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OZET

DIANTHUS ERINACEUS BOISS. VAR. ERINACEUS BITKiSINDEN
ENDOFITIK MIKROORGANIZMALARIN IZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

TAN, Ezgi
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr.Ata¢ UZEL

Ocak 2018, 96 sayfa

Endofitlerin, bitki zararlilarina karsi savunmast igin sentezledigi biyoaktif
bilesiklerin, yeni ilaclarin kesfi ig¢in umut verici bir kaynak oldugu
diisiiniilmektedir. Oldukca spesifik bitki-mikroorganizma etkilesimleri, 6zgiil
bilesenleri tretebilir. Endemik bitkiler ve endofitik mikroorganizmalar, yeni

biyoaktif bilesikler i¢in 6nemli kaynaklar sunmaktadir.

Bu calismada, endemik bir bitki olan Dianthus erinaceus’tan endofitik
mikroorganizmalarin izole edilmesi, tanimlanmasi ve bunlarin antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. D. erinaceus bitkisi Nif dagindan
toplanmis ve uygun kosullarda laboratuvara getirildikten sonra yaprak, gévde ve
kokleri iceren farkli bitki pargalarindan yiizey sterilizasyonundan sonra endofitik
fungus ve bakteri izolasyonu yapilmistir. D. erinaceus bitkisinin farkli
dokularindan 6 fungus ve 10 bakteri olmak iizere toplamda 16 izolat elde
edilmistir. Endofitik fungus ve bakteri izolatlar1 polifazik yaklagimlar kullanilarak
tanimlanmistir. Bakteriyal tanimlamalar Bacillus, Kocuria, Stenotrophomonas,
Pseudomonas ve Ralstonia tiirlerini igeren 5 farkli genusu agiga ¢ikartmistir.
Fungal tanimlamada ise Eurotiomycetes grubuna ait 2 tiir (Aspergillus spp. ve
Penicillium spp.) ve Dothideomycetes grubuna ait 1 tiir (Alternaria spp.) olmak
tizere 3 farkli genus tanimlanmaistir. Ayn1 zamanda bitkiden izole edilen fungus ve
bakterilerin antimikrobiyal bilesik {iretme kapasiteleri arastirilmistir. Izolatlarin
fermentasyon sivilarindan elde edilen Etil asetat (EtOAc) ve biitanol ekstrelerinin

aktiviteleri disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleriyle belirlenmistir.
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Buna gore 8 bakteri ve 4 fungus tiirlinlin test organizmalarina karsi iyi bir
antimikrobiyal etkisinin oldugu saptanmistir. Ozellikle fungal izolatlardan Dek20f
gram negatiflere kars1 yiiksek aktivite gosterirken, bakteriyal izolatlardan Degl1lb

C.albicans’a kars1 antifungal etki géstermistir.

Anahtar kelimeler: Dianthus erinaceus, endofitik mikroorganizmalar,

antimikrobiyal aktivite, endemik bitki



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ENDOPHYTIC
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Supervisor: Prof. Dr. Atag UZEL
January 2018, 96 pages

Bioactive compounds synthesized by endophytes to defence against plants
enemies are thought to be promising source for the discovery of new drugs.
Highly specific symbiotic plant-microorganism interactions can produce
compounds that could not be found elsewhere. Endemic plants and their
endophytic microorganisms present valuable sources for new bioactive
compounds.

Therefore the aims of this study were to isolation and identification of the
endophytic microorganisms from an endemic plant, Dianthus erinaceus and
evaluate their antimicrobial activities. The whole plant samples of D. erinaceus
were collected from Nif Mountain, izmir in July 2016. Different plant parts
including leaves, stems and roots were subjected to surface sterilization with
bleach and ethanol to eliminate the surface microorganisms. Then the outer tissues
are removed with a sterilized scalpel and inner tissues are sliced thinly than placed
on isolation media. Plates were incubated at 27°C for 6 weeks. A total of 10
bacterial and 6 fungal endophytes were isolated from the different tissues of the
D. erinaceus, the endemic plant species of the Nif Mountain in the Aegean
Region. Endophytic fungi and bacteria isolates were identified using polyphasic
taxonomy. Bacterial identifications revealed 5 different bacterial genera including
Bacillus, Kocuria, Stenotrophomonas, Pseudomonas and Ralstonia. Identification
of fungal strains revealed that 3 of the fungal isolates were belonging to the
Eurotiomycetes classis (Aspergillus spp. and Penicillium spp.) and 1 belong to the
Dothideomycetes classis (Alternaria spp.). Furthermore all isolates were subjected
fermentation in 250 ml erlenmeyer flasks in order to assess their antimicrobial
activities. Cell free culture filtrates were extracted three times with an equal
volume of ethylacetate and butanol (1:1, v/v) separately. Some gram negative,
gram positive and yeast were used test organisms. Antimicrobial activities of the
crude extracts were determined by disc diffusion and broth microdilution method.



Butanol extracts showed considerable activity against test microorganisms. A total
of 8 bacteria and 4 fungi showed activity against test microorganisms. Fungal
strain DEK20f was shown to be more effective against gram-negative bacteria
than gram positive. On the other hand, bacterial isolate DEG11b showed a strong
antifungal activity against C. albicans.

Keywords: Dianthus erinaceus, endophytic microorganisms, antimicrobial
activity, endemic plants
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1. GIRIS

Endofitler, yiiksek bitkilerin intra/interseliller dokularinda yasayan ve
konak bitkide herhangi bir belirtiye neden olmayan mikroorganizmalar olarak
tamimlanmaktadir. Bir ¢ok endofit mikroorganizmanin antibiyotik, antikanser
ajani, insektisidal, antitimor, antioksidan gibi tip, endiistri ve ziraatte kullanilan
yararli pek ¢ok dogal biyoaktif metabolit tireticisi oldugu bilinmektedir (Kumar
vd., 2014).

Bitkiler ve mikroorganizmalar, biyoaktif 0zellik gosteren dogal iirlinlerin
onemli bir kaynagidir. Son yillarda var olan antibiyotiklere karsi
mikroorganizmalar tarafindan gelistirilen diren¢ mekanizmalar1 ile yeni
antibiyotiklere olan ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir. Yeni sekonder metabolit
eldesi i¢in yapilan arastirmalarda ise endofitik mikroorganizmalar ve iirettikleri
biyoaktif metabolitler 6nemli bir kaynak olusturmaktadir (Tan ve Zou, 2001).

Bugiine kadar endofitik bakteri ve fungus izolasyonuna yonelik pek ¢ok
calisma gergeklestirilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile dogada 1 milyonun iizerinde
fungal endofitin varoldugu bilinmektedir. Fungal endofitlerin iirettigi sekonder
metabolitlerin, 151k, kuraklik gibi abiyotik streslere ve doku patojeni, bocek,
herbivor gibi biyotik streslere karsi bitkiyi korudugu kanitlanmistir (Firakova
vd.,2007). Ornegin, Hypericum bitkisinin farkli dokularindan 441 tane endofitik
mikroorganizma izole edilmis, bunlarin mikrobiyal patojenlere ve zararh
boceklere karsi hiperisin adi verilen bir madde {irettigi saptanmistir. Bunun
yaninda, Hiperisin ¢esitli alanlarda, antimikrobiyal, antiviral, antidepresan
olarakta kullanilmaktadir. Ayrica fotodinamik 6zelligi kanitlandigindan beri
kanser tedavisinde kullanimi ve gilines panellerinde boya duyarli giines hiicreleri

olarak kullanimi gelistirilmeye ¢alisilmistir (Aktuna, 2014).

Askomisetik ve endofitik bir fungus olan Xylaria’nin Candida albicans’a karsi
antifungal O6zellik gosteren sordarisin maddesinin ireticisi oldugu bulunmustur
(Grabley ve Sattler, 2003). Aymi endofitik fungusun mellisol ve 1,8 —
dihidroksinaptol 1-O-a glukopiranosid iireticisi oldugu ve bu maddelerin Candida
albicans ve Herpes viriis tip-1 ‘e karst antiviral ozellik gosterdigi belirlenmistir
(Stadler ve Keller, 2008). Bunlarin yaninda funguslar tarafindan dretilen ve
glinimiizde halen pek ¢ok hastaligin tedavisinde aktif olarak kullanilan B-laktam
antibiyotikler, griseofulvin, siklosporin A, taksol, ergotalkaloidleri ve lovastatin
gibi ilag gruplar1t mevcuttur (Tan ve Zou, 2001).



Endofitik bakterilerde en az endofitik funguslar kadar Gnemlidir. Son
yapilan molekiiler caligmalar, endofitik bakteri zenginligini ortaya koymustur.
Endofitlerin varliginda eksprese edilen bitki genleri, bitki-endofit etkilesimleri ile
ilgili ipuglar1 vermektedir (Rosenblueth ve Romero, 2006). Ayn1 zamanda insan
saghigini tehdit edecek organizmalara karsi onemli bilesikler iiretirler. Ornegin,
saprofit ve zayif patojen olan Pseudomonas viridiflava bitki ile baglantili
floresans o6zelligi olan bir bakteri tiriidiir. Genellikle ¢imen tiirti bitkilerin
yapraklarinda ya da dokularinda bulunur. Bu organizmadan patojen fungus tiirleri
olan Cryptococcus neoformans ve Candida albicans 'a kars1 etkili hepaserin ve 3-
hidroksiaspertik asit iceren ekomisin adi verilen biyoaktif molekiil elde edilmistir
(Strobel,2003). Buna benzer diger bir 6rnek ise 6zellikle yeni dogan bebeklerde
oliimlere sebep olan insan patojeni Serratia marcescens ten izole edilen Oosidin
A metaboliti antifungal olarak etki gostermistir (Ryan vd.,2007).

Tiirkiye'de, ii¢ kita arasinda dogal bir koprii olmasi, cesitli cografik
ozellikleri ve cografi farkliligin getirdigi iklim cesitliligi nedeniyle diinyada
benzerine az rastlanan bir bitki ¢esitliligine sahiptir. Tiirkiye’ de 9582 tane bitki
tirli vardir bunlardan 3155 tanesinin endemik oldugu bildirilmistir (Bulut ve
Tuzlaci, 2013). Verilere bakildiginda endemizm oranmin %34.4 oldugu goriiliir
(Erik ve Tarikahya,2004; Avc1,2005; Ozhatay vd.,2005; Duran vd.,2010).
Tiirkiye’nin zengin bitki Ortiisii kaynaginida daglik alanlar, dogu, bati ve kiy1
kesimler olusturmaktadir. Bu zengin bitki Ortlistinden faydalanarak geleneksel
tibbi ilaclar yapilmistir. Bu tibbi bitkilerin %14.1°1 solunum hastaliklarinda
,%10’u gastro-intestinal hastaliklarda ,%7.3’1 bobrek sorunlarinda ,%7.1°i diyabet
tedavisinde %35’1 de kolestrol problemlerinde kullanilmistir (Sargin vd.,2013).
Bizde geleneklerin 1s1ginda yeni ilaglarin kesfi icin biyoaktif molekiil {iretmeyi
amaglamaktay1z.

Bu noktadan hareketle, calismanin amaci iilkemizde endemik bitki tiirii olan
Dianthus erinaceus bitkisinin farkli (kok, govde, yaprak vb.) dokularindan endofit
mikroorganizmalarin izole edilmesi, tanimlanmasi ve bu izolatlardan elde edilecek
ekstreler tlizerinde biyoaktivite calismalarinin gergeklestirilmesidir. Ayrica izole
edilen mikroorganizmalarin sekonder metabolit liretme yeteneklerini anlamak
amaciyla kiiciik Ol¢ekli fermentasyon yoOntemiyle siipernatant kullanilarak etil
asetat (EtOAc) ve biitanol ekstrelerinden aktivite kontrolii yapilmasi
amaglanmistir. Test edilen bu yontemde, disk difiizyon yontemi ve broth
mikrodilisyon yontemi se¢ilmistir. Bunun yanisira bitki dokusundan elde edilen
mikroorganizmalarin fenotipik, genotipik ve biyokimyasal testler ile tanimlanmasi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Endofit Mikroorganizmalar

Endofitlerin kesfinden bu yana ¢esitli arastirmacilar, genellikle endofitin
izole edildigi ve hangi amagla test edildigine bagli olarak farkli endofit tanimlar1
yapmugtir. Gunatilaka(2006), Endofit terimini bitkilerin i¢ dokularini kolonize
eden ancak konukcusuna patojenik bir etkisi bulunmayan bakteriyel veya fungal
mikroorganizmalar olarak tanimlamistir. Bu simbiyotik iliskide konukg¢u bitki
(makrofit) endofiti korur ve besler, endofit de karsiliginda konukc¢unun
biiylimesini ve rekabet giiclinii arttirmak, herbivorlara ve bitki patojenlerine karsi
korumak i¢in biyoaktif metabolitler tiretir (Dreyfus vd., 1994). Endofitler, yiiksek
bitkilerin intra/interseliiler dokularinda yasayan ve konak bitkide herhangi bir

belirtiye neden olmayan mikroorganizmalardir (Kumar vd., 2014).

Endofitik mikroorganizmalar arasindaki en yaygin grup olan endofitik
funguslar ¢cogunlukla Ascomycetes ve Fungi imperfecti’ne dahildir ve yaklasik
olarak 1,5 x 10° tiir ile ¢ok biiyiik, kesfedilmemis bir dogal molekiil kaynag
olustururlar (Gunatilaka, 2006). Hawksworth ve Rossman (1987)’a gore 1,5
milyon farkli fungal tiirden su ana kadar sadece 100 bin’i tanimlanabilmistir. Yeni
caligmalar yapildikga tahmin edilen sayilar gittik¢e artmaktadir ve yeni tiirlerin
kesfine olanak saglamaktadir. Kiiltiir temelli caligmalarda birgcok ¢esitteki
bakterinin endofitik olarak izole edildikleri bildirilmistir. Bunlarin arasinda basta
bugdaygillerdeki rhizobiumlar1 da igeren Proteobacteria olmak iizere, Firmicutes,
Actinobacteria ve Bacteriodetes bulunmaktadir (Rosenblueth vd., 2006). Archaea

tiyelerinin ise bitkilerle yakin bir endofitik iliskide olmadig bildirilmistir.

Iyi anlagilmis olan endosimbiyotik veya patojenik sistemlerin aksine
endofitik etkilesimlerin molekiiler temeli hala net olarak anlasilamamistir. Hatta
bir¢cok endofitik mikroorganizmanin bitkiler i¢in yararh etkileri olduguna dair ¢ok

sayida kanit olmasina ragmen, bu etkilesimlerin ortak bir temeli olup olmadig:

bile agik degildir (Reinhold-Hurek vd., 2006).

Bitki dokularinda endofitlerin bulunmasinin herhangi bir yan etkisinin
olmamasi ve bitkilere yarar saglamasi gibi nedenlerden o&tiiri bitki ile fungus
arasinda simbiyotik ya da mutualistik bir iliski oldugu disiinilmektedir. Ayrica

endofitlerin biyogesitliligi ile ilgili gozlemler endofitlerin etkin saprofitler ya da



firsat¢1 patojenler olabildigini de gostermistir. Endofitler biitiin bitkilerde kolonize
olurlar ve gilinlimiize kadar arastirilan biitiin bitkilerden izole edilmislerdir.
Bitkiler ile iliskileri zorunlu veya fakiiltatif olabilir ve konukgu bitkiye zarar
vermezler. Konukgular1 ile mutualizm ve antagonizmi igeren kompleks
etkilesimler gosterirler (Parker, 1995; Dudeja vd, 2012). Endofitler simbiyozis
kurmak i¢in bitkilerin biliylimesini stimiile edici bilesikler iiretirler ve bitkilerin
cevrelerine daha iyi adapte olmasimi saglarlar (Das ve Varma, 2009; Lee vd,
2004). Endofitik mikroorganizmalarin trettigi bu biyoaktif metabolitler, bazi
spesifik hastalik hedeflerine karsi kimyasal olarak kullanilmasimi ve yeni

farmasotiklerin kesfedilmesini saglamaktadir.

Endofitler, oncelikle tip alaninda kulanildigi gibi, tarim ve endiistri
alanindada genis potansiyeli olan, biyoaktif ve kimyasal olarak yeni bilesikler igin
bol ve giivenilir bir kaynak sunan ¢ok fazla aragtirllmamis bir mikroorganizma
grubudur. Bu sinirsiz kaynak sunan az anlasilmis mikroorganizmalarla ilgili
caligmalar yeni baglamis olmasina ragmen, bu alanda kesfedilecek organizma,
iriin ve yararlarin biiyiikk potansiyelinin umut verici oldugu diisniilmektedir
(Tejesvi vd., 2007). Tarim alaninda 6zellikle ziraatte hem biiylime destekleyici
maddeler hem de hastaliklarin olugsmasini 6nlemek i¢in profilaktik katkilar olarak
hayvan yemlerinde takviye seklinde endofitlerin {irettigi metabolitler

kullanilmaktadir.

Endofitlerin ilk kesfi 1904’e¢ dayanmasina ragmen (Freeman, 1904),
ekolojik onemlerinin ve c¢esitli yap1 ve biyolojik aktiviteye sahip metabolitleri
iretme potansiyellerinin son yillarda anlagilmasmna kadar bu grup
mikroorganizmalara ilag kesfi alaninda gereken onem verilmemistir. Dolayisiyla
endofitler canli bitkilerin dokularinda bulunan, tipta, ziraatte ve endiistride
kullanilmak iizere arastirilan yeni dogal iiriin kaynagi olarak yliksek potansiyele
sahip, nispeten az calisilmis mikroorganizmalardir. Bu organizmalar iizerinde
yapilacak olan c¢aligmalar ile yeni tiirlerin kesfi ve onlarin irettigi metabolitler ile
birgok alanda gelismeler yasanmasini miimkiin kilmaktadir. Diinyada yaklasik
olarak 300.000 yiiksek bitki tiirii bulunmaktadir ve bunlarin hepsi bir veya daha
fazla sayida endofit mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir (Strobel vd.,
2004). Bu sonsuz kaynak diisniildiigiinde bu alanda yapilabilecek potansiyel

calismalar agikca kendini belli etmektedir.



2.2. Endofitik mikroorganizmalarin bitki icinde kolonizasyonu

Endofitik mikroorganizmalarin govde ve yapraklarda kolonize olmasi ve
bitki icerisinde sistemik olarak yayilabilmesi arastirmacilar tarafindan iyi
bilinmektedir (Hardoim vd., 2008). Bakteriyel ve fungal endofitlerin konukgu
bitkiye yerlesmeleri ve kararli bir iligki kurmalart i¢in ¢esitli ihtiyaclari
bulunmaktadir. Endofitik bakteriler, koklerin aktif girisinde one ¢ikan bolgeler,
yan koklerin ¢ikis noktalar1 ve kok ucundaki farklilasma ve uzama bolgelerinde
kolonize olurlar. Bu bolgedeki tam olarak farklilasmamis ve hafifge bozulmus
olan dokular endofitik bakterilerin penetrasyonununa olanak saglar. Epidermal ve
kortikal bolgelerdeki hiicrelerarasi bosluklar ve lizise ugramis bitki hiicreleri
temel kolonizasyon bdlgeleridir ve endofitik bakteri hiicreleri buralarda bolgesel
olarak 1010 hiicre/cm® kadar yiiksek bir sayiya ulasabilirler. Vaskiiler doku ve
ksilem hiicreleri de daha az yogunlukta olsa da istila edilebilir; vaskiiler dokunun
kolonizasyonu, siirgiinlere de ulasan sistemik bir yayilmaya neden olur (Compant

vd., 2005).

En yiiksek endofitik mikroorganizma yogunlugu genellikle koklerde olup,
govdeden yapraklara dogru ilerledikge bu yogunluk azalmaktadir. Bu ylizden
endofitler ekolojik olarak basarili olabilmek igin, kokleri kolonize eden diger
mikroorganizmalar ile rekabet etmek zorundadirlar. Organizmalarin bitki
icerisindeki devamliligr saglamak icin diger florayla rekabet etme zorunlulugu,

endofitlerin metabolit liretmesine sebep olur (Sturz vd., 2000).
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Sekil 2.1 Endofitik mikroorganizmalarin bitki i¢indeki yerlesimi



Yapilan mutasyonel analiz g¢alismalartyla koklere tutunmada bakteriyal
endofitlerin ylizey ozelliklerinin 6zellikle 6nemli oldugu ortaya konulmustur.
Lipoplisakkarit ~ kompozisyonunun  Herbaspirillum seropedicae’nin  musir
koklerine tutunmasinda (Balsanelli vd., 2010) tip IV piluslarin Azoarcus sp.
BH72’nin ¢imen bitkisine tutunmasinda ve yayilmasinda oOnemli olduklari

gosterilmistir (Reinhold-Hurek vd., 2006).

Endofitik kolonizasyon i¢in sadece tutunma degil ayni zamanda kati
yiizeylerde hareket i¢in kullanilan ve pilusun PilT-aracili kasilmasiyla yapilan
cekme hareketi de gereklidir (Bohm vd., 2007). Endofitlerin igsel
kolonizasyonunda seliillaz ve pektinaz gibi bitki-polimeri parcalayici enzimlerin
rol oynadig1 da diisiiniilmektedir. Azoarcus sp. BH72’nin endoglukanaz mutant
bir susu pirin¢ kdklerinde yaban tipin yaptig1 sistemik yayilmayi yapamamaktadir
(Reinhold-Hurek vd., 2006). Bu nedenle basarili endofitlerin hiicre c¢eperi

parcgalayici enzimleri olmasi olasidir.

2.3. Endofitik mikroorganizma ve bitki etkilesimleri

Endofitik mikroorganizma ve bitkiler arasindaki iliskinin anlagilmasi i¢in bu
birliktelik yogun bir inceleme altina alinmistir. Bitki ve mikroorganizma
iligkisinin anlasilmasi hem aralarindaki iliskinin bulunmasinda hemde yeni
biyoaktif bilesik bulma caligmalarinda yardimci olmast beklenmektedir.
Endofitlerin dogadaki rolleri ve degisik konak bitki tiirleri ile iligkilerinin ne
oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Baz1 endofit funguslar (Fusarium
spp., Pestalotiopsis spp. ve Aspergillus spp.) ve bakteriler (Pseudomonas sp. ve
Bacillus sp.) birden ¢ok bitkide bulanmaktadir. Zaten endofitlerin dogrudan
bitkiye spesifik olmas1 pek gozlenen bir durum degidir. Ayn1 zamanda bir endofit
mikroorganizma sans eseri bitki icerisinde olmasindan ziyade rizosfer igindeki
biyotadan bitki sistemine dahil olmas1 daha miimkiindiir (Strobel ve Daisy, 2003;
Kharwar ve Strobel, 2011).

Endofitler ve bitkiler arasindaki birlikteligin anlasilmasi i¢in molekiiler,
kiiltirel ve ekolojik pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Endofitlerin, metabolitleri dogal

ortamda ve laboratuvar ortaminda ne amagla irettikleri yoniindeki belirsizlikte



ilgi konusu olmustur. Endofit tarafindan in situ olarak iiretilen biyoaktif bilesikler
endofitin bitki dokularindaki hakimiyetini kolaylastirdigi, bu sayade konukg¢u
bitki (makrofit) endofit mikroorganizmayr koruyup besledigi ve karsiliginda
bitkinin biiyiimesini destekledigi, rekabet giiclinii arttirak, herbivorlara ve bitki
patojenlerine ayni zamanda g¢evresel streslere karsi korudugu muhtemel
goriinmektedir. Bitkilerin biiylimelerinin desteklenmesi oksin, sitokinin ve
giberellin gibi bitki biliylime diizenleyicilerinin bakteriyel {iretimi ile saglanir
ayrica endofitik bakteriler, indol asetik asit (Lee vd., 2004) gibi fitohormonlari
ireterek dogrudan ve bitkide fitohormon sentezini etkileyerek dolayli olarak bitki
gelisimini uyarabilir (lospenko ve Ignatov, 1995),siderofor tiretimi (Arora vd.,
2001) ve fosfatin ¢oziinebilirligi aktivitesi gibi mekanizmalar ile minerallerin

bitkiye alinimini kolaylastirabilir (Sarapatka ve Kraskova, 1997).

Eskiden sadece bitkilere 6zgii oldugu diisiiniilen dogal {irtinlerin endofitler
tarafindan da tiretilmesi, orijinal kaynak organizmalar hakkinda ilgi ¢ekici sorulari
da akla getirmektedir. Gergekte gesitli sozde “bitki metabolitlerinin” aslinda
onlarin endofitlerinin biyosentetik iiriinleri olmasi daha gergekgidir. Onemli bir
ornek, orijinal olarak yiiksek bitkilerden izole edilmis olan ¢ok etkili bir anti
timor maytansinoid (Sekil 2.2), bir Aktinobakteri olan Actinosynnemapretiosum
auranticum tarafindan iretilmesidir (Yu vd., 2002). Bu g¢alisma maytansinoid
iskeletinin gergek biyosentetik kaynaginin bakteriyal bir endofit oldugunu
dogrulamistir. Horizontal gen transferi bitkiler tarafindan iiretilmesini
aciklayabilmesine ragmen daha olast senaryo maytansinoidlerin endofitler

tarafindan tiretilmesidir (Cassady vd., 2004).

MeO

Sekil 2.2 Maytansinoid’in kimyasal yapisi

Endofit ile konak bitki arasindaki iliskinin fizyolojisi ve biyokimyasi

hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Endofitlerin biyolojisini, iklim



kosullari, bitkinin yasi, bulundugu ¢evre ve lokasyon gibi bitkide degisimlere yol
acan sebepler etkiler. Esasinda molekiiler diizeydeki ileri calismalar bitki ile
endofit arasindaki iliski ve ckolojiye odaklanmalidir. Biitiin bu etkilesimler
muhtemelen dogada bir amag¢ i¢in kimyasal olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
organizmalarin dogadaki rolii ile ilgili ekolojik farkindalik, en yiiksek potansiyele
sahip endofitik aktivitenin hedeflenmesine yardimei olacaktir (Strobel ve Daisy,
2003; Kharwar ve Strobel, 2011 ).

Herhangi bir bitki-mikroorganizma etkilesiminde kararli bir iliski kurulmasi
icin Oncelikle bitki ve mikroorganizma arasindaki fiziksel karsilasmanin
gerceklesmesi ve bunu takiben diger fiziksel ve kimyasal bariyerlerin asilmasi
gereklidir. Bir endofit konukgunun savunma mekanizmalarini aktive etmeyip,
konuk¢unun toksik metabolitleri ile etkisizlestirilmeden 6nce 6z-direng saglar ve
konuk¢usunun i¢inde goriiniir bir enfeksiyon veya hastalik belirtisi olmadan
bliylimeyi gergeklestirir. Bu teoriyi agiklamak icin ilk oOnce “Dengeli
antagonizma’ hipotezi onerilmistir (Schulz vd., 1999; Schulz ve Boyle, 2005). Bu
hipoteze gore; asemptomatik kolonizasyon, konuk¢u ve endofit arasindaki
antagonizmalarin bir dengesidir. Endofitler ve patojenlerin her ikisi de bitki
savunma mekanizmalarina karsit bircok viriilens faktorii tasirlar. Eger fungal
viriilens ve bitki savunmasi dengelenirse, iliski agikca asemptomatik ve aviriilent
olarak kalir. Bu faz, cevresel faktorlerin antagonizmalar arasindaki hassas dengeyi
bozmada ana rolii oynadig1 gegici bir siirectir. Eger bitki savunma mekanizmalari,
fungal viriilens faktorlerinin tamamen fistesinden gelirse fungus elimine edilir.
Aksine eger bitki fungusun viriilens faktorlerine yenik diiserse, bitki-patojen

iliskisi bitki hastaligina doniisecektir (Kusari vd., 2012).

Son zamanlarda bitki-endofit etkilesiminin sadece viriilens ve savunma
arasindaki bir denge olmadigi, cok daha kompleks ve diizenli bir sekilde kontrol
edilen bir etkilesim oldugu ortaya ¢ikartilmistir. Ornegin, Camptotheca acuminata
bitkisi, topoizomeraz I-DNA kompleksine baglanip kompleksi stabilize ederek
topoizomeraz I’i inhibe eden anti kanser bir bilesik olan kamptotesin {iretir
(Kusari ve Spiteller, 2012a). C. acuminata’nin i¢ kabuk dokularindan izole edilen
kamptotesin ireten bir endofitin (Fusarium solani), topoizomeraz [’inin

kamptotesinle baglanan ve Kkatalitik olan domainlerinde spesifik aminoasit



degisiklikleri yaparak kendisinin ve bitkinin kamptotesinine karst koruma

sagladig1 bulunmustur (Kusari vd., 2012b).

Bitkilerin endofit mikroorganizmalarla olan iliskilerinin temellerine dair son
hipotez ise “bitki-endofit koevoliisyon hipotezi”dir (Ji vd., 2009). Buna gore,
endofitlerin  biyoaktif sekonder metabolitler {iireterek Dbitkiye kimyasal
savunmasinda yardimci olmalart miimkiindiir. Bu hipoteze yonelik iki tane ilgi
cekici Onerme yapilmistir. “Mozaik etki teorisi” ne gore endofitler konukcu
bitkileri, normalde genetik olarak uniform olacak olan bitki organlar1 i¢inde ve
arasinda heterojen bir kimyasal kompozisyon olusturarak korurlar (Carroll, 1991).
Sonugta bu organlar tesadiifi sekilde lezzetlilik veya herbivorlar icin degerleri
bakimindan ve patojenler i¢in enfektivite anlaminda farklilagirlar. Diger teori ise
endofitlerin kendi konukgularina “kazanilmis immiin sistemleri” olarak yardimci

olduklarini savunur (Arnold vd., 2003).

En son Howitz ve Sinclair (2008) tarafindan 6ne siiriilen “ksenohormesis”
hipotezi bitkilerde sinyallesme ve stresle indiiklenen molekiillerin, evrimsel segici
baskilar altinda boyle bir yetenek gelistiren heterotroflar (hayvanlar ve
mikroorganizmalar) tarafindan hissedilebildigini ifade eder. Heterotroflar bu
bilesikleri sentezleme kapasitelerini yavas yavas kaybetmelerine ragmen, benzer
sekonder metabolitleri tekrar {iretmek icin bitkilerdeki kimyasal ipuglarini
hissetme kapasitelerini korumus olabilirler. Dolayisiyla, bazi gen kiimeleri
evrimsel siire¢ iginde bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvanlar arasinda
muhtemelen homolog olarak kalmis olabilir ve bunlar uygun bitki-endofit ve/veya
endofit-endofit birliktelikleriyle aktive edilebilirler. Ornegin son zamanlarda,
orijinal olarak sadece Papaver somniferum’a (hashas) miinhasir oldugu diisiiniilen
morfini memelilerin de sentezleyebildikleri ortaya c¢ikartilmistir (Grobe vd.,
2010). Boylece, onceleri sadece bitkilerin sentezleyebildigine inanilan bilesiklerin

ayni zamanda endofitler tarafindan da sentezlenebilecekleri kanitlanmastir.

Sonug olarak endofitik mikroorganizmalarin bitki tarafindan patojenlere
karst savunma amaciyla kullanilan biyoaktif bilesikleri sentezleme kapasitesinde
olduklar1 ve bu bilesiklerin bazilarinin yeni antibiyotik ve antitiimor ilaglarin
kesfinde kullanildigi ispatlanmistir (Strobel vd., 2004; Staniek vd., 2008; Aly vd.,
2010; Kharwar vd., 2011; Kusari ve Spiteller, 2012b). Siklikla terapotik degere

veya potansiyele sahip bitki sekonder metabolitleri iireten endofitler de
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kesfedilmektedir. Ornegin; paklitaksel (Taksol) (Stierle vd. 1993),
podofillotoksin (Eyberger vd., 2006; Puri vd., 2006), deoksipodofillotoksin
(Kusari vd., 2009a), kamptotesin ve yapisal analoglar1 (Puri vd., 2005; Shweta
vd., 2010), hiperisin ve emodin (Kusari vd., 2008, 2009b).

Hiperisin

LY = -».‘_‘._'._-:." -.____"'_.- '--““'
I ()

2O

Kamptotesin

Podofilotoksin

Sekil 2.3 Konak bitki ve endofiti tarafindan iiretilen baz1 bilesikler

Endofitler tarafindan bitki konukcularina ait biyoaktif bilesiklerin tiretilmesi
sadece ekolojik yonden degil, biyokimyasal ve molekiiler bakimdan da 6nemlidir.
Bu nedenle Dbakteriyel ve fungal endofitler yeni ve biyoaktif sekonder
molekiillerin kesfedilmesi i¢in biiyiik bir potansiyel sunmaktadir. Endofitlerden
elde edilen biyoaktif metabolitlerin en 6nemlilerinden bir tanesi de paklitaksel’dir
(Taksol) (Sekil 2.3). Paklitakzel ve bazi tiirevleri endofitler tarafindan firetilen
antikanser ajanlarinin ilk grubudur. Son derece fonksiyonel diterpenoid
paklitakzel, ilk olarak 1960’larda son on yilin en 6nemli ve en ilgin¢ antikanser
ajan1 olarak kesfedilmistir. Sitotoksik aktivitenin paklitakzelden kaynaklandig:
1962 yilinda Washington eyaletinde Taxus brevifolia Nutt.’a ait aga¢ kabugu ve
dallarin toplanip ekstre edilmesi ve biyoaktivite i¢in analiz edilmesi sonucunda
kesfedilmistir. Taxus brevifolia’dan elde edilen ekstrenin bazi 16semiler,

karsinosarkomaya kars1 aktivite gosterdigi bulunmustur (Strobel ve Daisy, 2003).
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2.4. Endofitik mikroorganizmalarin izolasyonu

Endofitler, canli bitki dokular1 ile yakin bir iliski i¢inde yasarlar. Bu
yiizden, endofitik mikroorganizmalar1 yaygin olarak izole etmek i¢in kullanilan
yontemleri ve se¢imleri anlamak kritik 6nem tasir. Endofitleri elde edebilmek i¢in
oncelikle benzersiz biyoloji, yas, endemizm, etnobotanik tarihgesi ve / veya
cevresel uyumluluk saglayabilecek bir bitki tiirii secilmelidir. Ayn1 zamanda,
diinyanin tropik ve yar1 tropik bolgelerinde yetisen bitkilerin, daha az bitki
cesitliligine sahip olan kurak veya daha soguk bolgelerde yetisen bitkilerden daha
genis cesitlilikte endofitlere sahip olduklar1 belirlenmistir. Bitki se¢iminde bu
durumda g6z o6niinde bulundurulmalidir. Calisma icin secilen bitkinin rastgele
olmasindansa belirli sebepleri olmasi gereklidir. Ornegin, siirekli suyun ve atigin
gectigi kayalarin arasinda bulunan bir bitki se¢imlendiginde, o bitkinin siirekli
yara aldigi gorilmistiir. Bitkinin, hasta olmasi beklenirken, yaygin oomisetik
fungi (fitopatojenik su kaliplari) tarafindan hala enfeksiyona kars1 direnmektedir.
Ciinkli bir¢ok giris kapis1 endofitler tarafindan iiretilen metabolitler sayesinde
korunmaktadir. Bu durum, giineydogu Venezuela'nin Auyan Tepui'sindeki nehir
sistemlerinde yetisen bir su bitkisi, Rhyncholacis penicillata iizerinde Serratia
marcescens tiriiniin {irettigi ookindin A (yeni bir antifungal ajan) sayesinde
kendini ¢evresel etmenlerden korumasiyla aynidir (Strobel vd.,1999).

Calisma i¢in kullanilacak bitkiler arazide belirlenip, tanimlandiktan sonra
cografik pozisyonlar: belirlemek amaciyla GPS yardimiyla tam olarak konumlari
bulunmalidir. Endofit izolasyonunda ilk basamak kiiciik kok, govde, yaprak, dal
pargalarinin bitkiden kesilmesi ve fazla nemi uzaklastirildiktan sonra plastik
posetlere yerlestirilmesidir. Izolasyon petrilerine yerlestirene kadar bitki pargalart
+4°C’de muhafaza edilmelidir. Bitki materyalleri laboratuvarda yiizeydeki
kontamine mikroorganizmalar1 elimine etmek i¢in %70’lik etanol ile iyice
yikanmalidir. Sterilizasyon islemlerinden sonra ornekler steril lamin air kabinde
yiizeyleri kuruyana kadar bekletilmelidir. Daha sonra steril bir bisturi yardimiyla
dis dokular uzaklastirilarak i¢ dokular dikkatlice kesilip uygun besiyerlerine ince
parcalar halinde konulmalidir. 4-5 giin sonra funguslarin hifsi yapilar1 patatose
dekstroz agar’a aktarilmalidir. Bu islem ile endofitik mikroorganizamlarin spor

olusturmasi saglar ve organizamanin tanimlanmasinda yardimci olur. Fenotipik
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tanimlanmanin yani sira molekiiler ve biyokimyasal olarakta tanimlamak

gereklidir (Strobel, 2003).

| izmir Bélgesi Endemik Bitki Segimi |

¢

| Galisma Materyali Belirleme |

a N\

| Kiltdr Bagimli Yéntem | | Kiltir Bagimsiz Yontem I
| Dianthus erinaceus var.Erinaceus tird ] ’ DMNASRMA ekstraksiyonu ]
| Endofit izolasyonu | 165/185 rDNA veya ITS
/' \\“ bélgesi PCR amplifikasyonu | | Metagenomik
e
/ Melekiler Calismalar
\ DGGE/TGGE ,T-RFLP

| Biyoaktivite calismalan |

Sekil 2.4 Endofitlerden biyoaktif dogal iiriinlerin izolasyon akim semasi

2.5. Sekonder metabolitler

Sekonder metabolitler organizma tarafindan ¢evresine daha iyi adapte
olabilmesi igin iiretilen fakat organizmanin biiylimesi i¢in gerekli olmayan diisiik
molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Biyoaktif metabolitler mikroorganizmanin
hayatta kalmasi i¢in 6nemli rol oynamaktadir ve mikroorganizma ve konukcu
bitki arasinda sinyallesme, savunma ve regiilasyon gibi g¢esitli metabolik
etkilesimleri igermektedir (Schulz vd., 2005). Mikrobiyal metabolitler ¢evre
kosullarina gore ve organizmadan organizamaya farklilik gdstermektedir. Uretilen
sekonder metabolit, mikroorganizmanin biiytidiigii ve adapte oldugu ¢evreye gore
degismektedir. Ornedin, mikroorganizmanim yasadig1 habitat degistikce iirettigi
metabolitler siklosporin A, ekinokandin B, papulakandinler ve verrukinallerin
olarak gozlenmistir (Dreyfuss vd., 1994).
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Strobel and Schulz (2002), 6500 adet endofitik fungus izole etmislerdir. Bu
mikroorganizmalardan sekonder metabolit elde etmisler ve bunlar1 yapisal olarak
gruplara ayirmislardir. Bu gruplar, alkaloidler, steroidler, terpenoidler, peptitler,
poliketonlar, flavonoidler, quinoller, fenoller, ksantonlar, kinonlar, izokumarinler,
benzopiranonlar, tetralonlar, sitokalasinler, perilen tiirevleri, furandionlar,
depsipeptidler and enniatinler’i igermektedir. Daha sonra yapilan bir ¢alismada
palmarumisinler ve yeni benzopiranonlar bu yapisal gruplar igerisine dahil
olmustur (Tan vd., 2001).

Etnobotanik bitkilerle iliskili endofitlerin trettigi sekonder metabolitler,
hastaliklar1 iyilestirmek i¢in kullanilabilir (Tejesvi vd., 2007). Endofitik
funguslarin, biyoaktif metabolit liretmesi icin uygulanan fermentasyon prosesinin

bir¢ok avantaji vardir;

e Biyoaktif maddelerin sanayide iretilmesi (farmasotik ilaglar) icin
tekrarlanabilir ve lretilebilir olmasi gerekir. Biyoaktif maddenin kaynagi
mikroorganizma ise, tank fermantorlerinde gerektigi gibi yetistirilebilir ve
neredeyse tilkenmez bir kaynak olabilmektedir.

e Mikroorganizmalarda olusan metabolitin eskalasyonu kolaydir. Biiyiime
kosullar1  degistirildiginde o metabolitin daha etkili tiirevlerine
ulasilabilmektedir.

e Bitkiden sekonder metabolit elde etmek endofitik mikroorganizmalardan
elde etmekten daha zordur. Ciinkii onlarin biiyiime evreleri olduk¢a uzun
olup hasat donemlerini beklemek gerekir. Ancak endofitik
mikroorganizmalarda kiiltiir alinip fermentasyon kosullarimin optimize

edilmesi sekonder metabolit liretmesi i¢in yeterli olmaktadir.

Gorildigi tizere, 1904°te Delice (Lolium temulentum) bitkisinden yapilan
ilk endofitik fungus izolasyonundan itibaren ¢aligmalar ilerleme kaydetmistir.
Stierle ve arkadaglari tarafindan yapilan caligmalarda, endofitik funguslardan
eksrakte edilen onemli biyoaktif 6zellik gdsteren metaboliler i¢in patent alinmistir
(Priti vd., 2009). Endofitik funguslardan izole edilen metabolitler, antibiyotik,
antiviral, antioksidant, antitiiberkilotik, immiinosiipresif, antikanserojenik ve
insektisidal ajan olarak kullanilmaktadir (Schulz vd., 2002, Strobel vd., 2003,
Wiyakrutta vd., 2004).



14

2.5.1. Sekonder metabolitlerin biyosentezi

Biyotik ve abiyotik uyaranlar, karbon-beslenme dengesine, genotip ve
ontogenez gibi faktorler bitkilerdeki sekonder metabolitlerin biyosentezini kontrol
edip diizenlemektedir (Mary vd., 2006). Bitki ve endofitik mikroorganizma
arasindaki etkilesim bazi kimyasal uyaranlar salgilanmasi sonucu saglanmaktadir.
Sekonder metabolitlerin iiretiminden sorumlu genler endofitik bakteri ya da
fungus icerisinde kiimelenmis halde bulunmaktadir. Ayrica genetik tarama
yontemleriyle incelenen bu genlerin olduk¢a duyarli ve hizli oldugu bulunmustur

(Keller, 2005).

Endofitler, yliksek organizmalara kars1 disiik toksisiteye sahip biyoaktif
maddeler tireten  kimyasal sentezleyici olarak goriilmektedir (Owen ve
Hundley.,2004). Endofitler, bu kimyasallar1 ¢esitli metabolik yollar vasitasiyla
sentezlemektedir. Bu yollar; poliketid, izoprenoid ve aminoasit tiiretme olarak
siralanabilir (Tan ve Zou., 2001). Bu sistemler detayli olarak incelendiginde
poliketid sentaz (PKS) ve non-ribozomal peptid sentetaz (NRPS) sistemleri
tarafindan yonetildigi goriilmiistiir (Sauer, 2002; Rakshith ve Sreedharamurthy,
2010). PKS ve NRPS biyosentetik yollarinin belirlenmesi, bir organizmanin
biyoaktif bilesikler liretme potansiyelini degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir.
Poliketidler, funguslarda fazla bulunan, olduk¢a oksijenlenmis sekonder
metabolitlerdir. Bu metabolitlerin sentezi Poliketid sentaz (PKS) adi verilen
oldukca biiyiik bir enzim ailesi tarafindan katalizlenmektedir. PKS enzimleri
ketosentaz, agil transferaz ve agil tasiyict protein gibi tekrarlayan iinitelerden
olusmaktadir. Bu tekrarlayan iiniteler, uzayan zincirler ve katlanmalar PKS enzim
ailesinin gesitliligini olusturmaktadir (Hill, 2006). Sentez AT domaininde bir agil-
CoA monomerinin (genellikle malonil- CoA veya metil malonil- CoA) segimiyle
baslar. Bir sonraki asamada acil-COA ACP domainine transfer edilerek ACP
domainindeki fosfopantetein grubuna bagh siilfidril grubuna (SH) kovalent olarak
baglanir. Kondensasyon asamasinda KS domainine bagli bulunan sisteinin
stilfidril grubuna bagli asetil veya propionil grubu fosfopanteteinin siilfidril
grubuna transfer edilir. Bu durumda kondensasyon reaksiyonu meydana gelmekte
ve malonil-CoA igindeki karboksil grubu CO; seklinde ayrilmaktadir. Olusan

iriin daha sonraki asamalarda olusacak poliketid iiriine géore KR domainindeki
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katalizle rediiklenir, DH domaininde dehidratlanir, ER domaininde ise DH
domainindeki dehidratasyon sonucunda olusan ¢ift bag indirgenerek doygun hale
getirilir. Kondensayon dongiisii bu sekilde devam ederek zincir uzamasi devam
eder. Sentezin son agamasida TE kataliziyle zincir uzamasi tamamlanir (Hopwood

ve Sherman 1990, Khosla, 1997, Schwarzer vd., 2003, Jimenez vd., 2010).

NRPS sistemleri ise; adenilasyon domaini (A), peptidil tasiyici protein ya da
tiyolasyon domaini (PCP/T) ve kondensasyon domaini (C) olmak iizere en az ii¢
domain igerir (Biiber ve Agan 2004). Final modiilii bir tiyoesteraz (TE) domaini
ile sonlanir. Bu, zincir uzamasinin bitisini katalizler. Peptid sentetazlar tarafindan
peptid bagi olusumu mekanizmasini agiklamak tizere gelistirilen modele “multiple
carrier model/ ¢oklu tastyict model” adi1 verilmektedir (Biiber ve Agan 2004). Bu
mekanizmaya gore; adenilasyon domaininde substrat olan aminoasit, ATP
hidrolizi yoluyla aktive edilir. Adenilasyon yoluyla aktive olmus aminoasitler
PCP domainindeki 4-fosfopantetein grubuna bagl siilfidril grubuna (SH) kovalent
olarak baglanir (Marahiel vd., 1997; Mootz vd., 2002; Sieber ve Marahiel 2005;
Griinewald ve Marahiel, 2006). Bu asamadan sonra substrat, eger varsa
epimerizasyon veya N-metilasyon gibi degisiklikler gegirir (D6hren vd., 1999).
Bu degisiklikleri gecirdikten sonra bir kondensasyon domainindeki alici
(akseptor) konumuna tasinir. Bir Onceki modiiliin fosfopantetein tastyicist
tarafindan verici (dondr) konumuna yerlestirilmis olan aminoasitin peptidil grubu
ile kondensasyon meydana gelerek peptid bagi olusumu gergeklesir (Sieber ve
Marahiel, 2005).

A) NRPS B) PKS

Sekil 2.5 NRPS (A) ve PKS (B) sistemleri
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2.6. Sekonder metabolit iireten endofitler

Endofitlerden elde edilen dogal iirlinlerin biiyiikk cogunlugunu antibiyotikler
olusturmakta ve sonra da anti kanser ajanlar (Stierle vd., 1993), biyolojik kontrol
ajanlar1 (Strobel, 2004) ve diger birgok biyoaktif bilesik gelmektedir (Golinska
vd., 2015). Ornegin; Artemisia annua geleneksel Cin tibbinda kullanilan ve bir
sitma ilact olan artemisini sentezledigi bilinen bir bitkidir. A. annua’dan izole
edilen ve fungus olan Colletotrichum sp. kiiltiiriinden ekstrakte edilen ve
spektroskopik yontemlerle karakterize edilen 3 yeni metabolitin insan patojeni
fungus ve bakterilere kars1 da etkili olduklart bulunmustur (Lu vd., 2000). Son
yillarda yiiksek bitkilerde bulunan endofitik bakteri ve funguslardan
fermentasyon, biyoaktivite rehberli izolasyon ve spektroskopik yontemlerle yapi

tayini kullanilarak kesfedilen ¢ok sayida antimikrobiyal bilesik vardir.

2.6.1. Antibiyotik iireten endofitler

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan retilen ve diger
mikroorganizmalara karsi diisiik/yiikksek konsantrasyonlarda etkili olan organik
iriinler olarak tanimlanmaktadir. Bu antibiyotiklerin genellikle kaynagi
endofitlerdir. Endofit mikroorganizmalardan elde edilen dogal {iriinlerin,
bakteriler, funguslar, viriisler, fitopatojenler, parazitler gibi insan, bitki ve
hayvanlar: etkileyen genis araliktaki hastalik yapict ajanlara karsi inhibe edici ya
da oldiirticti etkileri oldugu gozlenmistir (Guo vd., 2007).

Antibiyotik {ireten spesifik endofitler {izerinde yapilan arastirmalarin
kokeni, yerli halkin kullandigi yerel medikal {iriinleri igeren etnobotanige
dayaniyor olabilir. Ornegin, Avustralyanin Kuzey Bélgesi'nde, ¢esitli Aborjin
gruplari, ciltteki yaralar1 ve enfeksiyonlari iyilestirmek igin yilanbasi (Kennedy
nigriscans) adi verilen yerel bir bitkiyi kullanmaktadir. Dalabon ve Mayali'de
"mangerrporlo” olarak bilinen bir bitkiden taze kok parcasini keserek g¢esitli
yontemlerle yapiskan bir macun halinde yara veya enfeksiyon iizerine
uygulandigint gostermistir. Bu bitkinin dogal kullanimi nedeniyle, 1iyilestirici
ozelliklerinden bazilarinin aslinda bir veya daha fazla endofitin tirettigi metabolit

olabilecegi  disiincesiyle endofitik mikroorganizmalar  kaynak  olarak
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secilmektedir. Bu bitkiden ayni zamanda giiclii bir antibakteriyal ajan olarak
kesfedilen Streptomyces sp. tiiriide izole edilmistir. ilk kez dikotiledon bir
bitkiden aktinobakteri izole edildigi i¢in ilgi odagi olmustur. Daha sonra Lolium
perene adinda ¢ok yillik bir bitkiden izole edildigi bildirilmistir (Guerney vd.,
1993). Bu endofit, 16sin ve fenilalaninin kiimelesmis formu olan metilalboniirin
olarak adlandirilan zayif bir antibiyotik iiretmektedir. Streptomycetes, diinya
antibiyotiklerinin %70'inden fazlasinin kaynagi olmakla beraber, ¢ogunlukla
topraktan izole edilmektedir. Bu mikroorganizmayla ilgili en 6nemli kesif Reggie
Munumbi Miller''n buldugu, A, B, C ve D munumbisinler olarak adlandirilan
genis spektrumlu (antibakteriyal, antifungal ve Plasmodium sp.iizerinde oldukga
etkili) peptit antibiyotiklerdir (Miller vd., 1998).

Cryptosporiopsis quercina Avrupa’da agaglarda yaygin olarak bulunan
Pezicula cinnamomea’nin diizensiz formudur. Avrasya’ya Ozgii tibbi bitki
Tripterigeum wilfordii’den izole edilmistir (Strobel vd., 1999). C. quercina’nin
petrilerde Candida albicans ve Trichophyton spp. gibi insanlar i¢in 6nemli fungal
patojenlere  karsi  aktivite  gosterdigi  bulunmustur.  Ekinokandin  ve
pnomokandinlerle iliskili benzersiz bir peptid antimikotik ajan olan Kkriptokandin
(Sekil 2.6), C. quercina’dan izole edilmistir. Bu bilesik sayisiz kendine 6zgi
hidroksillenmis aminoasit ve yeni bir aminoasit olan 3-hidroksi-4-hidroksimetil
prolin icermektedir. Genellikle endofitin, bir degil birkac ilgili biyoaktif bilesik
tirettigi kabul edilmektedir. Dolayisiyla C. quercina’nin kriptokandin ile ilisgkili
diger antifungal ajanlar da tirettigi soylenebilir (Walsh vd.,1992).
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Sekil 2.6 Kriptokandin’in kimyasal yapisi

Ekomisinler, bitkiyle birlikte yasayan floresan bir bakteri grubunun iyesi
Pseudomonas viridiflava tarafindan tretilir (Miller vd., 1998). Genellikle birgok
¢im tiiriiniin yapraklarinin istiinde ve i¢inde barinirlar. Alanin, serin, treonin ve
glisin gibi yaygin aminoasitlerin disinda homoserin ve 3-hidroksiaspratik asit gibi
aligilmamis aminoasitler de ekomisinlerin yapisinda bulunmaktadir. Ekomisinler,
C. neoformans ve C.albicans gibi insan patojeni funguslara kars1 aktiftirler. Diger
bir bitki ile ortak yasayan Pseudomonad’dan elde edilen antifungal bilesikler
psodomisinlerdir. Psddomisinler, bitki ve insan patojeni olarak genis bir araliktaki
funguslara kars1 aktif bir lipopeptid grubudur. Bu 6nemli hedef organizmalarin
bazilar1 C. albicans ve C. Neoformans gibi gii¢lii funguslar, Ceratocystis ulmi
(Hollanda karaagag hastaligi) ve Mycosphaerella fijiensis (muzda siyah Sigatoka
hastaligi) gibi tiirleri igeren bitki patojenleridir (Harrison vd.,1991; Ballio
vd.,1994)

K, L ve M olmak tizere 3 grup melleolid, Armillaria mellea'dan izole edilen
gram pozitif bakterilerden ekstrakte edilmistir. Bu bilesik, maya ve funguslar’a
kars1 antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Daha dnce izole edilen melleolid B ve
D yine Armillaria mellea'dan ekstrakte edimistir (Arnone vd., 1986). Bir baska
bilesik olan Armillarik asit gram pozitif bakterilere ve mayaya karsi belirgin

inhibisyon aktivitesi sergiledigi rapor edilmistir (Obuchi., 1990).
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Ginkgo biloba L'den izole edilen endofitik fungus Xylaria sp.’den ekstrakte
edilen biyoaktif bilesik 7-amino-4-metilkumarin Y X-28, gida bozulmasina neden
olan ¢esitli mikroorganizmalara kars1 (Staphylococcus aureus, Escherechia coli,
S. typhia, S. typhimurium, S. enteritidis, A. hydrophila, Yersinia sp.,V.
anguillarum, Shigella sp., V. parahaemolyticus, C. albicans, P. expansum ve A.
niger, oOzellikle de A. hydrophila) etkili olarak bulunmus, bu yiizden gida

koruyucusu olarak kullanilmasi énerilmistir (Liu vd.,2008).

Bir hint tibbi bitkisinden izole edilen endofitik fungus tarafindan {iretilen,
naphthodianthron tiirevi olan Hiperisin (C3H160g) ve Emodin (C15H100s), ¢esitli
bakterilere (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica ve Escherichia coli) karst antimikrobiyal ve
hastalik etmeni baz1 funguslara (Aspergillus niger ve Candida albicans) karsi
antifungal etki gostermistir (Kusari vd., 2011).

Fusarium semitectum'dan ekstrakte edilen, patojenik/mikotoksijenik
(Alternaria alternate, Aspergillus flayus, Botrytis cinerea, Cladosporum
cucumerinum, Phoma tracheiphila ve Penicilllium verrucosum) etki gdsteren
fuzapiron ve deoksifuzapiron adi verilen iki alfa piron, antifungal bilesimleridir
(Altomare vd.,2000). Candida albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus
fumigatus, insanlarda hastalia neden olan baslica patojen funguslardir ve
tedavileri icin endofitik funguslardan izole edilen ekstraktlar kullanilmaktadir.
Ornegin, amfoterisin B, nistatin ve natamisin gibi antimikotik ilaglar koksidiodal
menenjit, kutandz dermatofitler ve histoplasmoz  gibi mikotik hastaliklarin
tedavisinde yaygim olarak kullanilan polienlerdir (Gupte vd., 2002; Iznaga vd.,
2004; Augustine vd., 2005; Gohel vd., 2006). Mikotik hastaliklarin kontroliinde,
ila¢ direncinin gelismesini engellemek icin genis spektrumlu antifungal bilesikler

kullanilabilir.

2.6.2. Antiviral metabolit iireten endofitler

Endofitik fungus metabolitlerinin diger bir kullanim alani1 viriislerin
inhibisyonunu saglayacak olan biyoaktif bilesikleri iiretmesidir. Iki yeni insan
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sitomegalovirus (hCMV) proteaz inhibitorii, sitonik asit A ve B (Sekil 2.7),
endofitik fungus Cytonaema sp.’in kati Kkiiltiirinden elde edilmistir (Guo
vd.,2007).

Diger antiviral metabolit iireten Dbilesik, Quercus coccifera'’nin
yapraklarindan izole edilen endofitik fungus, insan bagisiklik sistemi eksikliginde
ortaya ¢ikan viriisi tip 1 (HIV-1) proteazinin giiglii bir inhibitorii olan
hinnuliquinonu sentezleme yetenegi ortaya c¢ikarilmistir. Hinnuliquinon, C2-
simetrik bis-indolil kinonun dogal bir triinii olmakla birlikte HIV-1 proteazinin
vahsi tipini ve klinik olarak direngli (A44) bir susunu inhibe eden metabolittir.
Inhibitér bagli HIV-1 proteazinin kristalografik analizi, hinnuliquinonun C2
simetriginin aktivite igin Onemini agiklamaya yardimci olmustur (Singh vd.,
2004).

Endofitik mikroorganizmalardan antiviral aktivite gosteren Dbilesiklerin
bulunmasi umut verici olmaya baslamistir. Viriisiin kararsiz yapist ona karsi
uygulanacak tedavinin kisith kalmasina sebep olurken, endofitlerin iirettigi
metabolitler ¢oziim yollarina 151k tutmaktadir. Giliniimiize kadar bilesik
kesiflerindeki esas kisitlama muhtemelen tarama programlarinda yaygin bir
antiviral tarama sisteminin olmayisidir. Viriilent insan patojenlerine karsi test
edilen endofitlerden izole edilmis herhangi bir antiviral bilesik olmadigi icin
cesitli insan patojen virlislerine karsi etkili olabilecek, potansiyel antiviral

bilesiklerin tanimlanmasi i¢in yogun bir arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 2.7 Bazi antiviral bilesikler
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2.6.3. Antioksidan metabolit iireten endofitler

Oksijen giiclii bir oksidan ve solunumda gorev alan oldukga iyi bir elektron
alicisidir. Ancak bazi durumlarda oksijen toksik formlara doniisebilir. Bu toksik
formlar hiicre bilesenlerine zarar vererek DNA hasari, karsinogenez ve hiicresel
dejenerasyon gibi durumlar olusturmaktadirlar (Huang vd.,2007; Seifried
vd.,2007). Oksijenin toksik formlarimi (Siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali) zararsiz formlara doniistirmek icin yeni metabolitler
aranmaktadir. Bu arayis endofitik mikroorganizmalarin dogasinda iiretilen
metabolitlerin bu amagla kullanilabilecegi yoniinde arastirmalara sebep olmustur.
Bu yiizden antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin onemi, reaktif oksijen
tirlerinin neden oldugu zararlara karsi oldukga etkili olduklar1 gerceginden

kaynaklanmaktadir.

Antioksidanlar, kanser, kardiyovaskiiler ~ hastalik, ateroskleroz,
hipertansiyon, diyabet, norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer ve Parkinson
hastaliklar1), romatizmal artrit ve yaslanma gibi oksijenin toksik formlarinin
baglantili hastaliklarin onlenmesi ve tedavisi i¢in umut verici bir tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir (Valko vd., 2007).

Dogal antioksidanlar yaygin olarak sifali bitkiler, sebze ve meyvelerde
bulunur. Bununla birlikte, yeni dogal antioksidanlarin potansiyel bir kaynagi olan
endofitlerinde metabolik etkileri oldugu bildirilmistir. Ornegin, Pestasin (1,3-
dihidro izobenzofuran) ve izopestasin (izobenzofuran) (Sekil 2.8), Papua Yeni
Gine de Sepik nehri sistemlerinde yasayan cigekli bitki (combretaceaous)
Terminalia morobensis’ten izole edilen Pestalotiopsis microspora’nin kiiltiir
stvisindan elde edilmis iki bilesiktir. Iki bilesik de antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite gostermektedir. Pestasin’in antioksidan aktivitesi, yapisindaki C-H
baglarinin deaktivasyonundan sonra O-H grubunun ayrilmasidir. Pestasinin
antioksidan aktivitesi bir vitamin E tiirevi olan troloks’tan fazladir. Izopestasin ise
flavonoid tiirevlerine benzer antioksidan aktivite gostermektedir. Elektron spin
rezonans spektroskopisi ile yapilan Olciimler , bilesigin siiperoksit ve hidroksil
radikallerini uzaklastirdigini dogrulamistir (Strobel vd., 2002; Harper vd., 2003).
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Sekil 2.8 Pestasin ve izopestasin’in kimyasal yapisi

2.6.4. Antitiiberkiilotik metabolit iireten endofitler

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), her saat tiiberkiilozdan 1500 kisinin 61diigiinii
ve 50 milyon kisiye bulastigini rapor etmistir. Mycobacterium tuberculosis’in
varolan ilaglara karsi direng gelistirmesi yeni antimikobakteriyal ilaglarin
bulunmasi gerektigini gostermistir (WHO, 2008). Diinya, yeni molekiiler yap1 ve
cesitli insan patojenlerine karsi biyolojik aktivite igeren modern tipta yerini almis

medikal bitkilerin oldugunu fark etmistir.

Tayland’ta Garcinia sp. bitkisinden izole edilen endofitik fungus Phomopsis
sp. metabolitinin M.tuberculosis tizerinde etkili oldugu bulunmustur (Wiyakrutta
vd., 2004). Bir bagka caligmada yine ayni bitkiden izole edilen endofitik fungustan
ekstrakte edilen metabolit Phomoxanthon A ve B (Sekil 2.9) spektroskobik
yontemlerle incelenmis ve ikiside xanthon dimeri olarak tanimlanmistir.Bu iki
bilesigin antitiiberkiilotik etkisinin yaninda antimalaryal ve sitotoksik etkisininde
oldugu bulunmustur (Isaka vd., 2001).
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Phomalactonexanthone B

Sekil 2.9 Phomoxanthon A ve B’nin kimyasal yapisi

2.6.5. Immiinosiipresif metabolit iireten endofitler

Bir¢ok arastirmacinin amaci immunosiipresif bilesikleri lireten endofitleri,
daha once c¢alisilmamis yaygin olmayan konak bitkileri ve g¢evreleri kullanarak
yeni metabolitler kesfetmektir. Immiinosiipresif ilaglar, organ nakli yapan
hastalarda nakledilen doku ya da organ1 kabul etmeme durumlarini 6nlemek igin
kullanilmakta ve gelecekte romatoid artrit ve insulin bagl diyabet gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilacaktir (Tenguria vd., 2011).

Sandoz LTD. sirketi, funguslart biyoaktivite yoOniinden taramak ve
degerlendirmek i¢in bilgisayar destekli bir program gelistirmistir. Bu program
caligmalarda yaygin olarak bilinen bilesikler iireten funguslari tarayip elimine
etmektedir. Boylece dogrudan yeni biyoaktivitelere sahip muhtemel metabolitler
iretebilecek nadir tiirler lizerine yogunlasilmaktadir. Bu yaklagim son derece
yararli bir immiinosupresan olan siklosporin A’nin Tolypocladium inflatum’dan
elde edilmesini saglamistir (Borel vd.,1991).
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sikiosporin A

Sekil 2.10 Immiinosiipresif bilesigin kimyasal yapisi

Kosta Rika tropik ormanlarinda yetisen Pteromischum sp. bitkisinden izole
edilen Colletotrichum dematium’dan lle, Ser, N-metil-Val benzeri yapilari igeren
ve beta-amino biitirik asit oran1 3: 2: 1: 1: 1 arasinda olan Kollutelin A ekstrakte
edilmistir. Bu bileseni lireten fungus, yeni antimikotik bilesik tireten tiirler arasina
girmistir. Yine aymi ¢alismada CD4 (+), T hiicresi, Interleukin 2 iiretiminin
aktivasyonu gibi Ozellikler gostererek siklosporin A ile ayn1 derecede

immiinsiipresif aktivite gostermistir (Ren vd., 2008).

2.6.6. Antikanser ajanlar iireten endofitler

Donemin ciddi sayilabilecek diizeyde populasyon yogunlugunun
bozulmasina sebep olan ve heniiz etkin bir tedavi yontemi bulanmayan kanser,
Oliimlere sebep olmaya devam etmektedir. Bu yiizden {izerine en ¢ok aragtirmanin

yapildig1 ve ¢oziimlerin arandig: bir hastaliktir.

Bu konuda yapilan en énemli buluglardan bir tanesi Paklitaksel’in kesfidir.
Paklitaksel, diterpenik polioksijenli bir pseudoalkoloittir ve basta meme kanseri
olmak iizere bircok kanser tiirlinde basariyla kullanilan bir antitimor ajandir.
Kanser ilact olarak ¢ok biiyiik bir basar1 gdsteren bu bilesik orijinal olarak Taxus
brevifolia’dan (Pasifik porsuk agaci) izole edilmistir ve simdiye kadar Diinyadaki
11 farkli Taxus tiirinde mevcut oldugu saptanmistir (Flores-Bustamante vd.,
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2010). Paklitaksel baslangigta eriskin porsuk agaglarmin kabuklarindan
ekstraksiyonla iiretilmis ancak 1980’lerde ilaca artan ihtiyag ve olgun agac kitligi
nedeniyle diger alternatif liretim metotlar1 arastirilmaya baslanmistir (Suffness
vd., 1995). Bu calismalar sirasinda T. brevifolia’dan izole edilen endofitik
funguslarin da paklitaksel {rettikleri saptanmis, daha sonra yapilan detayl
arastirmalarda ise paklitakselin aslinda bir endofit metaboliti oldugu anlasilmistir.
Basta Taxus olmak iizere bitkilerden izole edilen 57 fungus 13 bakteri susunun
yarisentetik sivi besiyerlerindeki fermentasyon sivilarinda paklitaksel trettikleri
belirlenmistir (Flores-Bustamante vd., 2010).

Diger bir bilesik, Podofilotoksin, Podophyllum sp.’den ekstrakte edilen aril
tetralin lignan grubunda antikanser 6zelligi gosteren bir bilesendir. Bu yilizden
tizerine ¢alisilmis ve bagka bir endofit olan Trametes hirsute organizmasindan da
ekstrakte edilmistir (Puri vd.,2006). Podofilotoksin ve analoglar1 klinik agidan
olduk¢a onemli bilesiklerdir (Kusari vd., 2009; Kour vd., 2008). Daha sonralari
Juniperus communis L’den izole edilen Aspergillus fumigatus (Kusari vd., 2009),
Podophyllum peltatum’dan izole edilen Phialocephala fortinii (Eyberger vd.,
2006) ve Juniperus recurva’dan izole edilen Fusarium oxysporum (Kour vd.,
2008) ile yapilan ¢alismalarda podofilotoksin iiretilmis ve kanser ¢aligmalarinda

kullanilmaistir.

Kamptotesin, ilk 6nce Cinde Decaisne agaci (Nyssaceae) olarak kabul
edilen ve gii¢lii antineoplastik ajan olan Camptotheca acuminata’dan ekstrakte
edilmistir (Wall vd., 1966). Kamptotesin ve 10-hidroksikamptotesin, kanser
tedavilerinde aktif olarak kullanilan topotekan ve irinotekan ilaglarinin
prekiirsorleridir (Uma vd., 2008). Ham kamptotesin, sulu ortamda diisiik
coziiniirliikte ve yiiksek toksititededir. Bununla birlikte, baz1 kamptotesin tiirevleri
tibbi ozellikler ve gosterilen faydalar bakimindan korunmustur (Li vd.,2006).
Mikrobiyal antikanser 6zellik gdsteren bilesen olan kamptotesin ve iki analogu
(9-metoksikamptotesin ve 10-hidroksikamptotesin) Camptotheca acuminata’dan
izole edilen Fusarium solani’den elde edilmistir (Ciddi vd., 2000; Kusari vd.,
2009).
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2.6.7. Insektisidal metabolit iireten endofitler

Diinya, hasareyle miicadelede sentetik bocek oldiiriiciilerin ¢evreye verdigi
zarardan dolayi; yeni segici, giivenilir ve giiclii metabolitleri kullanarak tedbir
almak istemektedir. Bu dogal iiriinler, bu sayede hem verilen ekolojik zarardan
kurtaracak hemde boceklere karsi koruma saglamis olacaktir. Keklik {iziimiinden
(Gaultheria procumbens) izole edilen endofitik fungusun ladin kurtguk larvalari
(Choristoneura fumiferana) tizerinde toksik etki gosterdigi gozlenmistir. Bu
bilesigin  5-hidroksi-2-(1’-hidroksi-5’-metil-4’-hekzenil) benzofuran ve 5-
hidroksi-2-(1’-okso-5’-metil-4’-hekzenil) benzofuran oldugu tanimlanmistir
(Findlay vd., 1997 a ve b).

Murraya paniculata (Rutaceae) yapraklarindan izole edilen diger bir endofit
Eupenicillium spp. major bilesik olarak spirokuinazolin alkaloidlerin tiirevi olan;
alanditripinon, alantrifenon, alantripinen ve alantriyonon {iiretmektedir. Bu
bilesenler genis bir sekilde insekt kovucu olarak kullanilmaktadir (Fabio

vd.,2005).



27

Cizelge 2.1. Endofitik mikroorganizmalardan izole edilen biyoaktif metabolitler

Kaynak Endofit Molekiil Molekiil Aktivite Spektrumu Referans
Bitki Sinifi
i Gram pozitif trobel
K_en_nedla Streptomyces Munumbisin Peptit Strobe
nigriscans | NRRL 30562 Bakteriler, Antimalaryal vd., 2004
Tripterigeu | Cryptosporio Kriptokandin Lipopepti Antimikotik(C.albicans Walsh
m wilfordii | psis quercina t ve Trichophyton spp) vd.,1992
. . T Miller
Pse.u.d(')monas Ekomisin Peptit Antimikotik
Cim tiirleri viridiflava vd.,1998
Ginkgo . L . . Obuchi
biloba Xylaria sp. Armillarik asit Fenol Antibakteriyal vd. 1990
Quercus Cytonaema Sitonik asit A o e Guo
cONT. 5. ve B Tridepsid Antiviriitik vd. 2007
inali iopsi in,i A I Strobel
Termlnallg Pes.talotlopsw Pestasm.,Izopest Furan Antimikrobiyal Antioksidant
morobensis microspora asin vd.,2002
Garcinia Phomopsis Phomoksanton | .~ | Antitiiberkiilotik,antimalaryal Isaka
sp. sp. AveB ,sitotoksik vd.,2001
Pteromisch | Colletotrichu ) ) Immiinosupresif ve Ren
um sp. m dematium jRsysitelin 2 Peptit antimikotik vd.,2008
Taxus Taxomyces Diterpen . L Suffness
brevifolia andrea Taxol® oid Antikanserojenik vd.1995
. Camptotheca . ) . . Li
Decasine acuminata Kamptotesin Alkoloid Antikanserojenik vd. 2006
Alanditripinon,
Murraya Eupenicillium Alantrifenon, . . .. Fabio
. . Alkol Insek 1
paniculata sp. Alantripinen ve oloid nsektisida vd.,2005
Alantriyonon

2.7. Endemik ve Etnobotanik

Hastaliklar1 iyilestirmede bitkiler ve onlarin {irettigi metabolitlerin
kullanimi, halkin ve geleneksel tibbin bir pargasi olarak kabul edilmektedir.
Yiizyillar boyunca, sifali bitkilerle yapilan tedaviler giliniimiiz i¢in kaynak
olusturmustur. Giliniimiizde bitkiler hala geleneksel tipta bir¢cok hastaligin
tedavisinde, hafifletilmesinde veya Onlenmesinde kullanilmaktadir (Gasparetto

vd., 2011). Hastaliklar1 iyilestirmek ve fiziksel hasarlardan kurtulmak igin
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bitkilerin kullanilmasi insanlik tarihinin en erken zamanlarindan itibaren

baslamistir (Hill., 1989).

Etnobotanik, insanlarla bitkiler arasindaki iliskinin incelenmesi olarak
tamimlanir ve bitkilerin yerli halk tarafindan kullanimlarini inceler. Diger bir
deyisle, kiiltiirel antropoloji ile botanik arasindaki ilag, beslenme, dogal kaynaklar
gibi kullanim alanlarini arastiran bir alandir (Diksha ve Amla, 2011). Genel olarak
etnobotanik, yerli kiltliriin gida, ilag, ritiiel, ev esyalari, miizik aletleri, ¢ayir
agaclari, zirai ilaglar, giysiler, barinak ve diger amaglar i¢in kullanilan bitkilerin

bilimsel arastirmasi olarak kabul edilmektedir (Ugulu., 2011).

Endemik, alanlar1 belirli bir iilke veya bolgeye ait, yerel, ender bulunan
tiirler olarak tanimlanmaktadir. Latince endemos (indigenous) kelimesinden gelir
ve “yerli” anlaminda kullanilmaktadir. Sicak iklim kusaginda yer alan Tiirkiye,
bitki cesitliligi ile bircok tilkeden ayrilmaktadir. Dolayisiyla Tiirkiye endemik
bitkiler acisindan diinyanin 6nemli iilkelerinden biridir. Yurdumuzun hudutlar
icinde dogal olarak yetistigi halde baska hi¢bir yerde yetismeyen, diger bir deyisle
diinyada sadece iilkemizde yetigen bitkiler Tiirkiye endemikleri olarak adlandirilir.
Ulkemizde endemizim oran1 %34 civarindadir. Tiim Avrupa kitasinda 12500 acik
ve kapali tohumlu bitki tiirii varken, sadece Anadolu’da bu sayiya yakin
(11.000’in tizerinde) tiir oldugu bilinmektedir. Bunlarin yaklagik iigte biri ise
Tirkiye’ye 6zgii endemik tiirlerdir (Erik ve Tarikahya., 2004). Bu endemik
bitkiler Ulkemiz biyogesitliliginin énemli bir kismini olusturmaktadir. Calisiimasi
planlanan Izmir bélgesi (Bozdag, Nif dagi, Mahmut dagi, Giimiildiir-Tahtal1) ise
Diinya’daki koruma 6ncelikli biyogesitlilik sicak noktalar1 i¢inde yer almaktadir
(Myers vd., 2000). Botanikgiler tarafindan yapilan taramalarda Izmir bolgesinde
21 Familyaya ait toplam 113 endemik bitki oldugu ve bunlarin 21 tanesinin ise
alana  Ozgii olduklar1  belirlenmistir. Buradan hareketle, Ulkemizin
biyogesitliliginin degerlendirilmesi ve baska bir yerde bulunamayacak bitki-
mikroorganizma etkilesimleri sonucunda iiretilen yeni aktif bilesiklerin kesfi icin
bu bitkilerin endofitlerinin {rettigi biyoaktif metabolitlerinin kesfedilmesi

hedeflenmistir.
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2.8. Bitki secimi

Etnobotanik gecmise sahip bitkiler, endofit izolasyonunda yeni

metabolitlerin kesfi i¢in g¢aligmalara 11k tutmaktadir. Bu bitkilerin iirettigi

metabolitlerin hangi sartlar altinda yasayan bitkiler oldugunu gézlemlemek ve

secim yapabilmek olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Endofit izolasyonu ve dogal iirlin kesfi i¢in toplanan her bir bitki i¢in

spesifik yontemler kullanilir. Bitki se¢im stratejilerini belirleyen birkag teori
vardir (Kharwar ve Strobel, 2011; Yu vd., 2010);

Essiz cevresel ortamlarda bulunan, 6zellikle de sira dis1 biyolojiye ve
hayatta kalmak icin yeni stratejilere sahip olan bitkiler calisma igin
secilmelidir. Bu tarz gevrelerde bitkilerin yasama giiciiniin, dokulari
icinde barindirdig1 endofitlerden kaynaklandig: diisiiniilebilmektedir.
Spesifik bir kullanim alani, uygulamasi veya etnobotanik bir tarih¢esi olan
bitkiler tercih edilmelidir. Bu bitkiler ¢alisilanbolgedeki yerli insanlarla
goriiserek ya da yerli kaynaklar incelenerek bulunabilir. Bu yaklagim ayni
zamanda ortak arastirma programi bilinyesinde yardimlar1 belgelemek
suretiyle yerli ve kabilelerin de yararinadir. Bilimsel acidan yerel halki
bilgilendirmenin yani sira, bilim adamlar1 basvurduklar1 kaynaklara ve
yerel halka gereken 6nemi vermelidirler. Eninde sonunda belki botanik
kaynagin iyilestirme giiciiniin bitkinin dogal {irlinlerinden degil de bitkide
var olan endofitlerden oldugu ortaya ¢ikabilmektedir.

Endemik bitkiler, alisilmadik yasam siiresine sahip olan, ¢ok uzun siiredir
varhigim siirdiiren relikt endemik bitkiler segilmelidir. Gondwanaland gibi
antik oldugu kesin olan topraklarda yasayan bitkilerin aktif dogal bilesik
tireten endofit bulundurma ihtimali diger bitkilere gore daha fazladir.
Yiiksek biyogesitlilige sahip bolgelerde yetisen bitkilerin = genis
biyogesitlilige sahip endofitleri barindirmasi muhtemeldir. Dolayisiyla,
diinyadaki en biiytik ¢esitlilige sahip tropikal yagmur ormanlar1 endofitler
icin ev sahipligi yapmaktadir.

Belirti olmadan patojenler tarafindan enfekte edilmis endofit igeren
bitkiler, diger bitkilere gdore antimikrobiyal aktivite tagiyan metabolitler
bakimindan daha biiyiik potansiyele sahip olabilmektedir.

Bu 6zellikler bakimindan incelendiginde dogru bélgede yasayan konukcgu

bitkilerin se¢imi, endofitlerin varligir ve {irettikleri metabolitlerin olusumu ayni
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zamanda tibbi, zirai ve endiistriyel agidan sagladigi yararlar hakkinda bilgi

toplanmasina yardimci olmaktadir.

2.8.1. Endemik bitki se¢cimi

Dianthus L., Akdeniz Bolgesinde ve Orta Dogu'da dagilim gosteren
diinyadaki yaklasik 300 tiirden olusan Caryophyllaceae familyasina ait bir
genustur (Davis.,1999). Genellikle bu genus yabani otlar gibi biiyiir ancak siis
bitkisi gibi yetisen tiirleride vardir. Tiirkiye'de, 6zellikle Bat1 Anadolu'da 67 tiirti
bulunmaktadir ve bunlardan 42 tiirii endemiktir. Dianthus erinaceus Boiss. var.
erinaceus, yalnizca Tiirkiye’nin batisinda; Manisa (spil) Dagi, Manisa - Kirkagag
- Bakir - Sar1 kaya tepesi, izmir/Kemalpasa (Nif) ve Mahmut Daglarinda yetisen
cok yillik bir endemik bitkidir (Davis.,1967).

.('

Mangda » \ )
foae® )
e G od

Sekil 2.11 Populasyonlarin Tiirkiye’deki dagilimi

Bir¢ok Dianthus tiirii binlerce yildir Cin, iran ve Mogolistan'da tibbi olarak
enfeksiyonlarla miicadele etmek igin kullanilmistir. Ayn1 zamanda bazi Dianthus
tirleri geleneksel tip disinda tarimsal alanlarda da kullanilmaktadir (Davis., 1967;
Bonjar., 2004; Mansouri., 1999). Onceki fitokimyasal ve cesitli aktivite
caligmalarinda, Dianthus tiirlerinden izole edilmis dogal bilesiklerin ve ham
bitkinin drettigi metabolitlerin, antimikrobiyal (Bonjar., 2004), antifungal
(Galeotti vd., 2008), antioksidan (Durucasu vd., 2009), antihepatotoksik, analjezik
(Hikino vd., 1984), diiiretik (Hsieh vd., 2004), proliferatif (hiicrelerin ¢ogalmasini
sitimiile eden) (Tong vd., 2012) ve dermatolojik (Mansouri., 1999) olarak
etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Antimikrobiyal etkisi yakindan incelendiginde
Dianthus caryophyllus’un tirettigi metabolitlerin, Micrococcus luteus disindaki
Escherichia coli ve Pseudomonas aureginosa gibi giiglii gram negatiflere,
Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae gibi hastanelerde ciddi enfeksiyonlara
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sebep olan gram pozitif bakterilere karst oldukca aktif oldugu goézlenmistir
(Bonjar.,2004).

Dianthus tiirlerinin fitokimyasal incelemeleri yapildiginda bu cinslere ait
bitkilerin zengin triterpenoid saponin kaynagi oldugu goriilmustiir. Bu bilesenin,
membranolitik 6zelligi nedeniyle Dianthus genusuna ait tiirlerin antibakteriyal
ozelligi oldugu dustiniilmektedir (Chen vd., 2010; Koike vd., 1994; Nakano vd.,
2011; Oshima vd., 1984a,b,c). Mutlu ve arkadaslari’nin Dianthus erinaceus Boiss
var. erinaceus tizerine yaptigi fitokimyasal analizde, K ve L (1, 2) olarak
adlandirilan olean tipi iskelet iceren dienositler, iki yeni triterpenoid saponinin ve
bunun yaninda bilinen alt1 triterpenoid saponin bulunmustur. Bu metabolitler,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis ve
Candida albicans gibi bir¢ok test mikroorganizmasina kars1 denenmis ve bazi
gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan farklh
izolasyon ¢alismalarinda Dianthus tiirinden, flavonidler (Obmann vd., 2012),
piklen tipi glikozitler (Plouvier vd., 1986), makrosiklik antosiyaninler (Nakayama
vd., 2000) ve siklopeptitler (Tong vd., 2012) bulunmustur.

D. erinaceus var. erinaceus bitkisi yok olma tehlikesi tasiyan bir taksondur.
Yayilis alanlar1 pargalanmig ve dort ayri populasyon halinde bulunduklari
saptanmistir. Populasyonlar arasindaki kopukluk cesitlilik acisindan olumsuzluk
teskil etmektedir. Bundan dolayr konumlandigi alanlarda populasyonunda
devamliligin saglanmasi ¢ok giic olmaktadir. Bitkinin dikenli yapist onu
disaridaki tliketici canlilara karsi korusada, fiziksel ve cevresel sartlara karsi
bitkinin yasam miicadelisine endofitik mikroorganizmalar ve onlarin irettigi
metabolitler destek vermektedir.
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Sekil 2.12 Dianthus erinaceus (Ersoz, 2006)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki ornekleri

D. erinaceus ornekleri Dog. Dr. Serdar G6khan SENOL tarafindan yapilan
arazi calismasiyla tolannmustir. Secilen Dbitki arazide belirlendikten ve
tanimlandiktan sonra pozisyonlar1t GPS yardimiyla kaydedilerek 2 adet tam bitki
Ornegi ayni giin icinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler

en kisa siirede analize alinmustir (Strobel vd., 1996; Stinson vd., 2003).
3.1.2. Kullamlan Besiyerleri

Aktinomiset Izolasyon Agar (AIO),

g/litre
Aktinomiset izolasyonAgar (Difco) 22.0
Gliserol 5.0
pH 7.0

Yukarida belirtilen bilesenler, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda
121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C’ye
kadar sogutulmus ve filtre ile steril edilmis nistatin (100 IU/ml, antifungal) ve
nalidiksik asit (20 pg/ml, antibakteriyel) olacak sekilde eklenerek aseptik kosullar
altinda steril petri kaplarina paylastirilmistir (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu
besiyeri endofitik aktinobakterilerin izolasyonu igin kullanilmustir.

Nisasta kazein nitrat agar (SCNA)

g/litre
Coziiniir nisasta 10.0
KNO3 2.0
K2HPO, 2.0
NaCl 2.0

Kazein 0.3
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MgSO4-7H,0 0.05
CaCOs; 0.02
FeSO,-7H20 0.01
Agar 18.0
pH 7.2

Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda 121°C’ de 15
dakika steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‘ye kadar
sogutulmus ve filtre ile steril edilmis nistatin (100 IU/ml, antifungal) ve nalidiksik
asit (20 ug/ml, antibakteriyel) olacak sekilde eklenerek aseptik kosullar altinda
steril petri kaplarma paylastirilmistir (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri
endofitik aktinobakterilerin izolasyonu i¢in kullanilmustir.

Patates Dekstroz Agar (PDA)

g/litre
Patates Dekstroz Agar(Merck) 39.0
pH 7.2

Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢ozilindiikten sonra otoklavda 121°C’ de 15
dakika steril edilmistir.Sterilizasyondan sonra besiyeri ,50-55 °C ‘ye kadar
sogutulmus ve filtre ile steril edilmis kloramfenikol (50 pg/ml ,antibakteriyel)
eklenmistir (Kusari vd., 2008). Bu besiyeri endofitik funguslarin izolasyonu igin

kullanilmustir.
Malt EkstraktAgar (MEA)
g/litre
Malt Ekstrakt Agar (LabM) 50.0

pH 7.2
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Besiyeri bilesenleri,distile suda ¢6ziindiikten sonra otoklavda 121°C’ de 15
dakika steril edilmistir.Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‘ye kadar
sogutulmus ve filtre ile steril edilmis kloramfenikol (50 pg/ml ,antibakteriyel)
eklenmistir (Kusari vd., 2008). Bu besiyerleri endofitik funguslarin izolasyonu

i¢in kullanilmastir.

Rose Bengal KloramfenikolAgar (RBKA)

g/litre
Rose Bengal Agar(Merck) 32.2
pH 7.2
Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢6ziindiikten sonra otoklavda 121°C” de 15

dakika steril edilmistir. Bu besiyerleri endofitik funguslarin izolasyonu igin

kullanilmistir.
Triptic Soy Agar (TSA)

g/litre
Triptic Soy Agar(LabM) 37.2
pH 7.2
Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda 121°C” de 15
dakika steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‘ye kadar
sogutulmus ve filtre ile steril edilmisnistatin (100 [U/ml, antifungal) eklenmistir

(Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri endofitik bakterilerin izolasyonu i¢in

kullanilmastir.

Triptic Soy Broth (TSB)

g/litre
Triptic Soy Broth(Merck) 30.0
pH 7.2
Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda 121°C’ de 15

dakika steril edilmistir (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri ortam
sterilizasyonunun kontrolii ve fermentasyon i¢in kullanilmistir.
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Malt Ekstrakt Broth (MEB)

g/litre
Malt Ekstrakt Broth (Merck) 17.0
pH 7.2
Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda 121°C’ de 15

dakika steril edilmistir. (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri ortam
sterilizasyonunun kontrolii ve fermentasyon i¢in kullanilmistir.

Luria Broth (LB)
o/litre
Luria Broth (Difco) 25.0
pH 7.2
Besiyeri bilesenleri, distile suda ¢6ziindiikten sonra otoklavda 121°C” de 15

dakika steril edilmistir. Bu besiyeri DNA izolasyonu i¢in (hangi) izolatlarin
biyiitiilmesinde kullanilmigtir (Atlas, 2004).

Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
g/litre
Sabouraud Dextrose Agar (Merck) 30.0
pH 7.2
Besiyeri bilesenleriYukarida, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda

121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. Bu besiyeri, antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde test funguslari igin kullanilmistir (Atlas, 2004).

Mueller Hinton Agar (MHA)

g/litre
Mueller hinton agar(Lab) 38.0
pH 7.2
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Besiyeri bilesenleriYukarida, distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda
121°C* de 15 dakika steril edilmistir. Bu besiyeri, antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde test bakterileri i¢in kullanilmistir (Atlas, 2004).

Mueller Hinton Broth (MHB)

g/litre
Mueller Hinton Broth (Merck) 21.0
pH 7.2

Besiyeri bilesenleriYukarida, distile suda c¢oziindiikten sonra otoklavda
121°C* de 15 dakika steril edilmistir. Bu ortam denemelerdeki test

organizmalarinin aktiflestirilmesinde kullanilmistir (Atlas, 2004).

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Tamponlar

Nalidiksik asit

0.4 mg nalidiksit asit (Sigma) 20 ml distile suda ¢oziindiiriiliip 0.22 pm por
capli siringa filtreler ile steril edilerek - 20°C’de stoklanmustir. Izolasyon
petrilerinde, Gram negatif bakterileri baskilamak i¢in 20 pg/ml final
konsantrasyonunda olacak sekilde 100 ml ortama 1000 pl eklenerek kullanilmigtir
(Kaewkla ve Franco, 2013).

Nistatin

0.4 mg nistatin (Sigma) 20 ml etanolle ¢6ziindiiriilerek 0.22 pm por ¢apli
sirmga filtreler ile steril edilerek -20°C’de stoklanmustir. izolasyon petrilerinde,
fungal biiylimeyi baskilamak i¢in 100 IU/ml final konsantrasyonunda olacak
sekilde 100 ml ortama 1000 pl eklenerek kullanilmistir (Kaewkla ve Franco,
2013).

Kloramfenikol

1 mg kloramfenikol (Sigma) 20 ml distile suda ¢oziindiiriiliip 0.22 um por
capli siringa filtreler ile steril edilerek -20°C’de stoklanmustir. izolasyon
petrilerinde, bakterileri baskilamak i¢in 50 pg/ml final konsantrasyonunda olacak
sekilde 100 ml ortama 1000 pl eklenerek kullanilmistir (Kusari vd., 2008).
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Fizyolojik Tuzlu Su
NaCl %0.85

Bu bilesen, test organizmalarinin ayarlanmasinda kullanilmistir.

Lizis Tamponu

EDTA (Sigma) pH8.0 60 mM
NaCl (Sigma) 150 mM
SDS (Sigma) %1
Tris-HCI (Sigma) pH 8.0 400mM

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu vd., 2000).

Potasyum Asetat Tamponu

5M potasyum asetat (Sigma) 60 mM

Glisial asetik asit (Sigma) 11.5ml

Distile su 28.5ml

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu vd., 2000).
Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE) (5xL)

Trismabase (Sigma) 54.0¢g
Borik asit (Sigma) 2759
0.5M EDTA (Sigma) 20.0 ml
pH 8.0

Bu tampon , agaroz jel elektroforezinde DNA ve PZR iiriinlerinin yiiriitilmesinde
kullanilmigtir (Liu vd., 2000).

Izopropil alkol

%70’lik etanol (v/v)

Ultra saf su

Agaroz (Sigma)

dNTP (100mM, Fermantas)

GelRed (niikleik asit jel boyasi, Biotium)

Marker DNA (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermantas,
GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder, Fermantas)



39

PZR reaksiyon tamponu (Fermantas)

Tagq DNA Polimeraz (500U Fermantas)

3.1.4. Test Organizmalari

Escherichia coli O157H7

Staphylococcusaureus ATCC43300: metisilin direngli
Enterococcus faecium DSMZ 13590: vankomisin direngli
Pseudomonasaureginosa ATCC 27853

Bacillus cereus ATCC 10876

Candida albicans DSMZ 5817

3.1.5. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler

PZR reaksiyonunda kullanilan primerler ¢izelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 PZR reaksiyonunda kullanilan primerler

Beklenen
Amplikon
Primer Primer Dizisi Uzunlugu Kaynak
Adi (bg)
27F 5’-CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3’ 1400 Gontang vd.,
2007
1492R 5’-GTGCGGGCCCCCGTCAATT-3’ 1400 Gontang vd.,
2007
ITS1F 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 600 White vd.,1990
ITS4R 5’>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 600 White vd.,1990
Cmd5 5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3’ 580 Hong vd.,1996
Cmdé 5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’ 580 Hong vd.,1996
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3.1.6. Denemelerde kullanilan cihazlar

Calkalamali Inkiibatdr (Zhicheng/ZHWY-2112B)
Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi (Consort/EV 243)
Etiiv (Heraeus, Wisecube)

Hassas Terazi (OHAUS Adventurer/ AR 3130)
Mikroskop (Olympus)

Nanodrop Cihazi (Thermo/Nanodrop2000)

PZR Cihazi (Corbett Research PCR Thermal Cycler)
Rotary Evaporator (Heidolph_Laborota/ 4001)

UV lamba (Spectroline ENF-260C/FE)

Vorteks (IKA Yellow/Line TTS-2)

3.2. Metot

3.2.1.Bitki 6rnegi

Dianthus erinaceus bitkisi oncelikle steril bistturi yardimiyla kok, govde,
yaprak ve ¢i¢ek pargalarina ayrilmistir. Bu pargalar bitki yiizeyindeki kontamine
mikroorganizmalar1 elimine etmek i¢in %70’lik etanol ile yikanarak, %3’liik
sodyum hipoklrit (NaOCI) igerisinde 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra
orneklerin yiizeyleri 3’er kez aleve tutulmustur (Strobel vd., 1996). Ornekler son
olarak steril distile su ile iki kere galkalanarak, bu son ¢alkalama suyu yiizey
sterilitesinin kontrolii olarak kullanilmistir. Yiizey sterilizasyon islemlerinden
sonra Ornekler steril laminair kabinde yiizeyleri kuruyana kadar bekletilmistir.
Daha sonra steril bir bisturi yardimiyla dis dokular uzaklastirilarak i¢ dokular ince
kesitler alinacak sekilde kesilerek izolasyon besiyerlerine 1-2 cm kiigiikliigiinde
ince pargalar halinde konulmustur. Ayn1 zamanda izolasyon besiyerlerinden ikiser
petriye ve sivi ortamlara son ¢alkalama suyundan da 1’er ml ekim yapilarak
inkiibasyona kaldirilip inkiibasyon sonunda mikrobiyal gelisme gézlenmemesi ile

orneklerin dis ylizeylerinin steril edilmis oldugu dogrulanmastir.
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Sekil 3.1 Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmis bitki kokleri

3.2.2. Endofitik mikroorganizmalarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen bitki 6rnegi 24 saat igerisinde analize alinmustir.
Bitkiye ait kok, govde ve yaprak orneklerinin i¢ dokularindan petri basina 5’er
tane olmak {lizere en az 15 parca inkiibasyona birakilmistir. Besiyerleri
inkiibasyon siiresi boyunca nem seviyesini korumasi igin steril 1slak kagit havlular
iceren kapali plastik kutularda 27°C’ta 8-10 hafta boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Streptomyces disindaki diger aktinobakterileri de izole edebilmek
i¢in petriler koloni gelisimi bakimindan her giin kontrol edilerek 8 hafta boyunca
inkiibasyonda tutulmustur.

Endofitik funguslarin izolasyonu i¢in ii¢ farkli besiyeri (PDA, MEA,
RBKA), endofitik aktinobakterilerin izolasyonu igin iki farkli besiyeri (AIA,
SCNA), endofitik bakterilerin izolasyonu i¢in TSA kullanilmistir. Belirlenen
inkiibasyon siirelerinden sonra petrilerde gelisen bakteri , aktinobakteri ve fungus
suslar1 saf halde %15 gliserol iceren uygun s1vi besiyerlerinde 2’ser kopya halinde
kodlanarak stok kiiltiir olarak saklanmistir (Wardecki vd., 2015).
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Sekil 3.2 Izolasyon petrilerinde bakteriyal ve fungal olusumlar

3.2.3. izotlatlarin saflastirilmasi

Izolasyon petrilerinde gdzlenen fungus ve bakteri kolonileri, 6ze yardimiyla
alinip izole edildikleri besiyerlerinde ¢izgi ekim yontemiyle saflagtirilmis ve bu

isleme saf koloniler elde edilene kadar devam edilmistir (Ensign,1992).
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3.2.4. izolatlarin mikroskobik ozelliklerinin belirlenmesi

3.2.4.1. Bakterilerin mikroskobik ozelliklerinin belirlenmesi
Bakteri izolatlar1 TSA besiyerinde aktive edildikten sonra Gram boyama,
endospor boyama ve morfoloji tespit islemleri gergeklestirilmistir.
Gram boyama yontemi
Gram boyama yontemi asagidaki prosediir ile gerceklestirilmistir;

- Temiz bir lama bir damla su ve steril bir 0ze ile bakteri kultiiriinden ilave

edilmis ve lam {izerine kiiltiir yayilmistir.

- Bakteriyel film Oncelikle havada kurutulmus, ardindan bakteriyel film {istte

kalacak sekilde 2-3 kere aleve tutularak fiksasyonu saglanmistir.

- Hazirlanan preparata sirasiyla kristal viole (1dk), iyodur ¢ozeltisi (1dk), alkol
(6sn) ve safranin (30sn) uygulanmistir. Her bir boya muamelesinden sonra fazla

boya su ile akitilmis ve daha sonra kurutma kagidi ile hafifce kurulanmistir.
- Boyama sonucu hiicreler mikroskop altinda incelenmistir (Claus, 1992).
Endospor boyama yontemi

- TSA besiyerinde 24 saat boyunca biiyiitiilen bakteri izolat1 6ze yardimiyla temiz

bir lam tizerine alinir.

- Lama bir damla su ve steril bir 6ze ile bakteri kiiltiiriinden ilave edilmis ve lam

tizerine kiiltlir yayillmistir.

- Bakteriyel film Oncelikle havada kurutulmus, ardindan bakteriyel film distte

kalacak sekilde 2-3 kere aleve tutularak fiksasyonu saglanmistir.

- Malasit yesili (% 5) solusyonu ile, alttan 1sitilarak, 5 dakika boyanir.
Su ile  yikanir.  Safranin @ (%0,5) ile 30  saniye  boyanir.

Su ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir

- Sporlar yesil ve vejetatif hiicre ise kirmizi renkte gorilirler (Malathi and
Suneetha ,2015).
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3.2.4.2. Funguslarin mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesi

Elde edilen funguslarin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Patatose
Dekstroz Agar, Malt ekstrakt Agar (MEA) besiyerlerine ii¢ nokta seklinde ekim
yapilmistir ve 25°C” de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Mikroskobik
ozellikleri belirlemek igin laktofenol cotton mavisi ¢ozeltisi yardimiyla 1s1k

mikroskobunda inceleme yapilmistir

- Temiz bir lama bir damla su ve steril bir 6ze ile fungus kiiltiirlinden ilave
edilmis, laktofenol cotton mavisi ¢6zeltisi ve kiiltiir siispanse edilerek lam iizerine

yayilmuistir.

- Daha sonra iizerine lamel kapatilarak mikroskop altinda incelenmistir. (Samson
vd., 2007; Klich,2002).

3.2.5. izolatlarin saklanmasi

Stok kiiltiirlerin hazirlanmasi

Funguslar i¢in PDA, bakteriler i¢in TSA besiyerleri kullanilarak tiiplerde
hazirlanan yatik besiyerlerine inokiile edilen funguslar ve bakteriler inkiibasyona
(fungus igin 27°C’ta 5-7 giin, bakteri i¢in 27°C’ta 24 saat) birakilmistir. Yeterli

biliylime goézlemlendikten sonra tiipler +4°C soguk odada muhafaza edilmistir.

3.2.6. izolatlarin Kiiltiirel karakteristikleri

Elde edilen bakteriyal izolatlarin kiiltiirel karakteristiklerini belirlemek igin
cesitli biyokimyasal testler yapilmstir.

3.2.6.1. Katalaz testi

TSA besiyerinde 24 saat boyunca gelistirilen endofit bakteri kiiltlirlerinden
0ze ile ornek alinarak distile su ile temiz bir lam iizerinde siispanse edilmistir.
Bunun {izerine %30’luk H,0O, ilave edilerek karistirilmistir. Hava kabarciklar
testin pozitif oldugunu géstermistir (Holding ve Collee, 1971).

3.2.6.2. Oksidaz testi

Bakteri kiiltlirleri TSA besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, olusan kolonilerin {iizerine % 1°lik tetrametil-p-

fenilendiamin okzalat ve % 1’lik etanol iginde hazirlanmis a-naftol ¢ozeltilerinin
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her birinden birka¢ damla ilave edilmistir. Mavi renk olusumu pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Holding ve Collee, 1971).

3.2.6.3. Hareketlilik testi

Dik TSA tiibiine bakteri kiiltiirleri uygun kosullarda 6ze 90°lik a¢1 olacak
sekilde ekilmistir.24 saat sonunda ortam incelenmistir. Oze ¢izgisinin kenarinda

yayilim olmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.2.7. Endofitik izolatlarin molekiiler karakterizasyonu

3.2.7.1. DNA izolasyonu

izole edilen bakteri ve aktinobakterilerden genomik DNA izolasyonu, Liu
ve arkadaslar1 (2000) tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek

gerceklestirilmistir.

1. LB broth'da bakteri ve aktinobakteri hiicreleri 27°C'de 24 saat inkiibe

edilmistir.

2. Sivi besiyerinde bir gece biiyiitiilen kiiltiirler steril ependorf tiipline aktarilmus,
7000g'de 5 dakika santrifiijlenerek hiicreler c¢oktiiriilmiis ve daha sonra

siipernatant uzaklastirilmistir.

3. Pellet tizerine 500 pl lizis tamponu ilave edilmis ve karisim homojen olana dek

karigtirilmastir.

4. 65°C'lik su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra 150ul potasyum asetat

ilave edilmis ve karigim homojen olana dek karistirilmistir.

5. Karisim 12000 g'de 4°C'de 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant yeni, steril

bir ependorf tiipiine aktarilmistir.

6. Yeni tlipe aktarilan s1vinin iizerine esit hacimde izopropil alkol ilave edilmis ve

homojen karigim saglanana dek karistirilmistir.

7. Karisim 11000 g'de 4°C'de 2 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant

uzaklastirilmistir.

8. Ornekler iizerine 300 pl %70'lik soguk etanol ilave edilmis, 10000 g'de 4°C'de

1 dakika santrifiijlenmis ve etanol ucana kadar beklenilmistir.
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9. Etanol ugtuktan sonra ornekler, 50 pl ultra saf suda siispanse edilmis ve

kullanilan kadar -20°C'de saklanmustir.

Funguslardan DNA izolasyonu:

1. Malt Ekstrakt Broth’da 7 giin 45°C 150 rpm’de biiyiitilen funguslar
santrifiijlenerek st sivist uzaklastirilmis ve pelletleri toplanmistir. Pelletler
dondurulmus ve -30°C’da saklanmustir.

2. Bir miktar pellet temiz ependorf tiiplerine alinmis, 65°C 1s1 ile sok uygulamasi
yapilmistir. Bu islem iki kez tekrar etmistir.

3. Orneklerin iizerine 500 pl lizis buffer eklenmistir. Ardindan 65°C’de su
banyosunda 15 dakika inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon sonras1 150 pl Potasyum asetat ilave edilmistir ve 12000 rpm de
+4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kismi1 yeni bir sterilependorfa
aktartlmistir.

5. Supernatant miktar1 kadar esit hacimde (500 ul + 500 pl) isopropil alkol ilave
edilmis ve vorteks ile homojenizasyonu saglanmistir. Ardindan 11000rpm de
1dakika santrifiij edilmistir.

6.Supernatant kismi dokiildiikten sonra pellet iizerine 300 pl %70lik soguk
etanol ilave edilmis ve 10000 rpm de 1dakika santrifiij edilmistir.

7. Supernatant kismi dokildiikten sonra etanoliin ug¢masi i¢in bir siire
beklenmistir. Hizl1 sonug¢ almak i¢in 37 °C’de 24saat bekletilmistir.

8. Izolatlarin her birine 50 pl ultra saf su ilave edilmis ve -20° C’ta saklanmistir.

Elde edilen genomik DNA'larin biitlinliiklerini kontrol etmek i¢in agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilmustiir. Agaroz jel elektroforezi, 1.5u1/100ml GelRed ve
%1,2 agaroz igeren jelde gergeklestirilmistir. Jel hazirlanmasinda ve
elektroforezde TBE tamponu kullanilmig, 3ul DNA soliisyonu, 1 pl yiikleme
soliisyonu, 2 pul steril saf su ile karigtirilarak 90 volta 60 dakika siireyle
yuritiilmistiir. Elektroforezde marker olarak GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Fermentas) kullanilmistir. Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin,
yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA'larin
biitlinliigiiniin tam oldugunu gostermistir (Sambrook vd., 1989; Ausubel vd.,
1997).



47

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra miktar ve saflik dlgiimleri Termo
Scientific Nanodrop 2000c’de gerceklestirilmistir. Ayrica DNA o6rnekleri agaroz

jel elektroforezinde goriintiilenmistir.

3.2.7.2. 16S rDNA bélgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi

Kiiltiire edilen bakteri ve aktinobakterisuslarininfilogenetik analizleri i¢in
korunmus 16S ribozomal DNA bolgesi tercih edilmistir. Bu amagla, PZR
amplifikasyonu i¢in 27F ve 1492R primer ciftleri (Cizelge 3.1) kullanilmustir.
Toplam reaksiyon hacmi 25ul olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla PZR

tiiptine konulmustur;

- Ultra saf su 12.875 ul
- Tagbuffer 2.5 ul
- ANTP karisim1 (10pM) 1.0 ul
- 27F primeri (10 pmol) 1.0 pl
- 1492R primeri (10 pmol) 1.0 pul
- Taq DNA polimeraz 0.25 ul
- Tune up 2.0 ul
- Kalip DNA (50 mg) 5.0 ul
Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da asagidaki kosullarda
gergeklestirilmistir;
Basamak Dadngu Sire Sicaklik
Ik Denatiirasyon 1 2 dk 95°C
Denaturasyon 20 sn 95°C
Annealing 35 40 =n 56°C
Uzama 90 sn 72°C
Son Uzama 1 5dk 72°C

Tiipler daha sonra +4°C'de saklanmistir.
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3.2.7.3. ITS bolgesinin PZR analizi

Kiiltiire edilen fungus suslarinin tanimlanmalari i¢in korunmus ITS bolgesi
dizi analizi kullanilmigtir. Bu amagla, PZR amplifikasyonu igin ITS1F ve ITS4R
primer ciftleri kullanilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 25ul olacak sekilde,
asagidaki bilesenler sirasiyla PZR tiipiine konulmustur.

- Ultra saf su 12.875 ul
- Tagbuffer 2.5 ul
- ANTP karisimi (10pM) 1.0 pul
- ITS1F primeri (10 pmol) 1.0 pl
- ITS4R primeri (10 pmol) 1.0 pl
- Taq DNA polimeraz 0.25 ul
- Tuneup 2.0 ul
- Kalip DNA (50 mg) 5.0 ul

Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da asagidaki kosullarda
gergeklestirilmistir;

Basamak Dénga Sire Sicaklik
Ik Denatirasyon 1 2 dk 95°C
Denatlrasyon
20 sn 895°C
_ 35 40 sn 5a°C
Annealing 50 <n 79°C
Uzama
Son Uzama 1 5dk 72°C

Tiipler daha sonra 4°C'de saklanmustir.

3.2.7.4. Kalmodulin bélgesinin PZR analizi

Kiiltiire edilen fungus suslarinin tanimlanmasi i¢in korunmus ITS bolgesine
ilave olarak kalmodulin bolgesinin analizi de yapilmistir. Bu amagla, PZR
amplifikasyonu i¢in cmdS ve cmd6 primerleri kullanilmistir. Toplam reaksiyon



49

hacmi 25ul olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla PZR tiipiine

konulmustur;

- Ultra saf su 12.875 ul
- Tagbuffer 2.5 ul
- ANTP karisimi1 (10pM) 1.0 ul
- cmd5 primeri (10 pmol) 1.0 ul
- cmd6 primeri (10 pmol) 1.0 ul
- Taq DNA polimeraz 0.25 ul
- Tuneup 2.0 ul
- Kalip DNA (50 mg) 5.0 ul

Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da asagidaki kosullarda

gerceklestirilmistir;
Basamak Dénga Sire Sicaklik
Ik Denatiirasyon 1 2 dk 95°C
Denaturasyon 20 sn 94%C
50 sn 56°C
A i 35

nnealing 15 on 7900

Uzama
Son Uzama 1 b dk 72°C

Tiipler daha sonra +4°C'de saklanmistir.

3.2.7.5. PZR Uriinlerinin Elektroforezi

PZR iirlinlerinin elektroforezinde Consort marka 13x15 cm boyutlarinda
bir yatay elektroforez cihazi kullanilmistir. Farkli agaroz jellerdeki bant izlerinin
karsilastirilabilmesi i¢in elektroforez kosullar1 standardize edilmis ve biitlin
elektroforez islemleri ayni kosullarda gergeklestirilmistir. Elektroforez, 90 V’ta 1

saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Tampon olarak TBE kullanilmis ve elektroforez
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%1’lik agaroz jelde gergeklestirilmistir. Ayrica jel hazirlanirken igerisine, 1,5
ul/100ml olacak sekilde 10000 X GelRed (Biotium) niikleik asit boyasi
katilmistir (Ausubel, 1997). Elektroforez igin 5ul PZR iirinii ve 1 pl yiikleme
boyasi karistirilarak kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez isleminde
orneklerle beraber DNA markoriide (O’ Gene Ruler 100bp DNA ve O’Range
Ruler 100bp DNA) jelde yiiriitilmistiir.

3.2.7.6. Dizi analizi ve degerlendirme

Bakteri, fungus ve aktinobakteri kiiltiirleri 16S ribozomal DNA bolgesi,
CMD bolgesi ve ITS bolgesi dizi analizleri hizmet alimiyla gergeklestirilmistir.
16S ribozomal DNA bdélgesi icin 27F ve 1492R primerleri ¢iftleri, ITS bolgesi
icin ITS1F ve ITS4R primerleri ¢iftleri, kalmodulin bolgesi igin CMDS5 ve CMD6
primerleri kullanilmistir. Sekans karsilastirmalart NCBI GenBank veri tabaninda
bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak ve
DNA Baser sekans programiyla eslesme saglayarak elde edilen yakin tiirlerin
hizalamas1 yapilmistir. Filogenetik agag, Mega v5.0 yazilimi ile Tamura-Nei
neighbor joining metodu kullanilarak olusturulmustur (Tamura vd., 2011). Agacin
giivenilirligi, 1000 tekrarli parametrik olmayan bootstrap orneklemesi ile

degerlendirilmistir.

3.2.8. Antibiyotik iiretici suslarin belirlenmesi

Bitkiden izole edilen fungus ve bakterilerin antimikrobiyal bilesik tiretme
kapasiteleri, Bolim 3.1.4.°de belirtilen test organizmalarina karsi denenmistir
(CLSI, 2007). Antimikrobiyal aktivite taramalarinda, fermentasyon sivilar
kullanilarak gergeklestirilen etil asetat (EtOAc) ve biitanol ekstrelerinden aktivite
kontrolii yapilmistir. Denemeler, disk difiizyon yontemi ve broth mikrodiliisyon

yontemi gore gergeklestirilmistir.

3.2.8.1. Fermentasyon

Tiim organizmalar aktiflestirilerek taze kiiltiirler inokiilasyonda
kullanilmistir. Oze yardimiyla koloniler 250ml’lik 50 ml TSB(bakteri igin) ve
MEB(fungus i¢in) erlenlere aseptik kosullarda aktarilmis ve 150 rpm 28°C'de
uygun siire (fungus i¢in 8-10 giin, bakteri i¢in 24 saat) boyunca c¢alkalamali
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inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen siire sonunda fermentasyon ortamindan
50'ser ml plastik steril falkon tiiplerine alinmis ve 4°C 5000 rpm'de uygun siirede
(bakteri i¢in 10 dakika, fungus i¢in 30 dakika) santrifiij edilmistir.

3.2.8.2. Ekstraksiyon ve evaporasyon
3.2.8.2.1. Etil asetat ile ekstraksiyon ve evaporasyon

Santrifiij sonrasi hiicrelerden arindirilan siipernatantlar, (1.1)’i kadar EtOACc
(etil asetat) ile 2 kez partisyona tabi tutulmustur. Birlestirilen EtOAc fazlan
evaporatérde 37°C’de vakum altinda ugurulmustur. Elde edilen EtOAc ekstresi 1

ml EtOAc'da ¢oziindiiriilmiistiir.
3.2.8.2.2. Biitanol ile ekstraksiyon ve evaporasyon

Santrifiij sonrasi hiicrelerden arindirilan stipernatantlar, (1:1)’i kadar biitanol
ile 2 kez partisyona tabi tutulmustur. Birlestirilen biitanol fazlar1 evaporatorde
37°C’de vakum altinda ugurulmustur. Elde edilen biitanol ekstresi 1 ml biitanol'de

¢Ozlindlrilmistir.
3.2.8.3. Etil asetat ve biitanol ekstresinde aktivite taramasi

EtOAc'da ve Biitanol’de c¢oziinen ekstreden alman 50 ser pl Ornegin

antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir.
Disk difiizyon yontemi

37°C'de 24 saat boyunca MHA ve SDA iizerinde biiyiitiilmiis bakteri ve
maya kiltiirlerinden alinan uygun miktarda hiicre siispansiyonu, McFarland
bulaniklik standardina gore 0.5'e hazirlanmis ve steril ekiivyonlar yardimiyla
petrilere (MHA ve SDA) inokiile edilmistir. Etil asetat ve biitanol ekstrelerinden
antimikrobiyal aktivite tayini gerceklestirilirken, steril diskler, petrilere
yerlestirilmeden aliiminyum folyo iizerine dizilmis, 50 pl etil asetat ve biitanol
ekstresi disklere emdirilmis ve disklerdeki solvent tamamen uguncaya kadar
beklenilmistir. Disklerin tamamen kuruduklarina emin olunduktan sonra steril
pens yardimiyla aseptik kosullarda petrilere yerlestirilmistir. inkiibasyon 6ncesi
petriler, 2 saat 4°C'de bekletilmis ve daha sonra 37°C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Her denemede standart antibiyotik diskleri (6rnegin, novabiyosin ve
tetrasiklin) ve saf etil asetat ve biitanol emdirilmis diskler kontrol olarak
kullanilmistir. Inkiibasyon sonucunda disklerin ¢evresinde olusan zonlar mm
cinsinden Olgiilmistir (CLSI, 2007).
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Broth mikrodiliisyon yontemi

Etil asetat ve biitanol ekstrelerinin minimum inhibitor konsantrasyonlari
(MIK), “Clinical and Laboratory Standartds Institute” tarafindan tanimlanan
mikrodiliisyon yontemine gore yapilmistir (CLSI 2007). Ekstreler, MHB
besiyerinde steril plastik mikrodiliisyon plaklart igerisinde iki kat seyreltmelerle

hazirlanmigtir. Mikrodiliisyon protokolii asagidaki sekilde gergeklestirilmistir;

- Test organizmalart MHB besiyerinde 1 gece 37°C’de inkiibe edilip
aktiflestirilmistir.

- Aktif organizmalar fizyolojik tuzlu su (FTS) kullanilarak 0.5 MacFarland

bulanikligina ayarlanmistir.
- 100 ul MHB tiim kuyucuklara eklenmistir.

- Ekstrlerden de 100 pl alinip kuyucuklara eklenmis ve planlanan seyreltme
oranina ulasincaya kadar kuyucuklarda seyreltmeye devam edilmistir. Her
seyreltmede kuyucuktaki madde miktar1 yariya inmistir. Her test organizmasi i¢in
1 kuyucuk negatif kontrol, 1 de test organizmasini igeren pozitif kontrol

hazirlanmistir. Seyreltme islemi bittiginde her kuyucukta 100 pl siv1 yer almustir.

- Denenecek maddenin kuyucuklara dagitimi bittiginde her kuyucuga 5 pl 0.5

MacFarland bulanikliina gore seyreltilmis organizmalar eklenmistir.

- Plaka 1 gece 37°C’de inkiibe edilmis ve biiylimenin olmadigr en diisiik
konsantrasyon MIK degeri olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yiizey Sterilizasyonu

Bitki materyalleri laboratuvarda yiizeydeki kontamine mikroorganizmalari
elimine etmek icin %70’lik etanol ile iyice yikanarak, %3’liikk sodyum hipoklrit
(NaOCl) igerisinde 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra orneklerin yiizeyleri 3’er
kez aleve tutulmustur. Ornekler son olarak steril distile su ile calkalanarak, bu son
calkalama suyundan alinip uygun besiyerlerine ekim yapilmistir. Petrilerde ve
brothlarda herhangi bir biyolojik iireme gozlenemediginden, basarili bir yiizey

sterilizasyonu gerceklestirdigi sonucuna varilmistir.

4.2. Endofit mikroorganizmalarin izolasyonu

4.2.1. Endofitik funguslarin izolasyonu

Ege bolgesi Kemalpasa Nif dagi endemigi olan Dianthus erinaceus Boiss.
var. erinaceus bitkisinden 6 adet fungus susu saf olarak izole edilmistir. 6 adet
endofitik fungusun 4’ii kokten 2’si yapraktan izole edilmistir. Izolatlara ait bilgiler
cizelge 4.1’de verilmistir. Saflastirilan baz1 funguslarin RBKA, PDA ve MEA

besiyerindeki koloni goriintiileri sekil 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Endofitik fungus suslarinin izolasyon bilgileri

izolat No | izolat Kodu  Bitkiden Tarih izolasyon
Izole Edilen Besiyeri
Kisim

1 DEK1f Kok 15.07.2016 RBKA

2 DEKA4f Kok 15.07.2016 PDA

3 DEY11f Yaprak 15.07.2016 PDA

4 DEY12f Yaprak 15.07.2016 PDA

5 DEK20f Kok 15.07.2016 MEA

6 DEK22f Kok 15.07.2016 MEA
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Sekil 4.1 Izole edilen saf fungus kolonilerinin MEA ve PDA’daki gériintiileri A) DEK1F, B)
DEY12F, C) DEK4F, D) DEY11F, E) DEK20F, F) DEK22F.

4.2.2. Endofitik Bakterilerin izolasyonu

Ege bolgesi Kemalpasa Nif dagi endemigi olan Dianthus erinaceus Boiss.
var. erinaceus bitkisinin kok ve govdesinden 10 adet bakteri susu saf olarak izole
edilmistir. izolatlara ait bilgiler cizelge 4.2°de verilmistir. Saflastirilan bazi
bakterilerin TSA ve AIA besiyerindeki koloni goriintiileri sekil 4.2°de verilmistir.



Cizelge 4.2 Endofitik bakteri suglarinin izolasyon bilgileri
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Izolat izolat Kodu Bitkiden Tarih izolasyon

No izole Edilen Besiyeri
Kisim

1 DEK1b Kok 15.07.2016 TSA
2 DEK3b Kok 15.07.2016 TSA
3 DEK4b Kok 15.07.2016 TSA
4 DEKT7b Kok 15.07.2016 TSA
5 DEK8b Kok 15.07.2016 TSA
6 DEG11b Govde 15.07.2016 MEA
7 DEK12b Kok 15.07.2016 MEA
8 DEG13b Govde 15.07.2016 MEA
9 DEK14b Kok 15.07.2016 MEA
10 DEK15b Kok 15.07.2016 AlA
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Sekil 4.2 izole edilen saf bakteri kolonileri A) DEK1b, B) DEK3b, C) DEK4b, D) DEK7b,
E)DEKS8b, F)DEG11b, G) DEK12b, H) DEG13b 1)DEK14b, J) DEK15b.

4.3. izolatlarin mikroskobik ézelliklerinin belirlenmesi

4.3.1. Bakterilerin mikroskobik ozelliklerinin belirlenmesi

TSA’da 27 °C’de 24 saat biiyiitiilen bakteri izolatlarin Gram boyama ve
endospor boyama yontemiyle boyanmasi ve mikroskobik olarak incelenmesi
sonrasinda edinilen bilgiler cizelge 4.3’de verilmistir. Ayrica gram reaksiyonu ve

morfolojik 6zellikleri sekil 4.3’te goriilmektedir.
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Cizelge 4.3 Bakteri izolatlarinin fenotipik ve mikroskobik &zellikleri

izolat No | izolat Kodu | Morfoloji Gram Endospor | Katalaz | Oksidaz Hareketlilik
Boyama | boyama

1 DEK1b Basil Gram Sporsuz Negatif Pozitif Hareketli
negatif

2 DEK3b Basil Gram Sporlu Pozitif Negatif Hareketli
pozitif

3 DEK4b Basil Gram Sporlu Pozitif Pozitif Hareketli
pozitif

4 DEK7b Kok Gram Sporsuz Pozitif Negatif Hareketsiz
pozitif

5 DEK8b Basil Gram Sporsuz Negatif Negatif Hareketli
negatif

6 DEG11b Basil Gram Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli
negatif

7 DEK12b Basil Gram Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli
negatif

8 DEG13b Kokobasil Gram Sporsuz Negatif Pozitif Hareketli
negatif

9 DEK14b Basil Gram Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli
negatif

10 DEK15b Basil Gram Sporsuz Negatif Negatif Hareketli

negatif
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Sekil 4.3 Bakterilerin Gram boyama reaksiyonu sonrast 100X immersion objektifinde goriintiisii
A) DEK1b, B) DEK3b, C) DEK4b, D) DEK7b, E)DEKS8b, F)DEG11b, G) DEK12h, H) DEG13b
I)DEK14b, J) DEK15b.

4.3.2. Funguslarin mikroskobik o6zelliklerinin belirlenmesi

RBKA, PDA ve MEA’da 27 °C ‘de 5-7 giin biiyiitiilen fungus izolatlarinin
lama bir damla su alinarak aseptik kosullarda 6rnegin aktarilmasiyla mikroskobik
olarak incelenmesi sonrasinda edinilen bilgiler c¢izelge 4.4’de verilmistir.
Endofitik funguslar mikroskobik olarak degerlendirildiginde ¢ogu genus steril
misel olusturmus sekilde gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4 Fungus izolatlarinin fenotipleri ve morfolojileri

Izolat No | Izolat Kodu Fenotipi Morfoloji
1 DEK1f Steril misel Acik yesil
2 DEKA4f Steril misel Beyaz
3 DEY11f Steril misel Beyaz
4 DEY12f Steril misel Beyaz
5 DEK20f Steril misel Beyaz pamuksu
6 DEK22f Steril misel Beyaz

Sekil 4.4 Endofitik funguslarin mikroskobik goriintiisit A) DEK1F, B) DEY12F, C) DEKA4F, D)
DEY11F, E) DEK20F, F) DEK22F.

4.4. izolatlarm saklanmasi

Elde edilen izolatlarin safliklar1 funguslar icin MEA, bakteriler i¢in TSA
besiyerlerinde safliklar1 kontrol edilmistir. Izolatlarin stoklar1 funguslar igin yatik

MEA, bakteriler i¢in yatik TSA’ya ekim yapilarak gerceklestirilmistir.
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4.5. Izolatlarin kiiltiirel karakteristikleri

Bakteriyal izolatlarin 24 saatlik kiiltiiriinden 6rnek alinarak yapilan testlerde
kiiltiirel karakteristiklerini belirlemek icin katalaz, oksidaz ve hareketilik testleri

yapilmistir. Sonugclar ¢izelge 4.4’te verilmistir.

4.6. Izolatlarin molekiiler karakterizasyonu

Elde ettigimiz 6 fungus, 10 bakteri izolatinin DNA izolasyonu, Boliim
3.2.7.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirildikten sonra sirasiyla endofitik
funguslar igcin CMD5-CMD6 ve ITS1F-ITS4R primerleri ve endofitik bakteriler
icin 27F-1492R primer ¢ifti kullanilarak kalmodulin gen bdlgesi, 18S rRNA
Internal Trancribed Spicer bolgesi ve 16S rDNA bolgesinin PZR amplifikasyonu,
bolim 3.2.7.4, 3.2.7.3 ve 3.2.7.2°de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. PZR
amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlar (Sekil 4.5), dizi analizine tabi
tutulmus ve elde edilen diziler, NCBI veri tabaninda ‘‘Basic Local Aligment
Search Tool”> (BLAST) ile homoloji arastirmasina tabi tutulmustur. izolatlarin
Blast analizi sonuglari ¢izelge 4.7°de verilmistir. Kalmodulin boélgesinin PZR
analizi sonu¢ vermedigi igin bulgu elde edilmemistir. Onun yerine 18S rDNA
sekans analizi ve filogenetik analizleri sonucunda izole edilen 6 adet fungustan
Eurotiomycetes classisine ait 2 tiir (Penicillium spp. ve Aspergillus spp.) ve
Dothideomycetes clasisisne ait Alternaria sp. olarak 3 farkli genus tespit
edilmistir. 16S rDNA sekans analizlerinde ise, Bacillus sp., Kocuria sp.,
Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. ve Ralstonia sp. tiirlerini igeren 5 farkli
genus bulunmustur. Izole edilen endofitik mikroorganizmalarin filogenetik
yakinliklarint gorebilmek i¢in 18S rDNA ITS bolgesi ve 16S rDNA bolgesine ait
diziler kullanilarak filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Suslara ait filogenetik agac, Sekil
4.6’da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5. 16S rDNA ve ITS Bolgesi Dizi Analizi Sonuglari

16S rDNA Balgesi Dizi Analizi

. Uriin Boyut Homoloji
Izolat No. run toyutu ) Erisim no. Genus
(bp) (%)
DEK1b 1376 99 MF179862 Stenotrophomonas sp.
DEK3b 1406 100 MF179866 Bacillus sp.
DEK4b 1413 100 MF179863 Bacillus sp.
DEKT7b 1380 99 MF179864 Kocuria sp.
DEK8b 1391 99 MF179865 Stenotrophomonas sp.
DEG11b 1345 99 MF179861 Pseudomonas sp.
DEK12b 1401 99 MF179867 Pseudomonas sp.
DEG13b 1389 99 MF179868 Ralstonia sp.
DEK14b 1381 99 MF179869 Pseudomonas sp.
DEK15b 1398 100 MF179870 Stenotrophomonas sp.
ITS Bolgesi Dizi Analizi
. Uriin Boyut Homoloji
Izolat No. run boyutu ) Erisim No. Genus
(bp) (%)
DEK1f 461 100 MF182419 Penicillium sp.
DEKA4f 421 92 MF182420 Penicillium sp.
DEY11f 431 100 MF182423 Alternaria sp.
DEY12f 529 99 MF182424 Alternaria sp.
DEK20f 347 100 MF182421 Aspergillus sp
DEK22f 501 100 MF182422 Aspergillus sp.
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Sekil 4.5 PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen PZR iirtinleri A) 27F-1492R Primerleri ile elde
edilen PZR iirtinleri, B) ITS1IF-ITS4R Primerleri ile elde edilen PZR tirtinleri

Pasudomonas ap. DEGT1E (MF1TS85T)
A) —{
100 FPasudomonas sp. DEKT4E (MF 170869

E1 L Pasudomonds a0 DEKT20 (ME1T9867)

Ralsforva sp. DEK 138 [ MFTTOGEE)

Stenoirophomonas sp DEK2E (MF1TIG62)

Stenodmphomonss sp EKBE [ MF 175855

Sfenalrmphomonas so DEKTSE (MF T T80

Hocura 30 DEKTE | MF170664)

Bacillus sp DEKAB (M- 170863

e)
Bacillus sp DEKSE (MF 178866)

B] Aspangllus sp DEF20F (MF152421)
E9 |
| Aspargllus sp DEH22F [MF182422)
Pavrentium s DEKTF (MF182419)
BE
Paricitivm sp DEKAF (MF 18245200
Alfernana sp. DEY11F (MMFT182423)
100

Alfernans sp.DEY12F (METO2424)

Sekil 4.6 Tamura-Nei neighboor joining metodu ile olusturulmus A) Bakteri, B) Fungus suslari
arasindaki yakinliklar1 gdsteren filogenetik agag. Agag, MEGA v7.0 yazilimi kullanilarak
olusturulmug ve giivenilirligi 1000 tekrarli bootstrap analizi ile ger¢eklestirilmistir.
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4.7. Antibiyotik iiretici suslarin belirlenmesi

Antibiyotik {ireten suslarin belirlenmesi amaciyla saflastirilan 6 fungus ve
10 bakteri tliriiniin her birinden izolasyon besiyerinin sivi formundan 50 ml
fermentasyon ortami hazirlanmistir. Elde edilen fermentasyon sivisindan etil
asetat ve biitanol ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Antimikrobiyal aktivite
taramasi fermentasyon sivilariyla partisyona tabi tutulmus etil asetat ve biitanol ile
yapilmis olup disk diflizyon yontemi ve broth mikrodiliisyon yontemi
kullanilmigtir. Y6ntemlerin sonuglarina gore funguslardan en aktif izolat DEK20f
ve bakterilerden DEG11b’nin gram negatif, gram pozitif ve C.albicans’a karsi
etkinligi oldugu bulunmustur. Bakteri izolatlarindan DEK14b’nin de gram negatif

ve gram pozitiflere kars1 etkin oldugu gozlemlenmistir.

4.7.1. izolatlardan elde edilen ekstrelerin disk difiizyon sonuclar

Antimikrobiyal aktivite taramalarinda, fermentasyon sivilar1 kullanilarak
gergeklestirilen etil asetat (EtOAc) ve biitanol ekstrelerinden aktivite kontrolii
yapilmistir. Ancak etil asetat denemelerinde sonug¢ alinamadigi igin biitanol
ekstrelerindeki antimikrobiyal aktivite taramasi sonrasinda elde edilen sonuglar,
cizelge 4.6’da verilmistir. Yiiksek aktivite gosteren tiirler sekil 4.7°de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.6. Endofitik mikroorganizmalara ait biitanol ekstrelerinin disk difiizyon sonuglari

izolat izolat Antimikrobiyal aktivite (mm)
No Kodu
Eschericha Pseudomonas Bacillus | MRSA | Enterococcus | Candida
coli aureginosa cereus faecium albicans
1 DEK1f 0 0 0 0 0 0
2 DEKA4f 0 0 0 0 0 0
3 DEY11f 0 0 0 0 0 0
4 DEY12f 0 0 0 0 0 0
5 DEK20f 0 10 8 10 0 8
6 DEK22f 0 0 0 0 0 0
7 DEK1b 9 0 0 0 0 0
8 DEK3b 0 0 0 0 0 0
9 DEK4b 0 0 0 0 0 0
10 DEK7b 0 0 0 0 0 0
11 DEK8b 0 0 0 0 0 0
12 DEG11b 12 12 0 12 0 7
13 DEK12b 0 0 0 0 0 0
14 DEG13b 0 0 0 0 0 0
15 DEK14b 8 11 0 8 0 0
16 DEK15b 0 0 0 0 0 0

50 ml fermentasyon sivisindan elde edilen ekstre, 1000 pl biitanol igerisinde ¢oziilmiis ve denemelerde
50 pl kullanilmastir.



Sekil 4.7 DEG11b, DEK14b ve DEK 20f numarali endofitik mikroorganizma izolatlarindan elde
edilen fermentasyon sivilarinin test organizmalarina karst géstermis olduklart antimikrobiyal
aktivite sonuglart

4.7.2. Broth mikrodiliisyon yontemi ile antibiyotik iiretici suslarin
belirlenmesi

Calismamizda  elde ettigimiz  biitanol ekstrelerinden  test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri konsantrasyon belirlemek
amactyla olarak mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Broth mikrodiliisyon ttesti
96 kuyucuklu plakalar kullanilarak yapilmistir. Maddelerin MIK degerleri gizelge

4.7°de sunulmustur.



Cizelge 4.7. Biitanol ekstrelerinin test organizmalarina kars1 gortermis olduklart MiK degerleri
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Minimum Inhibitér Konsantrasyon Degerleri (ug/ml)

Eschericha

coli

Pseudomonas

aureginosa

Bacillus

cereus

MRSA

Enterococcus

faecium

Candida

albicans

DEK1f

DEKA4f

DEY11f

DEY12f

DEK20f

512

512

1024

1024

1024

DEK22f

DEK1b

512

512

DEK3b

DEK4b

DEKT7b

DEKS8b

DEG11b

256

512

128

512

64

DEK12b

DEG13b

DEK14b

256

1024

256

512

DEK15b

BUTANOL
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5. SONUC VE TARTISMA

Endofitik mikroorganizmalar, tip, zirai ve ila¢ endiistrisi alaninda genis
potansiyeli olan, biyoaktif ve kimyasal olarak yeni bilesikler i¢in zengin ve
giivenilir bir kaynak olarak az arastirtlmis bir mikroorganizma grubudur. Bu grup
dogadaki mevcut kaynaklardan yararlanmak igin essiz bir potansiyel sunmaktadir
(Kumar vd., 2014). Ozellikle tip alaninda yollarin tikanmasi, klinik kullanimdaki
ve pazardaki biitlin antibiyotiklere kars1 direng gelismesinden dolayr Diinya
genelinde etkili, diisiik toksisiteli ve yeni antibiyotiklere, kemoterapdtik ajanlara
ve agrokimyasallara biiyiikk bir ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Sreekanth,
2008). Ayrica stirekli olarak ilk kez goriinen ve yeniden goriinen patojenlerin
ortaya c¢ikmasi, ila¢ kesfi icin yeni ve biyolojik olarak aktif molekiillere olan
ihtiyact daha da arttirmaktadir. Ancak toprak kokenli organizmalarin
biyoteknoloji sirketleri tarafindan uzun yillar boyunca antimikrobiyal bilesikler
bakimindan taranmalari, yapisal olarak yeni bilesiklerin kesfinin agikca giderek
azalmasina neden olmustur (Berdy 2005). Bu nedenle yararli biyoaktif bilesikler
tireten mikrobiyal kaynaklar i¢in yeni ve kesfedilmemis mikrobiyal habitatlarin
arastirilmasi gerekmektedir. Nispeten gézden kacan ve {imit verici olan bir nig ise
yiiksek bitkilerin i¢ dokularidir. Yapilan ¢alismalar bazi bakterilerin bitkilerle
yakin iligkiler kurduklarini ve funguslarin da en ¢ok izole edilen endofitik

mikroorganizmalar olduklarin1 gostermistir (Qin vd., 2011).

Tirkiye, ti¢ kita arasinda dogal bir koprii olmasi, cesitli cografik 6zellikleri
ve cografi farkliligin getirdigi iklim cesitliligi nedeniyle diinyada olduk¢a fazla
bitki cesitliligine sahip iilkeler arasindadir. Ulkemizde 9582 tane bitki tiirii vardir
bunlardan 3155 tanesinin endemik oldugu bildirilmistir (Bulut ve Tuzlaci, 2013).
Bu caligmada, Ege Boélgesi endemigi olan Dianthus erinaceus Boiss. var.
erinaceus bitkisi segilmis, bu bitkiden endofitik mikroorganizmalarin izolasyonu
ve bu organizmalardan ekstrakte edilecek biyoaktif sekonder metabolitlerin

kesfedilmesi hedeflenmistir.

Dianthus tiirti binlerce yildir gesitli lilkelerde tibbi olarak enfeksiyonlarla
miicadele igin kullanilmistir. Diiiretik etkileri, kardiyovaskiiler, intestinal sistem
ve antibakteriyal etkisinin yanisira bazi parazitlerede etkisi oldugu bildirilmistir.

Dianthus tiirlerserinden izole edilen esansiyel yag olarak tanimlanan Eugenol bir
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¢ok patojenik bakteriye karsi antibakteriyal etki gdstermistir. Ozellikle B.cereus,
L.monocytgenes ve K.pnemoniae’ye kars1 giiglii antibakteriyel etkisi saptanmustir.
Eugenol mikroorganizmanin yapisina baglanarak biyofilm tabakasinin olugsmasini
engelleyen benzen tiirevleri olarak is gérmektedir. Bu yiizden biyofilm olusturan
P.aeruginosa ve C.albicans tiirlerini inhibe eder. Bunun yaninda Dianthus
caryophyllus bitkisinden ekstrakte edilen iki benzoik asit tiirevi , vanilik asit ve
protokateturik asit, Fusarium sp. tiirlerine kars1 inhibe edici etki gostermistir.Ayni
zamanda yine Dianthus caryophyllus’tan ekstrakte edilen filavon datisketin
Fusarium oxyporum’a kars1 fungitoksik etki gostermistir (Al-Snafi., 2017). Bu
bitki tizerinde yapilan c¢aligmalarda enfeksiyonlara karst koruma sebepleri
arastirilmistir.  Onemli yag asitlerinin birgok hastaligin ve anormaliteinin
onlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu amagla Durucasu ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, bazi Dianthus tiirlerinden 6nemli yag asitleri
ekstrakte edilmis ve yag asitlerinin komponentleri hekzan ekstraksiyonu yapilark
GC-MS yontemiyle saptanmistir. Buna gore yag asitlerinin, fitol, eikosanol ve
eikosan bilesiklerinden olustugu saptanmistir. Ancak D.erinaceus bitkisine ait
ekstraksiyon sivisinin eikoson igermedigi tespit edilmistir. Daha sonra bu
ekstrelerden yapilan mikrobiyal test calismalarinda, Dianthus erinaceus Boiss.
var. erinaceus tiiriiniin ciddi deri enfeksiyonlarina sebep olan Staphylococcus
epidermidis’e kars1 aktivitesi oldugu goézlenmistir (Durucasu vd.,2009). Buda
bitki icerisinde Onemli derecede bulunan yag asitlerinden kaynakli oldugunu
gostermektedir. Ancak bu yag asitlerinin bitkinin kendisi tarafindan yada
endofitik mikroorganizmalar tarafindan {iretilen metabolit oldugu hala netlik
kazanmamistir. Bu konu iizerine ¢alismalar hala devam etmektedir. Bir¢ok teoride
bitkinin ekstrem kosullara, fitopatojenlere ve ¢esitli iklim sartlarina karsi hayatta
kalma stratejisi endofitlerin bitkiye destek sagladigini ve sekonder metabolitin

mikroorganizma tarafindan sentezlendigini kanitlar niteliktedir.

Bu calisma kapsaminda Ege bolgesi endemigi olan Dianthus erinaceus
Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kok, gévde ve yaprak drnekleri toplanmistir. Bu
ornekler Bolim 3.2.1.°de anlatildig: gibi yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus ve
Bolim 3.2.2.°de anlatildigi sekilde farkli besi ortamlart kullanilarak endofitik

fungus ve bakteri izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Dianthus erinaceus bitkisinin
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farkli dokularindan 6 fungus ve 10 bakteri olmak {izere toplamda 16 izolat elde

edilmistir.

Bitkinin farkli kisimlarindan endofitik mikroorganizmalar1 izole edebilmek
icin izolasyon besiyeri olarak, pek cok arastirici tarafindan Onerilen, literatiirde
endofitik funguslarin izolasyonunda iyi sonug¢ verdigi belirtilen 3 farkli besi
ortami kullanilmistir. Burdan yola ¢ikarak endofitik funguslarin izolasyonu i¢in
PDA, MEA ve RBKA besi ortamlar1 denemistir. Welington ve arkadaslar1 da
yaptiklart bir c¢alismada Citrus bitki kiiltivarlarinin yapraklarindan dominant
olarak izole ettikleri Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia citricarpa ve
Cladosporium sp. gibi endofitik fungal tiirlerini PDA ve WA (Water Agar) besi
ortamlarindan saflastirmistir (Welington vd., 2001). Yapilan baska bir calismada
Colobanthus quitensis bitkisinin farkli kisimlarindan izole edilen 188 endofitik
fungal tiir, icerisinde kloromfenikol antibiyotiginin bulundugu PDA besi
ortamindan elde edilmistir (Rosa vd., 2010). Kristina ve arkadaslar1 ise domates
bitkisinin koklerinden izole ettikleri Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,
Aspergillus tamarii, Aspergillus sp., Fusarium oxysporum, Humicola fuscoatra ve
Penicillium sp. tirlerini igerisinde 200 mg/l kloramfenikol bulunan RBKA
ortamindan elde etmislerdir (Kristina vd., 2015). Yapilan bir baska c¢alismada
Garcinia bitkisinin dal ve yapraklarindan izole edilen 377 adet endofitik fungi
caligmasinda antibiyotik i¢cermeyen Patates Dekstroz Agar ortamindan basarili bir
sekilde izole edilmistir (Phongpaichit., 2006). Calismamizda D.erinaceus
bitkisinin farkli kisimlarindan izole edilen 6 fungal izolatin 3’1 (%50) PDA’dan;
2’si (%33,3) MEA’dan ve 1’i (%16,7) RBKA’dan elde edilmistir. Bu durumda
PDA en fazla izolatin elde edildigi en basarili izolasyon besiyeri olarak goze
carpmaktadir. Bununla ilgili literatiir taramalarina bakildiginda enfazla kullanilan

besi ortamiminda PDA oldugu goriilmektedir.

Molekiiler karakterizasyon i¢in fungus izolatlarindan elde edilen genomik
DNA’lardan ITS1F ve ITS4R primerleri kullanilarak 18S rDNA bélgelerinin PZR
amplifikasyonu 3.2.7.3’te belirtildigi sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen PZR
tiriinleri, dizi analizine tabi tutulmustur. Dizi analizinde yine aym primer ¢ifti
kullanilmis ve analiz, Medsantek firmasi tarafindan hizmet alimi seklinde

gerceklestirilmistir. Sekans analizi sonucunda elde edilen ham veriler Once
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temizlenmis, daha sonra da NCBI GenBank veri tabaninda bulunan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak veri tabaninda bulunan
organizmalar ile eslestirilmistir. Eslesme sonrasinda fungus suslarindan elde
edilen ITS bolgesi dizileri, veri tabanma kaydettirilmis ve erisim numaralar
(MF182419- MF182424) alinmistir. Ancak ¢aligilan kalmodulin bolgesinde sonug
alinamadigr icin sonuglar sadece ITS bolgesine gore degerlendirilmistir. Bazi
izolatlarin DNA dizi verileri birden ¢ok organizma ile ayni oranda benzerlik
gosterdiginden tiir diizeyinde ayrim yerine genus diizeyinde ayrim yapilmustir.
Ornegin, DEK1f izolatinin gen dizisi veri tabanma yiiklendiginde, Penicillium
citrinum ve P.griseofulvum tiirleriyle %100 benzerlik gostermistir. Fenotipik
olarak birbirinden ayirilan bu iki tiriin g¢alismamizda petrilerden alinan
mikroskobik orneklerinde yalnizca steril misel gozlenmesinden dolay1 fenotipik
ayrima gidilememistir. Bu yilizden ITS sonucuna gore degerlendirilip Penicillium
sp. olarak bildirilmistir. Kokten izole edilen DEK4f susu, ITS sonucua gore
Penicillium citrinum ve P.griseofulvum tiirleriyle %92 benzerlik gostermistir. Bu
veri tabanindaki organizmalar ile diisiik benzerlik orani bulunmasi, izolatin yeni
bir tiir olabilecegi diisiincesini gliglendirmektedir.Yapraktan izole edilen DEY11f
izolatinin molekiiler tanilamasina gére, Alternaria sp., A.infectaria, A.prasonis,
A.arbusti, A.metachromatica, A.triticina tiirleriyle % 100 benzerlik
gostermistir.Yine ayni sekilde yapraktan izole edilen DEY12f izolati da
Alternaria murispora, Alternaria triticina, Alternaria murispora tiirleriyle %99
homoloji goOstermistir. Fenotipik tanilamasi yapildiginda konidial bas yapisi
olusmamistir. Bu yiizden bu iki izolat ITS sonuglarina goére degenlendirilip
Alternaria sp. olarak genus diizeyinde birakilmistir. Kokten izole edilen DEK20f
ve DEK22f izolatlar1 molekiiler tanilama sonucunda, Aspergillus sclerotiorum,
Aspergillus subramanianii, Aspergillus persii tiirleriyle %100 benzerlik
gostermistir. Funguslardan alinan mikroskobik 6rneklemede yalnica steril misel
gozlendiginden tayin anahtarindan yararlanilamamistir. Bu yilizden bu iki izolat
ITS sonuglarina gore degenlendirilip Aspergillus sp. olarak genus diizeyinde
birakilmigtir.  Bu sonuglara goére, Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus
bitkisine ait, kok ve yapragindan elde edilen toplam 6 adet fungus izolatinin
tamaminin  Ascomycota filumuna ait oldugu belirlenmistir.  Bunlar,
Eurotiomycetes grubuna ait 2 tiir (Aspergillus spp. ve Penicillium spp.) ve

Dothideomycetes grubuna ait 1 tiir (Alternaria spp.) olmak tiizere 3 farkli genus
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olarak bulunmustur. Xu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Dioscorea zingiberensis rizomundan Ascomycota filumuna ait Penicillium spp. ve
Alternaria longissima tiirleri izole edilmistir (Xu vd.,2007). Buna benzer yapilan
etnobotanik agidan 6nemli bitki izolasyonu c¢alismalarina bakildiginda bir bitkiden
cok fazla sayida endofitik fungus elde edildigi goriilmiistiir. Ornegin, Sette ve
arkadaglar1 Coffea arabica bitkisinden 25 fungus tiirii izole etmislerdir (Sette vd.,
2006). Buna paralel olarak bir ¢alismada Li ve arkadaslar1 da, Argyrosomus
argentatus bitkisinden 16 fungus tirli izole etmislerdir (Li vd., 2006).
Caligmamizda izole edilen endofitik fungus sayisinin az olmasinin sebebi, kiiltiir
bagimli metotlarda dogal habitatin, laboratuvar ortamindan farkli olmasi aslinda
bitkide varolan endofitlerin izole edilememesi olarak gosterilebilir. Ayrica,
Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kok ve yapraklarinda
fungus endofitlerinin ¢esitliliginin daha az olmast muhtemeldir. Tez ¢aligmamizda
oldugu gibi Rosa ve arkadaslarinin Antartika’da yaptiklar1 bir ¢aligmada,
Caryophyllaceae familyasina ait Colobanthus quitensis bitkisinin koéklerinden
Aspergillus sp., Fusarium sp., Geomyces sp., Gyoerfyyella sp., Microdochium sp.,
Mycocentrospora sp. ve Phaeosphaeria sp. tiirliniide igeren 188 adet fungus izole
etmiglerdir (Rosa vd., 2010). Larran ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, 450
bugday yapragindan toplam 130 fungal izolat elde edilmistir. Tiim izolatlardan 19
fungal tiir tespit edilmis olup; ayrica bu fungal tiirler arasinda spor olugturmayan
misel yapisindaki SM I ve SM 1II kodlu iki fungus tiirii de saptanmistir. Izole
edilen endofitik funguslarin gogu Ascomycota grubuna aitken; az bir kismi ise
birka¢ hifomisetin de dahil oldugu Deuteromycota grubuna ait oldugu
kesfedilmistir (Larran vd., 2002). Yapilan bu ¢alisma dogrultusunda 19 fungal tiir
arasindan Penicillium sp. , Alternaria sp., Aspergillus sp. ve fenotipik olarak
tanilanamayan steril misel yapisindaki 2 endofitik fungus tiirli gozlemlenmistir.
Kendi ¢alismamizin da buna paralel olarak fenotipik tanilamasinda, steril misel

yapisina sahip fungal endofit tiirleri gézlemlenmistir.

Bakteriyal izolatlarin molekiiler karakterizasyon icin elde edilen genomik
DNA’lardan 27F ve 1492R primerleri kullanilarak 16S rRNA bdlgelerinin PZR
amplifikasyonu 3.2.7.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmis ve elde edilen PZR
tiriinleri, dizi analizine tabi tutulmustur. Dizi analizinde yine aym primer ¢ifti

kullanilmis ve analiz, fungus izolatlarinda oldugu gibi Medsantek firmasinca
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hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir. Sekans analizi sonucunda elde edilen
ham veriler 6nce temizlenmis, daha sonra da NCBI GenBank veri tabaninda
bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak veri
tabaninda bulunan organizmalar ile eslestirilmistir. Eslesme sonrasinda bakteriyal
izolatlardan elde edilen 16S rRNA bdlgesi dizileri, veri tabanina kaydettirilmis ve
erisim numaralari (MF179861- MF179870) alinmistir. Baz1 izolatlarin DNA dizi
verileri birden ¢ok organizma ile ayni oranda benzerlik gdsterdigi igin tiirler
hakkinda kesin sonuca varilamamistir. 16S rDNA dizileri birbirlerine ¢ok yakin
oldugundan dolay1 bir organizma bir¢ok organizmaya ayni oranda benzerlik
gostermektedir. Bu durumda tiir seviyesinde tanimlama yapabilmek i¢in polifazik
yaklasim geregi fenotipik ve kemotaksonomik Ozelliklerin de belirlenmesi
gerekmektedir (Kampfer, 2011). Organizmalara ait kiiltiirel karakteristik
caligmalarida tanilama igin yetersiz kaldigindan bakteriyal izolatlar genus
diizeyinde brrakilmigtir. Kiiltiirel ve molekiiler biyolojik tanilama sonucunda;
Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kok ve govde
orneklerinden elde edilen 5 cinse (Bacillus, Kocuria, Stenotrophomonas,
Pseudomonas ve Ralstonia) ait toplamda 10 adet bakteriyal izolat tanisi
gerceklestirilmistir. DEK1b, DEK8b ve DEK 15b molekiiler tanilama sonucunda
sirastyla %99 (DEK1b ve DEK8b) ve %100 benzerlik oraniyla Stenotrophomonas
maltophilia, Stenotrophomonas sp. olarak belirlenmistir. Yapilan fenotipik
tanilamada gram negatif, sporsuz olarak belirlenen bu bakteri izolatlar
Stenotrophomonas sp. genusuyla benzerlik gostermistir. Kokten izole edilen
DEK3b ve DEK4b suslar1 yapilan molekiiler karakterizasyon sonucunda Bacillus
oryzaecorticis, Bacillus simplex, Bacillus muralis tiirleriyle %2100 homoloji
gosterdigi igin bu izolatlar Bacillus sp. olarak genus diizeyinde saptanmustir.
DEK?7b izolat1 16S rDNA dizi analizine gore Kocuria rosea, Kocuria rhizophila
ve Kocuria sp. organizmalartyla %99 homoloji gostermistir. Yapilan fenotip
caligmalariyla gram pozitif, kok olarak belirlendigi i¢in molekiiler ¢alismalar ile
uyum saglamistir. Govdeden izole edilen DEGI11b ve kokten izole edilen
DEK12b ile DEK14b Pseudomonas moraviensis, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas granadensis, Pseudomonas libanensis Pseudomonas azotoformans,
Pseudomonas helmanticensis, Pseudomonas baetica tiirleriyle %99 homoloji
gostermistir. Yapilan fenotip caligmalarinda gram negatif, basil olarak belilenen

bu izolatlar tiir diizeyinde bir¢ok Pseudomonas sp. susuyla benzerlik gosterdigi
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icin genus diizeyinde birakilmistir. Son olarak gévdeden izole edilen DEG13b
bakteri izolatinin molekiiler tanimlamasinda Ralstonia pickettii, Ralstonia syzygii
ve Ralstonia sp. tirleriyle %99 homoloji gostermistir. Fenotipik tanilamalar
sonucunda gram negatif kokobasil olmasi Ralstonia sp. genusu oldugunu dogrular
niteliktedir. Toprakta ve rizosfer bolgesinde olduk¢a yaygin olarak bulunan bu
cinslerin endofitik bitki mutualisti olmas1 olduk¢a muhtemeldir. Bitkiye birgok
yarar saglayan endofitler, rizosferik mikroorganizmalar arasindada yerini
almaktadir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda, Arthrobakter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum ve Pseudomonas dahil olmak iizere
cesitli endofitik bakteri tiirleri rapor edilmistir (Elbeltagy vd.,2001; Mclnroy ve
Kloepper, 1994; Misko ve Germida, 2002; ). Ayrica Burkholderia, Enterobacter,
Herbaspirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococcus ve
Stenotrophomonas gibi ¢esitli firsatgr patojenler, bitki kok hiicrelerinde
kolonilesen cinsler olarak tammlanmistir (Berg vd., 2005). Ozellikle
Pseudomonas tiirleri birgok bitkinin gelisimini tesvik ederek 6nemli oranda bitki
verimini  artirmiglardir  (Vessey, 2003). Ornegin, yapilan bir ¢alismada
Pseudomonas izolatlarmin tarla kosullarinda nohut, patlican, soya fasulyesi ve
domatesin kok ve yesil aksam agirliklarin1 ve tohum ¢imlenmesini tesvik ettigini
bildirmistir (Bonfante ve Perotto, 1995). Sobral ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, glikofosfat acisindan zengin bir toprakta yetisen soya fasulyesinin
kokiinden Ralstonia pickettii tiiriiniin yansira birgok endofitik bakteri tiirii izole
edilmistir (Kuklinsky-Sobral vd.,2005). Endofitik bakterilerin taranmasi sirasinda
saptanan bakteri tiirleri, havu¢ koklerinden Pseudomonas (Surette vd.,2003),
kumul otu’nun kok ve rizomlarindan Stenotrophomonas ve Pseudomonas tiirleri
(Dalton vd.,2004), limon bitkisinin yapraklarindan Bacillus spp. (Araujo vd.,
2001) ve Kadife ¢igeginden Kocuria sp. (Sturz ve Kimpinski, 2004) tiirleri
caligmamizdaki gibi izole edilmistir. Bugday yapragindan izole edilen iig¢

bakteriyal izolatin tiimii Bacillus sp. olarak belirlenmistir (Larran vd., 2002).

Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisinden izole edilen fungus ve
bakterilerin antimikrobiyal bilesik iiretme kapasiteleri fermentasyon sivilari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Etil asetat (EtOAc) ve biitanol ekstrelerinden
aktivite kontrolli yapilmistir. Yapilan etil asetat ile ekstraksiyon ve evaporasyonla

elde edilen sekonder metebolitler test mikroorganizmalarina karsi denenmis ancak
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bir sonu¢ alinamamustir. EtOAC, iiretilen sekonder metabolitlerin birgogu ile yakin
bir polarite gostermekte olup, non-kovalent etkilesimler ile fermentasyon
sivisindan sekonder metabolitleri oziitleyebilmektedir. Ancak daha polar yapiya
sahip molekiillerin ekstre edilebilmesi i¢in n-biitanol kullanilmaktadir.
Muhtemelen bu tez ¢alismasi kapsaminda iiretilen sekonder metabolitlerin daha
polar yapida olmasi etil asetat yontemini yetersiz kilmistir. Bu yiizden
caligmamizda fermentasyon sivilarinin ekstraksiyon islemi biitanol ile
gerceklestirilmistir. Test edilen bu yontemde, aktivite taramalar1 i¢in, bazi gram
negatif, gram pozitif tiirleri ve C.albicans se¢ilmis ve ekstrelerin aktiviteleri disk
diflizyon yontemi ve broth mikrodiliisyon yontemiyle denenmistir. Buna gore 8
bakteri ve 4 fungus izolatinin test organizmalarina karst antimikrobiyal etkisinin
oldugu saptanmustir. Ozellikle fungal izolatlardan Aspergillus sp. olarak
tanimlanan Dek20f, gram negatiflere karsi yiiksek aktivite gosterirken, bakteriyal
izolatlardan Pseudomonas sp. olarak tanimlanan Degllb C.albicans’a karsi
antifungal etki gostermistir. Yapilan benzer bir ¢aligmada Dioscorea zingiberensis
rizomundan endofitik funguslar izole edildikten sonra, sekonder metabolit elde
edilmis ve n-biitanol ekstraksiyonu yapilmistir. Broth mikrodiliisyon yontemi
kullanilan bu denemede, Dfz2 olarak adlandirilan tiiriin gram negatif ve gram
pozitif bakterilere kars1 oldukga etkili oldugu bulunmustur. Aktivite taramalarinda
kullanilan broth mikrodiliisyon yonteminde, minimum inhibisyon konsantrasyon
degerlerinin 1024-64 ng/ml civarinda belirlenmesi, mevcut konsatrasyonun
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bunun sebebi ise yapilan aktivite taramalarinda
kullanilan biyoaktif molekiiliin saflagtirma basamagi yapilmadigindan birgok
molekiili barmdirmaktadir. Buna ilaveten saflagtirma basamagi yapilmasiyla

molekiiller ayrisacagi icin minimum inhibisyon konsatrasyon degerleri diisecektir.

Toprakta ve rizosfer bolgesinde olduk¢a yaygin olarak bulunan
Pseudomonas tiirleri, biyoaktif dogal bilesikler yoniinden bitki gelisimini tesvik
edici 6zelliklerinin yaninda gblgede kalsada, insan patojeni fungus tiirlerine kars1
oldukga aktif metabolit {ireten Onemli tiirler igermektedir. Pseudomonas
bakterilerinden 6zellikle P. fluorescens ve P. putida’nin bir¢ok bitkinin gelisimini
tesvik ederek 6nemli oranda bitki verimini artirmiglardir. Bu bakteriler Kloepper
ve arkadaglar1 tarafindan bitki gelisimini tesvik edici bakteriler olarak

tanimlanmistir. Yararl etkilerinin ise 6zellikle, bitki patojenlerinin bastirilmasi ile
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meydana gelen antagonizm oldugu acgiklanmistir. Pseudomonas tiirlerinin bitkiler
tizerine yapilan ¢alismalarda, Pseudomonas izolatlarinin tarla kosullarinda nohut,
patlican, soya fasulyesi ve domatesin kok ve yesil aksam agirliklarin1 ve tohum
c¢imlenmesini tesvik ettigini bildirmistir. Yapilan baska bir calismada ise,
Pseudomanas putida’nin domateste Phytium ultimum’un neden oldugu zarari
azalttig1, hastalik etmenlerinin bulundugu toprakta, saglikli bitkilerin gelisimini
arttirdig1 incelenmistir (Gravel vd., 2007). Ornegin, Miller ve arkadaslar
tarafindan yapilan c¢alismada, ¢imden izole ettikleri Pseudomonas viridiflava
tiirtinden ekstrakte edilen ekomisin B ve C insan ve bitki patojeni funguslara kars1
aktivite gostermistir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda C. neoformans ve
C.albicans’a karsi antimikotik 6zellik gostermistir. Ayn1 ¢alismada daha Once
Pseudomonas syringae’den izole edilen syringomisin, P.viridiflava’dan izole
edilmis ve antimikotik etkisi gézlenmistir. Pseudomonas genusunun farkli tiirleri
birgok bitkiden izole edilmistir. Ornegin, P. putida ve P. fluorescens havucun
koklerinden, P.citronellosis soya fasulyesinden, P.synxantha isko¢ c¢amindan
izole edilmis tiirlerdir (Surette vd., 2003). Bu tez ¢alismasinda en etkili Degllb ve
Dek14b kodlu izolatlar Pseudomonas sp. olarak tanimlanmistir. Bu
mikroorganizmalar sirasiyla D.erinaceus bitkisinin govde ve koklerinden izole
edilmistir. Pseudomonas sp. tiirlerinin bitkide kolonize olma durumu
incelendiginde ¢ogunlukla bitkinin kokiinde yerlestikleri gortilmektedir. Ciinkii bu
mikroorganizmalar azot fiksasyonuna yardimci olmaktadirlar. Ayrica izolatlarin
antimikrobiyal etkisi bakildiginda Deg 11b kodlu bakteri izolatinin, antimikotik
etkisi gosterilmistir. Bunun yaninda bakteriyal izolatlardan Dek14b kodlu izolatin
gram negatif ve gram pozitif organizmalara karsi etkinligi gosterilmistir. Bu
bulgular bize izole ettigimiz Pseudomonas tiiriiniin hastane kaynakl

enfeksiyonlara sebep olan tiirlere karsi ilag tiretiminde umut 15181 olmustur.

Stenetrophomonas tiirti gamaproteobacteria grubuna bagli bir genustur. Bu
tirler ekolojik acidan olduk¢a onemlidir. Ciinkii bitki hastaligi yapan fungal
tirlerle rekabete girerek bitkiyi bitki patojenlerinden korur ve bitki gelisimine
destek olur (Berg vd., 1994). Wolf ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptigi bir
calismada gevresel ve klinik alanlardan 16 adet Stenetrophomonas tiirii izole
edilmistir. Bilindigi iizere Stenotrophomonas tiirleri firsat¢i bir nozokomiyal

infeksiyon etkenidir (Diirger ve Berktas, 2007). Dogada ve hastane ortaminda da



76

yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak bu mikroorganizma insan patojeni oldugu
gibi ayn1 zamanda insanda firsatg1 patojen olarak bulunan C.albicans tiiriine kars1
olduk¢a etkili sekonder metabolit iiretmektedir (Wolf vd., 2002). Dalton ve
arkadaslarinin yaptig1 bir baska ¢alismada Ammophila arenaria ve Elymus mollis
bitkilerinin koklerinden azot fiksasyonuna yardimci Stenetrophomonas tiirleri
izole edilmistir. Bu bitkilerin ve diger kumul ¢ayirlarinin besin agisindan yoksul
ortamlarda hayatta kalma basarisinin endofitik diazotrofik bakterileri igermesi
olarak diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda Deklb olarak kodlanan bakteri
izolatt molekiiler c¢alismalar sonucunda Stenotrophomonas sp. olarak
bulunmustur. Ve fermentasyon sivisiyla yapilan antimikrobiyal aktivitesi

sonucunda gram negatif organizmalara kars1 etkisinin oldugu saptanmistir.

Aspergillus sp. tiirleri yaygin olarak, topraktan, bitki artiklarindan ve endofit
olarak ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilen kozmopolit bir cinstir. Aspergillus sp.
tiirlerinde aseksiiel spor iiretimine yardimei olan ve hormon benzeri yapilar olarak
adlandirilan oksiporinlerin, sekonder metabolit {iretimine yardimci oldugu
bildirilmigtir (Tsitsigiannis ve Keller, 2007). Aspergillus sp. tiirlerinden izole
edilmis basta tip olmak iizere o6zellikle giiniimiizde ¢oziimii hala bulunamayan
kansere kars1, antikanser ajani olarak i goren podofilotoksin gibi bir¢ok biyoaktif
dogal iirtin bulunmaktadir (Kusari vd., 2009). Ayn1 zamanda yine antitimor ajant
olarak kullanilabilen sequoiaton A 129 and B 130, kirmizi odunlarda endofit
Aspergillus parasiticus tiirlerinden ekstrakte edilmistir (Stierle vd., 1999). Bunun
yaninda Aspergillus fumigatus ile yapilan caligmalarda, asperfumoit, fumigaklavin
C, fumitremorgin C, fiskion, helvolik asit gibi degisik biyoaktivitelere sahip genis
aralikta bilesikler rapor edilmistir (Liu vd., 2004). Bu kapsamda Aspergillus sp.
olarak tanimlanan DEK22f izolat1 ele alinmis ve biyoaktivite taramasi i¢in kiiglik
Olgekli tiretimi gergeklestirilmistir. 1 haftalik fermentasyonun sonunda elde edilen
fermentasyon sivist biitanol ile ekstrakte edilmistir. DEK22f ekstresi
mikrobiyolojik aktivite testlerinde, 6zellikle gram negatif bakterilere kars1 yliksek

aktivite gostermistir.

Giintimiizde sorun yaratan ve dzellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan
ilag direngli patojenler (metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA),

Vankomisin direngli Enterococcus faecium (VRE), Mycobacterium tuberculosis
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ve Candida albicans) bilinen biitiin antimikrobiyal ilaglara karsi direng
gelistirmistir. Bu diren¢ mekanizmalar1 yeni ilaglara olan ihtiyaci gostermektedir.
Ancak toprak kokenli organizmalarve denizel tiirevli mikroorganizmalarin
antimikrobiyal bilesikler bakimindan taranmalari, yapisal olarak yeni bilesiklerin
kesfinin giderek azalmasina neden olmustur (Berdy, 2005). Bu nedenle yararl
biyoaktif bilesikler iireten mikrobiyal kaynaklar icin yeni ve kesfedilmemis
mikrobiyal habitatlarin arastirilmas1 gerekmektedir. Bu amacla 6zellikle Strobel
ve arkadaslarimin yagmur ormanlarindaki habitati kesfetmesiyle ortaya cikan

akim, yiiksek bitkilerin ve endofitlerinin arastirilmasina sebep olmustur.

Bu tez calismasi, Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisinin kok,
govde ve yapragindan izole edilen endofitik fungus ve bakteri tiirlerinin
tanimlanmast ve bu izolatlara ait antimikrobiyal aktivitelerini gosteren ilk
calismadir. Bu ¢alisma ile mikrobiyal topluluk c¢aligmalarina ve biyogesitlilige
katki saglanmistir. Aynm1 zamanda antibakteriyal ve antifungal potansiyelleri
belirlenerek yeni biyoaktif metabolitlerin kesfi i¢in bir potansiyeli ortaya

koymustur.
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