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OZET

Fusarium oxysporum YP9B’nin TANISI KARAKTERIZASYONU VE
ANTIMIKROBIYAL OZELLIiKLERI

Gokhan VEYISOGLU

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstiitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Danmismani: Prof. Dr. Sengiill ALPAY KARAOGLU

Funguslar genis bir biyocesitlilige sahip olup ugucu metabolit, mikotoksin, nonribozomal
peptitler, poliketidler, terpenler, diketopiperazinler ve alkoloid gibi ¢cok sayida sekonder
bilesikleri tiretirler. Fusarium cinsinde, bitki patojeni olan ve olmayan ¢ok sayida tiir
tanimlanmistir. Projenin amact Fusarium oxysporum YP9B izolati tarafindan iretilen
metabolit/metabolitlerin ilag hammadde potansiyellerinin belirlenmesidir. Bu amagla en
uygun Kkiiltiir sartlar1 belirlendikten sonra iiretilen kiiltiirlin etil asetat ekstraktlari
antimikrobiyal (agar kuyucuk diffiizyon) ve antioksidan (CUPRAC, FRAP ve ABTS™"
Yontemleriyle) aktiviteleri incelendi. Antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan kiiltiir
filtratindan elde edilen etil asetat ekstratlari antimikrobiyal aktivite belirlenmesi icin
kullanildi. En yiiksek antimikrobiyal aktivite gram pozitif ve negatif bakterilere karsi
gozlenirken, antifungal aktivite ise diisiik diizeyde oldugu belirlendi. Ekstraksiyon i¢in
Fusarium oxysporum YP9B’nin biiyiitiildiigii besi yeri ortaminin ve ekstrakte edilen
¢oziiciiniin antimikrobiyal aktivitesi lizerine etki ettigi belirlendi. Ekstraksiyon siiresinin,
karbon ve azot kaynaginin degistirilmesinin ve inkiibasyon siiresinin ise herhangi bir
etkisinin olmadig1 gozlendi. Sonug olarak Fusarium oxysporum YP9B’nin inkiibasyon
siiresinin 7-10 giin PDA’da inkiibe edildiginde, kati ortamdan etil asetat ile ekstrakte
edildiginde ve yine ayni ¢oziicii ile ¢6ziildiigiinde optimum antimikrobiyal etkinliginin

gozlendigi belirlendi.

2019, 88 sayfa
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ABSTRACT

IDENTIFICATION CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL PROPERTY OF
Fusarium oxysporum YP9B

Gokhan VEYISOGLU

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Fungi have a broad biodiversity, they produce many seconder compounds, such as
volatile metabolites, mycotoxins, non-non-rodosomal peptides, polyketides, terpenes,
dicetopiperazines and alkaloids. A variety of Fusarium genus with and without plant
pathogen was identified. The goal of the thesis is to determine the pharmaceutical raw
material targets by the Fusarium oxyspum YP9B isolate. Antimicrobial (agar well
diffusion) and antioxidant (CUPRAC, FRAP and ABTS™ methods) activities of the
extracts obtained from YP9B were determined. Ethyl acetate extracts from culture filtrate
with high antimicrobial activity were used to determine antimicrobial activity. While
highest antimicrobial activity was observed against gram positive and negative bacteria,
antifungal activity was determined as lowest. It was determined that the medium of the
Fusarium oxysporum YP9B to be extracted and the extract solvent had an effect on the
antimicrobial activity. It was observed that extraction time, changing carbon and nitrogen
source and incubation time had no effect. Consequently, optimum antimicrobial activity
was observed when Fusarium oxysporum YP9B incubated in PDA 7-10 days, extracted

with ethyl acetate from solid medium and dissolved with same solvent.

2019, 88 Pages
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Ekosistemin var olan besin zincirinde en alt siralarda yer alan, ancak bu zincirin
ayrilmaz bir pargasi olarak gorev yapan funguslar, bazen bitki patojeni olarak biiyiik ve
onemli ekonomik kayiplara neden olurken, bazen de hastaliklarin tedavisinde kaynak
teskil eden dogal antibiyotiklerin iireticisi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Funguslar
endofit, entomopatojen, bitki patojeni ve firsat¢1 insan patojeni gibi hastalik yapici yonleri
yant sira tedavide kullanilan antibiyotik, antimikotik, anti kanser vb. ekonomik 6neme
sahip bilesikleri iiretebilme kapasitesine de sahiptirler. Bu bilesiklerden bazilari, tarim,
endiistri ve tip gibi alanlarda uygulama alani bulmaktadir (Siddiquee vd., 2012).
Funguslar tarafindan iiretilen antifungal, antibakteriyel ve antiviral aktiviteye sahip
mikotoksinlerin yan1 sira bitki hastaliklarina karsi biyolojik kontrolde kullanilan, bazen
de bitkinin vejetatif biiylimesine etki eden kimyasal metabolitlerde tiretmektedir. Ayrica
bir¢ok fungus bazi bitkilerde tohum ¢imlenmesini ve biiylimeyi inhibe eden, nekrozis ve
solmaya neden olan fitotoksik sekonder metabolit iiretme potansiyeline sahiptir. Bu
bilesiklerden 6nemli bir kismi olan mikotoksinler, besin ve yem zincirine ulasirsa insan
ve hayvan sagligi lizerine olumsuz etkilere de yol agabilirler. Bazilar1 da herbisit 6zellik

gostermektedirler (Kokkonen vd., 2010; Meca vd., 2009).

Baslica bitki hastalig1 olarak damarsal solgunluk, devrilme, yaprak-basak yaniklig
ve kogan (dane) ¢iiriikliigii gibi hastalik etkeni olabilir. Ozellikle Fusarium oxysporum'un
sayisiz farkli bitkilerde solgunluk hastaligina neden oldugu bilinmektedir. Solgunluk,
bitkinin ksilem damarlarinda fungal hifanin varlig: ile iliskilidir. F. oxysporum'un bilinen
bir eseyli lireme asamasi olmamasina ragmen, bu tiir kompleksin suslari, transpoze
edilebilir elementlerin (Daboussi ve Capy, 2003) ve paraseksiiel dongiisiiniin (Teunissen
vd., 2002) varligiyla ortaya cikabilen biiylik genetik gesitlilik gosterdigi bilinmektedir.
Biiyiikk ¢ogunlugu saprofit mikrofungus olmasinin yanisira, bazilar1 biyokontrol ajan
olarak kullanilir. Diinya ¢apinda ciddi bitki hastaliklarina neden olan patojen Fusarium
tiirleri, nekrotrofik, toprak kokenli bir patojen mantardir. F. oxysporum yaygin bir toprak
floras1 tiyesidir ve ii¢ tip aseksliel spor; makrokonidia, mikrokonidia ve klamidyaspor

Olusturur. F. oxysporum basta solgunluk olmak iizere, kok ciiriikliigli hastaligina neden



olurken, Fusarium solani kok, kok-bogaz ciiriikligii ve tohum ¢iirtikliigiine neden
olmaktadir. Teleomof veya seksual {ireme formu bilinmese de ¢evresel kosullarda
iiremesi i¢in 28 °C'lik toprak ve hava sicakliklar1 optimum seviyede liremeyi tesvik

ederken, sicak (34 °C) veya ¢ok soguk (17-20 °C) topraklarda da gelisebilmektedir.

Diinyanin 6zellikle sicak bolgelerinde Fusarium tiirleri kiigiik tahilli riinlerin
patojeni olarak siklikla karsilasilmakta, tiriintin kalitesini ve verimini ciddi boyutlarda
etkileyerek ekonomik zararlara ugrattigi bildirilmektedir. Arazi sartlarinda bitkilerde
yaprak solgunlugu, kok, govde veya meyvede cilirlimelere neden olurken, depo ve
saklama kosullarinda ise gida (tahil, meyve vb. zararlis1) ylizeylerinde lireyerek ¢iirimeye
sebebiyet verir. Yiizeyinde iiredikleri tahillarin, gidalarin veya meyvelerin lstlinde
tirettikleri metabolitler (mikotoksinler) ile son tiiketiciye saglik agisindan Onemli

zararlara neden olmaktadirlar.

Diinyada yapilan arastirmalarda Fusarium tiirlerinin tahillar {izerindeki
toksijenitesine ve cesitliligine odaklanilmistir (Logrieco vd., 2002; Chetkowski vd.,
2012). Tahuillar iizerindeki bu ¢alismalara ragmen, bitkileri enfekte eden Fusarium tiirleri
tarafindan tretilen sekonder metabolitler hakkindaki bilgi ¢ok azdir (von Bargen vd.,
2009, Stepien vd., 2012). Fusarium genusu bir¢ok 6nemli bitki patojeni tiirler (Fusarium
graminearum, Fusarium moniliforme ve Fusarium oxysporum gibi) igermesi yani sira

cok sayida sekonder metabolit liretme kapasitesine sahip tlirleri de igermektedir.

Yapilarina ve biyosentez yollarina gére sekonder metabolitler ii¢ grup; aurofusarin,
fumonisin ve zearalenone igeren poliketidler, trikotesen ve karotenoid igeren terpenler ve
siderofor igeren non-ribozomal peptitler olarak siniflandirilabilir. Bunlarin arasindan
fumosin ve trikotesen insan ve hayvan sagligi tizerine etkili olan mikotoksinlerdir (Zhang
ve Zang, 2013).

Toprak veya tarla kiifleri olanlar diisiik sicakliklarda da gelisibilirler. Bazilar1 0 °C’
nin altinda gelismelerini devam ettirirken, minimum sicaklik istekleri -7 °C olan tiirlere
rastlanabilmektedir. Bu tiirlerden biri olan Fusarium poae ¢ok genis sicaklik araliginda

mikotoksin olustursada, optimum mikotoksin tiretimi 5-8 °C’lerde gergeklesir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Teleomorph,_anamorph_and_holomorph

Diinyada yaklasik 1,5 milyar mantar tiiriiniin bulundugu bunlardan yalnizca 250
000’inin tanimlandig1 ve yaklasik 50 000 tiiriin insan i¢in patojen oldugu bilinmektedir.
Mantarlar ekstraseliiler enzim aktiviteleri yiiksek olan giiclii metabolit lireten 6nemli canli
gruplaridir.  Giinlimiize kadar kesfedilen mantarlarin ancak %1 civarinda tiiriin

metabolitleri incelenmistir.

Calismamizda Pazar ilgesinde (Rize) sebze yetistirilen bahge topragindan izole
edilen Fusarium oxysporum YP9B izolatinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivite
igeren metabolitler iirettigi belirlenen metabolitin ikili kiiltiir tekniginde bir dizi bitki ve
Insan patojeni kiif mantarlarina karsi antifungal aktivitesi oldugu gézlenmis olup 6nemli
bulunmus diger insan patojenlerine karsi etkinliginin arastirilmasi ve metabolitin kismi

karakterizasyonu amaglanmuistir.

1.2. Fusarium’un Tanis1 ve Karakterizasyonu

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Alt Sube: Pezizomycotina

Sinif: Sordariomycetes

Alt Smf: Hypocreomycetidae

Takim: Hypocreales

Familya: Nectriaceae

Cins: Fusarium (Anamorf)

Tiir: Fusarium oxysporum Schltdl.,

Cogunlukla Hyphomycetes olarak anilan Fusarium tiirleri, toprakta yaygin olarak
bulunan, bitkilerle iligkili olan bir grubun pargasi olan filamentli mantarlarin biiyiik bir
cinsidir. Fusarium, Nectriaceae familyasinin i¢inde yer alan kompleks bir cins olup
1000’den fazla tiir igermektedir (URL-1).

Ascomycota mensubu mantarlar i¢cinde yer alir. Bu boliim mantarlari eseyli (perfekt

satha) ve eseysiz (imperfekt veya konidiyum safthasi) iireme Ozelligine sahiptirler.


https://en.wikipedia.org/wiki/Sordariomycetes
https://en.wikipedia.org/wiki/Nectriaceae
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Ascomycata Boliimii’niin esas 0zelligi, mayoz boliinme gecirdikten sonra iginde sporlarin
meydana geldigi keseciklere yani askuslara sahip olmasidir. Egeyli tireme formu askus
(kese) igerisinde belli sayida aksospor igererek olusur. Bu boliim mensubu mantarlar
4500’e yakin tiir i¢erdigi bilinmektedir. Cogunlukla karada bazen suda olmak iizere genis
bir yayilisa sahiptirler. Karada yasayanlar hayvanlarda, insanlarda deri ve solunum
hastaliklarina, ayrica bitkilerde hastaliklara sebep olurlar. Belirli biiyiikliigli ve bigimi
olan iireme yapilarina askokarp denir. Morchella (Kuzu gobegi) ve Tiiber (Yeralti
mantar1) gibi askokarplar1 yenen tiirler de familya i¢inde bulunmaktadir. Ayrica bu grup
mantarlar iginde; maya mantarlart (Saccharomyces cerevisia), mavi kiif mantarlar

(Penicillium) ve yesil-siyah kiif mantarlar1 (Aspergillus, Fusarium) yer almaktadir.

Kiiltiir kosullarinda makro ve mikro konidia iretirler, tekli veya yigin seklinde
klamidospor, monofiletik konidiofor olustururlar. Farkli ¢evresel kosullarda rahatlikla
tireyebilmekte olup optimum tiremeyi 28 °C’lik toprak ve hava sicakliklari tesvik
ederken, yiiksek (>34 °C) veya diisiik (17-20 °C) sicaklikaki topraklarda da sadece

gelisimini devam ettirebilmektedir.

Spor morfolojisi Fusarium’un tanisindaki birincil karakterdir. Sporlar; polifialidik
stiimiiksii sporlar, enteroblastik sporlar, dinlenme asamasindaki bir¢ok tiire ait
klamidyaspor veya basit olarak firetilen konidia bulunabilir. Konidya 0-1 septali, armut
bigimli, 1-10 ya da daha fazla septali makrokonidya, fusoitten oval mikrokonidia, degisen

diiz ya da kavisli sekillerde olabilir.

Fusarium-tipi konidya bir¢ok Nectria tiiriinde ve ayn1 zamanda Gibberella cinsinde
de bilinir (Samuels vd., 2001). Bir¢ok Fusarium tiirii igin hentiz bir teleomorf (eseyli
tireme) bulunmamistir. Saf kiiltiirde morfolojik karakterlerle taninan tiirlerin sayisi
otoriteden otoritreye degismektedir. Booth (1971) 44 tiir ve 7 varyete; Gerlach ve
Nirenberg (1982) 73 tiir ve 26 varyete dahil ederken Nelson vd., (1983) 30 tiir
tanimlamistir. Bununla birlikte, molekiiler teknikler kullanilarak, morfolojik karakterlerle
ayirt edilemeyen ¢ok sayida tiir tanimlanmaktadir (O'Donnell, 1996). Fusarium tiirleri,
Kuzey Kutbu'nun siirekli donuk topraklarindan Sahra C6lii'ndeki kumlara kadar yayilan

genis bir cografyada iireyebilen kozmopolit bir tiirdiir (Booth, 1971). Ozellikle ekili



topraklarda yaygindir ve tablo 1'te belirtildigi gibi ¢ok ¢esitli bitki hastaliklariyla
iliskilidir (Nelson vd., 1981; Webster ve Weber, 2007).

F. oxsporum bugiine kadar bilinen birgok sinonim tiirleri bulunmaktadir. Bunlarin
bazilari, F. bulbigenum Cooke & Massee, F. vasinfectum G.F. Atk., Bull., F. dianthi Prill.
& Delacr., F. lini Bolley, F. orthoceras Appel & Wollenw., F. citrinum Wollenw., F.
angustum Sherb., F. lutulatum Sherb., F. bostrycoides Wollenw. & Reinking gibidir
(Lombard vd., 2019).

F. oxysporum siniflamasinda alt-spesifik tiirler olarak 6zel form veya formlarin
kullanilmasi, bu tiirlerin genis morfolojik farkliliklari nedeniyle yaygin bir uygulama

haline gelmistir (Leslie ve Summerell, 2006).

F. oxsporum morfolojik 6zellikleri; havai miselleri 15-75 pum boyunda, dalsiz veya
seyrek dalli, tasiyict terminali veya ara sira monofialidleri tasiyan, ¢ogunlukla tek
fialidlere indirgenmis Ve {izerinde konidiyoforlar bulunur. Havai fialitleri, alt silindirik,
plirtizsiiz ve ince geperli, 1-40 X 2—4 pm periklinal kalinlagsmaya ve géze carpmayan veya
yok olana kadar, subi filaidlerin u¢larinda kii¢iik konidialar seklinde bulunur. Bunlar ince
cidarli, 0-1 septat; O-septatli, ortalama 14 x 3 um biiyiikliiglinde mikrokonidialardir
(Lombard vd., 2019).

Sporodokial conidialar hilal seklinde, her iki uca dogru hafif¢e sivrilen neredeyse
paralel taraflar ile dorsiventral olarak kavisli, piiriizlii kiint, kavisli apikal hiicre ve kundak
benzeri bir bazal kiint hiicreye sahip olup genelde 3-5 septali, hiyalinsi, piiriizsiiz ve ince
duvarldir. Klamidosporlari, 5-10 um ¢apinda, arada (interkalar) veya ugta (terminal)

olarak olusan, hafif eliptikten kiire sekline kadar degisebilir (Lombard vd., 2019).

Kiiltiirel 6zellikleri PDA besiyerinde 24 © C'de ortalama radyal biiyiime orani 3.0-
4.0 mm/giin olup, koloni yiizeyi soluk vinaceous, bol miktarda antelyum miselyum ile
fokoz; koloni kenarlar1 diizensiz, loblu, serrate veya filiformdur. Genellikle kokusuz,
plaklarin alt kisminda kizildan pembe giil rengine donen genelde yaygin olmayan
pigment bulunabilir. Sentetik besince fakir agar besiyerinde, hiphae hiyalin, piiriizsiiz

duvarli, bol miktarda klamidosporlu, orta yiizeyde bol miktarda sporiilasyon ile seyrek
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havai misel tretir. Karanfil yapragi agar1 besiyerinde ise bol miktarda karanfil ya da

parlak turuncu sporodochia olusumu ve seyrek havai misel olusumu gézlenir (Lombard

vd., 2019).

Tablo 1. Ekonomik 6neme sahip bitki hastaliklarina neden olan bazi Fusariumlar

(Holliday, 1998).

Anamorf isimleri

Teleomorf isimleri

Bulunduklar1 Konaklar ve
Yaptiklar1 Hastahklar

F. culmorun

F. oxysporum

F. oxysporum f. sp. apii
F. oxysporum f. sp. cepae

. oxysporum f. sp. cubense
. oxysporum f. sp. dianthi

T m

. oxysporum f. sp. elaeidis

. oxysporum f. sp. lycopersici
. oxysporum f. sp. pisi

. oxysporum f. sp.
vasinfectum

F. solani

MM T

F. oxysporum f. sp. cucurbitae
F. oxysporum f. sp. coeruleum
F. avenaceum

F. sulphureum

F. moniliforme

F. sambucinum

F. graminearum

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor
Bilinmiyor

Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor

Nectria haematococa

Bilinmiyor
Bilinmiyor
Gibberella avenacea
G. cyanogena

G. fujikuroi

G. pulicaris

G. zeae

Kortikal ciiriikliik, Kok
ciriikliigii ve 1liman tahillarin
filizlenme 6ncesi yanmasi,
arpa, bugday ve cavdar basi
yanikligt

Genis bir yelpazede solgunluk,
Sararma ve kok ciiriikligi
Kereviz sararmasi

Bazal ¢iirlime ve sogan
depolama ¢iiriimesi

Panama muz solgunlugu
Karanfil ve tavsanagzi
solgunlugu

Palmiye yag1 solgunlugu
Domates solgunlugu

Bezelye solgunlugu

Pamuk solgunlugu

Birgok bitkinin kok ve yaka
¢lrtigli; Odunsu bitki gévde
hastalig

Salatalik ve kavun kok
clirikligi

Patateste depo ve kuru
cliriikligi

Tahillarin, igne yapraklilarin
ve baklagillerin devrilme
hastaligi ve kok hasari

Patates yumrularinin depolama
curiikliigii ve kuru ¢iirikligi
Birgok bitki hastaligi
Serbet¢iotu kogani ve bitki kok
cliriikliigii, Patates depo
hastalig1

Iliman ve tropik tahillarin
sayis1z hastaliklar1

Fusarium'un eseysiz tiremesindeki karakteristik bir 6zellik, bazal bir hiicre izerinde

fusiform uzun ve enine boliinmiis makrokonidinin gelismesidir (Sekil 1). Bazi tiirlerde de

fialid kaynakli mikrokonidia’lar gelisir. Bitki konak¢ilarinda makrokonidia genellikle
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turuncu-pembe sporodokia’da (iireme hiicre yigini) birikir. Makrokonidia, bu tiir
pustiillerden hafif fiziksel bir temasla yayilabilir. Kiltiirde, makrokonidia'nin yagl
birikimlerine piyonnot ad1 verilir. Toprakta hayatta kalma muhtemelen enerji yoksunlugu
sonucu veya bakteri salgilarina tepki olarak olusan vejetatif hiicrelerin kalin ceperli
morfolojiye diinlismesiyle olusan uyku durumundaki klamidospor sayesindedir
(Schippers ve van Eck, 1981; Webster ve Weber, 2007). Wollenweber (1931) tarafindan
mikrokonidya ve klamidospor'larin hem mikro hem de makrokonidya'nin sekli ile birlikte

varlig1 veya yoklugu cins diizeyinde siniflandirmada 6nemli oldugu bildirilmektedir.

Sekil 1. Fusarium oxysporum (eski-epitip kiitiir CBS 144134). a-b. Havai Misel {izerinde
Klamidosporlar; c. Havai konidia (mikrokonidia); d. Sporodockial konidia

(makrokonidia). Konidioforlar ve fialidler; e-f. Sporodokia ve sporodokial
konidioforlar; g—h.— Olgek ¢izgisi = 10 um (Lombard vd., 2019).

Topraktan en ¢ok izole edilen tiirlerden biri olan ve bitki kokleri ile birlikte gelisen
F. oxysporum'dur. Bir¢ok izolat patojenik degildir, ancak bu mantar ¢ok ¢esitli bitki
konaklarindan bildirilen ciddi bir bitki patojeni olan tiirleri de icermektedir. Seksiiel
asamas1 bilinmemekle birlikte, molekiiler calismalar Gibberella-Fusarium kompleksi ile
monofilik oldugunu ve asekstiel Gibberella olarak kabul edilebilecegini gostermektedir
(Samuels vd., 2001). Bu tiirlerde 80'den fazla forma 6zgii, ¢ok sayida bitkisel benzer
tipleri ve wrklaria ek olarak, farkli konaker cinslerinin karakteristik 6zelliklerini almis
alttlirleri de taninmustir (Gordon, 1993; Gordon ve Martyn, 1997). Geleneksel eseyli
iiremenin yoklugunda F. oxysporum'daki biiyiik miktarda genetik varyasyon muhtemelen

farkli vejetatif uyumluluk gruplarinin tiyeleri arasinda bile paraseksiiel ireme sirasindaki



rekombinasyonun goziikmesiyle olusabilmektedir (Molnar vd., 1990; Webster ve Weber,
2007).

Klamidyasporlar toprakta uzun siire kalabilir ve kok ucu yoluyla ksilem
damarlarina dogrudan niifuz etme ve hiicreler arasi biiyiime ile konakg¢1 kdklerini etkiler
(Bishop ve Cooper, 1983). Solgunluk, ksilenin mantar biyokiitlesi tarafindan tikanmasi
ve ayrica bazi mantarlar pektinazlar1 nedeniyle kahverengilesmesi seklinde gozlenir
(Pegg, 1985; Beckman, 1987). Konak bitki sonunda su kitligi (solma) nedeniyle oliir ve

bu asamadan sonra F. oxysporum saprofit gelismeye baslar.

Bazi tiirler tahil ve gida {irlinlerinde tiikketim zincirine girerlerse iiretmis olduklari
mikotoksinler ile insan ve hayvan sagligim etkileyebilirler. Ekonomik zarara sebebiyet
veren Onemli bitki patojenlerin (Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum f.sp.
cubense vb.) yaninda, nadiren de insan patojeni olan tiirleri de bulunabilmektedir. Bazi
tiirlerin, Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda onikomikoz (tirnak
enfeksiyonlar1), korneanin keratomikozu, iilserler, nekrozlar, cilt enfeksiyonlar1 ve i¢
organlarin 6liimciil enfeksiyonlar: gibi insan hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir

(Joffe, 1986; de Hoog vd., 2000).

Bazi Fusarium tiirleri (6rnegin, F. graminearum ve F. moniliforme) tohum kaynakli
olup, miselum tahil i¢inde bulunur ve siklikla ylizeyde makroconidia iiretir. Enfekte
olmus tohum, hastaligin sadece sonraki mevsimlere taginmasini saglamakla kalmaz, aynm
zamanda hayvan ve insan besin kaynaklarina karisarak direk toksik etki gosterir veya
kontamine hayvansal gidalarin insanlar tarafindan tiiketilmesiyle dolayli olarak

mikotoksin zehirlenmelerine neden olabilir (Joffe, 1986; Moss, 2002).

F. oxysporum suslarinin, bazilar1 bilinmeyen fonksiyonlara ve toksisitelere sahip
poliploid sekonder metabolit kokteyli irettigi bilinmektedir (Marasas vd., 1984; Mirocha
vd., 1989; Bell vd., 2003; Desjardins, 2006; Manici vd., 2017). F. oxysporum tarafindan
tiretilen ve iyi bilinen toksinlerin bazilari arasinda beauverisin (Marasas vd., 1984; Lopez-
Berges vd., 2013), fusarik asit (Marasas vd., 1984; Lopez-Diaz vd., 2018) ve fumonisinler
(Rheeder vd, 2002), Zearalenone, trichothecenes ve vomitoxin (Creppy, 2002; Moss,

2002) gibi mikotoksinlerdir. Bu toksinler hayvan ve insan besin hammaddesinde
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bulunabilir. F. graminearum kaynakli bir dstrojenik hormon olan Zearalenone, sigirlarda
ve domuzlarda vulvovajinite ve kisirliga neden olur. Diger bazi1 Fusarium tiirlerinden T-

2 toksini, ¢iftlik hayvanlarinda ve insanlarda toksik aleukiaya (beyaz kan hiicre sayisinda

azalma) neden olur (Joffe, 1986; Moss, 2002).

1.3. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitlerin tanimlamasi; genellikle biiyiime, gelisme ve tireme igin
zorunlu olmayan, bir organizma tarafindan iiretilen kiigiik organik bilesiklerdir (Olmedo-
Monfil ve Casas-Flores, 2014). Sekonder metabolitler aktif biiyiimeden duragan safa
gecis sirasinda yliksek seviyelerde iiretilir. Siklikla bitki savunmasinda 6nemli rol
oynayan sekonder metabolitlerin eksiklikleri dogrudan 6liimle sonuglanmaz. Uzun
donemde organizmanin hayatta kalma becerisinde azalmaya sebep olur. ikinci bir bakis
sekonder metabolizmaya dahil olan genlerin evrim yoluyla yeni yararli o6zellikler
gelistirmek icin mutasyon ve dogal secilime olanak veren "genetik oyun alan1i" sagladigin
one siirer. Ugiincii bir bakis sekonder metabolizmay hiicresel metabolizma ve biyolojinin
biitiinsel bir pargas1 olarak tanimlar. Bu sekonder bilesikler bitkiler, mantarlar, bakteriler,
algler ve hayvanlar tarafindan sentezlenen dogal iirlinlerin oldukga ¢esitli bir grubudur
(Agostini-Costa vd., 2012). Fungal sekonder metabolitler dort ana kimyasal sinifa
ayrilabilir: a) poliketitler, b) terpenoitler, c) sikimik asit tiirevi bilesikler ve d) non-

ribozomal peptidler (Pusztahelyi vd., 2015).

Poliketitler bakteri, mantar ve bitkilerde bulunan dogal iiriinlerin genis bir ailesidir
ve tetrasiklin, daunorubisin, eritromisin, rapamisin ve lovastatin gibi saglik agisindan
onemli olan ilaglar igerirler. Poliketit sentetazlar tarafindan agil CoA Onciillerinden
biyosentezlenir. Yeni ilag kesfi i¢in benzersiz biyolojik etkinlikleri ve muazzam ticari
degeri bulunmaktadir. Enzim katalizi, molekiiler tanima ve protein-protein etkilesiminin
molekiiler mekanizmalarini aragtirmak icin olaganiistii yapiya, baska yollardan erigilmesi
zor yeni bilesiklerin olusumuna izin veren dikkat ¢ekici molekiilleri igermektedir (Shen,
2003).

Genel olarak terpenoid terimi ise, biitiinlesik Cs birimleri igeren bilesikleri

belirtmek icin kullanilir ve kimyasal olarak biitiin terpenoidlerin, temel dallanmis Cs



birimi izopireninden tiiretildigi disiiniilebilir. Molekiilde bulunan Cs birimlerinin
sayisina gore terpen/terpenoidler hemi-, mono-, seski-, di-, sester-, tri- ve
terpen/tetraterpenoid (karotenoid) olarak siniflandirilir. Bu siniflar sirasiyla 1, 2, 3, 4, 5,
6 ve 8 izopirenoid Cs birimlerine sahiptirler. Genel olarak terpen/terpenoid terimi ise,
biitiinlesik Cs birimleri i¢eren bilesikleri belirtmek i¢in kullanilir ve kimyasal olarak
biitiin terpen/terpenoidlerin, temel dallanmig Cs birimi izopireninden tiiretildigi

diisiiniilebilir.

Sikimik asit, bir¢ok bitki meyvesinin yapraklarinda ve ayrica mikroorganizmalarda
(mantar ve bakteri) yaygin olarak, ancak sinirli miktarlarda bulunur ve aromatik amino
asit biyosentezinin ortak yolagindaki hidroaromatik bir ara iirlindiir. Ayrica, flavonlar,
antosiyanidinler, flavonoller ve taninler gibi sinamik asitlerin ve flavonoidlerin onciisii
olarak da 6nemli bir rol oynar. Ayrica, bu organizmalarda folik asit, alkaloidler ve
vitaminlerin asimilasyonu i¢in de gereklidir. Sikimik asit ve tiirevleri, birtakim ilging
biyolojik 6zellikler sergiler. Ornegin sikimik asit yiiksek antioksidan aktivite gosterir.
Diger taraftan, shikimik asidin antipiretik (ates disiiriicii), antienflamatuar ve analjezik
(agr1 kesici) aktivitenin yani sira antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Amalia
vd., 2012).

Nonribozomal peptitler, toksin, pigment, antibiyotik, sitostatik, immiinoSiipresan
veya antikanser ajanlar1 olarak gorev alir ve 6zellikle sentezleri ribozomal mekanizmadan
bagimsizdir. Cesitli dzellikleriyle sekonder metabolit sinifinda yer alan dogal tirtinlerdir.
Nonribozomal peptitlerin (NRP) sentezi ribozomdan bagimsiz bir thiotemplate
mekanizmasiyla kalip ve biyosentetik dilizenek olarak hizmet eden modiiler
organizasyonlu ¢coklu enzim kompleksleri olan NRP’ler tarafindan yiiriitiiliir. Cogunlukla
nonribozomal peptitlerin {ireticisi, Actinomycetes sp. ve Bacillus sp. gibi toprakta yasayan
mikroorganizmalar  ve  oOkaryotik  filamentéz  mantarlardir.  Ancak  deniz
mikroorganizmalar1 da nonribozomal peptitlerin alternatif bir kaynag: olarak ortaya
cikmistir. Bu peptitler, ornitin veya imino asitler gibi amino asitleri ihtiva eden yapisal
Ozelliklere sahiptir ve yapilari, benzer yapisal elemanlarin makrosiklik, dalli makrosiklik,
dimerleri veya trimerleridir. NRP sentezleyen enzimlerinin varligi, yasamin g
domaininde; bakterilerde yaygin, Eukarya'da daha az siklikta ve Archaea’da nadir olarak

bildirilmistir (Martinez-Nunez ve Lopez, 2016).
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1.2.1. Mikotoksinler ve Fusarium Toksinleri

Mikotoksinler, Aspergillus, Alternaria, Claviceps, Fusarium ve Penicillium gibi
mantarlarin (kiif) sekonder metabolizmas1 sonucu iirettigi, ¢ok ¢esitli kimyasal yapiya
sahip ve molekiil agirhg diisiik olan dogal toksinlerdir. Insan ve hayvan saglig1 iizerinde
giiclii ve gesitli toksik etkiler olusturmaktadirlar. Uriinleri kurutma ve depolama sirasinda
cogunlukla Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler sorun yaratirken, hasat 6ncesi veya
hasat sirasinda ise Fusarium ve Alternaria tiirleri ile kontamine olan iriinlerde de sorun
yaratabilmektedirler (Girgin vd., 2001).

Mikotoksinler ilk olarak 1960’larin baslarinda Ingiltere’de meydana gelen hindi X
salgmni ile bildiridi. Aspergillus flavus ile kontamine olmus yerfistig1 iceren yemler,
yaklasik 100000 hindinin 6liimiine neden olmustur. Yapilan arastirmalar 250’den fazla
mantar tlriiniin mikotoksin olusturdugunu ortaya c¢ikarmistir. En sik saptanan
mikotoksinler: Aflatoksinler, Okratoksin, Sitrinin, Ergot alkaloidleri, Patulin, Fumonisin,
Trikotesenler, Zaeralenon, Rubratoksin’dir (van Egmond ve Jonker, 2006). Bazi 6nemli

mikotoksin tiirleri ve hastalik etkileri Tablo 2’de verilmistir.

Biitlin kiif cins ve tiirleri mikotoksin iiretmezler. Kiiflerin goriiniisii, kokusu ve
tatlarina bakilarak mikotoksin iirettiklerini soylemek olanaksizdir. Mikotoksinler bulagici
degildir. Salgin seklinde goriilmeleri kontamine olmus bir besin veya yemle iligkilidir.
Mikotoksinlerin hayvanlar ve insan saghig: iizerindeki toksik etkileri mikotoksikozis
olarak tammlanir. ilag ve antibiyotik tedavisi mikotoksikozis iizerine ¢ok az etkisi vardir
veya hig etkisi yoktur. Mikotoksikozislerin yaygin goriilmeleri genelde mevsime baglidir.
Toksisitenin derece ve siddetini sik olarak konak¢inin yas, cins ve beslenme durumu
etkilemektedir. Duyarl besin veya yemin incelenmesi ile kiiflerin bulunma durumu ve

aktiviteleri aciga ¢ikarilabilir (Tayfur, 2002).

11



Tablo 2. Mikotoksinler ve Olasi Saglik Etkileri (Macher, 1999).

Fungus

Mikotoksin

Muhtemel Tibbi EtKileri

Acremonium spp.
Alternaria alternata

Aspergillus clavatus

Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus,
Aspergillus fumigatis
Aspergillus nidulans,
Aspergillus versicolor
Aspergillus ochraceus,
Penicillium verrucosum,
Penicillium viridicatum
Cladosporium spp.

Chladosporium
cladosporiodes
Fusarium graminearum

Fusarium monoliforme

Fusarium poae,
Fusarium sporotrichoides

Penicillium
chrysogenum
Penicillium crustosum

Penicillium expansum

Penicillium
griseofulvum,
Penicillium viridicatum
Stachybotrys chartarum

Cefalosporin
Tenuazoik asit

Sitokalasin E,
Patulin

Aflatoksinler
Fumitremorjenler
Gliotoksin
Sterigmatosistin

Ochratoksin A

Epikladosporik asit
Kladosporin, Emodin

Deoksinivalenol
Zearalenon
Fumonisinler

T-2 toksin

Penicillin

Penitrem A,
Rokuefortin C
Sitrinin, Patulin,
Rokuefortin C

Griseofulvin

Satratoksinler,
Verrukarinler,
Roridinler,
Stakibosinler

Antibiyotik

Nefrotoksik,
Hepatotoksik,

Hemorajik

Hiicre Boliinmesi,
Protein Sentezi Inhibitori,
Nefrotoksik, Kanserojen
Mutajenik, Kanserojen,
Hepatotoksik,
Tremorjenik, Sitotoksik
Hepatotoksik, Kanserojen

Nefrotoksik,
Hepatotoksik,
Kanserojen
Bagisiklik Sistemi
Baskilayici
Antibiyotik

Emetik, Ostrojenik

Norotoksik, Hepatotoksik,
Nefrotoksik,

Kanserojen
Hemmorrhagic,
Hepatotoksik,
Nefrotoksik,

Kanserojen

Antibiyotik

Tremorjenik, Norotoksik

Nefrotoksik,
Kanserojen,

Protein Sentezi Inhibitori,
Norotoksik

Tiimor Olusturucu,
Teratojenik,
Hepatotoksik
Enflamasyon Ajani,
Bagisiklik Sistemi
Baskilayici,

Dermatit, Hemotoksin,
Hemorajik
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Tarla kiiflerine dahil olan Fusarium'lar saprofit ve fitopatojen karakterli tiirleri
icerirler. Fusarium tiirleri ozellikle tropik ve subtropik bolgelerde yetisen tarim
tirtinlerinde farkli kimyasal yapida ¢ok sayida mikotoksin (Sekil 2) sentezlemektedir
(Schollenberger vd., 2004). Bitki patojeni olarak énemli rol oynamakta olup ¢esitli tahil
tiriinlerinde dip ¢iiriikliigli, yaprak ve basak yanikligi ve kocan (dane) ciirikligi
hastaliklarina neden olmaktadir (Ugkun ve Yildiz, 2003; Schollenberger vd., 2004).
Bunlar arasinda mikotoksinler yoniiyle 6nemli olanlari; bugdayda basak yamikligr ve
misirda kogan ciiriikliigli hastaliklaridir (Uckun ve Yildiz, 2003). Tarimsal {irtinlerde

clirime etmeni olan saprofitlere oranla fusarioza neden olan fitopatojen olanlar ¢ok daha

Onemlidir.
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Sekil 2. Baz1 mikotoksinlerin kimyasal yapilar1. a) Diasetoksisirpenol yapist, b)
Deoksinivalenol yapisi, ¢) Zearalenon yapisi, d) Moniliformin yapisi, e)
Fumonisin yapist (Tunail, 2000).

Diinya Saglik Orgiitii- Uluslararas: Kanser Arastirma Enstitiisii (WHO-IARC) 1993
yilinda  mikotoksinleri insanlara karst  kanserojenik  potansiyellerine  gore
smiflandirmislardir. Bu siniflandirmaya gore; Fusarium tiirleri tarafindan iretilen
mikotoksinlerden fumonisinler "muhtemel kanserojenik mikotoksin™ (Grup 2B) olarak
belirlenmistir. Diger yandan, trikotesen ve ZEA’un insanlara karsi kanserojenik

potansiyelinin bulunmadig: belirtilmis ve "3. Grup" da smiflandirilmistir (Hussein ve

Brasel, 2001).
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1.2.1.1. Trikotesenler

Trikotesenler, Fusarium cinsi kiifler tarafindan hasat dncesi veya sonrasinda 0-35
°C arasinda ve %80-90 nispi nem degerlerinde tiretilmekte olup, 6zellikle bugday, misir,
arpa ve piringte bulunmaktadir (Garda vd., 2005). Hiicre zar1 boyunca pasif olarak hareket
edebilen kiigiik, amfipatik molekiillerdir (Alshannaq ve Yu, 2017; Cortinovis vd., 2013).
Bu gruba ait metabolit ilk kez Trichethecium roseum'dan izole edildigi i¢in trikotesen
adin1 almustir. Trikotesen {iireten Fusarium tirleri arasinda en sik rastlanilanlari; F.
equesiti, F. graminearum, F. moniliforme, F. culmorum ve F. sporotrichoides tiirleridir

(Sweeney ve Dobson, 1998).

Tablo 3. Trikotesen Ureten Fusarium Tiirleri (Kabak ve Var, 2005).

F. acuminatum F. oxysporium
F. avenaceum F. poae

F. camptoceras F. proliferatum
F. chlamydosporium  F. sambucinum
F. compactum F. scirpi

F. crookwellense F. semitectum
F. culmorum F. solani

F. equesiti F. sporotrichoides
F. graminearum F. subglutinans
F. moniliforme F. tricinctum

F. nivale F. tumidum

F. nygamai F. veneatum

Trikotesenlerin karakterize edilen 80’in iizerinde tiirli bulunmakla birlikte
(Deshpande, 2002), yalnizca birkagi tahil ve {irlinlerinde dogal kontaminant olarak
bulunmaktadir (Mateo vd., 2002). Trikotesenler dort tipe ayrilabilir; A (T-2 ve HT-2
toksinler, diasetoksisirpenol), B (deoksinivalenol, nivalenol), C ve D ve bunlar, ii¢ ana
Fusarium mikotoksinlerinin ana ve en ¢esitli kimyasal gruplaridir (Summerell ve Leslie,
2011; Patriarca ve Pinto, 2017). Bununla birlikte, son yillarda yapilan siniflandirmalarda
bunlara E ve F tipi olmak iizere 2 grup daha eklenmistir (Deshpande, 2002). Diger
yandan, dogal olarak en ¢ok rastlanilanlar1 A ve B tipidir. Tetrasiklik yap1 gostermeleri
hepsinin ortak 6zelligidir. Bu denli fazla tiirevinin olmasina karsin tarim iriinlerinde
dogal kontaminant olarak saptananlar 4 adedi ge¢cmez. Bunlar; diasetoksisirpenol, T-2
toksin, nivalenol, deoksinivalenol ve T-2 toksinin par¢alanma iiriinii olan toksik metabolit
HT-toksin' dir.
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A tipi trikotesenler, B tipi trikotesenlerden farkli olarak 8. C atomunda karbonil
fonksiyonel grubu bulundurmamasi UV absorbsiyonu ile tespit edilememesine neden
olmaktadir (Mateo vd., 2002). Ayrica, A tipi trikotesenler etil asetat, aseton, kloroform
ve dietil eterde yiiksek oranda ¢oziiniirken, B tipi trikotesenler ise daha yiiksek polariteye
sahiptirler ve metanol, asetonitril ve etanolde iyi ¢oziinmektedirler (Deshpande, 2002).

Fusarium'larda trikotesenler genellikle 15-20 °C arasinda yiiksek diizeyde
sentezlenmekle birlikte bir¢ok Fusarium tiirii yiiksek sicakliga (22 °C) oranla diisiik
sicaklikta (8 °C) daha fazla trikotesen sentezler. Ayrica soguk soklar toksin sentezini
uyarir. Laboratuvar denemeleri 22 °C de 3 hafta siire ile inkiibe edilen Fusarium kiiltiiriine
oranla 6. giin 8 °C’de bir siire tutulup sogutulan kiiltiirde 3 misli fazla mikotoksin

olustugunu ortaya koymustur.

A tipi trikotesenlerin genellikle F. sporotrichoides seyrek olarak da F. poae
tarafindan retildigi, B tipi trikotesenlerin ise spesifik olarak F. culmorum ve F.
graminearum tarafindan dretildigi bildirilmektedir (D’Mello ve Macdonald, 1997;
Placinta vd., 1999). F. sporotrichoides -2 °C ile 35 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
gelismesine karsin optimum gelisme sicakligi 22,5 — 27,5 °C araligindadir. Benzer
sekilde, F. graminearum’un optimum gelisme sicakligi 24-26 °C’dir. F. graminearum’un
gelisimi i¢in minimum su aktivitesi degeri 0,90, pH degeri ise sicaklifa bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Psikotrof bir tiir olan F. culmorum ise 0-31 °C araliginda
gelismekle birlikte, optimum olarak 21 °C’de gelisim gostermektedir. Toksin tiretimi i¢in
gerekli fizyolojik faktorlerin organizmanin gelisim kosullari ile yakindan iligkili oldugu
belirtilmektedir (Sweeney ve Dobson, 1998). Diger biyoaktif bilesikler gibi Fusarium
mikotoksinleri de akut ve kronik toksik aktiviteye sahiptir. Trikotesenlerin bagisiklik
sistemine karsi toksik aktivitede bulundugu ve protein sentez inhibitorii olarak rol
oynadig1 iizerinde durulmaktadir. Bununla birlikte, trikotesenlere maruz kalmis
hayvanlarin bagisiklik sisteminin zayifladigr ¢esitli hastaliklara ve mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi hassas hale geldikleri bildirilmektedir (Sweeney ve Dobson, 1998).
Diger yandan, trikotesen kalintilarinin et, siit ve yumurta gibi hayvansal kaynakli iiriinlere

gectigi ile ilgili olarak herhangi bir veriye rastlanilmamistir (Deshpande, 2002).
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Genellikle A tipi trikotesenlerin B tipi trikotesenlere oranla daha yiiksek toksik
aktivite gosterdigi belirtilmektedir (D’Mello vd., 1999; Placinta vd., 1999). Bu konuda
tavuklarda yapilan bir calismada DAS ve T-2 toksin agisindan LDsg degerleri sirasiyla 2-
5,9 mg kg ve 3,6-5,25 mg kg* viicut agirlig1 oldugu bildirilirken, bu deger DON igin
140 mg kg-1 viicut agirligi olarak belirlenmistir (Placinta vd., 1999). A tipi trikotesenler
icerisinde toksisiteleri bakimindan en Onemlileri T-2 ve HT-2 toksindir. F.
sporotrichoides ve F. poae tarafindan iiretilen bu toksinlerin "alimentary toxic aleukia"
hastaligina neden oldugu belirtilmektedir. Hastaligin belirtileri; bogazda ve agizda
yanma, kusma, diyare, karin agrisi, kanama ve 6liim seklinde kendini gostermektedir.
Tarihte ilk “alimentary toxic aleukia” vakasi Rusya’nin Orenburg bdlgesinde ikinci diinya
savagl sirasinda goriilmiistiir. Savas nedeniyle hasat edilemeyen bugdaylar kis sezonu
boyunca tarlada kalmistir. Ertesi yil aglik nedeniyle kiiflenmis bu tahil tanelerinden
iretilen ekmeklerin tiikketilmesi sonucu yukarida belirtilen semptomlar gorilmistiir
(Bullerman, 1997). T-2 toksini ile kontamine olmus gida ve yem maddelerinin tiiketilmesi
sonucu insan ve hayvanlarda karaciger ve bobrek hasari, bagisiklik sisteminin
zayiflamasi, mukoza ve deri soyulmasi gibi cesitli hastaliklara rastlandig1 belirtilmektedir
(Yazicioglu ve Omurtag, 2003). T-2 toksini ayrica, biyolojik silah ajani olarak iizerinde

durulmasi nedeniyle de 6nem tasimaktadir (Salem, 2003).

B tipi trikotesenlerden DON toksini (Vomitoksin, RD-toksin, CisH200s, MA=
296,32), diinyada en yogun olarak rastlanilan Fusarium toksinidir. Bu nedenle tarim
tirlinlerinde indikator toksin olarak da adlandirilmaktadir. DON &zellikle F. graminearum
(seksual formu Gibberella zeae) ve F. culmorum kiifleri tarafindan iiretilmekte olup,
bugday basta olmak {izere misir, arpa, yulaf, ¢avdar ve piring gibi ¢esitli tahil iiriinlerinde
sorun yaratmaktadir (EC, 1999; Creppy, 2002; Prange vd., 2005). Bu kiiflerin bugdayda
"Fusarium basak yaniklig1" ve "Gibberella kogan ¢iiriikliigii" hastaliklarina neden oldugu
belirtilmektedir. Bu iki tiiriin cografi dagilimi sicakliga bagli olarak degismekte olup, F.
graminearum’un daha sicak iklim kosullarinda sorun yarattigi bildirilmektedir. F.
graminearum ve F. culmorum’un optimum sicaklik istekleri sirastyla 25°C ve 21 °C’dir

(Sweeney ve Dobson, 1998).

Tahil iirtinlerinde DON kontaminasyon riskini ortaya koymak amaciyla yapilan bir

caligmada, analiz edilen 11444 bugday 6rneginin %57 sinde 1-5700 mg/kg oraninda,
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5349 musir 6rneginin %41’inde 3-3700 mg/kg, 834 yulaf 6rneginin %68 ’inde 4-760
mg/kg, 1662 arpa drneginin %59 unda 4-9000 mg/kg, 295 ¢avdar drneginin %49 ’unda
13-240 mg/kg ve 154 piring Orneginin %27’sinde 6-5100 mg/kg arasinda degisen
miktarlarda DON tespit edilmistir (JECFA, 2001). Diger yandan, Almanya’da
degirmenlerden ve gida satis noktalarindan toplanan toplam 60 adet bugday unu
orneginin %98’inde DON, %12 ’sinde NIV, %2’sinde 3-ADON, %3’iinde 15-ADON,
%?7’sinde HT-2 toksin ve %38’inde ZEA tespit edilmistir (Schollenberger vd., 2002). Bu
konuda iilkemizde yapilan bir ¢calismada, Cukurova bolgesinde 2002-2003 yillar1 arasinda
hasat edilen 73 misir ve 43 bugday O6rneginden olusan toplam 116 6rnegin 25’inde 20-
2540 mg kg-1 DON, 31’inde 6,44 — 43,2 mg kg-1 T-2 toksin ve 37’sinde 36,2-627,6 mg
kg-1 arasinda degisen miktarlarda ZEA saptanmustir (Glirsoy ve Bigici, 2003). Benzer
sekilde, Istanbul’da market ve pazarlardan temin edilen toplam 83 hububat ve bakliyat
orneginde yapilan incelemede DON, bakliyat 6rneklerinde bulunamazken, hububat

orneklerinin %8,8’inde tespit edilmistir (Beyoglu ve Omurtag, 2003).

DON’nun akut dozlarda alindiginda kusmaya ve kilo kayiplarina, diisiik dozlarda
ise gelisimde ve yem tiiketiminde azalmaya neden oldugu ¢esitli deney havanlar1 ve

ciftlik hayvanlari ile yapilan calismalar sonucunda ortaya konmustur.

Trikotesenlerin toksisiteleri yiiksektir. Hiicre icindeki etkisi protein sentezinin
inhibisyonu seklindedir. Canliya 30 pg/ml diizeyinde verildiginde protein sentezi durur.
Molekiil spesifik olarak terminatdr bolgeleri yakalar, ayn1 zamanda ribozomlarda
polipeptid-transferaz enzimini bloke eder. Metabolizmada SH-grubu igeren 6nemli enzim
veya koenzimlerle reaksiyona girerek reaksiyonlart durdurur. DON’un DNA, RNA ve
protein sentezini inhibe ettigi bildirilmektedir. Deney hayvanlari ile yapilan ¢aligmalarda
DON’un kanserojenik ve mutajenik aktiviteye sahip oldugu ile ilgili bir bulguya
rastlanilmamistir. Buna karsin, nérotoksik ve immunotoksik etkileri rapor edilmistir (EC,
1999). Asya’da yapilan bir ¢alismada, 3-93 mg kg™ oraninda DON ile kontamine olmus
tahillarin tiiketimi sonucu insanlarda mide bulantisi, kusma, diyare, bag agris1 gibi akut

vakalar goriilmiistiir (Creppy, 2002).
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1.2.1.2. Zearalenon

ZEA (CigH2205, MA=31 8,36) diger bilinen adiyla F-2 toksin, Ozellikle F.
graminearum tarafindan iiretilmekte ve misir basta olmak tizere, sorgum, bugday, yulaf
ve diger tahil iiriinlerinde ve ekmekte sorun yaratmaktadir (Ryu vd., 1999; Mateo vd.,
2002; EFSA, 2004). Diger ZEA fiireticisi Fusarium tiirleri arasinda F. culmorum ve F.

crookwellense bulunmaktadir (Visconti ve Pascale, 1998).

ZEA olusumu genellikle hasat 6ncesi tarla kosullarinda gergeklesmekte ve diger
Fusarium toksinleri ve 6zellikle de DON ile bir arada olusmaktadir (EFSA, 2004).
Ostrojenik bir mikotoksin olan ZEA, endokrin hormonuna (&strojen) karsi aktivite
gostermekte ve 6zellikle domuzlarda hiperdstrojenez’e neden olmaktadir (Ryu vd., 1999;
Mateo vd., 2002). Sindirim sonras1 ZEA un 6zellikle de karaciger tarafindan olmak tizere
cesitli dokularda cis ve trans formlar1 olan a-zearalenol ve b-zearalenol’e doniistiigii
belirtilmektedir (EFSA. 2004). Bu konuda yapilan ¢alismalarda trans-a-zearalenol’iin
ZEA’a oranla 3-4 kat daha Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (D’Mello vd.,
1999). Diger yandan, ZEA tiirevi olan zearaleonol’lin gevis getiren hayvanlarda geligim

destekleyicisi olarak kullanildig: belirtilmektedir (Deshpande, 2002).

ZEA'un c¢esitli  ¢iftlik hayvanlarinda verim disiikliigline neden oldugu
belirtilmektedir (Visconti ve Pascale, 1998). Domuzlarda kisirlik, yavru atma ve
hormonal bozukluklar meydana getiren toksin en fazla serin-soguk iklimde yetistirilen
tahillarda goriiliir. Bunun yani sira, Cin ve Giiney Kore’de ZEA ile kontamine olmus tahil
tilketen insanlarda 6zofagus (yemek borusu) kanser vakalari rapor edilmistir (Mateo vd.,
2002). ZEA’ un trikotesenlere oranla daha az toksik oldugu akut testler sonucu ortaya
konmustur. Farelerde yapilan ¢alismalarda ZEA acisindan LDso degerinin 2-10 g kg
viicut agirligi oldugu belirlenmistir (Placinta vd., 1999). Diger yandan, domuz ve
koyunlarin ZEA’a kars1 en hassas hayvan tiirleri oldugu bildirilmektedir (EFSA, 2004).
ZEA ve tlirevlerinin akut toksisitesinin diisiik olmasi1 nedeniyle insanlara karsi olumsuz
bir etkisi rapor edilmemistir (Deshpande, 2002). Bircok mikotoksinde oldugu gibi misir
zearalenon olusumu i¢in en uygun substrattir. Bugday, piring, fasulye ve 6zellikle yem
maddelerinde goriiliir. Yemlerde 0,12 mg/kg diizeyinde bulundugunda kronik toksik etki

meydana gelir.
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ZEA lakton halkasina sahip olmasina ragmen sicakliga karsi dayaniklidir. Saf
kristal formda ve gidalarda dogal kontaminant halinde bulunan ZEA’un 150 °C’de 44 saat
stireyle par¢alanmadigi belirtilmektedir (Ryu vd., 1999). ZEA’un erime sicakliginin 164-
165 °C, maksimum UV absorbsiyonunun ise 235 nm oldugu rapor edilmistir (EFSA,
2004).

Tahil iirtinlerinde ZEA kontaminasyon seviyesini ortaya koymak amaciyla gesitli
arastirmalar yiiriitiilmistiir. Kanada’da 1978-1993 yillar1 arasinda yapilan bir aragtirmada
analiz edilen 919 tahil 6rneginin %69’unu ZEA ile kontamine olmus misir drnekleri
olusturdugu ve yiiksek miktarlarda (647 mg kg') ZEA saptandigi bildirilmistir (EFSA,
2004). Ulkemizde yapilan aragtirmalara deginecek olursak; Karadeniz Bolgesi’nde
yetistirilen misirlarda ZEA varligin1 incelemek amaciyla 44 misir ornegi ile yapilan
calismada, drneklerin 37’sinde iz miktarlarla 794 mg kg? arasinda degisen oranlarda

(ortalama 199 mg kg™?) ZEA tespit edilmistir (Ozkaya ve Askin, 1994).

Zearalenonun gidalarda bulunabilecek miktarlar1 bazi {lkeler tarafindan
belirlenmistir. Macaristan tiim gidalarda bulunabilecek miktar1 50 ug/kg olarak yasal
diizenleme ile simirlarken Avusturya bugday ve cavdar i¢in 60 ug/kg degerini Oneri
olarak, Fransa tahillar, musir, dar1 ve bitkisel yag igin 200 pg/kg sinir degerini yasal
diizenleme ile benimsenmistir. Rusya'daki yasal sinir degeri tiim daneli iiriinler ve yagh

tohumlar i¢in 1000 pg/kg zearalenondur.

F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F. avenaceum, F. nivale, F. oxysporium
tirleri tarafindan olusturulan zearalenon oliimle sonuglanan zehirlenmeler yerine
ostrojenik etkisiyle karakterizedir. Bu mikotoksine en fazla domuzlar duyarlidir. Sigirlar

da zaman zaman etkilenirler ancak kanatlilar iizerinde etkisi belirlenmemistir.

1.2.1.3. Fumonisinler

Fusarium tiirleri tarafindan iretilen mikotoksinlerin diger onemli bir grubunu
olusturan fumonisinler, ilk olarak 1988 yilinda Giiney Afrika’da kesfedilmistir (Bankole
ve Adebanjo, 2003; Arranz vd., 2004). Fumonisinler 6zellikle F. moniliforme (F.
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verticilloides) ve F. proliferatum tarafindan tiretilmektedir. Diger yandan, F. nygamai ve
F. nagiforme kiiflerinin de fumonisin sentezledikleri bildirilmektedir. F. monliliforme’nin
minimum 2-5 °C, maksimum 32-37 °C ve optimum olarak 22,5-27,5 °C araliginda
gelistigi belirtilmekle birlikte optimum fumonisin olusumunun 20 °C’de meydana geldigi
saptanmistir. F. moniliforme gelisiminin ve toksin {iretiminin 0,90 aw (su aktivitesi)
degerinin altinda durdugu belirtilmektedir. Diger 6nemli fumonisin iireticilerinden olan
F. proliferatum ise F. moniliforme ile benzer gelisim kosullar1 gostermektedir (Sweeney
ve Dobson, 1998). Bu kiifler misirda yaygin olarak goériilmekte ve "Fusarium dane
clirikliigii" olarak nitelendirilen hastaliga neden olmaktadir. F. moniliforme ve F.
proliferatum genis bir sicaklik araliginda ve 0,90 aw’nin izerindeki degerlerde
gelistiginden, misirda fumonisin olusumu yalnizca hasat Oncesi veya kurumanin
baslangicinda meydana gelmektedir. Fumonisinler misirin yani sira seyrek olarak,
sorgum, kuskonmaz, piring ve birada da sorun yaratmaktadir (JECFA, 2001; Creppy,
2002).

Fumonisinler, uzun zincirli hidrokarbon iinitesine sahip olup, 13 gruptan
olugsmaktadir. Bunlardan yalnizca B grubu olan fumonisinlerin, fumonisin B1(FB1), FB:
ve FB3’lin misir ve misir bazli iirlinlerde dogal olarak bulundugu belirtilmektedir (Mateo
vd., 2002). Diger mikotoksinler gibi fumonisinlerin de sicakliga kars1 dayanikli oldugu
ve 150 °C’nin altindaki degerlerde kismi parcalanmanin goriildiigii bildirilmektedir
(Arranz vd., 2004).

Nijerya’da analiz edilen 108 musir 6rneginin 55’inde 65-1830 mg kg™ oraninda
degisen miktarlarda FB; tespit edilmistir (Bankole ve Adebanjo, 2003). Benzer sekilde,
Marmara Bolgesindeki market ve pazarlardan temin edilen 110 adet hububat {irlinii
orneginin %20’sinde 250-2660 mg kg™ arasinda degisen miktarlarda FB1 ve drneklerin

yalnizca birinde 550 mg kg™ FB bulunmustur (Beyoglu ve Omurtag, 2003).

Fumonisinler i¢erisinde dogal olarak en ¢ok tiretilen bilesigin FB1 olmasi nedeniyle
toksikolojik caligmalar genelde bu toksin iizerine yogunlasmistir. FB1’in yapisinda
bulunan serbest amino grubu, biyolojik aktivitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Diger
fumonisin tilirlerine gore daha toksik olan FB1’in farelere karsi hepatoksik ve

hepatokanserojenik aktivite, tavuk ve farelere karsi teratojenik etki, domuz, fare ve
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tavsanlarda bobreklere karsi toksik aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Bunun yani sira,
FB1’in atlarda, "¢ilgin at hastalig1" olarak da bilinen ve o6ldiiriicii norolojik bir hastalik
olan lokoensefalomalazi (ELEM) sendromuna ve domuzlarda beyin ve akcigerde
O0demlere yol actig1 goriilmiistiir. Ayrica, FB1’in sfingolipit biyosentezini inhibe ettigi de
ileri stiriilmektedir (EC, 1999; Bankole ve Adebanjo, 2003; Creppy vd., 2004). FB1’in
sitotoksik aktivite gosterdigi, protein ve DNA sentezini inhibe ettigi belirtilmektedir
(Creppy vd., 2004). Diger yandan, fumonisinlerin et, siit ve yumurta gibi hayvansal
iriinlere iz miktarlarda gegtigi ve bu iirlinlerde 6nemli bir sorun olusturmadigi
belirlenmistir (Arranz vd., 2004). Fumonisinlerin insan sagligi iizerine etkisine yonelik
yeterli ¢aligma bulunmamasina karsin, Giiney Afrika ve Cin’de yapilan arastirmalarda,
yiiksek oranda fumonisin ile kontamine olmus misir tiikketimi ile insanlarda 6zofagus

kanseri arasinda yakin bir iligki bulunmustur (Pitt, 2000; Bankole ve Adebanjo, 2003;
Ozyaral, 2003).

1.2.1.4. Moniliformin

Moniliformin (CsH203, MA=121), ilk olarak Kuzey Amerika’da F. moniliforme ile
kontamine olmus musirlardan izole edilmistir (Rabie vd., 1982). Diger moniliformin
tireticisi tiirler arasinda F. proliferatum, F. subglutinans ve F. avenaceum yer almaktadir
(Hussein ve Brasel, 2001; Leoni ve Soares, 2003). Moniliforminin misirin yani sira piring
ve bugday gibi tahil {iriinlerinde de sorun yarattig1 belirtilmektedir (Deshpande, 2002;
Abramson vd., 2001) Kanada’da Fusarium tiirleri ile kontamine olmus bugday
orneklerinden izole ettikleri 42 F. avenacuem izolatindan 40 tanesinin 1,3-138,1 mg kg
arasinda degisen miktarlarda moniliformin iirettigini tespit etmislerdir. Diger yandan,
Ingiltere’de yapilan ¢aligmalarda diisiik miktarlarda (<0,25 mg kg) moniliformin tespit
edilmistir. Bu konuda Brezilya’da 90 misir 6rnegi ile yapilan bir caligmada ise 6rneklerin
hicbirinde tespit edilebilir miktarda moniliformin bulunamamistir (Leoni ve Soares,
2003). Diger Fusarium mikotoksinlerine oranla moniliformin ile ilgili sinirh diizeyde
bilgi bulunmaktadir bununla birlikte gida ve yem maddelerinde bulunmasiyla ilgili olarak

yasal limit belirlenmemistir.

LDso degerinin farelerde 25-50 mg kg, érdeklerde (7 giinliik) ise 3,68 mg kg™

viicut agirligi oldugu belirtilmektedir. Moniliforminin akut dozlarda alindiginda bagirsak
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kanama (hemorrhagia)’ya neden oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte kuslarda kilo

kayiplarina neden oldugu ileri siiriilmektedir.

Moniliforminin stabilitesi sicaklik, pH ve siireye baglh olarak degisiklik
gostermekle birlikte, 175°C’de (pH=10) tamaminin pargalandigi ileri siiriilmektedir
(EMAN).

1.2.2. Fusarium Metobolitlerinin Antimikrobiyal Etkinlikleri

Dogal kaynakli ilaglar, anti-efektif ila¢ arastirmalarinda 6nemlidir ve giiniimiizde
mevcut klinikte kullanilan birgok antibakteriyel ilaglarin yari sentetik dogal ya da dogal
iriinlerin taslaklarindan dizayn edilerek kullanilmaktadir. Mikrobiyal fermentlerden elde
edilen s1v1 ya da ekstratlarin agar kuyucuk yontemiyle bakteriyel inhibisyon zonlar
oOlgiilerek cesitli antibiyotikler basitce kesfedilebilir. Bakteriyel direncin yaygiligindan
dolay1 yan etkileri az, yeni antibakteriyel ajanlarin kesfi tibbi uygulama sahasinda 6nemli
hedefler arasinda yer almaktadir (Kishore vd., 2009). Ticari iirlinlerin iiretimi igin
funguslarin kullanimi ¢ok eskiye dayanmakta ve bu iiretim son 50 yildir hizla artmisg
durumdadir. Funguslarin ugucu metabolit, mikotoksin, nonribozomal peptitler,
poliketidler, terpenler, diketopiperazinler ve alkoloid gibi sekonder bilesiklerin iiretimi
icin genis bir biyogesitlilige sahip oldugu bilinmektedir (Mohamed, 2004; Mohamed
2012). Fusarium sp. tiirlerinin salgilamis olduklari sekonder metabolitleri tiirden tiire

degismekte olup tiirlin patojen veya nonpatojen olmasi tizerinede etkili olmaktadir.

Fleming’in 1929°da Penicillium notatum tarafindan tretilen giiglii antibiyotik
penisilinin kesfinden sonra dogal iirlinlerin arastirilmasinda yeni bir alan ortaya ¢ikti.
Mantarlar cesitli biyolojik aktiviteye sahip kimyasal yeni bilesiklerin kaynagi olarak
dikkat ¢ekti.

Bitki ve mantarlar, tibbi bitkiler ve endofitlerin ¢ok ¢esitli biyoaktif metabolitleri
icin biiyiik ilgi duyulan tipta kullanilan dogal bilesiklerin ana kaynagidir. Demain ve
Sanchez (2009), sifali bitkiler ve endofitleri tarafindan biyoaktif ikincil metabolitlerin
tiretilmesinin terapotik uygulamalar i¢in sayisiz olanak sagladigini bildirdi. Endofitlerden

yeni antimikrobiyal metabolitlerin kesfi, bitki ve insan patojenlerinin artan direng
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diizeylerini asmak i¢in Onemli bir alternatiftir. Antimikrobiyal bilesikler, yiyecek
bozulmasi ve gida kaynakli hastaliklarin kontroliinde ilag olarak ve gida koruyuculari

olarak kullanilabilir.

Bacon ve White (2000), endofitlerin canli, bitki i¢ dokularini ani, belirgin negatif
etkiye neden olmadan kolonilestiren mikroplar oldugunu belirtti. Gezegenimizde 1,5
milyon farkli mantar tiirtiniin bulunabilecegi tahmin ediliyor. Bunlarin sadece yaklasik
%10'u kesfedildi ve yaklasik %1'i sekonder metabolitlerin iiretimi agisindan incelendi.
Endoftirik mantarlar, tahminen en az 1 milyon tiir ile mantar gesitliliginin 6nemli ve
niceliksel bir bilesenini temsil eder. Neredeyse tiim bitki familyalarinda bulunurlar ve
antibiyotikler, antimikotikler, immiinosupresanlar ve antikanser bilesikleri gibi yeni
biyolojik aktif sekonder metabolitlerin zengin bir kaynagi oldugu arastirilmistir. Bu
bilesiklerin modern tipta, tarimda ve sanayide kullanim potansiyeli olabilir. Dolayisiyla
endofitik mantarlar, yeni ve tarif edilmeyen tiirler ile zengin ve giivenilir genetik ¢esitlilik

kaynagi olarak diistinilmektedir.

1.3. Literatiir Ozeti

Endofit fungus tiirlerinin {irettigi podofilotoksin (PDT), ariltetralin lignan olup
antikanser, antiviral, antioksidan, antibakteriyel, immiin-diizenleyici ve anti-romatizmal
ozellikleri ¢ok yiiksek olup Alternaria sp., Sinopodophyllum, Fusarium oxysporum,
Sabirna recurva tarafindan {iretildigi bildirilmistir (Gao vd., 2007; Kour vd., 2008).
Kusari vd., (2009b) tarafindan yapilan ¢alismada kamptotesin ve iki analogu (9-
metoksikamptotesin ve 10-hidrosikamptotesin) antikanser &zellikli mikrobiyal iiriin
olarak rapor edilmistir. Bu mikrobiyal triinler ise Camptotheca acuminate’den izole
edilen endofit fungus Fusarium solani tarafindan iretildigi belirlenmigtir. Diger
kamptotesin ve analoglarin endofitler tarafindan iiretimiyle ilgili ¢aligmalar devam
etmekte ve yeni ilag kesifleri i¢in yeni yaklagimlar gelistirilmektedir (Puri, 2005; Amna
vd., 2006; Rehman vd., 2008; Shweta vd., 2010). Aril tetralin lignanlar1 olan
podofilotoksin ve analoglar1 anti-viral ve sitotoksik aktivite gosterdigi, viral
enfeksiyonlar ve kanser tedavi c¢alismalari i¢in bir¢ok ilacin ilk formu olarak
kullanilmistir. Podofilotoksin birgok endofit fungus (Trametes hirsute, Aspergillus

fumigates, Phialocephala fortinii ve Fusarium oxysporum gibi) tarafindan iretildigi,
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yapilan ¢esitli ¢alismalarla bildirilmistir (Eyberger vd., 2006; Puri vd., 2006; Kour vd.,
2008; Kusari vd., 2009a).

F. proliferatum izolatlar1 arasinda %57’sinde fumonisin 1000 pg/g miktarlarinin
tizerinde biyosentezlenirken, diger Fusarium tiirlerinde (F. verticillioides, F. lactis, F.
polyphialydicum, F. concentricum, F. temperatum ve F. fujikuroi gibi) olusan fumonisin
cok az seviyelerdedir. F. ananatum ve F. oxysporum tiirlerinin toksin iiretttigi
belirlenememistir. Fumonisin analoglar1 dort ana grupta (FA, FB, FC ve FP)
siiflandirilmistir (Rheeder vd., 1992; Rheeder vd., 2002). Bu siniflandirmada Fusarium
verticillioides ve F. proliferatum tarafindan iiretilen, toksikolojik olarakda en 6nemli olan
FB analoglaridir. Yeni birgok fumonisinler (Bartok vd., 2006; Bartok vd., 2010) LC-(ESI-
MS) Fusarium tiirlerinde arastirilarak belirlenmeye g¢alisiimaktadir (Waskiewicz vd.,
2012). Fumonisinler (FBs) yapisal olarak sfinganin benzeridir ve fumonisinle alakali
hastaliklarin patojenitesinde ve toksisite mekanizmasinin temelindeki siirecte seramid
sentezi inhibe ederek sfingozin metabolizmasini bozarlar (Brown vd., 2007). Waskiewicz
vd., (2010) tarafindan yapilan c¢alismada Fusarium oxysporum ve F. proliferatum
tarafindan fumosin (FB1 ve FB2), moniliformin (MON) ve ergosterol (ERG)
olusturulurken, F. proliferatum tarafindan sadece beauverisin iretildigini
belirlemislerdir. Ayrica mikotoksin biyosentezi {izerinede sicaklik etkisini de

arastirmiglardir.

Birgok biyoaktif sekonder metabolitler, funguslar tarafindan iiretilmekte olup
bunlarin en 6nemlileri dis ortama salinan antimikrobiyal metabolitlerdir (Strobel ve
Daisy, 2003; Keller vd., 2005). Funguslarin metabolit iiretimi ¢evresel faktdrlere bagli
oldugu kadar besin faktorleri tarafindan da biiyiik 6lgiide etkilendigi bilinmektedir. Bu
besinsel faktorler karbon kaynagi ve azot kaynagi igerirken, ¢evresel faktorler olarak pH,
sicaklik, inkubasyon siiresi gibi faktorleri icermektedir (Thakur vd., 2009). Cevresel ve
besinsel faktorler kosullarin gerekliligi, ait olduklari tiire bagl olarak fungustan fungusa
degismektedir (Stanbury vd., 1995; Tejesvi vd., 2007). Sekonder metabolitlerin en

yiiksek verimde ve en ucuz elde edilmesi i¢in etki eden faktorler optimize edilmelidir.

Fungal toksinler hayvan ve bitkisel sistemler {izerine toksin olarak bilinmesine

ragmen, hala terapotik uygulamalarda kullanimina devam edilmektedir. In vivo sartlarda
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ve farkli tip kanser hiicreleri iizerine mikofenolik asit, penisillik asit, 5-metoksi-
sterigmatosistin (Essery vd., 1976), bir dizi analog olan anguidine (Claridge vd., 1979,
Kaneko vd., 1982), triasetoksisirpenol igeren, {i¢ diasetoksisirpenoller, iig¢
monoasetoksisirpenol ve scirrpenol, T-2 toksin ve alakali trikosetenler (Ramu vd., 1989),
sitokalazin B (Bousquet vd., 1990), patulin (Seigle-Murandi vd., 1992), aflastatin A (Ono
vd., 1997), 14’-Hidromitoksin B ve 16-Hidroksioridin E (Alvi vd., 2002), tenuazonik asit
(Antony vd., 2002), 4- beta- asetoksisirpendiol (Han vd., 2004), gliotoksin (Vigushin vd.,
2004), florinli pseurotin A, synerazol (lgarashi vd., 2004), rubratoksin B, beauverisin vb.

Metabolitler anti-timor aktivitesi gostermektedir.

Brezilya’daki Orchidaceae familyasinin tropikal ekosistemiyle baglantili olan
endofit funguslarin biyoaktif molekiilleri, potansiyel bakimindan tarama yapilmistir.
Brezilya tropikal ekosisteminden 54 Orchidaceae tiiriiniin yaprak, gévde ve koklerinden
izole edilmis endofitik funguslarin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Toplam 382
filament6z fungi ve 13 maya izole edilerek saf ekstratlar1 iiretilmis ve antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir. Izolatlardan %33’ii hedef mikroorganizmalardan en azindan
birine kars1 antimikrobiyal ozellik gosterdigi bildirilmistir. Yaprak doken orman
bolgelerindeki  orkidelerin  yapraklarindan izole edilen endofit funguslarin
Escherichia coli karsi daha aktif antimikrobiyal etki gdsterirken, kayalik alanlardan
toplanan orkidelerin koklerinden izole edilen endofit fungus ekstratlarinin
Candida krusei ve Candida albicans karsi daha etkili oldugu ¢oklu degisken istatikler
sonucunda gosterilmistir. Belirtilen ¢alismadaki 22 izolatin MIK degerleri arastirilmis,
bakteriler i¢in 62,5-250 ug/mL, funguslar igin 8-250 ug/mL araliginda oldugu
bildirilmistir (Vaz vd., 1999).

Patojenik mikroorganizmalarda ila¢ direncinin artmasi ve bu kimyasal ilaglarin yan
etkilerinin varligi, dogal kaynakli yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasini zorunlu
kilmaktadir. Bitkiler, bakteriler ve funguslar, en yaygin terapotik kaynaklar olarak
bilinmekte ve bu organizmalar iizerinde ¢aligmalar yliriitiilmektedir. Ancak bu
maddelerin iiretimi pH, sicaklik, besiyeri icerigi gibi parametreler tarafindan biiyiik
oranda etkilenmekte olup ekonomik degeri olabilecek maddelerin, maksimum verimde
tiretimleri i¢in optimum sartlar1 arastirilmaktadir (Shukla vd., 2014). Fitopatojenik

funguslar 6zellikle bilinmeyen zengin bir biyoaktif sekonder metabolit kaynaklaridir.
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Bitki orjinli funguslar tarafindan iiretilen biyoaktif bilesiklerin iiretimi igin gesitli
fizyolojik faktorlerin optimizasyonu yapilmakta ve bir¢ok arastirmaci tarafindan dnemli

caligmalar bildirilmektedir (Merlin vd., 2013; Shukla vd., 2014).

Fathima vd., (2014)’de yaptiklar1 ¢aligmada Hindistan’daki Agumbe Ormanindan
elde edilen NFX 06 olarak adlandirilan Fusarium oxysporum susunun antimikrobiyal
aktivitesinin degisik besi yerlerinden nasil etkilendigini test etmislerdir. Normal gece-
giindiiz sartlarinda 14 giin boyunca 25°C £ 2°C ve 120 rpm ¢alkalamada ¢esitli besi
yerlerinde inkiibe edildi. Besi yerlerinden M4 besi yeri (4% dekstroz, 1% pepton, 0,06 %
ZnS0Og4, 0,035 % MgS04.7H20 ve 0,04% KH2PO4) en iyi antimikrobiyal aktivitenin
gbzlendigi besi yeri oldugu bildirilmistir.

Zhang vd., (2016) yaptiklar1 ¢calismada ise Hanimeli bitkisinin yapraklarindan elde
edilen endofit Fusarium sp tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis ve 1%
Streptomisin siilfat ile karsilastirilmistir. Gram pozitif bakterilere (Staphylococcus
aureus, Bacillus anthracis ve a-hemolitik streptococcus) de, gram negatif bakterilere
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus proteus, Salmonellae enteriti,
Eberthella typhi, Shigella dysenteriae ve Helicobacter pylori) de test edilmis giiglii (13 —
35 mm zon ¢ap) antimikrobiyal aktivite belirlenmis, en giiclii aktivite gram negatiflere

kars1 var oldugu g6zlenmistir.

Swathi vd., (2013) yaptiklari ¢aligmada; denizden izole edilen bir Fusarium tiirii
tizerinde ¢alismiglardir. H. L. Barnett ve Barry B. Hunter'in "lllustrated Genera of
Imperfect Fungi" adli referans kitabi kullanilarak, miselyum ve spor morfolojisi
incelenmis ve Fusarium olarak tanimlanmistir. Fusarium olarak tanimlanan susun ham
ekstraktinin, antibakteriyel (Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, Staphylococccus
epidermidis, Escherchia coli, Pseudomonas aeroginosa ve Klebsiella pneumoniae) ve
antifungal (Candida rugosa, Fusarium oxysporium, Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus
oryzae ve Aspergillus flavus) aktivitelerine bakildiginda dikkate deger bir aktivite
gozlenmistir. En iyi aktivite E. coli’ye kars1 200 pg/ml konsantrasyonda gozlenmistir.
Aktivitenin E. coli, P. aeroginosa ve Rhizopus oryzae hari¢ genel olarak konsantrasyona

bagl olarak artmadig1 gézlenmistir.
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Tayung vd., (2011)’de yaptig1 aragtirmada Taxus baccata’dan (Porsuk agaci) izole
edilen endofit tiir Fusarium solani’nin bir dizi mikroorganizmaya (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia, Escherichia
coli, Shigella flexneri, Candida albicans ve Candida tropicalis) karsi dikkate deger
derecede antimikrobiyal aktivitesi gozlendigi bildirilmistir. Genel olarak genis
spektrumlu aktivite gosterdigi hem bakterilere hem de maya mantarlarina karigi 1 mg/ml
konsantrasyonun benzer diizeyde etkinlik gosterdigi (10-27 mm zon ¢api1) bildirilmistir.
En iyi aktivite Klebsiella pneumonia en diisiik aktivite ise Candida tropicalis’e karsi

gozlenmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim cihazlar Tablo 4’de ve kimyasal sarf maddeler Tablo 5’de

verilmigtir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz adx Model Firma
UV-Vis Spektrometre M5 SPECTRAMAX
Sogutmal1 Santrifiij 2-16PK SIGMA

pH metre H13220 HANNA
Calkalayici 3005 GFL
Thermoblok MS-100 NOSHENG
Inkiibator Model 600 MEMMERT
Jel Gortlintiileme Sistemi Digi-Doc It UVP

Mini Santrifiij Sartorius SIGMA
Bidistile Su Cihazi 2108 GFL
Giivenlik kabini MN-20 NUVE

Isik mikroskobu E100 NIKON
Otoklav OT-40L NUVE
Hassas Terazi PL-214 DENVER
Vorteks REAX TOP HEIDOLPH

Calismada kullanilan Nucleospin Plant kit (50 preps) (Clontech), DNA polimeraz

enzimi, s1vi azot ve dNTP kimyasal sarf malzemeleri ticari olarak Sigma’dan temin

edilmistir. Cam ve plastik malzemeler Merck ve Sigma'dan temin edilmistir.



Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal sarf maddeler.

Kimyasal Adi Firma Katalog No
Agar FLUKA 05039
PDA MERCK 1.10130
Maya Ekstresi MERCK 1.03753
Miiller Hilton Agar MERCK 1.05437
Miiller Hilton Broth MERCK 1.10293
Pepton FLUKA 68971
Corn Meal SIGMA C6304
Malt Eksrat Agar MERCK 1.05398
Mg2SO4 SIGMA M7506
Naz2SO4 MERCK 8.22286
NaCl MERCK 1.06404
Sodyum asetat KIMETSAN KIM-SAT/01CP
Asetik asit SIGMA 27225
NaOH MERCK 1.06494
KH2P04.3H.0 MERCK 1.12040
K2HPO4 MERCK 1.05101
Glukoz MERCK 1.08342
DRBC MERCK 1.00466
HCI FLUKA 84434
Gliserol MERCK 1.04092
Etanol Merko Kimya ~ ---emeeeeee-
Etil asetat SIGMA 27227

2.1.2. Cahsmada Kullanmilan Besiyerleri

2.1.2.1. Patates Dekstroz Agar (PDA)

Ticari firmanin onerisi dogrultusunda litrede 39 gram tartilarak otoklavda 121
°C’de 20 dakika steril edildikten sonra steril petrilere tevzi edildi. Kullanilan siireye kadar

+4 °C’de bekletildi. Genel iiretim besi yeri olarak kullanildi.

Patates infiizyonu 49

Glukoz 209

Agar 15¢

Ultra Saf-H.O 1000 mL, pH:5,6+0,2
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2.1.2.2. Dikloran Rose Bengal Kloramfenikol (DRBC) Agar

Mikolojik Pepton 5090
Dekstroz 10,09
Mono Potasyum Fosfat 1049
Magnezyum Siilfat 0,59
Kloramfenikol 0,10g
Rose Bengal 0,05
Agar 15,5¢
Ultra Saf-H.O 1000 ml

Ticari olarak temin edildi. Fusarium YP9B’nin tek koloni izolasyonu igin
kullanildi. Ticari firmanin 6nerisi dogrultusunda 32,15 g olacak sekilde tartild1 ve 1000
ml distile suda ¢oziildi. Otoklavda steril edildikten sonra steril petrilere dagitildi.

Kullanilacagi siireye kadar +4 °C de bekletildi.

2.1.2.3. Malt Yeast Ekstrakt Siv1 Besiyeri (MEB)

Malt Ekstrat 6,09
Maltoz 189
Glukoz 6,00
Maya Ekstrat 1,29
Ultra Saf-H.O 1000 mL, pH: 4,7+ 0,2

Besiyeri, ticari olarak temin edilen maddelerden yukarida verilen oranlarda
karistirilarak hazirlandi. Genel fungus iiretim besiyeri ve DNA izolasyonu i¢in kullanildi.
Bu besi yeri 121 °C’de 1,1 atmosfer basincinda 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

2.1.2.4. Yeast Pepton Dekstroz Sivi Besiyeri (YPDB)

Ticari firmanin 6nerisi dogrultusunda litrede 50 gram tartilarak otoklavda 121

°C’de 20 dakika steril edildi. Fungal toprak inokiiliim preparati hazirlamada kullanildi.
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Maya ekstrakti 109

Glukoz 209
Peptone 209
Ultra Saf-H,O 1000 mL, pH:6,0-7,0

2.1.2.5. Su Agar Besiyeri

1 litre distile suya 15 gram agar (Merck) ilave edildi ve otoklavda 121 °C’de 20
dakika steril edildikten sonra 90 mm ¢apli steril petrilere 20 ml olacak sekilde dagitildi.
Kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda muhafaza edildi. Fusarium YP9B susunun hifa
ve misel yapilarinin belirlenmesi ve On patojenite testinde domateS tohumlarinin

¢cimlendirilmesi amaciyla bu besiyeri kullanildi.

2.1.2.6. De Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar

Dehidre besiyeri 68,2 g/L olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak eritilir,
otoklavda 121 oC'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonras1 45-50 °C'a sogutulup, steril
Petri kutularina 12,5'er mL dokiilir (URL-2).

Kazein'den Pepton 109
Meat ekstrakt 109
Mya ekstrakt: 49
D(+) Glikoz 209
K2HPO4 29
Tween 80 19
di-Amonyum hidrojen sitrat 2 g
Sodyum asetat 50
MgSOg4 0,29
MnSQO4 0,049
Agar 14 g
Ultra Saf-H.O 1000 mL, pH:5,6+0,2
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2.1.2.7. Karbon ve Azot Gereksiniminin Belirlenmesinde Kullanilan Besiyerleri

Ekstraseliller metabolitin karbon ve azot kaynaklarmma gereksinimlerinin
belirlenmesinde bir dizi besiyeri kombinasyonu kullanildi (Tablo 6). Bu amagla tek
karbon (Yeast karbon base) ve tek azot (Yeast Nitrojen base) kaynagi igeren temel
besiyerlerine hedeflenen karbon ve azot kaynaklari uygun oranlarda karistirilarak sivi
besiyerleri hazirlandi. Tiim besiyerleri cam erlende (250 ml) ¢oziildii, HCI ve NaOH
yardimiyla pH 5,8’e ayarlanarak otoklavda steril edildi (Shukla vd., 2014a). Kullanilacagi
stireye kadar buzdolabinda bekletildi (Shukla vd., 2014a).

Tablo 6. YP9B kiltiirii ve ekstraselliiler sekonder metabolit tiretiminde karbon ve azot
kaynaklarinin etkinliginin belirlenmesi i¢in kullanilan besiyerleri.

Besiyeri Kodu Besi Yeri Icerigi gr/100 mi
C1 Yeast Nitrogene Base, 6,7
Maltoz 2
c2 Yeast Nitrogene Base, 6,7
Glukoz 15
C3 Yeast Nitrogene Base, 6,7
Siikroz 1,5
C4 Yeast Nitrogene Base, 6,7
Nisasta 1,5
C5 Yeast Nitrogene Base 6,7
P1 Yeast Carbon Base, 11,7
KNOj3 (potasyum nitrat) 0,78
P2 Yeast Carbon Base, 11,7
NaNOs (Sodyum Nitrat) 0,78
P3 Yeast Carbon Base, 11,7
Pepton 0,78
P4 Yeast Carbon Base, 11,7
Yeast Ekstrakt 0,78
Astana-Howker Glukoz 0,5
MgSOg, 7H20 0,5
KNO3 0,35
KH2PO4 0,1
Richard Sukroz 35
MgSQ4, 7H,0 0,25
KNO3 1
KH2PO4 0,25
FeCl; 0,04
Malt Yeast Malt Ekstrakt 0,6
Ekstrakt Maltoz 0,18
Glukoz 0,6
Yeast Ekstrakt 0,12
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2.1.3. Cahsmada Kullanilan Bakteriyel ve Fungal Suslar

Test edilen bakteri ve funguslar Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisii (Ankara)’den
temin edilmistir. Kullanilan suslar: Escherichia coli (E. coli) ATCC35218, Yersinia
pseudotuberculosis (Y. pseudotuberculosis) ATCC911, Klebsiella pneumonia
ATCC13883 (K. pneumonia), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC43288,
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC25923, Staphylococcus aureus subsp. aureus,
Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC29212, Bacillus cereus (B. cereus) 709 Roma,
Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus), L. casei, Mycobacterium smegmatis (M.
smegmatis) ATCC607, Candida albicans (C. albicans) ATCC60193 ve Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) RSKK 251. Trichoderma atroviride YP2A, T. hamatum YP18c,
T. harzianum YP17a, Fusarium solani YP1C, F. oxysporum YP18B ve F. oxysporum
YP19 suslar1 Kasap (2018) tez calismasindan, Botrytis cinerea (B. cinerea) Ankara
Universitesinden (Karakaya, A.), Rhizoctonia solani AG4 (R. solani) Karadeniz Teknik
Universitesinden (Demirci, E.) ve Sclerotinia sclerotiorum (S. sclerotiorum) ise Gazi

Osmanpasa Universitesinden (Yasar, Y.) temin edilmistir.

2.2.  Metod

2.2.1. Fusarium sp. YP9B izolatinin Canlandirilmasi

Calismada 2014 yilinda Pazar-Rize bahge topragindan izole edilip mikroskopik ve
makroskopik metodlara gore tanimlanarak -20 °C’de %20 gliserol ile saklanan Fusarium
sp. YP9B izolat1 kullanild1 (Kasap, 2018). Derin dondurucudan (-20 °C’de) ¢ikarilan
YPOB izolat1 Patates dekstroz agar (PDA) besiyerine 100 uL ekim yapilarak 28 °C’de bir
hafta inkiibe edilerek canlandirildi. Tekrar deneyleri i¢in ayn1 kosullarda (-20 ve -80 °C)
saklamalar1 yapildi. Calismalarda susun canlandirilmasinda, spor {iretiminde ve

ekstraselliiler metabolit tiretiminde PDA kullanildi.

PDA besiyerinde 28 “C'de 7-15 giin kiiltiir edildi. Petrinin alt ve Gist tarafinin koloni
rengi misel gelisim sekli, radyal biiyiime, spor olusumu, makrokonidia, mikrokonidia ve
kalmidiasporlarin biiyiikliigii gézlemlendi. Buna gore yukaridaki morfolojik 6zelliklere

dayanilarak morfolojik olarak tanimlanmasi yapildi (Burgess vd., 1994).

33



2.2.2. Tek Koloni Kiiltiirii, DNA Izolasyonu ve PCR Analizi

Fusarium sp. YP9B izolatinin saf kiiltiiriinden deoksiriboniikleik asit (DNA)
izolasyonu icin, PDA besiyerindeki taze (3-4 giinliik) kiiltiirden 6ze ile spor alindi1 ve
tekrar DRBC besiyerine tek koloni diisiirme teknigiyle ekim yapildi. Ekimler 3 giin 28
°C’de inkiibe edildikten sonra olusan tek bir spor kolonisi alinip yeni PDA besiyerinde
saf kiiltiir olarak ¢ogaltildi. Alinan tek koloni izolatlarinin kiiltiirlerinde renk degisimi
dikkate alind1 ve en koyu mor-kirmizi renkli koloni klonlar1 calisma amaciyla segildi.
Klonlarin ayni sus oldugunun teyid etmek amaciyla hem makroskobik hem de

mikroskobik olarak incelendi. Molekiiler olarak da test edildi.

DNA izolasyonu yapmak igin segilen klonun (YP9B-6), taze PDA kiiltiiriinde elde
edilen sporlariyla ME sivi besiyerinde siispansiyonu hazirlandi. Elde edilen spor
siispansiyondan 10°® cfu/ml spor soliisyonunu hazirlandi ve 250 ml ME s1v1 besiyerine
yaklasik 2,5 ml ekim yapildiktan sonra 28 °C’ de 7-10 giin inkiibe edildi. Siv1 kiiltiir
inkiibasyondan sonra miselyum hasati i¢in onceden steril edilmis iki katl tiilbentten
gecirilerek siizlildl, fazlalik besiyeri kismi sikilarak ve kagit havluyla kurulanarak
tamamen arindirildi. Misel kismi temiz bir havana alindi ve sivi azot uygulayarak ezme
islemi ile miseller mekanik olarak pargalandi. Misel hasat1 -20 °C’de ependorf icerisinde

kullanilmak tizere stoklandi.

Modifiye CTAB metodu (Moller vd., 1992) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi
(Reader ve Broda, 1985; Freeman vd., 2000; Hermosa vd., 2000). Bu metod geregi her
ornek iizerine 500 pl CTAB, 0,02 gr PUPP ve 2,5 ul B-mercaptoethanol eklendi. Ornekler
4 saat 65 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali thermoshaker’da bekletildi. Ardindan 1 dakika
buz tizerinde bekletildikten sonra 1 dakika 10000 — 14000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi, 6rneklere 500 pl kloroform eklendi ve tiip i¢indeki drnekler homojen
olana kadar alt-iist edildi. Ornekler 5 dakika 10000 — 14000 rpm’de santrifiij edildi ve
siipernatantlar yeni tliplere aktarildi. Ardindan ornekler 30 dk buzda bekletildi.
Sonrasinda tiip i¢indeki hacmin %81 kadar amonyum asetat (7,5 M) ilave edildi. Olusan
hacmin %354°ii kadar isopropanol ilave edildi. Iyice karistirilan siispansiyon +4 °C’de 1
gece bekletildikten sonra 10000 — 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Olusan
stipernatant dokiildi ve seffaf pellet {izerine 1 ml -20 °C’de bekletilen hacimce %70’°lik
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alkol ilave edildi. Alt-iist edilerek pelletin hareket etmesi saglandi. 10000 — 14000 rpm’de
tekrar santriifiij edildikten sonra sivi etanol kisim pipetler yardimiyla uzaklastirildi.
Ornekler vakumda 30 — 45 dk kurumaya birakildi. Kuruyan &rnekler iizerine 50 pl 1x TE
Buffer ilave edildip 65 °C’de 15 dk su banyosunda bekletildi. Elde edilen 6rnekler +4
°C’de saklandi.

Fusarium sp. YP9B klonlarinin filogenetik analizi ve molekiiler karakterizasyon
i¢in niikleer rDNA’nin ITS1-5.8S-ITS2 intragenik gen bolgelerine ait (White vd., 1990;
Kinderman vd., 1998; Maymon, 2004; Siddiquee, 2009) spesifik primerler kullanild:.
PCR karisimi tablo 7°deki gibi taze hazirland1 ve steril ependorf tiiplerine 49 pl olacak
seklinde dagitildi. Fusarium sp. YP9B suslarindan izole edilen DNA’dan 1 pl miktarinda
ilave edildikten sonra ITS5 (F): 5>-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ ve ITS4
(R): 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’ seklinde oligopirimerler kullanilarak PCR
(Tablo 8) ¢ogaltildi. Sonra %1’lik agaroz jelde, molekiiler agirlik standardi kullanilarak

60 voltta yiiriitiildii ve UV transiluminatorde jel goriintiileme sisteminde fotograflandu.

Tablo 7. ITS4- 5.8 — ITSS gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR karigimu.

PCR karisimi 1X (ul) 10x (ul)
10X PCR buffer 5 50
25 mM MgCl; 3 30
2,5 MMdNTP mix 5 50
P4 10 pmol/ ul 1,5 15
P5 10 pmol/ pl 1,5 15
DNA polimeraz 0,4 4
DNA 1 10
Ultra Saf-H.O 23,6 236
Toplam 50 500
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Tablo 8. ITS1- 5.8S- ITS2 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan PCR sartlari.

Basamak Sicaklik (°C) Z?dr?:;ln Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyon 95 2 1
Bozunma (Denaturation) 95 1

Baglanma (Annealing) 42-55 1 35
Uzama (Extention) 72 1

Son uzama 72 5 1
Tamamlanma 4 Net {irlin 1

2.2.3. Sekans Analizi

Fusarium sp. YP9B izolat1 klonlarindan elde edilen biitiin DNA dizileri BioEdit
programi ile diizenlendi, NCBI GenBank’a girilerek niikleotidler (A, G, C, T ve
bosluklar) taranarak ve GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri ile benzerlikleri

karsilastirildi. Buradan elde edilen verilerle izolatlarin morfolojik tanimlamalari

dogrulandi (Hermosa vd., 2004).

2.2.4. Antimikrobiyal Madde Uretimi ve Ekstraksiyonu

Fusarium sp. YP9B izolati klonlarinin ugucu olmayan ekstraselliiler antimikrobiyal
madde tiretip liretmediklerinin test edilmesi amaciyla, taze kiiltiirden PDA besiyerine disk
ekim yontemi ile pasaj yapildi ve 26 °C'de 7-10 giin inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonrasinda kat1 besiyeri steril erlenlere bloklar seklinde pargalanarak alindi. Her bir erlene
ekstre edilen kiitlenin iki kat1 (1:2 oraninda) kadar ¢oziicii ilave edildi. Erlenler 26°C’de
120 rpm’de calkalamali inkiibatorde 24 ve 48 saat calkalamaya birakilarak ekstraksiyon
islemi tamamlandi. Ekstraksiyon yapilmasi icin hekzan, su, etil asetat ve metanol
¢oziicliler kullanildi. Daha sonra ekstraksiyon sivisi, steril filtre kagidiyla siiziildii ve

stiziintii kullanilacagi siireye kadar -20 °C’de bekletildi (Musavi vd., 2014).
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2.2.5. Kiif Mantarlarima Kars1 Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Antagonist ¢alismalar “Ikili ekim teknigi” ile biyokontrol ajan olan Trichoderma
spp. test edilmis, aktivite belirlenmistir. Bu etkinligin diger insan patojeni (Aspergillus
paraziticus) bitki patojeni funguslara (Rhizoctonia sp. Fusarium oxysporum ve
Sclerotium sclerotinia) kars1 var olup olmadig: da test edilmistir. Bu suslar {iniversitemiz
Biyoloji boliimiinde daha 6nceki yillarda izole edilen suslar olup -80 °C stoklarindan

yeniden canlandirildi.

Funguslarin 7-10 giinliik kiiltiirlerinden alinan diskler (5 mm c¢apinda), steril
kosullarda hazirlanmis PDA besiyerlerine 4 cm uzakliklarda iki kdseye karsilikli olarak
yerlestirildi. Bunun i¢in karsilikli 2 tane kuyucuk agilarak, kuyucuklardan birine 4-5
giinliik Fusarium sp. YP9B yerlestirildi. Diger kuyucuga her bir petride diger funguslar
yerlestirildi. Kiiltiirlerin timii 28 °C'de inkiibasyona birakilarak 4., 7. ve 10. giinlerinde,
antagonist ve patojenlerin biiyiime zon ¢aplar1 Olgiildii. Kaynaktaki formiile gore

inhibisyon ylizdesi hesaplandi (Royse ve Ries, 1978).

2.2.6. Ugucu Metabolit Uretiminin ve Antimikrobiyal Etkinliginin Belirlenmesi

YP9B susunun ugucu antimikrobiyal madde iiretip iiretmediginin test edilmesi
amactyla iki petri kiiltiirii (bakteri ve kiif) birlestirilerek ikili (dual) kiiltiir yapildi. Dual
kiiltiir igin PDA besiyerinde 2-3 giin 28°C’de iiretilen kiiltiirlerden steril sartlarda 5 mm
capl bloklar kesildi. PDA besiyerinin ortasinda da ayni biiyiikliikte blok kesilip ¢ikarildi
ve yerine kiiltiirden kesilen disk yerlestirildi. 3 giin 28°C’de inkiibasyona birakilarak

Fusarium’un 25- 30 mm zon ¢apina ulagana kadar biiyiimesine miisaade edildi.

Test edilecek bakterilerden S. aureus, B. cereus, E. faecalis ve E. coli suslarmin bir
gecelik taze kiiltiirden, dorde boliinmiis MHA plagina yogun ¢izgi ekimi yapildi. Petri
kabinin alt kismina {i¢ gilinliik kiiltiir yapilan YP9B susu, iist kapak olacak kismina bakteri
ekimi yapilmis MHA plag: yerlestirilip etrafi parafilm ile kapatildi. Petriler YP9B susu
alta gelecek sekilde 2-3 giin 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak sadece
bakterilerin ekimi yapildig1 petri kullanildi. Petriler 3 giin inkubasyon sonrasinda

kapaklar1 agilarak; bakterilerin gelisme hizlari, lireme yogunluklari, pigment iiretimleri
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acisindan kontrole gore farkliliklar gézlendi (Siddiquee, 2009). Testler 3 tekerriirlii olarak
yapild.

2.2.7. Antimikrobiyal Aktivitenin Agar Kuyucuk Yontemi ile Belirlenmesi

Antibakteriyel  etkinliklerinin  belirlenmesinde  Refik  Saydam  Kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen E. coli, K. pneumonia, Y. pseudotuberculosis, S. aureus,
E. faecalis, L. monocytogenes, B. cereus, B. subtilis ve M. smegmatis vb. suslar kullanildi.
Antifungal aktivitelerinin belirlenmesinde C. albicans, C. tropicalis, S. cerevisiae
mayalar1 kullanildi. Caligmada bakterilerin test edilmesinde Mueller Hinton agar-sivi
(MHB, MHA), M. smegmatis i¢in Beyin kalp infiizyon agar-sivi (BHIB, BHIA)
besiyerleri, funguslar i¢in ise Patates dekstroz agar ve Malt ekstrat sivi (PDA, MEB)
besiyerleri, Lactobacillus acidophilus ve L. casei i¢cin MRI agar ve sivi besiyerleri
kullanild1. Ekstraktlar agar kuyucuk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal etkinlik
yoniinden mikroorganizmalara kars1 test edildi (Perez vd., 1992; Vizcaino vd., 2005;
CLSI M24-A, 2003; Renda, vd., 2017). Test edilecek bakterilerin bir gecelik
kiiltiirlerinden MHB iginde yaklasik olarak McFarland 0,5 bulaniklikta (yaklasik 1057
kob/ml bakteri) (kob: koloni olusturan birim) diliisyonlari hazirland1 ve onceden

hazirlanmis MHA plaklari tizerine steril ekiivyon ¢ubugu ile yaygin ekimleri yapildi.

Maya ve kiif mantarlar1 i¢in MEB siv1 besiyeri kullanilarak McFarland 2,0
diliisyonlar1 yapilarak dnceden hazirlanmigs PDA besiyerleri yiizeyine steril ekiivyonla
yayma ekim yapildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri iizerinde, steril cam boru
yardimiyla 2 cm araliklarda, 5 mm c¢apinda kuyucuklar acgildi. Her bir kuyucuga
kontrolleriyle birlikte metabolitlerin ekstraksiyonlarindan 50-70 pL filtrat damlatildi.
Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya ve M. smegmatis ihtiva eden petriler 48 saat 35
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon zon gaplart
Olciilerek etkinlikleri belirlendi. Standard kontrol ilag olarak bakteriler icin Ampisilin (10
ng), Streptomisin (10 pg) ve mantarlar i¢in flukonazol (5 pg) kullanildi. Standart

¢oOziiciiler de kontrol olarak kullanildi.
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2.2.8. Karbon ve Azot Gereksiniminin Belirlenmesi

YP9B’nin daha yiiksek kontrasyonlarinda antimikrobiyal madde tiretmesi i¢in besi
yeri optimizasyonu calismalar1 yapildi. Bu amacla azot kaynagi sabit tutularak farkli
karbon kaynaklar1 (maltoz, glukoz, sukroz ve ¢oziiniir nisasta) kullanildi. Ayni sekilde
karbon kaynagi sabit tutularak farkli azot kaynaklar1 (Pepton, sodium nitrat, potasyum
nitrat, maya ekstresi) test edildi (Shukla vd., 2014b).

Kiiltiri yapilacak YP9B izolati PDA besi yerinde 28 °C’de yedi giinliik kiiltiirleri
hazirlandi. Kiiltiirlerden sporlar steril sartlarda steril su ile yikanarak falkon tiipe alindi.
Spor sulandirilmast steril distile su kullanilarak hazirlandi, spor sayis1 Neubauer lami ve

151k mikroskobu (40X) kullanilarak sayildi, spor sayisi yaklasik 6x107 olarak ayarland.

Taze hazirlanmis besi yerlerine (C1, C2, C3, C4, C5, P1, P2, P3, P4, Astana ve Richard
medium) 1 ml (1/100 oraninda) ekimleri yapildi (Tablo 5). Spor sayisinin son
konsantrasyonu yaklasik 3x107 olacak sekilde ekimleri yapildi. Kontrol ekimi MEB besi
yerine yapildi. Ekimden sonra érnekler 28 °C’de 120 rpm’de karanlik ortamda 7-10 giin
inkibasyona birakildi.

2.2.9. Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Farkh Inkiibasyon Siiresi, Sicakhk,

Karbon ve Azot Kaynaklarimin Etkisi

Optimum besiyeri belirlendikten sonra bu besi ortaminda inkubasyon sartlarinin
antimikrobiyal etki iizerine olan etkinligi arastirildi. Bunun i¢in farkli inkubasyon
stirelerinde (7, 10 ve 15. giin) ve farkl sicakliklarda (20, 26 ve 30 °C’de), antimikrobiyal
aktivite varligr arastirildi. Inkubasyon siireleri ve sicakliklari farkli olan kati
besiyerilerinde  hazirlanan  ekstraksiyonlar  tekrar  antimikrobiyal aktiviteleri
karsilastirilarak en iyi inkiibasyon sicakligi ve siiresi belirlendi. Antimikrobiyal aktivite
diizeyi en 1yi olan kiiltiir sartlar1 belirlendikten sonra biiylik 6lgekte kiiltiirleri hazirland1
(Harley, 1934; Li vd., 2008; Merlin vd., 2013). Kiiltiir filtratinin sicakliga maruz
kaldigindaki aktivitenin kararliligini belirlemek amaciyla steril tiiplere 5 ml ekstraksiyon
stvist konularak farkli sicakliklarda (50, 60, 70, 80 ve 90°C’de) ve farkli siirelerde (10,
30 ve 60 dk) bekleterek 1siya maruz birakildiktan sonra antimikrobiyal aktivite bakildi.
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Aktivitenin kayboldugu sicaklik derecesi ya da isiya maruz kalma siiresinin etkinligi
bekletildikten sonra aktivitelerinin tekrar mikroorganizmalara karsi agar kuyucuk

yontemi ile test edilerek belirlendi.

2.2.10. Biyoaktif Bilesiklerin En Uygun Ekstraksiyon ve Coziicii Maddelerinin

Belirlenmesi

Ekstraseliiler biyoaktif bilesikler eldesi i¢in farkli yontemler test edildi. Sivi
kiiltirleri yogunlastirmak icin evaporator ile 45°C’de konsantre edildi. Kat1 kiiltirde
tiretilen Fusarium oxyporum YP9B kiiltiirii, en uygun ekstraksiyon i¢in farkli bir dizi
polar ve apolar organik ¢o6ziiciiler (Kloroform, Etil asetat, etanol, methanol ve su) ile 1:1
oranda karistirilarak oda 1sisinda 200 rpm’de 24 — 48 saat calkalamaya tabii tutularak
ekstraksiyon yapildi. Elde edilen ham ekstrakt 55 °C’de ugurulduktan sonra ayni
¢oziicliler kullanilarak 1 ml’de ¢oziildii ve test edilerek en uygun ekstraksiyon ¢oziiclisii

belirlendi.

En uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii (Etil Asetat) belirlendikten sonra biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonu sonrasi farkli polar ve apolar organik ¢oziiciiler kullanilarak
(Hekzan, Dietileter, Kloroform, Etil asetat, Tetrahidrofuran (THF), n-butanol, etanol,
methanol, Dimetilformamid (DMF) ve su) tekrar antimikrobiyal aktiviteleri test edildi.
Antimikrobiyal aktivite {izerine ¢o6ziicii etkisinin varhigi test edildi. En uygun

ekstraksiyon ve ¢6ziicii belirlendi (Kwon vd., 2007).

2.2.11. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) ve Minimum Bakterisit

Konsantrasyon (MBK) Belirlenmesi

Fusarium sp. YP9B’in metabolit ekstrakti evaporasyonla yogunlastirilip uygun
olan ¢oziiciide (ug /ml) ¢oziildii. Yogunlastirilan bu ekstraktlar 6ncelikle agar kuyucuk
yontemi mikroorganizmalar {lizerine (Gram pozitif, negatif ve degisken bakteriler ile
mayalara karsi) test edildi. Aktivite belirlenen ekstraktlarda aktivitenin kantitatif
degerinin belirlkenmesi i¢in MIK ve MBK testi kullanild1. Testler i¢cin Mueller hinton
(MHB), Beyin kalp infuzyon (BHI) ve Malt ekstrakt (MEB) siv1 besiyerleri kullanilarak
diliisyon yontemiyle (96 kuyucuklu mikroplatelerde) MiK ve MBK degerleri belirlendi.
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Bakteriyel silispansiyon McFarland=0,5, mayalarda McFarland=1,0 olarak ayarlandi
(Bauer vd., 1966, Wiegand vd., 2008; EUCAST, 2014; Tatar vd., 2016).

Ekstraktlarin MIK degeri kuyucuklarda yapilan diliisyonlarda iiremenin olmadigi
ilk kuyucuklardaki ekstrakt yogunlugu (pg/ml) alindi. MBK degeri ise liremenin olmadig1
diliisyonlarm 100 pl’si alinarak uygun besi yerlerine ekimleri yapildi. Uremenin olmadig:

diliisyonun degeri MBK olarak belirlendi.

2.2.12. Antioksidan Aktivite

Elde edilen etil asetat antioksidan kapasitelerini degerlendirmek amaciyla; bakir (II)
iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve demir indirgeme antioksidant gii¢
yontemleri kullanildi. Radikal temizleme aktiviteleri ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal temizleme metodu kullanilarak incelendi (Apak
vd., 2004; Benzie ve Strain, 1999; Re vd., 1999).

2.2.13. Bakar (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Metod, bakir (II)-neokuproin kompleksinin ortama antioksidan ¢ozeltisi ilave
edilmesi sonucunda bakir(I)-neokuproine indirgenmesi esasina dayanmaktadir (Benzie
ve Strain, 1999; Re vd., 1999; Apak vd., 2004, Mentese vd., 2015). Deney tiipii igerisine,
10 mM Cu (II) kloriir (Sigma Chemical Co, USA), 7,5 mM neokuproin (Sigma Chemical
Co, USA), ve 1 M pH’ s1 7,0 olan amonyum asetat tamponu ¢ozeltilerinin herbirinden
1’er mL pipetlendi. Her bir maddenin ¢ozeltisinden kendi deney tiipiine uygun miktarda
(x uL) ilave edilerek vortekslendi. Son hacmi 4,1 mL’ ye tamamlamak igin yeteri
miktarda (1100 pL-x pL) saf su ilave edilerek tekrar vortekslendi. Ayni islemler Troloks®
standard1 iginde gerceklestirildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 50 dakika inkiibasyona
birakilan deney tiiplerinin absorbanst 450 nm’de (1601UV-Shimadzu, Australia)
olgiilerek, standart Trolox® egrisinden her bir madde i¢in mg madde basina diisen mM

Trolox® esdegeri antioksidan kapasite (mM TEAC/mg madde) hesaplandi.
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2.2.14. Demir (IIT) Iyonu indirgeme Antioksidan Gii¢ Tayini (FRAP)

Yontemin esast spektrofotometrede 593 nm’de Fe?* — TPTZ kompleksinin
olusturdugu absorbansin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Benzie ve Strain 1999, Can
ve Baltas, 2016). Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan gii¢ tayini yontemi total
antioksidan kapasitenin belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir metotdur. Oncelikle, 300
mM ve pH’s1 3,6 olan asetat tamponu, 40 mM HCI igerisinde ¢6ziinmiis 10 mM TPTZ
(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine ve 20 mM FeCl3.6H20 ¢ozeltileri hazirlandi. Taze olarak
hazirlanan bu ¢6zeltiler 10:1:1 oraninda karistirilarak FRAP reaktifi elde edildi. Deney
tiiplerine antioksidan aktivitesi belirlenecek 6rneklerden 100° er pL aktarilarak her bir
ornek tiipiine 3000 L FRAP reaktifi ilave edildi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilen eaksiyon karigimlarinin 593 nm’de absorbanslari okundu. Ayni
islemler bir seri degisen konsantrasyonlar da hazirlanan FeSO4.7H,0 standardi i¢inde
gergeklestirildi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilan deney tiiplerinin
absorbans1 593 nm’de (1601UV-Shimadzu, Australia) dlgiilerek, standart FeSO4.7H.0
egrisinden her bir madde i¢in mg madde basina diisen mM FeSO4.7H20 esdegeri
antioksidan kapasite (mM FeSO4.7H20 / mg madde) hesaplandi.

2.2.15. ABTS" Katyonik Radikal Temizleme Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin ABTS™ [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit)] radikal temizleme aktivitesi literatiirde varolan metoda gore ¢alisiladi (Re vd., 1999;
Yilmaz vd., 2017). ABTS nin su igerisinde 7 mM” lik ¢6zeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltinin
10 mL’ si 2,45 mM 5 mL potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile karistirildi ve ABTS™ katyonik
radikalin olusumu icin 18 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Olusan radikal
¢ozeltisi 734 nm’de 0,700+ 0,020 absorbans verecek sekilde, pH’s1 7,4 fosfat tamponu
ile seyreltildi. 200 pL madde ¢o6zeltisi (DMSO igerisinde ¢oziinmiis) 1800 pL radikal
cozeltisine eklendi, vortekslendi ve 5 dakika sonra UV-Visible spektrofotometrede
(1601UV-Shimadzu, Australia) 734 nm dalga boyunda absorbanslari okundu.
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Askorbik asit standart olarak kullanildi. Calisma her
bir madde ve standart i¢in ii¢ tekrarli yapildi. Bilesiklerin ve standartlarin radikal

temizleme (scavenge) degeri asagidaki formiilden hesaplandi.
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% Radikal Supurme = [(ODkontroI'ODtest)/( ODkomm|)x100].
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3. BULGULAR

Bu calismada Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dali’nda yapilan Yiiksek lisans tezi kapsaminda (Kasap, 2018) izole edilen
YPO9B mikrofungus izolatinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi ve kismi
karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir. Bu nedenle antimikrobiyal etkili maddeyi
iireten fungusun molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, etkili olan maddenin iiretiminin
optimizasyonu ve kismi karakterize edilmesi, antifungal, antibakteriyel ve antioksidan

etki degerinin belirlenmesi hedeflendi.

Calisma ic¢in Fusarium sp. YP9B izolati derin dondurucudan ¢ikarilarak PDA
besiyerinde canlandirildi. Makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri PDA, MEA ve su
agar1 besiyerlerinde incelendi. YP9B izolatt PDA besiyerinde hizli biiyiime 6zelligi
gosterdigi, miselyumlari genellikle beyaz, bazen turuncu-mor kirmizi alanlar gelistirdigi
gozlendi. Fialidleri Fusarium solani fialidlerine kiyaslandiginda kisa oldugu
bilinmektedir. Microconidia bol ve karakteristik (fasulye sekli), olup asla zincir
olusturmadig: belirlendi. Macroconidia fusiform ve biraz egri oldugu, bazen demetler
halinde bazen de tek ya da ikili tutam seklinde oldugu goézlendi. Klamidosporlari
cogunlukla terminal veya interkalar oldugu belirlendi (Sekil 3).

Geleneksel yontemle yapilan incelemede Fusarium YP9B’nin PDA agarda taze
kiiltiirlerinde once beyaz miseller gelistirdigi, kiltiirtin 3. gilinlinden sonra farkl
klonlarinda ya da ayni plakta petrinin alt ve {ist tarafinin koloni rengi misel gelisim sekli,
radyal biiyiime, spor olusumu, makrokonidia, mikrokonidia ve kalmidiasporlarin
biiylikliigii gozlemlendi. Klonlarin kiiltiir siiresi uzadik¢a beyazdan turuncu, mor —
kirmizi renkte pigmentasyonlar olusturdugu gozlendi. Koton mavisi ile boyali
preparatlarda da susun bolca makro, mikro konidia ve klamidospor olusturdugu belirlendi

(Sekil 4).
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Sekil 3. Fusarium oxysporum YP9B’nin Su agar besi ortamindaki hifa, konidium ve
klamidosporlarini goriiniimleri.

Sekil 4. Fusarium spp. YP9B’nin PDA besiyerinde makroskobik ve mikroskobik
gorlinlimii. A; PDA’da alttan goriiniim. B; PDA’da iistten goriinim. C; 10x
mikroskobik goriintii. D; 40x mikroskobik goriintii. E; 100x mikroskobik
gorunti.
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Geleneksel yontemle Fusarium sp. olarak tanimlanan YP9B susu molekiiler
yontemlerle de tanimlanmasi hedeflendi. DNA izolasyonu yapilarak ITS1- 5.8S — ITS2
gen bolgesinin ¢ogaltildi ve elde edilen baz dizisi GenBank’ta var olan dizilimlerle
kiyaslanarak %99 benzerlikle Fusarium oxysporum YP9B oldugu belirlendi (Tablo 9).
Bu pasajlarda farklilik gozlenen izolatlardan yapilan DNA analizinde de ayni sekans

sonucu ¢ikmugtir.

Tablo 9. rRNA ITS1-5.8S — ITS2 analizine gore Fusarium YP9B izolatlarinin molekiiler

tanisi.
fzolat ITS1-58-1TS?2 Covarage (%)  Benzerlik (%) GenBank. No
YP9B F. oxysporum 107 94% 99% KU847855.1
F. oxysporum EECC-643 93% 99% KP942940.1
Fusarium sp. P1704 93% 99% KT268977.1

ITS TGAGGAGTATGACTACCTCGCAACGCTCGCGTTATGCTACCTGATCCGAGGTCACA

Bolgesi TTCAGAAGTTGGGGTTTACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTA
CTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTA
ACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCA
TGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAA
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACA
TATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGG
GCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACT
CGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCC
TCTAAAATGACCAAGA

Rize’nin Pazar il¢esinde bahge topragindan izole edilen ve geleneksel yontemlerle
Fusarium sp. molekiiler yontemle Fusarium oxysporum olarak tanimlanan YP9B
susunun (Kasap, 2018), biyolojik miicadele i¢in kullanilan antagonistik fungus tiirlerine
kars etkili bir metabolit tirettigi gozlenmis, domates tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine ve
sebze bitkilerinin (domates, biber vb.) gelisimi iizerine patojenik 6zellik tasimadigi
belirlenmistir (Kasap, 2018). Calismada bitki patojeni funguslara ve biyokontrol ajani
olarak kullanilan Trichoderma sp. suslarina karsi ikili kiiltiir teknigi ile antifungal
aktivitesi arastirildi (Sekil 5, 6 ve 7).
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Sekil 5. ikili kiiltiir metodu ile F. oxysporum YP9B’nin bitki patojeni ve biyokontrol
ajanlara karst olan radyal gelisiminin yiizde (%) inhibisyon degerleri. F.oxy; F.
oxysporum, F.sol; F. solani, T.v; Trichoderma virens, T.ham; T. hamatum, T.har; T. Harzianum

Bitki koklerinin ¢iiriimesine ve Ozellikle sebze (domates, biber vb. gibi)
tohumlarinin ¢imlenmesini engel olan fungus tiirlerine kars1 (Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ve F. solani) antagonistik
aktiviteleri ikili kiiltiir teknigi ile arastirildi. Test edilen bitki patojeni funguslarin misel
gelisimlerini %25-50 oraninda engelledigi belirlendi (Sekil 5). Salgilanan metabolite ya
da YP9B’nin fiziksel gelisimine kars1 en duyarl bitki patojeni tiiriiniin sirasiyla B. cinera,
R. solani ve S. sclerotiorum tiirleri, en az duyarlilik ise S. sclorotium’a karsi oldugu
gozlendi (Sekil 5 ve 6).

Fusarium oxysporum YP9B susunun biyolojik miicadele igin kullanilan
antagonistik fungus cinsi olan Trichoderma sp.’nin ti¢ ayr tiirline kars1 (T. atroviride, T.
hamatum ve T. harzianum) duyarlilignt PDA besi ortaminda ikili kiiltiir teknigi ile
incelendi. Fusarium oxysporum YP9B’nin antagonist bir ya da daha fazla metabolit
tirettigi, Trichoderma tiirlerinin gelisimini %30-40’e¢ varan oranlarda engelledigi
belirlendi (Sekil 5 ve 7).

Calismada dogada yaygm bulunan ancak insanlar icin firsatgr patojen olan
Penicillium sp. ve Aspergillus flavus tiirlerine kars1 F. oxysporum YP9B etkiligi yine ikili
kiiltiir yontemi ile arastirildi, fakat bu tiirlerde sporlanma yogun oldugundan dolayi radyal

gelisim agisindan degerlendirilemedi. Bununla birlikte F. oxysporum YP9B’nin her iki

47



insan patojeninin gelisimini engelleyen kimyasal madde iirettigi belirlendi (veriler

tabloda gosterilmedi).

Sekil 6. F. oxysporum YP9B’nin ikili kiiltiir testiyle bitki patojent tiirlere kars1 antifungal

aktiviteleri. a, b, ¢, ¢; kontrol grubu, d; F. solani YP1c, e; F. oxysporum YP18b, f; F.
oxysporum YP19, g; B. cinerea, g; R. solani AG4, h; S. sclerotiorum.

Sekil 7. F. oxysporum YP9B’nin ikili kiiltiir testiyle biyokontrol ajan olan T. harzianum
(sol) ve insan firsatg1 patojeni olan Aspergillus flavus (sag) suslarina karsi
antifungal aktiviteleri.
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YP9B susunun ugucu metabolit {lirettigi ikili petri yontemiyle dort ayri
mikroorganizmaya karsi test edildi. Etkinliginin mikroorganizmalarin iiremesini
durdurucu degil ancak liremeyi azaltic1 ve pigment olusumunu 6nleyici etki gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 8).

. faecalis

Test Grubu Kontrol Grubu

Sekil 8. F. oxysporum YP9B’nin ikili petri yontemi ile ugucu metabolitlerinin bakteriyel
suslara kars1 etkinligi.

Antifungal aktiviteye sahip oldugu gozlenen F. oxysporum YP9B’nin
antibakteriyel aktivitesinin var olup olmadiginin arastirilmasi1 amaciyla agar kuyucuk
difiizyon metodu kullanildi. F. oxysporum YP9B’nin on giinliik malt ekstrakt siv1 kiiltiir
(MEB) filtratinin siiziintiisii, insan patojeni kiiltlir koleksiyonu suslarina (bir dizi Gram
negatif/pozitif bakterilere ve maya mantar1) karsi test edildi ve gii¢lii antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Tablo 10). Antimikrobiyal etkinligin belirlenmesi
potansiyel antimikrobiyal ajan/ajanlar iiretebilecegini diistindiirdii ve ¢alisma kapsamina
alind1. F. oxysporum YP9B, MEB filtratinin yogunlastirilmamis halinin 50 pul’si incelendi
ve bakterilere kars1 yliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, maya mantarlarina ise

etkinliginin olmadigi gozlendi (Tablo 10).
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Tablo 10. F. oxysporum YP9B kiiltiir filtratinin antimikrobiyal etkinligi.

Ham Lizat Test Mikroorganizmalar ve inhibisyon Zon Caplar1 (mm)
miktar1  Gram (-) Gram (+) Maya mantarlari
ML) Ec yp Pa Sa Ef Bc Sm Ca Ct Sc
MEB - 50 20 20 15 18 20 20 10 - - -
YP9B

MEB kont. 50 - - - - - - - - -
PDB-YP9B 50 2 21 16 19 22 22 12 8 8 8
PDB 50 - - - - - - - - -
Amp. 10 10 10 18 35 10 15 NT
Flu. 5 25 25 25
Ec: E. coli ATCC 25922, Yp: Y. pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: P. aeruginosa ATCC27853, Ef: E.
faecalis ATCC 29212, Sa:S. aureus ATCC 25923, Bc:B. cereus 702 Roma, Sm S. mutances
RSKKO07038, Ca: C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 13803, C. tropicalis ATCC13803, S.
cerevisiae RSKK 251, Amp.: Ampisilin, Flu.: Flukonazol, (—): aktivite yok, MEB; Funguslar igin sivi
besiyeri, YP9B; Fusarium oxysporum YP9IB kiiltiiri.

Calismada elde edilen MEB lizatinin antimikrobiyal aktivitesi gozlenmis, bu
aktivitenin 1s1 kararlili@inin arastirilmasi planlanmistir. Bu amagla pH’1 7,0 ile 6,8’¢
ayarlanmis ve 500 mikrolitre miktarinda steril ependorf tiiplerine dagitilmis lizatlar, farkli
sicaklikta (40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de) 1sitict blok tizerinde 10 dakika 1s1ya maruz
birakildiktan sonra antimikrobiyal aktiviteleri (50 pl) agar kuyucuk metodu ile tekrar test
edildi. Antimikrobiyal aktivite testi i¢in daha 6nce etkinligi gézlenmis olan Gram negatif
bakteri grubundan E. coli ve P. aeruginosa, Gram pozitif gruptan S. aureus kullanildi
(Tablo 11 ve Sekil 9). Gram (-)’lerde etkinligin olmadig1 ancak Gram (+)’lerde etkinligin
varlig1 ve 1s1 ile etkilenmedigi gozlendi. Aktivitenin 90 °C’de 30 dakika bekletildiginde
ise ¢ok az azaldig belirlendi. Bu sonug aktiviteye neden olan etkenin inorganik bir bilesik

oldugunu diisiindiirdii.

Tablo 11. Degisik sicakliklara maruz birakilan F. oxysporum YP9B izolatinin kiiltiir
lizatinin bazi1 bakterilere kars1 antibakteriyel etkinligi.

Sicaklik ve siire Agar kuyucuk metoduyla antibakteriyel aktivite zon ¢api (mm)
E. coli P.auroginesa S.aureusaureus S.aureus

40 °C 10 dk. - - 10 10

50 °C 10 dk. - - 10 10

60 °C 10 dk. - - 10 10

70 °C 10 dk. - - 10 10

80 °C 10 dk. - - 10 10

90 °C 10 dk. - - 9 9

90 °C 30 dk. - - 8 8

Kontrol lizat 10 10

50



Sekil 9. F. oxysporum YP9B ekstraktlarin agar kuyucuk diffiizyon testinde sirasiyla S.
aureus subsp. aureus ve S. aureus tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri.

Fusariumlar hem eseyli hem eseysiz (hifa, makroconidium ve mikrokonidium)
tireme gosteren bir fungustur. Her pasajda iireyen kiiltiirlerde belirli oranda fenotipik ve
biyotipik morfoloji degisimi gosterdigi bilinmekte olup calismamizda da bu durum
gozlenmistir (Sekil 10). Ay kiiltiirden ekilen kolonilerin hem yiizeysel hem de dipten
goriniimiinde renk ve hifa farkliligi gézlenmektedir. Bu degisimin mikrobiyal aktivite
tizerinde etkinliginin var olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla F. oxysporum
YP9B’nin DRBC besiyerine tek koloni diisiirme yontemiyle spor ekimi yapildi (Sekil
10A). Inkiibasyonun 3-5. giinii (28 °C’de) elde edilen farkli goriiniime sahip toplam 9
farkli koloni benzer ya da farkli etkinlik gosterip gostermediginin belirlenmesi ve bundan
sonraki ¢aligmalarda aktivitesi en iyi olan klon olarak se¢ilmesi i¢in tek koloni yontemiyle
petri ve tiipte hazirlanan PDA besiyerine pasaj yapildi (Sekil 10B ve C). Kiiltiiriin 28
°C’de 7-10 giin inkiibasyonundan sonra koloni sekilleri ve renk o6zellikleri incelendi

(Sekil 11).
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Sekil 10. F. oxysporum YP9B klonlarinin morfolojik goriiniimleri. A) DRBC’de 5. giin
tek koloni goriintiileri. B) DRBC’den PDA’ya alinan tek kolonilerin 3. giin
goriintimleri. C) PDB’de saf kolonilerin pigmentleri (mor - kirmizi renkli).

Sekil 11. F. oxysporum YP9B’nin farkl1 klonlarmin PDA agarda goriiniimleri. Ust sirada
PDA besi yerinin alttan goriiniim, alt sirada koloninin yiizeysel goriiniimii.

Klonlarin hem tiipte hem petride iiremis kolonilerde morfolojik farkliliklarin var
oldugu belirlendi. Klon 5’in en koyu mor renkli, klon 7-9’un en az renk olusturduklari
gozlendi. Morfolojik farklilik igeren 9 adet klon secildi, sivi ve kat1 patates dekstroz
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besiyerleri kiiltiirleri arasinda antimikrobiyal etkinlikleri agisindan fark olup olmadig:
arastirildi. Sivi kiiltiirler hem calkalamali hem de ¢alkalamasiz ortamda test edildi, ancak
farkliligin olmadig1 belirlendi ve tabloda bu degerler gosterilmedi. Bu amagla 10 giinliik
siv1 kiiltiir filtre edildi. Agar kuyucuk (70 pl’de) yontemiyle, kat1 kiiltiirden 0,6 mm disk
alarak disk diiffiizyon yontemiyle {i¢ ayr1 bakteriye karsi test edildi (Tablo 12). Kati
agar ortaminda daha iyi antimikrobiyal madde iirettigi belirlendi ve daha sonraki

siireclerde kat1 agar ortami kullanilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Tablo 12. F. oxysporum YP9B klonlarinin Patates dekstroz kat1 ve sivi kiiltiirlerin
antimikrobiyal aktivitelerinin karsilastirilmasi: (mm).

Klon No 10 giinliik PD Siv1 Besiyeri 10 giinliik PDA Kiiltiiriiniin 6
filtrati (50 pl) mm’lik diski
Ec Sa Saa Ec Sa Saa
1 7 - 6 - 10 12
2 7 - 10 10 8 12
3 7 - 6 6 8 12
4 7 - 8 6 8 10
5 7 - 10 7 6 6
6 7 - - 10 10 0
7 7 - - 8 6 8
8 6 - 10 8 - 6
9 6 - 6 6 - 6

Ec: E. coli ATCC25922, Sa: S. aureus ATCC25923, Saa: S. aureus subsp. aureus ATCC33862

Klonlardan 7, 8 ve 9 nolu kiiltiir lizatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri ve
morfolojik 6zellikleri benzer oldugu gozlendiginden dolay: sadece 7. klon dikkate alindi.
Klonlarin morfolojik 6zelliklerinin farkliligini teyit etmek amaciyla PDA ve MEA
besiyerlerine pasaj yapilarak beyaz dan mor rengine kadar degisen renk tonlar1 iki farkli
besiyerinde de test edildi ve sonra en uygun olabilecek klonlarin se¢imi yapildi.
Kiiltiirlerin renk degisimleri bariz olarak farklilik igerdigi gozlendi. Segilen 7 klonun,
inkiibasyonu sonucunda hasatlar1 yapildi ve 250 ml’lik erlen i¢inde hacmin 1:2 oraninda
etil asetat ilave edilerek, oda sicakliginda 150 rpm de 24 saat boyunca ekstraksiyonlari
yapildr (Sekil 12). Daha sonra kagit filtreden gegirilerek siiziilen ham ekstraktlarin

antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk diflizyon yontemi ile test edildi.
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Sekil 12. F. oxysporum YP9B klonlarinin MEA ve PDA besiyerlerindeki kiiltiirlerin etil
asetat ekstrelerinin goriiniimii.

Test edilen ekstraktlarin tiimiinde farkli diizeylerde ve giiclii antimikrobiyal aktivite
belirllendi. Patates dekstroz ve Malt yeast ekstrakt igeren kati ve siv1 besiyerinden yapilan
kiiltiirler test edildiginde sivi ortamda istenilen diizeyde antimikrobiyal etkinlik
gozlemlenemedi. Kat1 agar ortaminda yapilan kiiltiirlerde daha yiiksek etkinlik belirlendi
ve bu nedenle deneylerin bundan sonraki asamalarinda agar ortami kullanildi. PDA ve
MEA besiyeri arasindaki kiyaslama yapildiginda az da olsa farkliliklarin varligi vede
PDA’nin daha uygun besiyeri oldugu belirlendi (Tablo 13). Bu ¢alisma sonucunda PDA

besiyerinin antimikrobiyal maddenin kitlesel tiretimde kullanilmasi sonucuna varildu.
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Tablo 13. iki farkli kat: besiyerinde iiretilerek etil asetat ekstraksiyonu yapilan lizatlarin
agar kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi (80 ul).

YP9B Test Mikroorganizmalar ve inhibisyon Zonu Caplari1 (mm)
Klonlarmmin  miktari Bakteriler Maya
etilasetat  (mg/2ml)  Gram- Negatif Gram-Pozitif Mantarlari
ekstraktlar

Ec Yp Pa Sa Sm Ef Bc Lc Ct Ca Sc

1 nolu PDA 4,7 24  >20 >25 >25 16 22 20 13 18 18 12
1 nolu MEA 4,0 24 14 >25 14 16 18 18 13 18 12 12
2 nolu PDA 7,0 14 14 >25 15 16 16 14 13 16 13 12
2 nolu MEA 7,2 14 12 >25 12 16 15 14 13 16 13 12
3 nolu PDA 54 24 >20 >25 >25 16 20 20 13 20 13 12
3 nolu MEA 5,6 24 22 >25 25 16 24 20 13 20 12 12
4 nolu PDA 55 22 18 >25 20 15 18 18 12 18 12 12
4 nolu MEA 53 22 17 >25 18 15 16 16 12 18 12 12
5 nolu PDA 5,2 18 14 >25 18 14 12 12 11 18 12 12
5 nolu MEA 51 18 13 >25 16 16 14 12 11 18 12 12
6 nolu PDA 6,8 22 14 >25 15 16 16 15 13 20 14 12
6 nolu MEA 6,6 22 13 >25 14 16 18 15 13 20 14 12
7 nolu PDA 7,9 18 15 >25 16 15 16 15 11 15 12 12
7 nolu MEA 6,7 >20 30 >25 30 15 >20 >20 11 20 12 13

Etil Asetat - - - - 12 - - 11 20 15 13
Amp 10 10 10 18 35 NT 10 15 NT
Flu S 25 25 25

Test edilen klonlarin ekstraktlarindan PDA agarda iiretilenlerden 4 tanesinin (1, 5,
6 ve 7 nolu klon) minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri arastirildi. Tim
ekstraktlarin benzer ve giiclii (0,73-4,94 pg/ml) antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu,
antibakteriyel aktivitenin genel olarak antifungal aktiviteden (2,94-17 pg/ml) daha
yiiksek oldugu gozlendi (Tablo 14). En iyi MiK degeri 1 ve 5 nolu klonlari ekstratlarinda
gozlendigi belirlendi.

Tablo 14. Ham etil asetat ekstraksiyonlarin Minimal Inhibisyon Konsantrasyon degerleri.

Mikroorganizmalar ve Minimal inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Degerleri (ng/ml)

Klon Gram (-) Gram (+) ARB+ Maya mantarlari
No pg/ml _Ec Yp Kp Pa Sa Sm Ef Bc La Lc Ms Ct Ca Sc
1 4700 15 29 29 15 29 29 29 15 07 29 04 29 29 59
5 5400 1,7 34 34 17 17 34 34 17 08 17 04 34 34 6,3
6 6800 43 43 43 21 21 43 21 21 21 43 05 85 85 17
7 7900 25 49 49 25 49 49 25 25 25 49 06 49 49 198
Amp 10 8 32 32 >128 2 NT 2 <1 NT NT

Strep 10 <1

Flu 5 <8 <8 <8

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Kp: K. pneumonia, Pa: Pseudomonas aeruginosa,
Sa: Staphylococcus aureus, Sm; Streptococcus mutans, Ef: Enterococcus faecalis, Bc: Bacillus cereus, La:
L. acidophilus, Lc: L. casei, Ms: M. smegmatis, Ca: Candida albicans, Ct: C. tropicalis, Sc: Saccharomyces
cerevisiae, Amp.: Ampisilin, Flu.: Flukonazol, (—): aktivite yok, EA; Etil asetat kontrol, NT: Test
edilmedi.
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Calismada farkli karbon ve azot kaynaklarmin antimikrobiyal aktiviteye olan
etkinligini belirlemek amaciyla hazirlanan 12 farkli besiyeri test edildi (Tablo 15, Sekil
13). Besiyerlerinde, karbon kaynagi sabit tutularak azot kaynagi, azot kaynagi sabit
tutularak karbon kaynagi degistirildi. Ayrica bu kiiltiir ortamlarinda inkiibasyon siiresi
uzatildiginda antimikrobiyal aktivite acisindan degisip degismedigi incelendi. Kiiltiir
stiresi de 5, 7, 10 ve 15. giin arasinda degistirilerek incelendiginde aktivitenin karbon ve
azot kaynagina gore kismen degistigi, en yiiksek aktivitenin 5-10. giinler arasinda oldugu,
10. giinden sonra aktivitede onemli bir degisikligin olmadigi goézlendi. Calismada
belirtilen ortamlarin timii hem kati hem de siv1 besiyeri olarak test edildi. Kat1 ortamda
test edildiginde etkinligin {i¢ mikroorganizmaya kars1 da var oldugu ancak daha objektif
olmasi acisindan s1vi ortamda 6l¢iilen degerler tabloda verildi. Bu sonuglar, 6nceki veriler
ile degerlendirildiginde en uygun besi ortaminin PDA, en uygun kiiltiir siiresinin 10

giinliik inkiibasyon siiresi oldugu belirlendi ve ¢alismanin sonraki asamalarinda PDA

ortami kullanildi.

Sekil 13. F. oxysporum YP9B farkli karbon ve azot kaynaklarinda yapilan 7 giinliik
kiltlirlerinin gériintimleri.

Etil asetat ekstraksiyonu yapilmamis ham lizatlarin antimiktobiyal aktiviteleri

dogal olarak diisiik oldugu ve Gram (-)’lere etkili olmadig1 belirlendi. Bu sonug genel
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olarak caligmanin tim asamalarinda gozlenmis bir durumdur. Bunun bir¢ok nedeni

olabilecegi diisliniilmektedir.

Tablo 15. Farkli karbon ve azot kaynaklarinda F. oxysporum YP9B’nin 5., 7., 10. ve 15.
giin kiltiir lizatlarinin agar kuyucuk yontemiyle antimikrobiyal aktivitesi.

Besiyeri Mikroorganizmalar ve YP9B’nin farkh giinlerdeki kiiltiir lizatlar1 (mm)
(80 p1) E. coli ATCC25922 S. aureus ATCC25923 C.albicans ATCC66032
5G. 7G. 10G. 15G. 5G. 7G. 10G. 15G. 5G. 7G. 10G. 15G.

C1 - - - - - - - - - - - -
Cc2 - - - - - - - - - - - -
C3 - - - - - - 8 - - - 6 -
C4 - - - - - 10 10 10 - 6 8 8
C5 - - - - - 10 12 10 - 6 8 8
P1 - - - - - 8 8 - - - 6 6
P2 2 - - - - - 10 - - 6 8 8
P3 - - - - - 10 8 10 - 6 8 8
P4 - = - - - 8 8 > - - 6 6
AHB > - - 3 - 8 8 - > - 6 6
RB z - - - E 8 8 - - - 6 6
MYE - - 8 8 8 - - 6 6

AHB; Astana-Howker Besi Yeri, RB; Richard Besi Yeri, MYE; Malt Yeast Ekstrakt, G; Giin

Calismada aktivitenin iyi oldugu diger klonlar (4 ve 5), besiyeri (PDA ve MEA) ve
farkli ekstraksiyon (etil asetat, etanol, metanol ve su) ¢oziiciileri ve ekstraksiyon siiresinin
(24 ve 48 saat) belirlenmesi i¢in deney dizayn edildi (Tablo 16, Sekil 14). Bu amagcla
oncelikle etil asetat ile birlikte 4 farkli ¢oziicii kullanildi. Ekstraksiyon oda 1sisinda 150
rpm’de 24 ve 48 saat olmak iizere iki farkli siirelerde yapildi. Ancak su ile yapilan
ekstraksiyonda diisiik diizeyde (6-10 mm zon ¢apli) Gram pozitif bakterisi olan S.
aureusa kars1 antimikrobiyal aktivite belirlendi. Etanol ekstraksiyonunda fraksiyon
olusmadigindan dolay1 test edilemedi, metanol ekstraksiyonunda her iki besiyeri
ortaminda da aktivite belirlenemedi. Etil asetat ¢oziicii olarak kullanildiginda test edilen

tiim mikroorganizmalara kars1 etkinlik gozlendi.
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Tablo 16. F. oxysporum YP9B’nin iki farkli klonda antimikrobiyal aktivite iizerine
besiyeri, sicaklik ve ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin etkinligi.

Klon Besiyeri  Coziiciller Agar kuyucuk yontemiyle antimikrobiyal aktivite (mm)
no 24 saat Ekstraksiyon 48 saat Ekstraksiyon
E.coli S.aureus C.albicans E.coli S.aureus C. albicans

4 MEA Metanol - - - - - -
4 MEA Su - - - - - -
4 MEA Etil asetat 8 13 6 10 14 6
4 PDA Metanol - - - - - -
4 PDA Su - 8 - - 8 6
4 PDA Etil asetat 7 14 6 10 14 6
5 MEA Metanol - - - - - -
5 MEA Su - - - - 7 6
5 MEA Etil asetat 8 14 - 10 14 6
5 PDA Metanol - - - - - -
5 PDA Su - 8 - - 8 6
5 PDA Etil asetat 8 14 - 10 14 8

Sekil 14. Agar kuyucuk yontemi ile F. oxysporum YP9B kiiltiir lizatinin etil asetat
ekstraktlarmin (60 pl) sirasiyla E. coli, S. aureus ve S. aureus subsp. aureus’a
kars1 etkinligi.

Calismada etil asetat ekstraksiyonunun en iyi yontem oldugu belirlendikten sonra
polar ve apolar aralikta yer alan 10 farkli ¢oziiciiniin etkinligi incelendi (Tablo 17).
Klonlar arasinda renk farkinin olmasima ragmen antimikrobiyal aktivitede kiiciik
degisikliklerin bulundugu gozlenmis, besiyeri olarak PDA’nin MEA’dan daha iyi oldugu

belirlenmis ve sonrasinda tek bir klon alinip ¢alismalar bu klon iizerinden yiiriitiilmistiir.
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Tablo 17. F. oxysporum YP9B’nin etilasetat ekstraktinin (80 pl) antibakteriyel aktivitesi
tizerine ¢oziiciilerin etkinligi (URL-3).

Agar kuyucuk yontemiyle ekstraktin antimikrobiyal aktivite (mm)

Say1  Coéziicii S. aureus E. coli C. albicans
1 Hekzan* - - -
2 Dietil Eter* - - 6
3 Kloroform 6 8 6
4 Etil Asetat Orijinal Ext. 14 6 12
5 Tetrahidrofuran (THF) 8 6 9
6 1-biitanol 10 12 15
7 Etanol 9 6 10
8 Metanol 11 6 13
9 N,N-Dimethylmethanamide (DMF) 7 6 15
10 Su - - 8
*Coziinmedi

Calismada elde edilen klonlardan (1, 2, 3, 5, 6 ve 7) PDA ve MEB besiyerlerinde
hazirlanan etil asetat ekstraktlarinin anti oksidan aktivite degerleri demir (111) indirgeme
antioksidant gii¢ (FRAP) ve bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC)
olmak iizere 2 farkli yontem kullanilarak belirlendi. Her iki yontemin standart grafikleri

sirastyla sekil 15 ve 16°de verilmistir.
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Sekil 15. FRAP yonteminde elde edilen FeSO4.7H20 standart grafigi
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Sekil 16. CUPRAC yonteminde elde edilen Troloks® standart grafigi

FRAP yontemi sonuglari sekil 15°daki standart grafikten mg bilesik basina diisen
uM FeS04.7H20 esdegeri cinsinden hesaplandi. Calisilan bilesiklerin Tablo 18’da verilen
FRAP degerlerine baktigimizda en aktif olandan en az aktif olana dogru 1> 5> 6> 3> 2>
7 seklinde siralayabiliriz. Sekil 16’deki standart grafikten elde ettigimiz Tablo 18’de
verilen CUPRAC antioksidan yontemi sonuglarina baktigimizda 1 numarali 6rnegin
Troloks esdegeri olarak en aktif oldugu goriilmektedir. Yine 1, 2, 3, 5 ve 6 numarali
orneklerin iyi derecede aktivite, 7 numarali 6rnegin orta derecede aktivite gosterdigi

belirlendi (Tablo 18).

Tablo 18. Sentezlenen tiim bilesiklerin FRAP (bilesigin her miligrami i¢in pM
FeS0O4.7H,0) ve CUPRAC (uM Trolox/mg bilesik) test sonuglari.

Klon ekstrakt FRAP Degerleri (uM FeS04.7H20 / mg)  TEAC Degerleri (uM Trolox / mg)
ve Besiyeri

1 nolu- PDA 125,638+4,507 157,716+1,774
1 nolu- MEB 155,125+2,500 177,464+1,327
2 nolu- PDA 81,381+4,390 111,504+2,949
3 nolu- MEB 114,077+6,884 105,727+1,725
5 nolu- PDA 101,173+8,780 117,640+3,400
6 nolu- PDA 91,985+3,750 129,795+2,287
7 nolu- PDA 33,713+3,819 66,000+2,572
7 nolu- MEB 41,493+3,307 35,043+1,034

60



Etil asetat ekstraktlarin ABTS™ radikali temizleme aktivitesi 1600, 400, 100, 25 ve
6,25 nug/mL son konsantrasyonlarda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve sonuglar Tablo
19°de % radikal temizleme cinsinden verildi. Elde edilen sonuglara bakildiginda 1600
ng/mL son konsantrasyonda en 1yi radikal temizleme aktivitesini sirasiyla 5 ve 1 numarali
orneklerin gosterdigi bulundu. Diger konsantrasyonlarda ayni orneklerin iyi derecede

radikal temizleme aktivitesi gosterdigini sOyleyebiliriz.

Tablo 19. % ABTS™ bilesiklerin ¢esitli nihai konsantrasyonlardaki radikal siipiirme
aktivitelerinin ifade edilmesi.

Klon no ve ABTS** Metodu % Radikal yakalama
Besiyerleri
1600 pg/mL 400 pg/mL 100 pg/mL 25 pg/mL 6,25 pg/mL

1 nolu- PDA 91,45 59,29 25,86 17,71 12,00
1 nolu- MEB 91,33 47,86 28,86 17,57 12,57
2 nolu- PDA 82,57 48,00 22,57 15,14 9,29
3 nolu- MEB 86,19 45,71 33,14 16,00 11,71
5 nolu- PDA 91,45 61,14 24,29 17,14 11,14
6 nolu- PDA 89,98 55,29 16,14 16,14 11,71
7 nolu- PDA 51,23 27,71 20,14 12,71 10,43
7 nolu- MEB 56,38 26,43 15,86 12,29 10,57

Hem FRAP yontemi hem de ABTS™ radikali temizleme aktivitesi agisindan
incelendiginde kat1 agar ortaminin antioksidan aktivitesi sivi ortamda {iretilenden daha
yiiksek oldugu gozlemlenmektedir. YP9B susunun antioksidan aktivite degerlerine
bakildiginda antimikrobiyal aktivite degerlerine benzer sekilde farkli klonlarin az da olsa
aktivite degerlerinin de farkli oldugu gozlendi. Klon 5’in antioksidan aktivite agisindan

en uygun klon oldugu belirlendi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Rize’nin Pazar ilgesinde bahge topragindan izole edilen ve geleneksel yontemlerle
Fusarium oxysporum olarak tanimlanan YP9B susunun (yiiksek lisans tez calismasi),
biyolojik miicadele i¢in kullanilan antagonistik fungus tiirlerine duyarli bir metabolit
irettigi goézlenmis, domates tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine ve sebze bitkilerine
(domates, biber vb.) patojenite tasimadigi belirlenmistir. Fusarium oxysporum YP9B nin
kiiltiirel ozellikleri geleneksel yontemlerle belirlenerek mikroskobik ve makrokobik
goriiniimleri alind1 (Sekil 3 ve 4). Bu verilere gore incelenen susun geleneksel olarak

Fusarium oldugu literatiir kaynaklarina bakilarak teyit edildi (Lombard vd., 2019).

Tez kapsaminda domates bitkisi kok topragindan yapilan PDA ve DRBC
besiyerlerindeki ekim sonucunda izole edilen, farkli besi ortamlarinda (PDA, MEA ve Su
agar) kiiltiir edilerek geleneksel (koloni morfolojisine ve mikroskobik goriintimlerine)
(Kasap, 2018) ve molekiiler yontemlere gore F. oxysporum YP9B olarak tanimlanmigtir
(Tablo 7, 8 ve 9). Fusarium tiirlerinin tanimlanmas1 geleneksel olarak zaman alic1 ve
taksonomik uzmanlik gerektiren morfolojiye dayali bir metotdur. Molekiiler tanida
korunan ribozomal DNA’nin ITS transkripsiyon aralifinin pirimer 1 ve 4 kullanilarak
tanimlanmasi sik kullanilan bir yontemdir. Ancak biyotiplerinin belirlenmesinde yeterli
olmadig1 bilinmektedir (Singha vd., 2016). Bunun i¢in farkli yontemlerin de kullanilmasi
gereklidir ancak ¢alismamiz filogenetik bir ¢alisma olmayip Fusarium’un
ekstraksiyonunun karakterizasyonu 6n planda tutuldugu i¢in geleneksel yontem ve ITS
ile tamimlama yeterli bulunmustur. Morfolojik koloni farkliliginin fenotipik degisim
oldugu, genotipik olarak ITS dizileri ile bu farkliligin goézlenemedigi belirlendi.
Kolonilerdeki morfolojik degisimin genotipten kaynaklanip kaynaklanmadiginin

belirlenmesi i¢in bagka gen bolgeleri ya da tam genom analizi yapilmas: gerekmektedir.

Mikrobiyal fermentlerden elde edilen kiiltiir filtrat1 ya da ekstratlarin agar kuyucuk
yontemiyle bakteriyel inhibisyon zonlar1 Olgiilerek cesitli antimikrobiyaller basitce
kesfedilebilir. Bakteriyel direncin yaygmligindan dolayr yan etkileri az yeni
antibakteriyel ajanlarin kesfi tibbi uygulama sahasinda 6nemli hedefler arasinda yer
almaktadir (Kishore vd., 2009). Ticari {iriinlerin iiretimi i¢in funguslarin kullanim1 ¢ok

eskiye dayanmakta ve bu tiretim son 50 yildir hizla artmis durumdadir. Funguslarin ugucu
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metabolit, mikotoksin, nonribozomal peptitler, poliketidler, terpenler, diketopiperazinler
ve alkoloid gibi sekonder bilesiklerin iiretimi i¢in genis bir biyogesitlilige sahip oldugu
bilinmektedir (Mohamed, 2004). Fusarium sp. tiirlerinin salgilamis olduklar1 sekonder
metabolitleri tiirden tlire degismekte olup tiiriin patojen veya non-patojen olmasi iizerinde
etkili olmaktadir. Caligmamizda potansiyel antimikrobiyal ajan olabilecegi diisiiniilen F.
oxysporum YP9B’nin c¢esitli kiiltiir sartlarinda {retildiginde elde edilen kiiltiir
filtratlariin ve kiiltiir filtratlarinin uygun ¢oziictiler ile ekstre edilmis ekstrelerinin yaygin

bilinen bir dizi mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkinliginin belirlendi.

Calismada 6ncelikle F. oxysporum YP9B’ nin ikili kiiltiir testiyle fungal patojenlere
kars1 biyokontrol ajan olabilme ya da bitki patojeni funguslara karsi kullanilan
biyokontrol ajani funguslar ile insan patojeni funguslara kars1 etkinliklerinin belirlenmesi
icin ikili kiiltir teknigi ile antifungal aktivitesi 6l¢iildii (Sekil 5, 6 ve 7). Bitki patojeni
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ve
F. solani suslarina karst %25-50 oraninda antagonistik etkinlige sahip oldugu ve
gelisimlerini engelledigi belirlendi (Sekil 5). En yiiksek etkinlik Fusrium sp. tiirleri ile B.
cinerea’ya kars1 gdzlenirken en diisiik etkinlik S. sclerotium’a kars1 belirlendi. Ozellikle
R. solani ve B. cinera tiirlerine karsi oncelikle kimyasal madde salgilayarak iremeyi
engelledigi, daha sonra ise lizerine dogru yayilim gostererek fiziksel olarak gelisimini
bloke ettigi gozlendi. S. sclerotiorum’un ise tamamen kimyasal etkinlik gostererek radyal
gelisimini engelledigi belirlendi. Bu etkinlik 6nemli bulunmus olup potansiyel antifungal
olabilecegini gostermektedir. Fusarium oxysporum ve F. solani tiirlerine kars1 etkinlige
bakildiginda ise hem kimyasal madde ile hem de fiziksel olarak gelisimlerini engelledigi
gozlendi (Sekil 7). Literatiirlerde Fusarium’a kars1 ¢esitli bitki ekstraktlarmin antifungal
aktivite varligr bildirilmektedir ancak bitki patojeni olan Fusarium’larin irettigi
metabolitlerin antifungal etkinligi ile ilgili fazlaca bir makalelere rastlanilamamistir

(Tayung vd., 2011).

Calismamizda F. oxysporum YP9B metabolitlerinin yararli ya da zararli diger
mantar tlirlerine karsi olan etkinlikleri arastirildi (Sekil 5, 6 ve 7), hem biyolojik
miicadelede kullanilan Trichoderma sp. tiirlerine hem de insan ve bitki patojeni
mantarlara kars: ikili kiiltiir metodu ile yapilan incelemede genis spektrumlu ve giiglii

antifungal aktiviteye sahip metabolit ya da metabolitler i¢erdigi gozlendi. Fusarium
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oxysporum YP9B susunun biyolojik miicadele i¢in kullanilan antagonistik fungus olan T.
atroviride, T. hamatum ve T. harzianum tiirlerine kars1 etkinlik test edilmis %30-40’¢
varan oranlarda engelledigi belirlenmistir (Sekil 5 ve 7). Birgok ¢alismada Trichoderma
suslart demir selatlayici bilesikler olan siderofor da iiretegi, Trichodermanin nislerden
ferrik iyonlarini yakalayarak, Botrytis cinerea gibi toprak kaynakli bitki patojenlerin
biiyiimesini ve aktivitesini engelledigi bildirilmektedir (Chet ve Inbar, 1994; Harman vd.,
2004). T. harzianum tiirlerinin gii¢lii biyokontrol aktivitesi oldugu (Alpay Karaoglu,
2018; Talla vd., 2015) bilinmektedir ancak bu c¢alismada Fusariumun’da
Trichoderma’nin gelisimini kismen engelleyebildigi (iki kiiltiiriin birbirine karismayip
bir kesisme zonu olusturdugu) dolayisiyla F. oxysporum YPO9B’nin giiglii antifungal

aktiviteli metabolitler icerdigini gdstermektedir.

Insan patojeni Penicillium sp. ve Aspergillus flavus tiirlerine kars: F. oxysporum
YPI9B etkiligi belirlenmis (Sekil 6), bu sonu¢ 6nemli bulunmus olup metabolitlerin
saflastirilmas1 etken maddelerin belirlenmesi antifungal ajan gelistirmede katki
saglayacagi diistiniilmektedir. Endofitik mantarlar, yiiksek bir biyolojik ¢esitlilige sahip
olmasmin yanisira, ilging biyolojik aktiviteleri olan zengin ve yeni organik bilesik

kaynaklaridirlar.

Kesfedilmemis ekolojik kaynaklar1 temsil ederler ve ikincil metabolitlerin,
konakgilartyla etkilesimleri nedeniyle ozellikle aktif bilesikler {iiretmektedirler
(Shihabudeen vd., 2010). Pek c¢ok c¢alismada Fusarium sp. tiirlerinin irettigi
metabolitlerin antifungal aktivitelerinin oldugu bildirilmekte (Swathi vd., 2013; Manon

Mani vd., 2015) olup sonuglarimizin bu galigmalarla uyumlu oldugu gézlenmistir.

F. oxysporum YP9B’nin ugucu metabolit iiretimi E. coli, S. aureus, E. faecalis ve
sporlu basil olan B. cereus’a karsi test edilmis olup antibakteriyel aktivite gozlenmis,
calismanin bu yonden de arastirllmasi gerektigi sonucuna vartlmistir (Sekil 8).
Ektomikorizal funguslarda antibiyozis; antibiyotiklerin, ugucu ve ugucu olmayan
bilesiklerin ve hiicre duvarini pargalayan enzimlerin sentez ettigi bildirilmektedir (Mohan
vd., 2015). Muhtemelen YP9B susunun bu metabolitlere benzer ugucu metabolit
tiretmekte olup tliremeyi yavaslattigi/azalttigi ve pigment olusumunu engelledigi

belirlenmistir. Dolayisiyla bu konuda daha detayli caligmalarin yapilarak ugucu metabolit
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veya metabolitlerin saflagtirllmast ve de karakterize edilmesinin yararli olacag

distiniilmektedir.

YPOB susunun sivi kiiltiir siiziintiisii insan patojeni kiiltiir koleksiyonu suslarina
kars1 giicli antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tablo 10). Degisen kiiltiir
kosullarinda (farkli karbon ve azot kaynaklarininin kullanimi (Tablo 6), inkubasyon
stiresi, sicakligi, kiiltliriin pH’s1, s1v1 ya da kat1 besiyerleri gibi) elde edilen filtratlarin
insan patojeni mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktvite gostermesi YP9B
kiiltir filtratinin giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolitler igerdigini ve

calismaya deger oldugunu ortaya koymustur.

F. oxysporum YP9B Kkiiltiir filtratinin 1s1ya duyarlilig1 arastirilmig, antimikrobiyal
aktivitenin sicakliga (60-90 °C’de) duyarli olmadigi, dolayisiyla etken ya da etken
maddelerin inorganik maddeleri de i¢erdigi sonucuna varildi1 (Tablo 11, Sekil 9). Ist
Oncesi tim mikroorganizmalara etki ederken 1s1 sonrast Gram (+) bakterilere etkili olmasi

bu sonucu diisiindiirdii.

Kiif mantarlar1 ya da funguslar 6karyotik mikroorganizmalar olduklari, hem eseyli
hem de eseysiz ireme yapilarina sahip olmalarindan dolay:r Kkiiltiirleri her pasaj
yapildiginda kiiciik degisiklikler gozlenebilir. Bu degisiklikler ¢ogalan sporun genetik
yapisindaki mindr degisimlere veya cevresel faktorlerin etkinligine bagl olabilmektedir.
Calismamizda farkli klonlar pasaj yapilip PDA’nin kat1 ve sivi ortaminda cogaltilip,
kiltir diskleriyle test edildiginde her iki ortamda da antimikrobiyal aktivitenin var
oldugu, ancak kati ortamda test edilen her ii¢ bakteriye (E. coli, S. aureus ve S. aureus
subsp. aureus) kars1 daha gii¢lii antimikrobial aktive gosterdigi belirlendi (Sekil 10 ve 11,
Tablo 12). Aktivitenin test edilen 9 klonda da az ¢ok var oldu ve birbirinden kismen
farkliliklar igerdigi gozlendi. Bu sonug klonlar arasinda kiictik farkliliklarin olabilecegini
dogrulamistir. En gii¢lii klonlarn ilk 6 klonun antimikrobiyal aktivitesinin daha iyi
oldugu 7, 8 ve 9’un aktivitelerinin birbirine yakin oldugu belirlendi. Klonlarin bu ayrimi
besiyerinde olusturduklar1 koloni sekli ve pigment yogunluguna gore belirlenmisti.
Pigmentin kismen antimikrobiyal etkinlikle ilisili oldugu ancak pigmentsiz olan klonlarin

da antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi belirlenmistir.
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Iki farkli kat1 besiyerinde (PDA ve MEA) iiretilerek etil asetat ekstraksiyonu
yapilan lizatlarin hem kalitatif (agar kuyucuk) hem de kantitatif (MIK) degerlere
bakildiginda antimikrobiyal etkinlik agisindan klonlarda kii¢iik degisikliklerin oldugu
gozlenmektedir (Sekil 12). Biitiin bu calismalar sonucunda klonlarin genelde benzer
olmasina ragmen, antimikrobiyal aktivite agisindan kiiclik de olsa farkliliklar icerdigi
kanisina varildi. Antimikrobiyal aktivite liretimi {izerine besiyeri tiiriintin (karbon, azot
ve minimal madde igerigi) etkili oldugu en uygun ortamlarin PDA kat1 besiyeri oldugu
bulundu (Tablo 13). Dért klondan elde edilen etil asetat ekstraktinin genis spektrumlu ve
giiclii antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Tablo 13 ve 14).
Agar kuyucuk yontemine gore Gram (-) bakteriler en duyarli mikroorganizmalar oldugu
ve Ozellikle P. aeruginosa’ya karsi giiglii antipseudomonal aktivitenin varligi belirlendi.
Tayung vd., (2011) Fusarium solani’nin bir dizi Gram (+) / (-) bakterilere ve maya
mantarlarina karst 1 mg/ml konsantrasyonun 10-27 mm c¢apinda zon olusturan
metabolitleri lirettigini bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sonuglar alinmis olup en
diisiik zon ¢ap1 12 mm ile maya mantarlarina, en yiiksek zon ¢ap1 >25 olarak bakterilere

kars1 gbzlenmistir.

Klonlarin MiK degerine bakildiginda en diisiik MIK degeri 0,4 ile M. smegmatis’te,
en yiiksek konsantrasyonda (2,9-19,8 pg/ml) ise maya mantarlarinda etkinlik belirlendi.
Diisik madde konsantrasyonlarinda gli¢lii antimikrobiyal aktivite potansiyel
antimikrobiyal madde ag¢isindan 6nemli bulunmustur. Klon 5’in fiziksel ve kimyasal
igerik acisindan daha gii¢lii oldugu sonucuna varildi ve ¢calismanin devaminda bu klonla
devam edilmesi planlandi. Ayrica F. oxysporum YP9B’nin her bir klonlarinin ya da yeni
pasaj ile elde edilen kiiltiirlerinin giiglii antimikrobiyal madde tirettikleri, ancak her bir
pasajinda nispeten kiiciik de olsa bir degisimin s6z konusu olacag: kanisina varilmis olup

bu sonug biyolojik materyallerde olabilecek bir durum olarak kabul edilmektedir.

Sicaklik mantar biiyiimesi ve pigmentasyonu i¢in dnemli bir 6zelliktir. Fusarium
sp. FC1-3 susu 45 °C’de bile canliligin1 koruyabildigi bildirilmektedir. Fusarium sp.
polar ¢oziicii etil asetat ile ekstrakte edildiginde kirmizimsi bir pigment olusturdugu,
bir¢ok fungal metabolit/pigmentler polar ¢oziicii etil asetat ile ekstrakte edilebildigi ve en
az miktarda tUimit verici sekilde antimikrobiyal aktivite gostermis olmasi, medikal

alanlarda ve quarum sensing aktivite caligmalar1 icinde deger tasiyabilecegi
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bildirilmektedir (Manon Mani vd., 2015). Shihabudeen vd., (2010) yaptiklar1 ¢aligmada
sivi besiyerinde 14 giin inkube edilen F. solani kiiltiirii etil asetat ile (1;1) ekstrakte

edilmis, i¢erdigi tanninlerin E. coli ve S. aeurus biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir.

Fusarium spp. cinsi i¢inde, tiim iklim kosullarinda ¢ogalabilen ve farkli karbon/azot
kaynaklarini1 kullanabilen ¢ok sayida tiirii bulunmaktadir. Baz tiirleri tarimsal agidan
onemli mahsullere kars1 patojenik 6zellik gosterirken, bazilar1 da bitki, hayvan ve insan
i¢in toksik olan sekonder metabolitler iirettigi bilinmektedir. Funguslar dogada en 6nemli
ayristirict grup olmalart ¢ok genis habitatlarda yasayabilmeleri, farkli karbon ve azot
kaynaklarii enerji kaynagi olarak kullanabilmeleri, farkli fiziksel ve kimyasal kosullara
kolay adapte olmalar gosterebilmektedir. Calismamizda farkli karbon ve azot kaynaklari
ile kiiltiir edildiginde (Sekil 13) antimikrobiyal aktivitenin varligi arastirilmig, karbon
azot kaynaklarindaki farkliligin antimikrobiyal aktiviteyi etkiledigi sonucuna varilmistir
(Tablo 15). Kiiltiirlerin Sekil 13°de goriildiigii gibi genel olarak iyi liremis olmasina
ragmen aktivitenin diisiik olmasi tartigilabilir bir sonugtur. Bununla birlikte en uygun besi
ortaminin mantar kiiltiirleri i¢in ticari hazirlanmis patates dekstroz besi ortami oldugu
belirlenmistir. Funguslar dogada sonsuz kaynaklardan dolay1 sonsuz biiyiime yetenegine
sahipken laboratuvar sartlarinda kaynak kisitligi nedeniyle tiremelerinin durakladigi
bilinen bir gercektir. F. oxyporum YP9B laboratuvar kosullarinda optimum iireme siiresi
7-10 giin olup antimikrobiyal aktivitenin de bu siire i¢inde tiretildigi, stasyonel (liremenin
durdugu) fazda antimikrobiyal aktivitenin artmadigi sonucuna varilmistir. Bu sonug
antimikrobiyal etken maddenin kiiltiiriin logaritmik tireme fazinda olusturuldugunu

gostermektedir.

Tim denemelerin kiiltiir filtratt antimikrobiyal aktivite testinde kullanilmustir.
Lizatin aslinda etil asetat ile ekstre edilip fraksiyonlanmis olsa muhtemelen daha farkl
sonuglarin alinmis olacag diisiiniilmektedir. Ancak ¢alismanin bu kismui is yiikii ve mali
kiilfet nedeniyle ham ekstrakt ya da etil asetat ekstrakti yoniinden incelenmis, bu

sonuglara gore degerlendirme yapilmistir.

Fathima vd., (2014)’de yaptiklari ¢alismada Fusarium oxysporum NFX 06 gram
pozitif (S. aureus) gram negatif bakteri (E. coli ve P. aeruginosa), kiif ve maya mantarlari

test edilmis ve hepsine karsi etkinlik gozlenmistir. Coziicii etkinligini belirlemek igin

67



yaptiklar1 ¢calismada metanol, etil asetat, aseton ve hekzan kullanilmis, tiimiinde etkinlik
belirlenmesine ragmen en etkili ¢dzliciiniin etil asetat oldugu bildirilmistir. Calismamizda
YP9B’nin kiiltiir filtratinin polardan apolara degisen farkli ekstraksiyon kimyasallari
(Tablo 17) kullanilarak en uygun ekstraksiyon ve en uygun ¢oziicii kimyasallariin
belirlenmesi hedeflendi (Sekil 12). Dolayisiyla etil asetat iyi bir ekstraksiyon kimyasali
olmasiyla birlikte iyi bir ¢oziicii oldugu da belirlendi. Ekstraksiyon siiresi agisindan
bakildiginda ise 24 saat yeterli olabilecegi ancak 48 saatin ise daha iyi oldugu gozlendi.

(Tablo 16, Sekil 14).

Calismalarda antimikrobiyal madde tiretiminde ve ekstraksiyonunda en uygun
kosullar (PDA besiyeri, oda 1sisinda 48 saat etil asetat ekstraksiyonu) belirlendikten sonra
en uygun ¢oziicli arastirildi (Tablo 17). Antimikrobiyal aktivitenin en uygun oldugu
coziiciilerin sirastyla 1-biitanol, etil asetat, metanol ve DMSO oldugu gbzlendi. Bu sonug
tiretilen antimikrobiyal maddelerin polar ve apolar aralikta birden fazla farkli maddelerin

olabilecegini diigiindiirdii.

Secilen klonlarin antioksidan aktiviteleri FRAP ile CUPRAC, radikali temizleme
aktivitesi ABTS™" yontemleriyle incelendiginde antibakteriyel aktivite gibi klonlarda
degisikligin oldugu gézlenmistir. Sonug olarak hem en gii¢lii antioksidan aktivite hem de
en yiiksek radikal temizleme giicii sirastyla 1, 5 ve 6 nolu klonlarda belirlendi (Tablo 18
ve 19, Sekil 15 ve 16). Serbest radikaller oksidatif stres nedeniyle lipidler, proteinler,
enzimler, DNA ve membran zararina neden olur. Diyabet, Alzheimer’s, Parkinson’s,
yaslanma, atherosklerozosis ve inflammatory hastaliklar gibi bir¢cok dejeneratif insan
hastaliklarindan da sorumludur (Jayanthi vd., 2011; Yadav vd., 2014). Primer ve sekonder
metabolit antioksidanlarin fenolik ve flavonoid bilesikleri, lipid peroksidasyonunda
onemli rol oynadigi bildirilmektedir (Pawle vd., 2014). Pek ¢ok ¢alismada Fusarium sp.
ve diger mantar tiirlerinin anti oksidan aktiviteli madde tirettikleri, etil asetat ile sekonder
metabolitlerin ekstraktsiyonlarinin etkili bir sekilde yapilabildigi bildirilmektedir (Manon
Mani vd., 2015; Yadav vd., 2014; Gunasekaran vd., 2017). Calismamizda gozlenen
antioksidan aktivite degerinin bildirilen caligmalardaki degerlerle uyumlu oldugu, se¢ilen
klonun 101,173+8,780 uM FeS04.7H.O / mg FRAP degerlerine, 117,640+3,400 uM
Trolox / mg TEAC degerleri ve 25 pg/mL ABTS™ de %7,14 pg/mL radikal siipiirebilme

degerlerine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Son 20 yildir endofit funguslardan antimikrobiyal, insektisidal, sitotoksik ve
antikanser gibi biyoaktif 6zelligi olan bir¢ok degerli bilesikler basariyla kesfedilmistir.
Bu biyoaktif bilesikler alkaloidler, terpenoidler, steroidler, kinonlar, lignanlar, fenoller ve
laktonlar olarak siiflandirilmistir (Zhang vd., 2006; Xu vd., 2008). Endofitikler, bir¢cok
yeni biyolojik aktif kimyasal yapilarin ¢cok amacglh kaynak olarak goriilmektedir. Her yil
bir¢cok endofit degerli ilag aday: iireten suslar olarak listeye eklenmektedir. Toprak,
mikroorganizmalar i¢in en genis habitat olmanin yansira, bunlardan bazilar kiiltiire
edildiginde kemoterapétik ilaglarinin 6rnegin; doksorubisin hidrokloriir, bleomisin,
daunorubisin ve mitomisin liretimi i¢in inanilmaz bir kaynak olusturdugu goriilmiistiir

(Huang vd., 2006).

Dogal kaynakl1 ilaglar, anti-enfektif ilag arastirmalarinda énemlidir ve gliniimiizde
mevcut klinikte kullanilan birgok antibakteriyel ilaglarin yar1 sentetik dogal ya da dogal
tiriinlerin taslaklarindan dizayn edilerek kullanilmaktadir. Ticari {iriinlerin tiretimi igin
funguslarin kullanim1 ¢ok eskiye dayanmakta ve bu liretim son 50 yildir hizla artmisg
durumdadir. Funguslarin ugucu metabolit, mikotoksin, nonribozomal peptitler,
poliketidler, terpenler, diketopiperazinler ve alkoloid gibi sekonder bilesiklerin tiretimi

icin genis bir biyogesitlilige sahip olduklar bilinmektedir (Mohamed, 2004).

Dogal kimyasal maddeler, terapdtik ajan kaynagidirlar, dolayisiyla sentetik
metodolojilerdeki ilerlemeye ve gelismis farmakolojik veya farmasotik 6zelliklere sahip
orijinal oncii bilesiklerin analoglarini yapma olasiligina ilham kaynagi olmaktadirlar.
Endofitik mantarlar, yiiksek bir biyolojik c¢esitlilige sahip olmasinin yani sira, ilging
biyolojik aktiviteleri olan zengin ve yeni organik bilesiklerin kaynagidir. Kesfedilmemis
ekolojik kaynaklari temsil ederler ve ikincil metabolitleri, konakgilariyla etkilesimleri

nedeniyle 6zellikle aktif biyolojik bilesiklerdir.

Bircok Fusarium tiiriiniin iirettigi cok sayida sekonder metabolitlerin, bitkilerde ve
hayvanlarda farkli fizyolojik ve farmakolojik cevaplara neden olmaktadir. Fusarium
tiirlerinin trikotesen mikotoksinlerini iirettigi ¢cok iyi bilinmektedir, ancak bu tiirler aym
zamanda diger bilesikleri; pigmentler, antibiyotikler fitotoksinler vb. gibi toksinleri de

iiretmektedirler (Vesonder ve Hesseltine, 1981).
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Dogada aralarinda yeni antibiyotikleri iiretme potansiyeli bulunan milyonlarca
mikroorganizma bulunmaktadir. Klasik tarama yontemleri ve bilinen antimikrobiyal
ajanlarin kimyasal modifikasyonu, yeni antimikrobiyal ajanlar i¢in potansiyel kaynak
olusturmaktadir. Direngli mikroorganizmalara karsi aktif olacak yeni antibakteriyel
ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi i¢in potansiyel hedeflerin tanimlanmasi, onaylanmasi ve
kullanilmasi 6nemli bir yaklagimdir. Pratikte kullanilan ¢ok sayida ajan olmasina ragmen
inhibe ettikleri hedeflerin ¢esitliligi sinirlidir. Mevcut antibiyotiklere direng gelisiminin
yaygimlig1 yeni ve etkili antimikrobiyal ajanlarin bulunmasina biiyiik 6lgiide devam
edilmektedir. Bu baglamda hizli sentez prosesleri ve ¢ok cesitli biyolojik aktiviteler
iceren farkli fito bilesikler igeren polisakkarit bazli niikleoproteinler de onemle ilgi
gormektedir. Yeni kemoterapotik ajanlar bulmak igin cesitli mikrobiyal kokenli
kaynaklarin taranmasi hala biiyilk 6nem tasimaktadir. Yeni antibiyotik gelistirme
stirecinde, laboratuvarda ¢ok sayida kiiciik molekiiller taranmaktadir. Bu calismalar
gecmiste ¢ok yogun olmakla birlikte giliniimiizde de yeni biyoaktif molekiillerin
bulunmasi i¢in hald 6nemini korumaktadir. Bizlerin bu c¢aligmalarda yer almasi ve
iilkemizdeki biyocesitlikligin ekonomiye kazandirilmasi gibi nedenlerden dolay1 benzer

caligmalarin yapilmasi zorunluk arz etmektedir.

Calismamizda da YP9B susu kiiltiir edildiginde mor turuncu pigment olusturdugu,
ucucu metabolit ve antimikrobiyal aktivite olusturdugu, antimikrobiyal etkinligin genis
spektrumlu oldugu ve her bir etkinligin farkli bir metabolitten kaynaklanabilecegi

disiiniilmektedir.
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5. ONERILER

Calismamizda izole ve karakterize edilerek Fusarium oxysporum YP9B susunun
antimikrobiyal aktivite etkeni madde veya bilesiklerinin yapilar1 farkli karakterizasyon
yontemleri kullanilarak aydinlatilmalidir. Etken maddenin kromatografik yontemlerle

saflagtirilarak ve karakterizasyonu yapilmalidir.

Calismamizda Pazar ilgesinde (Rize) sebze yetistirilen bahge topragindan izole
edilen Fusarium oxysporum YP9B izolatinin saflastirilan metabolitlerin antimikrobiyal,

antifungal ve antioksidan aktivite igeregi belirlenmelidir.

Antimikrobiyal etkinlik dozlari, sitotoksik, anti-kanser ve anti-viral aktiviteleri
belirlenmelidir. Bu ¢alismadaki oneriler dogrultusunda, gelistirilerek ila¢ olma

potansiyeli tasiyan tiriinlerinin klinik arastirmalarinin bir 6n ¢aligmasi olabilir.

Bu oOneriler dahilinde yeni dogal kaynakli (antibiyotik vb. etkinlikli) ilag
calismalarinin AR-GE iiretiminde ve yonetiminde iilkemizi uluslararasi rekabet gliciine
sahip, diinya ihracatindan daha fazla pay alan ve diinya ila¢ endiistrisinde kiiresel bir

oyuncu haline getirmede kiiciik de olsa katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Mantarlar ekosistemde diinya ¢apinda dagilan ve hayati bir rol oyanyan ve
biyoteknolojideki en 6nemli araglardan biri olan en biiyiik mikroorganizma grubudur. Pek
cok uygulamada (sanayide, tipta, tarimda ve cevrede) kullanilabilirler. Ikincil metabolit

iiretme gibi 6zellikleri medikal tedavi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Sekonder metabolitler, bir organizma tarafindan iiretilen, biliylime, gelisme ve
iremeleri i¢in gerekli olan kiiclik organik molekiillerdir. Organizmanin nisi isgal
etmesine veya yiyecekleri kullanmasina izin vermek i¢in diger canli organizmalara karsi
¢ikma, diigmanlik ve kendini savunma mekanizmalarinda rol oynar. Bu amagla tiretilen
metabolitlerin potansiyel ilag kaynagi olabilecegi ve bu nedenle ¢esitli tiirlerde bu ve

benzeri metabolitlerin arastirilmasi ve bilimsel kullanima sunulmasi gerekmektedir.
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