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Oz: Turkiyenin endemik bitkisi Salep (orkide) kok ve yumrulardan izole edilmig
endofitik fungus tirlerinin molekdler teknikler kullanilarak tanimlanmasi son derece
Onemlidir. Bu galismada Salep (Orchid) bitkisinden izole edilen endofitik Fusarium
Link tdrlerinin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu amagla beta-tubulin (B-tubulin:
benA), Internal Transcribed Spacer (ITS) ve Translation Elongation Factor (EF) gen
bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile &6zel primerler kullanilarak
cogaltiimistir. Daha sonra tim PZR Grtnlerinin dizi analizi yapilmis ve GenBank’daki
diger ilgili diziler ile karsilastiriimistir. Fusarium izolatlar tir diizeyinde Fusarium
redolens Wollenw. (n=7) ve Fusarium oxysporum Schlecht. (n=3) olarak
tanimlanmislardir. Filogenetik analizler the B-tubulin, ITS ve EF gen dizilerini temel
alarak gercgeklestiriimistir. Bu calismada, ilk olarak U¢ farkli gen bdlgesinin
cogaltiimasi iceren molekiler tanimlama yontemleri kullanilarak Turkiye'deki
saleplerden (orkidelerden) izole edilen endofitik Fusarium spp. izolatlar tar
dizeyinde tanimlanmistir.

Anahtar kelimeler: Salep, Orkide, Endofitik fungus, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Fusarium redolens, Fusarium oxysporum

Phylogenetic Diversity Analysis and Molecular Identification of Endofitic
Fusarium spp. Isolated From Salep (Orchid)

Abstract: The endophytic fungi species isolated from Salep (Orchid) roots
and tubers, endemic plants of Turkey, their identification using the molecular
techniques is utmost important. The aim of the present study was to identify the
species of endophytic Fusarium Link isolated from Salep (Orchid). For this purpose,
beta-tubulin (B-tubulin: benA), Internal Transcribed Spacer (ITS) and Translation
Elongation Factor (EF) gene regions were amplified by Polymerase Chain Reaction
using specific primers. Then, all PCR products were sequenced and compared with
the other related sequences in GenBank. The Fusarium isolates were identified to
species level as Fusarium redolens Wollenw. (n=7) and Fusarium oxysporum
Schlecht. (n=3). The phylogenetic analysis was carried out based on the S-tubulin,
ITS and EF gene sequences. In the present study, Fusarium spp. isolated from
Saleps (Orchids) in Turkey were firstly identified by molecular identification methods
including amplification of the three different gene region.

Key words: Salep, Orchid, Endophytic fungi, Polymerase Chain Reaction,
Fusarium redolens, Fusarium oxysporum

Girig bir stredir botanikgi, ekolog, mikolog, bitki patologu ve
Endofitik funguslar ilk olarak 1904'de Freeman farmokologlarin dikkatini ¢ekmeye devam etmektedir.
tarafindan Lolium temulentum Linnaeus, bitkisinden izole Neredeyse 300.000 bitkinin bir veya birden fazla endofit
edilmistir ve daha sonrasinda konu ile ilgili galismalar barindirdigi tahmin edilmektedir.
devam etmistir. Son olarak Antartik yosununda (Melo vd., Gunimuizde endofitik funguslardan rapor edilen
2014) tanimlanmis olan endofitik funguslar yizyili askin pek cok antifungal (Tan ve Zou, 2001) antibakteriyel
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bilesik (Deshmukh vd., 2015) bulunmaktadir. Endofitik

funguslar Urettikleri primer ve sekonder metabolitler ile
endustriyel biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan
onemli bir endistriyel mikroorganizma grubudur. Fungal
sekonder metabolitler her ne kadar onu Ureten
organizmanin yagamas! icin elzem olmasa da diger
organizmalara karsi rekabette Ustlinlik saglanmasi veya
UV radyasyonuna direng gelistirme gibi durumlarda
savunma mekanizmasina oldukg¢a katkida bulundugu
bilinmektedir (Osbourn, 2010). Ulkemizin sahip oldugu
oldukca genis biyocesitlili§i gézdéninde bulundurulacak
olursa degisik kaynaklardan izole edilen endofitik
funguslar son derece 6nem tagimaktadir.

Orkidelerin bagimli olduklari simbiyotik yasam sekli
(orkid mikoriza olarak isimlendirilmektedir) oldukca dikkat
cekmektedir. Orkide kok hicreleri icerisinde yer alan
fungal hifler bitkiye topraktan mineral ve su temin ederler.
Ulkemizde, toplam 24 cins ve 90 tur orkide tir
bulunmaktadir (Sandal ve S6gut, 2010; Sandal Erzurumlu
ve Doran, 2011). Tudrkiye'nin olduk¢a 6nemli olan bu
endemik bitkileri koruma altina alinmalidir. Bununla
beraber nesli tikenme tehlikesiyle karsi karsiya oldugu
icin bu tdrlerin ¢cimlendiriimesinde simbiyotik dénglde yer
alan veya Ulkemiz salep kok ile yumrularindan elde
edilmis mikorizal ve endofitik funguslarla ilgili detayl
¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir.

Orkid mikorizal ve endofitik funguslar orkide tohum
cimlenmesi ve vejetatif blyume icin gereklidir (Jiang vd.,
2018). Literaturde Orkidelerden izole edilen Fusarium
oxysporum KB-3 turl ile yapilan galismada bu tlrdn
Bletilla striata (Thunb.) Rchb.f. orkide tohumlarini
cimlenmesini tesvik ettigi ve orkid mikorizal fungus gibi
davranis sergiledigi belirlenmistir  (Jiang vd., 2018).
Bunun yani sira Endofitik Fusarium tirleri biyolojik
aktiviteye sahip sekonder metabolitlerin zengin bir
kaynagidir. Bu metabolitlerin (mikotoksin gibi) bir kismi
insanlar Uzerinde zararli etkilere sahip olup bazilari ise
ilag gelistirme, biyoteknolojik Griin (hormon, pigment vs)
elde etme acisindan olduk¢a buyuk bir potansiyele
sahiptir (Hansen vd., 2015). Orkid-iligkili Fusarium
proliferatum Matsush.’'un gibberellin Ureticisi oldugu
bilinmektedir (Tsavkelova vd., 2008). Bitki buyimesini
uyarici rolleri sebebiyle Fusarium verticilliodes tiri
tarimda cay bahgeleri, bagcilik ve bahgecilikde yaygin
kullaniima egilimi gostermektedir. Bu sebeple bitki
buyumesini tesvik etme yetenegine sahip yeni fungal
endofitlerin  tanimlanmasi ve potansiyel sekonder
metabolitlerin  kesfi ile ilgili ¢ahsmalarin artiriimasi
gerekmektedir. Bu endofitik funguslar ekonomik olarak
son derece 6nemli olup ayni zamanda da fitopatojen ve
insan patojenlerini de icerdiginden sistematik olarak
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dogru tanimlanmalari olduk¢ca gerekli olan zorlu bir
gruptur (O’Donnell vd., 2013). Bu sebeple tarimsal ve
tibbi olarak 6nemli endofitik Fusarium tirlerinin
karsilastirmali  filogenetik ve genomik analizlerinin
yapilmasi 6nemlidir.

Calismamizda Ulkemiz endemik bitki tiri olan
Salep (Orkide) bitkisinin kok ve yumrularindan elde edilen
endofitik Fusarium izolatlarinin molekiler yontemler
kullanilarak tir dizeyinde tanimlanmasi ve filogenetik
analizlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu amagla Ug farkl
gen bolgesi (beta-tubulin (B-tubulin: benA), Internal
Transcribed Spacer (ITS) ve Translation Elongation
Factor (EF)) kullaniimistir.

Bu calisma s6zkonusu bu endofitik funguslar ile
salep yumrularinin gimlendiriimesi konularinda yapilacak
ileri calismalara katki saglayacak bilgilere ulasiimasi
yanisira biyoteknolojik Gneme sahip potansiyel sekonder
metabolitler agisindan énem tasimaktadir.

Materyal ve Metot

Fungal izolatlarin aktivasyonu

Onceki galigmalarda Salep (Orchis sancta Linneo
ve Ophrys fusca Link) kok ve yumrularindan elde edilmis
endofitik Fusarium izolatlarini (n=10 adet) iceren Malt
Ekstrakt Agar (MEA) vyatik tiplerinden MEA iceren
petrilere UG¢ nokta ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan
petrilerin  27°C 'de 5 gln sireyle aktivasyonu
gerceklestirilmigtir (Gezgin ve Eltem, 2009). Aktivasyon
sonrasi elde edilen miselyum kitlesinden 6 mm ¢apinda
plaklar alinarak dogrudan Malt Ekstrakt Broth (MEB)
besiyeri iceren erlenlere aseptik kosullarda ekim
yapilmistir. Daha sonra erlenler 27°C '‘de 120 rpm
hizindaki ¢alkalayici inkUbatérde 3 gin boyunca inklibe
edilmistir (Gezgin ve Eltem, 2009).

Genomik DNA izolasyonu

Bu g¢alismada manuel bir genomik DNA izolasyon
yontemi modifiye edilerek kullaniimigtir (Liu vd., 2000). Bu
amagla MEB besiyeri iceren erlenlerin inkiibasyonu
sonrasinda elde edilen miseller aseptik kosullarda
filtrasyon ile besiyerinden ayriimis ve genomik DNA
izolasyonu igin kullaniimistir.

PZR Caligmalari

Genomik DNA izolasyonu sonrasinda 8 tubulin,
ITS ve EF geni olmak Uzere ug¢ farkli gen bdlgesi igin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) iglemi yapiimistir. Her
U¢c gen boélgesi icin en uygun baglanma sicakhdinin
belirlenebilmesi amaciyla &ncelikle gradient PZR
c¢alismalari yapilmistir. Gradient PZR igin farkl sicakhklar
denenmis ve uygun PZR kosulu belirlenmistir. Calismada
iki farkh deneme arahd kullaniimis olup, kullanilan
gradient PZR kosulu; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 48-58°C (1.
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deneme aralid) ile 50-64 °C (2. deneme aralgi) 30sn,
72°C 2dK] (35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « dir. Bu amagcla
GeneMark 5X PCR Dye Master Mix Il (GeneMark,
Tayvan) kullaniimistir. Son hacmi 25 pl olan PZR
karisiminin bilesenleri ve miktarlari sirasiyla; 5 ul 5X PCR
Dye Master Mix II, 1 pl kalip DNA (5ng/ul), 1 pl forward
primer (FP) (10 pM), 1 pl reverse primer (RP) (10 uM),
17ul ddH20 seklindedir.

Calismada kullanilan tg farkh gen bolgesine (ITS,
EF ve B-tubulin) ait primer ciftleri ve bu primerlere ait baz
dizileri sirasiyla soyledir: ITS1-F: TTA CGT CCC TGC
CCT TTG TA, ITS2-R: GCA TTC CCA AAC AAC TCG
ACT C (Van Den Ende ve De Hoog 1999). TEF1: F-ATG
GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC, TEF2-R: GGA (G/A)
GT ACC AGT (G/C) AT CAT GTT (O’Donnell vd. 1998;
Geiser vd. 2004; Herron, vd. 2015) ve Bt2a-F:GGT AAC
CAA ATC GGT GCT GCT TTC, Bt2b-R: ACC CTC AGT
GTA GTG ACC CTT GGC (Glass ve Donaldson, 1995).

PZR drunlerinin géruntilenmesi

Goruntileme sonucunda secilen PZR drunlerine
ait 6rnekler baz dizi analizi amaciyla Invitrogen Pure Link
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, ABD) kullanilarak
saflastirimistir. Genomik DNA ve PZR c¢alismalarinda
elde edilen PZR durdnleri sirasiyla %1 ve %Z2’lik agaroz
jelde yuratalmuastir. Daha sonra G-BOX jel gérintileme
cihazinda (G-Box Syngene, UK) bantlar gértintilenmistir.

Dizi analizi

Saflastirma kiti ile saflastirilan ITS, EF ve 8 tubulin
gen bolgelerine ait PZR 6rnekleri dizi analizi yapmak lizere
REFGEN Biyoteknoloji Limited Sirketine (Ankara)
gonderilmistir.

Biyoinformatik araglar kullanilarak tiir tayini
yapilmasi

Her Ug farkli gen bolgesine ait baz dizi analizleri igin
NCBI (National Center of Biotechnology Information) veri
tabani araciligiyla BLAST
(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) analizleri ile
gerceklestiriimistir. Bununla birlikte her bir gene ait DNA
dizileri MEGA X (Tamura ve Nei 1993; Kumar vd, 2018)
versiyonu kullanilarak ClusterW programi (Thompson vd,,
1994) ile align edilip ve tiirler arasinda korunmus bolgeler
tespit edilmis ve her bir gene ait DNA dizisi birbirleriyle
karsilastirilarak benzerlikler karsilastiriimigtir.

Bulgular

Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda elde edilen genomik DNA’larin
safligl ile konsantrasyonlari Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific) yardimi ile dl¢glimuUstir. Bu DNA’larin absorbans
degerlerinin ise ABS260 /ABS280 1,6-2,0 araliginda oldugu
belirlenmistir. Konsantrasyonlari belirlenen DNA’lar 5
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ng/uL olacak sekilde seyreltilerek, gradient PZR

calismalarinda kullaniimistir.

Genomik DNA ile gergeklestirilen gradient PZR
calismalan

Gradient PZR calismalari sonucunda elde edilen jel
goéruntuleri dogrultusunda ITS, EF ve B ftubulin gen
bolgeleri icin 48°C -54,1°C arasinda parlak bant elde
edildigi gérulmusttr. Calismalara ITS ve EF gen bdlgesi
icin de en parlak bandin elde edildigi ortak sicaklik olan
51,7 °C olarak belirlenmistir. 8-Tubulin gen bdélgesi ile
yapilan denemelerde anneling i¢in 50-64 sicaklik arahgi
denenmis ve 58,5-64 °C arasi bant elde edilmis olup
calismalarda 58 °C kullaniimistir.

Bu sebeple galismamizda ITS ve EF gen bdlgesi
icin optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 52°C 30sn,
72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « , B-tubulin gen
bolgesi icin optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 58°C
30sn, 72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C <« olarak
belirlenmistir.

PZR Urunlerinin saflagtirma iglemler

Goruntulenen jellerde, genomik DNA ile yapilan
PZR c¢alismalari sonucu ilgili gen bdlgeleriyle elde edilen
bantlarin boyutlarinin yaklasik 600-700 bp uzunlukta
oldugu gorulmustir (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3). Her U¢ gen
bolgesine ait bant elde edilmesi sonucunda elde edilen
PZR drunleri saflastirilip jelde yurGtalmuistir. Elde edilen
bant boyutlarinin saflastirma dncesi bant boyutlari ile esit
uzunlukta oldugu dogrulanmistir.

Dizi analizi

Elde edilen PZR urinleri dizi analizi icin REFGEN’e
(Ankara) gonderilmistir. Daha sonra BLAST calismalari
yapllarak benzerlikler karsilastirimistir. Her ¢ gen
bdlgesine gbre yapilan BLAST analizleri sonucuna gore
izolatlar Fusarium redolens “kokulukif” (Sesli vd., 2020)
ve Fusarium oxysporum “sebzekuft” (Sesli vd., 2020)
olarak tanimlanmistir. Buna gore her ¢ gen bélgesi ile
dogrulanarak yapilan analizler sonucunda 3 adet
Fusarium oxysporum ve 7 adet Fusarium redolens tiru
belirlenmistir. Orchis sancta (Cesme-izmir) Salep
bitkisinden izole edilen endofitik Fusarium izolatlarindan
5'nin  Fusarium redolens, 1'nin Fusarium oxysporum
oldugu belirlenmistir. Ophrys fusca (izmir) den izole edilen
iki izolatin ise Fusarium oxysporum oldugu gorulmustar
(Tablo 1).

Endofitik Fusarium tirlerine ait B-tubulin, ITS ve
EF gen bdlgelerini baz alan filogenetik analizler ve
filogenetik agag¢larin gizilmesi

Filogenetik agaclar MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 10 da yer alan
Maximum Likelihood metodu ile Tamura-Nei model
kullanilarak gerceklestirilmistir (Kumar vd, 2018; Tamura
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ve Nei, 1993) (Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6). Filogenetik agag

Uzerindeki numaralar Bootstrap deg@erleridir. 1000 tekrarli
Bootstrap analizi ile gergeklestirilmistir.

B-tubulin, ITS ve EF gen bdlgesi temelli
filogenetik siniflandirma

Bu calismada yer alan tlrlerin birbirleriyle
filogenetik agidan benzerlik karsilastirmasi yapabilmek
icin B-tubulin gen bolgesi icin GenBanka kayitl Fusarium
oxysporum f. sp. chrysanthemi strain ATCC 52422
(Aksesyon numarasi: DQ092474.1, 616 bp) (Lee ve Min
2005, unpublished), Fusarium redolens strain CBS:
743.97 (Aksesyon numarasi: MT011043.1, 1668 bp)
(Yand vd., 2020) segcilmistir (Sekil 4).

Molekiler tanimlama sonucunda belirledigimiz
calismadaki tirlerle filogenetik benzerlik karsilastirmasi
yapabilmek icin ITS gen bdlgesi icin GenBanka kayitli
Fusarium redolens strain NRRL_22901 (Aksesyon
numarasi: MT435063.1, 1107 bp) (Gargouri vd., 2020),
Fusarium sp. isolate DSM100403_C41 RLCS05
(Aksesyon numarasi: MT453291, 1150 bp) (Santos vd.,
2019) ve Fusarium oxysporum isolate RL836
(Unpublished) (Aksesyon numarasi: MT557532.1, 700
bp) segcilmistir (Sekil 5).

Bu c¢alismada yer alan tarlerin birbirleriyle
filogenetik agidan benzerlik karsilastirmasi yapabilmek
icin EF gen bdlgesi igin GenBanka kayith Fusarium
oxysporum isolate Foa 72 (Aksesyon numarasi:
MK968952.1, 688 bp) (Meghatli vd., 2020, unpublished)
ve Fusarium redolens strain NRRL 52814 (Aksesyon
numarasi: GU250585.1, 697 bp) secilmistir (Balmasvd.,
2010) (Sekil 6).

Tartisma

Fusarium genusu dogada olduk¢a yaygin olup
tarim, tip ve veterinerlik bilimlerinde oldukga 6nemlidir
(Asan, 2011). Fusarium genusunda yer alan bazi turler
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mikotoksin Uretirler ve bu mikotoksinler insanlar ve
hayvanlar icin zararhdir (Girgin vd., 2001, Asan, 2011).
Mikotoksin Uretmeleri ve bitkilerde hastalik yapan tdrlerin
yani sira Fusarium genusunda yer alan bazi tirlerin
onemli endustriyel uygulamalari da bulunmaktadir.
Bunlardan biri dogal pigment dretimidir. Ornegin
Fusarium pigmenti benzokinonun meme kanseri
tedavisinde antiproliferatif ajan olarak kullanim
potansiyeli belirlenmistir (Zheng vd., 2017). Diger bir
calismada Fritillaria unibracteata var. wabuensis P.G.
Xiao and K.C. Hsia'den izole edilen endofitik Fusarium
redolens 6WBY3'den steroidal-alkaloid (peimisine ve
imperialine-33-D-glucoside) uretimi gergeklestirilmistir
(Pan vd., 2015). Bu sebeple biyoteknolojik 6neme sahip
endofitik ~ Fusarium  tdrlerinin dogru  molekiler
tanimlanmalarinin yapilmasi ile ilgili g¢alismalar son
derece 6nem tasimaktadir.

Bu calismada Salep kok ve yumrularindan izole
edilmis  endofitik  Fusarium tidrlerinin - molekiler
tanimlanmasi gergeklestiriimisti. Bu amacla S-tubulin,
ITS ve EF olmak dUzere U¢ gen bolgesi kullaniimis olup bu
gen bdlgeleri PZR ile kismi ¢ogaltilip baz dizi analizi
yapiimistir. Genomik DNA ile yapilan PZR c¢alismalari
sonucu ilgili gen bdlgeleriyle elde edilen bantlarin
boyutlarinin yaklasik 600-700 bp uzunlukta oldugu
gOralmastdar.

Calismamizda ilk olarak Ug¢ farkli gen bolgesinin
¢ogaltimasi igeren molekiler tanimlama ydntemleri
kullanilarak saleplerden (orkidelerden) izole edilen
endofitik Fusarium spp. izolatlari Fusarium oxysporum ve
Fusarium redolens olarak tur diizeyinde tanimlanmigtir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda bu t¢ gen bdlgesinin
birlikte Fusarium tirlerinin molekuler tanimlamalarinin
yapilmasi amaciyla kullanilabilecegini géstermektedir.

Tablo 1. Endofitik Fusarium turleri ve izolasyon kaynagi Salep (Orkide) bitkisi

Fungus izolat ismi

Fungus Tiir Ismi

Salep (Orkide) ismi

YG-F-izolat-1 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-2 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-3 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-4 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-5 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-7 Fusarium oxysporum Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-8 Fusarium oxysporum Ophrys fusca (izmir)
YG-F-izolat--9 Fusarium oxysporum Ophrys fusca (izmir)
YG-F-izolat-13 Fusarium redolens -

YG-F-izolat-14 Fusarium redolens -
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T2 A0 1 Ladder

Sekil 1. ITS ve EF gen bdlgesi icin farkli endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak
yapilan PZR sonucu elde edilen PZR Urlnlerine ait jel goruntileri (1 ve 2: ITS-YG-F-izolat-9, 3 ve 4: EF-
YG-F-izolat-9, 5 ve 6: ITS-YG-F-izolat-14, 7 ve 8: EF-YG-F-izolat-14, 9 ve 10: EF-YG-F-izolat-1; 11 ve 12:
EF-YG-F-izolat-13).

Ladder

16 15 14 13 12 1110 |aqder

Sekil 2. ITS ve EF gen bdlgesi icin farkli endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak yapilan
PZR sonucu elde edilen PZR (rlinlerine ait jel goruntileri (Alt sira Ladder, ITS-YG-F-izolat-1, EF-YG-F-izolat-
1, ITS-YG-F-izolat-2, EF-YG-F-izolat-2, ITS-YG-F-izolat-3, EF-YG-F-izolat-3, ITSY-G-F-izolat-4, EF-YG-F-
izolat-4, Ust sira Ladder, ITS-YG-F-izolat-5, EF-YG-F-izolat-5, ITS-YG-F-izolat -7, EF-YG-F-izolat-7, ITS-YG-
F-izolat-8, EF-YG-F-izolat-8).

Sekil 3. B-tubulin gen bdlgesi igin farkl endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak yapilan
PZR sonucu elde edilen PZR drunlerine ait jel géruntileri

167



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2021)12(2)163-171

Tlrkiyedeki farkll habitat ve substratlardan elde
edilmis Fusarium tirleriyle ilgili yapilan c¢alismalarin
sonucuna goOre en yaygin bulunan tdrler Fusarium
oxysporum, Fusarium solani (Mart.) Sacc., Fusarium
equiseti Schlecht. ve Fusarium moniliforme (Sacc.)
Nirenberg'dir (Asan, 2011).

Tlrkiye’de nohutta solgunluga neden olan
Fusarium spp.’nin molekdler tanimlamasiyla ilgili yapilan
diger bir calismada Fusarium redolens’in nohutta
solgunluk benzeri hastaliga neden oldugu ik kez
raporlanmistir (Tekeoglu vd., 2017). Bu calismadaki
Fusarium izolatlarin tir seviyesinde tanimlamalari F.
oxysporum f. sp. ciceris ve F. redolens icin spesifik PZR
primerleri ve Translation Elongation Factor gen bdlgesinin
sekanslanmasi ile gerceklestiriimistir (Tekeoglu vd.,
2017).

Orkide Bletilla striata koklerinden izole edilmis
Fusarium izolatl morfolojik karakterizasyon ve filogenetik
analizlerin sonucuna gore Fusarium oxysporum olarak
tanimlanmigtir (Jiang vd., 2018). Orkid endofitik Fusarium
oxysporum KB-3 kullanilarak yapilan bu ¢alismada, bu
turdn orkide tohumlarini gimlenmesini tesvik ettigi ve orkid
mikorizal fungus gibi davranis sergilediginin gézlenmesi
orkide bitkisi yetistiriimesi acisindan olduk¢ca umut
vericidir (Jiang vd., 2018).

Ulkemizde endemik ve ekonomik 6neme sahip
bitkiler arasinda yer alan salep, kiltlri yapilamadigi icin

dogadan toplanarak tahrip edilmektedir. Salep bitkisinin
tir bazinda korunmasi ve Uretiminin gergeklestiriimesi
icin  salep tohumlarinin in-vitro  c¢imlendirilmesi
gerekmektedir. Turkiye orkideleri (Salepler) ile ilgili
yapilan literatire/literatirlere  bakildiginda  salep
orkidelerinin Uretimine olanak saglayacak calismalara
ihtiya¢ duyuldugu gérulmektedir (Sandal ve Ségut, 2010).

Calismamiz 6zellikle salep kdk ve yumrulardan
izole edilmis endofit Fusarium tirlerinin G¢ farkli gen
boélgesi kullanilarak molekuler tanimlamalarinin yapiimasi
ve tanimlamalari yapilan bu turlerin simbiyotik kiltir
yontemiyle salep bitkisi yetistiriimesine yonelik ilerisi igin
yapilacak ¢alismalara katki saglayacak/rehberlik edecek
olmasi agisindan 6nemlidir.

ileri galismalarda ilgili gen bélgelerine ait aksesyon
numaras! alinacak ve bu tirlerin sekonder metabolitleri
detayli olarak incelenecektir. Daha sonra elde edilen
bilgiler 1s1Idinda  Salep  (Orkide)  tohumlarinin
¢imlendiriimesiyle iligkili detayli c¢alismalar yapilmasi
planlanmaktadir.

Tesekkiir

Calismalarim esnasinda laboratuvar imkanlarini
esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Dr. Arzu YILDIRIM'a ¢ok
tesekklr ederim.

Fusarium redolens strain CBS743.97

Fusarium redolans YG-F-13
Fusarium redolans YG-F-14
73
Fusarium redolans YG-F-3

Fusarium redolans YG-F-1

Fusarium redolans YG-F-2

Fusarium redolans YG-F-5

Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi strain ATCC 52422

J Fusarium oxysporum YG-F-8
75
Fusarium oxysporum YG-F-9
65
Fusarium oxysporum YG-F-7

Fusarium sublunatum strain CBS 189.34

B —
0.050

Sekil 4. Endofitik Fusarium tirlerine ait S-tubulin gen bdlgelerini baz alan filogenetik agacin gérinimu ve B-tubulin gen
temelli filogenetik siniflandirma. YG-F-izolat 4 sekansi galismamistir. Bu sebeple filogenetik ajagta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler disinda yer alan bir dis grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium sublunatum strain CBS
189.34 (Aksesyon numarasi: KM232076.1, 622 bp) (Lombard vd., 2015) kullaniimistir.
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Fusarium redolens YG-F-13
667Fusarium redolens YG-F-5
Fusarium redolens YG-F-1

36| Fusarium redolens YG-F-14
864 Fusarium redolens YG-F-2
Fusarium redolens YG-F-4
100 ( Fusarium redolens YG-F-3

LJ Fusarium oxysporum YG-F-9
807

Fusarium oxysporum YG-F-8

99 Fusarium redolens strain NRRL 22901

89 | Fusarium sp. isolate DSM100403 C41 RLCS05
L Fusarium oxysporum isolate RL836

L Fusarium solani strain CBS 132378

—
0.10

Sekil 5. Endofitik Fusarium tlrlerine ait ITS gen bolgelerini baz alan filogenetik agacin goérinimu ve ITS Gen Temelli
Filogenetik Siniflandirma. YG-F-izolat 7 sekansi ¢alismamistir. Bu sebeple filogenetik agagta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler diginda yer alan bir dig grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium solani strain CBS
132378 (Aksesyon numarasi: MH866005, 567 bp) (Vu vd., 2019) kullaniimistir.

91 Fusarium redolens YG-F-14
58

| Fusarium redolens YG-F-1
L Fusarium redolens YG-F-13

67

Fusarium redolens YG-F-5

95 Fusarium redolens YG-F-4

B/ Fusarium redolens YG-F-3

L Fusarium redolens strain NRRL 52814

Fusarium oxysporum isolate Foa 72

Fusarium oxysporum YG-F-9
100 Fusarium oxysporum YG-F-8
Fusarium oxysporum YG-F-7

Fusarium sublunatum strain NRRL 20897

B
0.050

Sekil 6. Endofitik Fusarium tirlerine ait EF gen bdlgelerini baz alan filogenetik agacin gérinimi ve EF Gen Temelli
Filogenetik Siniflandirma. YG-F-izolat 2 sekansi galismamistir. Bu sebeple filogenetik agacta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler diginda yer alan bir dis grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium sublunatum strain
NRRL 20897 (Aksesyon numarasi: KX302919.1, 698 bp) (Lupien vd., 2016, unpublished) kullaniimigtir
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