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Hypericum perforatum’dan izole Edilen Endofitik Funguslarin Bitki Biiyiimesini Artirici Ozelliklerinin Belirlenmesi

Khaoula CHARIH?, Vildan AKIN MUTLU?, Melike CEBI KILICOGLU?, ibrahim OZKOC*

One Cikanlar: OZET:

»  Sar1 Kantaron Bitki biiytimesini tegvik eden funguslar (PGPF), konukgu bitkilere ¢esitli fizyolojik faydalar saglayan, patojenik
+  Endofitik fungus olmayan mikroorganizmalardir ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Artan
« PGPF

bitkisel tiretim talebini ¢evreye zarar vermeden karsilamak amaciyla PGPF’lerin kullanimi, ¢evre dostu ve etkili
bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada, Hypericum perforatum (Sar1 Kantaron) bitkisinden izole

Anahtar Kelimeler- edilen endofitik funguslarin bitki biiyiimesini destekleyici potansiyelleri; siderofor {iretimi, indol-3-asetik asit

< San Kantaron (IAA) iiretimi, fosfat ¢oziintrliigii ve ACC deaminaz aktivitesi parametreleri lizerinden incelenmistir Bunun

. PGPF yani sira, bu izolatlarin patojenik Rhizoctonia solani, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Staphylococcus
«  ACC-deaminaz aureus ve Klebsiella pneumoniae gibi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir.
« 1AA Bulgulara gore, F3 izolat1 hem yiiksek siderofor ve IAA iiretimi hem de yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri ile
* Siderofor one ¢ikmisti. ACC deaminaz aktivitesinde F16 ve F7, fosfat ¢oziiniirliigiinde ise F9, F21 ve F22 izolatlari

pozitif sonug vermistir. F3, F7 ve F5 izolatlar ¢esitli patojenlere karsi giiglii inhibisyon gosterirken, 6zellikle F3
izolat1 tim parametrelerde dikkat cekici performans sergilemistir. Ayrica, F9 ve F10 izolatlar1 da biiyiimeyi
tesvik edici 6zellikleri ile 6ne ¢ikmistir. Bu sonuglar, bazi endofitik fungus izolatlarinin biyogiibre aday1 olarak
kullanilabilecegini ve siirdiiriilebilir tarimda degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

»  Fosfat ¢coziintirligi

Determination of Plant Growth Enhancing Properties of Endophytic Fungi Obtained from Hypericum perforatum

Highlights: ABSTRACT:

» St John's wort Plant growth-promoting fungi (PGPF) are non-pathogenic microorganisms that confer various physiological
Endophytic fungus benefits to host plants and play a significant role in sustainable agricultural practices. With the increasing global

+ PGPF

demand for plant-based production, the use of PGPF is considered an environmentally friendly and effective
strategy to enhance crop yield without causing ecological harm. In this study, endophytic fungi isolated from
Hypericum perforatum (St. John's Wort) were evaluated for their plant growth-promoting potential through

Keywords: siderophore production, indole-3-acetic acid (IAA) synthesis, phosphate solubilization, and ACC deaminase
e St. John's wort activity. In addition, the antimicrobial activities of these isolates were assessed against key plant and soil
+ PGPF pathogens including Rhizoctonia solani, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Staphylococcus aureus, and

+ ACC-deaminase

< 1AA

»  Siderophore

» Phosphate solubilization

Klebsiella pneumoniae. According to the results, the F3 isolate stood out with its high siderophore and I1AA
production, as well as strong antimicrobial activity. F16 and F7 demonstrated the highest ACC deaminase
activity, while F9, F21, and F22 were positive for phosphate solubilization. Isolates F3, F7, and F5 exhibited
strong inhibition against several pathogens, with F3 showing remarkable performance across all tested
parameters. Furthermore, F9 and F10 isolates were also notable for their growth-promoting characteristics.
These findings suggest that certain endophytic fungal isolates hold promise as biofertilizer candidates and could
be effectively utilized in sustainable agriculture.
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GIRIS

Rizosfer, bitki kokleri ile toprak ve toprak biyotasmin etkilesim i¢inde bulundugu, oldukca
dinamik ve karmasik bir mikroekolojik bolgedir ve bitki biiyiimesi ile gelisimi lizerinde belirleyici bir
rol oynamaktadir (Mendes ve ark., 2013). Bu bolge, bakteri, fungus, protozoa ve alg gibi ¢ok
cesitliorganizmalari barindiran zengin bir organizma topluluguna ev sahipligi yapar. Bitkilerin gelisim
stirecgleri biiylik dl¢lide rizosferin biyolojik aktivitesi tarafindan yonlendirilir (Barriuso ve ark., 2008).
Rizosferdeki mikrobiyal faaliyetlerin artisi; organik maddelerin ve minerallerin bitkiler tarafindan
alinabilir formlara doniistiiriilmesi, atmosferik azotun biyolojik fiksasyonu gibi temel besin dongiisii
stireclerinin hizlanmasina katki saglar ve dolayisiyla bitki sagligmi olumlu yonde etkiler (Antoun ve
Prevost, 2005; Kaur ve ark., 2016). Ayrica, rizosfer mikroorganizmalar1 toprak kaynakli patojenlerin
cogalmasini baskilayabilir veya bitkinin dogal savunma sistemlerini aktive ederek hastaliklara karsi
diren¢ olusturabilir. Bitki koklerinden salgilanan rizodepozitler, rizosferdeki mikrobiyal ¢esitliligin ve
aktivitenin sekillenmesinde belirleyici rol oynar ve bu salgilar, mikroorganizmalar i¢in temel enerji
kaynag1 olarak iglev goriir (Denef ve ark., 2007). Bu durum, bitkilerin kendilerine yarar saglayan
mikroorganizmalar1 secici bicimde destekleyerek rizosfer mikrobiyomlarmi yonlendirmelerine olanak
tanimaktadir (Mendes ve ark., 2013; Gahan ve Scmalenberger,2014).

Bitkiler, degisken ve Ongoriilemeyen c¢evresel kosullara uyum saglamak amaciyla cesitli
fizyolojik ve morfolojik stratejiler gelistirmistir. Ozellikle su ve besin kaynaklarma erisimi optimize
etmek icin kok sistemlerini ¢evresel sinyallere yanit verecek sekilde modiile ederler (Lynch, 2019). Bu
adaptasyon stireci kapsaminda, bitkiler yalnizca kok mimarisini degistirmekle kalmaz, ayni1 zamanda
rizosferdeki toprak fiziko-kimyasal Ozelliklerini ve mikrobiyal topluluk yapilarin1 da etkileyen
mekanizmalar gelistirirler (York ve ark., 2016). Rizosferdeki mikrobiyal ¢esitlilik i¢inde, konukgu
bitkinin dokularinda herhangi bir zararl etkiye neden olmadan yasayan ve onunla simbiyotik iligkiler
kuran endofitik mikroorganizmalar 6zel bir arastirma konusu haline gelmistir (Patil ve ark., 2016). Bu
simbiyotik iliskiler ¢ift yonlii faydalar saglar: Bitkiler, endofitlere korunakli bir yasam alani1 ve besin
sunarken; endofitler de bitkinin zararlilara ve hastaliklara karsi direncini artirma, g¢evresel stres
kosullarina toleransini gelistirme ve genel biiylime performansimi iyilestirme gibi dnemli biyolojik
avantajlar saglar (Rajagopal, 1998; Beram ve ark., 2016). Ozellikle endofitik funguslar, sahip olduklari
bitki bliytimesini tesvik edici (PGP) 6zelliklerle dikkat ¢ekmekte ve siirdiiriilebilir tarim, farmasotik
biyoteknoloji ve cevre dostu Gretim sistemleri gibi bircok alanda potansiyel uygulamalara yénelik
aragtirmalara konu olmaktadir (Porras-Alfaro ve Bayman, 2011).

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizosferik funguslar (PGPF), Aspergillus, Fusarium, Trichoderma,
Penicillium, Piriformospora, Phoma ve Rhizoctonia gibi cinslere ait tirleri kapsamakta olup, bitki
gelisimini destekleyen cesitli fizyolojik siirecleri dogal olarak uyaran biyolojik yeteneklere sahiptirler
(Shoresh ve ark., 2010; Hossain ve ark., 2017). Bu mikroorganizmalar, bitkilerin hem abiyotik
(kuraklik, tuzluluk, sicaklik gibi) hem de biyotik (hastalik etmenleri gibi) stres faktorlerine karsi direng
gelistirmelerine yardimci olurken, ayni zamanda bitki biiyiimesini dogrudan destekleyerek verim
artigina katki saglamaktadwr. Bitki biliylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) ve rizosferik
funguslar, yalnizca bitki gelisimini artirmakla kalmayip, ayn1 zamanda konukcu bitkilerde istilact
fitopatojenlere kars1 diren¢ mekanizmalarini aktive ederek Onemli bir biyolojik koruma islevi
tistlenmektedir (Angin ve dadasoglu 2022). Bu mikroorganizmalarm tarimsal sistemlerde kullanimu,
cevre dostu hastalik yonetim stratejileri arasinda yer almakta ve bitki bagisikligint uyararak uzun
vadeli, stirdiiriilebilir bir yaklasim sunmaktadir.
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PGPF’lerin bitki gelisimini destekleyici etkileri, bir dizi molekiiler ve biyokimyasal mekanizma
araciligiyla gerceklesmektedir. Bu mekanizmalar arasinda en yaygin olarak tanimlananlar: hiicre
boliinmesi, farklilasma ve uzama gibi fizyolojik siiregleri diizenleyen fitohormonlardan indol-3-asetik
asit (IAA) uretimi (Martinez ve ark., 2011; Saharan ve Nehra, 2011; Goswami ve ark., 2016; Gupta ve
ark., 2015); bitkiler agisindan sinirlayict bir makro besin olan fosfatin ¢oziiniir formlara
dontistiiriilmesi (Saharan ve Nehra, 2011; Gupta ve ark., 2015); demirin bitki tarafindan almabilirligini
artiran sideroforlarin sentezi ile atmosferdeki demiri selatlama kapasitesi ve stres kosullarinda etilen
sentezini dulzenleyerek bitki buyumesini destekleyen 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC)
deaminaz enzim aktivitesidir (Sekar ve Kandavel, 2010). Bunlara ek olarak, bazi endofitik funguslar
uyarilmis sistemik diren¢ (ISR) mekanizmasi yoluyla bitkilerin patojenlere karsi direng diizeylerini
artirmakta ve bu sayede dolayl olarak bitki saghgini desteklemektedir (Compant ve ark., 2005;
Goswami ve ark., 2016). Ancak, PGPR’ler iizerine yapilan ¢aligmalarin sayis1 oldukca fazla iken,
PGPF'lerin 6zellikle patojenlere karst direng indiiksiyonundaki etkileri lizerine yapilan arastirmalarin
sayist sinirli kalmaktadir.

Diinya genelinde 1liman iklim kusaklarinda yayilis gosteren 484 Hypericum L. (Hypericaceae)
tiiri arasinda, yalnizca Hypericum perforatum L. (sar1 kantaron), resmi tip uygulamalarinda yaygin ve
etkin bicimde kullanilan tiir olarak 6ne ¢ikmaktadir (Stojanovic ve ark., 2013). Bu bitki, antidepresan,
antibakteriyal, antiviral, antifungal ve anti-inflamatuar etkileri basta olmak tizere ¢esitli farmakolojik
ozellikleri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir (Bektas ve ark., 2023; Karaman ve ark., 2023). Ekonomik
degeri yiiksek olan bu tiiriin siirdiiriilebilir bicimde yetistirilmesi ve yiiksek verimle iiretilebilmesi,
ginimiizde 6nem kazanan bir tarimsal hedeftir. Bununla birlikte, Hypericum perforatum siklikla
cevresel stres faktorleri ve patojenik organizmalarla miicadele etmek durumundadir. Bitkiyle iliskili
mikroorganizmalarin, bitki saghiginin korunmasi ve biyotik/abiyotik streslere karst direng
mekanizmalarinin desteklenmesindeki rolii goz oniine alindiginda, Hypericum perforatum turayle
iligkili mikrobiyal topluluklarm, 6zellikle endofitik funguslar biyolojik islevlerinin anlasilmasi; bu
bitkinin biiyiime performansini artirmak ve hastaliklara kars1 koruma saglamak acisindan énemli bir
arastirma alani olusturmaktadir. Literatiirde, bu bitkinin ¢esitli organlarindan endofitik funguslarin
izole edildigi baz1 ¢aligmalar bulunmakla birlikte (Khosa ve Bhatia, 1982), PGPF potansiyeline sahip
endofitlerin tanimlanmasina yonelik arastirmalarin sayica sinirli oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Bu c¢alisma, tibbi ve ekonomik agidan 6nemli bir tiir olan Hypericum perforatum L. (sar1
kantaron) bitkisinin rizosferinden izole edilen endofitik funguslarin, potansiyel PGPF &zelliklerini
kapsamli bir sekilde ortaya koymayi amaglamaktadir. S6z konusu bitki, igerdigi zengin biyoaktif
bilesikler ve giiclii etnobotanik ge¢cmisi nedeniyle farmasotik ve tarimsal alanlarda yiiksek potansiyele
sahiptir. Son yillarda yapilan arastirmalar, PGPF 6zelliklerine sahip funguslarin siirdiiriilebilir tarim
uygulamalarinda ¢evre dostu alternatifler sunabilecegini gostermektedir. Bu dogrultuda, calismada
incelenen endofitik funguslarin sadece biiylimeyi tesvik edici potansiyelleri degil, ayn1 zamanda
patojenik bakterilere, mayalara ve bitki patojeni funguslara kars1 antimikrobiyal etkileri ile tohum
¢cimlenmesi lizerindeki olas1 katkilar1 da degerlendirilmistir. Genel olarak, bu ¢alisma H. perforatum
bitkisine ait endofitik funguslarin PGPF 6zelliklerini ve biyolojik kontrol potansiyellerini inceleyerek,
s0z konusu izolatlarin bitki yetistiriciliginde ¢evre dostu biyogiibre ve biyopestisit gelistirme yoniinde
kullanilabilirligine iliskin bilimsel temelli veriler sunmay1 hedeflemektedir. Elde edilecek bulgularin,
sentetik kimyasallara olan bagimliligin azaltilmasina katki saglamasi da beklenmektedir.
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MATERYAL VE METOT

Ondokuz Mayis Universitesi kampiis alan1 ve cevresindeki saglikli Hypericum perforatum (St.
John's Wort) bitkilerinin koklerinden Cebi Kiligoglu ve ark (2024) tarafindan izole edilmis ve
funguslar igin barkod gen rDNA-ITS (ITS1-5.8S-1TS2) gen bolgesi ile molekuler karakterizasyonu
yapilmig 28 fungal endofitin bitki biiyiimesini artirict Ozelliklerini belirlemek {izere on tanesi
kullanilmistir (Cizelge 1). Analizler i¢in kullanilacak funguslar Patates Dekstroz Agar (PDA)
besiyerinde aktiflestirilmistir

Cizelge 1. Calismada Kullanilan Fungal Endofitler

izolat No Cins GenBank No Literatir

F-3 Fusarium sp. 0Q913885 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-5 Fusarium sp. 0Q913896 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-7 Fusarium sp. 0Q913897 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-9 Fusarium sp. 0Q913887 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-10 Fusarium sp. 0Q913888 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-16 Fusarium sp. 0Q913889 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-20 Fusarium sp. 0Q913892 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-21 Fusarium sp. 0Q913893 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
F-22 Fusarium sp. 0Q913894 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)
D-15 Diaporthe sp. 00Q913899 Cebi Kiligoglu ve ark (2024)

Fungal Endofitlerin Bitki Biiyiimesini Tesvikleyici Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fosfat ¢coziindiirme yeteneklerinin belirlenmesi

Endofitik funguslarin fosfat ¢oziindiirme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in seliilolitik funguslarin
biiylimesine elverisli, %0,5 trikalsiyum fosfat igeren Pikovskaya's Agar (PVK) agar ortaminda 7 giin
boyunca 25°C’de inkiibasyonu gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi izolatlarin fosfat ¢dziiniirliik
aktivitesini belirlemek amaciyla fungus kolonileri etrafindaki seffaf zon varligi incelenmistir
(Farnkranz ve ark., 2009; Rathaur ve ark., 2012).

Aminosiklopropan-1-Karboksilik Asit (ACC) deaminaz Uretim potansiyellerinin belirlenmesi

Fungal endofitlerin ACC deaminaz aktivitesini belirlemek amaciyla ACC igeren ve icermeyen
Brown ve Dilworth (BD) Kkiiltiir ortamina asilanan izolatlar 7 giin boyunca inkiibe edilerek
degerlendirilmistir (Filirnkranz ve ark., 2009).

Indol-3-Asetik Asit (IAA) uretim potansiyelinin belirlenmesi

IAA iireten funguslar1 belirlemek igin izolatlar (%0,2) 1 g/L L-triptofan iceren Patates Dekstroz
Broth (PDB) kiiltiir ortaminda 25 °C’de 7 giin boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan besiyeri igerikleri 10000 rpm'de 15 dakika boyunca santrifiijlenerek c¢oktiirilmiistiir. Elde
edilen siipernatant Orneklerine 2’ser ml taze hazirlanmis Salkowski reaktifi eklendikten sonra
karistirilan tiipler 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlik sartlarda bekletilmistir. Siire
sonunda, 535 nm dalga boyunda absorbans Slgtimleri yapilan drneklerin IAA (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 pg / ml) konsantrasyonu saf IAA'nin standart egrisi kullanilarak degerlendirilmistir.
(Tsavkelova ve ark., 2007; Silva ve ark., 2012; Firnkranz ve ark., 2009)

Siderofor Gretim potansiyelinin belirlenmesi

Mikroorganizmalar, demir selatlayict molekiiller olan sideroforlar iretirler. Fungal izolatlarin
demiri gelatlayabilen siderofor iiretim kapasitelerini belirlemek i¢in Krom Azurol Silfonat (CAS) agar
testi kullamilmistir. Bu testi gerceklestirmek icin fungal izolatlar bu kiiltliir ortamma asilanarak 25
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%C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Besiyeri rengini sar1 veya pembeye doniistiirmiis izolatlar
siderofor tiretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (Garcia, 2012; Mustafa ve ark., 2024 a).

Sar1 kantaron tohumlarinin ¢cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, Murashige ve Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962)
besi ortamina aktarilmistir. Deney gruplarinda, Hypericum perforatum bitkisinden izole edilmis fungus
izolatlart MS ortamia ilave edilmis ve bu kosullar altinda 20 giin siireyle ¢imlenme orani, fide
canliligi, gelisim hizi ve morfolojik degisiklikler izlenmistir. Elde edilen veriler, fungus icermeyen
kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak analiz edilerek, izolatlarin ¢imlenme ve biiyliime iizerindeki
etkileri belirlenmistir (Ozkog ve ark., 2023).

Fungal endofitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Hypericum perforatum bitki koklerinden izole edilen fungal endofitlerin maya, bitki patojeni
funguslar ve patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Mayalara
(Candida albicans) karsi antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek igin, fungus izolatlar1 nutreint agar
iceren bir Kkiltiir ortamma ekilmis ve ardindan maya izolatlar1 bir pipet yardimiyla besi ortamina
astlanmustir. Hazirlanan petriler 25°C'de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. Aspergillus sp. ve
Rhizoctonia solani’ye (AG-3) karsi antifungal aktivite belirlenirken PDA igeren petri kaplarina
izolatlar karsilikl1 olarak yerlestirilerek 25°C'de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Patojenik bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae
nutrient agar ortamma ekildikten sonra iizerine fungal izolatlar yerlestirilmis ve 36°C’de 24 saat
inkiibe edilerek sonuglar degerlendirilmistir (Mustafa ve ark., 2024 b).

BULGULAR VE TARTISMA

Bitki biiyiimesini tesvik eden funguslar (PGPF), tohum ¢imlenmesi, bitki bliyiimesi ve hastalik
etmenlerine yonelik olumlu katkilarinda dolayi siirdiiriilebilir tarimda etkili bir rol oynamaktadir. Kok
bolgesinde kolonize olan PGPF'ler, patojen enfeksiyonlarmi baskilayarak hastaliklara karsi direng
saglamakta ve bitki besin elementlerinin alimma yardimci olmak suretiyle bitki biliylimesini
arttirmaktadir.

PGPF’lerin 6nemli 6zelliklerinden ACC deaminaz aktivitesi, indol-3-asetik asit, fosfat ¢c6zme ve
siderofor Uretme yetenegi, konuk¢u bitkinin biiyiime ve gelisimine dogrudan veya dolayli olarak
katkida bulunmaktadir. Bu yararli mikroorganizmalarin tarimda kullanimi, kimyasal pestisitlere ve
giibrelere olan bagimlilig1 azaltabilir ve bitki verimliligini ¢evre dostu bir sekilde arttirabilir. (Bayman
ve Porras-Alfaro, 2011).

Caligmamiz, Hypericum perforatum bitkilerinden elde edilmis 10 tane farkli endofitik fungus
tiirliniin tohum biiyiimesi iizerinde etkisi oldugu bilinen fosfat ayrigsmasi, siderofor ve IAA {iretimi ve
ACC deaminaz aktivitesi (Gupta, 2015; Goswami ve ark., 2016) gibi 6zelliklerin arastirilmasi ve bu
endofitik funguslari patojen maya, fungus ve bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesini (Goswami
ve ark., 2016) belirlemeye yonelik olarak tasarlanmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore bazi endofitik
funguslar biiyiimeyi tesvik ederken digerlerinin sinrli veya olumsuz etkiler gosterdigini ortaya
cikarmistir. Fosfat ¢O6zme yetenekleri ac¢isindan, izolatlarin  olusturdugu seffaf zonlar
degerlendirildiginde, F9, F21 ve F22 izolatlar1 en yiiksek fosfat ¢oziinilirligiinii gostermistir (Cizelge
2). Bu o6zellik, bitkilerin ihtiya¢ duydugu kullanilabilir fosforun biyoyararliligini artirarak biiyiimeye
dogrudan katki saglamaktadir. ACC deaminaz aktivitesi 10 izolatin 7’sinde pozitif olarak tespit
edilmistir (F3, F5, F7, F9, F10, F16, F21, F22). Bu durum izolatlarin bitki stres toleransini
artirabilecegini gostermektedir. IAA {iretimi bakimindan ise F3 izolat1 (29 pg/mL) en yiiksek tiretimi
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sergilemis, bunu sirasiyla F7, F22, F9 ve F16 izolatlar1 takip etmistir (Cizelge 2). Tiim yiiksek tiretimli
izolatlarm Fusarium spp. oldugu belirlenmistir. Siderofor iiretim potansiyeli CAS agar ortaminda
degerlendirildiginde, F3 basta olmak tizere F10, F16 ve F21 izolatlarinin da yiiksek iiretim diizeyine
sahip oldugu goriilmiistiir. 10 izolattan 9’u bu agidan pozitif bulunmustur (Sekil 1c¢).

Cizelge 2. PGP Ozellikleri

_ IAA
Izolat " postat Cozme  ACC deaminaz ~ Siderofor Uretimi  Antimikrobiyal Etki 1
No (pgmL )
3 3 - +++ + 29
F7 + + - + 26.5
F9 ++ + " i z
F10 - + ++ N 22
F16 + + + ) 2
F20 - - " ) J
F21 o + ++ - 17.5
F22 ++ * " ) 2
D15 + - + - 18

Sekil 1. Hypericum perforatum Bitkisinden izole Edilen Funguslarin Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici (PGP) Ozellikleri a:
Pikovskaya Besiyerinde Fosfat Cézme Ozelligi Gosteren Fungus b: BD Besiyerinde ACC Deaminaz Etkinligi c: CAS
Agarda Siderofor Ureten Fungus

PGPF izolatlarmin fungal ve bakteriyel patojenler iizerindeki biyolojik kontrol potansiyelini
ortaya koymak amaciyla, Candida albicans, Aspergillus spp., Rhizoctonia solani, Staphylococcus
aureus ve Klebsiella pneumoniae’ye kars1 gosterdikleri inhibisyon etkileri degerlendirilmistir. Yapilan
testler sonucunda, F3 izolat1 (Fusarium spp.) bes patojenin tamamimni baskilayarak en giiglii
antimikrobiyal etkiyi sergilemistir. F5 ve F7 izolatlar1 ise ii¢ farkli patojen tiiriine kars: etkili olmus;
ozellikle Rhizoctonia solani lizerindeki belirgin inhibisyon etkileriyle dikkat ¢ekmistir. Buna karsilik,
F9 ve F10 izolatlar1 sadece C. albicans'a kars1 sinirh bir aktivite gostermis, diger mikroorganizmalara
kars1 etkisiz kalmistir. F16, F20, F21 ve F22 izolatlar1 ise yalnizca Aspergillus spp. lizerinde diisiik
diizeyde bir inhibisyon saglamis, geri kalan patojen tiirlerine kars1 anlamli bir etki géstermemistir. D15
(Diaporthe spp.) izolati, ozellikle bakteriyel patojenler olan S. aureus ve K. pneumoniae’ye karsi
gosterdigi inhibisyonla 6ne ¢ikmis, bu yoniiyle diger izolatlardan ayrilmistir (Cizelge3). Sonug olarak
antimikrobiyal potansiyel degerlendirmelerinde ise F3, F5, F7, F9 ve F10 izolatlar1 pozitif sonug
vermistir. PGPF'ler tarafindan etkinlestirilen bitki savunma mekanizmasi, bitkilerin patojenler ve
zararli organizmalarm saldirilarma karsi direnglerini gelistirmelerini saglar. PGPF'ler, genel bitki
korumasi saglayan savunma hormonlarmin iiretimini ve dolagimmi uyarir. Ek olarak, PGPF'ler,
antioksidan enzimlerin sentezini ve abiyotik streslere karsi direng i¢in yararli olan ikincil
metabolitlerin iiretimini tesvik eder. (Compant ve ark., 2005). Indiiklenmis sistemik diren¢ (SRI) ad1
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verilen mekanizma sayesinde, bitki biiylimesini destekleyen bazi funguslar, bitkideki patojenlerin
neden oldugu hastaliklar1 azaltabilir (Van Loon ve ark., 1998). Baz1 funguslarin bitki kokleri ile iligkisi
sonucunda, viriislere ve patojenik bakterilere karst mukavemet olusur. (Compant ve ark., 2005).
Bulgular 6zellikle F3 izolatinin, ¢alisilan tiim patojenlere karsi genis spektrumlu inhibisyon etkisiyle
dikkat ¢ekmektedir (Sekil 2). F3 izolat1 hem fungal hem de bakteriyal patojenlere karsi biyolojik
miicadele uygulamalari agisindan oldukga giiglii bir aday olarak degerlendirilebilir. Ancak, bu etkilerin
tarla kosullarinda da dogrulanmas1 gerekmektedir.

Cizelge 3. Antimikrobiyal Etki

izolat No Candida albicans Aspergillus spp. Rhtzocto-ma Staphylococcus aureus Klebs:ell‘a
solani pneumoniae
F3 + + + + +
F5 + + + - -
F7 + + + - +
F9 + - - - -
F10 + - - - -
Fl16 - + - - +
F20 - + - R _
F21 - + - R _
F22 - + - + B
D15 - + - + n

Sekil 2. Hypericum pefforatum Bitkisinden Izole Edilen PGPF’lerin Cesitli Fungal ve bakteriyel Patojenlere Karsi
Gosterdigi Antimikrobiyal (inhibisyon) Etkiler. a: Candida albicans b: Aspergillus spp. ¢: Rhizoctonia solani d:
Staphylococcus aureus e: Klebsiella pneumoniae

Hypericum perforatum tohumlarinin ¢imlendirilmesine yonelik yapilan denemelerde kontrol
grubunda %20 ¢imlenme orani 6l¢iiliirken, F3 (%50) ve F10 (%60) bu oran1 anlamli sekilde artirmistir.
F9, D15 ve F21 de %35-40 seviyelerinde pozitif etkiler gostermistir. Diger izolatlar sinirli veya etkisiz
kalmis, F20 izolat1 ise ¢imlenmeyi tamamen baskilamistir (Sekil 1). Widisuputri ve digerleri tarafindan
yapilan g¢alismada (2021), yerli piring bitkilerinden alt1 endofitik fungus izole edilmis ve bazi
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izolatlarin bitki biiyiimesini olumlu etkiledigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada F7 izolatinin, indol
asetik asit (IAA) ve giberellin {iretiminde aktivite gosterdigi ve bitki biiylimesini uyardigi
belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada, F9 izolatinin yiiksek fosfat ¢oziindiirme aktivitesi sergileyerek bitki
besin mevcudiyetinin iyilestirilmesine katkida bulundugu tespit edilmistir. Bu ve bunun gibi literatiirde
PGPF’lerin bitki biiylimesini olumlu yonde tesvik ettigine yonelik bir¢ok calisma mevcuttur.
Caliymamizda elde ettigimiz sonuclarda, endofitik funguslarin bliylimeyi tesvik edici aktivitelerini
bildiren caligmalarla benzerlik gostermektedir. Calismamizda D-15, F-16, F-5, F-22 endofitik
funguslarinin gosterdigi pozitif fosfat ¢ozlinlirliigiiniin, tohum biiyiimesi i¢in besin mevcudiyetini
arttirdigint  diisiindiirmektedir. Endofitik olanlar da dahil funguslar, karmasik organik bilesikleri
parcalama ve bitki buytimesi icin gerekli olan fosfat gibi temel mikro ve makro besin maddelerini
salma yetenegine sahiptir (Saharan ve Nehra, 2011; Gupta ve ark., 2015; Widisuputri ve ark.,2021). Ek
olarak, funguslar tarafindan bitki blylime dlzenleyicilerinin dGretimi de tohum biylmesinin
uyarilmasina katkida bulunabilir. Iyi bilinen bitki hormonu IAA, hiicre uzamas: ve kdk baslangici
dahil olmak {izere bitki biiylimesi ve gelisiminin ¢esitli safhalarinda yer alr (Widisuputri ve ark.,
2021). Caligmamizda F-3, F-7, F-9, F-10, F-16, F-22 endofitlerinin gdsterdigi daha yiiksek diizeydeki
IAA iiretiminin, bitki biiylime silire¢lerini modiile etme ve fide gelisimini destekleme acisindan
potansiyellerinin olabilecegini gostermektedir (Kaymak, 2010; Viveros Martinez ve ark., 2011;
Goswami ve ark., 2016; Gupta, 2015). Ayrica, funguslar tarafindan siderofor iiretimi de tohum
biliylimesini olumlu yonde etkileyebilir. Sideroforlar, bitkiler tarafindan demir alimini artiran demir
selatlayici bilesiklerdir. Demir, bitki blydmesi icin gerekli bir mikro besin elementidir ve rizosferdeki
mevcudiyeti fide gelisimini 6nemli Olgiide etkileyebilmektedir (Elsharkawy ve El-Khateeb, 2019).
Calismada kullanilan endofitik funguslardan F-7 izolat1 hari¢ diger 9 izolatin siderofor Uretimi pozitif
olarak gozlenmistir. Izolatlarm siderefor iiretim potansiyellerinin pozitif olusu tohum biiyiimesi
acisindan demir elementinin varligini iyilestirdigi ve funguslarin biliyiime tesvikleyici olarak potansiyel
rollerinin oldugunu desteklemektedir. Besin ¢oziiniirliigli ve hormon iiretiminin yani sira, bazi
funguslar bitkilerde etilen seviyelerini dizenleyen ACC-deaminaz aktivitesine de sahiptir. Etilen,
ozellikle stres kosullarinda biiylime ve gelismeyi engelleyebilen bir bitki hormonudur. Bazi funguslar
tarafindan tiretilen bir enzim olan ACC-deaminaz, bir etilen dncusi olan ACC (1-aminosiklopropan-1-
karboksilik asit) parcalayarak etilen seviyesini diisiiriir ve bitki biiyiimesini destekler (Ozimek, 2018).
Caligmamizda F-5, F-7, F-9, F-10, F-16, F-21, F-22 funguslarinda ACC-deaminaz aktivitesinin pozitif
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar bu izolatlarin etilen seviyelerini diizenleyerek tohum biiylimesinin
uyarilmasina katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.
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Sekil 3. PGPF izolatlarinin Cimlenme Oranlarina Etkileri
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Bu bulgular dogrultusunda, izolatlarmn bitki biiyliimesini tesvik edici mekanizmalari tartigilmastir.
PGPF'lerin ACC deaminaz aktivitesi, IAA Uretimi, fosfat ¢cozme ve siderofor uretimi gibi 6zellikleri
dogrudan biliylime ve stres toleransina katki saglar. Literatiirle uyumlu sekilde (Bayman ve Porras-
Alfaro, 2011; Gupta, 2015; Goswami ve ark., 2016), bu Ozelliklerin bir¢ogu c¢alismada da
gozlemlenmistir. Ozellikle F3, F9 ve F10 numarali izolatlar; yiiksek IAA iiretimi, fosfat ¢dzme
kapasitesi, siderofor uretimi ve ACC deaminaz aktivitesi gibi bitki gelisimini destekleyen 6zellikleriyle
one c¢ikmaktadir. Bu ozellikler, bitkilerde stres toleransini artirmanin yani sira besin elementlerinin
alimimni kolaylagtirarak biiylimeyi desteklemektedir. F3 ve F9 izolatlar1 bu 06zelliklerin timunu
tastyarak potansiyel biyogiibre aday1 olarak dikkat ¢cekmektedir.

Ayrica, calisgmada degerlendirilen PGPF izolatlarinin patojen bakterilere, maya ve funguslara
kars1 sergiledikleri antimikrobiyal aktiviteler, bu organizmalarin bitki savunma mekanizmalarini da
destekleyebilecegini gostermektedir. F3 izolati, hem bitki gelisimi hem de patojenlere kars1 gosterdigi
genis spektrumlu etkilerle biyolojik kontrol ajani olarak da gii¢lii bir aday oldugunu ortaya koymustur.
Bununla birlikte, calismanin laboratuvar ortaminda gerceklestirilmis olmasi, saha uygulamalari
acisindan smirlayicidir. Bu nedenle ileri diizey deneylerle, bu izolatlarin tarla kosullarindaki
etkinliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Sonug olarak, bu calismada tanimlanan endofitik fungus
izolatlarmin bazilari, hem bitki gelisimini destekleyici hem de biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilabilecek potansiyele sahiptir. F3 izolat1 basta olmak iizere, F9, F10 ve D15 izolatlar1 gelecekte
biyoteknolojik uygulamalarda degerlendirilmek iizere ileri arastirmalara aday gdsterilebilir

SONUC

Artan bitkisel iiretim ihtiyacin1i g¢evreye zarar vermeden karsilamak, gilinlimiiz tariminda
karsilagilan en temel sorunlardan biridir. Bu baglamda, bitki biiylimesini tesvik eden funguslar (PGPF),
mahsul verimini artirmada g¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.
Yapilan ¢alismalar, 6zellikle endofitik funguslarin bitki gelisimi ve hastalik yonetimi {izerinde 6nemli
katkilar saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, Hypericum perforatum
bitkisinden izole edilen endofitik funguslarin PGPF 6zelliklerinin belirlenmesi ve bu 6zelliklerin bitki
gelisimi tizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.Elde edilen bulgular, bazi izolatlarin
tohum cimlenmesini ve fide gelisimini anlamli diizeyde destekledigini gdstermistir. Ozellikle F10
(%60) ve F3 (%50) izolatlari, kontrol grubuna (%20) kiyasla ¢imlenme oranini belirgin sekilde
artrmugtir (Sekil 3). Ayrica bazi izolatlari bitki patojenlerine karsi koruyucu etkiler sergiledigi tespit
edilmistir. PGPF aktivitesi yiiksek olan bu izolatlar, kimyasal giibre kullanimin1 azaltarak ¢evre dostu
tarim uygulamalar1 ¢ercevesinde biyogiibre aday1 olarak degerlendirilebilir. Bu sayede siirdiiriilebilir
tarim sistemlerinde verim artis1 saglanirken ekosistem Tlizerindeki olumsuz etkiler de minimize
edilebilir. Bu dogrultuda, ilgili izolatlar {izerinde sera ve tarla kosullarinda yapilacak ileri diizey
deneysel c¢aligmalarm yan1 swra, molekiiler diizeyde yapilacak analizlerle biyoteknolojik
potansiyellerinin daha kapsamli sekilde ortaya konulmasi dnerilmektedir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catigmasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig olduklarmni beyan eder.
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