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OZET

Anaerobik mikroorganizmalar en eski kara canlilaridir. Toprakta ve yliksek
organizmalarin bagirsaklarinda her yerde bulunurlar ve insan sagligi, ekoloji ve endiistride
onemli bir rol oynarlar. Bununla birlikte, yakin zamana kadar anaeroblardan higbir
antibiyotik veya bagka herhangi bir ikincil metabolitin varlig1 ortaya c¢ikarilmamistir.
Mantar sekonder metabolitleri (SM' ler), genis bir bilesik koleksiyonu igerir. Bu bakimdan
Anaerobik gut funguslar1 hakkinda yapilan herhangi bir antimikrobiyal etkinliklerinin
belirlendigi bir aragtirmaninin olmayisi bu canlilarin arastirilmasini1 dnemli kilmaktadir. Bu
caligmada farkli AGF’larin farkli enerji kaynaklarindaki (glukoz, fruktoz ve sakkaroz)
iretmis olduklar1 sekonder metabolitlerin farkli giinlerdeki antimikrobiyal etkileri
incelenmistir. Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Staphylococcu saureus subsp. aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC
25922) dahil oldugu 4 farkli patojene karsi antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir. Sonug
olarak bu caligmada kullanilan aneorobik gut fungus suslarinden elde edilen metabolitlerin
biyolojik 0Ol¢iim yontemi ile belirlenmesinde test mikroorganizmasi olarak
Pseudomonasaeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli’nin kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica kiiltiir ortamina katilan bazi sustratlarin
fakli metabolit liretmesine neden oldugu i¢in, calismada kullanilan diger test bakterileri de
AGF’lar tarafindan {dretilen metabolitlerin  belirlenmesinde kullanilabilecegini
sOyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Sekonder metabolitler, anaerobik gut funguslar, Neocallimastix sp.,
Piromyces sp.



ABSTRACT
Antimicrobial Effect of Secondary Metabolites Produced by Anaerobic Fungi

Anaerobic microorganisms are the oldest land creatures. They are found everywhere
in the intestines of the soil and high organisms and play an important role in human health,
ecology, and industry. However, the presence of any antibiotics or any other secondary
metabolite has not been revealed until recently. Mushroom secondary metabolites (SMs)
contain a wide collection of the compound. In this respect, the lack of a study of any
antimicrobial activities of anaerobic gout fungi makes it important to investigate these
creatures. In this opening, the antimicrobial effects of secondary metabolites produced by
different AGFs in different energy sources (glucose, fructose, and sakarosis) were examined
on different days. Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli (ATCC
25922), including 4 different pathogen activities were determined. As a result, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, and Escherchia coli can be used
as test microorganisms in the determination of metabolites obtained from the anaerobic gout
fungus strains used in this study by biological measurement method. In addition, since some
substrates participating in the cultural environment produce different metabolites, other test
bacteria used in the study can be used to determine the metabolites produced by AGF.

Keywords: Secondary metabolites, Anaerobic Gut Fungi



1. GIRIS

1.1. Farmakognozi

Dogal ilaglar, insan ve hayvan sagligi tedavisinde geg¢misten giiniimiize kadar
kullanilmaktadir. ilag olarak ya da tibbi amaglar igin kullanilan dogal iiriinleri inceleyen
bilim dalina farmakognozi denir. Yunanca pharmacon (ilag) ve gnosis (bilgi) kelimelerinden
tiretilen Pharmacognosy (farmakognozi) ilaglarin tiretimi ve kesfini kapsamaktadir. Son
yillarda kimya, mikrobiyolojik yetistirme yOntemleri, tahliller ve genetik gibi modern
analitik yontemlerin gelismesiyle dogal iiriinleri bitkilerden ve mikroorganizmalardan izole

etme yontemleri de hizla gelistirilmistir.

1.2. Yeni Antibiyotiklerin Kesfi

Yeni antibiyotik arayis1 kesfedilmelerinden bu yana gecen on yillarda, antibiyotikler
asir1 ve yanlis kullanildi, bu da karasal ve su ortamlarinda artan antibiyotik seviyelerine yol
actl. Cevre, ila¢ endiistrisi, et endiistrisi, tahil {iretimi ve saglik hizmetlerinin timii bu
gelismeye katkida bulunmustur. Alexander Fleming' in 1945 yilinda Nobel Tip Odiilii' nii
aldiginda tahmin ettigi gibi, antibiyotiklerin dogaya yayilmasi, bakterilerde diren¢ genlerinin
gelismesine ve yayillmasina neden olmustur.

Giliniimiizde bulasic1 hastaliklarin tedavisi ile ilgili en biiylik sorunlardan biri
antibiyotige diren¢li hastaliklarin ortaya c¢ikmasidir. Hastalifa neden olan bakteriler
cogalmaya devam ettikce, yeni antibiyotik arayisi zorunlu hale geliyor.

Calisma, endise verici antibiyotik direnci sorununu ve hastanelerde gergekten yaygin
hale gelen ve diinya ¢capinda bulasici hastaliklarin kontroliinii engelleme potansiyeline sahip
coklu ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikisini incelemek i¢in tasarlandi. Bu fenomenlerin ve
belirli bakterileri, ayn1 patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde baslangicta
etkili olan belirli antibiyotiklere direngli kilan ¢oklu mekanizmalarin dikkatli bir
incelemesinden sonra, antibiyotik direncini dnlemeye yonelik olasi stratejiler analiz edildi.
Bu nedenle, bu makale, geleneksel antibiyotiklere kiyasla yenilik¢i ve ¢oklu ilaca direncli
bakterilere karsi aktif olan mevcut boru hattindaki en umut verici yeni bilesiklere

odaklanmaktadir. ik olarak, Neisseria gonorrhoeae (¢ok ilaca direncli izolatlar ve



Clostridium dahil) ve ardindan makaleler farmakolojik etkileri olan yeni ilaglar lehine ayni
donemde onaylanmigtir.

Antibiyotik direncinin giiclii klinik ve ekonomik etkileri olan baglica saglik
sorunlarindan biri oldugu iyi bilinmektedir. Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine
direngli Enterococcus (VRE) gibi metisiline direngli patojenlerin yok edilmesi son derece
zor hale gelmistir (Terreni ve ark., 2021).

1.3. Funguslarda Sekonder Metabolizmasi

Mantarlar tarafindan metabolit liretimi gegen yiizyilin ilk yarisinda dikkat ¢ekmeye
basladi (Raistrick, 1950) ve antibiyotik cagini baslatan Penicillium mantar1 tarafindan
iretilen bir metabolit olan penisilinin kesfinden sonra 6zel bir 6nem kazandi (Bennett, J W
ve ark., 2001). Giliniimiizde mantarlarin en karakteristik 6zelliklerinden biri, birgok tiirde
ikincil metabolizmanin zenginligine yansiyan muazzam metabolik ¢ok yonliiliigiidiir (Keller
ve ark., 2005). Ikincil metabolitler (SM'ler), mantarin laboratuvarda normal biiyiimesi ve
gelismesi i¢in iretimi gerekli olmayan, spesifik biyosentetik yollardan kaynaklanan
kimyasal bilesikler olarak tanimlanabilir. Bununla birlikte, ¢ok sayida tiirde bulunurlar ve
bu nedenle evrimdeki 1srarlar1, dogada rekabetci bir fayda anlamina gelir. Bu giris, baslica
SM ailelerini gézden geg¢irmekte, liretimlerinde yer alan genetik temeli ve diizenleyici
mekanizmalar1 6zetlemekte ve secilmis Orneklerle kimyasal ¢esitlilikleri, mantar
yasamindaki olasi rolleri ve insan yasamindaki biyolojik etkileri ve uygulamalar1 hakkinda

genel bir bakis sunmaktadir.

1.4. SM" lerin Kimyasal Aileleri

Mantarlarda tanimlanan SM' lerin sayis1 fazladir (Robey ve ark., 2021) ve su anda
dogada var olanlarin yalnizca kiigiik bir kisminin bilindigi varsayilmaktadir. En iyi bilinen
SM' ler genellikle dort kimyasal aileye aittir: poliketitler (PK' ler), terpenoidler, ribozomal
olmayan peptidler (NRP' ler) ve hibrit ribozomal olmayan peptid/poliketitler (NRP/PK'
ler). SM'ler, asetil-CoA" nin poliketidlerin ve terpenoidlerin Onciisii olarak One ¢iktigi
birincil metabolizmadan substratlar kullanilarak sentezlenir. Her bir SM biyosentetik yolu,
karakteristik bir enzim tipiyle baslar ve molekiillere ek modifikasyonlar getiren spesifik

enzimlerinin aktivitesi ile tamamlanair.



1.4.1. Poliketidler

PK'ler, en bol ve gesitli SM ailesini olusturur. Biyokimyasal yollari, farkli yapilar
olusturmak igin asetil-CoA birimlerinin eklenmesiyle baslar, ardindan ¢ok ¢esitli kimyasal
reaksiyonlar gelir (Staunton, J. ve ark., 2001) (Rawlings, 1997). Tiim poliketid biyosentetik
yollar1, baslangicta bakterilerde kesfedilen poliketid sentetaz (PKS) olarak bilinen
karakteristik bir enzim tarafindan baglatilir. Yapilarina ve mekanizmalarina gore, PKS' ler
tip I, I ve III olarak bilinen ti¢ sinifa ayrilir (Shen, 2003). Tip I PKS' ler, yag asidi
sentetazlariyla yapisal olarak iligkili ¢ok islevli enzimlerdir (Herbst, 2018). Genellikle, ii¢
temel alan igeren bir dizi korunmus alana sahiptirler: sentezde kullanilacak monomeri
taniyan asiltransferaz (AT); uzayan poliketit zincirine baglayan ketosentaz (KS); ve sentezde
olusan ara iirlin i¢in bir kovalent baglanma bolgesi olarak gorev yapan prostetik
fosfopantethein grubuna sahip asil tasiyici protein (ACP). Bunlara diger istege bagh alan
adlan eslik eder. Uzatma isleminde olusan keto gruplari, séz konusu spesifik PK'ye bagl
olarak farkli modifikasyonlar iiretmek i¢in ketorediiktaz (KR), dehidrataz (DH) veya enol
rediiktaz (ER) alanlar1 tarafindan indirgenebilir. Ek degisiklikler getirebilecek baska olasi
alanlar, 6rnegin metil transferaz (MT) veya kondenzasyon/heterosiklizasyon (HC) vardir.
PKS' ler yinelemeli veya yinelemesiz olabilir. Yinelemeli PKS' lerde makro enzim, {irini
ardisik reaktif dongililerde uzatan bir uzatma modiilii olarak islev goriir. Bu PKS' ler,
indirgeyici KR, DH ve ER alanlarmin varligina bagli olarak indirgeyici olabilir veya
indirgemeyebilir. Yinelemeli olmayan PKS' ler genellikle multi imodiiler olup, her modiiliin
tam bir uzama dongiistinden sorumlu kendi alan kombinasyonuna sahip olmasi ve tioesteraz
(TE) salict bir alana sahip son bir modiile sahip olmasidir (Weissman, 2015). PKS
aktivitesinden kaynaklanan iirlinler, bu aileyi karakterize eden genis kimyasal ¢esitlilige yol
acan diger enzimler tarafindan modifiye edilir. Tip | PKS' ler tarafindan sentezlenen bazi iyi

bilinen PK 6rnekleri Sekil 1'de agiklanmistir. Bazi durumlarda, zearalenon (Nelson ve ark.,

1993) ile oldugu gibi, iki farkli PKS ayni bilesigin sentezine katilir.
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Sekil 1.1. Aciklanan dort ana aileden temsili SM'lerin kimyasal yapilar1 (Avos ve Limon,
2021)

Tip Il PKS' ler yinelemeli olarak hareket eden ve siklikla aromatik bilesikler tireten
bir dizi katalitik aktiviteyi birlestiren biiylik multi enzim atik komplekslerdir ( Hertweck ve
ark., 2007). Bu enzim sinifi tipik olarak prokaryotlarda bulunur ve genom analizleri bunlarin
mantarlarda bulunmadigin1 gosterir. Tip Il PKS' ler, daha az farkli isleve sahip
homodimerik enzimlerdir. Esas olarak savunma rolii oynadiklari bitkilerde kalkon
biyosentezine katilmalartyla bilinirler (Dao, T.T.H ve ark. 2011). Tip 11l PKS' ler, asil CoA
substratlart ile dogrudan etkilesime girebilmeleri bakimindan tip I PKS' lerden farklilik
gosterirken, tip I'de bu substrat bir asil tasiyict protein tarafindan saglanir. Tip 11l PKS' ler,
tip I'den ¢ok daha az bol olmalarina ragmen mantar genomlarinda bulunur. PK' ler genellikle
iyi tamimlanmig kimyasal yapilara sahip ¢Ozliniir molekiillerdir. Ancak, istisnalar

vardir. Melaninler, indol ve benzen halkalar1 olan polimerik pigmentlerdir ve ¢oziintirliikleri



olmadigi i¢in kimyasal yapilar1 halen arastirilmaktadir (Nosanchuk, ve ark., 2015). Biri tip
I PKS tarafindan baglatilan mantarlarda en sik goriileni olmak iizere iki alternatif yolla

tiretilebilirler (Eisenman ve ark., 2012).

1.4.2. Ribozomal olmayan peptitler

Ribozomal olmayan peptitler (NRP' ler), kapsamli kimyasal gesitlilige sahip diisik
molekiiler agirlikl peptitlerdir (Siissmuth, R.D. Mainz, 2017). Adindan da anlasilacag: gibi,
ribozomda protein sentezinden bagimsiz bir mekanizma ile sentezlenirler. Cogu proteine
kiyasla daha kiigiik boyutlarina ek olarak, siklikla dongiisel olan yapilari ve hidroksile veya
metillenmis varyantlar veya bunlarin D formlar1 gibi atipik amino asitlerin katilimiyla
bunlardan farklidirlar. Sadece sentezlendikten sonra modifikasyona ugrayan proteinlerin
aksine, NRP' ler amino asitlerinde olusumlar1 sirasinda veya serbest birakildiktan sonra diger
enzimler tarafindan kimyasal degisikliklere ugrarlar.

PK'ler gibi, NRP' ler de NRP sentetazlari (NRPS' ler) olarak bilinen devasa ¢oklu enzim
kompleksleri tarafindan iiretilir. Genellikle, her biri koordineli bir sekilde islev goren birkag
katalitik alandan olusan modiiller halinde diizenlenirler (Finking, R. ve Marahie 2014).
Temel bir modiil, bir adenilasyon (A) ve bir tiyolasyon alan1 (T) igerir. Substratin se¢imi ve
aktivasyonu, A alani tarafindan gergeklestirilir. Substrat daha sonra bir tiyodiester bag ile
bir fosfopantetein birimine kovalent olarak baglandig: T alanina aktarilir. Her modiil, nihai
NRP'nin olusumunda kullanilmak {izere bir aminoasil veya aril kalintisina katkida
bulunur. Modiillerde istege bagli olarak bulunan diger enzimatik alanlar, kalintilarda
epimerizasyona (E) veya metilasyona (M) veya diger kimyasal degisikliklere yol agabilen
modifikasyonlar getirirken, yogunlastirma alanlar1 (C) substratlarin peptit baglar1 ile
birlesmeyi katalize eder. bitisik fosfopanteteine baglidir. Reaksiyonlar, tam NRP iiretilene
kadar devam eder. NRP' nin salinmasina genellikle multienzim kompleksinin karbon ucunda
yer alan bir tioesteraz alani tarafindan gerceklestirilen bir dongiisel reaksiyon eslik
eder. Cogu durumda, NRP, digerleri arasinda oksidasyon, halojenasyon veya glikosilasyon
reaksiyonlar1 dahil olmak iizere diger enzimler tarafindan yeni kimyasal modifikasyonlara
ugrar ve boylece ortaya ¢ikan NRP' lerin kimyasal ¢esitliligini arttirir. Norine (Caboche ve
ark., 2008) adli bir NRP veri tabani arastirmacilarin kullanimina agiktir ve bu makalenin
yazildig tarihte 544 farkli monomerden olusan 1740 peptit icermektedir. Her bir NRP' deki

monomer sayist 2 ila 26 (Flissi ve ark., 2020) arasinda degisir. Sayisiz uygulamalari



nedeniyle, bircok NRP' nin biyoteknolojik iiretimini iyilestirmek i¢in farkli stratejiler
kullanilmistir (Siissmuth ve ark., 2017; Soukup ve ark., 2016; Walsh, 2016) Fungal NRP"'
lerin baz1 temsili 6rnekleri Sekil 1' de agiklanmaktadir.

1.4.3. Hibrit ribozomal olmayan peptid/ poliketidler

Bazi SM' ler, PKS ve NRPS' nin (Boettger ve ark., 2013) ortak eyleminin sonucudur.
Her iki enzimatik kompleks de ayni biyosentetik yola katilan bagimsiz genler tarafindan
kodlanabilir. Aspergillus ve Penicillium sp.'deki okratoksin A biyosentetik kiimelerinde
durum budur (Gil-Serna ve ark., 2018). Diger o6rnekler, Fusarium graminearum'da
fusaristatin A lipopeptitlerinin ve Fusarium psdédograminearum'da W493 A ve B'
nin sentezinde yer alan PKS ve NRPS genleridir (Sorensen ve ark., 2014).

Tip | PKS ve NRPS' nin modiiler yapilar arasindaki benzerlikler, PKS ve NRPS
modillerini birlestiren kimerik genlerin evrimini kolaylastirmistir (Du ve ark.,
2001). Ornekler, amino-karboksil dagilimlarinda, PKS-NRPS ve NRPS—-PKS'de (Theobald
ve ark., 2019). iki oryantasyonla bulunur. Genellikle bir veya daha fazla PKS modiiliine
sahip tek bir NRPS modiiliinden olusan bu biiyiik ¢ok islevli komplekslerde, molekiile
karsilik gelen PK veya NRP uzantisini tanitmak i¢in substratlar farkli modiiller arasindan
gecirilir. Bu yeni kombinatoryal olasilik, elde edilen bilesiklere ek bir cesitlilik kaynagi
saglar (Fisch, 2013). PKS-NRPS hibrit iiriinlerinin 6rnekleri sekil 1'de gosterilmektedir.

1.4.4. Terpenoidler

Terpenoidler, bes karbon atomlu (5-C) bir molekiil olan izopentenil difosfattan (IPP)
tiiretilen genis bir kimyasal ailesidir (Sacchettini ve ark., 1997). Bu bilesik iki farkl
biyosentetik yolla iiretilebilir: deoksiksiliiloz 5-fosfat yolu ve mevalonat yolu (Lange ve ark.,
2000). Ikincisi, simdiye kadar mantarlarda tanimlanan tek kisidir. Bu yolun ad,
hidroksimetil-glutaril CoA rediiktaz tarafindan iiretilen bir bilesik olan mevalonattan IPP
sentezinden gelir. IPP' nin fosforilasyonu, bitkiler tarafindan salinmasi nedeniyle dogada bol
miktarda bulunan ugucu bir molekiil olan izopren verir. Buna karsilik, mantarlar tarafindan
iiretilen bir¢ok diisiik molekiiler agirlikli terpenoid ugucudur ve Aspergillus fumigatus'
ta tarif edildigi gibi "u¢ucu madde" kavramina yol agar (Heddergott ve ark., 2014) ve
difosfattir (GPP). Yeni IPP ilaveleri, seskiterpenoidlerin kaynagi olan 15-C farnesil difosfat
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(FPP) ve diterpenoidlere yol acan 20-C geranilgeranil difosfat verir. iki FPP Tiim
terpenoidlerin sentezi, IPP' nin bir IPP izomeri olan dimetilallil difosfat (DMAPP) ile
fiizyonu ile baslar (Kellogg ve ark., 1997). Bu reaksiyonun sonucu, monoterpenoidlerin
onciisii olan 10-C geranil molekiiliniin birlesmesi triterpenoidlere ve iki GGPP' nin
birlesmesi tetraterpenoidlere yol agar. Genel olarak, sorumlu enzimler terpenoid sentazlar
olarak bilinir (Christianson, 2008). Terpenoidler, bu dallarin herhangi birinden tiiretilebilir
ve bu da biiylik bir kimyasal ¢esitlilige yol agar (Quin ve ark., 2014; Schmidt-Dannert,
2015). Bu nedenle, asagida da bahsedilen bazi iyi bilinen terpenoid ailelerinden alinti
yapmak gerekirse, giberellinler diterpenoidlerdir, trikotesenler seskiterpenoidlerdir ve
karotenoidler tetraterpenoidlerdir.

Ilk terpenoid iskeleti sentezlendikten sonra, farkli enzimler, olgun SM iiretilene kadar
cesitli kimyasal modifikasyonlar uygular. Dogrusal zincirlere miidahale eden terpenoid
sentazlar arasinda, taninabilir biyokimyasal ve yapisal 6zelliklere sahip, terpenoid siklazlar
olarak bilinen karakteristik bir tip vardir (Christianson, 2006). Bu enzimler, bir¢cok mantar
SM'si de dahil olmak iizere dogada bulunan muazzam terpenoid ¢esitliliginden biiyiik 6l¢iide
sorumludur. Baz1 durumlarda, yapiya terpenoid kokenli olmayan bir molekiil eklenerek

meroterpenoidlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Matsuda ve ark., 2016).

1.5. SM Genlerinin Genetik Organizasyonu ve Diizenlenmesi

SM sentezinden sorumlu genler genellikle ayni diizenlemeyi paylasan mantar
genomlarinda kiimelenir (Rokas ve ark., 2020). Tipik SM gen kiimeleri, bir PKS 'yi, bir
NRPS' yi veya bir terpen siklazi kodlayan ve genellikle daha biiyiilk boyutuyla kolayca
tanimlanan bir anahtar yol geni igerir. Bunlar ayni zamanda, kolaylikla taninabilir
familyalara ait diger modifiye edici enzimler i¢in genler, 6rnegin P450 monooksigenazlar
(Zhang ve ark., 2021) ve bazi durumlarda bunlarin atiliminda yer alan permeazlar i¢in genler
icerirler. SM biyosentetik yollari, siklikla Zn kiime ailesine ait olan ve normalde ilgili
kiimeye dahil olan spesifik diizenleyici genler (Yin ve ark., 2011) tarafindan kontrol
edilebilir. Prototip bir 6rnek olarak, F. fujikuroi'de Biki transkripsiyon faktorii, bikaverinin
sentezi i¢in gereklidir ve bu durumda ikinci bir diizenleyici protein olan biki tarafindan

desteklenir (Wiemann ve ark., 2009). Diger durumlarda, aym tiirdeki giberellin kiimesinde

(Tudzynski, 2005) veya diger mantarlardaki penisilin ve sefalosporin kiimelerinde

(Brakhage, 1998) oldugu gibi diizenleyici genler kiimede bulunmaz. SM {iretimine olan ilgi
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nedeniyle, diizenleyici mekanizmalarina biliylik ilgi gosterilmistir. SM kiimeleri, cesitli
cevresel ipuglari tarafindan diizenlenir ve siklikla daha genel diizenleyici aglarda yer alan
farkli diizenleyici proteinler tarafindan kontrol edilir (Keller, 2019; Macheleidt ve ark.,
2016). SM biyosentezini kontrol eden harici sinyaller, farkli SM kiimelerinde ve diger
metabolik siireclerde ayn1 anda hareket eden kiiresel diizenleme sistemlerinin aracilik ettigi
nitrojen veya karbon kaynaklarinin, pH'in veya 1s18in mevcudiyetini icerir (Brakhage,
2013). Azot tarafindan SM iiretiminin diizenlenmesi ¢ok siktir (Tudzynski, 2014) ve
aralarinda AreA benzeri proteinlerin 6nemli bir rol oynadigi farkli proteinler buna
katilir. Karbon  kaynagi mevcudiyeti genellikle CreA ailesinin  bir  katabolit
baskilayicisini igeren SM {iretimi (Ruiz ve ark., 2010) dahil olmak {izere bircok metabolik

siireci _(Szilagyi ve ark., 2013) etkiler. pH ile SM diizenlemesi, farkli mantarlardaki

orneklerle birlikte, genellikle PacC ailesinin proteinleri tarafindan kontrol edilir (Li ve ark.,
2021). Bir bagka 6zel ilgi genel regiilatorii, bir kompleks olusturan Velvet proteinleri ile 151k
regiilasyonu ve gelisim kontrolii ile iligkili olan LaeA' dir (Bok ve ark., 2004). Son
zamanlarda F. fujikuroi® de isigin ana diizenleyici oldugu gozlemlenmistir. WcoA, bu
mantardaki farkli SM kiimelerini pozitif veya negatif olarak kontrol eder (Pardo-Medinave
ark., 2021). Farkli yollar tizerindeki bu ikili pozitif/negatif rol, ayni sinyale yanit verirken
bile bu kiiresel diizenleyici sistemlerde sik goriiliir. Ornegin AreA mutasyonu, F.
fujikuroi'de gibberellin biyosentezinin baskilanmasiyla sonuglanir (Tudzynski ve ark., 1999)
fakat F. verticillioides'de fumonisin {iretiminin baskilanmasiyla sonuglanir (Kim ve ark,
2008). Fungal SM iiretimini etkileyen genlerdeki mutasyon 6rnekleri -bazi1 durumlarda F.
fujikuroi'de (Wagner ve ark., 2013) glutamin sentetaz i¢in bulunan enzimleri kodlayan-
literatiirde bol miktarda tarif edilmistir.

SM kiimeleri herhangi bir kromozomal bolgede olabilir, ancak bir¢ok durumda subtelomerik
bolgelerde bulunurlar (Palmer ve ark., 2013). Bu tiir konumlar, heterokromatin formundaki
epigenetik susturmaile iligkilendirilebilir. Bunu destekleyen bazi diizenleyici proteinler, SM
tiretimini histon modifikasyonlar1 ile kromatin yapisi seviyesinde modiile eder (Strauss ve
ark., 2011); bu, Fusarium sp. (Studt ve ark., 2016; Adpressa ve ark., 2019). Bu diizenleme
seviyesi, heterokromatinizasyon yoluyla bir yoldaki tiim genlerin aym1 anda
etkisizlestirilmesine izin verdigi i¢in kiimeler halinde genomik organizasyona segici bir
avantaj saglar. Bu, LaeA' nin Velvet kompleksinde hareket ettigi yoldur, ancak AreA gibi
diger diizenleyici proteinler de bu kontrol mekanizmasma katilir (Pfannmiiller ve ark.,

2017). Diizenleme ayn1 zamanda hiicre boliimlendirme seviyesinde de gergeklesir: 6rnegin,
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her bir metabolik yolun enzimlerini ve bunlarin peroksizomlar, vakuoller, endoplazmik
retikulum ve Golgi veya sitozol gibi uygun hiicresel bolmelerdeki lokalizasyonlarini kontrol

etmek i¢in diizenleyici sistemler vardir (Kistler ve ark., 2015).

1.6. Sekonder Metabolitlerin Fonksiyonlar1 ve Uygulamalari

Daha once belirtildigi gibi, SM' lerin ayirt edici bir 6zelligi, kontrollii biiylime
kosullar1 altinda mantar i¢in vazgegilebilir olmalaridir, bdylece onlar1 {iretemeyen
mutantlarin laboratuvardaki yasayabilirlikleri etkilenmez. Bununla birlikte, bu biyosentetik
stireclerin mantarlarda kaliciligi, dogal ortamlarinda uyum saglama avantajlari anlamina
gelir. Bazi durumlarda islevler aciktir ve diger durumlarda daha az agiktir. Bilinen SM
fonksiyonlariin bazi agiklayict drnekleri asagida belirtilmistir. Melanin, UV radyasyonuna
kars1 koruyarak mantarin giiclii glinese maruz kalma altinda hayatta kalmasini kolaylagtirir.
Bununla birlikte, mekanik hasarin yani sira oksidatif veya termal stres gibi diger stres
kaynaklarma kars1 da koruyucu etkiler gosterir. SM' ler daha spesifik fizyolojik islevleri
yerine getirebilir. Sideroforlar, bazi mantarlar tarafindan ¢evresel demiri temizlemek veya
dahili reaktif demiri ayirmak i¢in kullanilan, yiiksek afiniteli demir selatorleri olarak hareket
eden NRP'lerdir (Bushley ve ark., 2008). Fusarubin ve 5-deoksibostrikoidin bazli melanin,
sirasiyla F. fujikuroi (Studt ve ark., 2012) ve F. graminearum'da (Frandsen ve ark., 2016)
perithecia'ya koyu pigmentasyon saglar. Diger SM' ler birden fazla amag¢ igin
kullanilmaktadir. B-karoten, oksidatif strese karsi koruyucu bir ajan olarak yararlidir (Avalos
ve ark., 2016) fakat ayn1 zamanda daha spesifik fonksiyonlara sahip bir tiirev kaynagi olarak
da kullanilir. B. trispora veya P. blakesleeanus gibi mukormikotina mantarlarinda, (-
karoten, cinsel dongiliyli yiriitmek icin gerekli olan trisporik asitler adi verilen cinsel
hormonlari {iretmek igin boliniir (Medina ve ark., 2011; Tagua ve ark., 2012). Bununla
birlikte, F. fujikuroi (Avalos ve ark., 2017) ve Ustilago maydis (Estrada ve ark., 20120)' de
ayn1 karoten, rodopsinlerin prostetik grubu olan retinali iiretmek i¢in boliiniir.

Pek c¢ok sekonder metabolit, hem rekabet hem de patogenez acisindan mantarlarin
diger organizmalarla etkilesimlerinde rol oynar (Demain ve ark., 2000). Mantarlarin rekabeti
onlemek icin antibiyotik {irettigi bircok ornek vardir. Ornegin, Beauveria bassiana,
parazitlenmis bocekte bakteri tiremesini sinirlamak i¢in poliketid oosporeini iiretir ( Fan ve
ark., 2017). Karsilikl1 veya patojenik mantarlar ve bitkiler arasindaki etkilesimin, etkilesen

tirlerden molekiiler sinyallerin eszamanli tiretimini igerdigi iyi bilinmektedir (Pusztahelyi



ve ark,. 2015; Kai, 2019). Ayrica, bazi1 SM gen kiimeleri konukgu bitkide ifade edilirken
digerlerinde ifade edilmez. F. fujikuroi FUB1Toksin fusarik asidin sentezi i¢in bir PKS' yi
kodlayan gen, konakcisini enfekte ederken ifade edilir, ancak diger bitkileri enfekte ederken
ifade edilmez (Niehaus ve ark., 2014). SM' lerin patogenezdeki katilimi kolayca tahmin
edilemez. Piring patlamasi hastaliginin nedensel ajani olan Pyricularia oryzae' de, patogenez
icin melaninler gereklidir, ancak bir hibrit NRP/PKS mikotoksini olan tenuazonik asit,
nektriapironlar, antibakteriyel aktiviteye sahip poliketid bilesikleri veya pirikiiloller,
fitotoksik poliketid tarafindan hi¢bir rol oynamaz. Bilesikler (Motoyama ve ark., 2021).
Ekolojik nislerindeki ozel ihtiyaglara bagimlilik, birgok mantar SM kiimesinin neden
laboratuvar kosullarinda ifade edilmedigini agiklar. Ancak, hedefli bir sekilde
etkinlestirilerek islevleri arastirilabilir (Brakhage ve ark., 2011; Scherlach ve ark., 2009).

SM' lerin patogenez ile iliskisi, sentezlerinde degisiklikler olan mutantlarin
viriilanslar1 analiz edilerek arastirilmistir. Bir 6rnek olarak, F. oxysporum' da fusarik asit
tiretiminin mutantlari, bu SM' nin domates bitkilerinde ve bagisiklig1 baskilanmis farelerde
viriilansa 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu ortaya ¢ikardi (Lopez-Diaz ve ark., 2018).
Basgka bir ilging 6rnek, bu mantarin neden oldugu "bakanae" hastaligi i¢in fidelerin
karakteristik agirt uzamasi nedeniyle pirincin enfeksiyonuna katildigi varsayilan F. fujikuroi’
deki giberellinlerin rolii iizerine yapilan bir ¢alismadir. Uretmeyen bir F. fujikuroi ile pirincin
enfeksiyonu mutant, enfekte fidelerde asir1 uzama eksikligi ve bitkideki hiflerin hiicre istila
kapasitesinde azalma gosterdi (Wiemann ve ark., 2013).

Ikincil metabolitler (SM' ler), yiiksek derecede yapisal gesitlilige sahip bitkilerde
bulunur. Farkli SM siniflar1 ve bunlarin biyosentetik yollar1 bu 6zette 6zetlenmistir. SM'
lerin tipik bir Ozelligi, nispeten yiiksek konsantrasyonlarda, bazen onlar1 liretmeyen
organlarda birikmeleridir. Daha sonra floem veya ksilem yoluyla uzun mesafeli tasima
gereklidir. Hidrofilik maddeler vakuollerde depolanirken, lipofilik metabolitler latekste,
re¢ine kanallarinda, adipositlerde veya stratum korneumda bulunur. SM mutlaka son {iriin
degildir, bazilari, Ozellikle nitrojen iceriyorlarsa, metabolik olarak geri kazanilir.
Biyosentez, ilgili genlerin tasinmasi ve depolanmasi, replikasyonu ve transkripsiyonu ve
protein translasyonu ic¢in maliyetleri igeren enerjiye bagimli bir siirectir. Karmasik
biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler, SM isleviyle yakindan iliskilidir: SM, ise yaramaz
bir atik lirlinden ziyade (daha once varsayildigi gibi), otgullara ve mikroplara kars1 6nemli

bir aragtir.
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1.7. Anaerobik Gut Fungus Cinsleri ve Ozellikleri

Anaerobik bagirsak mantarlar1 (Neocallimastigomycetes sinifi), biiylik otgullarin
sindirim kanallarinda bir arkea , bakteri ve protozoa konsorsiyumunun iiyeleri olarak
gelisen, tizerinde yeterince ¢alisilmamis organizmalardir ( 10-12 ). Bu habitatlarda
mantarlar, prokaryotik mikroorganizmalar tarafindan birkag¢ biiyiikliik sirasina gore ( 10-
12 ) biiyiik 6l¢iide sayica fazladir. Ornegin, rumen bakterilerinin rumen igeriginin grami
basma 10-10 hiicre ( }%!2) oldugu tahmin edilirken, mantarlarin gram basma 10-6
hiicre (10-12 ) oldugu tahmin edilmektedir). Bu mantarlar, biyokiitleyi parcalayan enzim
dizileri nedeniyle son zamanlarda biyoteknolojik ilgi gdrmektedir, ancak genom ve
transkriptom dizilimi yoluyla, dogal iiriinler i¢in bir dizi biyosentetik enzime de sahip
olduklar1 ortaya ¢ikmistir (13-15) . Anaerobik bagirsak mantarlarinin, kendi dogal
ortamlarinda hayatta kalmak i¢in diger mikroplarla rekabet etmek i¢in dogal tiriinleri
sentezlediklerini varsayiyoruz. Dogal iirlinlerin, diger ortamlarda iireticilerine oksidatif
stres toleransi ( 16 ), mantar gelisimi ( 17 ) ve antibiyoz ( 18 ) dahil olmak {izere gesitli
islevler sundugu bilinmektedir. Benzer sekilde, anaerobik bagirsak mantarlarinin dogal
trlinleri, rumen toplulugunun diger iiyeleri tarafindan sayica az olmasina ragmen
mantarlarin devam etmesine izin vermek i¢in dogrudan (antibiyoz yoluyla) veya dolaylh
olarak (cevresel stres toleransi saglayarak) hizmet edebilir.

Orpin'in 1975'te bir mantar olarak tanimlamasindan buyana 20 farkli cins
tammmlanmistir (Anaeromyces, Caecomyces, Cyllamyces, Neocallimastix, Orpinomyces,
Piromyces, Buwchfawromyces eastonii, Oontomyces anksri, Pecoramyces ruminantium ,
Feramyces austinii , Liebetanzomyces polymorphus ,Ghazallomyces constrictus
Aklioshbomyces papillarum , Agriosomyces longus, Capellomyces foraminis,
Capellomyces elongatus, Joblinomyces apicalis, Khoyollomyces ramosus ve Tahromyces
munnarensis) (Callaghan ve ark., 2015; Koetschan ve ark., 2014; Dagar ve ark., 2015;
Youssef ve ark., 2013; Hanafy ve ark., 2017, 2018, 2019; Joshi ve ark., 2018). Dahili
kopyalanmig aralayici 1'in (ITS1) ve biiyilik ribozomal alt biriminin (28S rRNA D1-D2
alanlar1) rRNA lokus tabanli bolgelerinin filogenetik analizleri, yakin zamanda agiklanan
bir¢ok cins ve tiir 6rneginde etkili olmustur, Molekiiler Veriler, cins- ve AGF'nin tiir
diizeyinde tanimlanmas1 (Griffith ve digerleri, 2010; Liggenstoffer ve digerleri, 2010).
Bununla birlikte, artan miktarda DNA barkodlama verisi (esas olarak ITS1 ve ITS2'ye

dayalidir), mevcut 18 susun, saf kiiltiir ve ¢cevresel DNA dizileme ¢aligmalari nedeniyle
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AGF cgesitliliginin yalnizca bir alt kiimesini temsil ettigini gostermektedir.(Callaghan ve

ark., 2015; Wang ve ark., 2017).

Tablo 1.1. Ruminal anaerobik funguslarin siniflandirilmasi ve farklt morfolojik 6zellikleri
gosterilmistir.

Alem: Fungi

Filum: Neocallimastigomycota

Simf: Neocallimastigomycetes

Takim: Neocallimastigales

Aile: Neocallimastigaceae

Kamg1 Tallus Rizoid

Cins Tiir Sayilar Yapilar Sekilleri Kaynak
Agriosomyces A. longus Tek (<4) Monosentrik Dallanmis
rizoid Hanafy ve ark.,
Aklioshbomyces A. papillarum Tek (<4) Monosentrik Dallanmig 2019
rizoid
Buwchfawromyces B. eastonii Tek (<4) Monosentrik Dallanmig Callaghanve
rizoid ark., 2015
Capellomyces C. elongates Tek (<4) Monosentrik Dallanmig
rizoid
C. foraminis Tek (<4) Monosentrik Dallanmis
rizoid Hanafy ve ark.,
Joblinomyces J. apicalis Tek (<4) Monosentrik Dallanmig 2019
rizoid
Khoyollomyes K. ramosus Tek (<4) Monosentrik Dallanmig
rizoid
Oontomyces O. anksri Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Dagar ve ark.,
rizoid 2015
Pecoramyces P.ruminantium Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Hanafy ve ark.,
rizoid 2017
Piromyces P. citronii Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Gaillard-
rizoid Martinie ve
ark., 1995
P. communis Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Gold ve ark.,
rizoid 1988
P. cryptodigmaticus Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Kirk, 2012
rizoid
P. dumbonicus Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Li ve ark., 1990
rizoid
P. finnis Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Li ve ark., 2016
rizoid
P. irregularis Cok (>4) Monosentrik Dallanmis Ariyawansa ve
rizoid ark., 2015
P. mae Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Li ve ark., 1990
rizoid
P. minutus Tek (<4) Monosentrik Dallanmig Ho ve ark,
rizoid 1993a
P. polycephalus Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Chenve  ark,,
rizoid 2002
P. rhizinflatus Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Breton ve ark.,
rizoid 1991
P. spiralis Tek (<4) Monosentrik Dallanmig Ho ve ark,
rizoid 1993b
Tahromyces T. munnarensis Tek (<4) Monosentrik Dallanmis Hanafy ve ark.,
rizoid 2019
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Tablo 1.1. Devami

Kamg1 Tallus Rizoid

Cins Tiir Sayilar Yapilar Sekilleri Kaynak
Liebetanzomyces L. polymorphus Tek (<4) Monosentrik Dallanmus Joshi ve ark.,
rizoid 2018
Feramyces F. austinii Cok (>4) Monosentrik Dallanmis Hanafy ve
rizoid ark., 2018a
Ghazallomyces G. constrictus Cok (>4) Monosentrik Dallanmus Hanafy ve
rizoid ark., 2019
Neocallimastix N. californiae Cok (>4) Monosentrik Dallanmis Li ve ark,
rizoid 2016
N. cameroonii Cok (>4) Monosentrik Dallanmis Ariyawansa ve
rizoid ark., 2015
N. frontalis Cok (>4) Monosentrik Dallanmus Heath ve ark.,
rizoid 1983
N. hurleyensis Cok (>4) Monosentrik Dallanmus Webb ve
rizoid Theodorou,
1991
N. patriciarum Cok (>4) Monosentrik Dallanmis Orpin ve
rizoid Munn, 1986
N. variabilis Cok (>4) Monosentrik Dallanmus Ho ve ark,
rizoid 1993c
Anaeromyces A. contortus Tek (<4) Polisentrik Dallanmis Hanafy ve
rizoid ark., 2018b
A. elegans Tek (<4) Polisentrik Dallanmis Ho ve ark,
rizoid 1993d
A. mucronatus Tek (<4) Polisentrik Dallanmug Breton ve ark.,
rizoid 1990
A. polycephalus Tek (<4) Polisentrik Dallanmug Kirk, 2012
rizoid
A. robustus Tek (<4) Polisentrik Dallanmug Li ve ark,
rizoid 2016
Orpinomyces O. bovis Cok (>4) Polisentrik Dallanmug Barr ve ark.,
rizoid 1989
O. intercalaris Cok (>4) Polisentrik Dallanmig Ho ve ark,
rizoid 1994
O. joyonii Cok (>4) Polisentrik Dallanmig Li ve ark,
rizoid 1991
Caecomyces C. churrovis Tek (<4) Monosentrik Kiiresel Henske ve
rizoid ark., 2017
C. communis Tek (<4) Monosentrik Kiiresel
rizoid Gold ve ark.,
C. equi Tek (<4) Monosentrik Kiiresel 1988
rizoid
C. hurleyensis Tek (<4) Monosentrik Kiiresel Kirk, 2012
rizoid
C. sympodialis Tek (<4) Monosentrik Kiiresel Chenve ark.,
rizoid 2007
Cyllamyces C. aberensis Cok (>4) Polisentrik Kiiresel Ozkose ve
rizoid ark., 2001
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1.7.1. Caecomyces sp.

Caecomyces, anaerobik mantarlarin hiicre duvarini en az bozan tiirdiir (Gordon ve
Phillips, 1989). Bunun en onemli nedeni, bu mantarlarin kiiresel rizomlar1 olmasi ve
rizomlarmin olmayisidir. Ek olarak, Caecomyces cinsinin zoosporlari, tek merkezli
mantarlardir, kiiresel, oval veya amip seklindedir ve tek kamcilidir. Organelleri hiicre

boyunca dagilir veya kamgili kokler arasinda toplanir (Gold ve ark., 1988).

1.7.2. Neocallimastix sp.

Neocallimastix sp., tek merkezli, nadiren eksojen, ¢ogunlukla endojen sporangia
biiylimesi sergiler (Barr ve digerleri, 1989). Zoosporlar kiiresel ve belirgin sekilde oval,
organeller bazen kiimelenmis, ekvatora yakin veya merkeze yakin g¢ekirdekler ve 9-17
kamgilidir (Orpin ve Munn, 1986). Neocallimastix sp.'nin zoosporlarmin kist
olusturmadig1 ve 30 o C ve 41 o C'nin iizerinde ¢imlendigi goriilmiis ve zoospor gelisimi

icin optimum sicakligin 39 o C oldugu bildirilmistir (Lowe ve ark, 1987b).

1.7.3. Piromycessp.

Barr et al. (1989), sigir rumeninden izole edilmis Piromyces Communis, monosentrik
ve sporangia lizerinde endojen ve eksojen biiyiime gosterir. Sporangia eliptik, ince, diizensiz,
papillali veya papillasiz, genis dalli rizomlar, kabarik sporokistli veya sporangiasiz.
Zoosporlar 6zellikle ovaldir, anafazda tek bir flagella, nadiren iki veya dorttiir (Gold ve
digerleri, 1988; Li ve digerleri, 1990).

1.7.4. Orpinomyces sp.

Barr ve digerleri, (1989) ilk olarak Orpinomyces sp. Cok merkezli thalluslari, cok
sayida kameili zoosporlar1 ve genis ve kapsamli poliniikleer kok miselyumu vardir (Breton
ve digerleri, 1989). Barr et al. (1989) Orpinomyces sp. Orpinomyces joyonii olarak
siniflandirilir. Sonrasinda, Ho ve digerleri (1994), Orpinomyces intercalaris, Orpinomyces

cinsinin ikinci bir tiirti olarak tanimlada.
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1.7.5. Anaeromyces sp.

Breton et al. (1990) sigir iskembesinden yeni bir anaerobik bakteri izole etti. Bu
mantar, ¢ok merkezli thallus, ¢ok ¢ekirdekli kok miselyumu, kisa boynuzlu zoosporangium
ve tek bir kameili zoospor ile karakterize edilir.

1.7.6. Cyllamyces sp.

Ozkodse ve ark. (2001), Cyllamyces sp.yi sigir distkisindan izole ederek,
zoosporlart tek kamgili bazen iki kamgcili, kiiresel rizoiddillere sahip oldugunu
gostermistir. Caecomyces sp. ¢oklu spor kesesi ve polisentrik yasam dongiistiyle diger
anaerobik gut funguslardan ayrilmaktadir.

1.7.7. Feramycessp.

Hanafy ve ark. (2018) tarafindan koyun diskisindan izole edilen monosentrik tallus ve ¢ok

kamcil1 zoospora sahiptir.

1.7.8. Pecaromyces sp.

Hanafy ve ark. (2017) tarafindan si@ir ve koyun diskisindan izole edilmis ve

monosentrik vejajatif evresi ile tek kamgili zoospora sahiptir.

1.7.9. Oontomyces sp.

Dagar ve ark. (2015) tarafindan devenin 6n midesiden izole edilen bu cins

monosentrik tallus ile tek kamg¢ili zoosporu bulunur.

1.7.10. Buwchfawromyces sp.

Callaghan ve ark. (2015) ile birlikte Buffolo diskisindan izole edilmistir. Tallus

yapis1 monosentrik, zoospor olarak tek kameilidir.
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1.7.11. Liebetanzomycessp.

Joshi ve ark. (2018) tarfindan kegi diskisindan izole edilmis ve monosentrik tallus,

tek kamgil1 zoosporu bulunur.

1.7.12. Ghazallomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan geyik diskisindan izole edilen bu cins

monosentrik tallus ile ¢ok kam¢ili zoospora sahiptir.

1.7.13. Aklioshbomycessp.

Hanafy ve ark. (2019) ile bir birlikte geyik digkisindan izole edimistir. Tallus yapist

monosenterik olup zoospor kamgisi ise tek olarak bilinir.

1.7.14. Agriosmyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan yaban domuzu ve keci diskisindan izole edilen bu

mikroorganizma monosentrik yapili ve zoosporu tek kamgilidir.

1.7.15. Capellomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafinda keci diskisindan izole edilmistir. Monosentrik tallus

ile tek kameil1 bir zoospora sahiptir.

1.7.16. Joblinomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan koyun ve kegi digkilarindan elde edilmistir. Tek

kamgil1 zoospor ve monosentrik yapili tallusa sahiptir.
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1.7.17. Khoyollomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) at ve zebra’ya ait diskidan izole etmislerdir. Vejatatif sathasi

monosentrik tallus hareketli evresi ise tek kamgili zoospor ile meydana gelir.

1.7.18. Tahromyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan endemik bir tiir olan Nilgiritragus hylocrius’dan
(Ovis cinsine yakin bir tiir) izole edilmistir. Monosentrik tallus ve tek kamgili zoospora
sahiptir.

1.7.19. Aestipascumyces sp.

Stabel ve ark. (2020) tarafindan koyun rumeninden izole edilen filamentli yapiya

sahip olan bu cins monosentrik tallus ve ¢ok kamgil1 zoospora sahiptir.

1.7.20. Paucimycessp.

Hanafy ve ark. (2021) tarafindan antilop diskisindan izole edilmistir. Monosentrik

tallus ve tek kamgili zoospora sahiptir.
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2. TEZIN AMACI VE ONEMIi

Daha oOncesinden AGF’ lar hakkinda yapilan herhangi bir antimikrobiyal
etkinliklerinin belirlendigi bir arastirmanimnin olmayist bu ¢alismanin en Onemli
kisimlarindan birisini olusturmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, farkli AGF’ larin farkli enerji
kaynaklarindaki (glukoz, fruktoz ve sakkaroz) iiretmis olduklar1 sekonder metabolitlerin
farkli giinlerdeki antimikrobiyal etkileri arastirilacaktir. Pseudomonas aeruginosa (DSM
50071), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC
25923) ve Escherichia coli (ATCC 25922) dahil oldugu 4 farkli patojene karsi etkinlikleri
belirlenecektir, boylelikle farkli AGF tiirlerinin sekonder metabolitleri hakkinda yapilan ve

yapilacak olan ¢alismalara katkida bulunulmas1 amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Anaerobik Besiyeri

Anaerobik besiyeri Orpin (1976)’e gore hazirlanilacaktir. Besiyeri 150 ml/Itrumen
stvist, 150 ml/It Mineral Solusyon I ve 150 ml/It Mineral soliisyon II, 6 g/lt NaHCO3, 2.5
g/lt maya oOzitii, 10 g/It peptone, 1 g/lt L-sisteinhidrokloriir, ve 1 mg/ltresazurin
icermektedir. Besiyerinde kullanilan mineral solusyonlar ayr1 hazirlanacaktir ve 150 ml/It
oraninda ilave edilecektir. Mineral Solusyon I: “*%0.3 K2HPO4; Mineral Solution II: %0.3
KH2PO4, %0.6 NaCl, %0.6 (NH4)2S04, %0.06 CaCl2, ve %0.06 MgSO4’’ icermektedir.
Besiyerindeki oksijenin uzaklagtiritlmasina yardimci olmak i¢cin CO2 ile muamele edilirken
ayn1 zamanda kaynama noktasina kadar isitilarak yine CO2 (%99) gazi altinda Hungate
tiiplerine transfer edilecek ve otoklav ile sterilizasyon gerceklestirilecektir. Antimikrobiyal
aktivitelerin belirlenmesinde farkli karbon kaynaklar1 kullanilacaktir (Glikoz, saman ve

ksilan).

Resim. 3.1. Disk1 6rneklerinin alinmasi

3.2. Anaerobik Funguslarin izolasyonu

Anaerobik mantar izolasyonuTheodorou ve ark. (1993)'e gore seyreltme yontemiyle
yapilacaktir. Bu nedenle, 10 g digki numunesini 100 ml bazal ortamda, CO2 gazi altinda

eritin, buradan 10 ml alinir ve bugday samani igeren bos bir Hungate tiipiine aktarilmistir.
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[k seyreltilmis numuneden 1 ml alin ve 9 ml'lik yeni bir besiyerinde seyreltilmis, ardindan
bugday samani igeren bos bir Hungate tiipline aktarilmistir. Bu sekilde gaita 6rnekleri 10-1,
10-2 ve 10-3 oraninda diliie edilerek pipetlerle Hungate tiiplerine aktarildi ve 39 °C'de 3-10
giin inkiibe edildi. Anaerobik ortamda olas1 bakteri liremesini onlemek i¢in antibiyotik
kokteyli (Kloramfenikol: 100 pg/ml, Ampisilin: 100 pg/ml, Streoptomisin: 140 pg/ml,
Eritromisin: 200 pg/ml) kullanilacaktir.

Resim 3.2. Anaerobik gut funguslarinin izolasyonu

3.3. Anaerobik Funguslarin Saflastirilmasi

Anaerobik mantarlarin saflastirilmasi i¢in Joblin'in (1981) Hungate'e (1969)
dayananRollTube yontemi kullanilacaktir. %0,5 (w/v) glukoz ve %1,5 (w/v) agar igeren
bazal anaerobik ortam1 bir Hungate tiipiinde eritilmis ve yaklasik 45 °C' ye sogutulmustur.
Steril bir ortamda bu besiyerine dnceden iiretilmis mantar kiiltiirtinden 0,5 ml enjekte
edilip ve besiyerini dondurmak i¢in hemen soguk su dolu bir kovaya koyuldu. Fungal
gelisimi desteklemek icin 3-4 giin 39 °C' de inkiibe edilecektir. inkiibasyonun sonunda,
gelisen mantar kolonileri koloni morfolojisine gore segilecek ve glikoz ortamina

aktarilacaktir. Bu islemi 3 kez tekrarladiktan sonra saf kiiltiir elde edilebilir.
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Resim 3.3. Anaerobik funguslarin saflastiriimasi

3.4. Anaerobik Funguslarin Tanimlanmasi

Saflastirilmasi tamamlanan anaerobik gut funguslarin cins diizeyinde tanimlanmasi
Olympus BX53 151k mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Rumen funguslariOrpin (1994)’e

gore cins diizeyinde tanimlanmalari yapilmuistir.

3.5. Anaerobik Funguslarin Stoklarmin Olusturulmasi

Saflastirilan kiiltiir, enerji kaynagi olarak bugday samani igeren Hungate
tiplerinde biiyiitiilecektir. Yeterli biiyiime gosteren kiiltlirlerden tiiplere filizlenen
mantarlar, tliplerle birlikte ¢gikarilacak ve anaerobik kosullar altinda steril niikleer tiiplere
aktarilacaktir. Niikleer tiipe 1 mL %15 (v/v) gliserol eklendi. Cekirdek flakon portlarini
kapattiktan sonra, dnce -20 °C' 'de dondurup ve daha sonra uzun siireli saklama igin sivi
nitrojene koyuldu. Sivi nitrojende saklanan kiiltiirleri canlandirmak i¢in, s1v1 nitrojenden
ekstrakte edilen stok kiiltiirler 6nce oda sicakliginda ¢ozdiiriiliip, ardindan pipet ortamina

aktarildi ve 39 °C'de inkiibe edildi.
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Resim 3.4. Anaerobik funguslarin muhafaza edildigisivi azot tank1

3.6. Patojen Bakteriler icin Kullanilacak Besiyerleri

a. NutrientBuyyon (Difco)

Tablo 3.1. Nutrientbuyyon (difco) igerigi

Et Ekstrakti 1gr
Kazainhirolizat 17,5gr
Maya Ekstrakt 2¢gr
Nisasta 15gr
Pepton 5qr
NaCl 5gr
Distile su 1000,0 ml
Agar- agar 12,5gr

Hazirlanan besiyeri 121 °C’ de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

b. MuellerHintonAgar (MHA-Difco)

Tablo 3.2. Muellerhintonagar (mha-difco)igerigi

Et infiizyonu 5,0 gr
Distile su 1000,0 ml
pH: 74

Hazirlanan besiyeri 121 °C’ de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.
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3.7. Test Bakterileri

Yapilan bu calismada, AGF tarafindan iiretilmis olan ve antibakteriyal etki gosterilen
maddelerin belirlenmesinde (Biyolojik Ol¢iim Metodu) test bakterisi olarak kullanilan
mikroorganizma  suslart  Munzur  Universitesi  BiyoteknolojiLaboratuar1  Kiiltiir
Koleksiyonundan alinacaktir. Pseudomonasaeruginosa (DSM 50071), Enterococcusfaecalis
(ATCC 29212), Staphylococcusaureussubsp. aureus (ATCC 25923) veEscherichiacoli
(ATCC 25922)bakterileri kullanildi.

3.8. Anaerobik Funguslarin Besiyerine Asilanmasi ve Metabolit Olusumu

Disk1 6rneklerinden izole edilip tanimlanan AGF’lar anaerobik besiyerine asilanmis
ve 39 °C’ de 3, 5 ve 7 giin siire ile inkiibe edilecektir. lave olarak, kiiltiir ortamina farkli
karbon kaynaklar (sakaroz, glukoz ve fruktoz,) katilarak metabolit iiretim hacmi iizerine
etkileri de test edilecektir. Bu amacgla 100 ml hazirlanan anaerobik besiyerine 5 gr karbon

kaynagi (sakaroz, glukoz ve fruktoz) katilarak siispansiyonun % 5°lik olmasi saglanacaktir.

3.8.1. Ekstraksiyon

Besiyerinde olugsan metabolitlerin ekstraksiyonu i¢in Oncelikle kiiltiir ortamindaki
AGF’larin aktivasyonu durdurulacaktir (Wei ve ark., 1985). Kiiltiir siipernatantindan 10 ml
alinarak etil asetat (CH3COOC:Hs), hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su ile (1:1)
ayirma hunisinde 3 defa metabolit ekstraksiyonu yapildi (Seumitsu ve ark., 1990; Kus ve
ark., 2020) (Sekil 3.3). Toplanan ekstraktin igine 2,5 g NaxSOs katilip 3-5 dakika
bekletilerek suyu alinip ve siiziilmiistiir. Yukaridaki islemler ayn1 sekilde 3, 5 ve 7 giin arayla
39 °C’ de bekletilen % 5°lik karbon kaynagi (glukoz, fruktoz, sakaroz) ihtiva eden buyyon

kiltiirlerine de uygulanmistir.
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Sekil 3.1. Ekstraksiyon yontemi semasi

Resim 3.5. Ekstraksiyon
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3.8.2. Buharlastirma

Suyu alinan ekstrakt, 100 ml” lik cam balon igerisinde doner buharlastiricida yaklasik
1 ml kalincaya kadar buharlastirildi. Aletten ¢ikarilan balona 4 ml etil asetat ilave edilerek
calkalanmis ve karisim biyolojik 6l¢timde kullanilmak {izere tiiplere konularak 4 °C’ de

muhafaza edilecektir (Frank ve ark., 1976).

3.8.3. Biyolojik ol¢iim

Biyolojik &l¢lim i¢in test organizmast olarak kullanilacak olan bakteri
suslariNutrientbuyyona (Difco)'a agilanarak 30+0.1 °C’ de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Daha onceden MuellerHintonAgar deney tiiplerine 15’er ml konularak steril edilmistir.
Hazirlanan bu ortama 10 pl test bakterisi asilanarak Vortex tiip karistiricida iyice
calkalandiktan sonra 9,0 cm capindaki sterilpetri kutularina steril 15° er ml dagitilarak ve
besiyerinin homojen bir sekilde petri kutusu icinde dagilmasi saglanmistir (Burmeister ve
Hesseltine, 1970). Elde edilen ekstraktlardan, otomatik pipet ile 10 mm ¢apindaki steril bos
antibiyotik disklere (Schleicher&Schiill, Nr 2668, Almanya) 100 plekstrakt emdirilmistir.
Katilagan agar tizerine ekstrakt emdirilmis diskler hafif¢e bastirilarak yerlestirilmis ve bu
sekilde hazirlanan petri kutular1 4 °C’ de 2 saat bekletilmistir. Daha sonra plaklar 37+0.1 °C’
de 16-18 saat siire ile inkiibe edildikten sonra diskler etrafinda olusan inhibisyonzonlari
Olciilerek ve mm olarak kaydedilmistir (Burmeister ve Hesseltine, 1970; Scott ve ark., 1980).

Tim oOlgtimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. AGF lizolasyonu

Tunceli’de yayilis gosteren cesitli ruminant (evcil koyun, kegi ve sigir) ve tek mideli
(at, esek) hayvanlardan toplanan taze digki Orneklerinden AGF izolasyonu
gergeklestirilmistir. Anaerobik gut fungus izolasyonunda seyreltme yontemi kullanilmistir
(Theodorou ve ark., 1993). Buna gore 10 gr diski 6rnegi 100 ml bazal besiyeri igerisinde
iyice ¢ozliinmiistiir, CO2 gazi altinda ve buradan 10 ml alinarak i¢inde bugday samani olan
bos Hungate tiiplerine tasmmustir. {lk seyreltilen drnekten alinan 1 ml drnekler yeni 9 ml
besiyeri igerisinde eklenerek seyreltme islemi yapilmis ve bugday samani igeren bos
Hungate tiiplerine aktarilmigtir. Bu sekilde 10-1, 10-2 ve 10-3 oranlarinda seyreltilerek
samanli Hungate tiiplerine aktarilan diski 6rnekleri 5-15 giin siire ile 39 °C’ de inkiibasyona
birakilmigtir. Anaerobik kiiltiir ortamindaki istenmeyen mikroorganizmalarinin tiremelerini
engellemek i¢in antibiyotiklerden olusan o6zel bir karisim (Ampisilin: 100 pg/ml,
Kloramfenikol: 100 pg/ml, Eritromisin: 200 pg/ml, Streoptomisin: 140 pg/ml)

kullanilmistir.

4.2. Anaerobik Gut Funguslarin Saflastirilmasi

Anaerobik mantarlarin saflastirilmasi i¢in Joblin'in (1981) Hungate'e (1969)
dayanan RollTube yontemi kullanildi. %0,5 (w/v) glukoz ve %1,5 (w/v) agar igeren bazal
anaerobik ortami bir Hungate tiipiinde eritin ve yaklasik 45 °C'ye sogutun. Bu besiyerine
onceden yetistirilen mantar kiiltiiriinden 0,5 ml steril bir ortamda enjekte edilir ve besiyeri
soguk su dolu bir kovada hemen dondiiriilerek dondurulur. Mantar gelisimini desteklemek
icin 39 °C' de 3-4 giin inkiibe edin. Inkiibasyonun sonunda gelisen mantar kolonileri
koloni morfolojisine gore secildi ve glukoz ortamina aktarildi. Bu islem 3 kez

tekrarlandiktan sonra saf kiiltiir elde edildi.
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Kontrol  ANF

Resim 4.1. Rumen funguslar1 bitki hiicre duvarlarini hizli bir sekilde kolonize etmektedirler.
Anaerobik fungus kiiltiirii (A), monosentrik bir fungus (B) ve polisentrik bir
fungusun kolonizasyonunun baslangici

4.3. Anaerobik Gut Funguslarin Tanimlanmasi

Saflastirilmasi tamamlanan anaerobik gut funguslarin cins diizeyinde tanimlanmasi
Olympus BX53 151k mikroskobu kullanilarak yapilmis. Rumen funguslariTheodorou ve ark.,
(1993) ve Orpin (1994)’e gore tanimlanmistir (Sekil 4.2).

Resim 4.2. Anaerobik funguslarin tanimlanan cinsleri(A:Neocallimastixsp.B: Piromyces

sp.)
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4.4. Anaerobik Funguslarin Stoklarinin Olusturulmasi

Saflastirilmig kiiltiirii, enerji kaynagi olarak bugday samani iceren Hungate
tiiplerine yerlestirin. Yeterli biiylime gosteren kiiltiirlerden tiibiillere ¢cimlenen mantarlar,
cikarildi ve anaerobik kosullar altinda steril niikleer tiiplere aktarildi. Niikleer tiipe 1 mL
%15 (v/v) gliserol ekleyin. Karyovialler ilk basta -20 °C* de dondurulmus daha sonra siv1
azot igerisine birakilarak uzun siireli stoklarinin olusturulmasina katki saglamistir. Sivi
azotta saklanan kiiltiirlerin tekrar canlandirilmasindaki siirecte i¢in s1vi azottan ¢ikarilan stok
kiiltiir 6nce oda sicakliginda eritilmis, akabinde samanli besi yerlerine aktarilarak 39 °C’de
inkiibasyona birakilarak canliliklart kontrol edilmistir. Ayrica c¢alismanin diger

basamaklarinda kullanilacak olan patojen bakterilerin temini ve stoklarida olusturulmustur.

4.5. AGF Sekonder Metabolit Uretimi

AGF Necallimastix sp. MGLF ve Piromyces sp. MGLF’den elde sekonder
metabolitlerin antimikrobiyal aktivitelerinde daha Onceleride kullanilan ve en yaygin
yontemlerden birisi olan disk difiizyon yontemi kullanilmistir ve elde edilen sonuglar Tablo
1-8 da ayrintil1 bir sekilde gosterilmistir. Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda ¢ok cesitli
test yontemlerinin ve test mikroorganizmalarinin kullanilmakta oldugu, bu yontemler
arasinda ise en uygun ve giivenilir olaninin disk difiizyon metodu oldugu bildirilmektedir
(Harper ve Coolins, 1989; Berdy, 1989). Tablo 4.1’de goriildigi gibi, Necallimastix sp.
MGLF’ dan elde edilen farkli metabolitlerin test mikroorganizmalarindan
Pseudomonasaeruginosa (DSM 50071)’a karst etkili oldugu tespit edilmistir. AGF’ un
farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri gz oniine alarak (Glikoz, Samanli, CMC,
Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli gilinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre hem de Supernatant
orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi tablo 4.1 de ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
Hiicresel SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon kaynagi ksiloz olarak bulunmustur
(10,983+0,829 mm) (Resim 4.3). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu
gorilmistiir. 3. giinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artig 5. ve 7. gilinlerde artmistir.
Dikkat ¢eken kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde
edilen 6rneklerde antibakteriyel aktivite goriilmiistiir. Buradan ¢ikarilan sonug antibakteriyel

tirtinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmistir.

28



Resim 4.3. Petri sekilleri

Pseudomonas, toprakta ve suda oldugu gibi ¢cevrede yaygin olarak bulunan bir bakteri
tiriidiir. Birgok farkli Pseudomonas tiiriinden insanlarda en sik enfeksiyonlara neden olan
Pseudomonasaeruginosa olarak adlandirilir ve ameliyattan sonra kanda, akcigerlerde
(pnomoni) veya viicudun diger kisimlarinda enfeksiyonlara neden olabilir (Mombeshora ve
Mukanganyama, 2019). Bu bakteriler, neden olduklar1 enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin
kullanilan antibiyotiklerin etkilerinden ka¢inmak icin siirekli olarak yeni yollar
bulmaktadirlar. Antibiyotik direncinin bir sonucu olarak, mikroplar onlar1 dldiirmek icin
tasarlanan antibiyotiklere artik yanit vermediginde ortaya ¢ikmistir. Birkag tiir antibiyotige
direng gelistirirlerse, bu mikroplar ¢oklu ilaca direngli hale gelmis bulunmaktadirlar
(Mombeshora ve Mukanganyama, 2019). Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlari
genellikle antibiyotiklerle tedavi edilir. Ne yazik ki, hastaneler veya bakim evleri gibi saglik
bakimi ortamlarina maruz kalan kisilerde, artan antibiyotik direnci nedeniyle Pseudomonas
aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi daha zor hale gelmektedir. Pseudomonas aeruginosa
, 0zellikle bagisiklig1 zayif olan hastalarda Gram negatif enfeksiyonun ana nedeni haline
gelmistir. Antibiyotiklere karsi yiiksek diren¢ oranlari, P. Aeruginosa suslarinin neden
oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkilidir. Yeni antimikrobiyallerin arastirilmasi, bazi
bakterilerde antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasiyla zorunlu hale gelmistir. Fungal bazli
antimikrobiyaller, ¢esitli mekanizmalar kullanarak mikrobiyal enfeksiyonlarla miicadele
etme konusunda biiyiik bir potansiyele sahiptir. Calismamizin bu kisminda kullanilan AGF’
lardanelde edilen ekstraksiyonlarin yiiksek antibaktiyel etkinligi goz oniine alindiginda yeni
kesifler i¢cin bulunmaz bir kaynag1 olusturmaktadir.Sonuglar hekzan, kloroform, aseton ve

metanol ekstraktlarinin  Pseudomonas aeruginosa’ ya karsi gii¢lii bir antibakteriyel
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aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Dort ekstraktin tiimiinde goriilen antibakteriyel
aktivitenin niikleik asit materyalinin sizmasindan kaynaklandigi yani P. aeruginosa’'
min zarinin ~ bozulmasina neden oldu seklinde yorumlanmistir (Mombeshora ve
Mukanganyama, 2019). Gram negatifler lipopolisakkaritlerle kapli dis zar ile birlikte
hiicresel bir zara sahiptirler, bu da onlar1 molekiillerin niifuz etmesi igin zorlu bir bariyer
haline getirir (Nikaido, 2003). Bu caligmadaki ekstraklarin zar biitiinliigiiniin bozulmasi
seklinde etkili oldugu bunun sonucunda zon ¢aplarinin olustugu yorumu
yapilmistir. Antibakteriyel ajanlar, genellikle bozulma ve permeabilizasyona neden olarak

bakteri membranlari iizerinde etki gosterirler (Saritha ve ark., 2015).
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Tablo 4. 1. Neocallimastix sp. MGLF-4"{in Pseudomonasaeruginosa’ya kars iirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, - Antimikrobiyal
aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Fekzan
3-Giin
Glikoz 5-Giin **
7-Gin
3-Giin 10,070,258
Samanh 5-Giin 9,1+0,458
7-Giin 6,01+0,332
3-Giin 7,330,669
CcMmC 5-Giin 8,42+0,546
7-Giin 9,060,404
3-Giin 6,540,516 e
Fruktoz 5-Giin 6,050,341 ]
7-Giin 6,870,454
3-Giin 9,050,436
Ksiloz 5-Giin 6,61+0,391
7-Giin 6,070,412
3-Giin 9,67+0,66
Maltoz 5-Giin 10,65+0,54
7-Giin 10,11+0,47
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Tablo 4.2. Neocallimastixsp. MGLF-4’iin Escherichiacoli *ye karst iirettigi antibakteriyel etki (Ortalama=St Hata, - Antimikrobiyal aktivite
tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Hekzan
3-Giin 6,37+0,22
Glikoz 5-Giin 5,8+0,30
7-Giin 5,83+0,37
3-Giin 5,91+0,248
Samanh 5-Giin 5,9+0,35
7-Giin 5,98+0,447
3-Giin | 5,946+0,318
cMC 5-Giin 5,906+0,258
7-Giin | 6,006+0,265
3-Giin 6,04+0,528
Fruktoz 5-Giin 5,85+0,317
7-Giin 5,93+0,261
3-Giin 6,02+0,190
Ksiloz 5-Giin 6,156+0,214
7-Giin | 6,023+0,436
3-Giin 8,530,404
Maltoz 5-Giin 6,91+0,693
7-Giin 6,460,491
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Tablo 4.2°de goriildiigii gibi, Necallimastix sp. MGLF-4 den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Escherichiacoli’a karsi etkili oldugu tespit
edilmistir. Escherichiacoli ( E. coli), bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ciddi ve yasami
tehdit eden enfeksiyonlara neden olan firsatg1 bir patojendir (Lestari, 2004). Gram-negatif
bakteri E. coli insan bagirsaginda bulunur ve alt {iriner sistem enfeksiyonu, koleosist veya
septisemiye neden olur (Jose ve JojiReddy, 2010). Farkli c¢aligmalarda, E.
coli‘deki antibiyotiklere kars1 artan direng oranlar1 gésterilmistir (Hossain ve ark., 2008). Bu
acidan yeni antibakteriyel maddelere ihtiya¢ duymaktadir. AGF’ lar bunu i¢in ideal bir
kaynak olabilirler. AGF’un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri gbz oniine alinarak
(Glikoz, Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre
hemde Supernatant 6rneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen SM’lerinantibakteriyel aktivitesi tablo 2 de ayrintili bir sekilde
gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon Aseton olarak bulunmustur
(9,8540,557 mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu goriilmiistiir.
3. glinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artis 5. ve 7. giinlerde de artmistir. Dikkat
ceken kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde edilen
orneklerde antibakteriyel aktivite goriilmiistiir. Buradan c¢ikarilan sonug antibakteriyel

tirlinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmaistir.
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Tablo 4.3. Neocallimastix sp. MGLF-4’iin Enterococcusfaecalis’ya karst iirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, - Antimikrobiyal
aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant

Fekaan

SGin |+

Glikoz | 5-Giin S
TG |

TG |

Samanli | 5-Giin Sk
TGin |

FGin |

oMc [ 5Gin |
TGin |

T |

Fruktoz 5-Giin B
Gin |

i |

Ksiloz 5-Giin B
Gin |

TGin |

Maltoz 5-Giin B

7-Giin = 9,21£0,62
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Tablo 4.3’de gortildiigii gibi, Necallimastix sp. MGLF-4 den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Enterococcusfaecalis’a kars1 etkili oldugu tespit
edilmistir. AGF’un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri géz ontine alinarak (Glikoz,
Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkl giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre hemde
Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen SM’lerinantibakteriyel aktivitesi tablo 3 de ayrintili bir sekilde
gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yliksek oldugu karbon Su olarak bulunmustur
(8,56+0,779 mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu goriilmiistiir.
3. glinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artig 5. ve 7. giinlerde artmistir. Dikkat ¢eken
kisim supernatant’ dan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde edilen
orneklerde antibakteriyel aktivite goriilmiistiir ve Supernatant SM aktivitenin en yiiksek
oldugu karbon Hekzan (11,353+0,519 mm) olarak bulunmustur. Buradan ¢ikarilan sonug
antibakteriyel tirlinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmistir.

AGF olan Necallimastix sp. MGLF-4 den Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve
Su ile elde edilen ekstarktlar E. coli'ye kars1 degerlendirildi. Ekstraktlar, daha yiiksek bir
antibakteriyel etki degeri gosterdi. Sonuglar, ekstraklarin yalnizca bakteriyostatik bir etkiye
sahip oldugunu gésterimistir (Dejoies ve ark., 2021). Onceki bir ¢calismada, farkli aerobik
funguslarin ikincil metabolitlerin de 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Quintanilha-Peixoto ve ark., 2019). Bu ¢alismada gozlemlenen antibakteriyel aktivitenin,
AGF’ lardan elde edilen SM’ lerin patojenlere karsi korunmasinda hayati bir rol
oynayabilecegini diisiindlirmektedir. Ayrica, AGF’ lart SM” lerinin, tibbi ve biyoteknolojik
oneme sahip bir antimikrobiyal ajan kaynagi olarak hizmet etme potansiyeline sahip oldugu

gorilmiistiir.
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Tablo 4.4. Neocallimastixsp. MGLF-4’iin Staphylococcusaureus subsp. aureus’ye karsi tirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, -
Antimikrobiyal aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Hekzan
3-Giin | 6,18+0,485
Glikoz | 5-Giin 60,375
7-Giin | 6,260,623
3-Giin | 6,280,634
Samanh | 5-Giin | 6,14+0,384
7-Giin_| 6,19+0,517
3-Giin | 6,5130,268
cMmC 5-Giin | 6,36+0,496
7-Giin | 6,05+0,413
Gin |
Fruktoz | 5-Giin Hx
TGin |
Gin |
Ksiloz 5-Giin Hx
Gin |
Gin |
Maltoz | 5-Giin Hx
Gin | o
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Tablo 4.4’de goriildiigii gibi, Necallimastix sp. MGLF-4 den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Staphylococcus aureus’ a karsi etkili oldugu
tespit edilmistir. AGF’un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri géz oOniine alinarak
(Glikoz, Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre
hem de Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi
coziiciiler kullanilarak elde edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi Tablo 4 de ayrintili bir
sekilde gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon Aseton olarak
bulunmustur (10,68+0,913mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu
goriilmustiir. 3. giinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artig 5. ve 7. giinlerde artmistir.
Dikkat ¢eken kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde
edilen orneklerde antibakteriyel aktivite goriilmiistiir ve Supernatant SM aktivitenin en
yiiksek oldugu karbon Aseton (12,16+£0,669mm) olarak bulunmustur. Buradan ¢ikarilan
sonug antibakteriyel tiriinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmistir.

Staphylococcus aureus, ¢ok ¢esitli klinik belirtilere neden olan dnemli bir bakteriyel
insan patojenidir (Lowy, 1998). Enfeksiyonlar hem toplum kaynakli hem de hastane
kaynakli ortamlarda yaygindir ve MRSA (Metisilin Direngli Staphylococcus aureus ) gibi
coklu ilaca direncli suglarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle tedavi yonetimi zor olmaya devam
etmektedir (Boucher ve Corey, 2008). S. aureus ¢evrede yaygin olarak bulunur ve ¢ogu
saglikli bireyin cilt ve mukoza zarlarinda (¢cogunlukla burun bélgesi) goriiliirken normal
insan florasinda da bulunmaktadir (Lowy, 1998). S.aureus normalde saglikli ciltte
enfeksiyona neden olmaz; ancak, kan dolasgimina veya i¢ dokulara girmesine izin verilirse,
bu bakteriler potansiyel olarak ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler (Lowy, 1998).Bir¢ok
aragtirmaci, farkli tiirdeki funguslarin, ¢ok ¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler
icin bakteriyel aktivitenin inhibisyonu iizerindeki etkisini incelemistir. Bu g¢alismalar,
aerobik funguslardan elde edilen ekstraklarin S. aureus, Shigella spp., Salmonella spp., E.
coli, L. monocytogenes , Bacilluscereus, B. subtilis, Klebsiellapneumonia, Pseudomonas
aeruginosa ve Enterococcus faecalis gibi mikroorganizmlarin biiyiimesini engelledigini
gostermistir (Kim ve ark., 2016). Biyoaktif maddelerin, organik asitlerin, etil alkol, hidrojen
peroksit, diasetil, peptitler, muhtemelen bakteriyosinler ve diger inhibitér bilesiklerin
patojenik bakterilerin biiyiimesinin inhibisyonundan sorumlu oldugu ileri siirtilmektedir. Bu

acidan AGF ° lar burdan yola ¢ikarak yeni antibakteriyel maddelerin kaynagini olusturabilir.
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Tablo 4.5. Piromyces sp. MGLF-4’iin Pseudomonasaeruginosa ’ye kars1 iirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, - Antimikrobiyal
aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Hekzan
3-Giin | 9,14x0,390
Glikoz | 5-Giin | 9,88+0,449
7-Giin | 9,20+0,666
3-Giin | 7,12+0,606
Samanh 5-Giin 7,4+0,608
7-Giin | 9,61+0,699
3-Giin | 7,11+0,353
CMC 5-Giin | 6,85+0,419
7-Giin | 6,13+0,324
3-Giin | 6,06+0,250
Fruktoz | 5-Giin | 6,03+0,401
7-Giin 60,427
3-Giin | 6,06+0,422
Ksiloz | 5-Giin | 6,05£0,468
7-Giin | 6,10+0,339
3-Giin_| 6,06+0,319
Maltoz | 5-Giin | 6,12+0,309 [
Gin |
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Tablo 4.5’de goriildiigii gibi, Piromyces sp. MGLF-5den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Pseudomonas aeruginosa’ a karst etkili oldugu
tespit edilmistir.  AGF’ un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri géz Oniine alinarak
(Glikoz, Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre
hem de Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi
coziiciiler kullanilarak elde edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi Tablo 5 de ayrintili bir
sekilde gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon Aseton olarak
bulunmustur (13,58+1,172 mm). Elde edilen sonuclarin fungusun gelisimine paralel oldugu
goriilmustiir. 3. glinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artis 5. ve 7. giinlerde artmistir.
Supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon
Aseton (6,58+0,541 mm) olarak bulunmustur. Buradan c¢ikarilan sonug¢ antibakteriyel
tiriinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmistir.

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi, bakterilerin antibakteriyel maddelere karsi
direng gelistirme yetenegi nedeniyle giderek daha karmasik hale gelmektedir (Levy ve
Marshall, 2004). Bu nedenle, yeni bir etki mekanizmasina sahip yeni antibakteriyel madde
simiflarindan yararlanmaya acil bir ihtiyag¢ vardir. Ortaya ¢ikan hastaliklar1 veya direngli
bakteri tiirlerini kontrol edebilen yeni antibakteriyel ajanlara olan artan ihtiyag, bir dizi
arastirma grubuna yeni antibakteriyel bilesikler i¢in karasal ve deniz ortamlarini kesfetme
konusunda ilham verdi (Ng ve ark., 2015). Aerobik mantarlar, geleneksel olarak ikincil
metabolitler veya dogal iirlinler olarak adlandirilan c¢ok c¢esitli biyoaktif molekiilleri
sentezledigi bilinen 6nemli bir mikroorganizma grubunu temsil eder (Bills ve Stadler,
2014). Ikincil metabolitler, normal biiyiime, gelisme veya iireme i¢in gerekli olmayan, ancak
uretici organizmaya rekabet avantaji saglayan biyolojik olarak aktif organik

bilesiklerdir. Bu metabolitler i¢in Piromyces sp. uygun bir kaynak olarak goriilmektedir.
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Tablo 4.6. Piromyces sp. MGLF-4’iin Escherichiacoli’ye karst tirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, - Antimikrobiyal aktivite
tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Hekzan
3-Giin | 7,38+0,521
Glikoz 5-Giin | 7,37+0,349
7-Giin | 6,700,406
3-Giin | 6,430,453
Samanh | 5-Giin 7,120,433
7-Giin | 6,08+0,380
3-Giin | 6,08+0,380
CMmC 5-Giin | 6,01=0,384
7-Giin | 5,99+0,262
3-Giin | 6,010,262
Fruktoz | 5-Giin | 5,990,230
7-Giin 5,940,361
3-Giin | 6,08+0,380
Ksiloz 5-Giin | 6,030,395 [ ]
7-Giin | 6,13+0,386
3-Giin | 6,130,324
Maltoz 5-Giin | 5,97+0,300 [ ]
7-Giin | 5,91+0,300
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Tablo 4.6’de goriildiigii gibi, Piromyces sp. MGLF-5den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Escherichia coli’ a karsi etkili oldugu tespit
edilmistir. AGF’ un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri g6z oniine alinarak (Glikoz,
Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre hem de
Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi Tablo 6 de ayrintili bir sekilde
gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yliksek oldugu karbon Aseton olarak bulunmustur
(8,99+0,554 mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu goriilmiistiir.
3. glinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artig 5. ve 7. giinlerde artmistir. Dikkat ¢eken
kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde edilen 6rneklerde
antibakteriyel aktivite goriilmistiir ve Supernatant SM aktivitenin en yiiksek oldugu karbon
Hekzan (7,33+0,465mm) olarak bulunmustur. Buradan c¢ikarilan sonug¢ antibakteriyel

tiriinlerin hiicresel oldugu sonucuna varilmistir.
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Tablo 4.7. Piromyces sp. MGLF-4’iin Enterococcusfaecalis’ye karsi iirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, - Antimikrobiyal
aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant

Hekzan

3-Giin | 6,01+0,534

Glikoz | 5-Giin | 6,16+0,523
7-Giin | 6,08+0,650

Gin | o
Samanh | 5-Giin i
TGin |

3-Giin | 6,01+0,453

CMC | 5-Giin | 5970427
7-Giin_ | 6,00+0,516

3-Giin | 6,17+0,604
Fruktoz | 5-Giin | 6,20+0,697
7-Giin_ | 6,17+0,523

3-Giin | 6,04+0,462

Ksiloz | 5-Giin | 6,03+0.424
7-Giin | 6,02+0,366

3-Giin | 6,10+0,407

Maltoz | 5-Giin | 6,16=0,669
7-Giin | 6,28+0,724
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Tablo 4.7°de goriildiigii gibi, Piromyces sp. MGLF-5den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Enterococcus faecalis’a karsi etkili oldugu tespit
edilmistir. AGF’ un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri g6z oniine alinarak (Glikoz,
Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3,5 ve 7) hem hiicre hem de
Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziicliler
kullanilarak elde edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi Tablo 7 de ayrintili bir sekilde
gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yliksek oldugu karbon Aseton olarak bulunmustur
(7,68+0,646 mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu goriilmiistiir. 3.
giinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artis 5. ve 7. giinlerde artmistir. Dikkat ¢eken
kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan sadece hekzan ile elde edilen 6rneklerde
antibakteriyel aktivite goriilmiistiir. Buradan c¢ikarilan sonug¢ antibakteriyel {iriinlerin

hiicresel oldugu sonucuna varilmstir.
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Tablo 4.8. Piromyces sp. MGLF-4’tin Staphylococcusaureus subsp. Aureus’ye kars1 lirettigi antibakteriyel etki (Ortalama+St Hata, -
Antimikrobiyal aktivite tespit edilemedi (-*-*

Hiicre Supernatant
Feican | |
3-Giin 6,35+0,672 ‘ ‘
Glikoz 5-Giin 6,25+0,692 ‘ ‘
7-Giin 6,25+0,633 ‘ ‘
Gin | | |
Samanh 5-Giin Sxx ‘ ‘
rGin |+ | |
3-Giin 5,95+0,448 ‘ ‘
CMC 5-Giin 6,00+0,458 ‘ ‘
7-Giin 6+0,519 ‘ ‘
3Gin |+ | |
Fruktoz 5-Giin Sx* ‘ ‘
rGin |+ = | | |
3-Giin 6,15+0,539 ‘ ‘
Ksiloz 5-Giin 6,20+0,637 ‘ ‘
7-Giin 6,03+0,488 “ ‘ ‘
>cin [ | |
Maltoz 5-Giin Skx ‘ ‘
TG | | |
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Tablo 4.8’de goriildiigii gibi, Piromyces sp. MGLF-5den elde edilen farkli
metabolitlerin test mikroorganizmalarindan Enterococcus faecalis’a karsi etkili oldugu tespit
edilmistir. AGF’ un farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri géz oniine alinarak (Glikoz,
Samanli, CMC, Fruktoz, Ksiloz ve Maltoz) farkli giinlerdeki (3, 5 ve 7) hem hiicre hem de
Supernatant Orneklerinden Hekzan, Kloroform, Aseton, Metanol ve Su gibi ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen SM’ lerin antibakteriyel aktivitesi Tablo 8 de ayrintili bir sekilde
gosterilmistir. Hiicresel SM aktivitenin en yliksek oldugu karbon Aseton olarak bulunmustur
(10,11+0,594 mm). Elde edilen sonuglarin fungusun gelisimine paralel oldugu goriilmiistiir.
3. glinlerdeki ekstraksiyonlarin aktivitesindeki artig 5. ve 7. giinlerde artmistir. Dikkat ¢eken
kisim supernatantdan elde edilen ekstraskyonlardan Aseton ile elde edilen Ksiloz ve Fruktoz
da antibakteriyel aktivite goriilmiistiir. Buradan c¢ikarilan sonug¢ antibakteriyel iirlinlerin

hiicresel oldugu sonucuna varilmstir.
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Tablo 4.9. Antimikrobiyal aktivite kontrol grubu (Ortalama degerler- mm)

Patojen Mikroorganizmalar

Hekzan (%699) 0 0 0 0

Aseton (%99,5) 0 0 0 0

Su 0 0 0 0

Rifampin (RA5) 0 20,4 mm 15,2 mm 7mm

o
o

Eritromisin(E15 0 20,1 mm

Gentamisin(CN 18 mm 18,7 mm 14,8 mm 13,5 mm

o

18,4 mm

o
o

Kanamisin(K30

o

Streptomisin 11,7 mm 20 mm 7 mm

l
g
o

Kloramfenikol( 36 mm 30 mm 23,7 mm 22 mm
C30)
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5. SONUC ve ONERILER

Bakterilerde antibiyotik direncindeki hizli gelisme, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi
etmek i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesine yonelik artan bir talep yaratmistir. Bu tez, AGF’
lardan olan Neocallimastix sp. Ve Piromyces sp. orneklerinin antibakteriyel aktivitesine
odaklanmaktadir. Diinyanin her yerinden karasal ortamdan izole edilmis bir¢ok yeni AGF
tiirli bulunmaktadir. Bu ¢alisma AGF’larin patojen bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite
gosterdigi ilk calismalardan bir tanesidir. Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan aneorobik
gut fungus suslarinden elde edilen metabolitlerin biyolojik Olgiim yontemi ile
belirlenmesinde test mikroorganizmasi olarak Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’nin kullanilabilecegini gostermistir.
Ayrica kiiltiir ortamina katilan bazi substratlarin fakli metabolit iiretmesine neden oldugu
icin, calismada kullanilan diger test bakterileri de AGF’ lar tarafindan tiretilen metabolitlerin

belirlenmesinde kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.
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