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DİANTHUS ERİNACEUS BOĠSS. VAR. ERİNACEUS BĠTKĠSĠNDEN 

ENDOFĠTĠK MĠKROORGANĠZMALARIN ĠZOLASYONU, 

TANIMLANMASI VE ANTĠMĠKROBĠYAL ÖZELLĠKLERĠNĠN 
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TAN, Ezgi 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı  

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr.Ataç UZEL  

Ocak 2018, 96 sayfa 

     

Endofitlerin, bitki zararlılarına karĢı savunması için sentezlediği biyoaktif 

bileĢiklerin, yeni ilaçların keĢfi için umut verici bir kaynak olduğu 

düĢünülmektedir. Oldukça spesifik bitki-mikroorganizma etkileĢimleri, özgül 

bileĢenleri üretebilir. Endemik bitkiler ve endofitik mikroorganizmalar, yeni 

biyoaktif bileĢikler için önemli kaynaklar sunmaktadır.  

Bu çalıĢmada, endemik bir bitki olan Dianthus erinaceus‘tan endofitik 

mikroorganizmaların izole edilmesi, tanımlanması ve bunların antimikrobiyal 

aktivitelerinin değerlendirilmesi hedeflenmiĢtir. D. erinaceus bitkisi Nif dağından 

toplanmıĢ ve uygun koĢullarda laboratuvara getirildikten sonra yaprak, gövde ve 

kökleri içeren farklı bitki parçalarından yüzey sterilizasyonundan sonra endofitik 

fungus ve bakteri izolasyonu yapılmıĢtır. D. erinaceus bitkisinin farklı 

dokularından 6 fungus ve 10 bakteri olmak üzere toplamda 16 izolat elde 

edilmiĢtir. Endofitik fungus ve bakteri izolatları polifazik yaklaĢımlar kullanılarak 

tanımlanmıĢtır. Bakteriyal tanımlamalar Bacillus, Kocuria, Stenotrophomonas, 

Pseudomonas ve Ralstonia türlerini içeren 5 farklı genusu açığa çıkartmıĢtır. 

Fungal tanımlamada ise Eurotiomycetes grubuna ait 2 tür (Aspergillus spp. ve 

Penicillium spp.) ve Dothideomycetes grubuna ait 1 tür (Alternaria spp.) olmak 

üzere 3 farklı genus tanımlanmıĢtır. Aynı zamanda bitkiden izole edilen fungus ve 

bakterilerin antimikrobiyal bileĢik üretme kapasiteleri araĢtırılmıĢtır. Ġzolatların 

fermentasyon sıvılarından elde edilen Etil asetat (EtOAc) ve bütanol ekstrelerinin 

aktiviteleri disk difüzyon ve broth mikrodilüsyon yöntemleriyle belirlenmiĢtir. 
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Buna göre 8 bakteri ve 4 fungus türünün test organizmalarına karĢı iyi bir 

antimikrobiyal etkisinin olduğu saptanmıĢtır. Özellikle fungal izolatlardan Dek20f 

gram negatiflere karĢı yüksek aktivite gösterirken, bakteriyal izolatlardan Deg11b 

C.albicans‘a karĢı antifungal etki göstermiĢtir. 

Anahtar kelimeler: Dianthus erinaceus, endofitik mikroorganizmalar, 

antimikrobiyal aktivite, endemik bitki 
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ABSTRACT 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ENDOPHYTIC 

MICROORGANISM FROM DIANTHUS ERINACEUS BOISS. VAR. 

ERINACEUS AND DETERMINATION OF THEIR 

ANTIMICROBIAL PROPERTIES 

TAN,Ezgi 

MSc. in Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Ataç 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, Ġzmir 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. 
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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. GĠRĠġ 

Endofitler, yüksek bitkilerin intra/interselüler dokularında yaĢayan ve 

konak bitkide herhangi bir belirtiye neden olmayan mikroorganizmalar olarak 

tanımlanmaktadır. Bir çok endofit mikroorganizmanın antibiyotik, antikanser 

ajanı, insektisidal, antitümör, antioksidan gibi tıp, endüstri ve ziraatte kullanılan 

yararlı pek çok doğal biyoaktif metabolit üreticisi olduğu bilinmektedir (Kumar 

vd., 2014). 

         Bitkiler ve mikroorganizmalar, biyoaktif özellik gösteren doğal ürünlerin 

önemli bir kaynağıdır. Son yıllarda var olan antibiyotiklere karĢı 

mikroorganizmalar tarafından geliĢtirilen direnç mekanizmaları ile yeni 

antibiyotiklere olan ihtiyaç her geçen gün artmaktadır. Yeni sekonder metabolit 

eldesi için yapılan araĢtırmalarda ise endofitik mikroorganizmalar ve ürettikleri 

biyoaktif metabolitler önemli bir kaynak oluĢturmaktadır (Tan ve Zou, 2001). 

         Bugüne kadar endofitik bakteri ve fungus izolasyonuna yönelik pek çok 

çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar ile doğada 1 milyonun üzerinde 

fungal endofitin varolduğu bilinmektedir. Fungal endofitlerin ürettiği sekonder 

metabolitlerin, ıĢık, kuraklık gibi abiyotik streslere ve doku patojeni, böcek, 

herbivor gibi biyotik streslere karĢı bitkiyi koruduğu kanıtlanmıĢtır (Firakova 

vd.,2007). Örneğin, Hypericum bitkisinin farklı dokularından 441 tane endofitik 

mikroorganizma izole edilmiĢ, bunların mikrobiyal patojenlere ve zararlı 

böceklere karĢı hiperisin adı verilen bir madde ürettiği saptanmıĢtır. Bunun 

yanında, Hiperisin çeĢitli alanlarda, antimikrobiyal, antiviral, antidepresan 

olarakta kullanılmaktadır. Ayrıca fotodinamik özelliği kanıtlandığından beri 

kanser tedavisinde kullanımı ve güneĢ panellerinde boya duyarlı güneĢ hücreleri 

olarak kullanımı geliĢtirilmeye çalıĢılmıĢtır (Aktuna, 2014). 

       Askomisetik ve endofitik bir fungus olan Xylaria‘nın Candida albicans‘a karĢı 

antifungal özellik gösteren sordarisin maddesinin üreticisi olduğu bulunmuĢtur 

(Grabley ve Sattler, 2003). Aynı endofitik fungusun mellisol ve 1,8 –

dihidroksinaptol 1-O-a glukopiranosid üreticisi olduğu ve bu maddelerin Candida 

albicans ve Herpes virüs tip-1 ‗e karĢı antiviral özellik gösterdiği belirlenmiĢtir 

(Stadler ve Keller, 2008). Bunların yanında funguslar tarafından üretilen ve 

günümüzde halen pek çok hastalığın tedavisinde aktif olarak kullanılan β-laktam 

antibiyotikler, griseofulvin, siklosporin A, taksol, ergotalkaloidleri ve lovastatin 

gibi ilaç grupları mevcuttur (Tan ve Zou, 2001). 
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         Endofitik bakterilerde en az endofitik funguslar kadar önemlidir. Son 

yapılan moleküler çalıĢmalar, endofitik bakteri zenginliğini ortaya koymuĢtur. 

Endofitlerin varlığında eksprese edilen bitki genleri, bitki-endofit etkileĢimleri ile 

ilgili ipuçları vermektedir (Rosenblueth ve Romero, 2006). Aynı zamanda insan 

sağlığını tehdit edecek organizmalara karĢı önemli bileĢikler üretirler. Örneğin, 

saprofit ve zayıf patojen olan Pseudomonas viridiflava bitki ile bağlantılı 

floresans özelliği olan bir bakteri türüdür. Genellikle çimen türü bitkilerin 

yapraklarında ya da dokularında bulunur. Bu organizmadan patojen fungus türleri 

olan Cryptococcus neoformans ve Candida albicans’a karĢı etkili hepaserin ve ß-

hidroksiaspertik asit içeren ekomisin adı verilen biyoaktif molekül elde edilmiĢtir 

(Strobel,2003). Buna benzer diğer bir örnek ise özellikle yeni doğan bebeklerde 

ölümlere sebep olan insan patojeni Serratia marcescens’ten izole edilen Oosidin 

A metaboliti antifungal olarak etki göstermiĢtir (Ryan vd.,2007). 

          Türkiye'de, üç kıta arasında doğal bir köprü olması, çeĢitli coğrafik 

özellikleri ve coğrafi farklılığın getirdiği iklim çeĢitliliği nedeniyle dünyada 

benzerine az rastlanan bir bitki çeĢitliliğine sahiptir. Türkiye‘ de 9582 tane bitki 

türü vardır bunlardan 3155 tanesinin endemik olduğu bildirilmiĢtir (Bulut ve 

Tuzlacı, 2013). Verilere bakıldığında endemizm oranının %34.4 olduğu görülür 

(Erik ve Tarıkahya,2004; Avcı,2005; Özhatay vd.,2005; Duran vd.,2010). 

Türkiye‘nin zengin bitki örtüsü kaynağınıda dağlık alanlar, doğu, batı ve kıyı 

kesimler oluĢturmaktadır. Bu zengin bitki örtüsünden faydalanarak geleneksel 

tıbbi ilaçlar yapılmıĢtır. Bu tıbbi bitkilerin %14.1‘i solunum hastalıklarında 

,%10‘u gastro-intestinal hastalıklarda ,%7.3‘ü böbrek sorunlarında ,%7.1‘i diyabet 

tedavisinde %5‘i de kolestrol problemlerinde kullanılmıĢtır (Sargın vd.,2013). 

Bizde geleneklerin ıĢığında yeni ilaçların keĢfi için biyoaktif molekül üretmeyi 

amaçlamaktayız. 

       Bu noktadan hareketle, çalıĢmanın amacı ülkemizde endemik bitki türü olan 

Dianthus erinaceus bitkisinin farklı (kök, gövde, yaprak vb.) dokularından endofit 

mikroorganizmaların izole edilmesi, tanımlanması ve bu izolatlardan elde edilecek 

ekstreler üzerinde biyoaktivite çalıĢmalarının gerçekleĢtirilmesidir. Ayrıca izole 

edilen mikroorganizmaların sekonder metabolit üretme yeteneklerini anlamak 

amacıyla küçük ölçekli fermentasyon yöntemiyle süpernatant kullanılarak etil 

asetat (EtOAc) ve bütanol ekstrelerinden aktivite kontrolü yapılması 

amaçlanmıĢtır. Test edilen bu yöntemde, disk difüzyon yöntemi ve broth 

mikrodilüsyon yöntemi seçilmiĢtir. Bunun yanısıra bitki dokusundan elde edilen 

mikroorganizmaların fenotipik, genotipik ve biyokimyasal testler ile tanımlanması 

hedeflenmiĢtir. 
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2. LĠTERATÜR ÖZETĠ 

2.1. Endofit Mikroorganizmalar 

        Endofitlerin keĢfinden bu yana çeĢitli araĢtırmacılar, genellikle endofitin 

izole edildiği ve hangi amaçla test edildiğine bağlı olarak farklı endofit tanımları 

yapmıĢtır. Gunatilaka(2006), Endofit terimini bitkilerin iç dokularını kolonize 

eden ancak konukçusuna patojenik bir etkisi bulunmayan bakteriyel veya fungal 

mikroorganizmalar olarak tanımlamıĢtır. Bu simbiyotik iliĢkide konukçu bitki 

(makrofit) endofiti korur ve besler, endofit de karĢılığında konukçunun 

büyümesini ve rekabet gücünü arttırmak, herbivorlara ve bitki patojenlerine karĢı 

korumak için biyoaktif metabolitler üretir (Dreyfus vd., 1994). Endofitler, yüksek 

bitkilerin intra/interselüler dokularında yaĢayan ve konak bitkide herhangi bir 

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

Endofitik mikroorganizmalar arasındaki en yaygın grup olan endofitik 

funguslar çoğunlukla Ascomycetes ve Fungi imperfecti‘ne dahildir ve yaklaĢık 

olarak 1,5 x 10
6
 tür ile çok büyük, keĢfedilmemiĢ bir doğal molekül kaynağı 

oluĢtururlar (Gunatilaka, 2006). Hawksworth ve Rossman (1987)‘a göre 1,5 

milyon farklı fungal türden Ģu ana kadar sadece 100 bin‘i tanımlanabilmiĢtir. Yeni 

çalıĢmalar yapıldıkça tahmin edilen sayılar gittikçe artmaktadır ve yeni türlerin 

keĢfine olanak sağlamaktadır. Kültür temelli çalıĢmalarda birçok çeĢitteki 

bakterinin endofitik olarak izole edildikleri bildirilmiĢtir. Bunların arasında baĢta 

buğdaygillerdeki rhizobiumları da içeren Proteobacteria olmak üzere, Firmicutes, 

Actinobacteria ve Bacteriodetes bulunmaktadır (Rosenblueth vd., 2006). Archaea 

üyelerinin ise bitkilerle yakın bir endofitik iliĢkide olmadığı bildirilmiĢtir.  

Ġyi anlaĢılmıĢ olan endosimbiyotik veya patojenik sistemlerin aksine 

endofitik etkileĢimlerin moleküler temeli hala net olarak anlaĢılamamıĢtır. Hatta 

birçok endofitik mikroorganizmanın bitkiler için yararlı etkileri olduğuna dair çok 

sayıda kanıt olmasına rağmen, bu etkileĢimlerin ortak bir temeli olup olmadığı 

bile açık değildir (Reinhold-Hurek vd., 2006).  

Bitki dokularında endofitlerin bulunmasının herhangi bir yan etkisinin 

olmaması ve bitkilere yarar sağlaması gibi nedenlerden ötürü bitki ile fungus 

arasında simbiyotik ya da mutualistik bir iliĢki olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca 

endofitlerin biyoçeĢitliliği ile ilgili gözlemler endofitlerin etkin saprofitler ya da 
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fırsatçı patojenler olabildiğini de göstermiĢtir. Endofitler bütün bitkilerde kolonize 

olurlar ve günümüze kadar araĢtırılan bütün bitkilerden izole edilmiĢlerdir. 

Bitkiler ile iliĢkileri zorunlu veya fakültatif olabilir ve konukçu bitkiye zarar 

vermezler. Konukçuları ile mutualizm ve antagonizmi içeren kompleks 

etkileĢimler gösterirler (Parker, 1995; Dudeja vd, 2012). Endofitler simbiyozis 

kurmak için bitkilerin büyümesini stimüle edici bileĢikler üretirler ve bitkilerin 

çevrelerine daha iyi adapte olmasını sağlarlar  (Das ve Varma, 2009; Lee vd, 

2004). Endofitik mikroorganizmaların ürettiği bu biyoaktif metabolitler, bazı 

spesifik hastalık hedeflerine karĢı kimyasal olarak kullanılmasını ve yeni 

farmasötiklerin keĢfedilmesini sağlamaktadır. 

Endofitler, öncelikle tıp alanında kulanıldığı gibi, tarım ve endüstri 

alanındada geniĢ potansiyeli olan, biyoaktif ve kimyasal olarak yeni bileĢikler için 

bol ve güvenilir bir kaynak sunan çok fazla araĢtırılmamıĢ bir mikroorganizma 

grubudur. Bu sınırsız kaynak sunan az anlaĢılmıĢ mikroorganizmalarla ilgili 

çalıĢmalar yeni baĢlamıĢ olmasına rağmen, bu alanda keĢfedilecek organizma, 

ürün ve yararların büyük potansiyelinin umut verici olduğu düĢnülmektedir 

(Tejesvi vd., 2007). Tarım alanında özellikle ziraatte hem büyüme destekleyici 

maddeler hem de hastalıkların oluĢmasını önlemek için profilaktik katkılar olarak 

hayvan yemlerinde takviye Ģeklinde endofitlerin ürettiği metabolitler 

kullanılmaktadır.  

Endofitlerin ilk keĢfi 1904‘e dayanmasına rağmen (Freeman, 1904), 

ekolojik önemlerinin ve çeĢitli yapı ve biyolojik aktiviteye sahip metabolitleri 

üretme potansiyellerinin son yıllarda anlaĢılmasına kadar bu grup 

mikroorganizmalara ilaç keĢfi alanında gereken önem verilmemiĢtir. Dolayısıyla 

endofitler canlı bitkilerin dokularında bulunan, tıpta, ziraatte ve endüstride 

kullanılmak üzere araĢtırılan yeni doğal ürün kaynağı olarak yüksek potansiyele 

sahip, nispeten az çalıĢılmıĢ mikroorganizmalardır. Bu organizmalar üzerinde 

yapılacak olan çalıĢmalar ile yeni türlerin keĢfi ve onların ürettiği metabolitler ile 

birçok alanda geliĢmeler yaĢanmasını mümkün kılmaktadır. Dünyada yaklaĢık 

olarak 300.000 yüksek bitki türü bulunmaktadır ve bunların hepsi bir veya daha 

fazla sayıda endofit mikroorganizmaya ev sahipliği yapmaktadır (Strobel vd., 

2004). Bu sonsuz kaynak düĢnüldüğünde bu alanda yapılabilecek potansiyel 

çalıĢmalar açıkça kendini belli etmektedir. 
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2.2. Endofitik mikroorganizmaların bitki içinde kolonizasyonu 

 

Endofitik mikroorganizmaların gövde ve yapraklarda kolonize olması ve 

bitki içerisinde sistemik olarak yayılabilmesi araĢtırmacılar tarafından iyi 

bilinmektedir (Hardoim vd., 2008). Bakteriyel ve fungal endofitlerin konukçu 

bitkiye yerleĢmeleri ve kararlı bir iliĢki kurmaları için çeĢitli ihtiyaçları 

bulunmaktadır. Endofitik bakteriler, köklerin aktif giriĢinde öne çıkan bölgeler, 

yan köklerin çıkıĢ noktaları ve kök ucundaki farklılaĢma ve uzama bölgelerinde 

kolonize olurlar. Bu bölgedeki tam olarak farklılaĢmamıĢ ve hafifçe bozulmuĢ 

olan dokular endofitik bakterilerin penetrasyonununa olanak sağlar. Epidermal ve 

kortikal bölgelerdeki hücrelerarası boĢluklar ve lizise uğramıĢ bitki hücreleri 

temel kolonizasyon bölgeleridir ve endofitik bakteri hücreleri buralarda bölgesel 

olarak 1010 hücre/cm
3
 kadar yüksek bir sayıya ulaĢabilirler. Vasküler doku ve 

ksilem hücreleri de daha az yoğunlukta olsa da istila edilebilir; vasküler dokunun 

kolonizasyonu, sürgünlere de ulaĢan sistemik bir yayılmaya neden olur (Compant 

vd., 2005). 

En yüksek endofitik mikroorganizma yoğunluğu genellikle köklerde olup, 

gövdeden yapraklara doğru ilerledikçe bu yoğunluk azalmaktadır. Bu yüzden 

endofitler ekolojik olarak baĢarılı olabilmek için, kökleri kolonize eden diğer 

mikroorganizmalar ile rekabet etmek zorundadırlar. Organizmaların bitki 

içerisindeki devamlılığı sağlamak için diğer florayla rekabet etme zorunluluğu, 

endofitlerin metabolit üretmesine sebep olur (Sturz vd., 2000). 

 

ġekil 2.1 Endofitik mikroorganizmaların bitki içindeki yerleĢimi 
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Yapılan mutasyonel analiz çalıĢmalarıyla köklere tutunmada bakteriyal 

endofitlerin yüzey özelliklerinin özellikle önemli olduğu ortaya konulmuĢtur. 

Lipoplisakkarit kompozisyonunun Herbaspirillum seropedicae‘nın mısır 

köklerine tutunmasında (Balsanelli vd., 2010) tip IV pilusların Azoarcus sp. 

BH72‘nin çimen bitkisine tutunmasında ve yayılmasında önemli oldukları 

gösterilmiĢtir (Reinhold-Hurek vd., 2006).  

Endofitik kolonizasyon için sadece tutunma değil aynı zamanda katı 

yüzeylerde hareket için kullanılan ve pilusun PilT-aracılı kasılmasıyla yapılan 

çekme hareketi de gereklidir (Böhm vd., 2007). Endofitlerin içsel 

kolonizasyonunda selülaz ve pektinaz gibi bitki-polimeri parçalayıcı enzimlerin 

rol oynadığı da düĢünülmektedir. Azoarcus sp. BH72‘nin endoglukanaz mutant 

bir suĢu pirinç köklerinde yaban tipin yaptığı sistemik yayılmayı yapamamaktadır 

(Reinhold-Hurek vd., 2006). Bu nedenle baĢarılı endofitlerin hücre çeperi 

parçalayıcı enzimleri olması olasıdır.  

 

2.3. Endofitik mikroorganizma ve bitki etkileĢimleri 

       

Endofitik mikroorganizma ve bitkiler arasındaki iliĢkinin anlaĢılması için bu 

birliktelik yoğun bir inceleme altına alınmıĢtır. Bitki ve mikroorganizma 

iliĢkisinin anlaĢılması hem aralarındaki iliĢkinin bulunmasında hemde yeni 

biyoaktif bileĢik bulma çalıĢmalarında yardımcı olması beklenmektedir. 

Endofitlerin doğadaki rolleri ve değiĢik konak bitki türleri ile iliĢkilerinin ne 

olduğu henüz tam olarak bilinmemektedir. Bazı  endofit funguslar (Fusarium 

spp., Pestalotiopsis spp. ve Aspergillus spp.) ve bakteriler (Pseudomonas sp. ve 

Bacillus sp.) birden çok bitkide bulanmaktadır. Zaten endofitlerin doğrudan 

bitkiye spesifik olması pek gözlenen bir durum değidir. Aynı zamanda bir endofit 

mikroorganizma Ģans eseri bitki içerisinde olmasından ziyade rizosfer içindeki 

biyotadan bitki sistemine dahil olması daha mümkündür (Strobel ve Daisy, 2003; 

Kharwar ve Strobel, 2011). 

Endofitler ve bitkiler arasındaki birlikteliğin anlaĢılması için moleküler, 

kültürel ve ekolojik pek çok çalıĢma yapılmıĢtır. Endofitlerin, metabolitleri doğal 

ortamda ve laboratuvar ortamında ne amaçla ürettikleri yönündeki belirsizlikte 
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ilgi konusu olmuĢtur. Endofit tarafından in situ olarak üretilen biyoaktif bileĢikler 

endofitin bitki dokularındaki hâkimiyetini kolaylaĢtırdığı, bu sayade konukçu 

bitki (makrofit) endofit mikroorganizmayı koruyup beslediği ve karĢılığında 

bitkinin büyümesini desteklediği, rekabet gücünü arttırak, herbivorlara ve bitki 

patojenlerine aynı zamanda çevresel streslere karĢı koruduğu muhtemel 

görünmektedir. Bitkilerin büyümelerinin desteklenmesi oksin, sitokinin ve 

giberellin gibi bitki büyüme düzenleyicilerinin bakteriyel üretimi ile sağlanır 

ayrıca endofitik bakteriler, Ġndol asetik asit (Lee vd., 2004) gibi fitohormonları 

üreterek doğrudan  ve bitkide fitohormon sentezini etkileyerek dolaylı olarak bitki 

geliĢimini uyarabilir (Iospenko ve  Ignatov, 1995),siderofor üretimi (Arora vd., 

2001) ve fosfatın çözünebilirliği aktivitesi gibi mekanizmalar ile minerallerin 

bitkiye alınımını kolaylaĢtırabilir (Sarapatka ve Kraskova, 1997).  

Eskiden sadece bitkilere özgü olduğu düĢünülen doğal ürünlerin endofitler 

tarafından da üretilmesi, orijinal kaynak organizmalar hakkında ilgi çekici soruları 

da akla getirmektedir. Gerçekte çeĢitli sözde ―bitki metabolitlerinin‖ aslında 

onların endofitlerinin biyosentetik ürünleri olması daha gerçekçidir. Önemli bir 

örnek, orijinal olarak yüksek bitkilerden izole edilmiĢ olan çok etkili bir anti 

tümör maytansinoid (ġekil 2.2), bir Aktinobakteri olan Actinosynnemapretiosum 

auranticum tarafından üretilmesidir (Yu vd., 2002). Bu çalıĢma maytansinoid 

iskeletinin gerçek biyosentetik kaynağının bakteriyal bir endofit olduğunu 

doğrulamıĢtır. Horizontal gen transferi  bitkiler tarafından üretilmesini 

açıklayabilmesine rağmen daha olası senaryo maytansinoidlerin endofitler 

tarafından üretilmesidir (Cassady vd., 2004). 

 

ġekil 2.2 Maytansinoid‘in kimyasal yapısı 

 

 Endofit ile konak bitki arasındaki iliĢkinin fizyolojisi ve biyokimyası 

hakkında çok fazla bilgi bulunmamaktadır. Endofitlerin biyolojisini, iklim 
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koĢulları, bitkinin yaĢı, bulunduğu çevre ve lokasyon gibi bitkide değiĢimlere yol 

açan sebepler etkiler. Esasında moleküler düzeydeki ileri çalıĢmalar bitki ile 

endofit arasındaki iliĢki ve ekolojiye odaklanmalıdır. Bütün bu etkileĢimler 

muhtemelen doğada bir amaç için kimyasal olarak ortaya çıkmıĢtır. Bu 

organizmaların doğadaki rolü ile ilgili ekolojik farkındalık, en yüksek potansiyele 

sahip endofitik aktivitenin hedeflenmesine yardımcı olacaktır (Strobel ve Daisy, 

2003; Kharwar ve Strobel, 2011 ).  

Herhangi bir bitki-mikroorganizma etkileĢiminde kararlı bir iliĢki kurulması 

için öncelikle bitki ve mikroorganizma arasındaki fiziksel karĢılaĢmanın 

gerçekleĢmesi ve bunu takiben diğer fiziksel ve kimyasal bariyerlerin aĢılması 

gereklidir. Bir endofit konukçunun savunma mekanizmalarını aktive etmeyip, 

konukçunun toksik metabolitleri ile etkisizleĢtirilmeden önce öz-direnç sağlar ve 

konukçusunun içinde görünür bir enfeksiyon veya hastalık belirtisi olmadan 

büyümeyi gerçekleĢtirir. Bu teoriyi açıklamak için ilk önce ―Dengeli 

antagonizma‖ hipotezi önerilmiĢtir (Schulz vd., 1999; Schulz ve Boyle, 2005). Bu 

hipoteze göre; asemptomatik kolonizasyon, konukçu ve endofit arasındaki 

antagonizmaların bir dengesidir. Endofitler ve patojenlerin her ikisi de bitki 

savunma mekanizmalarına karĢı birçok virülens faktörü taĢırlar. Eğer fungal 

virülens ve bitki savunması dengelenirse, iliĢki açıkça asemptomatik ve avirülent 

olarak kalır. Bu faz, çevresel faktörlerin antagonizmalar arasındaki hassas dengeyi 

bozmada ana rolü oynadığı geçici bir süreçtir. Eğer bitki savunma mekanizmaları, 

fungal virülens faktörlerinin tamamen üstesinden gelirse fungus elimine edilir. 

Aksine eğer bitki fungusun virülens faktörlerine yenik düĢerse, bitki-patojen 

iliĢkisi bitki hastalığına dönüĢecektir (Kusari vd., 2012). 

Son zamanlarda bitki-endofit etkileĢiminin sadece virülens ve savunma 

arasındaki bir denge olmadığı, çok daha kompleks ve düzenli bir Ģekilde kontrol 

edilen bir etkileĢim olduğu ortaya çıkartılmıĢtır. Örneğin, Camptotheca acuminata 

bitkisi, topoizomeraz I-DNA kompleksine bağlanıp kompleksi stabilize ederek 

topoizomeraz I‘i inhibe eden anti kanser bir bileĢik olan kamptotesin üretir 

(Kusari ve Spiteller, 2012a). C. acuminata‘nın iç kabuk dokularından izole edilen 

kamptotesin üreten bir endofitin (Fusarium solani), topoizomeraz I‘inin 

kamptotesinle bağlanan ve katalitik olan domainlerinde spesifik aminoasit 
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değiĢiklikleri yaparak kendisinin ve bitkinin kamptotesinine karĢı koruma 

sağladığı bulunmuĢtur (Kusari vd., 2012b).  

Bitkilerin endofit mikroorganizmalarla olan iliĢkilerinin temellerine dair son 

hipotez ise ―bitki-endofit koevolüsyon hipotezi‖dir (Ji vd., 2009). Buna göre, 

endofitlerin biyoaktif sekonder metabolitler üreterek bitkiye kimyasal 

savunmasında yardımcı olmaları mümkündür. Bu hipoteze yönelik iki tane ilgi 

çekici önerme yapılmıĢtır. ―Mozaik etki teorisi‖ ne göre endofitler konukçu 

bitkileri, normalde genetik olarak uniform olacak olan bitki organları içinde ve 

arasında heterojen bir kimyasal kompozisyon oluĢturarak korurlar (Carroll, 1991). 

Sonuçta bu organlar tesadüfî Ģekilde lezzetlilik veya herbivorlar için değerleri 

bakımından ve patojenler için enfektivite anlamında farklılaĢırlar. Diğer teori ise 

endofitlerin kendi konukçularına ―kazanılmıĢ immün sistemleri‖ olarak yardımcı 

olduklarını savunur (Arnold vd., 2003). 

En son Howitz ve Sinclair (2008) tarafından öne sürülen ―ksenohormesis‖ 

hipotezi bitkilerde sinyalleĢme ve stresle indüklenen moleküllerin, evrimsel seçici 

baskılar altında böyle bir yetenek geliĢtiren heterotroflar (hayvanlar ve 

mikroorganizmalar) tarafından hissedilebildiğini ifade eder. Heterotroflar bu 

bileĢikleri sentezleme kapasitelerini yavaĢ yavaĢ kaybetmelerine rağmen, benzer 

sekonder metabolitleri tekrar üretmek için bitkilerdeki kimyasal ipuçlarını 

hissetme kapasitelerini korumuĢ olabilirler. Dolayısıyla, bazı gen kümeleri 

evrimsel süreç içinde bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvanlar arasında 

muhtemelen homolog olarak kalmıĢ olabilir ve bunlar uygun bitki-endofit ve/veya 

endofit-endofit birliktelikleriyle aktive edilebilirler.  Örneğin son zamanlarda, 

orijinal olarak sadece Papaver somniferum‘a (haĢhaĢ) münhasır olduğu düĢünülen 

morfini memelilerin de sentezleyebildikleri ortaya çıkartılmıĢtır (Grobe vd., 

2010). Böylece, önceleri sadece bitkilerin sentezleyebildiğine inanılan bileĢiklerin 

aynı zamanda endofitler tarafından da sentezlenebilecekleri kanıtlanmıĢtır.  

Sonuç olarak endofitik mikroorganizmaların bitki tarafından patojenlere 

karĢı savunma amacıyla kullanılan biyoaktif bileĢikleri sentezleme kapasitesinde 

oldukları ve bu bileĢiklerin bazılarının yeni antibiyotik ve antitümör ilaçların 

keĢfinde kullanıldığı ispatlanmıĢtır (Strobel vd., 2004; Staniek vd., 2008; Aly vd., 

2010; Kharwar vd., 2011; Kusari ve Spiteller, 2012b). Sıklıkla terapötik değere 

veya potansiyele sahip bitki sekonder metabolitleri üreten endofitler de 
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keĢfedilmektedir. Örneğin; paklitaksel (Taksol) (Stierle vd., 1993), 

podofillotoksin (Eyberger vd., 2006; Puri vd., 2006), deoksipodofillotoksin 

(Kusari vd., 2009a), kamptotesin ve yapısal analogları (Puri vd., 2005; Shweta 

vd., 2010), hiperisin ve emodin (Kusari vd., 2008, 2009b). 

 

    ġekil 2.3 Konak bitki ve endofiti tarafından üretilen bazı bileĢikler 

    

Endofitler tarafından bitki konukçularına ait biyoaktif bileĢiklerin üretilmesi 

sadece ekolojik yönden değil, biyokimyasal ve moleküler bakımdan da önemlidir. 

Bu nedenle bakteriyel ve fungal endofitler yeni ve biyoaktif sekonder 

moleküllerin keĢfedilmesi için büyük bir potansiyel sunmaktadır. Endofitlerden 

elde edilen biyoaktif metabolitlerin en önemlilerinden bir tanesi de paklitaksel‘dir 

(Taksol) (ġekil 2.3). Paklitakzel ve bazı türevleri endofitler tarafından üretilen 

antikanser ajanlarının ilk grubudur. Son derece fonksiyonel diterpenoid 

paklitakzel, ilk olarak 1960‘larda son on yılın en önemli ve en ilginç antikanser 

ajanı olarak keĢfedilmiĢtir. Sitotoksik aktivitenin paklitakzelden kaynaklandığı 

1962 yılında Washington eyaletinde Taxus brevifolia Nutt.‘a ait ağaç kabuğu ve 

dalların toplanıp ekstre edilmesi ve biyoaktivite için analiz edilmesi sonucunda 

keĢfedilmiĢtir. Taxus brevifolia‘dan elde edilen ekstrenin bazı lösemiler, 

karsinosarkomaya karĢı aktivite gösterdiği bulunmuĢtur (Strobel ve Daisy, 2003).  
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2.4. Endofitik mikroorganizmaların izolasyonu 

 

 Endofitler, canlı bitki dokuları ile yakın bir iliĢki içinde yaĢarlar. Bu 

yüzden, endofitik mikroorganizmaları yaygın olarak izole etmek için kullanılan 

yöntemleri ve seçimleri anlamak kritik önem taĢır. Endofitleri elde edebilmek için 

öncelikle benzersiz biyoloji, yaĢ, endemizm, etnobotanik tarihçesi ve / veya 

çevresel uyumluluk sağlayabilecek bir bitki türü seçilmelidir. Aynı zamanda, 

dünyanın tropik ve yarı tropik bölgelerinde yetiĢen bitkilerin, daha az bitki 

çeĢitliliğine sahip olan kurak veya daha soğuk bölgelerde yetiĢen bitkilerden daha 

geniĢ çeĢitlilikte endofitlere sahip oldukları belirlenmiĢtir. Bitki seçiminde bu 

durumda göz önünde bulundurulmalıdır. ÇalıĢma için seçilen bitkinin rastgele 

olmasındansa belirli sebepleri olması gereklidir. Örneğin, sürekli suyun ve atığın 

geçtiği kayaların arasında bulunan bir bitki seçimlendiğinde, o bitkinin sürekli 

yara aldığı görülmüĢtür. Bitkinin, hasta olması beklenirken, yaygın oomisetik 

fungi (fitopatojenik su kalıpları) tarafından hala enfeksiyona karĢı direnmektedir. 

Çünkü birçok giriĢ kapısı endofitler tarafından üretilen metabolitler sayesinde 

korunmaktadır. Bu durum, güneydoğu Venezuela'nın Auyan Tepui'sindeki nehir 

sistemlerinde yetiĢen bir su bitkisi, Rhyncholacis penicillata üzerinde Serratia 

marcescens türünün ürettiği ookindin A (yeni bir antifungal ajan) sayesinde 

kendini çevresel etmenlerden korumasıyla aynıdır (Strobel vd.,1999). 

ÇalıĢma için kullanılacak bitkiler arazide belirlenip, tanımlandıktan sonra 

coğrafik pozisyonları belirlemek amacıyla GPS yardımıyla tam olarak konumları 

bulunmalıdır. Endofit izolasyonunda ilk basamak küçük kök, gövde, yaprak, dal 

parçalarının bitkiden kesilmesi ve fazla nemi uzaklaĢtırıldıktan sonra plastik 

poĢetlere yerleĢtirilmesidir. Ġzolasyon petrilerine yerleĢtirene kadar bitki parçaları 

+4°C‘de muhafaza edilmelidir. Bitki materyalleri laboratuvarda yüzeydeki 

kontamine mikroorganizmaları elimine etmek için %70‘lik etanol ile iyice 

yıkanmalıdır. Sterilizasyon iĢlemlerinden sonra örnekler steril lamin air kabinde 

yüzeyleri kuruyana kadar bekletilmelidir. Daha sonra steril bir bisturi yardımıyla 

dıĢ dokular uzaklaĢtırılarak iç dokular dikkatlice kesilip uygun besiyerlerine ince 

parçalar halinde konulmalıdır. 4-5 gün sonra fungusların hifsi yapıları patatose 

dekstroz agar‘a aktarılmalıdır. Bu iĢlem ile endofitik mikroorganizamların spor 

oluĢturması sağlar ve organizamanın tanımlanmasında yardımcı olur. Fenotipik 
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tanımlanmanın yanı sıra moleküler ve biyokimyasal olarakta tanımlamak 

gereklidir (Strobel, 2003). 

 

 

ġekil 2.4 Endofitlerden biyoaktif doğal ürünlerin izolasyon akım Ģeması   

 

2.5. Sekonder metabolitler 

 

Sekonder metabolitler organizma tarafından çevresine daha iyi adapte 

olabilmesi için üretilen fakat organizmanın büyümesi için gerekli olmayan düĢük 

moleküler ağırlıklı bileĢiklerdir. Biyoaktif metabolitler mikroorganizmanın 

hayatta kalması için önemli rol oynamaktadır ve mikroorganizma ve konukçu 

bitki arasında sinyalleĢme, savunma ve regülasyon gibi çeĢitli metabolik 

etkileĢimleri içermektedir (Schulz vd., 2005). Mikrobiyal metabolitler çevre 

koĢullarına göre ve organizmadan organizamaya farklılık göstermektedir. Üretilen 

sekonder metabolit, mikroorganizmanın büyüdüğü ve adapte olduğu çevreye göre 

değiĢmektedir. Örneğin, mikroorganizmanın yaĢadığı habitat değiĢtikçe ürettiği 

metabolitler siklosporin A, ekinokandin B, papulakandinler ve verrukinallerin 

olarak gözlenmiĢtir (Dreyfuss vd., 1994). 
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Strobel and Schulz (2002), 6500 adet endofitik fungus izole etmiĢlerdir. Bu 

mikroorganizmalardan sekonder metabolit elde etmiĢler ve bunları yapısal olarak 

gruplara ayırmıĢlardır. Bu gruplar, alkaloidler, steroidler, terpenoidler, peptitler, 

poliketonlar, flavonoidler, quinoller, fenoller, ksantonlar, kinonlar, izokumarinler, 

benzopiranonlar, tetralonlar, sitokalasinler, perilen türevleri, furandionlar, 

depsipeptidler and enniatinler‘i içermektedir. Daha sonra yapılan bir çalıĢmada 

palmarumisinler ve yeni benzopiranonlar bu yapısal gruplar içerisine dahil 

olmuĢtur (Tan vd., 2001).  

 

Etnobotanik bitkilerle iliĢkili endofitlerin ürettiği sekonder metabolitler, 

hastalıkları iyileĢtirmek için kullanılabilir (Tejesvi vd., 2007). Endofitik 

fungusların, biyoaktif metabolit üretmesi için uygulanan fermentasyon prosesinin 

birçok avantajı vardır; 

 

 Biyoaktif maddelerin sanayide üretilmesi (farmasötik ilaçlar) için 

tekrarlanabilir ve üretilebilir olması gerekir. Biyoaktif maddenin kaynağı 

mikroorganizma ise, tank fermantörlerinde gerektiği gibi yetiĢtirilebilir ve 

neredeyse tükenmez bir kaynak olabilmektedir. 

 Mikroorganizmalarda oluĢan metabolitin eskalasyonu kolaydır. Büyüme 

koĢulları değiĢtirildiğinde o metabolitin daha etkili türevlerine 

ulaĢılabilmektedir. 

 Bitkiden sekonder metabolit elde etmek endofitik mikroorganizmalardan 

elde etmekten daha zordur. Çünkü onların büyüme evreleri oldukça uzun 

olup hasat dönemlerini beklemek gerekir. Ancak endofitik 

mikroorganizmalarda kültür alınıp fermentasyon koĢullarının optimize 

edilmesi sekonder metabolit üretmesi için yeterli olmaktadır. 

 

Görüldüğü üzere, 1904‘te Delice (Lolium temulentum) bitkisinden yapılan 

ilk endofitik fungus izolasyonundan itibaren çalıĢmalar ilerleme kaydetmiĢtir. 

Stierle ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmalarda, endofitik funguslardan 

eksrakte edilen önemli biyoaktif özellik gösteren metaboliler için patent alınmıĢtır 

(Priti vd., 2009). Endofitik funguslardan izole edilen metabolitler, antibiyotik, 

antiviral, antioksidant, antitüberkilotik, immünosüpresif, antikanserojenik ve 

insektisidal ajan olarak kullanılmaktadır (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 faktörler bitkilerdeki sekonder metabolitlerin biyosentezini kontrol 

edip düzenlemektedir (Mary vd., 2006). Bitki ve endofitik mikroorganizma 

arasındaki etkileĢim bazı kimyasal uyaranlar salgılanması sonucu sağlanmaktadır. 

Sekonder metabolitlerin üretiminden sorumlu genler endofitik bakteri ya da 

fungus içerisinde kümelenmiĢ halde bulunmaktadır. Ayrıca genetik tarama 

yöntemleriyle incelenen bu genlerin oldukça duyarlı ve hızlı olduğu bulunmuĢtur 

(Keller, 2005). 

 

Endofitler, yüksek organizmalara karĢı düĢük toksisiteye sahip biyoaktif 

maddeler üreten  kimyasal sentezleyici olarak görülmektedir (Owen ve 

Hundley.,2004). Endofitler, bu kimyasalları çeĢitli metabolik yollar vasıtasıyla 

sentezlemektedir. Bu yollar; poliketid, izoprenoid ve aminoasit türetme olarak 

sıralanabilir (Tan ve Zou., 2001). Bu sistemler detaylı olarak incelendiğinde 

poliketid sentaz (PKS) ve non-ribozomal peptid sentetaz (NRPS) sistemleri 

tarafından yönetildiği görülmüĢtür (Sauer, 2002; Rakshith ve Sreedharamurthy, 

2010). PKS ve NRPS biyosentetik yollarının belirlenmesi, bir organizmanın 

biyoaktif bileĢikler üretme potansiyelini değerlendirmek için kullanılabilmektedir. 

Poliketidler, funguslarda fazla bulunan, oldukça oksijenlenmiĢ sekonder 

metabolitlerdir. Bu metabolitlerin sentezi Poliketid sentaz (PKS) adı verilen 

oldukça büyük bir enzim ailesi tarafından katalizlenmektedir. PKS enzimleri 

ketosentaz, açil transferaz ve açil taĢıyıcı protein gibi tekrarlayan ünitelerden 

oluĢmaktadır. Bu tekrarlayan üniteler, uzayan zincirler ve katlanmalar PKS enzim 

ailesinin çeĢitliliğini oluĢturmaktadır (Hill, 2006). Sentez AT domaininde bir açil-

CoA monomerinin (genellikle malonil- CoA veya metil malonil- CoA) seçimiyle 

baĢlar. Bir sonraki aĢamada açil-CoA ACP domainine transfer edilerek ACP 

domainindeki fosfopantetein grubuna bağlı sülfidril grubuna (SH) kovalent olarak 

bağlanır. Kondensasyon aĢamasında KS domainine bağlı bulunan sisteinin 

sülfidril grubuna bağlı asetil veya propionil grubu fosfopanteteinin sülfidril 

grubuna transfer edilir. Bu durumda kondensasyon reaksiyonu meydana gelmekte 

ve malonil-CoA içindeki karboksil grubu CO2 Ģeklinde ayrılmaktadır. OluĢan 

ürün daha sonraki aĢamalarda oluĢacak poliketid ürüne göre KR domainindeki 
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katalizle redüklenir, DH domaininde dehidratlanır, ER domaininde ise DH 

domainindeki dehidratasyon sonucunda oluĢan çift bağ indirgenerek doygun hale 

getirilir. Kondensayon döngüsü bu Ģekilde devam ederek zincir uzaması devam 

eder. Sentezin son aĢamasıda TE kataliziyle zincir uzaması tamamlanır (Hopwood 

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

 

NRPS sistemleri ise; adenilasyon domaini (A), peptidil taĢıyıcı protein ya da 

tiyolasyon domaini (PCP/T) ve kondensasyon domaini (C) olmak üzere en az üç 

domain içerir (Büber ve Açan 2004). Final modülü bir tiyoesteraz (TE) domaini 

ile sonlanır. Bu, zincir uzamasının bitiĢini katalizler. Peptid sentetazlar tarafından 

peptid bağı oluĢumu mekanizmasını açıklamak üzere geliĢtirilen modele ―multiple 

carrier model/ çoklu taĢıyıcı model‖ adı verilmektedir (Büber ve Açan 2004). Bu 

mekanizmaya göre; adenilasyon domaininde substrat olan aminoasit, ATP 

hidrolizi yoluyla aktive edilir. Adenilasyon yoluyla aktive olmuĢ aminoasitler 

PCP domainindeki 4-fosfopantetein grubuna bağlı sülfidril grubuna (SH) kovalent 

olarak bağlanır (Marahiel vd., 1997; Mootz vd., 2002; Sieber ve Marahiel 2005; 

Grünewald ve Marahiel, 2006). Bu aĢamadan sonra substrat, eğer varsa 

epimerizasyon veya N-metilasyon gibi değiĢiklikler geçirir (Döhren vd., 1999). 

Bu değiĢiklikleri geçirdikten sonra bir kondensasyon domainindeki alıcı 

(akseptör) konumuna taĢınır. Bir önceki modülün fosfopantetein taĢıyıcısı 

tarafından verici (donör) konumuna yerleĢtirilmiĢ olan aminoasitin peptidil grubu 

ile kondensasyon meydana gelerek peptid bağı oluĢumu gerçekleĢir (Sieber ve 

Marahiel, 2005). 

 

ġekil 2.5 NRPS (A) ve PKS (B) sistemleri 
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2.6. Sekonder metabolit üreten endofitler 

 

Endofitlerden elde edilen doğal ürünlerin büyük çoğunluğunu antibiyotikler 

oluĢturmakta ve sonra da anti kanser ajanlar (Stierle vd., 1993), biyolojik kontrol 

ajanları (Strobel, 2004) ve diğer birçok biyoaktif bileĢik gelmektedir (Golinska 

vd., 2015). Örneğin; Artemisia annua geleneksel Çin tıbbında kullanılan ve bir 

sıtma ilacı olan artemisini sentezlediği bilinen bir bitkidir. A. annua‘dan izole 

edilen ve fungus olan Colletotrichum sp. kültüründen ekstrakte edilen ve 

spektroskopik yöntemlerle karakterize edilen 3 yeni metabolitin insan patojeni 

fungus ve bakterilere karĢı da etkili oldukları bulunmuĢtur (Lu vd., 2000). Son 

yıllarda yüksek bitkilerde bulunan endofitik bakteri ve funguslardan 

fermentasyon, biyoaktivite rehberli izolasyon ve spektroskopik yöntemlerle yapı 

tayini kullanılarak keĢfedilen çok sayıda antimikrobiyal bileĢik vardır. 

 

2.6.1. Antibiyotik üreten endofitler 

 

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafından üretilen ve diğer 

mikroorganizmalara karĢı düĢük/yüksek konsantrasyonlarda etkili olan organik 

ürünler olarak tanımlanmaktadır. Bu antibiyotiklerin genellikle kaynağı 

endofitlerdir. Endofit mikroorganizmalardan elde edilen doğal ürünlerin, 

bakteriler, funguslar, virüsler, fitopatojenler, parazitler gibi insan, bitki ve 

hayvanları etkileyen geniĢ aralıktaki hastalık yapıcı ajanlara karĢı inhibe edici ya 

da öldürücü etkileri olduğu gözlenmiĢtir (Guo vd., 2007). 

Antibiyotik üreten spesifik endofitler üzerinde yapılan araĢtırmaların 

kökeni, yerli halkın kullandığı yerel medikal ürünleri içeren etnobotaniğe 

dayanıyor olabilir. Örneğin, Avustralya'nın Kuzey Bölgesi'nde, çeĢitli Aborjin 

grupları, ciltteki yaraları ve enfeksiyonları iyileĢtirmek için yılanbaĢı (Kennedy 

nigriscans) adı verilen yerel bir bitkiyi kullanmaktadır. Dalabon ve Mayali'de 

"mangerrporlo" olarak bilinen bir bitkiden taze kök parçasını keserek çeĢitli 

yöntemlerle yapıĢkan bir macun halinde yara veya enfeksiyon üzerine 

uygulandığını göstermiĢtir. Bu bitkinin doğal kullanımı nedeniyle,  iyileĢtirici 

özelliklerinden bazılarının aslında bir veya daha fazla endofitin ürettiği metabolit 

olabileceği düĢüncesiyle endofitik mikroorganizmalar kaynak olarak 
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seçilmektedir. Bu bitkiden aynı zamanda güçlü bir antibakteriyal ajan olarak 

keĢfedilen Streptomyces sp. türüde izole edilmiĢtir. Ġlk kez dikotiledon bir 

bitkiden aktinobakteri izole edildiği için ilgi odağı olmuĢtur. Daha sonra Lolium 

perene adında çok yıllık bir bitkiden izole edildiği bildirilmiĢtir (Guerney vd., 

1993). Bu endofit, lösin ve fenilalaninin kümeleĢmiĢ formu olan metilalbonürin 

olarak adlandırılan zayıf bir antibiyotik üretmektedir. Streptomycetes, dünya 

antibiyotiklerinin %70'inden fazlasının kaynağı olmakla beraber, çoğunlukla 

topraktan izole edilmektedir. Bu mikroorganizmayla ilgili en önemli keĢif Reggie 

Munumbi Miller'ın bulduğu, A, B, C ve D munumbisinler olarak adlandırılan 

geniĢ spektrumlu (antibakteriyal, antifungal ve Plasmodium sp.üzerinde oldukça 

etkili)  peptit antibiyotiklerdir (Miller vd., 1998). 

 

Cryptosporiopsis quercina Avrupa‘da ağaçlarda yaygın olarak bulunan 

Pezicula cinnamomea‘nın düzensiz formudur. Avrasya‘ya özgü tıbbi bitki 

Tripterigeum wilfordii‘den izole edilmiĢtir (Strobel vd., 1999). C. quercina‘nın 

petrilerde Candida albicans ve Trichophyton spp. gibi insanlar için önemli fungal 

patojenlere karĢı aktivite gösterdiği bulunmuĢtur. Ekinokandin ve 

pnömokandinlerle iliĢkili benzersiz bir peptid antimikotik ajan olan kriptokandin 

(ġekil 2.6), C. quercina‘dan izole edilmiĢtir. Bu bileĢik sayısız kendine özgü 

hidroksillenmiĢ aminoasit ve yeni bir aminoasit olan 3-hidroksi-4-hidroksimetil 

prolin içermektedir. Genellikle endofitin, bir değil birkaç ilgili biyoaktif bileĢik 

ürettiği kabul edilmektedir. Dolayısıyla C. quercina‘nın kriptokandin ile iliĢkili 

diğer antifungal ajanları da ürettiği söylenebilir (Walsh vd.,1992). 
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ġekil 2.6 Kriptokandin‘in kimyasal yapısı 

 

Ekomisinler, bitkiyle birlikte yaĢayan floresan bir bakteri grubunun üyesi 

Pseudomonas viridiflava tarafından üretilir (Miller vd., 1998). Genellikle birçok 

çim türünün yapraklarının üstünde ve içinde barınırlar. Alanin, serin, treonin ve 

glisin gibi yaygın aminoasitlerin dıĢında homoserin ve β-hidroksiaspratik asit gibi 

alıĢılmamıĢ aminoasitler de ekomisinlerin yapısında bulunmaktadır. Ekomisinler, 

C. neoformans ve C.albicans gibi insan patojeni funguslara karĢı aktiftirler. Diğer 

bir bitki ile ortak yaĢayan Pseudomonad‘dan elde edilen antifungal bileĢikler 

psödomisinlerdir. Psödomisinler, bitki ve insan patojeni olarak geniĢ bir aralıktaki 

funguslara karĢı aktif bir lipopeptid grubudur. Bu önemli hedef organizmaların 

bazıları C. albicans ve C. Neoformans gibi güçlü funguslar, Ceratocystis ulmi 

(Hollanda karaağaç hastalığı) ve Mycosphaerella fijiensis (muzda siyah Sigatoka 

hastalığı) gibi türleri içeren bitki patojenleridir (Harrison vd.,1991; Ballio 

vd.,1994) 

 

K, L ve M olmak üzere 3 grup melleolid, Armillaria mellea'dan izole edilen 

gram pozitif bakterilerden ekstrakte edilmiĢtir. Bu bileĢik, maya ve funguslar‘a 

karĢı antimikrobiyal etkinlik göstermiĢtir. Daha önce izole edilen melleolid B ve 

D yine Armillaria mellea'dan ekstrakte edimiĢtir (Arnone vd., 1986).  Bir baĢka 

bileĢik olan Armillarik asit gram pozitif bakterilere ve mayaya karĢı belirgin 

inhibisyon aktivitesi sergilediği rapor edilmiĢtir (Obuchi., 1990).  
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Ginkgo biloba L'den izole edilen endofitik fungus Xylaria sp.‘den ekstrakte 

edilen biyoaktif bileĢik 7-amino-4-metilkumarin YX-28, gıda bozulmasına neden 

olan çeĢitli mikroorganizmalara karĢı (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, özellikle de A. hydrophila) etkili olarak bulunmuĢ, bu yüzden gıda 

koruyucusu olarak kullanılması önerilmiĢtir (Liu vd.,2008). 

 

Bir hint tıbbi bitkisinden izole edilen endofitik fungus tarafından üretilen, 

naphthodianthron türevi olan Hiperisin (C30H16O8) ve Emodin (C15H10O5), çeĢitli 

bakterilere (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella enterica ve Escherichia coli) karĢı antimikrobiyal  ve 

hastalık etmeni bazı funguslara (Aspergillus niger ve Candida albicans) karĢı 

antifungal etki göstermiĢtir (Kusari vd., 2011).  

      

Fusarium semitectum'dan ekstrakte edilen, patojenik/mikotoksijenik 

(Alternaria alternate, Aspergillus flayus, Botrytis cinerea, Cladosporum 

cucumerinum, Phoma tracheiphila ve Penicilllium verrucosum) etki gösteren 

fuzapiron ve deoksifuzapiron adı verilen iki alfa piron, antifungal bileĢimleridir 

(Altomare vd.,2000). Candida albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus 

fumigatus, insanlarda hastalığa neden olan baĢlıca patojen funguslardır ve 

tedavileri için endofitik funguslardan izole edilen ekstraktlar kullanılmaktadır. 

Örneğin, amfoterisin B, nistatin ve natamisin gibi antimikotik ilaçlar koksidiodal 

menenjit, kutanöz dermatofitler ve histoplasmoz  gibi mikotik hastalıkların 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan polienlerdir (Gupte vd., 2002; Ġznaga vd., 

2004; Augustine vd., 2005; Gohel vd., 2006). Mikotik hastalıkların kontrolünde, 

ilaç direncinin geliĢmesini engellemek için geniĢ spektrumlu antifungal bileĢikler 

kullanılabilir. 

 

2.6.2. Antiviral metabolit üreten endofitler 

     

Endofitik fungus metabolitlerinin diğer bir kullanım alanı virüslerin 

inhibisyonunu sağlayacak olan biyoaktif bileĢikleri üretmesidir. Ġki yeni insan 
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sitomegalovirus (hCMV) proteaz inhibitörü, sitonik asit A ve B (ġekil 2.7), 

endofitik fungus Cytonaema sp.‘ın katı kültüründen elde edilmiĢtir (Guo 

vd.,2007). 

 

Diğer antiviral metabolit üreten bileĢik, Quercus coccifera'nın 

yapraklarından izole edilen endofitik fungus, insan bağıĢıklık sistemi eksikliğinde 

ortaya çıkan virüsü tip 1 (HIV-1) proteazının güçlü bir inhibitörü olan 

hinnuliquinonu sentezleme yeteneği ortaya çıkarılmıĢtır. Hinnuliquinon, C2-

simetrik bis-indolil kinonun doğal bir ürünü olmakla birlikte HIV-1 proteazının 

vahĢi tipini ve klinik olarak dirençli (A44) bir suĢunu inhibe eden metabolittir. 

Ġnhibitör bağlı HIV-1 proteazının kristalografik analizi, hinnuliquinonun C2 

simetriğinin aktivite için önemini açıklamaya yardımcı olmuĢtur (Singh vd., 

2004). 

 

Endofitik mikroorganizmalardan antiviral aktivite gösteren bileĢiklerin 

bulunması umut verici olmaya baĢlamıĢtır. Virüsün kararsız yapısı ona karĢı 

uygulanacak tedavinin kısıtlı kalmasına sebep olurken, endofitlerin ürettiği 

metabolitler çözüm yollarına ıĢık tutmaktadır. Günümüze kadar bileĢik 

keĢiflerindeki esas kısıtlama muhtemelen tarama programlarında yaygın bir 

antiviral tarama sisteminin olmayıĢıdır. Virülent insan patojenlerine karĢı test 

edilen endofitlerden izole edilmiĢ herhangi bir antiviral bileĢik olmadığı için 

çeĢitli insan patojen virüslerine karĢı etkili olabilecek, potansiyel antiviral 

bileĢiklerin tanımlanması için yoğun bir araĢtırmaya ihtiyaç duyulmaktadır.   

 

                 

                   ġekil 2.7 Bazı antiviral bileĢikler 
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2.6.3. Antioksidan metabolit üreten endofitler 

 

Oksijen güçlü bir oksidan ve solunumda görev alan oldukça iyi bir elektron 

alıcısıdır. Ancak bazı durumlarda oksijen toksik formlara dönüĢebilir. Bu toksik 

formlar hücre bileĢenlerine zarar vererek DNA hasarı, karsinogenez ve hücresel 

dejenerasyon gibi durumlar oluĢturmaktadırlar (Huang vd.,2007; Seifried 

vd.,2007). Oksijenin toksik formlarını (Süperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve 

hidroksil radikali) zararsız formlara dönüĢtürmek için yeni metabolitler 

aranmaktadır. Bu arayıĢ endofitik mikroorganizmaların doğasında üretilen 

metabolitlerin bu amaçla kullanılabileceği yönünde araĢtırmalara sebep olmuĢtur. 

Bu yüzden antioksidan aktiviteye sahip bileĢiklerin önemi, reaktif oksijen 

türlerinin neden olduğu zararlara karĢı oldukça etkili oldukları gerçeğinden 

kaynaklanmaktadır.  

 

Antioksidanlar, kanser, kardiyovasküler hastalık, ateroskleroz, 

hipertansiyon, diyabet, nörodejeneratif hastalıklar (Alzheimer ve Parkinson 

hastalıkları), romatizmal artrit ve yaĢlanma gibi oksijenin toksik formlarının 

bağlantılı hastalıkların önlenmesi ve tedavisi için umut verici bir tedavi yöntemi 

olarak kabul edilmektedir (Valko vd., 2007).  

 

Doğal antioksidanlar yaygın olarak Ģifalı bitkiler, sebze ve meyvelerde 

bulunur. Bununla birlikte, yeni doğal antioksidanların potansiyel bir kaynağı olan 

endofitlerinde metabolik etkileri olduğu bildirilmiĢtir. Örneğin, Pestasin (1,3-

dihidro izobenzofuran) ve izopestasin (izobenzofuran) (ġekil 2.8), Papua Yeni 

Gine de Sepik nehri sistemlerinde yaĢayan çiçekli bitki (combretaceaous) 

Terminalia morobensis’ten izole edilen Pestalotiopsis microspora‘nın kültür 

sıvısından elde edilmiĢ iki bileĢiktir. Ġki bileĢik de antimikrobiyal ve antioksidan 

aktivite göstermektedir. Pestasin‘in antioksidan aktivitesi, yapısındaki C-H 

bağlarının deaktivasyonundan sonra O-H grubunun ayrılmasıdır. Pestasinin 

antioksidan aktivitesi bir vitamin E türevi olan troloks‘tan fazladır. Ġzopestasin ise 

flavonoid türevlerine benzer antioksidan aktivite göstermektedir. Elektron spin 

rezonans spektroskopisi ile yapılan  ölçümler , bileĢiğin süperoksit ve hidroksil 

radikallerini uzaklaĢtırdığını doğrulamıĢtır  (Strobel vd., 2002; Harper vd., 2003). 
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ġekil 2.8 Pestasin ve Ġzopestasin‘in kimyasal yapısı 

 

2.6.4. Antitüberkülotik metabolit üreten endofitler 

 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO), her saat tüberkülozdan 1500 kiĢinin öldüğünü 

ve 50 milyon kiĢiye bulaĢtığını rapor etmiĢtir. Mycobacterium tuberculosis‘in 

varolan ilaçlara karĢı direnç geliĢtirmesi yeni antimikobakteriyal ilaçların 

bulunması gerektiğini göstermiĢtir (WHO, 2008). Dünya, yeni moleküler yapı ve 

çeĢitli insan patojenlerine karĢı biyolojik aktivite içeren modern tıpta yerini almıĢ 

medikal bitkilerin olduğunu fark etmiĢtir. 

Tayland‘ta Garcinia sp. bitkisinden izole edilen endofitik fungus Phomopsis 

sp. metabolitinin M.tuberculosis üzerinde etkili olduğu bulunmuĢtur (Wiyakrutta 

vd., 2004). Bir baĢka çalıĢmada yine aynı bitkiden izole edilen endofitik fungustan  

ekstrakte edilen metabolit Phomoxanthon A ve B (ġekil 2.9) spektroskobik 

yöntemlerle incelenmiĢ ve ikiside xanthon dimeri olarak tanımlanmıĢtır.Bu iki 

bileĢiğin antitüberkülotik etkisinin yanında antimalaryal ve sitotoksik etkisininde 

olduğu bulunmuĢtur (Isaka vd., 2001). 
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ġekil 2.9 Phomoxanthon A ve B‘nin kimyasal yapısı 

 

2.6.5. Ġmmünosüpresif metabolit üreten endofitler 

 

Birçok araĢtırmacının amacı immunosüpresif bileĢikleri üreten endofitleri, 

daha önce çalıĢılmamıĢ yaygın olmayan konak bitkileri ve çevreleri kullanarak 

yeni metabolitler keĢfetmektir. Ġmmünosüpresif ilaçlar, organ nakli yapan 

hastalarda nakledilen doku ya da organı kabul etmeme durumlarını önlemek için 

kullanılmakta ve gelecekte romatoid artrit ve insulin bağlı diyabet gibi otoimmün 

hastalıkların tedavisinde kullanılacaktır (Tenguria vd., 2011). 

Sandoz LTD. Ģirketi, fungusları biyoaktivite yönünden taramak ve 

değerlendirmek için bilgisayar destekli bir program geliĢtirmiĢtir. Bu program 

çalıĢmalarda yaygın olarak bilinen bileĢikler üreten fungusları tarayıp elimine 

etmektedir. Böylece doğrudan yeni biyoaktivitelere sahip muhtemel metabolitler 

üretebilecek nadir türler üzerine yoğunlaĢılmaktadır. Bu yaklaĢım son derece 

yararlı bir immünosupresan olan siklosporin A‘nın  Tolypocladium inflatum‘dan 

elde edilmesini sağlamıĢtır (Borel vd.,1991). 



24 
 

 

ġekil 2.10 Ġmmünosüpresif bileĢiğin kimyasal yapısı 

 

 Kosta Rika tropik ormanlarında yetiĢen Pteromischum sp. bitkisinden izole 

edilen Colletotrichum dematium‘dan Ile, Ser, N-metil-Val benzeri yapıları içeren 

ve beta-amino bütirik asit oranı 3: 2: 1: 1: 1 arasında olan Kollutelin A ekstrakte 

edilmiĢtir. Bu bileĢeni üreten fungus, yeni antimikotik bileĢik üreten türler arasına 

girmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada CD4 (+), T hücresi, Interleukin 2 üretiminin 

aktivasyonu gibi özellikler göstererek siklosporin A ile aynı derecede 

immünsüpresif aktivite göstermiĢtir (Ren vd., 2008). 

 

2.6.6. Antikanser ajanlar üreten endofitler 

 

Dönemin ciddi sayılabilecek düzeyde populasyon yoğunluğunun 

bozulmasına sebep olan ve henüz etkin bir tedavi yöntemi bulanmayan kanser, 

ölümlere sebep olmaya devam etmektedir. Bu yüzden üzerine en çok araĢtırmanın 

yapıldığı ve çözümlerin arandığı bir hastalıktır. 

Bu konuda yapılan en önemli buluĢlardan bir tanesi Paklitaksel‘in keĢfidir. 

Paklitaksel, diterpenik polioksijenli bir pseudoalkoloittir ve baĢta meme kanseri 

olmak üzere birçok kanser türünde baĢarıyla kullanılan bir antitümör ajandır. 

Kanser ilacı olarak çok büyük bir baĢarı gösteren bu bileĢik orijinal olarak Taxus 

brevifolia‘dan (Pasifik porsuk ağacı) izole edilmiĢtir ve Ģimdiye kadar Dünyadaki 

11 farklı Taxus türünde mevcut olduğu saptanmıĢtır (Flores-Bustamante vd., 
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2010). Paklitaksel baĢlangıçta eriĢkin porsuk ağaçlarının kabuklarından 

ekstraksiyonla üretilmiĢ ancak 1980‘lerde ilaca artan ihtiyaç ve olgun ağaç kıtlığı 

nedeniyle diğer alternatif üretim metotları araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır (Suffness 

vd., 1995). Bu çalıĢmalar sırasında T. brevifolia‘dan izole edilen endofitik 

fungusların da paklitaksel ürettikleri saptanmıĢ, daha sonra yapılan detaylı 

araĢtırmalarda ise paklitakselin aslında bir endofit metaboliti olduğu anlaĢılmıĢtır. 

BaĢta Taxus olmak üzere bitkilerden izole edilen 57 fungus 13 bakteri suĢunun 

yarısentetik sıvı besiyerlerindeki fermentasyon sıvılarında paklitaksel ürettikleri 

belirlenmiĢtir (Flores-Bustamante vd., 2010).  

Diğer bir bileĢik, Podofilotoksin, Podophyllum sp.‘den ekstrakte edilen aril 

tetralin lignan grubunda antikanser özelliği gösteren bir bileĢendir. Bu yüzden 

üzerine çalıĢılmıĢ ve baĢka bir endofit olan  Trametes hirsute organizmasından da 

ekstrakte edilmiĢtir (Puri vd.,2006). Podofilotoksin ve analogları klinik açıdan 

oldukça önemli bileĢiklerdir (Kusari vd., 2009; Kour vd., 2008). Daha sonraları 

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 yapılan çalıĢmalarda podofilotoksin üretilmiĢ ve kanser çalıĢmalarında 

kullanılmıĢtır. 

Kamptotesin, ilk önce Çinde Decaisne ağacı (Nyssaceae) olarak kabul 

edilen ve güçlü antineoplastik ajan olan Camptotheca acuminata‘dan ekstrakte 

edilmiĢtir (Wall vd., 1966). Kamptotesin ve 10-hidroksikamptotesin,  kanser 

tedavilerinde aktif olarak kullanılan topotekan ve irinotekan ilaçlarının 

prekürsörleridir (Uma vd., 2008). Ham kamptotesin, sulu ortamda düĢük 

çözünürlükte ve yüksek toksititededir. Bununla birlikte, bazı kamptotesin türevleri 

tıbbi özellikler ve gösterilen faydalar bakımından korunmuĢtur  (Li vd.,2006). 

Mikrobiyal antikanser özellik gösteren bileĢen olan  kamptotesin ve iki analoğu 

(9-metoksikamptotesin ve 10-hidroksikamptotesin) Camptotheca acuminata‘dan 

izole edilen Fusarium solani‘den elde edilmiĢtir (Ciddi vd., 2000; Kusari vd., 

2009). 
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2.6.7. Ġnsektisidal metabolit üreten endofitler 

 

Dünya, haĢareyle mücadelede sentetik böcek öldürücülerin çevreye verdiği 

zarardan dolayı; yeni seçici, güvenilir ve güçlü metabolitleri kullanarak tedbir 

almak istemektedir. Bu doğal ürünler, bu sayede hem verilen ekolojik zarardan 

kurtaracak hemde böceklere karĢı koruma sağlamıĢ olacaktır. Keklik üzümünden 

(Gaultheria procumbens) izole edilen endofitik fungusun ladin kurtçuk larvaları 

(Choristoneura fumiferana)  üzerinde toksik etki gösterdiği gözlenmiĢtir. Bu 

bileĢiğin 5-hidroksi-2-(1‘-hidroksi-5‘-metil-4‘-hekzenil) benzofuran ve 5-

hidroksi-2-(1‘-okso-5‘-metil-4‘-hekzenil) benzofuran olduğu tanımlanmıĢtır 

(Findlay vd., 1997 a ve b). 

 

Murraya paniculata (Rutaceae) yapraklarından izole edilen diğer bir endofit 

Eupenicillium spp. majör bileĢik olarak spirokuinazolin alkaloidlerin türevi olan;  

alanditripinon, alantrifenon, alantripinen ve alantriyonon üretmektedir. Bu 

bileĢenler geniĢ bir Ģekilde insekt kovucu olarak kullanılmaktadır (Fabio 

vd.,2005).  
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Çizelge 2.1. Endofitik mikroorganizmalardan izole edilen biyoaktif metabolitler 

 

 

 

2.7. Endemik ve Etnobotanik 

 

Hastalıkları iyileĢtirmede bitkiler ve onların ürettiği metabolitlerin 

kullanımı, halkın ve geleneksel tıbbın bir parçası olarak kabul edilmektedir. 

Yüzyıllar boyunca, Ģifalı bitkilerle yapılan tedaviler günümüz için kaynak 

oluĢturmuĢtur. Günümüzde bitkiler hala geleneksel tıpta birçok hastalığın 

tedavisinde, hafifletilmesinde veya önlenmesinde kullanılmaktadır (Gasparetto 

vd., 2011). Hastalıkları iyileĢtirmek ve fiziksel hasarlardan kurtulmak için 
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bitkilerin kullanılması insanlık tarihinin en erken zamanlarından itibaren 

baĢlamıĢtır (Hill., 1989). 

Etnobotanik, insanlarla bitkiler arasındaki iliĢkinin incelenmesi olarak 

tanımlanır ve bitkilerin yerli halk tarafından kullanımlarını inceler. Diğer bir 

deyiĢle, kültürel antropoloji ile botanik arasındaki ilaç, beslenme, doğal kaynaklar 

gibi kullanım alanlarını araĢtıran bir alandır (Diksha ve Amla, 2011). Genel olarak 

etnobotanik, yerli kültürün gıda, ilaç, ritüel, ev eĢyaları, müzik aletleri, çayır 

ağaçları, zirai ilaçlar, giysiler, barınak ve diğer amaçlar için kullanılan bitkilerin 

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

Endemik, alanları belirli bir ülke veya bölgeye ait, yerel, ender bulunan 

türler olarak tanımlanmaktadır. Latince endemos (indigenous) kelimesinden gelir 

ve ―yerli‖ anlamında kullanılmaktadır. Sıcak iklim kuĢağında yer alan Türkiye, 

bitki çeĢitliliği ile birçok ülkeden ayrılmaktadır. Dolayısıyla Türkiye endemik 

bitkiler açısından dünyanın önemli ülkelerinden biridir. Yurdumuzun hudutları 

içinde doğal olarak yetiĢtiği halde baĢka hiçbir yerde yetiĢmeyen, diğer bir deyiĢle 

dünyada sadece ülkemizde yetiĢen bitkiler Türkiye endemikleri olarak adlandırılır. 

Ülkemizde endemizim oranı %34 civarındadır. Tüm Avrupa kıtasında 12500 açık 

ve kapalı tohumlu bitki türü varken, sadece Anadolu‘da bu sayıya yakın 

(11.000‘in üzerinde) tür olduğu bilinmektedir. Bunların yaklaĢık üçte biri ise 

Türkiye‘ye özgü endemik türlerdir (Erik ve Tarıkahya., 2004). Bu endemik 

bitkiler Ülkemiz biyoçeĢitliliğinin önemli bir kısmını oluĢturmaktadır. ÇalıĢılması 

planlanan Ġzmir bölgesi (Bozdağ, Nif dağı, Mahmut dağı, Gümüldür-Tahtalı) ise 

Dünya‘daki koruma öncelikli biyoçeĢitlilik sıcak noktaları içinde yer almaktadır 

(Myers vd., 2000). Botanikçiler tarafından yapılan taramalarda Ġzmir bölgesinde 

21 Familyaya ait toplam 113 endemik bitki olduğu ve bunların 21 tanesinin ise 

alana özgü oldukları belirlenmiĢtir. Buradan hareketle, Ülkemizin 

biyoçeĢitliliğinin değerlendirilmesi ve baĢka bir yerde bulunamayacak bitki-

mikroorganizma etkileĢimleri sonucunda üretilen yeni aktif bileĢiklerin keĢfi için 

bu bitkilerin endofitlerinin ürettiği biyoaktif metabolitlerinin keĢfedilmesi 

hedeflenmiĢtir.  
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2.8. Bitki seçimi 

 

Etnobotanik geçmiĢe sahip bitkiler, endofit izolasyonunda yeni 

metabolitlerin keĢfi için çalıĢmalara ıĢık tutmaktadır. Bu bitkilerin ürettiği 

metabolitlerin hangi Ģartlar altında yaĢayan bitkiler olduğunu gözlemlemek ve 

seçim yapabilmek oldukça önem arz etmektedir. 

Endofit izolasyonu ve doğal ürün keĢfi için toplanan her bir bitki için 

spesifik yöntemler kullanılır. Bitki seçim stratejilerini belirleyen birkaç teori 

vardır (Kharwar ve Strobel, 2011; Yu vd., 2010);  

 EĢsiz çevresel ortamlarda bulunan, özellikle de sıra dıĢı biyolojiye ve 

hayatta kalmak için yeni stratejilere sahip olan bitkiler çalıĢma için 

seçilmelidir. Bu tarz çevrelerde bitkilerin yaĢama gücünün, dokuları 

içinde barındırdığı endofitlerden kaynaklandığı düĢünülebilmektedir. 

 Spesifik bir kullanım alanı, uygulaması veya etnobotanik bir tarihçesi olan 

bitkiler tercih edilmelidir. Bu bitkiler çalıĢılanbölgedeki yerli insanlarla 

görüĢerek ya da yerli kaynaklar incelenerek bulunabilir. Bu yaklaĢım aynı 

zamanda ortak araĢtırma programı bünyesinde yardımları belgelemek 

suretiyle yerli ve kabilelerin de yararınadır. Bilimsel açıdan yerel halkı 

bilgilendirmenin yanı sıra, bilim adamları baĢvurdukları kaynaklara ve 

yerel halka gereken önemi vermelidirler. Eninde sonunda belki botanik 

kaynağın iyileĢtirme gücünün bitkinin doğal ürünlerinden değil de bitkide 

var olan endofitlerden olduğu ortaya çıkabilmektedir.  

 Endemik bitkiler, alıĢılmadık yaĢam süresine sahip olan, çok uzun süredir 

varlığını sürdüren relikt endemik bitkiler seçilmelidir. Gondwanaland gibi 

antik olduğu kesin olan topraklarda yaĢayan bitkilerin aktif doğal bileĢik 

üreten endofit bulundurma ihtimali diğer bitkilere göre daha fazladır. 

 Yüksek biyoçeĢitliliğe sahip bölgelerde yetiĢen bitkilerin geniĢ 

biyoçeĢitliliğe sahip endofitleri barındırması muhtemeldir. Dolayısıyla, 

dünyadaki en büyük çeĢitliliğe sahip tropikal yağmur ormanları endofitler 

için ev sahipliği yapmaktadır.  

 Belirti olmadan patojenler tarafından enfekte edilmiĢ endofit içeren 

bitkiler, diğer bitkilere göre antimikrobiyal aktivite taĢıyan metabolitler 

bakımından daha büyük potansiyele sahip olabilmektedir. 

 

Bu özellikler bakımından incelendiğinde doğru bölgede yaĢayan konukçu 

bitkilerin seçimi, endofitlerin varlığı ve ürettikleri metabolitlerin oluĢumu aynı 
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zamanda tıbbi, zirai ve endüstriyel açıdan sağladığı yararlar hakkında bilgi 

toplanmasına yardımcı olmaktadır. 

 

2.8.1. Endemik bitki seçimi  

 

Dianthus L., Akdeniz Bölgesi'nde ve Orta Doğu'da dağılım gösteren  

dünyadaki yaklaĢık 300 türden oluĢan Caryophyllaceae familyasına ait bir 

genustur (Davis.,1999). Genellikle bu genus yabani otlar gibi büyür ancak süs 

bitkisi gibi yetiĢen türleride vardır. Türkiye'de, özellikle Batı Anadolu'da 67 türü 

bulunmaktadır ve bunlardan 42 türü endemiktir. Dianthus erinaceus Boiss. var. 

erinaceus, yalnızca Türkiye‘nin batısında; Manisa (spil) Dağı, Manisa - Kırkağaç 

- Bakır - Sarı kaya tepesi, Ġzmir/KemalpaĢa (Nif) ve Mahmut Dağlarında yetiĢen 

çok yıllık bir endemik bitkidir (Davis.,1967). 

 

 

ġekil 2.11 Populasyonların Türkiye‘deki dağılımı 

 

Birçok Dianthus türü binlerce yıldır Çin, Ġran ve Moğolistan'da tıbbi olarak 

enfeksiyonlarla mücadele etmek için kullanılmıĢtır. Aynı zamanda bazı Dianthus 

türleri geleneksel tıp dıĢında tarımsal alanlarda da kullanılmaktadır (Davis., 1967; 

Bonjar., 2004; Mansouri., 1999). Önceki fitokimyasal ve çeĢitli aktivite 

çalıĢmalarında, Dianthus türlerinden izole edilmiĢ doğal bileĢiklerin ve ham 

bitkinin ürettiği metabolitlerin, antimikrobiyal (Bonjar., 2004), antifungal 

(Galeotti vd., 2008), antioksidan (Durucasu vd., 2009), antihepatotoksik, analjezik 

(Hikino vd., 1984), diüretik (Hsieh vd., 2004), proliferatif (hücrelerin çoğalmasını 

sitümüle eden) (Tong vd., 2012) ve dermatolojik (Mansouri., 1999) olarak 

etkilerinin olduğu görülmüĢtür. Antimikrobiyal etkisi yakından incelendiğinde 

Dianthus caryophyllus’un ürettiği metabolitlerin, Micrococcus luteus dıĢındaki 

Escherichia coli ve Pseudomonas aureginosa gibi güçlü gram negatiflere, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae gibi hastanelerde ciddi enfeksiyonlara 
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sebep olan gram pozitif bakterilere karĢı oldukça aktif olduğu gözlenmiĢtir 

(Bonjar.,2004). 

    

Dianthus türlerinin fitokimyasal incelemeleri yapıldığında bu cinslere ait 

bitkilerin zengin triterpenoid saponin kaynağı olduğu görülmüĢtür. Bu bileĢenin, 

membranolitik özelliği nedeniyle  Dianthus genusuna ait türlerin antibakteriyal 

özelliği olduğu düĢünülmektedir (Chen vd., 2010; Koike vd., 1994; Nakano vd., 

2011; Oshima vd.,  1984a,b,c). Mutlu ve arkadaĢları‘nın Dianthus erinaceus Boiss 

var. erinaceus üzerine yaptığı fitokimyasal analizde, K ve L (1, 2) olarak 

adlandırılan olean tipi iskelet içeren dienositler, iki yeni triterpenoid saponinin ve 

bunun yanında bilinen altı triterpenoid saponin bulunmuĢtur. Bu metabolitler, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Klebsiella 

pneumoniae,  Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis  ve 

Candida  albicans  gibi birçok test mikroorganizmasına karĢı denenmiĢ ve bazı 

gram pozitif bakterilere karĢı etkili olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca yapılan farklı 

izolasyon çalıĢmalarında Dianthus türünden, flavonidler (Obmann vd., 2012), 

piklen tipi glikozitler (Plouvier vd., 1986), makrosiklik antosiyaninler (Nakayama 

vd., 2000) ve siklopeptitler (Tong vd., 2012) bulunmuĢtur.  

 

D. erinaceus var. erinaceus bitkisi yok olma tehlikesi taĢıyan bir taksondur. 

YayılıĢ alanları parçalanmıĢ ve dört ayrı populasyon halinde bulundukları 

saptanmıĢtır. Populasyonlar arasındaki kopukluk çeĢitlilik açısından olumsuzluk 

teĢkil etmektedir. Bundan dolayı konumlandığı alanlarda populasyonunda 

devamlılığın sağlanması çok güç olmaktadır. Bitkinin dikenli yapısı onu 

dıĢarıdaki tüketici canlılara karĢı korusada, fiziksel ve çevresel Ģartlara karĢı 

bitkinin yaĢam mücadelisine endofitik mikroorganizmalar ve onların ürettiği 

metabolitler destek vermektedir. 
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ġekil 2.12 Dianthus erinaceus (Ersöz, 2006) 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bitki örnekleri 

 

D. erinaceus örnekleri Doç. Dr. Serdar Gökhan ġENOL tarafından yapılan 

arazi çalıĢmasıyla tolannmıĢtır. Seçilen bitki arazide belirlendikten ve 

tanımlandıktan sonra pozisyonları GPS yardımıyla kaydedilerek 2 adet tam bitki 

örneği aynı gün içinde laboratuvara getirilmiĢtir. Laboratuvara getirilen örnekler 

en kısa sürede analize alınmıĢtır (Strobel vd., 1996; Stinson vd., 2003). 

3.1.2. Kullanılan Besiyerleri 

Aktinomiset Ġzolasyon Agar (AIO), 

                                                               g/litre 

Aktinomiset ĠzolasyonAgar (Difco)         22.0 

Gliserol                                                       5.0 

pH 7.0 

 

Yukarıda belirtilen bileĢenler, distile suda çözündükten sonra otoklavda 

121°C‘ de 15 dakika steril edilmiĢtir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C‘ye 

kadar soğutulmuĢ ve filtre ile steril edilmiĢ nistatin (100 IU/ml, antifungal) ve 

nalidiksik asit (20 μg/ml, antibakteriyel) olacak Ģekilde eklenerek aseptik koĢullar 

altında steril petri kaplarına paylaĢtırılmıĢtır (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu 

besiyeri endofitik aktinobakterilerin izolasyonu için kullanılmıĢtır. 

 

NiĢasta kazein nitrat agar (SCNA) 

                                                            g/litre 

Çözünür niĢasta                                     10.0 

KNO3                                                      2.0 

K2HPO4                                                                             2.0 

NaCl           2.0 

Kazein                      0.3 
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MgSO4·7H2O                                        0.05 

CaCO3        0.02 

FeSO4·7H2O                                         0.01 

Agar        18.0 

pH 7.2 

 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‗ye kadar 

soğutulmuĢ ve filtre ile steril edilmiĢ nistatin (100 IU/ml, antifungal) ve nalidiksik 

asit (20 μg/ml, antibakteriyel) olacak Ģekilde eklenerek aseptik koĢullar altında 

steril petri kaplarına paylaĢtırılmıĢtır (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri 

endofitik aktinobakterilerin izolasyonu için kullanılmıĢtır. 

 

 Patates Dekstroz Agar (PDA) 

                                                             g/litre 

Patates Dekstroz Agar(Merck)             39.0 

pH 7.2 

 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir.Sterilizasyondan sonra besiyeri ,50-55 °C ‗ye kadar 

soğutulmuĢ ve filtre ile steril edilmiĢ kloramfenikol (50 µg/ml ,antibakteriyel) 

eklenmiĢtir (Kusari vd., 2008). Bu besiyeri endofitik fungusların izolasyonu için 

kullanılmıĢtır. 

 

 Malt EkstraktAgar (MEA) 

 

                                                         g/litre 

Malt Ekstrakt Agar (LabM)              50.0 

pH 7.2 
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Besiyeri bileĢenleri,distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir.Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‗ye kadar 

soğutulmuĢ ve filtre ile steril edilmiĢ kloramfenikol (50 µg/ml ,antibakteriyel) 

eklenmiĢtir (Kusari vd., 2008). Bu besiyerleri endofitik fungusların izolasyonu 

için kullanılmıĢtır. 

  

Rose Bengal KloramfenikolAgar (RBKA) 

                                                           g/litre 

Rose Bengal Agar(Merck)                  32.2 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir. Bu besiyerleri endofitik fungusların izolasyonu için 

kullanılmıĢtır. 

 Triptic Soy Agar (TSA) 

                                                   g/litre 

Triptic Soy Agar(LabM)               37.2 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, 50-55 °C ‗ye kadar 

soğutulmuĢ ve filtre ile steril edilmiĢnistatin (100 IU/ml, antifungal) eklenmiĢtir 

(Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri endofitik bakterilerin izolasyonu için 

kullanılmıĢtır. 

 

Triptic Soy Broth (TSB) 

                                                   g/litre 

Triptic Soy Broth(Merck)               30.0 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri ortam 

sterilizasyonunun kontrolü ve fermentasyon için kullanılmıĢtır. 
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Malt Ekstrakt Broth (MEB) 

                                                      g/litre 

Malt Ekstrakt Broth (Merck)          17.0 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir. (Kaewkla ve Franco, 2013). Bu besiyeri ortam 

sterilizasyonunun kontrolü ve fermentasyon için kullanılmıĢtır. 

 

Luria Broth (LB) 

                                           g/litre 

Luria Broth (Difco)               25.0 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleri, distile suda çözündükten sonra otoklavda 121°C‘ de 15 

dakika steril edilmiĢtir. Bu besiyeri DNA izolasyonu için (hangi) izolatların 

büyütülmesinde kullanılmıĢtır (Atlas, 2004). 

 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

                                                            g/litre 

Sabouraud Dextrose Agar (Merck)          30.0 

pH 7.2 

Besiyeri bileĢenleriYukarıda, distile suda çözündükten sonra otoklavda 

121°C‘ de 15 dakika steril edilmiĢtir. Bu besiyeri, antimikrobiyal aktivitenin 

belirlenmesinde test fungusları için kullanılmıĢtır (Atlas, 2004). 

 

Mueller Hinton Agar (MHA) 

                                           g/litre 

Mueller hinton agar(Lab)        38.0 

pH 7.2 
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Besiyeri bileĢenleriYukarıda, distile suda çözündükten sonra otoklavda 

121°C‘ de 15 dakika steril edilmiĢtir. Bu besiyeri, antimikrobiyal aktivitenin 

belirlenmesinde test bakterileri için kullanılmıĢtır (Atlas, 2004). 

 

Mueller Hinton Broth (MHB) 

                                                g/litre 

Mueller Hinton Broth (Merck)    21.0 

pH  7.2 

Besiyeri bileĢenleriYukarıda, distile suda çözündükten sonra otoklavda 

121°C‘ de 15 dakika steril edilmiĢtir. Bu ortam denemelerdeki test 

organizmalarının aktifleĢtirilmesinde kullanılmıĢtır (Atlas, 2004). 

 

3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Tamponlar 

 

Nalidiksik asit  

0.4 mg nalidiksit asit (Sigma) 20 ml distile suda çözündürülüp 0.22 µm por 

çaplı Ģırınga filtreler ile steril edilerek - 20ᵒC‘de stoklanmıĢtır. Ġzolasyon 

petrilerinde, Gram negatif bakterileri baskılamak için 20 μg/ml final 

konsantrasyonunda olacak Ģekilde 100 ml ortama 1000 µl eklenerek kullanılmıĢtır 

(Kaewkla ve Franco, 2013). 

Nistatin 

0.4 mg nistatin (Sigma) 20 ml etanolle çözündürülerek 0.22 µm por çaplı 

Ģırınga filtreler ile steril edilerek -20ᵒC‘de stoklanmıĢtır. Ġzolasyon petrilerinde, 

fungal büyümeyi baskılamak için 100 IU/ml final konsantrasyonunda olacak 

Ģekilde 100 ml ortama 1000 µl eklenerek kullanılmıĢtır (Kaewkla ve Franco, 

2013). 

Kloramfenikol 

1 mg kloramfenikol (Sigma) 20 ml distile suda çözündürülüp 0.22 µm por 

çaplı Ģırınga filtreler ile steril edilerek -20ᵒC‘de stoklanmıĢtır. Ġzolasyon 

petrilerinde, bakterileri baskılamak için 50 μg/ml final konsantrasyonunda olacak 

Ģekilde 100 ml ortama 1000 µl eklenerek kullanılmıĢtır (Kusari vd., 2008). 
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Fizyolojik Tuzlu Su 

NaCl                    %0.85 

Bu bileĢen, test organizmalarının ayarlanmasında kullanılmıĢtır. 

Lizis Tamponu 

EDTA (Sigma) pH8.0                  60 mM 

NaCl (Sigma)                            150 mM 

SDS (Sigma)                                     %1 

Tris-HCl (Sigma) pH 8.0              400mM 

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

Potasyum Asetat Tamponu 

5M potasyum asetat (Sigma)       60 mM 

Glisial asetik asit (Sigma)           11.5 ml 

Distile su                                   28.5 ml 

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

Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE) (5xL) 

Trismabase (Sigma)                    54.0 g 

Borik asit (Sigma)                      27.5 g 

0.5M EDTA (Sigma)                  20.0 ml 

pH 8.0 

Bu tampon , agaroz jel elektroforezinde DNA ve PZR ürünlerinin yürütülmesinde 

kullanılmıĢtır (Liu vd., 2000). 

Ġzopropil alkol 

%70’lik etanol (v/v)  

Ultra saf su  

Agaroz (Sigma) 

dNTP (100mM, Fermantas) 

GelRed (nükleik asit jel boyası, Biotium) 

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

GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder, Fermantas) 
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PZR reaksiyon tamponu (Fermantas) 

Taq DNA Polimeraz (500U Fermantas) 

 

3.1.4. Test Organizmaları 

Escherichia coli O157H7 

Staphylococcusaureus ATCC43300: metisilin dirençli 

Enterococcus faecium DSMZ 13590: vankomisin dirençli 

Pseudomonasaureginosa ATCC 27853 

Bacillus cereus ATCC 10876 

Candida albicans DSMZ 5817  

 

3.1.5. PZR reaksiyonunda kullanılan primerler 

PZR reaksiyonunda kullanılan primerler çizelge 3.1‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1 PZR reaksiyonunda kullanılan primerler  

 

 

Primer 

Adı 

 

Primer Dizisi 

Beklenen 

Amplikon 

Uzunluğu 

(bç) 

 

Kaynak 

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 

Cmd6 5‘-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3‘ 580 Hong vd.,1996 



40 
 

3.1.6. Denemelerde kullanılan cihazlar 

Çalkalamalı Ġnkübatör (Zhicheng/ZHWY-2112B) 

Elektroforez Tankı ve Güç Kaynağı (Consort/EV 243) 

Etüv (Heraeus, Wisecube) 

Hassas Terazi (OHAUS Adventurer/ AR 3130) 

Mikroskop (Olympus) 

Nanodrop Cihazı (Thermo/Nanodrop2000) 

PZR Cihazı (Corbett Research PCR Thermal Cycler) 

Rotary Evaporatör (Heidolph Laborota/ 4001) 

UV lamba (Spectroline ENF-260C/FE) 

Vorteks (IKA Yellow/Line TTS-2) 

 

3.2. Metot 

 

3.2.1.Bitki örneği 

Dianthus erinaceus bitkisi öncelikle steril bistturi yardımıyla kök, gövde, 

yaprak ve çiçek parçalarına ayrılmıĢtır. Bu parçalar bitki yüzeyindeki kontamine 

mikroorganizmaları elimine etmek için %70‘lik etanol ile yıkanarak, %3‘lük 

sodyum hipoklrit (NaOCl) içerisinde 5 dakika bekletilmiĢtir. Daha sonra 

örneklerin yüzeyleri 3‘er kez aleve tutulmuĢtur (Strobel vd., 1996). Örnekler son 

olarak steril distile su ile iki kere çalkalanarak, bu son çalkalama suyu yüzey 

sterilitesinin kontrolü olarak kullanılmıĢtır. Yüzey sterilizasyon iĢlemlerinden 

sonra örnekler steril laminair kabinde yüzeyleri kuruyana kadar bekletilmiĢtir. 

Daha sonra steril bir bisturi yardımıyla dıĢ dokular uzaklaĢtırılarak iç dokular ince 

kesitler alınacak Ģekilde kesilerek izolasyon besiyerlerine 1-2 cm küçüklüğünde 

ince parçalar halinde konulmuĢtur. Aynı zamanda izolasyon besiyerlerinden ikiĢer 

petriye ve sıvı ortamlara son çalkalama suyundan da 1‘er ml ekim yapılarak 

inkübasyona kaldırılıp inkübasyon sonunda mikrobiyal geliĢme gözlenmemesi ile 

örneklerin dıĢ yüzeylerinin steril edilmiĢ olduğu doğrulanmıĢtır.  

 



41 
 

    

ġekil 3.1 Yüzey sterilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ bitki kökleri 

 

3.2.2. Endofitik mikroorganizmaların izolasyonu 

 

Laboratuvara getirilen bitki örneği 24 saat içerisinde analize alınmıĢtır. 

Bitkiye ait kök, gövde ve yaprak örneklerinin iç dokularından petri baĢına 5‘er 

tane olmak üzere en az 15 parça inkübasyona bırakılmıĢtır. Besiyerleri 

inkübasyon süresi boyunca nem seviyesini koruması için steril ıslak kağıt havlular 

içeren kapalı plastik kutularda 27C‘ta 8-10 hafta boyunca inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Streptomyces dıĢındaki diğer aktinobakterileri de izole edebilmek 

için petriler koloni geliĢimi bakımından her gün kontrol edilerek 8 hafta boyunca 

inkübasyonda tutulmuĢtur.  

Endofitik fungusların izolasyonu için üç farklı besiyeri  (PDA, MEA, 

RBKA), endofitik aktinobakterilerin izolasyonu için iki farklı besiyeri (AĠA, 

SCNA), endofitik bakterilerin izolasyonu için TSA kullanılmıĢtır. Belirlenen 

inkübasyon sürelerinden sonra petrilerde geliĢen bakteri , aktinobakteri ve fungus 

suĢları saf halde %15 gliserol içeren uygun sıvı besiyerlerinde 2‘Ģer kopya halinde 

kodlanarak stok kültür olarak saklanmıĢtır (Wardecki vd., 2015). 
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ġekil 3.2 Ġzolasyon petrilerinde bakteriyal ve fungal oluĢumlar 

 

3.2.3. Ġzotlatların saflaĢtırılması 

Ġzolasyon petrilerinde gözlenen fungus ve bakteri kolonileri, öze yardımıyla 

alınıp izole edildikleri besiyerlerinde çizgi ekim yöntemiyle saflaĢtırılmıĢ ve bu 

iĢleme saf koloniler elde edilene kadar devam edilmiĢtir (Ensign,1992). 
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3.2.4.  Ġzolatların mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

3.2.4.1. Bakterilerin mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

Bakteri izolatları TSA besiyerinde aktive edildikten sonra Gram boyama, 

endospor boyama ve morfoloji tespit iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Gram boyama yöntemi 

Gram boyama yöntemi aĢağıdaki prosedür ile gerçekleĢtirilmiĢtir; 

- Temiz bir lama bir damla su ve steril bir öze ile bakteri kültüründen ilave 

edilmiĢ ve lam üzerine kültür yayılmıĢtır. 

- Bakteriyel film öncelikle havada kurutulmuĢ, ardından bakteriyel film üstte 

kalacak Ģekilde 2-3 kere aleve tutularak fiksasyonu sağlanmıĢtır. 

- Hazırlanan preparata sırasıyla kristal viole (1dk), iyodur çözeltisi (1dk), alkol 

(6sn) ve safranin (30sn) uygulanmıĢtır. Her bir boya muamelesinden sonra fazla 

boya su ile akıtılmıĢ ve daha sonra kurutma kağıdı ile hafifçe kurulanmıĢtır. 

- Boyama sonucu hücreler mikroskop altında incelenmiĢtir (Claus, 1992). 

Endospor boyama yöntemi  

- TSA besiyerinde 24 saat boyunca büyütülen bakteri izolatı öze yardımıyla temiz 

bir lam üzerine alınır.  

- Lama bir damla su ve steril bir öze ile bakteri kültüründen ilave edilmiĢ ve lam 

üzerine kültür yayılmıĢtır. 

- Bakteriyel film öncelikle havada kurutulmuĢ, ardından bakteriyel film üstte 

kalacak Ģekilde 2-3 kere aleve tutularak fiksasyonu sağlanmıĢtır. 

- MalaĢit yeĢili (% 5) solusyonu ile, alttan ısıtılarak, 5 dakika boyanır. 

Su ile yıkanır. Safranin (%0,5) ile 30 saniye boyanır. 

Su ile yıkanır, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir 

- Sporlar yeĢil ve vejetatif hücre ise kırmızı renkte görülürler (Malathi and 

Suneetha ,2015). 
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3.2.4.2. Fungusların mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

Elde edilen fungusların fenotipik özelliklerinin belirlenmesi için Patatose 

Dekstroz Agar, Malt ekstrakt Agar (MEA) bes yerler ne üç nokta Ģekl nde ek m 

yapılmıĢtır ve 25°C   de 7 gün boyunca  nkübasyona bırakılmıĢtır. M kroskobik 

özellikleri belirlemek için laktofenol cotton mavisi çözeltisi yardımıyla ıĢık 

mikroskobunda inceleme yapılmıĢtır  

- Temiz bir lama bir damla su ve steril bir öze ile fungus kültüründen ilave 

edilmiĢ, laktofenol cotton mavisi çözeltisi ve kültür süspanse edilerek lam üzerine 

yayılmıĢtır. 

- Daha sonra üzerine lamel kapatılarak mikroskop altında incelenmiĢtir. (Samson 

vd., 2007; Klich,2002). 

 

3.2.5. Ġzolatların saklanması 

Stok kültürlerin hazırlanması 

Funguslar için PDA, bakteriler için TSA besiyerleri kullanılarak tüplerde 

hazırlanan yatık besiyerlerine inoküle edilen funguslar ve bakteriler inkübasyona 

(fungus için 27C‘ta 5-7 gün, bakteri için 27C‘ta 24 saat) bırakılmıĢtır. Yeterli 

büyüme gözlemlendikten sonra tüpler +4C soğuk odada muhafaza edilmiĢtir.  

3.2.6. Ġzolatların kültürel karakteristikleri 

Elde edilen bakteriyal izolatların kültürel karakteristiklerini belirlemek için 

çeĢitli biyokimyasal testler yapılmıĢtır. 

3.2.6.1. Katalaz testi 

TSA besiyerinde 24 saat boyunca geliĢtirilen endofit bakteri kültürlerinden 

öze ile örnek alınarak distile su ile temiz bir lam üzerinde süspanse edilmiĢtir. 

Bunun üzerine %30‘luk H2O2 ilave edilerek karıĢtırılmıĢtır. Hava kabarcıkları 

testin pozitif olduğunu göstermiĢtir (Holding ve Collee, 1971). 

3.2.6.2. Oksidaz testi 

Bakteri kültürleri TSA besiyerinde 37°C‘de 24 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun ardından, oluĢan kolonilerin üzerine % 1‘lik tetrametil-p-

fenilendiamin okzalat ve % 1‘lik etanol içinde hazırlanmıĢ α-naftol çözeltilerinin 
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her birinden birkaç damla ilave edilmiĢtir. Mavi renk oluĢumu pozitif sonuç 

olarak değerlendirilmiĢtir (Holding ve Collee, 1971). 

3.2.6.3. Hareketlilik testi 

Dik TSA tübüne bakteri kültürleri uygun koĢullarda öze 90°lik açı olacak 

Ģekilde ekilmiĢtir.24 saat sonunda ortam incelenmiĢtir. Öze çizgisinin kenarında 

yayılım olması pozitif sonuç olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.7.  Endofitik izolatların moleküler karakterizasyonu 

3.2.7.1. DNA izolasyonu 

Ġzole edilen bakteri ve aktinobakterilerden genomik DNA izolasyonu, Liu 

ve arkadaĢları (2000) tarafından önerilen yöntem modifiye edilerek 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. LB broth'da bakteri ve aktinobakteri hücreleri 27°C'de 24 saat inkübe 

edilmiĢtir. 

2.  Sıvı besiyerinde bir gece büyütülen kültürler steril ependorf tüpüne aktarılmıĢ, 

7000g'de 5 dakika santrifüjlenerek hücreler çöktürülmüĢ ve daha sonra 

süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

3.  Pellet üzerine 500 µl lizis tamponu ilave edilmiĢ ve karıĢım homojen olana dek 

karıĢtırılmıĢtır. 

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

ilave edilmiĢ ve karıĢım homojen olana dek karıĢtırılmıĢtır. 

5.  KarıĢım 12000 g'de 4°C'de 5 dakika santrifüjlenmiĢ ve süpernatant yeni, steril 

bir ependorf tüpüne aktarılmıĢtır. 

6.  Yeni tüpe aktarılan sıvının üzerine eĢit hacimde izopropil alkol ilave edilmiĢ ve 

homojen karıĢım sağlanana dek karıĢtırılmıĢtır. 

7. KarıĢım 11000 g'de 4°C'de 2 dakika santrifüjlenmiĢ ve süpernatant 

uzaklaĢtırılmıĢtır. 

8.  Örnekler üzerine 300 µl %70'lik soğuk etanol ilave edilmiĢ, 10000 g'de 4°C'de 

1 dakika santrifüjlenmiĢ ve etanol uçana kadar beklenilmiĢtir. 
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9. Etanol uçtuktan sonra örnekler, 50 µl ultra saf suda süspanse edilmiĢ ve 

kullanılan kadar -20°C'de saklanmıĢtır. 

 

Funguslardan DNA izolasyonu: 

 

1. Malt Ekstrakt Broth‘da 7 gün 45°C 150 rpm‘de büyütülen funguslar 

santrifüjlenerek üst sıvısı uzaklaĢtırılmıĢ ve pelletleri toplanmıĢtır. Pelletler 

dondurulmuĢ ve -30°C‘da saklanmıĢtır.  

2. Bir miktar pellet temiz ependorf tüplerine alınmıĢ, 65°C ısı ile Ģok uygulaması 

yapılmıĢtır. Bu iĢlem iki kez tekrar etmiĢtir. 

3. Örneklerin üzerine 500 µl lizis buffer eklenmiĢtir. Ardından 65°C‘de su 

banyosunda 15 dakika inkübe edilmiĢtir. 

4. Ġnkübasyon sonrası 150 µl Potasyum asetat ilave edilmiĢtir ve 12000 rpm de 

+4 °C‘de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Supernatant kısmı yeni bir sterilependorfa 

aktarılmıĢtır. 

5. Supernatant miktarı kadar eĢit hacimde (500 µl + 500 µl) isopropil alkol ilave 

edilmiĢ ve vorteks ile homojenizasyonu sağlanmıĢtır. Ardından 11000rpm de 

1dakika santrifüj edilmiĢtir. 

6.Supernatant kısmı döküldükten sonra pellet üzerine 300 µl %70lik soğuk 

etanol ilave edilmiĢ ve 10000 rpm de 1dakika santrifüj edilmiĢtir. 

7. Supernatant kısmı döküldükten sonra etanolün uçması için bir süre 

beklenmiĢtir. Hızlı sonuç almak için 37 ºC‘de 24saat bekletilmiĢtir. 

8. Ġzolatların her birine 50 µl ultra saf su ilave edilmiĢ ve -20° C‘ta saklanmıĢtır. 

 

Elde edilen genomik DNA'ların bütünlüklerini kontrol etmek için agaroz jel 

elektroforezinde yürütülmüĢtür. Agaroz jel elektroforezi, 1.5µl/100ml GelRed ve 

%1,2 agaroz içeren jelde gerçekleĢtirilmiĢtir. Jel hazırlanmasında ve 

elektroforezde TBE tamponu kullanılmıĢ, 3µl DNA solüsyonu, 1 µl yükleme 

solüsyonu, 2 µl steril saf su ile karıĢtırılarak 90 volta 60 dakika süreyle 

yürütülmüĢtür. Elektroforezde marker olarak GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder 

(Fermentas) kullanılmıĢtır. Elektroforez sonucunda baĢlangıç noktasına yakın, 

yüksek molekül ağırlıklı tek bir bant gözlenmesi, izole edilen DNA'ların 

bütünlüğünün tam olduğunu göstermiĢtir (Sambrook vd., 1989; Ausubel vd., 

1997). 
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DNA izolasyonu tamamlandıktan sonra miktar ve saflık ölçümleri Termo 

Scientific Nanodrop 2000c‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca DNA örnekleri agaroz 

jel elektroforezinde görüntülenmiĢtir.  

 

3.2.7.2. 16S rDNA bölgesinin PZR ile çoğaltılması 

Kültüre edilen bakteri ve aktinobakterisuĢlarınınfilogenetik analizleri için 

korunmuĢ 16S ribozomal DNA bölgesi tercih edilmiĢtir. Bu amaçla, PZR 

amplifikasyonu için 27F ve 1492R primer çiftleri (Çizelge 3.1)  kullanılmıĢtır. 

Toplam reaksiyon hacmi 25µl olacak Ģekilde, aĢağıdaki bileĢenler sırasıyla PZR 

tüpüne konulmuĢtur; 

 - Ultra saf su                                                                    12.875 µl 

 - Taqbuffer                                                                            2.5 µl  

 - dNTP karıĢımı (10pM)                                                       1.0 µl 

 - 27F primeri (10 pmol)                                                        1.0 µl 

 - 1492R primeri (10 pmol)                                                   1.0 µl      

 - Taq DNA polimeraz                                                         0.25 µl    

 - Tune up                                                                              2.0 µl 

 - Kalıp DNA (50 mg)                                                           5.0 µl 

Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da aĢağıdaki koĢullarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir; 

 

Tüpler daha sonra +4°C'de saklanmıĢtır. 
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3.2.7.3. ITS bölgesinin PZR analizi 

Kültüre edilen fungus suĢlarının tanımlanmaları için korunmuĢ ITS bölgesi 

dizi analizi kullanılmıĢtır. Bu amaçla, PZR amplifikasyonu için ITS1F ve ITS4R 

primer çiftleri kullanılmıĢtır. Toplam reaksiyon hacmi 25µl olacak Ģekilde, 

aĢağıdaki bileĢenler sırasıyla PZR tüpüne konulmuĢtur. 

- Ultra saf su            12.875 µl 

- Taqbuffer                                                                            2.5 µl  

- dNTP karıĢımı (10pM)                                                       1.0 µl     

- ITS1F primeri (10 pmol)                                                    1.0 µl 

- ITS4R primeri (10 pmol)                                                    1.0 µl      

- Taq DNA polimeraz                                                         0.25 µl    

- Tuneup                                                                                2.0 µl 

- Kalıp DNA (50 mg)      5.0 µl 

Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da aĢağıdaki koĢullarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir; 

 

Tüpler daha sonra 4°C'de saklanmıĢtır. 

 

3.2.7.4. Kalmodulin bölgesinin PZR analizi 

Kültüre edilen fungus suĢlarının tanımlanması için korunmuĢ ITS bölgesine 

ilave olarak kalmodulin bölgesinin analizi de yapılmıĢtır. Bu amaçla, PZR 

amplifikasyonu için cmd5 ve cmd6 primerleri kullanılmıĢtır. Toplam reaksiyon 
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hacmi 25µl olacak Ģekilde, aĢağıdaki bileĢenler sırasıyla PZR tüpüne 

konulmuĢtur; 

 

- Ultra saf su                                                                 12.875 µl 

- Taqbuffer                                                                          2.5 µl  

- dNTP karıĢımı (10pM)                                                     1.0 µl     

- cmd5 primeri (10 pmol)                                                   1.0 µl 

- cmd6 primeri (10 pmol)                                                   1.0 µl      

- Taq DNA polimeraz                                                       0.25 µl    

- Tuneup                                                                             2.0 µl 

- Kalıp DNA (50 mg)              5.0 µl 

Amlifikasyon programlanabilir bir ThermalCycler'da aĢağıdaki koĢullarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir; 

Tüpler daha sonra +4°C'de saklanmıĢtır. 

 

3.2.7.5. PZR Ürünlerinin Elektroforezi 

PZR ürünlerinin elektroforezinde Consort marka 13x15 cm boyutlarında 

bir yatay elektroforez cihazı kullanılmıĢtır. Farklı agaroz jellerdeki bant izlerinin 

karĢılaĢtırılabilmesi için elektroforez koĢulları standardize edilmiĢ ve bütün 

elektroforez iĢlemleri aynı koĢullarda gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektroforez, 90 V‘ta 1 

saat boyunca sürdürülmüĢtür. Tampon olarak TBE kullanılmıĢ ve elektroforez 
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%1‘lik agaroz jelde gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca jel hazırlanırken içerisine, 1,5 

µl/100ml olacak Ģekilde 10000 X GelRed (Biotium) nükleik asit boyası 

katılmıĢtır (Ausubel, 1997). Elektroforez için 5µl PZR ürünü ve 1 µl yükleme 

boyası karıĢtırılarak kuyucuklara yüklenmiĢ, her elektroforez iĢleminde 

örneklerle beraber DNA markörüde (O‘ Gene Ruler 100bp DNA ve O‘Range 

Ruler 100bp DNA) jelde yürütülmüĢtür. 

 

3.2.7.6. Dizi analizi ve değerlendirme 

Bakteri, fungus ve aktinobakteri kültürleri 16S ribozomal DNA bölgesi, 

CMD bölgesi ve ITS bölgesi dizi analizleri hizmet alımıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 

16S ribozomal DNA bölgesi için 27F ve 1492R primerleri çiftleri, ITS bölgesi 

için ITS1F ve ITS4R primerleri çiftleri, kalmodulin bölgesi için CMD5 ve CMD6 

primerleri kullanılmıĢtır. Sekans karĢılaĢtırmaları NCBI GenBank veri tabanında 

bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programı kullanılarak ve 

DNA Baser sekans programıyla eĢleĢme sağlayarak elde edilen yakın türlerin 

hizalaması yapılmıĢtır.  Filogenetik ağaç, Mega v5.0 yazılımı ile Tamura-Nei 

neighbor joining metodu kullanılarak oluĢturulmuĢtur (Tamura vd., 2011). Ağacın 

güvenilirliği, 1000 tekrarlı parametrik olmayan bootstrap örneklemesi ile 

değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.8. Antibiyotik üretici suĢların belirlenmesi 

Bitkiden izole edilen fungus ve bakterilerin antimikrobiyal bileĢik üretme 

kapasiteleri, Bölüm 3.1.4.‘de belirtilen test organizmalarına karĢı denenmiĢtir 

(CLSI, 2007). Antimikrobiyal aktivite taramalarında, fermentasyon sıvıları 

kullanılarak gerçekleĢtirilen etil asetat (EtOAc) ve bütanol ekstrelerinden aktivite 

kontrolü yapılmıĢtır. Denemeler, disk difüzyon yöntemi ve broth mikrodilüsyon 

yöntemi göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.8.1. Fermentasyon 

Tüm organizmalar aktifleĢtirilerek taze kültürler inokülasyonda 

kullanılmıĢtır. Öze yardımıyla koloniler 250ml‘lik 50 ml TSB(bakteri için) ve 

MEB(fungus için) erlenlere aseptik koĢullarda aktarılmıĢ ve 150 rpm 28°C'de 

uygun süre (fungus için 8-10 gün, bakteri için 24 saat) boyunca çalkalamalı 
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inkübasyona bırakılmıĢtır. Belirtilen süre sonunda fermentasyon ortamından 

50'Ģer ml plastik steril falkon tüplerine alınmıĢ ve 4°C 5000 rpm'de uygun sürede 

(bakteri için 10 dakika, fungus için 30 dakika) santrifüj edilmiĢtir. 

3.2.8.2. Ekstraksiyon ve evaporasyon 

3.2.8.2.1. Etil asetat ile ekstraksiyon ve evaporasyon 

Santrifüj sonrası hücrelerden arındırılan süpernatantlar, (1.1)‘i kadar EtOAc 

(etil asetat) ile 2 kez partisyona tabi tutulmuĢtur. BirleĢtirilen EtOAc fazları 

evaporatörde 37ᵒC‘de vakum altında uçurulmuĢtur. Elde edilen EtOAc ekstresi 1 

ml EtOAc'da çözündürülmüĢtür. 

3.2.8.2.2. Bütanol ile ekstraksiyon ve evaporasyon 

Santrifüj sonrası hücrelerden arındırılan süpernatantlar, (1:1)‘i kadar bütanol 

ile 2 kez partisyona tabi tutulmuĢtur. BirleĢtirilen bütanol fazları evaporatörde 

37ᵒC‘de vakum altında uçurulmuĢtur. Elde edilen bütanol ekstresi 1 ml bütanol'de 

çözündürülmüĢtür. 

3.2.8.3. Etil asetat ve bütanol ekstresinde aktivite taraması 

EtOAc'da ve Bütanol‘de çözünen ekstreden alınan 50‘ Ģer µl örneğin 

antimikrobiyal aktivitesi test edilmiĢtir. 

Disk difüzyon yöntemi 

37°C'de 24 saat boyunca MHA ve SDA üzerinde büyütülmüĢ bakteri ve 

maya kültürlerinden alınan uygun miktarda hücre süspansiyonu, McFarland 

bulanıklık standardına göre 0.5'e hazırlanmıĢ ve steril eküvyonlar yardımıyla 

petrilere (MHA ve SDA) inoküle edilmiĢtir. Etil asetat ve bütanol ekstrelerinden 

antimikrobiyal aktivite tayini gerçekleĢtirilirken, steril diskler, petrilere 

yerleĢtirilmeden alüminyum folyo üzerine dizilmiĢ, 50 µl etil asetat ve bütanol 

ekstresi disklere emdirilmiĢ ve disklerdeki solvent tamamen uçuncaya kadar 

beklenilmiĢtir. Disklerin tamamen kuruduklarına emin olunduktan sonra steril 

pens yardımıyla aseptik koĢullarda petrilere yerleĢtirilmiĢtir. Ġnkübasyon öncesi 

petriler, 2 saat 4°C'de bekletilmiĢ ve daha sonra 37°C'de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Her denemede standart antibiyotik diskleri (örneğin, novabiyosin ve 

tetrasiklin) ve saf etil asetat ve bütanol emdirilmiĢ diskler kontrol olarak 

kullanılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucunda disklerin çevresinde oluĢan zonlar mm 

cinsinden ölçülmüĢtür (CLSI, 2007). 
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Broth mikrodilüsyon yöntemi 

Etil asetat ve bütanol ekstrelerinin minimum inhibitor konsantrasyonları 

(MĠK), ―Clinical and Laboratory Standartds Institute‖ tarafından tanımlanan 

mikrodilüsyon yöntemine göre yapılmıĢtır (CLSI 2007). Ekstreler, MHB 

besiyerinde steril plastik mikrodilüsyon plakları içerisinde iki kat seyreltmelerle 

hazırlanmıĢtır. Mikrodilüsyon protokolü aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir;  

- Test organizmaları MHB besiyerinde 1 gece 37ºC‘de inkübe edilip 

aktifleĢtirilmiĢtir. 

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

bulanıklığına ayarlanmıĢtır.  

- 100 µl MHB tüm kuyucuklara eklenmiĢtir.  

- Ekstrlerden de 100 µl alınıp kuyucuklara eklenmiĢ ve planlanan seyreltme 

oranına ulaĢıncaya kadar kuyucuklarda seyreltmeye devam edilmiĢtir. Her 

seyreltmede kuyucuktaki madde miktarı yarıya inmiĢtir. Her test organizması için 

1 kuyucuk negatif kontrol, 1 de test organizmasını içeren pozitif kontrol 

hazırlanmıĢtır. Seyreltme iĢlemi bittiğinde her kuyucukta 100 µl sıvı yer almıĢtır. 

- Denenecek maddenin kuyucuklara dağıtımı bittiğinde her kuyucuğa 5 µl 0.5 

MacFarland bulanıklığına göre seyreltilmiĢ organizmalar eklenmiĢtir.  

- Plaka 1 gece 37ºC‘de inkübe edilmiĢ ve büyümenin olmadığı en düĢük 

konsantrasyon MĠK değeri olarak değerlendirilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Yüzey Sterilizasyonu 

Bitki materyalleri laboratuvarda yüzeydeki kontamine mikroorganizmaları 

elimine etmek için %70‘lik etanol ile iyice yıkanarak, %3‘lük sodyum hipoklrit 

(NaOCl) içerisinde 5 dakika bekletilmiĢtir. Daha sonra  örneklerin yüzeyleri  3‘er 

kez aleve tutulmuĢtur. Örnekler son olarak steril distile su ile çalkalanarak, bu son 

çalkalama suyundan alınıp uygun besiyerlerine ekim yapılmıĢtır. Petrilerde ve 

brothlarda herhangi bir biyolojik üreme gözlenemediğinden, baĢarılı bir yüzey 

sterilizasyonu gerçekleĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır. 

4.2. Endofit mikroorganizmaların izolasyonu 

4.2.1. Endofitik fungusların izolasyonu  

Ege bölgesi KemalpaĢa Nif dağı endemiği olan Dianthus erinaceus Boiss. 

var. erinaceus bitkisinden 6 adet fungus suĢu saf olarak izole edilmiĢtir. 6 adet 

endofitik fungusun 4‘ü kökten 2‘si yapraktan izole edilmiĢtir. Ġzolatlara ait bilgiler 

çizelge 4.1‘de verilmiĢtir. SaflaĢtırılan bazı fungusların RBKA, PDA ve MEA 

besiyerindeki koloni görüntüleri Ģekil 4.1‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1 Endofitik fungus suĢlarının izolasyon bilgileri 

Ġzolat No Ġzolat Kodu Bitkiden 

Ġzole Edilen 

Kısım 

Tarih Ġzolasyon 

Besiyeri 

1 DEK1f Kök 15.07.2016 RBKA 

2 DEK4f Kök 15.07.2016 PDA 

3 DEY11f Yaprak 15.07.2016 PDA 

4 DEY12f Yaprak 15.07.2016 PDA 

5 DEK20f Kök 15.07.2016 MEA 

6 DEK22f Kök 15.07.2016 MEA 
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ġekil 4.1 Ġzole edilen saf fungus kolonilerinin MEA ve PDA‘daki görüntüleri A) DEK1F, B) 

DEY12F, C) DEK4F, D) DEY11F, E) DEK20F,  F) DEK22F. 

 

4.2.2. Endofitik Bakterilerin Ġzolasyonu 

Ege bölgesi KemalpaĢa Nif dağı endemiği olan Dianthus erinaceus Boiss. 

var. erinaceus bitkisinin kök ve gövdesinden 10 adet bakteri suĢu saf olarak izole 

edilmiĢtir. Ġzolatlara ait bilgiler çizelge 4.2‘de verilmiĢtir. SaflaĢtırılan bazı 

bakterilerin TSA ve AĠA besiyerindeki koloni görüntüleri Ģekil 4.2‘de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2 Endofitik bakteri suĢlarının izolasyon bilgileri 

 

Ġzolat 

No 

     Ġzolat Kodu Bitkiden 

Ġzole Edilen 

Kısım 

Tarih Ġzolasyon 

Besiyeri 

1 DEK1b Kök 15.07.2016 TSA 

2 DEK3b Kök 15.07.2016 TSA 

3 DEK4b Kök 15.07.2016 TSA 

4 DEK7b Kök 15.07.2016 TSA 

5 DEK8b Kök 15.07.2016 TSA 

6 DEG11b Gövde 15.07.2016 MEA 

7 DEK12b Kök 15.07.2016 MEA 

8 DEG13b Gövde 15.07.2016 MEA 

9 DEK14b Kök 15.07.2016 MEA 

10 DEK15b Kök 15.07.2016 AĠA 
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ġekil 4.2 Ġzole edilen saf bakteri kolonileri A) DEK1b, B) DEK3b, C) DEK4b, D) DEK7b, 

E)DEK8b, F)DEG11b, G) DEK12b, H) DEG13b I)DEK14b, J) DEK15b. 

 

4.3. Ġzolatların mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

4.3.1. Bakterilerin mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

TSA‘da 27 °C‘de 24 saat büyütülen bakteri izolatların Gram boyama ve 

endospor boyama yöntemiyle boyanması ve mikroskobik olarak incelenmesi 

sonrasında edinilen bilgiler çizelge 4.3‘de verilmiĢtir. Ayrıca gram reaksiyonu ve 

morfolojik özellikleri Ģekil 4.3‘te görülmektedir.  
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Çizelge 4.3 Bakteri izolatlarının fenotipik ve mikroskobik özellikleri 

 

 

 

Ġzolat No Ġzolat Kodu Morfoloji Gram 

Boyama 

Endospor 

boyama 

Katalaz Oksidaz Hareketlilik 

1 DEK1b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Negatif Pozitif Hareketli 

2 DEK3b Basil Gram 

pozitif 

Sporlu Pozitif Negatif Hareketli 

3 DEK4b Basil Gram 

pozitif 

Sporlu Pozitif Pozitif Hareketli 

4 DEK7b Kok Gram 

pozitif 

Sporsuz Pozitif Negatif Hareketsiz 

5 DEK8b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Negatif Negatif Hareketli 

6 DEG11b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli 

7 DEK12b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli 

8 DEG13b Kokobasil Gram 

negatif 

Sporsuz Negatif Pozitif Hareketli 

9 DEK14b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Pozitif Pozitif Hareketli 

10 DEK15b Basil Gram 

negatif 

Sporsuz Negatif Negatif Hareketli 
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ġekil 4.3 Bakterilerin Gram boyama reaksiyonu sonrası 100X immersion objektifinde görüntüsü 

A) DEK1b, B) DEK3b, C) DEK4b, D) DEK7b, E)DEK8b, F)DEG11b, G) DEK12b, H) DEG13b 

I)DEK14b, J) DEK15b. 

 

4.3.2. Fungusların mikroskobik özelliklerinin belirlenmesi 

RBKA, PDA ve MEA‘da 27 °C ‗de 5-7 gün büyütülen fungus izolatlarının 

lama bir damla su alınarak aseptik koĢullarda örneğin aktarılmasıyla mikroskobik 

olarak incelenmesi sonrasında edinilen bilgiler çizelge 4.4‘de verilmiĢtir. 

Endofitik funguslar mikroskobik olarak değerlendirildiğinde çoğu genus steril 

misel oluĢturmuĢ Ģekilde gözlenmiĢtir (ġekil 4.4). 
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 Çizelge 4.4 Fungus izolatlarının fenotipleri ve morfolojileri 

Ġzolat No Ġzolat Kodu Fenotipi Morfoloji 

1 DEK1f Steril misel Açık yeĢil 

2 DEK4f Steril misel Beyaz 

3 DEY11f Steril misel Beyaz 

4 DEY12f Steril misel Beyaz 

5 DEK20f Steril misel Beyaz pamuksu 

6 DEK22f Steril misel Beyaz 

 

 

ġekil 4.4 Endofitik fungusların mikroskobik görüntüsü A) DEK1F, B) DEY12F, C) DEK4F, D) 

DEY11F, E) DEK20F,  F) DEK22F. 

 

4.4. Ġzolatların saklanması 

Elde edilen izolatların saflıkları funguslar için MEA, bakteriler için TSA 

besiyerlerinde saflıkları kontrol edilmiĢtir. Ġzolatların stokları funguslar için yatık 

MEA, bakteriler için yatık TSA‘ya ekim yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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4.5. Ġzolatların kültürel karakteristikleri 

Bakteriyal izolatların 24 saatlik kültüründen örnek alınarak yapılan testlerde 

kültürel karakteristiklerini belirlemek için katalaz, oksidaz ve hareketilik testleri 

yapılmıĢtır. Sonuçlar çizelge 4.4‘te verilmiĢtir. 

4.6. Ġzolatların moleküler karakterizasyonu 

Elde ettiğimiz 6 fungus, 10 bakteri izolatının DNA izolasyonu, Bölüm 

3.2.7.1‘de belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirildikten sonra sırasıyla endofitik 

funguslar için CMD5-CMD6 ve ITS1F-ITS4R primerleri ve endofitik bakteriler 

için 27F-1492R primer çifti kullanılarak kalmodulin gen bölgesi, 18S rRNA 

Internal Trancribed Spicer bölgesi ve 16S rDNA bölgesinin PZR amplifikasyonu, 

bölüm 3.2.7.4, 3.2.7.3 ve 3.2.7.2‘de belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. PZR 

amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlar (ġekil 4.5), dizi analizine tabi 

tutulmuĢ ve elde edilen diziler, NCBI veri tabanında ‗‗Basic Local Aligment 

Search Tool‘‘ (BLAST) ile homoloji araĢtırmasına tabi tutulmuĢtur. Ġzolatların 

Blast analizi sonuçları çizelge 4.7‘de verilmiĢtir. Kalmodulin bölgesinin PZR  

analizi sonuç vermediği için bulgu elde edilmemiĢtir. Onun yerine 18S rDNA 

sekans analizi ve filogenetik analizleri sonucunda izole edilen 6 adet fungustan 

Eurotiomycetes classisine ait 2 tür (Penicillium spp. ve Aspergillus spp.) ve 

Dothideomycetes clasisisne ait Alternaria sp. olarak 3 farklı genus tespit 

edilmiĢtir. 16S rDNA sekans analizlerinde ise, Bacillus sp., Kocuria sp., 

Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. ve Ralstonia sp. türlerini içeren 5 farklı 

genus bulunmuĢtur. Ġzole edilen endofitik mikroorganizmaların filogenetik 

yakınlıklarını görebilmek için 18S rDNA ITS bölgesi ve 16S rDNA bölgesine ait 

diziler kullanılarak filogenetik ağaç çizilmiĢtir. SuĢlara ait filogenetik ağaç, ġekil 

4.6‘da gösterilmektedir. 
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Çizelge 4.5. 16S rDNA ve ITS Bölgesi Dizi Analizi Sonuçları 

16S rDNA Bölgesi Dizi Analizi 

Ġzolat No. 

 

Ürün Boyutu 

(bp) 

 

Homoloji 

(%) 

EriĢim no. Genus 

DEK1b 1376  99 MF179862 Stenotrophomonas sp. 

DEK3b 1406 100 MF179866 Bacillus sp. 

DEK4b 1413 100 MF179863 Bacillus sp. 

DEK7b 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 Bölgesi Dizi Analizi 

Ġzolat No. 

 

Ürün Boyutu  

(bp) 

 

Homoloji 

(%) 

EriĢim No. Genus 

DEK1f 461 100 MF182419 Penicillium sp. 

DEK4f 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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ġekil 4.5 PZR amplifikasyonu sonucu elde edilen PZR ürünleri  A) 27F-1492R Primerleri ile elde 

edilen PZR ürünleri, B) ITS1F-ITS4R Primerleri ile elde edilen PZR ürünleri 

 

 

ġekil 4.6 Tamura-Nei neighboor joining metodu ile oluĢturulmuĢ A) Bakteri, B) Fungus suĢları 

arasındaki yakınlıkları gösteren filogenetik ağaç. Ağaç, MEGA v7.0 yazılımı kullanılarak 

oluĢturulmuĢ ve güvenilirliği 1000 tekrarlı bootstrap analizi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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4.7. Antibiyotik üretici suĢların belirlenmesi 

Antibiyotik üreten suĢların belirlenmesi amacıyla saflaĢtırılan 6 fungus ve 

10 bakteri türünün her birinden izolasyon besiyerinin sıvı formundan 50 ml 

fermentasyon ortamı hazırlanmıĢtır. Elde edilen fermentasyon sıvısından etil 

asetat ve bütanol ekstraksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Antimikrobiyal aktivite 

taraması fermentasyon sıvılarıyla partisyona tabi tutulmuĢ etil asetat ve bütanol ile 

yapılmıĢ olup disk difüzyon yöntemi ve broth mikrodilüsyon yöntemi 

kullanılmıĢtır. Yöntemlerin sonuçlarına göre funguslardan en aktif izolat DEK20f 

ve bakterilerden DEG11b’nin gram negatif, gram pozitif ve C.albicans‘a karĢı 

etkinliği olduğu bulunmuĢtur. Bakteri izolatlarından DEK14b‘nin de gram negatif 

ve gram pozitiflere karĢı etkin olduğu gözlemlenmiĢtir. 

4.7.1. Ġzolatlardan elde edilen ekstrelerin disk difüzyon sonuçları 

Antimikrobiyal aktivite taramalarında, fermentasyon sıvıları kullanılarak 

gerçekleĢtirilen etil asetat (EtOAc) ve bütanol ekstrelerinden aktivite kontrolü 

yapılmıĢtır. Ancak etil asetat denemelerinde sonuç alınamadığı için bütanol 

ekstrelerindeki antimikrobiyal aktivite taraması sonrasında elde edilen sonuçlar, 

çizelge 4.6‘da verilmiĢtir. Yüksek aktivite gösteren türler Ģekil 4.7‘de 

gösterilmektedir. 
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Çizelge 4.6. Endofitik mikroorganizmalara ait bütanol ekstrelerinin disk difüzyon sonuçları 

Ġzolat 

No 

Ġzolat 

Kodu 

Antimikrobiyal aktivite (mm) 

Eschericha 

coli 

Pseudomonas 

aureginosa 

Bacillus 

cereus 

MRSA Enterococcus 

faecium 

Candida 

albicans 

1 DEK1f 0 0 0 0 0 0 

2 DEK4f 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 sıvısından elde edilen ekstre, 1000 µl bütanol içerisinde çözülmüĢ ve denemelerde 

50 µl kullanılmıĢtır. 
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ġekil 4.7  DEG11b, DEK14b ve DEK 20f numaralı endofitik mikroorganizma izolatlarından elde 

edilen fermentasyon sıvılarının test organizmalarına karĢı göstermiĢ oldukları antimikrobiyal 

aktivite sonuçları 

 

4.7.2. Broth mikrodilüsyon yöntemi ile antibiyotik üretici suĢların 

belirlenmesi 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bütanol ekstrelerinden test 

mikroorganizmalarına karĢı antimikrobiyal aktiviteleri konsantrasyon belirlemek 

amacıyla olarak mikrodilüsyon yöntemi kullanılmıĢtır. Broth mikrodilüsyon ttesti 

96 kuyucuklu plakalar kullanılarak yapılmıĢtır. Maddelerin MĠK değerleri çizelge 

4.7’de sunulmuĢtur.  
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Çizelge 4.7. Bütanol ekstrelerinin test organizmalarına karĢı görtermiĢ oldukları MĠK değerleri 

 Minimum Ġnhibitör Konsantrasyon Değerleri (µg/ml) 

Eschericha 

coli 

Pseudomonas 

aureginosa 

Bacillus 

cereus 

MRSA Enterococcus 

faecium 

Candida 

albicans 

DEK1f - - - - - - 

DEK4f - - - - - -   

DEY11f - - - - - -   

DEY12f - - - - - -   

DEK20f 512 512 1024 1024 - 1024   

DEK22f - - - - - -   

DEK1b 512 512 - - - -   

DEK3b - - - - - -   

DEK4b - - - - - -   

DEK7b - - - - - -   

DEK8b - - - - - -   

DEG11b 256 512 128 512 - 64   

DEK12b - - - - - -   

DEG13b - - - - - -   

DEK14b 256 1024 256 512 - -   

DEK15b - - - - - -   

BÜTANOL - - - - - -   
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5. SONUÇ VE TARTIġMA 

Endofitik mikroorganizmalar, tıp, zirai ve ilaç endüstrisi alanında geniĢ 

potansiyeli olan, biyoaktif ve kimyasal olarak yeni bileĢikler için zengin ve 

güvenilir bir kaynak olarak az araĢtırılmıĢ bir mikroorganizma grubudur. Bu grup 

doğadaki mevcut kaynaklardan yararlanmak için eĢsiz bir potansiyel sunmaktadır 

(Kumar vd., 2014). Özellikle tıp alanında yolların tıkanması, klinik kullanımdaki 

ve pazardaki bütün antibiyotiklere karĢı direnç geliĢmesinden dolayı Dünya 

genelinde etkili, düĢük toksisiteli ve yeni antibiyotiklere, kemoterapötik ajanlara 

ve agrokimyasallara büyük bir ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir (Sreekanth, 

2008). Ayrıca sürekli olarak ilk kez görünen ve yeniden görünen patojenlerin 

ortaya çıkması, ilaç keĢfi için yeni ve biyolojik olarak aktif moleküllere olan 

ihtiyacı daha da arttırmaktadır. Ancak toprak kökenli organizmaların 

biyoteknoloji Ģirketleri tarafından uzun yıllar boyunca antimikrobiyal bileĢikler 

bakımından taranmaları, yapısal olarak yeni bileĢiklerin keĢfinin açıkça giderek 

azalmasına neden olmuĢtur (Berdy 2005). Bu nedenle yararlı biyoaktif bileĢikler 

üreten mikrobiyal kaynaklar için yeni ve keĢfedilmemiĢ mikrobiyal habitatların 

araĢtırılması gerekmektedir. Nispeten gözden kaçan ve ümit verici olan bir niĢ ise 

yüksek bitkilerin iç dokularıdır. Yapılan çalıĢmalar bazı bakterilerin bitkilerle 

yakın iliĢkiler kurduklarını ve fungusların da en çok izole edilen endofitik 

mikroorganizmalar olduklarını göstermiĢtir (Qin vd., 2011). 

Türkiye, üç kıta arasında doğal bir köprü olması, çeĢitli coğrafik özellikleri 

ve coğrafi farklılığın getirdiği iklim çeĢitliliği nedeniyle dünyada oldukça fazla 

bitki çeĢitliliğine sahip ülkeler arasındadır. Ülkemizde 9582 tane bitki türü vardır 

bunlardan 3155 tanesinin endemik olduğu bildirilmiĢtir (Bulut ve Tuzlacı, 2013). 

Bu çalıĢmada, Ege Bölgesi endemiği olan Dianthus erinaceus Boiss. var. 

erinaceus bitkisi seçilmiĢ, bu bitkiden endofitik mikroorganizmaların izolasyonu 

ve bu organizmalardan ekstrakte edilecek biyoaktif sekonder metabolitlerin 

keĢfedilmesi hedeflenmiĢtir. 

Dianthus türü binlerce yıldır çeĢitli ülkelerde tıbbi olarak enfeksiyonlarla 

mücadele için kullanılmıĢtır. Diüretik etkileri, kardiyovasküler, intestinal sistem 

ve antibakteriyal etkisinin yanısıra bazı parazitlerede etkisi olduğu bildirilmiĢtir. 

Dianthus türlerĢerinden izole edilen esansiyel yağ olarak tanımlanan Eugenol bir 



68 
 

çok patojenik bakteriye karĢı antibakteriyal etki göstermiĢtir. Özellikle B.cereus, 

L.monocytgenes ve K.pnemoniae‘ye karĢı güçlü antibakteriyel etkisi saptanmıĢtır. 

Eugenol mikroorganizmanın yapısına bağlanarak biyofilm tabakasının oluĢmasını 

engelleyen benzen türevleri olarak iĢ görmektedir. Bu yüzden biyofilm oluĢturan 

P.aeruginosa ve C.albicans türlerini inhibe eder. Bunun yanında Dianthus 

caryophyllus bitkisinden ekstrakte edilen iki benzoik asit türevi , vanilik asit ve 

protokateturik asit, Fusarium sp. türlerine karĢı inhibe edici etki göstermiĢtir.Aynı 

zamanda yine Dianthus caryophyllus’tan ekstrakte edilen filavon datisketin 

Fusarium oxyporum’a karĢı fungitoksik etki göstermiĢtir (Al-Snafi., 2017). Bu 

bitki üzerinde yapılan çalıĢmalarda enfeksiyonlara karĢı koruma sebepleri 

araĢtırılmıĢtır. Önemli yağ asitlerinin birçok hastalığın ve anormaliteinin 

önlenmesinde rol oynadığı bilinmektedir. Bu amaçla Durucasu ve arkadaĢları 

tarafından yapılan bir çalıĢmada, bazı Dianthus türlerinden önemli yağ asitleri 

ekstrakte edilmiĢ ve yağ asitlerinin komponentleri hekzan ekstraksiyonu yapılark 

GC-MS yöntemiyle saptanmıĢtır. Buna göre yağ asitlerinin, fitol, eikosanol ve 

eikosan bileĢiklerinden oluĢtuğu saptanmıĢtır. Ancak D.erinaceus bitkisine ait 

ekstraksiyon sıvısının eikoson içermediği tespit edilmiĢtir. Daha sonra bu 

ekstrelerden yapılan mikrobiyal test çalıĢmalarında, Dianthus erinaceus Boiss. 

var. erinaceus türünün ciddi deri enfeksiyonlarına sebep olan Staphylococcus 

epidermidis’e karĢı aktivitesi olduğu gözlenmiĢtir (Durucasu vd.,2009). Buda 

bitki içerisinde önemli derecede bulunan yağ asitlerinden kaynaklı olduğunu 

göstermektedir. Ancak bu yağ asitlerinin bitkinin kendisi tarafından yada 

endofitik mikroorganizmalar tarafından üretilen metabolit olduğu hala netlik 

kazanmamıĢtır. Bu konu üzerine çalıĢmalar hala devam etmektedir. Birçok teoride 

bitkinin ekstrem koĢullara, fitopatojenlere ve çeĢitli iklim Ģartlarına karĢı hayatta 

kalma stratejisi endofitlerin bitkiye destek sağladığını ve sekonder metabolitin 

mikroorganizma tarafından sentezlendiğini kanıtlar niteliktedir.  

Bu çalıĢma kapsamında Ege bölgesi endemiği olan Dianthus erinaceus 

Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kök, gövde ve yaprak örnekleri toplanmıĢtır. Bu 

örnekler Bölüm 3.2.1.‘de anlatıldığı gibi yüzey sterilizasyonuna tabi tutulmuĢ ve 

Bölüm 3.2.2.‘de anlatıldığı Ģekilde farklı besi ortamları kullanılarak endofitik 

fungus ve bakteri izolasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. Dianthus erinaceus bitkisinin 
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farklı dokularından 6 fungus ve 10 bakteri olmak üzere toplamda 16 izolat elde 

edilmiĢtir.  

Bitkinin farklı kısımlarından endofitik mikroorganizmaları izole edebilmek 

için izolasyon besiyeri olarak, pek çok araĢtırıcı tarafından önerilen, literatürde 

endofitik fungusların izolasyonunda iyi sonuç verdiği belirtilen 3 farklı besi 

ortamı kullanılmıĢtır. Burdan yola çıkarak endofitik fungusların izolasyonu için 

PDA, MEA ve RBKA besi ortamları denemiĢtir. Welington ve arkadaĢları da 

yaptıkları bir çalıĢmada Citrus bitki kültivarlarının yapraklarından dominant 

olarak izole ettikleri Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia citricarpa ve 

Cladosporium sp. gibi endofitik fungal türlerini PDA ve WA (Water Agar) besi 

ortamlarından saflaĢtırmıĢtır (Welington vd., 2001). Yapılan baĢka bir çalıĢmada 

Colobanthus quitensis bitkisinin farklı kısımlarından izole edilen 188 endofitik 

fungal tür, içerisinde kloromfenikol antibiyotiğinin bulunduğu PDA besi 

ortamından elde edilmiĢtir (Rosa vd., 2010). Kristina ve arkadaĢları ise domates 

bitkisinin köklerinden izole ettikleri Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, 

Aspergillus tamarii, Aspergillus sp., Fusarium oxysporum, Humicola fuscoatra ve 

Penicillium sp. türlerini içerisinde 200 mg/l kloramfenikol bulunan RBKA 

ortamından elde etmiĢlerdir (Kristina vd., 2015). Yapılan bir baĢka çalıĢmada 

Garcinia bitkisinin dal ve yapraklarından izole edilen 377 adet endofitik fungi 

çalıĢmasında antibiyotik içermeyen Patates Dekstroz Agar ortamından baĢarılı bir 

Ģekilde izole edilmiĢtir (Phongpaichit., 2006). ÇalıĢmamızda D.erinaceus 

bitkisinin farklı kısımlarından izole edilen 6 fungal izolatın 3‘ü (%50) PDA‘dan;  

2‘si (%33,3) MEA‘dan ve 1‘i (%16,7) RBKA‘dan elde edilmiĢtir. Bu durumda 

PDA en fazla izolatın elde edildiği en baĢarılı izolasyon besiyeri olarak göze 

çarpmaktadır. Bununla ilgili literatür taramalarına bakıldığında enfazla kullanılan 

besi ortamınında  PDA olduğu görülmektedir. 

       Moleküler karakterizasyon için fungus izolatlarından elde edilen genomik 

DNA‘lardan ITS1F ve ITS4R primerleri kullanılarak 18S rDNA bölgelerinin PZR 

amplifikasyonu 3.2.7.3‘te belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢ ve elde edilen PZR 

ürünleri, dizi analizine tabi tutulmuĢtur. Dizi analizinde yine aynı primer çifti 

kullanılmıĢ ve analiz, Medsantek firması tarafından hizmet alımı Ģeklinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sekans analizi sonucunda elde edilen ham veriler önce 
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temizlenmiĢ, daha sonra da NCBI GenBank veri tabanında bulunan Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) programı kullanılarak veri tabanında bulunan 

organizmalar ile eĢleĢtirilmiĢtir. EĢleĢme sonrasında fungus suĢlarından elde 

edilen ITS bölgesi dizileri, veri tabanına kaydettirilmiĢ ve eriĢim numaraları 

(MF182419- MF182424) alınmıĢtır. Ancak çalıĢılan kalmodulin bölgesinde sonuç 

alınamadığı için sonuçlar sadece ITS bölgesine göre değerlendirilmiĢtir. Bazı 

izolatların DNA dizi verileri birden çok organizma ile aynı oranda benzerlik 

gösterdiğinden tür düzeyinde ayrım yerine genus düzeyinde ayrım yapılmıĢtır. 

Örneğin, DEK1f izolatının gen dizisi veri tabanına yüklendiğinde, Penicillium 

citrinum ve P.griseofulvum türleriyle %100 benzerlik göstermiĢtir. Fenotipik 

olarak birbirinden ayırılan bu iki türün çalıĢmamızda petrilerden alınan 

mikroskobik örneklerinde yalnızca steril misel gözlenmesinden dolayı fenotipik 

ayrıma gidilememiĢtir. Bu yüzden ITS sonucuna göre değerlendirilip Penicillium 

sp. olarak bildirilmiĢtir. Kökten izole edilen DEK4f suĢu, ITS sonucua göre 

Penicillium citrinum ve P.griseofulvum türleriyle %92 benzerlik göstermiĢtir. Bu 

veri tabanındaki organizmalar ile düĢük benzerlik oranı bulunması, izolatın yeni 

bir tür olabileceği düĢüncesini güçlendirmektedir.Yapraktan izole edilen DEY11f 

izolatının  moleküler tanılamasına göre, Alternaria sp., A.infectaria, A.prasonis, 

A.arbusti, A.metachromatica, A.triticina türleriyle % 100 benzerlik 

göstermiĢtir.Yine aynı Ģekilde yapraktan izole edilen DEY12f izolatı da 

Alternaria murispora, Alternaria triticina, Alternaria murispora türleriyle %99 

homoloji göstermiĢtir. Fenotipik tanılaması yapıldığında konidial baĢ yapısı 

oluĢmamıĢtır. Bu yüzden bu iki izolat ITS sonuçlarına göre değenlendirilip 

Alternaria sp. olarak genus düzeyinde bırakılmıĢtır. Kökten izole edilen DEK20f 

ve DEK22f izolatları moleküler tanılama sonucunda, Aspergillus sclerotiorum, 

Aspergillus subramanianii, Aspergillus persii türleriyle  %100 benzerlik 

göstermiĢtir. Funguslardan alınan mikroskobik örneklemede yalnıca steril misel 

gözlendiğinden tayin anahtarından yararlanılamamıĢtır. Bu yüzden bu iki izolat 

ITS sonuçlarına göre değenlendirilip Aspergillus sp. olarak genus düzeyinde 

bırakılmıĢtır.  Bu sonuçlara göre, Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus 

bitkisine ait, kök ve yaprağından elde edilen toplam 6 adet fungus izolatının 

tamamının Ascomycota filumuna ait olduğu belirlenmiĢtir. Bunlar, 

Eurotiomycetes grubuna ait 2 tür (Aspergillus spp. ve Penicillium spp.) ve 

Dothideomycetes grubuna ait 1 tür (Alternaria spp.) olmak üzere 3 farklı genus 
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olarak bulunmuĢtur. Xu ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, 

Dioscorea zingiberensis rizomundan Ascomycota filumuna ait Penicillium spp. ve 

Alternaria longissima türleri izole edilmiĢtir (Xu vd.,2007). Buna benzer yapılan 

etnobotanik açıdan önemli bitki izolasyonu çalıĢmalarına bakıldığında bir bitkiden 

çok fazla sayıda endofitik fungus elde edildiği görülmüĢtür. Örneğin, Sette ve 

arkadaĢları Coffea arabica bitkisinden 25 fungus türü izole etmiĢlerdir (Sette vd., 

2006). Buna paralel olarak bir çalıĢmada Li ve arkadaĢları da, Argyrosomus 

argentatus bitkisinden 16 fungus türü izole etmiĢlerdir (Li vd., 2006). 

ÇalıĢmamızda izole edilen endofitik fungus sayısının az olmasının sebebi, kültür 

bağımlı metotlarda doğal habitatın, laboratuvar ortamından farklı olması aslında 

bitkide varolan endofitlerin izole edilememesi olarak gösterilebilir. Ayrıca, 

Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kök ve yapraklarında 

fungus endofitlerinin çeĢitliliğinin daha az olması muhtemeldir. Tez çalıĢmamızda 

olduğu gibi Rosa ve arkadaĢlarının Antartika‘da yaptıkları bir çalıĢmada, 

Caryophyllaceae familyasına ait Colobanthus quitensis bitkisinin köklerinden 

Aspergillus sp., Fusarium sp., Geomyces sp., Gyoerfyyella sp., Microdochium sp., 

Mycocentrospora sp. ve Phaeosphaeria sp. türünüde içeren 188 adet  fungus izole 

etmiĢlerdir (Rosa vd., 2010). Larran ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada, 450 

buğday yaprağından toplam 130 fungal izolat elde edilmiĢtir. Tüm izolatlardan 19 

fungal tür tespit edilmiĢ olup; ayrıca bu fungal türler arasında spor oluĢturmayan 

misel yapısındaki SM I ve SM II kodlu iki fungus türü de saptanmıĢtır. Ġzole 

edilen endofitik fungusların çoğu Ascomycota grubuna aitken; az bir kısmı ise 

birkaç hifomisetin de dahil olduğu Deuteromycota grubuna ait olduğu 

keĢfedilmiĢtir (Larran vd., 2002). Yapılan bu çalıĢma doğrultusunda 19 fungal tür 

arasından Penicillium sp. , Alternaria sp., Aspergillus sp. ve fenotipik olarak 

tanılanamayan steril misel yapısındaki 2 endofitik fungus türü gözlemlenmiĢtir. 

Kendi çalıĢmamızın da buna paralel olarak fenotipik tanılamasında, steril misel 

yapısına sahip fungal endofit türleri gözlemlenmiĢtir.  

Bakteriyal izolatların moleküler karakterizasyon için elde edilen genomik 

DNA‘lardan 27F ve 1492R primerleri kullanılarak 16S rRNA bölgelerinin PZR 

amplifikasyonu 3.2.7.2‘de belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢ ve elde edilen PZR 

ürünleri, dizi analizine tabi tutulmuĢtur. Dizi analizinde yine aynı primer çifti 

kullanılmıĢ ve analiz, fungus izolatlarında olduğu gibi Medsantek firmasınca 
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hizmet alımı Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Sekans analizi sonucunda elde edilen 

ham veriler önce temizlenmiĢ, daha sonra da NCBI GenBank veri tabanında 

bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programı kullanılarak veri 

tabanında bulunan organizmalar ile eĢleĢtirilmiĢtir. EĢleĢme sonrasında bakteriyal 

izolatlardan elde edilen 16S rRNA bölgesi dizileri, veri tabanına kaydettirilmiĢ ve 

eriĢim numaraları (MF179861- MF179870) alınmıĢtır. Bazı izolatların DNA dizi 

verileri birden çok organizma ile aynı oranda benzerlik gösterdiği için türler 

hakkında kesin sonuca varılamamıĢtır. 16S rDNA dizileri birbirlerine çok yakın 

olduğundan dolayı bir organizma birçok organizmaya aynı oranda benzerlik 

göstermektedir. Bu durumda tür seviyesinde tanımlama yapabilmek için polifazik 

yaklaĢım gereği fenotipik ve kemotaksonomik özelliklerin de belirlenmesi 

gerekmektedir (Kampfer, 2011). Organizmalara ait kültürel karakteristik 

çalıĢmalarıda tanılama için yetersiz kaldığından bakteriyal izolatlar genus 

düzeyinde bırakılmıĢtır. Kültürel ve moleküler biyolojik tanılama sonucunda; 

Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisine ait, kök ve gövde 

örneklerinden elde edilen 5 cinse (Bacillus, Kocuria, Stenotrophomonas, 

Pseudomonas ve Ralstonia) ait toplamda 10 adet bakteriyal izolat tanısı 

gerçekleĢtirilmiĢtir. DEK1b, DEK8b ve DEK 15b moleküler tanılama sonucunda 

sırasıyla %99 (DEK1b ve DEK8b) ve %100 benzerlik oranıyla Stenotrophomonas 

maltophilia, Stenotrophomonas sp. olarak belirlenmiĢtir. Yapılan fenotipik 

tanılamada gram negatif, sporsuz olarak belirlenen bu bakteri izolatları 

Stenotrophomonas sp. genusuyla benzerlik göstermiĢtir. Kökten izole edilen 

DEK3b ve DEK4b suĢları yapılan moleküler karakterizasyon sonucunda Bacillus 

oryzaecorticis, Bacillus simplex, Bacillus muralis türleriyle %100 homoloji 

gösterdiği için bu izolatlar Bacillus sp. olarak genus düzeyinde saptanmıĢtır. 

DEK7b izolatı 16S rDNA dizi analizine göre Kocuria rosea, Kocuria rhizophila 

ve Kocuria sp. organizmalarıyla %99 homoloji göstermiĢtir. Yapılan fenotip 

çalıĢmalarıyla gram pozitif, kok olarak belirlendiği için moleküler çalıĢmalar ile 

uyum sağlamıĢtır. Gövdeden izole edilen DEG11b ve kökten izole edilen 

DEK12b ile DEK14b Pseudomonas moraviensis, Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas granadensis, Pseudomonas libanensis Pseudomonas azotoformans, 

Pseudomonas helmanticensis, Pseudomonas baetica türleriyle %99 homoloji 

göstermiĢtir. Yapılan fenotip çalıĢmalarında gram negatif, basil olarak belilenen 

bu izolatlar tür düzeyinde birçok Pseudomonas sp. suĢuyla benzerlik gösterdiği 
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için genus düzeyinde bırakılmıĢtır. Son olarak gövdeden izole edilen DEG13b 

bakteri izolatının moleküler tanımlamasında Ralstonia pickettii, Ralstonia syzygii 

ve Ralstonia sp. türleriyle %99 homoloji göstermiĢtir. Fenotipik tanılamalar 

sonucunda gram negatif kokobasil olması Ralstonia sp. genusu olduğunu doğrular 

niteliktedir. Toprakta ve rizosfer bölgesinde oldukça yaygın olarak bulunan bu 

cinslerin endofitik bitki mutualisti olması oldukça muhtemeldir. Bitkiye birçok 

yarar sağlayan endofitler, rizosferik mikroorganizmalar arasındada yerini 

almaktadır. ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda, Arthrobakter, Bacillus, 

Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum ve Pseudomonas dahil olmak üzere 

çeĢitli endofitik bakteri türleri rapor edilmiĢtir (Elbeltagy vd.,2001; McInroy ve 

Kloepper, 1994; Misko ve Germida, 2002; ). Ayrıca Burkholderia, Enterobacter, 

Herbaspirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococcus ve 

Stenotrophomonas gibi çeĢitli fırsatçı patojenler, bitki kök hücrelerinde 

kolonileĢen cinsler olarak tanımlanmıĢtır (Berg vd., 2005). Özellikle 

Pseudomonas türleri birçok bitkinin geliĢimini teĢvik ederek önemli oranda bitki 

verimini artırmıĢlardır (Vessey, 2003). Örneğin, yapılan bir çalıĢmada 

Pseudomonas izolatlarının tarla koĢullarında nohut, patlıcan, soya fasulyesi ve 

domatesin kök ve yeĢil aksam ağırlıklarını ve tohum çimlenmesini teĢvik ettiğini 

bildirmiĢtir (Bonfante ve Perotto, 1995). Sobral ve arkadaĢlarının yaptığı bir 

çalıĢmada, glikofosfat açısından zengin bir toprakta yetiĢen soya fasulyesinin 

kökünden  Ralstonia pickettii türünün yansıra birçok endofitik bakteri türü izole 

edilmiĢtir (Kuklinsky-Sobral vd.,2005). Endofitik bakterilerin taranması sırasında 

saptanan bakteri türleri, havuç köklerinden Pseudomonas (Surette vd.,2003), 

kumul otu‘nun kök ve rizomlarından Stenotrophomonas ve  Pseudomonas türleri 

(Dalton vd.,2004), limon bitkisinin yapraklarından Bacillus spp. (Araujo vd., 

2001) ve Kadife çiçeğinden  Kocuria sp. (Sturz ve Kimpinski, 2004) türleri 

çalıĢmamızdaki gibi izole edilmiĢtir. Buğday yaprağından izole edilen üç 

bakteriyal izolatın tümü Bacillus sp. olarak belirlenmiĢtir (Larran vd., 2002).  

Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisinden izole edilen fungus ve 

bakterilerin antimikrobiyal bileĢik üretme kapasiteleri fermentasyon sıvıları 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Etil asetat (EtOAc) ve bütanol ekstrelerinden 

aktivite kontrolü yapılmıĢtır. Yapılan etil asetat ile ekstraksiyon ve evaporasyonla 

elde edilen sekonder metebolitler test mikroorganizmalarına karĢı denenmiĢ ancak 
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bir sonuç alınamamıĢtır. EtOAc, üretilen sekonder metabolitlerin birçoğu ile yakın 

bir polarite göstermekte olup, non-kovalent etkileĢimler ile fermentasyon 

sıvısından sekonder metabolitleri özütleyebilmektedir. Ancak daha polar yapıya 

sahip moleküllerin ekstre edilebilmesi için n-bütanol kullanılmaktadır. 

Muhtemelen bu tez çalıĢması kapsamında üretilen sekonder metabolitlerin daha 

polar yapıda olması etil asetat yöntemini yetersiz kılmıĢtır. Bu yüzden 

çalıĢmamızda fermentasyon sıvılarının ekstraksiyon iĢlemi bütanol ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Test edilen bu yöntemde, aktivite taramaları için, bazı gram 

negatif, gram pozitif türleri ve C.albicans seçilmiĢ ve ekstrelerin aktiviteleri disk 

difüzyon yöntemi ve broth mikrodilüsyon yöntemiyle denenmiĢtir. Buna göre 8 

bakteri ve 4 fungus izolatının test organizmalarına karĢı antimikrobiyal etkisinin 

olduğu saptanmıĢtır. Özellikle fungal izolatlardan Aspergillus sp. olarak 

tanımlanan Dek20f, gram negatiflere karĢı yüksek aktivite gösterirken, bakteriyal 

izolatlardan Pseudomonas sp. olarak tanımlanan Deg11b C.albicans‘a karĢı 

antifungal etki göstermiĢtir. Yapılan benzer bir çalıĢmada Dioscorea zingiberensis 

rizomundan endofitik funguslar izole edildikten sonra, sekonder metabolit elde 

edilmiĢ ve n-bütanol ekstraksiyonu yapılmıĢtır. Broth mikrodilüsyon yöntemi 

kullanılan bu denemede, Dfz2 olarak adlandırılan türün gram negatif ve gram 

pozitif bakterilere karĢı oldukça etkili olduğu bulunmuĢtur. Aktivite taramalarında 

kullanılan broth mikrodilüsyon yönteminde, minimum inhibisyon konsantrasyon 

değerlerinin 1024-64 µg/ml civarında belirlenmesi, mevcut konsatrasyonun 

yüksek olduğunu göstermektedir. Bunun sebebi ise yapılan aktivite taramalarında 

kullanılan biyoaktif molekülün saflaĢtırma basamağı yapılmadığından birçok 

molekülü barındırmaktadır. Buna ilaveten saflaĢtırma basamağı yapılmasıyla 

moleküller ayrıĢacağı için minimum inhibisyon konsatrasyon değerleri düĢecektir.  

Toprakta ve rizosfer bölgesinde oldukça yaygın olarak bulunan 

Pseudomonas türleri, biyoaktif doğal bileĢikler yönünden bitki geliĢimini teĢvik 

edici özelliklerinin yanında gölgede kalsada, insan patojeni fungus türlerine karĢı 

oldukça aktif metabolit üreten önemli türler içermektedir. Pseudomonas 

bakterilerinden özellikle P. fluorescens ve P. putida‘nın birçok bitkinin geliĢimini 

teĢvik ederek önemli oranda bitki verimini artırmıĢlardır. Bu bakteriler Kloepper 

ve arkadaĢları tarafından bitki geliĢimini teĢvik edici bakteriler olarak 

tanımlanmıĢtır. Yararlı etkilerinin ise özellikle, bitki patojenlerinin bastırılması ile 
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meydana gelen antagonizm olduğu açıklanmıĢtır. Pseudomonas türlerinin bitkiler 

üzerine yapılan çalıĢmalarda, Pseudomonas izolatlarının tarla koĢullarında nohut, 

patlıcan, soya fasulyesi ve domatesin kök ve yeĢil aksam ağırlıklarını ve tohum 

çimlenmesini teĢvik ettiğini bildirmiĢtir. Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, 

Pseudomanas putida‘nın domateste Phytium ultimum‘un neden olduğu zararı 

azalttığı, hastalık etmenlerinin bulunduğu toprakta, sağlıklı bitkilerin geliĢimini 

arttırdığı incelenmiĢtir (Gravel vd., 2007). Örneğin, Miller ve arkadaĢları 

tarafından yapılan çalıĢmada, çimden izole ettikleri Pseudomonas viridiflava 

türünden ekstrakte edilen ekomisin B ve C insan ve bitki patojeni funguslara karĢı 

aktivite göstermiĢtir. Özellikle düĢük konsantrasyonlarda C. neoformans ve 

C.albicans‘a karĢı antimikotik özellik göstermiĢtir. Aynı çalıĢmada daha önce 

Pseudomonas syringae‘den izole edilen syringomisin, P.viridiflava‘dan izole 

edilmiĢ ve antimikotik etkisi gözlenmiĢtir. Pseudomonas genusunun farklı türleri 

birçok bitkiden izole edilmiĢtir. Örneğin, P. putida ve P. fluorescens havucun 

köklerinden, P.citronellosis soya fasulyesinden, P.synxantha Ġskoç çamından 

izole edilmiĢ türlerdir (Surette vd., 2003). Bu tez çalıĢmasında en etkili Deg11b ve 

Dek14b kodlu izolatlar Pseudomonas sp. olarak tanımlanmıĢtır. Bu 

mikroorganizmalar sırasıyla D.erinaceus bitkisinin gövde ve köklerinden izole 

edilmiĢtir. Pseudomonas sp. türlerinin bitkide kolonize olma durumu 

incelendiğinde çoğunlukla bitkinin kökünde yerleĢtikleri görülmektedir. Çünkü bu 

mikroorganizmalar azot fiksasyonuna yardımcı olmaktadırlar. Ayrıca izolatların 

antimikrobiyal etkisi bakıldığında Deg 11b kodlu bakteri izolatının, antimikotik 

etkisi gösterilmiĢtir. Bunun yanında bakteriyal izolatlardan Dek14b kodlu izolatın 

gram negatif ve gram pozitif organizmalara karĢı etkinliği gösterilmiĢtir. Bu 

bulgular bize izole ettiğimiz Pseudomonas türünün hastane kaynaklı 

enfeksiyonlara sebep olan türlere karĢı ilaç üretiminde umut ıĢığı olmuĢtur. 

Stenetrophomonas türü gamaproteobacteria grubuna bağlı bir genustur. Bu 

türler ekolojik açıdan oldukça önemlidir. Çünkü bitki hastalığı yapan fungal 

türlerle rekabete girerek bitkiyi bitki patojenlerinden korur ve bitki geliĢimine 

destek olur (Berg vd., 1994). Wolf ve arkadaĢlarının 2002 yılında yaptığı bir 

çalıĢmada çevresel ve klinik alanlardan 16 adet Stenetrophomonas türü izole 

edilmiĢtir. Bilindiği üzere Stenotrophomonas türleri fırsatçı bir nozokomiyal 

infeksiyon etkenidir (Dürger ve BerktaĢ, 2007). Doğada ve hastane ortamında da  
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yaygın olarak bulunmaktadır. Ancak bu mikroorganizma insan patojeni olduğu 

gibi aynı zamanda insanda fırsatçı patojen olarak bulunan C.albicans türüne karĢı 

oldukça etkili sekonder metabolit üretmektedir (Wolf vd., 2002). Dalton ve 

arkadaĢlarının yaptığı bir baĢka çalıĢmada Ammophila arenaria ve Elymus mollis 

bitkilerinin köklerinden azot fiksasyonuna yardımcı Stenetrophomonas türleri 

izole edilmiĢtir. Bu bitkilerin ve diğer kumul çayırlarının besin açısından yoksul 

ortamlarda hayatta kalma baĢarısının endofitik diazotrofik bakterileri içermesi 

olarak düĢünülmektedir. Bu tez çalıĢmasında Dek1b olarak kodlanan bakteri 

izolatı moleküler çalıĢmalar sonucunda Stenotrophomonas sp. olarak 

bulunmuĢtur. Ve fermentasyon sıvısıyla yapılan antimikrobiyal aktivitesi 

sonucunda gram negatif organizmalara karĢı etkisinin olduğu saptanmıĢtır. 

 

Aspergillus sp. türleri yaygın olarak, topraktan, bitki artıklarından ve endofit 

olarak çeĢitli bitki türlerinden izole edilen kozmopolit bir cinstir. Aspergillus sp. 

türlerinde aseksüel spor üretimine yardımcı olan ve hormon benzeri yapılar olarak 

adlandırılan oksiporinlerin, sekonder metabolit üretimine yardımcı olduğu 

bildirilmiĢtir (Tsitsigiannis ve Keller, 2007). Aspergillus sp. türlerinden izole 

edilmiĢ baĢta tıp olmak üzere özellikle günümüzde çözümü hala bulunamayan 

kansere karĢı, antikanser ajanı olarak iĢ gören podofilotoksin gibi birçok biyoaktif 

doğal ürün bulunmaktadır (Kusari vd., 2009). Aynı zamanda yine antitümör ajanı 

olarak kullanılabilen sequoiaton A 129 and B 130, kırmızı odunlarda endofit 

Aspergillus parasiticus türlerinden ekstrakte edilmiĢtir (Stierle vd., 1999). Bunun 

yanında Aspergillus fumigatus ile yapılan çalıĢmalarda, asperfumoit, fumigaklavin 

C, fumitremorgin C, fiskion, helvolik asit gibi değiĢik biyoaktivitelere sahip geniĢ 

aralıkta bileĢikler rapor edilmiĢtir (Liu vd., 2004). Bu kapsamda Aspergillus sp. 

olarak tanımlanan DEK22f izolatı ele alınmıĢ ve biyoaktivite taraması için küçük 

ölçekli üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 1 haftalık fermentasyonun sonunda elde edilen 

fermentasyon sıvısı bütanol ile ekstrakte edilmiĢtir. DEK22f ekstresi 

mikrobiyolojik aktivite testlerinde, özellikle gram negatif bakterilere karĢı yüksek 

aktivite göstermiĢtir. 

Günümüzde sorun yaratan ve özellikle hastane enfeksiyonlarına neden olan 

ilaç dirençli patojenler (metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA), 

Vankomisin dirençli Enterococcus faecium (VRE), Mycobacterium tuberculosis 
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ve Candida albicans) bilinen bütün antimikrobiyal ilaçlara karĢı direnç 

geliĢtirmiĢtir. Bu direnç mekanizmaları yeni ilaçlara olan ihtiyacı göstermektedir. 

Ancak toprak kökenli organizmalarve denizel türevli mikroorganizmaların 

antimikrobiyal bileĢikler bakımından taranmaları, yapısal olarak yeni bileĢiklerin 

keĢfinin giderek azalmasına neden olmuĢtur (Berdy, 2005). Bu nedenle yararlı 

biyoaktif bileĢikler üreten mikrobiyal kaynaklar için yeni ve keĢfedilmemiĢ 

mikrobiyal habitatların araĢtırılması gerekmektedir. Bu amaçla özellikle Strobel 

ve arkadaĢlarının yağmur ormanlarındaki habitatı keĢfetmesiyle ortaya çıkan 

akım, yüksek bitkilerin ve endofitlerinin araĢtırılmasına sebep olmuĢtur.  

Bu tez çalıĢması, Dianthus erinaceus Boiss. var. erinaceus bitkisinin kök, 

gövde ve yaprağından izole edilen endofitik fungus ve bakteri türlerinin 

tanımlanması ve bu izolatlara ait antimikrobiyal aktivitelerini gösteren ilk 

çalıĢmadır. Bu çalıĢma ile mikrobiyal topluluk çalıĢmalarına ve biyoçeĢitliliğe 

katkı sağlanmıĢtır. Aynı zamanda antibakteriyal ve antifungal potansiyelleri 

belirlenerek yeni biyoaktif metabolitlerin keĢfi için bir potansiyeli ortaya 

koymuĢtur. 
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