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Volatile metabolites of endophytic fungi isolated from Brazilian Barbatimio tree
Gokalp ISCAN ™
! Farmakognozi Anabilim Dal1, Eczacilik Fakiiltesi, Anadolu Universitesi, 26470, Eskisehir, Tiirkiye

Abstract

Entophytic fungi live in a symbiotic association with higher plants and may improve the host resistance to
biotic and/or abiotic stresses. Endophytes have a very rich biodiversity and they can synthesize so many bioactive
metabolites. These simple natural molecules are challenging potential resources for the pharmaceutical, food and
fragrance industries.

In the present study five endophytic fungi were isolated from barks and leaves of Brazilian native tree
Stryphodendron adstringens and identified by molecular methods. The fungi were cultured in liquid media and the
volatile compounds profile were determined by using headspace solid-phase micro-extraction (HS-SPME) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) techniques. Hydrocarbones and the terpenic compounds mono- and
sesquiterpenes were detected as the main volatiles of the isolated fungus.
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*

Brezilya Barbatimio agacindan izole edilen endofitik funguslarin ucucu metabolitleri

Ozet

Endofitik funguslar bitkilerle ortaklasa bir yasam siirdiirmekle birlikte, onlarin biyotik ve abiyotik stres
kosullarina karst direnglerini arttirmaktadirlar. Endofitik funguslarin biyogesitliligi ¢ok fazladir ve birgok biyoaktif
bilesik sentezleyebilirler. Bu basit yapili dogal molekiiller ilag, gida ve parflimeri endiistrisinin biiyiik ilgisini
cekmektedir. Caligmamizda Brezilya’nin yerel bir bitkisi olan Stryphodendron adstringens’in yaprak ve goévde
kabuklarindan 5 farkli endofitik fungus izole edilerek molekiiler metotlar ile tanimlanmiglardir. Funguslar uygun sivi
besi ortami igerisinde kiiltiire alinarak, tirettikleri ugucu madde profili tepe boslugu-kati faz mikro-ekstraksiyon ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi (GK/KS) kullanilarak, ortaya konmustur. izole edilen funguslarin terpen yapisinda
mono- ve seskiterpenler ile hidrokarbon yapisinda organik ugucu bilesikler iirettikleri saptanmustir.

Anahtar kelimeler: endofitler, tepe boslugu-kati faz mikro-ekstraksiyonu, GK/KS, ugucu organik bilesikler
1. Giris

Yeryiiziinde mevcut fungus sayisinin 1.5 milyonun iizerinde oldugu tahmin edilmektedir. izole edilerek
tanimlanan tiir sayist ise 100 bin civarindadir (Strobel 2003). Funguslarin en yogun bulunduklar1 bolgeler yagmur
ormanlari olup, ¢iiriik¢iil ve parazitik olanlar disinda, yiiksek bitkilerin ¢esitli organ ve dokularinda biiyiik ¢esitlilik ve
sayida fungus mevcuttur. Bitki bilimcilerin son 20 yildir dnemini fark ettikleri bu canlilar endofitlerdir (Sieber, 2007).

Endofitik funguslar simbiyotik 6zellikte canlilardir ve birlikte yasadiklari bitkilerin doku ve hiicreler arasi
bosluklarinda bitkiye herhangi bir zarar vermeden kolonize olmuglardir (Tan ve Zou, 2001). Genellikle Ascomycota,
Basidiomycota ve Zygomycota taksalarina ait {iyelerden olugmaktadirlar (Carvalho vd., 2012).

Ozellikle tibbi 6nemi olan bitkilerde kolonize olmus endofitik funguslar, cok degerli antikanser bir bilesik olan
paklitakselin Taxus brevifolia (Porsuk agaci) gévde kabugundan izole edilen endofitler tarafindan iretildiginin ortaya
konmasmdan sonra biiyiikk O6nem kazanmigtir (Stierle vd. 1995). Yapilan cok sayida calisma ile endofitik
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mikroorganizma metabolitlerinin ilag, gida, tarim, veterinerlik, kozmetik, tat ve koku sanayiinde kullanilabilecek
alkaloit, flavonoit, steroit (Kumar ve Kaushik, 2012), kinon, kumarin, ksanton, fenol ve terpen yapisinda biiyiik
cesitlilik arz eden kiymetli molekiiller olduklari belirlenmistir (Strobel ve Daisy, 2003).

Yiiksek cesitlilik oraninda sahip endofitlerin iirettikleri metabolitlerin profili de yasadigi ortamin essiz
kimyasal karakterine baglidir (Kompe ve Mutlu, 2017). Endofitik funguslar yasadiklar1 bitkide dogal olarak bulunan
metabolitleri iiretebildikleri gibi, benzer yapida tiirevlerini de sentezleyebilirler. Yapilan ¢alismalarda konakg1 bitki ve
fungus tarafindan iiretilen ortak fitokimyasallarin sentezinden sorumlu bazi genlerin, endofit funguslarin genomunda da
bulundugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2006).

Endofitik sekonder metabolitler genellikle, bitkinin gelisimi ve ¢ogalmasi i¢in anahtar rol oynarken,
hastaliklara, zararli organizmalara ve ortamin olumsuz kosullaria karsi bitkinin direncini arttiran belirli bir aktiviteye
sahip maddelerdir (Duan vd., 2013). Ozellikle patojenik mikroorganizmalara ve boceklere olan direngten sorumlu
biyoaktif her bir bilesik potansiyel ilag aday1 molekiillerdir (Schulz ve Boyle, 2005). Tanimlanmis funguslarin disinda
yiizbinlerce endofit tiirii ve onlara ait biyoaktif metabolit kesfedilmeyi beklemektedir (Suryanarayanan vd., 2009).
Yapilan caligmalarda endofitik fungus metabolitlerinin kuvvetli biyolojik etkiler yaninda, tat ve koku endiistrilerinin de
ilgisini ¢ekebilecek ugucu yapida ve farkli koku 6zelliklerine sahip kiymetli molekiiller trettikleri bildirilmektedir. Bu
metabolitler genellikle bitki ugucu yaglarmin bilesimlerinde bulunan monoterpen ve seskiterpenlerin de yer aldigi
hidrokarbon yapisinda “ugucu organik bilesikler” olarak bilinmektedir (Rundel vd., 2015; Ting vd., 2010).

Brezilya’da olduk¢a yaygin olarak yetisen ve “barbatimao” yerel ismi ile anilan Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville (Fabaceae) tanenlerin dolay kullanimi olan tibbi bir bitkidir. Yaprak ve gévdenin sulu ekstreleri yerel
halk tarafindan agr1 kesici, kabiz, 6dem giderici ve antiseptik olarak kullanilmaktadir (Melo vd., 2007). Cilt hastaliklar1
ve parazit enfeksiyonlarinda da kullanimi bildirilen agacin kabuklar1 ve yapraklarinin yapilan ¢aligmalarda endofitik
funguslar bakimindan yiiksek bir biyogesitlilige sahip oldugu rapor edilmistir (Carvalho vd., 2012).

Calismamizda, Brezilya, Belo Horizonte kenti civarinda Brezilya Savani olarak isimlendirilen alanlarda
yetismekte olan, tibbi Ozelliklere sahip Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, agacinin yaprak ve goévde
kabuklarindan érnekler alinmis, uygun kosullarda endofitik funguslar1 izole edilmistir. Izole edilen funguslarin rDNA
(ITS) bolgeleri, ITS 1 ve ITS 4 geri primerleri kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yardimiyla ¢ogaltilmis,
ilgili bolgenin dizi analizi ile incelenmesi ile taksonomik olarak en az cins diizeyinde tamimlanmiglardir. Hizli gelisen
tlmli funguslar segilerek sivi besi ortaminda 7 giin boyunca kiiltiire alinmig, tamamen gelistikleri giinlerde tepe
boslugu-kat1 faz mikro-ekstraksyon siringasi ile 6rnekleme yapilmistir. Alinan Ornekler gaz kromatografisi/kiitle
spektrometresinde analiz edilerek endofitik fungus kiiltiiriiniin tepe boslugunda bulunan ugucu bilesiklerinin profili
¢ikartilmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Bitkisel materyal ve endofit izolasyonu

Ocak 2013 tarihinde Brezilya’nin Belo Horizonte kenti civarinda Brezilya savani olarak bilinen bolgelerde
dogal olarak yetisen Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) tiirline ait 5 farkli agaca ait yaprak ve
gdvde kabugu érnekleri alinmistir. Ornekler laboratuvara getirilene kadar kilitli posetlerde 10°C’de 24 saat muhafaza
edilmistir. Ornekler, steril kabin icerisinde steril bistiiri ile 5-10 mm uzunlugunda pargalara ayrilmistir. Dis kabuklarin
0.5-1 cm derinlikte olan fellem kisimlari kullanilmistir. Tiim pargalar steril kabin igerisinde yiizey sterilizasyonuna tabii
tutulmustur. Bunun i¢in ilk 6nce steril falkon tiiplerinde hazirlanmig olan %70°lik Etanol’de 1 dakika, ardindan Sodyum
hipoklorit (%2) ¢ozeltisi igerisinde 3 dk, son olarak tekrar %70 EtOH’de 1 dk. tutulmustur. Ornekler steril pens yardimi
ile tutularak en son steril distile su igerisinde yikanmistir. Yikanan ornekler Patates Dekstroz Agar (PDA) plaklarina,
petri basma en fazla 5 6rnek olacak bigimde aktarilmistir. Yikama sulan sterilizasyon kontrolii olarak yine PDA
plaklarma aktarilmistir. Plaklar iki tekrarli olacak sekilde hazirlanarak, 25°C’de 20-25 giin inkiibasyona birakilmustir. 1-
2 giin igerisinde hizl1 gelisme gdzlenen plaklar, muhtemel epifit veya ciiriik¢iil fungus olmasi gerekgesiyle atilmistir.
Ortalama olarak 5-10 giin igerisinde doku iginden besi ortamina dogru uzanan miseller seklinde gelisme gosteren
orneklere ait plaklar endofit olarak belirlenmistir (Carvalho vd. 2012). Tiim kiiltiirler, Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Kiiltiir Koleksiyonu ile Brezilya, Federal de Minas Gerais Universitesi, Mikroorganizma ve
Hiicre Koleksiyonlarinda saklanmaktadir.

2.2. Endofit kiiltiirii ve drnekleme

25 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda morfolojik olarak ayni olan kiifler tek 6rnege indirilerek tiim izolatlar saf
kiiltiir eldesi igin pasajlanmis ve ayr1 ayr1 kodlanarak stoga ¢ekilmistir. PDA petrilerinde steril delici ile kesilen kiif ve
besi ortami diskleri aseptik sartlarda igerisinde distile su bulunan steril cam flakonlara ¢ekilerek, aliiminyum kapaklar
ile zimbalanmis oda sicakliginda karanlik ortamda “Castellani” yontemine gore stoklanmistir (de Capriles vd., 1989).
Uzun siireli saklama i¢in, fungus sporlu miselleri iginde %30 steril gliserol bulunan mikro reaksiyon tiiplerine
aktarilarak, -85°C’de muhafaza edilmistir.
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Stoklardan alinan 6rnekler, iginde 200 mL Sabouraud Glikoz Broth (SGB) igeren erlenlere asilanarak, 25°C’de
calkalamali etiivde (150 rpm) 10 giin siireyle inkiibe edilmislerdir. Kiiltiirlerin tam olarak gelistikleri eksponansiyal
donemlerinde 6rnekleme yapilarak tepe boslugu kati faz mikro ekstraksiyon siringasi ile drnekleme yapilmistir. Diger
izolatlara gore hizli ve verimli gelisim gosteren ve zengin ugucu bilesenlere sahip Guignardia mangiferae tiirii tekrar
kiiltiire alinarak, 3, 5, 7, 9 ve 11. giinlerde 6rneklemeler yapilmig, ugucu bilesiklerinin zaman igerisinde degisimi
izlenmistir. Sivi besiortami buharlasmanin kolaylagmasi igin ekstraksiyon siiresince i¢in 40 °C’de tutulmus, balonun
agz parafilm ile kapatilmigtir. Siringa ucu parafilm delinerek igeri sokulmus, silika fiber adsorban ug¢ agilarak 15 dk.
ekstraksiyon i¢in beklenmistir.

2.3. Ugucu organik bilesiklerin tayini

Ekstraksiyon islemi sonrasinda, mavi u¢ mikro-ekstraksiyon siringasi (CAR/PDMS, SUPELCO) gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi enjeksiyon portuna yerlestirilerek, asagida verilen sartlarda analiz edilmistir. Ugucu
bilesiklerin tayini, Agilent 5975 GC-MSD sistemi ile HP-Innowax kolon (60 m x 0,25 mm @, 0,25 pm film kalinlig1)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Otomatik enjektor aparati cikarilarak, kati faz mikro ekstraksiyon siringast manuel
olarak enjeksiyon portuna yerlestirilmistir. Tastyict gaz olarak helyum kullanilmistir (0,8 mL/dak). Gaz kromatografisi
firm1 sicaklhigr ilk 6nce 60°C de 10 dk. tutulmus ve dakikada 4 °C artigla 6nce 220 °C’ye arttirilmug, ardindan bu
sicaklikta 10 dk. beklendikten sonra dakikada 1 °C artigla 240 °C’ye ¢ikmasi saglanmustir. Split orani 40:1, enjeksiyon
sicakligi 250 °C’ye ayarlanmigtir. Kiitle tarama araligi (70 eV) 35-450 m/z olarak ayarlanmigtir.

Saptanan bilesiklerin tanimlanmasinda Wiley, Adams, MassFinder 3 ticari kiitiiphaneleri (McLafferty vd., 1989; Joulain
ve Konig, 1998) ile 3300 civarinda standart maddenin yer aldig1 “Baser Ugucu Bilesenler Kiitiiphanesi” kullaniimstir.

2.4. Endofit funguslarin molekiiler yontemler ile tanimlanmasi

Saflagtirilmig fungal kiiltiirlerin DNA izolasyonlar1 ve dizilenmesi igslemi Rosa vd., (2009) protokoliine gore
gerceklestirilmigtir. ITS1 ve ITS 4 primerleri SSU ve LSU arasindaki ITS bolgelerinin (ITS1-5.8SITS2) cogaltilmasi
icin kullamlmustir. ileri primer olarak kullanilan ITS-1’e ait dizi 5°-TTC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ iken geri
primer olarak kullanilan ITS-4’¢ ait dizi 5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’ seklindedir (White et al. 1990).
Polimeraz Zincir Reaksiyonlart hazirlanirken 50 pl hacimde son konsantrasyonlari 1.5 mM MgCly, 10 mM Tris-HCI pH
9.0, 50 mM KCI, 200 uM deoksiniikleotidtrifosfatlar (AATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 1 unite Tag DNA
polimeraz enzimi ve 3-5 pl template DNA olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur. Reaksiyonlar 35 dongii olacak
sekilde gergeklestirilmis ve 95 °C de 2 dakika 6n denatiirasyon sonrasinda her dongii i¢in uygulanan sartlar da su
sekilde ayarlanmistir; 95 °C de 60 saniye denatiirasyon, 55 °C de 45 saniye primerlerin baglanmasi ve 72 °C de 1.5
dakika dizilerin uzamasi. 35 dongii sonrasinda son uzama igin 72 °C de 5 dakika uygulanmustir.

Tiim ¢alismalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari hazirlanmistir. Elde edilen PCR
iriinleri %1°lik agaroz jellerde yiiriitiilmiislerdir. Tiim jellerde DNA’nin gozlenebilmesi amaciyla jeller, 0,5 pg/pl
konsantrasyonlu etidyum bromid solusyonlar1 i¢inde 15 dakika bekletildikten sonra 10 dakika kadar da distile su
icerisinde tutulmus ve UV transilluminator ile gozlenip fotograflanmislardir. Dizileme islemi sonrasi konsensiis
dizilerin eldesi i¢in Bioedit v.7.0.5.3 yazilimi kullanilmistir. Tiir tayini i¢in rRNA dizilerinden faydalanilmis, Fasta 2.0
programi yardimiyla “BLASTn Search” taramasi yapilmis ve olasi tiirler belirlenmistir. % 98 ve tstii benzerlikler tiir
taniminda alt sinir olarak belirlenmistir.

3. Bulgular

Saflagtirilmig fungal kiiltiirlerden en hizli ve kolay iireyen morfolojik olarak da birbirinden farkli bes izolat

secilmig, DNA izolasyonlar1 ve dizilenmesi iglemi yapilmistir. Yapilan taramalar sonucunda izolatlar Neofusicoccum
sp., Diaphorte sp., Valsaceae sp., Phomopsis sp. ve Guignardia mangifera olarak tanimlanmugtir.
Stoktan ¢ikarilan, her bir izolat Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besi ortaminda canlandirilarak, morfolojik kontrolleri
yapilmis ve ¢ift kopya olacak sekilde Sabouraud Glukoz Broth (SGB) besi ortamina inokiile edilmistir. Tiir diizeyinde
tayini yapilan Guignardia mangifera 11 giin olmak tizere tiim izolatlar inkiibasyona birakilmis, gelisimlerinin en iyi
oldugu yedinci giinlerinde tepe boslugu- kati1 faz mikro ekstraksiyon /gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi yontemi
kullanilarak ugucu bilesikleri belirlenmistir (Cizelge 1). Tiir diizeyinde tanimlanan, erken gelisme gosteren ve ugucu
bilesikleri bakiminda zengin oldugu belirlenen Guignardia mangifera tekrar 11 giin inkiibe edilmis, belirli giinlerde (3,
5,7, 9 ve 11) érnekleme ve analiz yapilmistir.

GK/KS sonuglarina gore, izoamil alkol’tin Valsaceae sp. izolati harig, diger 4 fungusun ana bileseni (%65-86)
oldugu saptanmigtir. Fenil etil alkol (%5-10.2), 2-propanol (%15.7), 2-metil-propan-1-ol (%5.2) ve dodekanol diger
ortak major bilesikler olarak belirlenmistir.

Valsaceae sp., diger tiim izolatlardan farkli olarak seskiterpenlerden olusan bir profil ortaya koymustur. Ana bilesenler
olarak B-himakalen (% 41.0), kuparen (%9.8) ve a-pagulen % 6.7 saptanmustir.
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Cizelge 1. Izole edilen Endofitlerin Tepe Boslugu Kati Faz Mikroekstraksiyon-Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektroskopisi yontemi ile belirlenen ucucu bilesikleri

Neofusicoccum sp. Diaphorte sp. Valsaceae sp. Phomopsis sp. Guignardia mangifera

[zoamil alkol %74 {zoamil alkol %65,2 B-Himakalen % 41,0 {zoamil alkol %86,0 Izoamil alkol %86,0

2-Propanol %15,7 Fenil etil alkol %22,1  B-Kamigren %17,0 Fenil etil alkol %10,2 2-Propanol %15,7

2-Metil-propan-1-ol %5,6  a-Muurolen % 7,9 Kuparene %9,8 2-Undekanon %2,7 2-Metil-propan-1-ol, %5,6

Fenil etil alkol %5 y-Kadinen 0,8 a-Pagulen % 6.7 1-Dodekanol 0,42%  Fenil etil alkol %4,9
Linalool %0.43 o-Barbaten %3,0 Tridekan %0,38 Sedril metil eter %0,2
y-Muurolene 0,4 B-Akoradien %2,2 Dodekanal %0,24 Dodekanol 90,1
Dodekanol %0,47 B-Kuprenen % 1,7

B-Barbaten %1,1
a-Akoradien %1,0
B-Bisabolen % 0,7
Selina-4,11-dien %0,3
M1 %8,8

M2 %5,5

M1: Tanimlanamayan bilesik-1 (Temel pik: 105; MA*: 204), M2: Tanimlanamayan bilesik-2 (Temel pik: 96; MA*: 204)

11 giin boyunca inkiibasyona devam edilerek, ugucu madde profilinin zaman i¢inde degisiminin incelendigi Guignardia
mangifera’m SGB igerisinde 9. Giine kadar diger izolatlara benzer profile sahip oldugu, 11. Giinden itibaren izoamil
alkol’un miktarmin biiyiikk oranda azalarak farkli bilesiklere doniistiigii goriilmiistiir. Ortam sartlarmin olumsuzlasmaya
basladigi, 11. giinden itibaren ilging olarak p-simen saptanmistir (Cizelge 2). Yine benzer sekilde 9. ve 11. giinlerde
yapilan analizlerde linalil asetat ve linalol saptanmistir. Ayrica 5. glinden itibaren, sedrol tiirevi bir bilesik olan sedril
metil eter olustugu belirlenmistir.

Cizelge 2. Guignardia mangifera’nin belirlenen majoér ugucu bilesikleri ve relatif yiizdeleri

%

Bilesikler 3.giin 5. giin 7.giin 9.giin 11. giin
izoamil alkol 72.0 72.1 76.0 77.0 50.3
2-propanol 9.9 17.5 15.8 12.8 12.9
2-metil-propan-1-ol 2.2 24 2.6 2.9 16.6
p-simen - - - - 11.8
2-heptanon 1.9 tr - -
1-hekzanol 0.7 0.3 - - -
linalol - - - 0.6 0.52
linalil asetat - - - 0.3 0.27
2-nonanon 7.9 0.25 - - -
5-nonen-2-on 2.1 0.2 - - -
a-terpinil asetat - - - - 0.16
sedril metil eter - 0.3 0.4 0.4 0.9
2-nonanol 0.6 - - - -
fenil etil alkol 0.9 2.3 4.9 4.3 6.0
1-dodekanol - 1.36 0.1 0.1 -
izopropil miristat - 0.47 - - -
1-tetradekanol 0.1 - - -

% Toplam 98.2 97.38 99.6 98.4 99.45

tr: Eser miktarda <%0.1, - : tespit edilmedi
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Sekil 1. izole edilen endofit kiiltiirlerinde saptanan ugucu ana bilesikler

4. Sonuglar ve tartisma

Zengin tanen icerigine sahip, yetistigi bolgede halk ilact olarak kullanilan Stryphnodendron adstringens’in
govde kabuklarindan izole edilen 5 endofitik fungus sivi besi ortaminda gelistirilmis, yapilan kromato-spektroskopik
analizler sonucu ¢ok farkli yap1 ve miktarda ugucu organik bilesikler trettikleri belirlenmistir. Bu maddelerin genellikle
hidrokarbon yapili basit bilesikler ile bitkisel ugucu yaglarda ¢ok yaygin olarak bulunan bazi mono- ve seskiterpenler
olduklar1 goriilmistiir. Guignardia mangifera’nin izoamil alkol yaninda, lavanta ugucu yaginin ana bilesenleri olan ve
lavantanin kendine has kokusundan sorumlu, parfiimeri ve kozmetik sanayiinde genis kullanimi olan linalol ve linalil
asetat’1 Uirettigi goriilmistiir. Yine ayn1 fungusun, kekik, ¢orek otu, kimyon gibi aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda
ana bilesikler olarak bulunan p-simen isimli monoterpeni de {iretti§i saptanmustir. Inkiibasyonun iigiincii giiniinde
olustugu belirlenen sedril metil eter ise sedir agaglar1 ugucu yaginda bulunan sedrol’iin yar1 sentetik bir tiirevidir. Diigiik
miktarda da olsa (% 0,9) sedril metil eterin dogal olarak bir fungus tarafindan ftretildigi ilk kez bu calisma ile
gosterilmektedir.

Seskiterpenler dogada yaygin olarak bulunan gesitli biyolojik etkilere ve koku 6zelliklerine sahip, ilag, gida ve
parfiimeri sanayilerinde yaygm kullanimi olan 15 karbonlu terpenik bilesiklerdir. izolatlarimizdan Valsaceae sp.
kiiltiriiniin diger izolatlardan farki olarak ugucu organik bilesik profilinde yogun olarak seskiterpenler tespit edilmistir
(B-himakalen % 41, kuparene % 9,8 ve a-pagulen % 6,7). Ana bilesen olan B-himakalen Cedrus tiirlerinde ana bilesen
olarak bulunan seskiterpenlerdendir (Chaudhary vd, 2009). Bir diger ana bilesen olarak tespit edilen a-pagulen ise
parfiimeri endsiitrisinde kullanilan ve oldukga kiymetli olan dogal paguli yaginin bilesenlerindedir (Swamy ve Sinniah,
2015).

Valsaceae sp. diginda izole edilen diger tiim funguslarin ana bilesenleri olarak izoamil alkol ve fenil etil alkol
saptanmustir. [zoamil alkol dnceleri likdr sanayiinde amil asetat (muz esansi) iiretiminde kullanilan yiiksek kaynama
noktasina sahip bir alkoldiir. Giinlimiizde parfiimeri ve kozmetik sanayiinde genis kullanimi olan bu bilesik ve esteri
amil asetat, ayrica gida sanayiinde ozellikle alkollii igkilerde sentetik aroma maddelerinin hazirlanmasinda kullanilan
kiymetli aroma molekiilleridir (Torres vd., 2010). Yapilan benzer bir ¢alismada tropikal gevrelerden izole edilen
mayalarin ugucu organik bilesikleri ortaya konmus, elde edilen 40 ayr1 izolatta ana bilesenler olarak izoamil alkol ve
amil alkol tespit edilmistir (Buzzini vd., 2003).

Caligmamizda saptanan bir diger ana bilesen, fenil etil alkol dogada yaygin olarak bulunan g¢igek kokusuna
sahip, 6zellikle de ticari giil yagi eldesinde kullanilan giil tiirlerinde mevcut, ticari 6neme sahip kiymetli aromatik bir
maddedir. Fenil etil alkol su distilasyonu ile elde edilen giil ugucu yaginda %1’in altinda oranlarda bulunurken, tepe
boslugu ekstraksiyonu ile analiz edilen giil petalleri 6rneklerinde ve giil suyunda ana bilesen olarak saptanmaktadir
(Baydar ve Erbasg, 2016). Caligmamizda izole edilen funguslar tarafindan kiiltiir ortaminda %5 ile %21 arasinda degisen
oranlarda fenil alkol {iretildigi belirlenmistir. Calismamizda kullanilan tepe boslugu kati faz mikroekstraksiyon yontemi
ile izole edilen ugucu organik bilesiklerin belirlendigi benzer ¢aligmalarda endofit funguslardan 3-oktanon, 3-oktanol ve
7-okten-4-ol gibi hidrokarbonlar (Banerjee vd., 2010), kuvvetli antimikrobiyal etkilere sahip naftalen tiirevleri (Ezra
vd., 2004), siklohekzan, propanol, biitanol, etanol ve bunlarin etil esterleri (Roze vd., 2012; Prenafeta-Bolda vd., 2001),
benzen tiirevleri, organik asitler, oksijenli ve oksijensiz ¢cok sayida monoterpen (Morath, vd., 2012) ve seskiterpenlerin
(Oliviera vd., 2015) endofitik funguslar tarafindan tiretildigi rapor edilmektedir.

Giiniimiizde, tizerinde yogun arastirmalarin yapildigi antibiyotikler ve kanser ilaglarina alternatif olabilecek
dogadan yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira yapilan bir¢ok dogal madde
kimyasi aragtirmalarinda yeni tat ve koku bilesiklerinin de dogal yollarla elde edilebilecegi ortaya konmustur. Dogada
varligi bilinen ancak ¢ok nadir olarak bulunan, elde edildigi canli tiiriiniin devamliligini tehdit eden veya dogadan
saglanmasimnin ekonomik olmayan maddelerin genellikle sentetik analoglari veya yar1 sentetik tiirevleri tercih

Gokalp ISCAN, Volatile metabolites of endophytic fungi isolated from Brazilian Barbatimdo tree



6 Biological Diversity and Conservation — 10/ 2 (2017)

edilmektedir (Vasundhara, vd., 2016). Ancak son 20 yilda dogal olanin daha saglikli oldugu inanciyla birlikte, dogal
ilag, koku ve tat hammaddelerine yonelim de biiyiik oranda artmustir (Tejesvi, vd., 2007). Sentetik olarak iiretilen veya
dogadan verimsiz sekilde elde edilen bir molekiiliin laboratuvar ortaminda bir mikroorganizma veya bitki kiiltiirii
tarafindan kolayca ve bol miktarda iiretiminin saglanmasi ilag, gida ve kozmetik sanayii i¢in bilyiikk 6nem arz etmekte
ve bu sekilde tiretilen maddeler dogal kabul edilmektedir (Stobel vd., 2004).

Ulkemizin cografik ve iklimsel kosullar1 ile sahip oldugumuz bitki gesitliligi diisiiniildiigiinde, bu bitkilerden
izole edilebilecek binlerce endofitik fungus ve muhtemel biyoaktif metabolitleri arastirilmayr bekleyen
zenginliklerimizdir. Bu alanda yapilacak fungal taksonomi, dogal madde kimyasi ve biyoaktivite c¢aligmalari,
iilkemizdeki endofitik fungus ¢esitliligini ortaya koyacak ve bu canlilarin iiretebildikleri sekonder metabolitler
aydinlatilarak ilag, gida ve kozmetik sanayiine yeni aday molekiiller sunulabilecektir.
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