilmistir.

Blenderdan gegirilen kiiltiir ortamlar1 25 g tartilmis ve 100 ml
metanol-su (55:45 v/v; %1 NaCl) karisiminda iki saat sik sik ¢alkalanarak
bekletilmistir. Ardindan 30 dakika ultrasonik banyoda ekstraksiyonun
gerceklesmesi icin bekletilmistir. Ekstraksiyon sonrasi piring tortusunun

uzaklastirilmasi i¢in filtre kagidindan gecirilmistir.

Elde edilen filtrata (50 ml) igerisindeki yagin uzaklastirilmasi igin n-
hekzan (50 ml) ile ayirma hunisinde ti¢ kere ekstraksiyon yapilmistir. Yagin
uzaklastirilmasinin ardindan 50 ml filtrata, 60 ml etil asetat ile (metanol ve su
karigimmin yogunlugu ile etil asetatin yogunluk farkinin az olmasindan
dolay1 fazlarma rahatlikla ayrilabilmesi i¢in organik ¢6zgenden 60 ml
kullanilmistir) {ic kere sivi sivi ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyonun
gerceklesmesi icin aymrma hunisinde bir dakika boyunca g¢alkalanmis ve

ardindan fazlar birbirinden ayrilmistir.

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstre, kalan suyu uzaklastirmak i¢in
10 gr (50 ml hacim i¢in) Na2SOg ile ¢alkalanmistir. Ardindan yine filtre kagidi
ile stiziilerek kalan suyu toplayan NaSOs uzaklastirilmistir (Idris et al.,
2003).

TUm bu islemler sonras1 TLC (Merck No. 5553, Darmstad, Germany)
yapilabilmesi igin evaporatorde (40 °C’de) ¢6zgen ugurulmustur. Tekrar 2 ml
metanoliin i¢inde ultrasonik banyoda (CALISKAN, Tirkiye) ekstraksiyon
yapilmig ve ekstraktlar TLC (Merck No. 5553, Darmstad, Germany) plaka

icin hazir hale getirilmistir.

3.2.6.4.2 incg Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit Taranmasi

TLC (Merck No. 5553, Darmstad, Germany) plaka 110 °C’ de 10-15
dakika aktive edildikten sonra islemlerin tamamlanmasi i¢in Bolim

3.2.6.2.1°de yer verilen basamaklar ayni sekilde tekrarlanmistir.
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Ekstraktlardaki fusarik asit varligi veya yoklugu, fusarik asit standardi ile
kiyaslanarak Paterson and Rutherford (1991)’ un yontemi modifiye edilerek
gbzlemsel olarak belirlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Standart ve ekstraktlari yiiklenmis ve ¢dzgen takinda yiiriitiilmiis TLC
plakasi

Uygun tiretim ortaminda, TLC plakada fusarik asit {irettigi belirlenen

izolatlarm tiretimleri Bolim 3.2.6.1 belirtildigi gibi yeniden yapilmistir.
Ardindan Bolim 3.2.6.2°de belirtildigi gibi ekstraktlarda TLC plaka ile
fusarik asit taranmas1 yapilmistir. Fusarik asit varligi belirlenen izolatlarin

HPLC metodu ile kantitatif fusarik asit analizi yapilmstir.

HPLC metodunda kalibrasyon grafigi olusturulmasi i¢in 500 ppm,
250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm’lik konsantrasyonda FA
(Sigma Aldrich, German) standardi hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi
cikarilmas: i¢in Amalfitano ve arkadaslar: tarafindan 2002 yilinda yapilan

calisma modifiye edilerek HPLC analiz metodu belirlenmistir (Tablo 3.9).
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Tablo 3.9. HPLC analiz metodunun kosullar1 (Amalfitano et al., 2002)

HPLC Kolonu Shodex Asahipak NH2P-50 4E
Mobil Faz Asetonitril, %1°lik KH2PO4
Kolon Sicakligi 30°C

Akis Hiza 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Enjeksiyon Modu Partial Loop

UV Deteksiyon 254 nm, 210 nm, 270 nm

HPLC metodunda mobil faz olarak %1°’lik KH,PO. (A) ve asetonitril
(B) kullanilmigtir. Analiz 0,01. dakikada 95A/5B ile baslayip kompozisyon
20,01. dakikada 20A/80B’ye yiikseltilmistir. 25. dakikaya kadar 20A/80B ile
devam eden analizde kompozisyon 25,01. dakikada 95A/5B’ye getirilmistir.
Toplam analiz siiresi 35 dakikadir. Her analiz baslangicindan 6nce, kolon

baslangic kosullariyla 10 dakika dengelenmistir.

Kalibrasyon grafiginin ¢ikarilmasmin ardindan TLC plakada analizi
yapilarak fusarik asit Urettigi belirlenen ekstraktlar ile HPLC analizi
yapilmistir. Ekstraktlarin konsantrasyonu oOncelikle 50 mg/ml ardindan
5mg/ml olarak ayarlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in Tablo 3.9’da verilen

kosullarda analiz gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Orneklerden Fusarium spp. Izolasyonu ve Saflastiriimasi

Ankara ve izmir illerindeki farkli lokasyonlardan toplanan ayrik otu
(Agropyron repens) ve canavar otunun (Orobanche spp.) koklerinden (rizosfer
bolgesindeki toprakla birlikte) alinan 6rneklerden izolasyonlar yapilmistir. Bu
asamada, dort farkli canavar otundan (Orobanche spp.) ve bes farkli ayrik
otundan (Agropyron repens) dokme plaka yontemiyle 183 adet fungus izolati

elde edilmistir.

Elde edilen 183 adet izolat arasindan potansiyel Fusarium’larin
belirlenebilmesi icin, Fusarium tiirlerinin tanilar1 kiiltiirel ve morfolojik
ozellikleri dikkate alinarak, Gerlach ve Nirenberg’in 1982 yilinda belirledigi
taksonomik sisteme gore incelenmistir. Bunun icin PDA besiyerinde
blydtulen kolonilerin rengi, biiyiime hizi ve misel yapilar1 incelenmistir.
Gerlach ve Nirenberg (1982)’¢ gore yapilan gozlemler sonucu Fusarium

oldugu diisiiniilen izolatlar belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Fusarium sp. SuslT-1 kodlu izolatin (a) Fusarium sp. Y6T-8 kodlu izolatin (b)
Fusarium sp. S6T-19 kodlu izolatin (c) Fusarium sp. S3T-5 kodlu izolatin (d) PDA
plagindaki goriintiisi
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4.2 Fusarium izolatlarimin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Yapilan kiltiirel ve morfolojik gozlemlere ilave olarak tiim izolatlarin
spor yapilar1 laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak incelenmistir (Sekil 4.2).
Olympus CX31RTSF (Turkiye) model mikroskop ile izolatlarm spor yapilar1
gozlenmistir. Gerlach ve Nirenberg (1982)’e gore kiiltiirel ve morfolojik
Ozellikleri ile spor yapilart herhangi bir Fusarium turl ile Ortiismeyen

izolatlar elenmistir.

Tiim bu islemlerin sonucunda 183 adet izolat arasindan, 82 adet
izolatin Fusarium olmadig1 belirlenmis ve Fusarium olmayanlar elenmistir.
Kalan 101 izolattan 2 adedinin kayb1 ile nihai olarak 99 adet potansiyel

Fusarium izolat1 elde edilmistir.

»
%

Sekil 4.2. Fusarium sp. 163-A.4 kodlu izolatin mikrokonidi yapisi (2), Fusarium sp.
175-A.5 kodlu izolatin makrokonidi yapisi (b), Fusarium sp. 79-A.2 kodlu izolatin
klamidospor yapisi (c), Fusarium sp. 46-0.1 kodlu izolatin mikrokonidi yapist (d)

Laboratuvarimizda elde edilen Fusarium izolatlarina ek olarak Usak
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinden saglanan, nohut
koklerinden izole edilmis 22 adet patojen olmayan endofit Fusarium izolati
alimmistir (Dilmag vd., 2020).
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4.3 Fusarium izolatlarinin Saklanmasi
4.3.1 Fusarium Sus/Izolatlarinin Yatik Agarh Tiiplerde Saklanmasi

Calismada kullanilan 121 adet potansiyel Fusarium izolati ile 6 adet
Fusarium susu Oncelikle yatik agarli tiiplere alinarak inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra +4 °C’ de buzdolabina kaldirilarak depolanmiglardir
(Dikilitas, 2011).

4.3.2 Fusarium Sus/izolatlarmm Toprakta Saklama Yontemi ile

Saklanmasi

Toprakta saklama yonteminde kdiltirler gogunlukla bozulmadan stabil
kalabilirler, canliliklarin1 koruma ihtimalleri yiiksektir, akar olusumu
neredeyse imkansizdir, defalarca kullanilabilirler (birden fazla stok
bulundurmak kontaminasyon riski i¢in faydalidir), ucuz ve kolaydir.
Dezavantaj1 ise toprakta saklama yonteminin varyasyon olusmasia neden
olabilmesidir. Ayrica kurakliga dayanamayan funguslar i¢in uygun bir
yontem degildir ve funguslarm geri kazaniminda kontaminasyon riski de
mevcuttur. Fakat bu yontem 6zellikle Fusarium tiirlerinin saklanmasinda
oldukca kullanislhi bir yontemdir. Bu metotta, inkiibasyon siiresi funguslarin
biiyiime hizina bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Fungus bu sirecte
once ortamda mevcut olan nemi kullanmaktadir ve ardindan dormant hale
gegmektedir. Bu yontem diisiik maliyeti, yliksek stabilite oran1 ve 5-20 yil
arasinda degisebilen saklama Omrii acgisindan gayet elverislidir.
Kontaminasyon ve varyasyon riski bu yontemin dezavantajlaridir (Dikilitas,
2011).

Caligmada kullanilan Fusarium sus/izolatlar1 bu yontemle dogal
habitatlar1 olan toprakta saklanmistir. Toprakta saklama yontemi ile 121 adet
Fusarium izolati ve 6 adet Fusarium susundan olusan bir Fusarium spp.
koleksiyonu olusturulmus bu sayede kiiltiirlerin daha giivenli bir sekilde

saklanmas1 saglanmistir.
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Fungal kulturler genellikle yatik agar iceren tiiplerde yillarca
saklanabilirler. Bu metotta fungusun iyi gelisen kismi yatik agara
alinmali,kontaminasyon ve genetik varyantlarin transferinden kaginmak icin
0zen gosterilmelidir. Yatik agarda saklama metodu diisiik maliyeti ve 2-4 yil
arasinda degisen saklama siiresi sebebiyle sik¢a bagvurulan bir yontemdir
(Dikilitag, 2011). Calismamizda Fusarium kiiltiirleri iki farkli yontemle

saklanarak koleksiyonun devamlilig1 saglanmaya c¢alisilmistir.

4.4 Fusarium izolatlarina Patojenite Testi Yapilmasi

Patojenite testi icin, (PDA besiyerinde) merkezinde 0,8 cm agar diski
ve etrafinda ¢imlenmis nohut tohumlar1 bulunan petriler 25 °C’de 12 saat
fotoperiyotta, yedi giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu
sonrasinda, nohut tohumlarmin gelisen kokciikleri tizerindeki lezyonlar
incelenmistir. Literatiirde yapilan taramalarda patojenite testlerinde agirlikl
olarak TWA (Tap Water Agar) kullanildig1 gorilmiistiir fakat TWA
besiyerinde (Sneh, 1998) Fusarium izolatlarmin gelisimi yeterince
gbzlemlenemedigi igin besiyeri olarak PDA (Basbagci vd., 2019)

kullanilmastir.

4.5 Patojenite Testi Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Patojenite denemeleri her bir izolat icin 15 adet nohut tohumuyla
yuriitiilmiistiir. Kontrol grubu olarak, hem patojen Fusarium izolatina maruz
birakilan petri denemeleri hem de herhangi bir izolata maruz birakilmayan

petri denemeleri (Sekil 4.3) kullanilmistir.



Sekil 4.3. Patojenite testinde herhangi bir izolata maruz birakilmamis pozitif kontrol

grubu

Tamamlanmig olan patojenite testi sonuglarina gore izole edilmis olan 96
adet Fusarium izolatinin ‘patojen’ oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1). Negatif kontrol
grubu olarak kullanilan Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boéliimiinden alinan patojen Fusarium izolatmin hastalik siddeti ylizdesi %74,67
olarak belirlenmistir. Tablo 4.1°de goriilecegi tizere 6zellikle 129-A.3 (%86) ve
175-A.5 (%92) numarali izolatlarm hastalik siddeti degeri kontrol grubunun
(%74,67) hastalik siddeti degerinden daha yiksektir. Sekil 4.4°te Fusarium sp. 129-

A.3 kodlu izolatin patojenite testi sonuglar1 goriilmektedir.

Sekil 4.4. Fusarium sp. 129-A.3 kodlu izolatin patojenite testi sonuglari1 (Negatif

kontrol grubu olarak patojen Fusarium izolati ile kullanilmustir).
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Tablo4.1. Fusariumizolatlarinin, kdkgiklerde meydana getirdigi lezyonlarin ortalama skala

degeri ve hastalik siddeti (%)

Fusariumsp. | 1,73 %34,67 Fusariumsp. | 1,8 %36 Fusarium sp. | 2,07 %41,4
2-0.3 80-A.2 142-A4

Fusariumsp. | 1,93 %38,6 Fusariumsp. | 2,7 %54 Fusariumsp. | 1,43 %28,6
5-0.1 81-A.2 143-A4

Fusariumsp. | 2,3 %46 Fusariumsp. | 2,87 %57,4 Fusariumsp. | 2,7 %54
10-0.4 83-0.1 146-A.4

Fusariumsp. | 2,07 %41,4 Fusariumsp. | 1,73 %34,6 Fusariumsp. | 2,13 %42,6
12-04 89-A3 147-A4

Fusariumsp. | 1,43 %28,6 Fusariumsp. | 2,3 %46 Fusarium sp. | 2,13 %42,6
14-0.4 90-A.3 148-A.4

Fusariumsp. | 2,87 %57,4 Fusariumsp. | 1,73 %34,6 Fusarium sp. | 2,07 %41,4
15-0.4 91-A3 149-A4

Fusariumsp. | 1,13 %22,6 Fusariumsp. | 2,93 %58,6 Fusariumsp. | 1,93 %38,6
17-A.2 97-A.2 152-A3

Fusarium sp. | 2,27 %45,4 Fusarium sp. | 2,07 %41,4 Fusarium sp. | 2,47 %49,4
33-A2 98-A.2 154-A.4

Fusariumsp. | 1,87 %37,4 Fusariumsp. | 3 %60 Fusariumsp. | 2 %40
34-A2 99-A.2 155-A.4

Fusariumsp. | 1,4 %28 Fusarium sp. | 1,93 %38,6 Fusariumsp. | 3 %60
35-A2 105-A3 157-A3

Fusariumsp. | 1,67 %33,4 Fusariumsp. | 1,93 %38,6 Fusarium sp. | 1,87 %37,4
39-A.2 111-0.1 158-A3

Fusariumsp. | 2,2 %44 Fusariumsp. | 2,27 %45,5 Fusarium sp. | 1,53 %30,6
43-0.4 115-0.1 159-A3

Fusarium sp. | 2,47 %49,4 Fusarium sp. | 2,67 %53,4 Fusariumsp. | 1,8 %36
44-0.4 116-0.1 160-A.3
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Tablo 4.1 (devam)

Fusarium sp. | 1,53 %30,6 Fusariumsp. | 2,47 %49,4 Fusariumsp. | 2,4 %48
46-0.1 117-A3 161-A4

Fusarium sp. | 2 %40 Fusariumsp. | 3 %60 Fusarium sp. | 2,27 %45,4
48-0.1 118-A3 162-A.4

Fusariumsp. | 2,4 %48 Fusariumsp. | 1,2 %24 Fusariumsp. | 2 %40
50-0.1 119-A3 163-A4

Fusariumsp. | 3,07 %61,4 Fusariumsp. | 3 %60 Fusariumsp. | 2,2 %44
51-0.1 120-A3 164-A.5

Fusariumsp. | 2,13 %42,6 Fusariumsp. | 2,53 %50,6 Fusarium sp. | 2,47 %49,4
52-0.1 121-A3 165-A5

Fusariumsp. | 2,07 %41,4 Fusariumsp. | 3,4 %68 Fusarium sp. | 2,67 %53,4
53-04 122-A3 166-A.5

Fusariumsp. | 2 %40 Fusariumsp. | 2 %40 Fusariumsp. | 1,4 %28
56-0.4 123-A3 167-A5

Fusariumsp. | 2,6 %52 Fusariumsp. | 2,1 %42 Fusariumsp. | 1,73 %34,6
58-0.4 125-A.3 168-A.5

Fusarium sp. | 2,27 %45,4 Fusariumsp. | 2,67 %53,4 Fusariumsp. | 2,4 %48
61-0.1 127-A4 169-A5

Fusariumsp. | 2,6 %52 Fusarium sp. | 3,27 %65,4 Fusariumsp. | 3,8 %76
64-0.1 128-A4 170-A.5

Fusariumsp. | 2,3 %46 Fusariumsp. | 4,3 %386 Fusariumsp. | 1,67 %33,4
65-0.4 129-A.3 171-A5

Fusariumsp. | 2,13 %42,6 Fusarium sp. | 2,47 %49,4 Fusariumsp. | 3,6 %72
66-0.4 130-A.4 172-A.5

Fusariumsp. | 2,8 %56 Fusarium sp. | 2,07 %41,4 Fusariumsp. | 2,53 %50,6
69-0.4 132-A4 173-A5

Fusariumsp. | 0,73 %14,6 Fusariumsp. | 2,13 %42,6 Fusariumsp. | 1,8 %36
70-0.4 133-A4 174-A5

Fusariumsp. | 2 %40 Fusariumsp. | 3,93 %78,6 Fusariumsp. | 4,6 %92
72-0.4 135-A4 175-A5
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Fusarium sp. 2,3 %46 Fusarium sp. 2,3 %46 Fusarium sp. 3 %60
73-0.4 136-A.4 176-A5

Fusarium sp. 2,07 %41,4 Fusarium sp. 2,2 %44 Fusarium sp. 2,3 %46
74-0.4 137-A4 179-A5

Fusarium sp. 2,67 %53,4 Fusarium sp. 2,6 %52 Fusarium sp. 2 %40
77-0.4 138-A.4 181-A5

Fusarium sp. 2,73 %54,6 Fusarium sp. 1,4 %28 Fusarium sp. 1,27 %25,4
78-A.2 139-A.4 182-A5

Fusarium sp. 1,4 %28 Fusarium sp. 3,4 %68 Fusarium sp. 2,67 %53,4
79-A.2 140-A4 183-A5

Calismamizda elde edilen 99 adet potansiyel Fusarium izolatindan 96

tanesinin patojen oldugu goriilmesi sebebiyle Usak Universitesi, Ziraat

Fakultesi, Bitki Koruma Boliminden 22 adet patojen olmayan endofit

Fusarium izolati temin edilmistir (Dilmag vd., 2020). Tez ¢alismasma bu 22

adet patojen olmayan endofit Fusarium izolat1 ile devam edilmistir.

4.6. Patojen Olmayan Endofit Fusarium izolatlarinda Fusarik Asit Uretiminin

Incelenmesi

4.6.1 Patojen Olmayan Endofit Fusarium Izolatlarindan Siv1 Kiiltiirde Fusarik

Asit Uretimi

Swvi kiiltiir tiretimlerinde M-1 D (Pinkerton and Strobel, 1976) ve

Czapek Dox (Hamid and Strange, 2000) besiyeri olmak {izere iki farkli

besiyeri kullanilmistir. Yapilan literatiir taramasmin sonucunda fusarik asit

iretiminde ¢ogunlukla kullanildig1 goriilen iki besiyeri bu tez ¢aliymasinda

yerini almustir.




4.6.2 Patojen Olmayan Endofit
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Fusarium lizolatlarmin Kiiltiir

Sivilarinda Ince Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit

Taranmasi

4.6.2.1 Biyokutle Miktarinin Belirlenmesi

Kullanilan M-1 D ve Czapek Dox besiyerlerinde, ayni sus/izolatla

yapilan iretimlerde inkiibasyon sonrasi misel kitlesi kuru agirliklar:

karsilastirildiklarinda Tablo 4.2’te goriildiigii izere Czapek Dox besiyerinde

yapilan tretimlerde misel kiitlesi kuru agirhigi ortalamasimin M-1 D

besiyerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. Fusarium sus/izolatlarimin Czapek Dox ve M1-D besiyerindeki iiretim sonrasi

misel kiitlesi kuru agirliginin ortalamasi

Fusarium sp. 39 0,4557 g 0,2671 ¢
Fusarium sp. 32 0,5126 g 0,3084 g
Fusarium sp. 168 0,4575¢ 0,2354 g
Fusarium sp. 60 0,4972 ¢ 0,2482 g
Fusarium sp. 176 0,4102 g 0,2118 ¢
Fusarium sp. 76-b 0,3898 g 0,2095 ¢
Fusarium sp. Sus1T-1 1,3048 g 0,1735¢g
Fusarium sp. Sus1T-2 0,5043 g 0,1766 g
Fusarium sp. Sus3T-3 0,4404 g 0,1735¢g
Fusarium sp. S2T-1 1,463 g 0,2008 g
Fusarium sp. S6T-14 0,4339 ¢ 0,1758 ¢
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Tablo 4.2 (devam)

Fusarium sp. S6T-12 0,2899 g 0,3028 g
Fusarium sp. S7T-18 0,3421 g 0,1182 g
Fusarium sp. S3T-5 0,3379¢g 0,2697 g
Fusarium sp. S6T-19 0,3144 g 0,2091 g
Fusarium sp. Y5T-11 0,4832 g 0,1667 g
Fusarium sp. Y6T-8 1,0043 g 0,2451 g
Fusarium sp. Y1T-17 0,4553 ¢ 0,2088 g

Tablo 4.3°te goriildiigii Uzere yapilan istatiksel analiz testinde (t-Test)
P(T<=t) iki-u¢lu degeri 0,00014 (p<0,05) ¢iktig1 i¢in aralarmdaki iliski

anlamli bulunmustur.

Tablo 4.3. t-Test iki 6rnekle yapilan istatiksel analiz sonuglari

Degisken 1 (Czapek Dox | Degisken 2 (M1-D
besiyeri) besiyeri)
Ortalama 0,560916667 0,216722222
Varyans 0,113338659 0,002528478
Gozlem 18 18
Birikimli Varyans 0,057933569
Ongoriilen Ortalama Farki 0
Df 34
t Stat 4,290026452
P(T<=t) tek-uclu 6,99887E-05
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Tablo 4.3 (devam)

t Kritik tek-ucglu 1,690924255
P(T<=t) iki-uclu 0,000139977
t Kritik iki-uclu 2,032244509

Biyotransformasyon metotlari, immobilizasyon, sus gelistirme,
besiyeri optimizasyonu, gecirgenlik ve nutrient eklenmesi gibi yontemlerle
biyokitle birikimi ve sekonder metabolit {iretimi i¢in gesitli stratejiler
gelistirilmistir (Murthy et al., 2014). Biyokitle ve sekonder metabolit Gretimi
arasindaki dogrusal iligki yapilan ¢calismalarla ortaya konmustur. Bu durum
biyokutle Uretimi daha fazla olan Czapek Dox besin ortammin sekonder

metabolit liretimi i¢in de daha elverisli oldugunu gostermektedir.

En uygun tretim ortamu olarak belirlenen Czapek Dox besiyeri ile, tez
caligmasinin devaminda patojen olmayan tiim endofit Fusarium izolatlarinin
stvi kiltiirde tretimleri yapilmistir. Fusarium izolatlarinin Czapek Dox
besiyerindeki iiretim sonrast misel kiitlesi kuru agirliklarinin ortalamasi

Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Patojen olmayan endofit Fusarium izolatlarinin Czapek Dox besiyerindeki {iretim

sonrasi misel kiitlesi kuru agirliklarinin ortalamasi

Fusarium sp. Sus 6T-4 0,2627 g

Fusarium sp. S8T-7 0,2424 g
Fusarium sp. S3T-11 0,2264 g
Fusarium sp. S6T-21 0,2912 g

Fusarium sp. $7T-2 0,3423 g
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Tablo 4.4. (devam)

Fusarium sp. S3T-17 0,2983 g
Fusarium sp. S7T-16 0,478 g

Fusarium sp. S6T-3 0,4285¢g
Fusarium sp. Y1T-9 0,2977 g
Fusarium sp. Y5T-6 0,6667 g

4.6.2.2 Kiiltiir Filtratlarindan Fusarik Asit Ekstraksivonu

M1-D ve Czapek Dox besiyerlerinde yapilan tiretimlerde, inkiibasyon
sonrast gerceklestirilen fusarik asit taramasinda; kloroform ile yapilan
ekstraksiyonda fusarik aside rastlanmazken, etil asetat ile yapilan
ekstraksiyonda fusarik asit varligi tespit edilmistir. Bu nedenle ekstraksiyon
basamaklarinda organik ¢6zgen olarak etil asetat kullanilmasina karar

verilmistir.

4.6.2.3 nce Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit Taranmasi

Biyomiihendislik Boliimii, Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvari
kiltir koleksiyonunda yer alan 6 adet Fusarium susu ile hem sivi kiiltiir
iiretimleri hem de kati kiiltiir iiretimleri yapilmustir. TLC (ince Tabaka
Kromatografisi) plakalarda yapilan fusarik asit taramasinda sivi kiiltiir
uretimlerinde Czapek Dox ve M1-D besin ortamlar1 kullanilmistir. Sivi Ktltir
uretimlerinin ekstreleri ile TLC plakalarda yapilan fusarik asit analizi Sekil
4.5’te goriilmektedir. Fusarium sp. 32, Fusarium sp. 39 ve Fusarium sp. 60
kodlu suslarin Czapek Dox besiyeri ile yapilan iiretimlerinde fusarik asit
varlig1 tespit edilmistir. Bu sebeple sivi kiiltiir iiretimlerine Czapek Dox

besiyeri ile devam edilmesi karar1 alinmustir.
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Sekil 4.5. Alti1 adet Fusarium susu ile Czapek Dox ve M1-D besiyerlerinde yapilan
tiretimler sonrast TLC plakadaki fusarik asit analizi (Kontrol grubu olan standart en solda

bulunmaktadir.)

En uygun Uretim ortami olarak belirlenen Czapek Dox besiyeriyle, tez
calismasinin devaminda Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimiinden alman 22 adet patojen olmayan Fusarium izolat1 ile yapilan
uretimlerde fusarik asit taramasi yapilmistir. Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil
4.8’de goriilecegi izere TLC plakalarda yapilan tarama sonucu; Fusarium sp.
S2T-1, Fusarium sp. S3T-5, Fusarium sp. S3T-11, Fusarium sp. S3T-17,
Fusarium sp. S6T-3, Fusarium sp. S6T-12, Fusarium sp. S6T-14, Fusarium
sp. S6T-19, Fusarium sp. S8T-7, Fusarium sp. Y5T-6, Fusarium sp. Y5T-11
ve Fusarium sp. Y6T-8 kodlu izolatlarda fusarik asit varlig1 tespit edilmistir.
Ekstraktlardaki fusarik asit varliginin tespiti Paterson and Rutherford’un
1991 yilinda gelistirdigi yontem modifiye edilerek gozlemsel olarak
belirlenmistir. 12 adet patojen olmayan Fusarium izolatinin ve 3 adet

Fusarium susunun fusarik asit tirettigi bu yontemle tespit edilmistir.

TLC plakalarda fusarik asit standardinin goriilebilmesi igin uygun
gelistirme solventinin tespiti yapilmistir. Standardin TLC plakada
gozlenebilmesi i¢in 100 ppm’lik fusarik asit standardi (50 pl) TLC plakalara
yuklendikten sonra asetonitril:su (1:1, v/v), etil asetat:metanol:su (8,5:2:1,
v/vlv) ve toluen:etil asetat:formik asit (5:4:2, v/v/v) gibi farkli ¢ozgen
karigimlarinda yiiriitiilmistir. UV 11k kabininde 254 nm’de yapilan
gozlemler sonucu standardin goriilebildigi toluen:etil asetat:formik asit

(5:4:2, v/v/v) ¢bzgen karisimi secilmistir. Ardindan standardin daha net
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gorilebilmesi icin TLC plakaya 50 pl, 100 pl, 150 pl ve 200 pl standart
yiiklemesi yapilmistir. UV 151k kabininde yapilan gdzlemler sonucunda 200

ul standart yiiklemesi yapilmasima karar verilmistir.

TLC plakalar toluen:etil asetat:formik asit, 5:4:2, v/v/v seklinde
formile edilmis olan gelistirme solventinin bulundugu tanka yerlestirilmis ve
gelismeleri saglanmistir. Sekil 4.6 ve 4.7°de goriildiigii Uzere yiiriitiilmiis olan
TLC plakalarda fusarik asit standardinin (100 ppm) tutunma faktori
(Retardation factor, Rf) 0,7 olarak Ol¢iilmiistiir. Denemelerde tutunma
faktoriiniin kiigiltiilmesi i¢in (TLC plakalardaki sonuglarin daha saglikli
degerlendirilebilmesi i¢in) gelistirme solventinin daha apolar hale getirilmesi
gerekmigtir. Bu sebeple gelistirme solventi toluen:etil asetat:formik asit,
6:3:2, v/v/v seklinde formiile edilmistir. Degistirilen gelistirme solventinde
yiiriitiilen plakalarda Sekil 4.8’de goriilecegi lizere fusarik asit standardinin

Rrdegeri 0,4 olarak 6lgiilmiistiir.

Sekil 4.6. FA standardi (en solda) ile birlikte TLC plakalara yiiklenmis ve
yiriitiilmiis ekstraktlarin UV kabininde 254 nm’de goriintiisii
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Sekil 4.7. FA standardi (en solda) ile birlikte TLC plakalara yiiklenmis ve
yiiriitiilmiis ekstraktlarin UV kabininde 254 nm’de gorintusi

Sekil 4.8. FA standard: (en solda) ile birlikte TLC plakalara yiikklenmis ve
yiiriitiilmiis ekstraktlarin UV kabininde 254 nm’de gorintusu

4.6.2.4 Ters Faz (RP) ince Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit
Taranmasi

Fusarik asit drettigi bir Onceki plaka sisteminde belirlenen
izolat/suslar ile Bolim 3.2.6.2.3’te belirtildigi gibi yapilan sivi-sivi
ekstraksiyon  isleminin  ardindan  ekstraktlarm  konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in evaporatorde kullanilacak balonlarin her birinin darasi
alimmig ve kodlama yapilmistir. Organik ¢Ozgenin (etil asetat, 40 °C)

evaporatorde ugurulmasi sonrasi balonlar tekrar hassas terazide tartilmistir.
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Elde edilen sonugtan balonun darasinin ¢ikarilmasi sonrasi balonda bulunan
ornek miktari tespit edilmistir. Ardindan ekstraktlar farkli miktarda metanol
ile ¢ozindirilmiis ve ekstraktlarin konsantrasyonu 50 mg/ml olarak

ayarlanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. TLC plaka analizi ile fusarik asit iireticisi oldugu belirlenen izolat/suslarin yeniden
yapilan iiretimlerinde balonda kalan drnek miktar1 (mg) ve drneklere eklenen metanol hacmi (ml)

Fusarium sp. S6T-3 180 3,6
Fusarium sp. S2T-1 230 4,5
Fusarium sp. S3T-11 430 8,6
Fusarium sp. Y5T-11 230 4,6
Fusarium sp. S6T-14 210 4,2
Fusarium sp. Y5T-6 120 2,4
Fusarium sp. Y6T-8 110 2,2
Fusarium sp. S8T-7 200 4

Fusarium sp. S6T-12 450 9

Fusarium sp. S6T-19 160 3,3
Fusarium sp. 60 460 9,2
Fusarium sp. 32 110 2,2
Fusarium sp. 70-0.4 450 9

Fusarium sp. 39 180 3,6

Ikinci TLC sistemi icin RP (reversed-phase, ters-faz) TLC plaka
kullanilmistir. Oncelikle standardin gériintiisiinii elde etmek icin uygun
konsantrasyon orani tespiti yapilmistir. Bunun i¢in 100 ppm’lik ve 1000
ppm’lik fusarik asit standardi RP TLC plakalara yiiklenmis ve asetonitril:su,

(5:5, v/v) ¢dzgen karigiminda yiiriitiilmiistiir. Bu denemelerin sonucunda
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1000 ppm’lik standartta (Sekil 4.9) madde yogunlugunun fazla olmasi
sebebiyle 100 ppm’lik konsantrasyon oranina karar verilmistir. Standarttan
50 pl ve 25 pl’'lik yliklemeler yapilarak, UV 151k kabininde gozlemler

gerceklestirilmis ve 25 pl standart yiikklemesi yapilmasia karar verilmistir.

Sekil 4.9. RP TLC plakalara yiiklenmis ve yiiriitilmiis FA standardinn UV

kabininde 254 nm’de goriintiisii

Uygun standart konsantrasyonu ve yiikleme miktarma karar
verilmesinin ardindan, uygun gelistirme solventinin belirlenmesi i¢in 100
ppm’lik fusarik asit standardi ve iki adet ekstrakt plakalara 25 pl
yiiklenmistir. Ardindan plakalar asetonitril:su (5:5, v/v), aseton:su (5:5, v/v),
asetonitril:su (6:4, v/v) ve asetonitril:su (7:3, v/v) ¢bzgen karigimlarinin
bulundugu tanklara ayr1 ayr1 yerlestirilmis ve ylriitiilmiistiir. Sekil 4.10°da 3.
kolonda goriildiigii tlizere st {ste gelen iki molekiilii aymrmak igin

asetonitril:su (7:3, v/v) ¢6zgen karigimi segilmistir.
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Sekil 4.10. FA standardi (en solda) ile birlikte RP TLC plakalara yiiklenmis ve
yiriitiilmiis ekstraktlarin UV kabininde 254 nm’de goriintiisii

Yapilan optimizasyon sonrasi, uygun fusarik asit standardi
konsantrasyon orani, yiikkleme miktar1 Vve gelistirme solventinin
belirlenmesinin ardindan 25 pl fusarik asit standardi (100 ppm) ve ekstraktlar
(50 mg/ml) RP TLC plakaya yiiklenmis Ve asetonitril:su (7:3, v/v) gelistirme
solventinde yiiriitiilmistiir. RP TLC plaka 254 nm UV 1sik (CAMAG) altinda
incelenmistir (Srobarova et al., 2004; Eged, 2005). Yapilan inceleme sonrasi
fusarik asit varlig1 Fusarium sp. S6T-3, Fusarium sp. S8T-7, Fusarium sp.
Y5T-6, Fusarium sp. S6T-14 ve Fusarium sp. S3T-11 kodlu izolatlarda tespit
edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. FA standardu ile birlikte RP TLC plakalara yiiklenmis ve yiiriitiilmiis ekstraktlarin
UV kabininde 254 nm’de goruntisi
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4.6.3 Patojen Olmayan Endofit Fusarium Izolatlarindan Kat1 Kiiltiirde
Fusarik Asit Uretimi

Patojen olmayan endofit Fusarium izolatlarmin fusarik asit tayiniigin
kat1 kiiltiirde yapilan iiretimlerinde besiyeri olarak piring kullanilmistir.
Denemelerde  Biyomuhendislik  Bolumi, Endustriyel  Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonunda yer alan 6 adet Fusarium susu
kullanilmistir. Piring ile hazirlanan besiyerinde dort haftalik (25 °C’de)
inkiibasyon siiresinde pirin¢ taneleri yavas yavas iretimi yapilan izolatin

sporlarmin rengini almaya baslamistir.

Erlenlerde inkiibasyon sonrasi olusan yogun sporiilasyon gerek saglik
acisindan gerekse kontaminasyona sebep olmasi agisindan 6nemlidir. Bu
yiizden sporlarin ekstraksiyon oncesi 1sil islem ile 6ldurilip etkisiz hale
getirilmesi gerekmektedir (Eltem, 1996). Bu sebeple inkiibasyon sonrasi

erlenler 110 °C’de 10 dakika tutularak sporlarin 6lmesi saglanmistir.

4.6.4 Patojen Olmayan Endofit Fusarium izolatlarmmm Kati Kiiltiir
Ortaminda Ince Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit

Taranmasi

4.6.4.1 Kiiltiir Filtrat] lan F ik Asit El Ksi

Piring ile hazirlanan kati kiiltiir ortaminda yapilan bu iiretim, Czapek
Dox ve M-1 D besiyerinde yapilan sivi kiiltir {iretimleriyle
karsilastirildiginda ekstraksiyon sonrasi fusarik asit varligina sadece sivi
kiiltiir ortami olan Czapek Dox besiyerinde rastlanmistir. Bu sebeple
iiretimlere Czapek Dox besiyeri ile devam edilme karar1 alinmistir. Ayrica
kat1 kiiltiir ortaminda yapilan tiretimler sonrasi ekstraksiyon iglemleri, sivi
kiiltlir ortaminda yapilan iretimler sonrasi gerceklestirilen ekstraksiyon
islemlerine gore daha fazla basamaktan olugsmaktadir ve daha fazla miktarda
organik ¢6zgen kullanimini gerektirmektedir. Bu sebeple yapilan denemeler
sonucu, sivi kiltlir iiretimlerinin hem zaman agisindan hem de ekonomik

acidan daha verimli oldugu kanaatine varilmstir.
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4.6.4.2 Ince Tabaka Kromatografisi ile Fusarik Asit Taranmasi

Biyomiihendislik Boliimii, Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvari
kiltur koleksiyonunda yer alan 6 adet Fusarium susu ile yapilan hem sivi
kaltir ortaminda hem de kat1 kiiltur dretimlerinin TLC plakalardaki analizine
bakildiginda kat1 kiiltiir tiretimlerinde sayica daha fazla metabolitin varligi
gozlemsel olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.12). Yapilan literatiir
taramasinda pirincin yiikksek konsantrasyonlarda metabolize edilebilir
karbonhidratlar icermesi sebebiyle funguslarin toksin {iretiminde oldukga

elverisli bir besin ortami oldugu goriilmiistiir (Park and Bullerman, 1983).

Sekil 4.12. FA standardi (en solda) ile birlikte TLC plakalara yiiklenmis ve
yuriitilmis Fusarium sp. 32, Fusarium sp. 39, Fusarium sp. 60, Fusarium sp. 168, Fusarium
sp. 176 ve Fusarium sp. 76-b kodlu ekstraktlarin UV kabininde 254 nm’de goriintlsu
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TLC plakalarda fusarik asit iirettigi gozlemlenen izolat/suslar ile
HPLC analizi yapilarak kantitatif miktar tayini yapilmigtir. HPLC analizi
sonuglarina gore Fusarium sp. S6T-3, Fusarium sp. $2T-1, Fusarium sp.
S3T-11, Fusarium sp. Y5T-11, Fusarium sp. S6T-14 Fusarium sp. ve Y5T-
6 kodlu 6 adet izolat/susta fusarik asit varlig1 belirlenmistir. Her bir izolat/sus

icin HPLC analizi 3 tekrarh olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Boliim 3.2.6.5°te belirtilen HPLC analizi sonuglarinin incelenmesinin
ardindan metot, kromatogramlarda molekullerin Ust Uste gelmesi ve
analizlerde standart sapma degerinin yiksek olmasindan dolayi (daha saglikli
sonu¢ alinabilmesi i¢in) optimize edilmistir. Bunun igin HPLC metodunda
yine mobil faz olarak %1’lik KH,PO, (A) ve asetonitril (B) kullanilmistir.
Analiz 0,01. dakikada 95A/5B ile baslayip kompozisyon 50,00. dakikada
50A/50B’ye yiikseltilmigtir. 50. dakikaya kadar 50A/50B ile devam eden
analizde kompozisyon 50,01. dakikada 20A/80B’ye getirilmistir. 55.
dakikaya kadar ayni kosullar ile devam eden analizde 55,01. dakikada
kompozisyon 95A/5B’ye ulagsmistir. Toplam analiz stiresi 60 dakikadir. Her
analiz baslangicindan O6nce, kolon baslangic kosullariyla 10 dakika

dengelenmistir. Tablo 3.9°da verilen kosullarda analiz gergeklestirilmistir.

Optimize edilerek iyilestirilen metodun sonuglari Tablo 4.6°da
verilmistir. Analiz sonuglarinda birbirinden ayrilmasi hedeflenen molekiiller
ayrilmig ve yiiksek standart sapma degerine sahip olan analizlerin sonuglar1

tyilestirilmistir.

FA standardi (100 ppm) ile birlikte Fusarium sp. S2T-1 kodlu izolatin
(50 mg/ml) kromatogram Sekil 4.13’te verilmistir. Fusarik asit varligt HPLC
analizi ile anlasilmis olan diger sus/izolatlarn kromatogramlar1 ise Ek 2’de

verilmistir.



70

Tablo 4.6. Fusarik asit iirettigi belirlenen izolat/suslarin {i¢ kez tekrarlanan analiz sonuglart,

analizlerin ortalamasi, standart sapma degeri, toplam ekstre edilmis fusarik asit kiitlesi (ug)

ve ekstrakttaki fusarik asit ylizdesi (%)

Fusarium sp. | 93,584 100,977 | 89,604 94,72 5,77 3410,00 1,894
S6T-3
Fusariumsp. | 111,200 | 108,263 | 104,797 | 108,9 32 486,39 0,211
S2T-1
Fusariumsp. | 104721 | 112856 | 116,621 | 111,40 6,08 958,03 0,223
S3T-11
Fusariumsp. | 157,4 158,449 | 153,726 | 156,53 2,48 720,02 0,313
Y5T-11
Fusarium sp. | 25,145 30,173 33,321 29,55 4,12 1249 0,059
S6T-14
Fusarium sp. | 17,504 17,403 16,686 17,20 0,45 41,27 0,034
Y5T-6
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Sekil 4.13 FA standardi (100 ppm) ile birlikte Fusarium sp. $2T-1 kodlu izolatin (50 mg/ml)

fusarik asit analizi
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda Ankara, Izmir illerindeki farkli lokasyonlardan
toplanan ayrik otunun (Agropyron repens) ve canavar otunun (Orobanche
spp.) kokiinden (rizosfer bolgesindeki toprakla birlikte) alinan 6rnekler ile
izolasyonlar yapilmistir. Bu asamada, 183 adet fungus izolat1 elde edilmistir.
Fusarium tiiriine ait olan izolatlarin tespiti i¢in, Fusarium tiirlerinin tanilar
kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri dikkate alinmistir. Gerlach ve Nirenberg’in
1982 yilinda belirttigi taksonomik sistemden yararlanilarak eleme

yapilmistir. Bu eleme sonucunda 99 adet Fusarium izolat1 elde edilmistir.

Gergeklestirilen tez calismasiyla literatiire katki saglanan 6zgiin
degerlerden ilki {ilkemiz topraklarindan Fusarium izolatlar1 elde edilmis
olmasidir. Ayrica izole edilmis olan 99 adet Fusarium izolat1 ile yerli bir

Fusarium spp. koleksiyonu olusturulmustur.

Fusarium spp. tarafindan iretilen fusarik asidin tayini i¢in, yapilan
iiretim ¢alismalarinda; Czapek Dox, M-1 D ve piring ile hazirlanan besiyeri
kullanilmis ve bu ortamlar arasinda fusarik asidin varligina Czapek Dox
besiyerinde rastlanmistir. Yapilan kat1 kiiltir ve sivi kiiltiir iiretimleri
karsilastirildiginda fusarik asit varligina sivi kiiltiir iiretimlerinde rastlanmis
iiretime sivi kiiltiir ortaminda yapilan iiretimlerle devam edilmistir. Czapek
Dox besiyeri, M-1 D besiyeri ile yiiriitillen s1v1 kiiltiirdeki Uretimler sonucu
izolatlarin misel kitlesinin kuru agirliklar1 hesaplanmis ve Czapek Dox
besiyerinde yapilan iiretimlerde misel kitlesi kuru agwhigmm M-1 D

besiyerindekine oranla daha fazla oldugu yaygim olarak goriilmiistiir.

TLC plakalarda gerceklestirilen fusarik asit taramalarinda kloroform
ile yapilmis olan ekstraksiyonlarda fusarik asite rastlanmazken, etil asetat ile
yapilmig olan ekstraksiyonlarda fusarik asit varligmma rastlanmistir. Ayni
izolat ile ayni besin ortaminda yapilan iiretimlerde etil asetat ile yapilan
ekstraksiyonda fusarik asit varliginin tespit edilmesi fusarik asitin etil asetatta

daha iyi ¢oziindiigiinii diisiindiirmektedir.
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Sekonder metabolit tretme potansiyelleri ¢ok yiiksek olan Fusarium
turlerinin;  alkaloid, seskiterpen, poliketid, karotenoid, antrakinon,
siklopentanon ve naftokinon turevleri gibi antifungal ve antibakteriyel
Ozelliklere sahip pek cok sekonder metabolit Urettikleri yapilan ¢alismalarda
goriilmiistiir. Gergeklestirilen tez galigmasinda Fusarium tiirleri tarafindan
iiretilen ve bir fitotoksin olan fusarik asit ilizerine ¢alisilmistir. Sekonder
metabolit Gretiminde ilgiyi Gzerine toplayan Fusarium tdrleri, bu alanda

gelecek vadetmektedir.

Bu ¢aligma neticesinde ortaya ¢ikan kiiltiir sivilarinin (fusarik asit
iretmis olan) 6zellikle fusarik asitin ¢imlenmesini inhibe ettigi canavar otu
tohumlarindaki etkisinin goriilmesi igin denemeler yapilmalidir. Oncelikle in
vitro denemeleri ardindan ise in vivo tarla denemelerinde kullanilmasi

onerilmektedir.
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EKLER

Ek 1. Potansiyel Fusarium izolatlarinin spor yapisi ve PDA plagindaki goriintiisii
hakkinda bilgi

1 51
28 (PDA pllag?.lnfia yaviu agzi 121-A.3 (PDA plaginda pembe-
renk, simuksi gorinta) <
fusya renk, yogun beyaz-sarimsi
misel
2
5-0.3 (PDA plaginda krem renk, 122-A.3 (PDA plaginda pembe-
sumuksi gorunti) fusya renk, yogun sarimsi misel)
3 53
10-0.4 (PDA plaginda yavru agzt 123-A.3 (PDA plaginda
renk, stimiiksi goruntd) kahverengi renk, beyaz misel)
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12-0.4 (PDA plaginda krem renk,
sumuksi goranti)

125-A.3 (PDA plaginda pembe
renk, beyaz misel)

14-0.4 (PDA plaginda krem renk,
sumuksi gorunti)

55

127-A.4 (PDA plaginda pembe —
fusya renk, beyaz misel)

15-0.4 (PDA plaginda krem renk,
sumuksi gérunti)

128-A.4 (PDA plaginda pembe-
sari-kahverengi karigik renk)
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17-A.2 (PDA plaginda yavru agzi
renk, simuksi gorinta)

57

129-A.4 (PDA plaginda pembe-
sar1- kahverengi karisik renk)

33-A.2 (PDA plaginda koyu kahve-
koyu hardal renk, yogun kahvem-
sarimms1 misel)

58

130-A.4 (PDA plaginda pembe-
sari-kahverengi karisik renk)

34-A.2 (PDA plaginda agik pembe
renk, beyaz-pembemsi misel)

59

132-A.4 (PDA plaginda sarims1
ve pembe renk, yogun beyaz ve
hardal misel)
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35-A.2 (PDA plaginda agik pembe
renk, beyaz- pembemsi misel)

60

133-A.4 (PDA plagmda miirdiim
renk, yogun beyaz misel)

11

39-A.2 (PDA plaginda agik pembe
renk, beyaz-pembemsi misel)

61

135-A.4 (PDA plaginda alttan
bakildiginda pembe-fusya renk,
beyaz-sarims1 misel)

12

43-0.4 (PDA plaginda krem-yavru
agzi renk, seyrek beyaz misel)

136-A.4 (PDA plagmda miirdiim
renk, yogun beyaz misel)
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13

44-0.4 (PDA plaginda petride krem-
yavru agzi renk, seyrek beyaz misel)

63

137-A.4 (PDA plaginda pembe-
sarimsi renk, yogun beyaz-sarimsi
misel)

14

46-0.1 (PDA plaginda koyu
kahverengi-grimsi renk, beyaz
misel)

64

138-A.4 (PDA plaginda krem
renk, merkezde yogun krem renk
misel)

15

48-0.1 (PDA plaginda beyaz-sarimsi
renk, yogun beyaz ve bulutsu misel)

65

139-A.4 (PDA plagmda miirdiim
renk, yogun beyaz misel)




96

16

50-0.1 (PDA plaginda koyu yesil

renk)

66

140-A.4 (PDA plaginda krem-
sarimsi renk, beyaz yogun misel)

17 67 | W S W
SR e G
~ . ‘:- ‘;.: ‘li‘f’ : ‘:‘.

L RAY SN
v L Rt A
& w L% e et
- . " &\{ 51'
=y % - " ( ﬁ\“"v.
:.;" PR g 1"'":‘? e,
'._:" - ‘: - a‘; 3‘?’5:{1“: >
PEMERRR L BRI Teh (YN S
51-0O.1 (PDA plaginda koyu 142-A.4 (PDA plaginda pembe-
kahverengi-grimsi renk, merkezde sari-kahverengi renk)
seyrek misel)
18 68

52-0.1 (PDA plagmda koyu yesil

renk)

143-A.5 (PDA plaginda pembe-
fusya renk-beyaz misel)




97

19

53-0.4 (PDA plaginda krem-
yavruagzi renk, seyrek beyaz misel)

146-A.4 (PDA plaginda pembe-
sar1-kahverengi renk)

56-0.4 (PDA plaginda krem-yavru
agzi renk, seyrek beyaz misel)

70

147-A.4 (PDA plaginda
kahverengi-koyu hardal renk,
yogun renk misel)

21

58-0.4 (PDA plaginda krem-yavru
agzi renk, seyrek beyaz misel)

71

148-A.4 (PDA plaginda pembe ve
sarims1 renk, beyaz-sarimsi yogun
misel)
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22

61-0.1 (PDA plaginda kahverengi-
grimsi renk, merkezde beyaz misel)

149-A.4 (PDA plaginda miirdiim
renk-yogun beyaz misel)

23 73
64-O.1 (PDA plaginda beyazimsi- 152-A.3 (PDA plaginda petride
ekru renk, yogun beyaz-grimsi koyu kahverengi-grimsi renk,
misel) beyaz misel)
74

65-0.4 (PDA plaginda beyazi-krem
renk, yogun bulutsu beyaz misel)

154-A.4 (PDA plaginda krem-
turuncumsu renk, beyaz-sarimsi
misel)
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66-0.4 (PDA plaginda beyaz-krem
renk, yogun bulutsu beyaz misel)

155-A.4 (PDA plaginda koyu
pembe- fusya renk- yogun beyaz
misel)

69-0.4 (PDA plaginda beyaz-krem
renk, beyaz misel)

157-A.3 (PDA plaginda pembe-
sarimsi karisik renk, sarimsi
misel)

27

70-0.4 (PDA plaginda yavru agzi-
krem renk, beyaz misel)

77

158-A.3 (PDA plaginda merkez
pembe-fusya ¢evresi beyaz renk,
yogun beyaz misel)




101

28

72-0.4 (PDA plagida yavru agzi
renk, seyrek beyaz misel)

159- A.3 (PDA plaginda pembe
renk, beyaz-sarimsi misel)

29 79
fek. yogan bulute beyes mseh 160-A.3 (PDA plaginda
’ kahverengi-grimsi renk, yogun
beyaz misel)
80

74-0.4 (PDA plaginda beyaz-krem
renk, yogun bulutsu beyaz misel)

161-A.4 (PDA plaginda sar1-
pembe seritler, yogun beyaz
misel)
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31

77-0.1 (PDA plaginda koyu yesil
renk)

162-A.4 (PDA plaginda pembe ve
sar1 renk, yogun beyaz misel)

32

78-A.2 (PDA plaginda koyu kahve-
koyu hardal renk, yogun hardal
saris1-kahverengi misel)

82

163-A.4 (PDA plaginda krem
renk, krem-beyaz kisa pargacikli
misel)

79-A.2 (PDA plaginda koyu kahve-
koyu hardal renk, yogun hardal
sarisi-beyaz-kahverengi misel)

83

164-A.5 (PDA plagida pembe
renk, beyaz misel)
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34 84
80-A.2 (PDA plagmda koyu kahve- 165-A.5 (PDA plaginda krem-
koyu hardal rengi- yogun hardal yavru agzi renk, merkezde beyaz
sarisi-beyaz-kahverengi misel) misel, simiksu goriinti)

35 85
81-A.2 (PDA plaginda kahverengi- 166-A.5 (PDA plaginda pembe
koyu hardal renk, yogun hardal renk, beyaz misel)
sarisi-beyazimsi misel)

36 86

83-0.1 (PDA plaginda beyaz-ekru
renk, yogun beyaz-grimsi misel)

167-A.5 (PDA plaginda fusya
renk, beyaz misel)
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37

89-A.3 (PDA plaginda koyu pembe-
renk, beyaz-sarims1 misel)

168-A.5 (PDA plaginda fusya
renk- beyaz misel)

90-A.3 (PDA plaginda koyu pembe
renk, yogun beyaz misel)

88

169-A.5 (PDA plaginda yavru
agzin renk, beyaz misel)

39

91-A.3 (PDA plagmda pembe-fusya-
beyaz renk, yogun beyaz misel)

89

170-A.5 (PDA plaginda fusya
renk, beyaz misel)
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97-A.2 (PDA plaginda beyaz-ekru
renk, yogun beyaz-grimsi misel)

90

171-A.5 (PDA plaginda yavru
agzi renk, merkezde beyaz misel,
sumukst gorunt)

41

98-A.2 (PDA plaginda krem-hardal
renk, kahverengi-beyaz yogun misel)

91

172-A.5 (PDA plaginda fusya
renk-beyaz misel)

99-A.2 (PDA plaginda krem-hardal
renk, kahve-beyaz yogun misel)

92

173- A.5 (PDA plaginda krem-
yavru agzi renk, stimiiksii
gorunti)
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105-A.3 (PDA plaginda koyu pembe
renk, yogun beyaz-pembe misel)

174- A.5 (PDA plaginda krem-
yavru agzi renk, stimiiksii
gorintu)

44

111- O.1 (PDA plaginda krem-yavru
agzi renk, beyaz misel)

175-A.5 (PDA plaginda pembe
renk, beyaz-turuncumsu misel)

45

115-0.1 (PDA plaginda krem renk)

95

176-A.5 (PDA plaginda yavru
agzi renk, merkezde beyaz misel)
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116-0.1 (PDA plaginda pembe-
beyazimsi renk, beyaz misel)

96

179-A.5 (PDA plaginda yavru
agzi renk, merkezde seyrek beyaz
misel)

47

117-A.3 (PDA plaginda pembe-
fusya renk, beyaz-sarims1 misel)

181-A.5 (PDA plaginda yavru
agzi renk, merkezde seyrek beyaz
misel)

48

118-A.3 (PDA plaginda turuncu
renk, beyaz-sarimsi misel)

182-A.5 (PDA plaginda yavru
agzi1 renk, merkezde seyrek beyaz
misel)
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49

119-A.3 (PDA plaginda yavru agzi-
krem renk, merkezde yogun beyaz
misel)

99

183-A.5 (PDA plaginda pembe
renk, beyaz-turuncumsu misel)

120-A.3 (PDA plaginda pembe-
fusya renk, beyaz-sarimsi misel)
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Ek 2. Fusarik asit Ureticisi olan, endofit Fusarium sus/izolatlarmin HPLC analizi

kromatogramlar1

I

ettt et P
0 h!
s

m
@
ogr
2
=
P
osn m
w
=
[%.]

4 W

05z

00t

| E i . .
H H

[+

[£i —

o uonesjuaduod ALs3

awenN
Lo0LZZ0Z Jwhwg 19§
wuggz-| 1012819
005

1Z[eue yse yLesny (Jw/Bw ) une[ozt njpoy ¢-19S "ds wnidesng apijig a1 (wdd 00T) Prepuels - ‘T [9S - 2 %3

00E

0ok

ira



maLl

10

500 500
__ Detector 1-268nm
Y5T11_50mgml_20221001
Retention Time I
450 Name 450
ESTD concentration
400 400
p— [=]
o —
<
5
80 - 80
=
] -
i i ¢ 2 i
300 = 300
=
(]
[71]
Z
250 g 250
N o
[} -
[=] [=]
) S )
200 ) 200
o~
-
w
o~
150 150
100 100
50 50
[ [
R | o o oo o C o o o o e et e e e e e e e e m e m e m e e e mm e m e e m e e A A e mmm e mimm e mm A e m e m e e m e mimm e m e m i mmm e m e m e mmmm e m e mmmm e m e e mmmm e mmm e m i m e e mmm e M e mm e m e e e e mmmmmmmmmmmmm e mmmmmmmmmme el ] L)
0.0 25 5.0 7.5 0.0 25 5.0 7.5 200 22,5 250 27,5 0,0 2.5 35,0 7.5 40,0 42,5 45,0 475 50,0 52,5 55,0 57,5 80.0
Minutes.

Ek 2 - Sekil 2. FA standardi (100 ppm) ile birlikte Fusarium sp. Y5T-11 kodlu izolatin (50 mg/ml) fusarik asit analizi
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