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CESITLI TATLI SU ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN BAZI MiKROALGLERIN
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AKTIVITELERININ BELIRLENMESI
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Biyoloji, Yiiksek Lisans Tezi, 2019
Tez Danmismant: Prof. Dr. Tuba ICA

OZET

Bu calismada, Kiitahya ilindeki cesitli tatli su kaynaklarindan, kati atik {initesinden ve
mezbaha atik su ¢ikisindan 60 adet su Ornegi toplanmistir. Bu Orneklerden yesil alglerin
(Chlorophyta) izolasyonu yapilmistir. Saf olarak elde edilen 7 alg tiirii (B1, B6, B27, T14, T15,
T16, K3) makroskobik, mikroskobik morfolojilerine gore incelenmis ve molekiiler
karekterizasyonlar1 yapilmistir. Yedi alg tiiriiniin sekans verileri incelendiginde 5 tiir i¢in tani
konulabilmigtir. B6, B27, T14, K3 tiirleri Scendesmus sp., T16 ise Stichococcus bacillaris
olarak identifiye edilmesine karsin filogenetik ¢alismalarin genisletilmesi gerekmektedir.
Izolasyonu yapilan 7 alg tiirii uygun kosullarda s1vi besi ortaminda ¢ogaltilarak etanol, metanol,
kloroform ve su ekstraktalarinin Staphylococcus aureus (ATCC 29213) , Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Candida krusei (ATCC 6258) ve
Escherichia coli (ATCC 25922) tiirleri iizerine antimikrobiyal aktiviteleri, disk difiizyon
yontemi ile belirlenmistir. Zon c¢aplarina gore alg tiirleri degerlendirildiginde B1 ve T16
alglerinin etanol ekstraktlarinin S.aureus tiirline karsi olduk¢a etkili oldugu saptanmigtir.
Metanol ekstratinda . aureus tiriine kars1 en iyi aktiviteyi T16 kodlu alg, kloroform
ekstratinda ise Bl kodlu alg gdstermistir. Bu sonuclara gore yedi alg tiirlinlin gram pozitif
bakterilere karsi etkinligi yiiksek iken gram negatif bakterilere karsi etkinligi zayif olarak
saptanmigtir. Ayrica Choromobacterium violaceum tiirii iizerine alg ekstraktlarinin anti-
cogunluk algilama aktivitesi incelenmis ve etkinligin olmadig1 kanisina varilmigtir. Bu galigma
kapsaminda en iyi sonug alinan T16 etanol ekstraktlarinin hastane orijinli MRSA tiirleri {izerine
olas1 antimikrobiyal etkinligi de arastirilmistir. S.aureus iizerine etkili olan etanol ekstraktinin
MRSA tiirleri iizerine etkisi olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Antibiyogram, Choromobacterium violaceum, Metisilin Diregli
Staphylococcus aureus, quorum sensing, yesil algler.
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SUMMARY

In this study, a total of 60 water samplings were collected from different fresh water
sources, solid waste unit and slaughterhouse waste water outlet in the province of Kiitahya.
Green algae (Chlorophyta) isolation was performed from these samplings. Seven algal species
(B1, B6, B27, T14, T15, T16, K3) obtained in their pure form were studied based on their
macroscopic, microscopic morphologies and later on their molecular characterization was
performed. When the sequence data of the seven algal species were obtained, we will be able to
diagnose five species. Although B6, B27, T14, K3 species were identified as Scendesmus sp.,
and T16 as Stichococcus bacillaris, further phylogenic studies are needed. The isolated seven
algal species were grown in the appropriate liquid medium and the antimicrobial activities on
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Candida krusei (ATCC 6258) and Escherichia coli (ATCC 25922)
species were determined by ethanol, methanol, chloroform and water extracts with disc
diffusion method. When evaluating the algal species according to their zone diameter, ethanol
extracts of B1 and T16 algae were found to be highly effective against S.aureus species. In the
methanol extract, T16 coded algae presented the best activity against S.aureus species, while in
the chloroform extract, B1 coded algae was the most efficient. According to these results, it was
determined that the seven algal species have a high level of activity against gram positive
bacteria while presenting a low level of activity against gram negative bacteria. In addition,
quorum sensing activity detection of algal extracts on C. violaceum was studied and it was
concluded that there was no activity. The antimicrobial activity of the T16 ethanol extracts with
the best result on hospital-acquired MRSA was studied within the scope of this study. It was

determined that the ethanol extract, active on S.aureus, has no effect on MRSA species.

Keywords: Antibiogram, Choromobacterium violaceum, green algae, Methicillin Resistant

Staphylococcus aureus, quorum sensing.



vii

TESEKKUR

Caligmam sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen, tez konumun se¢iminden yapim
asamasina kadar destegini hep hissettigim sevgili danisman hocam Sayin Prof. Dr. Tuba ICA

‘ya tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Deneysel calismalarimda bana maddi ve manevi destegini bir an olsun esirgemeyen
degerli arkadaslarim Ozlem Saniye BAYRAKTAR, Nilay GOREN, Umran ZEREN, Sermin
CEVIRGEN ve Mustafa AGAC” a tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca bana hem maddi hem de manevi olarak destek veren sevgili

aileme goniilden tesekkiir ederim.



viil

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..t v
SUMMARY ...ttt ettt sttt st ettt sb e bt et e b e s bt et e e sb e sbe et et et beennen vi
SEKILLER DIZINT ..ottt X
CIZELGELER DIZINT ...ttt Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......ocoiviiiiiiiieieieiiceieeeeeese e Xiii
L. GIRIS ettt ettt ettt ettt 1
1.1, ALGIETin TariiGeSi. . cecueeeiiieeiiieiiie ettt ettt ettt e st e e e e 2
1.2. Alglerin SIntflandirilmast........ceeveeiieiiiiiiiiieii ittt e 4
1.3. Alglerin Biyokimyasal OZellIKIET . ..........cccoiveuiviuiriieeeeeeeee e 12
1.4, AlGIerin EKOLOJIST ..uuveeieeuiiieeiiieeeiiie ettt ettt ettt s e e e st e et e e sate e e sbbeeeenaee s 14
1.4.1. Alglerin dagilimina etki eden ekolojik faktorler .............cooooiiiiiiiiiniinin 15
1.5. EKONOMIK ONEMIETT ........cvvivivieieeeeeieceeeee et se e ssee e sananesananans 15
1.6. Mikroalglerin Antimikrobiyal Onemi.............cocooiiuiieiiiieceeeeeeeee e 17
1.6.1. QUOTUIM SENSINEZ...ccuriemiiiiieiitieite ettt ettt ettt ite et e st et eesaeeenmeeesaaeesmee e e 20
1.6.2. ANti-QUOTUIN SENSINE ..veeervrireeirirerieieeeriereeeesreeeeereeessereeesssresesssseeesssssessssseessssseees 21
1.7. Alg Tiirlerinde Molekdiler Tant YONtemMIETT ......c.cueeeerierieniinieineeieeieeeee e 23
2. MATERYAL METOD .....oooiiiiiiiiiiititet sttt st 26
2.1 MIBEOM .ot e s s s s s 28
2.1.1. Su 6rneklerinin toplanmasi ve mikroalg tiirlerinin izolasyonu............ccccceeveeee. 28
2.1.2. Alglerin ¢oZaltilmast .......cceeeviieriiieriieeiie ettt sre e e e seree e 28
2.1.3. Alglerin Kurufulmast ........cc.eeouieiiriiiriiiieiienneseceeeesceeee e 29
2.1.4. Alg ekstratlarinin hazirlanmasi..........coccveervieriieeniienie e 29
2.1.5. Alglerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi .........cc.ccocceeeercieriincicncicnens 29

2.1.6. Metisilin direngli S. aureus tiirleri iizerine antimikrobiyal etkinin
degerlendirilmesi «......oc.eeiiiiiiiieie e 30
2.1.7. C. violaceum’ un anti-¢cogunluk algilama (anti-QS) aktivitesinin belirlenmesi....30
2.1.8. Molekiiler KareKteriZasSyomn ..........cccvreeevieeiiirireeriieeesieeeesireeesrreeeseseeeeseseesenneeas 31

BUBULGULAR ...ttt ettt st st sttt s e b e eree e e 32



X

ICINDEKILER (devam)

Sayfa

3.1. Alglerin Makroskobik ve Mikroskobik Bulgulart ...........ccocceveeiiiiiniinninnciiceienicnee 31
3.2. Alg Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Etkinliginin Degerlendirilmesi...........cccccceevvveeenen.. 36
3.3. Metisilin Direngli S. aureus Tiirleri Uzerine Antimikrobiyal Etkinin Degerlendirilmesi 41
3.4. Alg Ekstraktlarinin C. violaceum Uzerine Anti-QS Aktivitesinin Belirlenmesi .............. 41
3.5. Molekiiler KareKteriZaSyomn ........ceecuieeeuieriiieniieeiiesiieeieeeieesteesteesseesseeebeesseeenseesseenns 42

4. TARTISMA SONUC ......eeiitiiitettetee ettt ettt et et e e e s et e bt e bt e bt eteebeeneeeneeeneesneesnnens 46

KAYNAKLAR DIZINT .ottt e et e e et e e et e eeeeeeeeens 51



SEKILLER DiZiNi
Sekil Sayfa
1.1. Chapman ve Chapman, 1973 tarafindan yapilan klasifikasyon ...........ccccecoveveieniieencieencneennne. 6
1.2. Chromobacterium violaceum tarafindan tiretilen N-asil-DL-homoserin laktonun (AHL)
KIMYASAL JAPIST.eeeiiiriiiiiiiieeeiiie et et e et ettt e e ettt e e sttt eeetteeeesbeeeessaeessssaeesassseeesssseennns 22
1.3. C. violaceum tiirlerinde pigment olusumu ve QS molekiillerinin rolii.........c.ccceveervenecnneee 22
1.4. Yesil alglerin tanimlamasinda (Darienko vd. 2015) tarafindan kullanilan tanimlama semasi.
........................................................................................................................................... 24
1.5. Niikleer ribozomal operon tizerinde yer alan gen bOIgeleri. ......ceeevvveevieeeveierie e 25
2.1. T16 numarali algin kat1 ve s1v1 besi ortaminda ¢ogaltilmasi ve etanol ekstraktinin eldesi...30
3.1. B1 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri {izerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (x100)(B), m3N-BBM siv1 besiyerinde iireme (C). ..........cc......... 32
3.2. B6 nolu mikroalg tiiriiniin P49 kat1 besiyeri lizerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ....coeiriiiiiiiiieiciieeeiiee et eree e e e e e 33
3.3. B27 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ..ccc.tiiruiiiriiiiieie et 33
3.4. T14 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri {izerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ....ceiiriiiiriiiieiiieeeiee et 34
3.5. T15 nolu mikroalg tiiriiniin P49 kat1 besiyeri {izerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ..cccuuiiiiiiiiiiieee e 34
3.6. T16 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri {izerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ....coiiiiiiiiiiiiiiiieeeie et 35
3.7. K3 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kati besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (X100)(B). ....coeiiiiiriiiieeiieeeiee et 35
3.8. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin etanol ekstraktlarinin S. aureus (A), E. coli

3.9.

(B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi. ............ 37
Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin metanol ekstraktlarmin S. aureus (A), E. coli

(B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi. ............ 38

3.10. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin S. aureus (A), E.

coli (B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi. .....39

3.11. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin su ekstraktlarinin S. aureus (A), E. coli (B),

E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi. ................... 40



X1

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil Sayfa
3.12. Su 6rneklerinden izole edilen alg ekstraktlarimin MHA besiyerindeki C. violaceum tlizerine

anti-QS aktivitesinin bElTIENMESI. ..oeeiieeiiiiiieiieiiiiiee ettt et e e e e e e arreeeeeeeaees 41



Xii

CiZELGELER DiZiNi

Cizelge Sayfa
1.1. Ana alg gruplarmin ayirt edici OZEIKIETL. .......cceeveiieiiiiriie et 8
1.2. Bazi mikroalg tiirlerine ait biyokimyasal bilesenler (% kuru hiicre agirligi bazinda). ......... 13
1.3. Farkl1 alglerden elde edilen antibakteriyel bilesikler ve etki gosterdikleri bakteriyel

PALOJETUET ..ttt ettt sttt e b e bbbt et ettt et ettt et eanes 19
1.4. DNA bazl tiir stmiflandirmasi ve / veya temel algal gruplarindan yesil alglerde barkodlama

icin kullanilan ana mMarkirlar............ccoeoiiioiiirieeiie e 25
2.1. Su orneklerinin alindigi bolgeler ve Koordinatlart. ..........cceeevveevieeecieerieeiie e evee e 26
2.2. Antimikrobiyal ve anti-QS aktivitenin belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar. .....26
3.1. Antimikrobiyal etkinlikte Zon ¢aplart. ...........ccocoieriiiiiiiiiiiie e 36
3.2. Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina kars1 gosterdigi

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

antimikrobiyal ve antifungal aktiVite. .........ccoeeiiiiriiieiiiiieieiie et 37
Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi gosterdigi
antimikrobiyal ve antifungal aktivite. ..........coooeeiiiiiiiiiiiii e 38
Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi gosterdigi
antimikrobiyal ve antifungal aktiVite. ..........coeeviiiiiiiiiiiiii e 39
Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina kars1 gosterdigi
antimikrobiyal ve antifungal aktiVite. .........cceeecviiereiiieiiiie e 40
Izole edilen algerin mikroskobik morfolojileri, molekiiler karekterizasyonu amaci ile

yapilan sekans verileri ve bu degerlendirmeler dogrultusunda olast tiir isimleri................. 42



Simgeler
CO,

NaCl

N

P

S

K

Ca

Mg

Si

CaCOs3
NaNO;
CaClL2H,O
MgSO47H,0
K>HPO4
KCl
NH4NO3
KH,PO4
BaCl,
H,S04

ml

g

ul

nm

rpm
Kisaltmalar
QS

QQ

Rp

Pd

An

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama
Karbondioksit

Sodyum kloriir

Azot

Fosfor

Kiikdirt

Potasyum

Kalsiyum

Magnezyum

Silisyum

Kalsiyum karbonat

Sodyum Nitrat

Kalsiyum Kloriir di Hidrat
Magnezyum Siilfat heptaHidrat
Potasyum monoHidrojen Fosfat
Potasyum Kloriir
Amonyum Nitrat

Potasyum diHidrojen Fosfat
Baryum Kloriir

Siilfirik Asit

Mililitre

Gram

Mikrolitre

Nanometre

Dakikadaki Devir Sayisi
Aciklama

Quorum Sensing

Quorum Quenching
Kromatografisi
Plazmodezma

Anteridyum

X1il



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devam)

Kisaltmalar Aciklama

Gk Geng Karpogon

Kt Korteks Tiipi

Yk Yasl Karpogon

Kh Korteks Hiicresi

Kro Kromatofor Onden Géoriiniis
Kry Kromatofor Yandan Goriiniis
Kr Kromatofor

M Miisilaj

P Pirenoid

CS Ceper Siisii

DK Dis Kabuk

K Kabuk

Kr Kromatofor

Ks Kabuk Siisii

Ks Kusak Seridi

Mh Miisilaj Halkast

N Nukleus

Pk Plazma Kopriisii

Rf Rafe

Yd Yag Damlasi

Bc Bazal Cisim,

BO Boyuna Oluk

EO Enine Oluk

Po Por

St Stigma (G6z Noktasi)

v Vakuol

EPA Eikozapentaenoik Asit
PUFA Coklu Doymamis Yag Asitleri
AHL Agil Homoserin Laktonlar

MRSA Metisiline Direncli Staphylococcus aureus

Xiv



1. GIRIS

Algler, dis goriiniisleri bakimindan tek hiicreli mikroskobik formlardan birka¢ metre
boya kadar degisik morfolojilerde bulunabilen, genellikle sucul habitatlarda ¢ok genis bir
yayllma gosteren (okyanuslar, nehirler, tatli su golleri, ¢aylar, dereler, kutup golleri, su
birikintileri vb.), ototrof, fotosentetik gogunlukla dkaryotik canlilardir (Pereira ve Magalhaes,
2014). Ayrica hayvan ve bitkilerle simbiyotik yasayabilirler (Giimiis, 2006; Cirik ve Cirik,
2011). Algler primer d{iretici canlilardir ve besin zincirinin temel taglarindan birini

olusturmaktadirlar (Cirik ve Cirik, 2011).

Algler bitkiler gibi fotosentez yapabilirler ve depo bilesenlerini olusturabilirler. Ayrica
cevrelerindeki predatdrlere veya parazitlere karsi savunma mekanizmalar1 da vardir. Ancak tim
bunlara ragmen algler de bitkilerde oldugu gibi kok, gévde ve yaprak benzeri yapilar mevcut
degildir. Vejetatif hiicre yapisi bakimindan da algler bitkilerden ayrilmaktadir (Van den Hoek
vd., 1995; Rajan, 2001; Barsanti ve Gualtieri, 2006; Graham vd., 2009).

Dogada yasayan birgok canlinin kendine ait bir savunma sistemi vardir. Baz1 bakteriler,
mantarlar ve bitkiler bu savunma sisteminde gdrev alan antimikrobiyal bilesikler iiretirler.
(Rauha vd., 2000). Mikroalglerde de bulunan bu antimikrobiyal bilesikler sayesinde insanlarin
yararina olabilecek alanlarda bu 6zellikten yararlanilmaktadir (Yoldas vd., 2003). Son yillarda
mikroalgler iizerine gerceklestirilen calismalarda mikroalglerden elde edilen molekiillerin
antibiyotik, antiviral, antikanser, antifungal, antibakteriyal, antiinflamatuar etkilerinin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmalar arasinda hipokolestrolemik, enzim inhibisyonu ve diger
baz1 farmakolojik etkilerin de oldugu goriilmistiir. Bu dogal iirlinlerin tespit edilmesiyle ilag
sanayinde hammadde olarak kullanilmis ve bununla birlikte sentetik molekiillerin yapiminda da

yapisal bir molekiil olarak tercih edilmistir (Quinn vd., 1993).

Giliniimiizde antibiyotik direnci énemli bir halk sagligi sorunudur. Mikrobiyal direng,
mikroplarin hava kosullari, yiyecek, oksijen veya su mevcudiyeti veya bir antimikrobiyal ilacin
varligr gibi bir etkiye verilen dogal biyolojik tepkisidir. Yeni bir antibiyotik smifi
kullanildiginda, ilk basta etkilidir, ancak kendine 6zgli veya edinilmis bir diren¢ mekanizmasina
sahip olan bakteri popiilasyonlarinin kiigiik bir kisminin hayatta kalmasi i¢in yeterlidir (Walsh,
2003). Antibakteriyel direng, farkli mekanizmalar ile gelisebilir. Baz1 mikroorganizmalar birkag
mekanizmay1 barindirarak birden ¢ok ilaca direngli olma potansiyeli tasirlar. Birden ¢ok ilaca
direngli Gram negatif enterik bakterilerin olusmasi1 hem nozokomiyal, hem toplumdan kazanilan

infeksiyonlarin yonetiminde biiyiik bir problem olusturmaktadir (Sar1, 2005).



Bir mikroorganizmanin herhangi bir yolla insan veya hayvan viicuduna girip yerleserek
cogalmasina enfeksiyon denir. Enfeksiyon ya da infeksiyon; enfeksiyoz hastalik, intaniye,
bulasim olarak da bilinir. Hastalik yapict herhangi bir yolla insana ge¢me 0&zelligindeki
mikroplarin veya parazitlerin viicuda girmesiyle ortaya ¢ikan hastalik tablosudur. Bu hastaliklar,
bir bireyden digerine veya bir tiirden digerine gecebilmelerinden dolayi, genellikle bulasici
hastalik olarak tanimlanirlar ve tibbin enfeksiyon hastaliklar1 dalinda incelenirler

(https://www.tech-worm.com/enfeksiyon-nedir-enfeksiyon-hastaliklari-nelerdir/).

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi aktivitelerinin olmasinin yaninda
kendi aralarinda iletisim kurabilmelerini saglayan bir sistem bulunmaktadir. Bu iletisim kurma
becerileri sayesinde ortamdaki degisimlere ayak uydurabilme 6zelligi kazanmaktadirlar. Sahip
olduklari bu mekanizma ¢ogunluk-yeterlilik algilama olarak Quorum sensing (QS)
bilinmektedir ve mikroorganizma i¢in bir¢ok durumda gen ekspresyonu ve bakteriler arasi
fonksiyonal koordinasyon i¢gin 6nemli bir rol oynamaktadir (Henke ve Bassler, 2004; Bassler ve
Losick, 2006; Gonza’lez ve Keshavan, 2006; Gera ve Srivastava, 2006). QS sistemi kiiciik
sinyal molekiillerin gorev aldigi ve bu molekiillerin konsantrasyonunun onemli oldugu bir
iletisim yoludur. Bu konsantrasyonun durumu ortamdaki hiicre yogunluguna bagl degiskenlik
gostermektedir. Bu sayede bolgedeki mikroorganizma igin bazi genlerin ekspresyonu
diizenlenmis olmaktadir (Dong ve Zhang, 2005; Waters ve Bassler, 2005; Gonza’lez ve
Keshavan, 20006).

Glniimiizde gergeklestirilen ¢aligmalarda mikroorganizmalar1 kontrol altina almak igin
pek ¢ok calismanin yapildigi gorilmektedir. Ancak kullanilan bazi  yontemler
mikroorganizmalarin da bir direng mekanizmasi kazanmasina yol agmaktadir (Wopperer vd.,
2006; Garcia-Aljaro vd., 2008). QS sistemini engellemek iizere olusturulan bir yaklasim olan
“Quorum Quenching (QQ)”, mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini bozarak onlarin etkili bir
sekilde kontrol altina alinmasini kolaylastiran bir sistemdir (Uroz vd., 2009). Bu c¢alismada da
mikroalglerin antimikrobiyal aktivitesi ve anti-cogunluk algilama sistemlerinin ortaya

konulmasi1 amaglanmaktadir.
1.1. Alglerin Tarihgesi

Algler diinya iizerindeki en eski yasam formlarindan biri olarak kabul goren canlilar
olarak ifade edilmektedir. Baska bir ifadeyle algler, birincil fotosentetik pigment olarak klorofil-
a’ya sahip olan ilkel bitkiler olarak da tanimlanmaktadir (Dragone vd., 2010; Brennan ve
Owende, 2010). Siyanobakteriler bundan yaklasik 3,5 milyar yi1l oncesine uzanan bir siire¢

icerisinde diinya iizerinde var olmaya baslamislardir. Giinlimiize kadar uzanan bu tarihsel
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stirecte insanlar tarafindan ilag ve gida gibi ihtiyaglarin giderilmesi i¢in kullanilmistir (Sukatar,
2002). Alglerle ilgili onlardan faydalanan ilk kisi M.O. 2700°lii yillarda Cin Imparatoru Kral
Shen Nung’tur. Daha sonralar1 uzak dogu iilkelerinde denizden elde edilen algler gida ve
saglikta kullanilmaya baslanmistir. Kozmetik olarak kullanimmin ilk basladigi zamanlar ise
Roma Imparatorlugu dénemine dayanmaktadir. Kozmetik sektoriinde pigment olarak
kullanilmasi Roma déneminin krallarindan olan Heros ve Virjil zamaninda gergeklesmistir

(Cirik, 1981).

Alglerle ilgili kiiltiir ¢alismalarina dayanan ilk yayinlanan raporlar 1850’11 yillarda
Ferdinand Cohn’a aittir. 1890 yilina gelindiginde ise alglerle ilgili ilk saf kiiltiir yapilmistir.
Siyanobakteriler iizerine yapilan bu c¢alisma mikrobiyolog Beijerinck tarafindan
gerceklestirilmistir (Anderson, 2005). Mikroalgal biyoteknolojik calismalarin baslamasi ise
gectigimiz yiizyilin ortalarina dayandigi belirtilmektedir. 1950°1i yillarda insanlar mikroalgleri
protein kaynagi olarak kullanmaya baglamislardir. Boylece ticari olarak biiyiikk o6lgekli
gergeklestirilen ilk alg kiiltlirii (Chlorella) 1960’1n basinda Japonya’da yapilmistir. Daha sonra
algler lizerine gergeklestirilen calismalar hiz kazanmis ve Meksika’da bir gélde mikroalg {iretim
tesisi kurulmustur (Borowitzka, 1999). Mikroalgler iizerine yogun kiiltiir caligmalar1 atik sular
lizerinde gerceklestirilmis ve alglerden enerji elde edilmesi amaglanmistir (Oswald ve Glueke,
1960; Oswald ve Golueke, 1962; Oswald, 1963; Negoro vd., 1991). Alglerden enerji iiretme
caligmalar1 ilk olarak ihtiyagtan dolay1 baslamistir. Bu ihtiya¢ 1973 yilinda petrol krizinin
yasanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Nagle ve Lemke, 1990;Spolaora vd., 2006). Meydana gelen bu
kriz sonrasinda bir aragtirma ve miithendislik firmasi alglerden lipid iiretilmesi i¢in ilk adimlarim
atmigtir (Williams ve Laurens, 2010). Daha sonra gergeklestirilen arastirmalar sonucunda
alglerden elde edilen biyoyakitin geleneksel yakitlara alternatif olacak bir enerji kaynagi oldugu
goriilmiistiir. Ancak bu yakitin iiretilmesinin mali bilangcosu 1990’11 yillarin petrol fiyatlariyla
gbz Oniinde bulunduruldugunda, o zamanda uygulanabilir olmadig1 goriilmiistiir (Williams ve
Laurens, 2010; Xu ve Mi, 2010). Nitekim, biyoyakit olarak kullanilmasa da, alglerin
biyolojileri, tiir se¢imi ve biiyilk Olgekte kiiltiire edilme ¢alismalarinda ilerlemeler

kaydedilmistir (Williams ve Laurens, 2010).

Son yillarda alglerle ilgili caligmalarin biyodizel iiretimi iizerine gerceklestirildigi
goriilmektedir. Biyokiitle bazli biyodizel iiretiminin 6n plana c¢ikmasimin &nde gelen
sebeplerinden biri ise, Diinya atmosferinde birikmis sera gazlarimin azaltilmasi olarak
goriilmektedir. Mikroalgler biiyiimek i¢in atmosferdeki mevcut CO,’ye ihtiya¢ duymaktadirlar.
Bitkilerle karsilagtirildiginda da algler sera etkisinin temel kaynagi olan CO»’yi oldukea yiiksek

Oziimseme kabiliyetine sahiptirler. Boylece alglerin kiiresel 1smmmanin dniine gegilmesi adina



bliyiikk katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Serbest haldeki CO,’nin yaninda baca
gazlarindan salinan CO,’nin de 6ziimsenmesi agisindan algler tercih edilmektedir. Alglerin hem
kiiresel 1sinmay1 6nleyecek hem de alternatif bir enerji kaynagi olarak kullanilabilecek olmasi

cevreye ve insanliga biiyiik faydalar saglayacag diisiiniilmektedir (Say vd., 2010).

Molekiiler biyolojideki ilerlemeler ile beraber algler iizerine yapilan calismalarda
biyoiiriin liretimi artmistir. Mikroalglerin biyoproses faktorlerindeki degisimler (sicaklik, pH,
151k, karbon kaynagi, niitrient vb.) biyokiitle ve spesifik biyoiiriin iiretimlerini artirmada olduk¢a
yarar saglamistir (Williams ve Laurens, 2010; Mercer ve Armenta, 2011). Yine son yillarda
mikroalg biyokiitlesinin biyoyakit elde etmek amacryla {iretimi, alglerin yiliksek fotosentez
yapma kapasitesi, diigiik karasal alan ihtiyaci, ileri teknoloji gerektirmeyen sekilde biyodizele ve

yakma gazina gevrilebilmesi 6nem kazanmistir (FAO, 2009).

Alglerin; yaralanmalarda, bagigiklik sisteminin dengelenmesinde, yiiksek atesi
diigiirmede, kan dolasiminin diizenlenmesinde, ve kolesterolii diistirmede kullanildigi
bilinmektedir (Tanka vd., 1969; Takagi vd., 1975; Meenakshi vd., 2012). Yapilan aragtirmalar
sonucu 30 alg tiiriiniin bagisiklik sistemini diizenleyici etkisi saptanmistir. Bu aragtirmalarin en
etkileyici unsuru; her tiiriin bircok patojene karsi olan antiviral 6zelligidir. Alglerin eczaciliktaki
baglica 6nemli kullanim alanlar1 fikokolloidleri sebebiyledir (Brownlee vd., 2005). Polisakkarit
yapidaki fikokolloidler higroskopik ozellikleri nedeniyle jellestirici, stabilize edici ve
kalinlastirict etki gosterirler (Zhou vd., 1993). Alglerden elde edilen aljinatlar ila¢ sanayinde
hammadde veya yardimci madde olarak kullanilir. Bu amagla; bazi etken maddelerin (insiilin,
antibiyotik, hormon, vitamin gibi) enjektabl ve oral ila¢ formlarinda, yag ve mumlarin sulu
cozeltilerinde, tabletlerde dolgu maddesi olarak, yagl kremlerin stabilitesinin saglanmasinda,
losyon, pomat, sabun, sampuan, dis macunu ve pastil yapiminda, bagirsakta ¢oziinen ilag
formlarmin kaplanmasinda kullanimlart mevcuttur. Aljinatlar; flaster, sargi ve bandajlarin ana
maddesini olusturmaktadir (Guner vd., 1989; Giimis, 2006). Sargassum natans tiriic Kuzey
Amerika’da emiilsiyon formunda ilaglarin hazirlanmasinda kullanilan baglica alglerdendir

(Hoppe vd., 1979).
1.2. Alglerin Sitmiflandiriimasi

Okaryotik algler, tek bir evrim soyundan tiireyerek gelmedigi diisiiniilen ve bundan
dolay1 tek monofletik bir grup olarak goriilmeyen canlilardir. Plastid organeli ele alindiginda,
Okaryotik alglerin fotosentez kabiliyeti olmayan protistler (ptotista ve su mantarlar1 gibi) ile
karsilastirildiklarinda kesin bir ayrimi bu organel sayesinde elde ettikleri goriilmektedir. Bundan

yaklasik 2 milyar y1l dncesinde fotosentetik olmayan bir dkaryotun siyanobakteri yutmasi ve



besin olarak pargalayip sindirmek yerine onu hapsetmesi ile sekillendikleri diisiiniilmektedir.
Zamanla devam eden bu siire icerisinde hiicre i¢ine hapsolmus siyanobakteriler kloroplasti
meydana getirmistir. Hiicre boliinmesi ile senkronize olmus kloroplast bdliimii, bu esnada ¢esitli
genlerin aktarilmasi ve sitozol igerisinde optimize olmus biyokimyasal reaksiyonlarla birlikte
plastidin yapist ve pigmentasyonunda (klorofiller, karotenoidler) da degisimler meydana
gelmistir (Andersen, 2013). Bu sekilde varoldugu diisiiniilen fotosentetik 6karyotlardan tatli su
alglerinin, sayisiz form ve ebatta onlarca, belki de yiiz binlerce tiirii ve her yerde

bulunabilmektedirler.

Alglerin baz1 yapisal ve fonksiyonel ozellikleri temel aliarak cesitli siniflandirma
calismalar1 yapilmistir (Fritsch, 1965; Chapman ve Chapman, 1973) (Sekil 1.1). Alglerin primer
siiflandirmasinda ana kriterler pigmentasyon, biyokimyasal Ozellikler ve flagella gibi
organellerin  yapisindaki farkliliklardir. Biyokimyasal ozellikler arasinda depolama
polisakaritleri, hiicre duvarlarinin kimyasal bilesenleri, karakteristik steroller yer almaktadir
(Cizelge 1.2). Algler yapisal olarak prokaryotik (mikroalg) ve Okaryotik (makroalg) olmak
tizere iki biliyiik gruba ayrlirlar. Prokaryotik algler “Mavi-yesil algler (Cyanophyta)” olarak
bilinirler. Okaryotik algler ise kamg1 tagimalarina veya pigmentasyonlarina gore; Kahverengi
algler (Phaeophyta), Kirmiz1 algler (Rhodophyta), Yesil algler (Chlorophyta), Diyatomeler
(Chrysophyta) ve Kamgili algler (Flagelleta) olarak siniflandirilmaktadir (Bowen, 1966; Gamal,
2010, Cirik ve Cirik, 2011). Taksonomistler arasinda siniflarin sayist ve bilesimi ile ilgili
onemli bir anlagmaya varilmasma karsin bu smiflarin gruplara ayrilmasiyla ilgili goris
ayriliklan yaganabilmektedir. Baz1 aragtirmacilar ise algleri, sahip olduklar1 kloroplast i¢i ve dis1

flagella ile iligkili ve iliskisiz g6z lekelerine gore de gruplandirmiglardir.



Division Class
PROCARYOTA CYANOPHYTA CYANOPHYCEAE
(blue-green ‘algae”)
EUCARYOTA I. RHODOPHYTA RHODOPHYCEAE
(red algae)
2. CHLOROPHYTA CHLOROPHYCEAE
(green algae) PRASINOPHYCEAE
(temporary name)
CHAROPHYCEAE
3. EUGLENOPHYTA EUGLENOPHYCEAE
(Euglenoids)
4. CHLOROMONADQOPHYTA* CHLOROMONADO-
{(Chloromonads) PHYCEAE
5. XANTHOPHYTA* XANTHOPHYCEAE
(yellow-green algae)
6. BACILLARIOPHYTA BACILLARIOPHYCEAE
(diatoms)
7. CHRYSOPHYTA CHRYSOPHYCEAE
(golden-brown algae) HAPTOPHYCEAE
(temporary name)
8. PHAEOPHYTA PHAEOPHYCEAE
(brown algae)
9. PYRRHOPHYTA DINOPHYCEAE
(dinoflagellates) DESMOPHYCEAE
10. CRYPTOPHYTA CRYPTOPHYCEAE
(Cryptomonads)

Sekil 1.1. Chapman ve Chapman, 1973 tarafindan yapilan klasifikasyon (Chapman ve
Chapman, 1973).

Glinlimiizde molekiiler ¢alismalar sagladiklar pek ¢ok yararlarla birlikte filogenetik
analizlerin anlagilmasinda da 6nemli katkilar saglamistir. Buna ek olarak ¢oklu gen analizleri ve
genomik/proteomik analizleri sayesinde siniflandirmada en yakin akraba gruplarimin
belirlenmesinde yardimci olmustur (Baldauf, 2003, Hackett vd., 2007; Reeb vd., 2009; Baurain

vd., 2010; Burki vd., 2010; Green, 2011).

DNA dizilerinin belirlenmesi; tiirlerin tanimlanmasi (DNA barkodlama), tiirlerin
smiflandirilmas1 (DNA taksonomisi) konularinda geleneksel tiir diizeyinde taksonomilere
alternatif olabilmekte ve kolaylik saglamaktadir. DNA barkodlama c¢alismalarinda kisa DNA

sekanslarinin analizi veya ¢ok lokuslu veri analizleri kullanilabilmektedir (Roe vd. 2010).

Mikrobiyal 6karyotik topluluklarin tiir gesitliligi arastirmalarinda, niikleer kiigiik alt
iiniteli ribozomal RNA geni (SSU veya 18S rDNA) kismen de olsa giivenli sonuglar
vermektedir. (de Vargas ve digerleri, 1999; Moon-van der Staay ve digerleri, 2001; Not ve
digerleri, 2012). Ayrica niikleer rDNA’nm Internal Transcribed Spacer (ITS) gen bolgelerine
dayal1 sekans analizlerinin de mikroalg tiirlerinin filogenetik analizi igin bir belirte¢ olabilecegi
bildirilmektedir (Van Der Strate vd., 2002; Lundholm vd, 2006; Gile vd, 2010; Proschold vd,
2011, Leliaert vd, 2014). Coklu gen lokusu taramalar1 (rbcL- large subunit of Rubisco geni,



ITS ve tufA- elongation factor geni gibi ), bazi yesil algler i¢in DNA barkod isaretleyicisi
olarak kullanilabilmektedir. Filogenetik calismalar, farkli yontemlerle; LSU rRNA bazinda,
LSU ve SSU rRNA birlestirilmis dizi hizalamalarina dayanarak da yapilabilmektedir. LSU,
niikleer genomdaki ribozomal kiimeler halinde diizenlenmis ard arda dizilmis tekrarlardan
olusan rDNA gen kompleksinin bir parcasidir . Filoloji temelli arastirmalarda LSU rDNA
kullanilabilir, ¢iinkii yiiksek oranda korunan dizilim ile ayirt edici gii¢ saglar (Uzun vd., 1980).



Cizelge 1.1. Ana alg gruplarinin ayirt edici 6zellikleri.

P . K last d Tilakoid Nisasta b i
Boliim (Division) Alg grubu Fotosentetik pigmentleri® meolfl?)‘:';:lar:s b:r;k(:::likleri r;zS::V?ereﬂZel‘l Dis Kihif Flagella
Cyanophyta Siyanobakteriler chl a, PE, PC, APC 0 0 Siyanofisin Peptidoglikan 0
. Galaktoz polimer
Rhodophycophyta Kirmizi alg chl a, PE, PC, APC 2 0 Floridan matriksli duvar 0
Chlorophycophyta Yesil alg chla, b 2 2-6 Gergek Seliilozik duvar 0- yada daha ¢ok
Euglenophycophyta Euglenoid alg chla, b 3 3 Paramilon Pellicle, lorica 1-2
i hla, ¢, c,, diadinoksantin, . . o .
Xanthophycophyta Ksantofit (sart yesil)  chla, ¢, c sladmoksantin 4 3 Krizolaminarin Seliilozik duvar 2 esit olmayan
alg heteroksantin,
. L chl a, violaksantin, . . wy . .
Ochrophyta Ostigmatofit . . 4 3 Krizolaminarin Seliilozik duvar 1 -2 esit olmayan
vaukeriaksantin
Krisofit (Sari- . . - . .
Chrysophycophyta kahverengi) alg chla, ¢, c, ¢, fukoksantin 4 3 Krizolaminarin Lorika 2 esit olmayan
. chl a, ¢, c,, c3 fukoksantin, . . Silisli olmayan .
Haptophyta Haptofit alg diadinoksantin, 4 3 Krizolaminarin 2 esit + haptonema
Chrysophyta Sinurofit alg chla, ¢, c, c, fukoksantin 4 3 Krizolaminarin Silisli 2 esit olmayan
R . chla, ¢, c,, ¢, fukoksantin, . . ST .. .
Bacillariophycophyta Diatom diatoksantin, diadinoksantin 4 3 Krizolaminarin Silisli frustiiller 1 (nadiren)
Pyrophycophyta Dinoflagellatlar chl a, c,, peridinin 3 3 Gergek Seliilozik teka 2 esit olmayan
. chl a, c,, PC or PE, . .
Cryptophycophyta Kriptomonadlar alloksantin 4 2 Gergek Periplast 2 esit
Phaeophycophyta Kahverengi alg chla, ¢, c,, c3 fukoksantin 4 3 Laminarin Alginat matriksli 2 esit olmayan

Duvar

Enine + boyuna

b chl=chlorophyll (vesil), PE=phycoerythrirt (kirmizi), PC=phycocyanin (mavi), APC=allophycocyanin (mavi), fucoxanthin and peridinin (sari-kahve).




Siyanobakteriler veya mavi-yesil algler, en eski alg grubudur. Bu alg tiiriiniin
siiflandirmasi ilk yillarda sadece morfolojik Ozelliklerine goére yapilmistir (Geitler, 1932).
Bununla birlikte, hem elektron mikroskobu hem de molekiiler filogenetik analiz, geleneksel

morfolojik gruplarin monofiletik gruplar olmadigim gdstermistir (Andersen, 2013).

Yesil alglerin sistematigi incelendiginde bu smifin {iyelerinden bazilarinin serbest
yasayan flagellatlar oldugu, tek hiicreli ya da kolonilerden meydana geldigi goriiliir. Digerleri
kokkoid veya palmelloit’ tir, hareketsizdirler. Geriye kalan digerleri filamentli veya sifonludur.
Sinifin flagellal tiyelerinde hiicre glikoprotein bir zarfla cevrilmistir. Flagellasiz formlarda
polisakkarit duvar vardir. Bazi kokkoid ve flagellali tiirler ise selilloz bulundurur.
Chlorophyceae sinifi igerisinde 2650 tiirii iceren 355 kadar cins bulunmaktadir. Tiirlerin biiyiik
cogunlugu tath sularda yasar, ¢ok sayida karasal formlar1 ve deniz ortamlarinda da yasayanlar
vardir (Baydar, 1979). Yesil algler a ve b klorofillere sahiptir. Depolama iiriinii tipik olarak
nisastadir. Yesil algler iki gruba ayrilir: Chlorophytes ve Charophytes. Onceleri ultrastriiktiirel
ozelliklere dayanarak tanimlanmakla birlikte (Pickett-Heaps ve Marchant, 1972; Mattox ve
Stewart, 1984; Stewart ve Mattox, 1984), su anda gen dizisi verileri, kloroplast ve niikleer

genom verileri ile tan1 desteklenmektedir (Timme ve Delwiche, 2010).

Kirmiz1 algler, klorofil a ve yiginlanmamis tilakoid membranlarin yiizeyinde bulunan
fikobilizomlar (allofikosiyanin, fikosiyanin ve fikoeritrin ile pigment kompleksleri)
icermektedir. Kirmiz1 algler yasam dongiilerinde hem flagella hem de sentriolii eksik olan
Okaryotlar arasinda tektir. Kirmizi algler iizerine yapilan calismalar onlarin ¢ok ¢esitli
olabildiklerini gostermistir (Yoon vd., 2006). A¢ik okyanuslarda cesitlilik gosterebilen dev
kelpler ve diinyanin her yerinde bulunabilen diatomlarin da dahil oldugu gruptur (Yang vd.,
2012). Heterokont’lar diinya lizerinde en yaygmn grup olarak degerlendirilmektedir. Ayrica
kendi igerisinde alt gruplara da ayrilabilen bu grup, bir¢ok alg tiiriinii barindirmaktadir (Sekil
1.1.) (Yang vd., 2012). Dinoflagellatlar hem tatli sularda hem de tuzlu sularda yasayan
organizmalardir. Flagellalar1 sayesinde hareket edebilme 6zelliginde olan bu algler fotosentetik,
heterotrofik ve miksotrofik olarak yasamlarini siirdiirebilirler (Smayda ve Reynolds, 2001).
Haptofitler neredeyse sadece deniz ve aci su organizmalaridir. Cogu tiiriin, alisgilmadik bir
eklentisi vardir - haptonema — ve yiyecek yakalamak icin kullamlabilir (Patil vd., 2007). Baz1
haptofitler, kokkolit denilen kalsiyum karbonat pullarim1 iiretir ve bu nedenle bu gruba

Kokkolithores denir (Francois vd.,, 2002; Balch vd., 2010).

Cryptophytes’ler kirmizi, kahverengi ve yesil (nadiren mavi) tath su ve kiy

denizlerinde ¢ok yaygindir. Sira dis1 dzelliklere sahiptirler. Ornegin, niikleomorf, sekonder bir
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endosimbiyozdan kalan indirgenmis bir ¢ekirdektir, bir veya her iki flagella bipartit tiibiiler
yapiya sahiptir ve hiicre, 6zel plakalardan olusan bir periplast ile kaplanir. Fotosentezde
kullanilan 15181 toplamak igin klorofiller a ve c¢'nin yani sira fikobilinleri kullanirlar; fotosentetik
depolama {iriinii nisastadir. Son filogenetik ¢alismalar, kriptofitlerle haptofit arasinda molekiiler
bir iligki oldugunu gostermektedir; Bununla birlikte, morfolojik ve biyokimyasal olarak, iki
grubun ortak noktalar1 azdir. Euglenoid ler, biiyiik 6l¢iide su birikintileri, batakliklar, goletler,
goller ve nehirlerde yasayan tath su tiirleridir; amonyak veya iire icerigi yiiksek sularda bol
miktarda bulunurlar. Fotosentetik Euglenoidler, evrimsel olarak tripanozomlar ve diger paraziter

organizmalar ile iligkilidir (Andersen, 2013).

Chlorarachniophytes’ler, ozellikle kiy1 sularinda meydana gelen kiiglik bir deniz
yosunu grubudur. Chlorarachnion ve Gymnochloris amoeboid organizmalardir (McFadden vd.,

1997).

Kloroplast, dkaryotik alglerin baskin organelidir. Tabaka benzeri tilakoid ve fotosentez
icin 151k yakalayan zara bagli pigmentleri icerir. Tilakoid diizenegi algal gruplar arasinda
farklilik gosterir. Ornegin, Charophyceae’ de plastidler bitki kloroplastlarina benzer ve farkl
granalara (tilakoid yigmlarina) sahiptir; haptofit plastidler, li¢ tabaka benzeri tilakoid' den
olusan lamellere sahiptir. Heterokont plastidler haptofitlere benzer, ancak tabaka benzeri
lamelleri ¢evreleyen dis keseye benzer bir kusak lameline sahiptir. Bircok plastid bir pirenoide
sahiptir. Pirenoid, Calvin fotosentez dongiisiinde yer alan baskin protein olan RuBisCO'nun
(ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz) bulundugu yerdir. Yesil algler, plastidin iginde
nisasta taneciklerine sahiptir, ancak diger tiim algler i¢in karbonhidrat veya lipit depolanmasi,
plastidin disindadir (Ball vd, 2011). Lipid cisimleri de yaygindir ve goriiniimleri genellikle
alglerin fizyolojik veya cevresel kosullar ile ilgilidir, 6rnegin, hiicreler yiiksek 1sik stresi veya
besin acligr altindayken lipid cisimlerinin sayis1 ve biiyiikliigli artar. Kloroplast, kendi
DNA'sini, tipik olarak dairesel kromozomlari igerir; bununla birlikte, DNA sadece az sayida

geni kodlar ¢iinkii ¢cogu gen ¢ekirdege aktarilmistir (Green, 2011).

Mitokondri ¢esitliligi de algler arasinda hayvanlar ve bitkilerden daha fazladir. Yesil ve
kirmizi algler bitki veya hayvanlarinki gibi diizlestirilmis mitokondriyal kristaya sahiptir.
Bununla birlikte, oglenoidler disk benzeri kristaya sahiptir ve haptofit, heterokont ve

dinoflagellat algleri tiibiiler seklinde kristaya sahiptirler (Shiflett ve Johnson, 2010).

Birgok alg cekirdegi bitkilerde veya hayvanlarda bulunanlara benzer; ancak onemli

farkliliklar1 vardir. Tipik 6glenoid ¢ekirdek her zaman yogunlastirilmis kromozomlara sahiptir
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ve dinoflagellatlarda ¢ekirdek, gorsel olarak bir sikke yiginina benzeyen benzersiz

kromozomlara sahiptir (Lee, 2008; Graham vd., 2009).

Golgi aygit1 ve endoplazmik retikulum gibi organeller genellikle diger okaryotlarda
bulunanlara benzerdir. Algler, bu organelleri, organik, silikat veya kalsiyum karbonat pullarmin
yam sira flagella ve diger yapilari iiretmek icin kullanir. Okaryotik hiicreler bir veya daha fazla
tip vakuol igerebilir. Sert ve komple hiicre duvarlarma sahip hiicreler genellikle tipik bitki
vakuoliine benzeyen bir vakuole sahiptir ve vakuol, sirayla hiicre ve organizmal sertligi koruyan
pozitif bir ozmotik basinci muhafaza etmek igin islev goriir. Bazi organizmalar, ozellikle
heterokont algleri, depolama firiinleri veya ozellikle stres altindaki subseliiler kompartmanlarin
bozulmasindan veya yeniden sekillendirilmesinden tiiretilen yan iriinler icin vakuolleri

kullanirlar (Andersen, 2013).

Flagellalar, alglerin hareket edebilmesini saglayan organellerdir (Manton ve von Stosch,
1966). Birgok algteki temel flagellum gelistirilmis veya degistirilmistir (Andersen ve digerleri,
1993). Flageller yapilar hareket yoniinii degistirir, yani flagella mevcutsa hiicre ileri dogru yiizer
(Sleigh, 1989). Flagellum hiicrenin i¢indeki bazal gévdeyi olusturmak i¢in bir gegise ugrar ve
bazal govdeler mikrotubiiler ve lifli koklerle tutturulur. Bu yapilar sirayla hiicre iskeletini
olusturur veya buna baglanir (Andersen vd., 1991; Moestrup, 2000). Flagella da bir olgunlagma
stirecinden gecer. Bir flagellum baslangicta bazal bir gévdeden olusur ve olgunlagsmamis
flagellum olarak adlandirilir. Hiicre boéliindiigiinde olgunlasmamis flagellum geri cekilir ve
olgun bir flagellum olarak tekrar biiyiir; bu siirece flagellar transformasyon denir (Melkonian
vd., 1987; Wetherbee vd. 1988). Stigma kirmizi renkli ve bir flagellum ile iligkilendirilmis 6zel
bir lipit birikimini temsil etmektedir. Bu noktaya gelen isinlar sayesinde canli fototaksi
saglayarak flagellas1 sayesinde hareket etme egiliminde olur (Kreimer, 1994, 1999; Jékely,
2009). Yani hiicre gelen 151k yOniine dogru veya tam tersi yonde bir yer degistirme islemi

gerceklestirir.

Hiicre duvari, sitoplazmayr tamamen kaplayan ve hiicrenin turgor basincini
arttirmasini saglayan saglam bir yapidir. Gergek hiicre duvarlarina sahip algler iki sekilde hiicre
boliinmesine maruz kalir. Desmoschisis , ana hiicrenin iki yavru hiicre {iretmek igin
ayirdigi dinoflagellatlarda aseksiiel iiremedir (Fensome vd, 1993). Bu organizmalar sert bir
thallus gelistirebilir, ¢iinkii hiicreler duvarlari ile gii¢lii bir sekilde baglanir. Kahverengi, yesil ve
kirmizi deniz yosunlari - makroskobik alg - desmosizisten duvarlar olusturur. Alternatif olarak,
ana hiicre duvar1 tamamen ¢oziilebilir veya atilabilir ve sonraki hiicrelerin her biri tamamen yeni

bir hiicre duvar1 {Uretebilir; bu eleuteroschisis olarak adlandirilir. Hiicre duvarlarinin
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biyokimyasal bilesimi alg gruplari arasinda degigsmektedir. Siyanobakteriler, peptidoglikan
duvarima sahiptir. Bu duvar, zengin bir protein kaynagidir ve bu nedenle Spirulina, proteince
zengin bir gida takviyesi olarak satilmaktadir. Makroskopik kirmizi alglerin hiicre duvarlari,
stilfatlanmig galaktanlarin polimerleri ve gesitli miisilajlarin emdirildigi bir selilloz mikrofibriler
iskelet icerirler. Agarlar ve karragenanlar (yiiksek oranda siilfatlanmig), kirmizi alg
duvarlarindan ticari olarak ¢ikarilir ve ¢esitli uygulamalarda koyulastirici ve emiilsiyonlastirici
olarak kullanilirlar. Yesil algal hiicre duvarlari seliiloz, hemiseliilloz, pektik bilesikler ve
glikoproteinlerden olusabilir (Andersen, 2013).

Alglerin fotosentez sonucu {irettikleri rezerv polimerlerin yapisina goére de
smiflandirilmasi yapilmaktadir. Ornegin yiiksek bitkilerin iirettikleri gibi nisasta iireten algler
Chlorophtya grubunda yer alirken, diger grupta yer alanlar polimer ve serbest monomerler gibi
rezerv maddeler sentezlemektedirler. Alglerin hiicre duvarinin yapisina baktigimizda ise, yine
bazi farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Cogu alg i¢in hiicre duvari yapist seliiloz fibrillerden
olusan bir ag yapisindadir ve bu yap1 genellikle pektin, ksilanlar, mannanlar, algilik asit veya
fukinik asit gibi polisakkaritlerce desteklenmektedir. Bazi alg tiirlerinde ise yukaridaki
polisakkaritlere ilaveten kalsiyum karbonatin da oldugu goriilmiistiir. Bu bilesen algin hiicre
duvarmi giiglendirmektedir. Ayrica hiicre duvari yapisinda kitinin de bulundugu tespit
edilmistir. Cesitli yapilarda hiicre duvarina sahip olan algler igerisinde 6glenoidlerin ve bazi
yesil alglerin hiicre duvar yoktur. Alglerin hareketleri flagella denilen kamg¢i1 benzeri hareket
organlariyla gerceklestirilmektedir. Silli yapilar alglerde olmadig icin hareket kabiliyeti flagella
yapilariyla saglanmakta ve flagellalarin sayilart degiskenlik gostermektedir. Flagelli alglerden
olan Euglena, tipik tek bir polar flagellaya sahiptir. Ancak Chlorophyta’ nin flagelli tiirlerine
baktigimizda ise flagella sayisinin iki veya dort oldugu gortilmistiir (Madigan, 2012).

1.3. Alglerin Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroalgler fotosentez mekanizmasini kullanarak giinesten aldiklar1 enerjiyi kimyasal
enerjiye doniistiirler ve bu enerjiyi hiicrelerinde protein, karbonhidrat, lipid ve niikleik asit
olarak depolarlar (Huang vd., 2010; Demirbas, 2011; Park vd., 2015). Ancak ifade edilen bu
bilesenler mikroalglerin tiirline ve kiiltiir edilme sartlarina bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Mata vd., 2010; Schlagermann vd., 2012; Jacob-Lopez vd., 2015). Bu durum ile
ilgili literatiir caligmalar1 mikroalglerin protein, karbonhidrat ve lipid igeriklerini Cizelge

1.2°deki gibi 6zetlemektedir.
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Cizelge 1.2. Baz1 mikroalg tiirlerine ait biyokimyasal bilesenler (% kuru hiicre agirligi bazinda).

Mikroalg Protein Karbonhidrat Lipit Kaynak

Chlorella vulgaris 55 9 25  Biller vd., 2012
Scenedesmus dimorphus 43 16 18  Biller vd., 2012
Spirulina platensis 65 20 5 Biller vd., 2012
Spirulina maxima 68 11,7 6 De Oliveira vd.,1999
Chlorella emersonii 28 11 63 Illman vd., 2000
Chlorella protothecoides 52.6 10.6 14.6  Miao ve Wu, 2006
Chlorella sorokiniana 42 32 22 Illman vd., 2000
Chlorella minutissima 9 14 57 Illman vd., 2000
Nannochloropsis oculata 57 8 32  Biller ve Ross, 2011
Botryococcus braunii 32,6 8.8 36,1 Sydney vd., 2011
Rhizoclonium hieroglyphicum 38 19 34  Ahmad vd., 2013

Mikroalgler proteinleri yapisal ve metabolik faaliyetlerin siirdiiriilmesinde kullanirlar.
Proteinler hiicre biiyiimesini sagladiklarindan dolayr hiicre metabolizmasi i¢in olduk¢a 6nemli
bir katalizor gorevi goriirler. Proteinler ayrica kloroplastin 1s1k toplama kompleksine yapisal bir
iskelet olma 6zelligi gostermektedirler (Williams ve Laurens, 2010). Bazi mikroalg tiirlerinin de
yiiksek oranda protein icermesinden dolayi insan ve hayvanlar i¢in mitkemmel bir besin kaynagi

oldugu belirtilmektedir (Spolaore vd., 2006; Jacop-Lopez vd., 2015).

Mikroalg hiicrelerinde bulunan kabonhidratlar, proteinler gibi yapisal ve metabolik
fonksiyonlara katki saglamaktadir. Bununla beraber fotosentezin ilk iirlinii olarak diger
biyokimyasallarin sentezi i¢in 6nemlidirler (Williams ve Laurens, 2010). Karbonhidratlar hiicre
igerisinde nisasta, glikoz, sekerler ve diger polisakkoritler olarak depolanmaktadir (Spolaore,

2006).

Lipidler, alglerin enerji rezervi olarak gorev alirken hiicre membraninin yapisina da
katilmaktadirlar (Williams ve Laurens, 2010). Alglerin biiyokiitlesinde yer alan lipidler notral
ve polar lipidler olarak smiflandirilmaktadir. Nétral lipidler, trigliseritler ve kolesterol olarak
bilinirken, polar lipitler fosfolipid ve galaktolipid olarak bilinmektedir. Noétral lipidlerlerden
olan trigliseritlerin bir 6zelligi de onemli bir enerji rezervi olmasidir. Bu 6zellik sayesinde
biyodizel iiretiminin temel hammaddesi olma 6zelligindedir (Huang vd., 2010; Williams ve

Laurens, 2010).

Mikroalglerin boliinme ve biiyiime icin temel gereksinimlerinden biri de niikleik
asitlerdir. Algler niikleik asitler, proteinler ve monomerleri ile birlikte biiylime ve boliinme
olaylarini diizenlerler. Mikroalgin hiicre biyokimyasinin kiigiik bir boliimiinii olusturan niikleik

asitler, hiicre fosfatinin ve azotun 6nemli bir kismin1 olustururlar (Williams ve Laurens, 2010).
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Mikroalglerin hiicrelerinde klorofil ve karotenoid gibi pigmentlerde bulunmaktadir.
Alglerde bulunan klorofiller gida ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir. Ayrica bazi alg
tiirleri antibiyotik, antitoksidan ve toksin gibi biyoaktif bilesikler de olusturabilirler (Harun vd.,
2010). Alglerdeki karotenoidler ise fotosentezde dnemli bir yeri olan pigmentlerdir. Bunlar 15181
toplayan, fotosentez kompleksinin yapisini ve siirekliligini saglayan, reaktif oksijen tiirlerini
uzaklastiran ve fazla enerjiyi de dagitmakta gorevli olan yapilardir (Del Campo vd., 2007).
Alglerdeki pigment maddeleri 3 grupta incelenmektedir (Hoult ve Paya, 1996): Klorofil:
Klorofil a biitiin alg gruplarinda, klorofil b yesil alglerde, klorofil ¢ esmer alglerde, klorofil d
kirmiz1 alglerde bulunur (Dural, 1989; Aysel ve Erdogan, 1995; Cirik ve Cirik, 2011). Sar1
kahverengi karotenoit maddeler: Karoten bazi alg gruplarinda, ksantofil ise Chromophycophyta
(=Chromophyta) ’da bulunmaktadir (Aysel ve Erdogan, 1995). Mavi kirmizi renkli, suda
eriyebilen fikobilinler: Fikosiyanin ve fikoeritrin, Cyanophyceae ve Rhodophyceae’de bulunur
(Guner vd., 1984). Depo maddeleri: Liigol ile boyandiginda mavi-kahverengi renk alan nisasta
plastidlerde bulunur (Cirik ve Cirik, 2011). Kahverengi alglerde ise vakuolde laminarin
olusturulmaktadir. Yaglar ise biitiin alg gruplarinda bulunur (Atay, 1978; Hoult ve Paya, 1996;
Cirik ve Cirik, 2011).

1.4. Alglerin Ekolojisi

Fotosentez yapan alglerin deniz ekosisteminde 6nemi olduk¢a fazladir (Dural, 1990).
Algler cevre etkisine bagl olarak ¢ok gesitli cografik dagilim gosterir. Otrofikasyona dogrudan
etkisi bulunmaktadir. Bunun sonucunda asir1 alg patlamalar1 goriilmektedir. Bu da suyun
renginde, kokusunda ve ekolojik dengesinde bozulmalara neden olmakta, bir¢ok sucul canli i¢in
toksik etkiye sebep oldugundan oliimler goriilmektedir (Round, 1973; Eliot vd., 1982; Mchugh,
2003).

Algler enerji dongiisiinde biiylik bir oneme sahiptir. Alg biyokiitlesi, farmasétik madde
kaynagi fitokolloidlerin ekstraksiyonunda ve gida katki maddesi olarak degerlendirilmektedir
(Ramaraj vd., 2014). Makro ve mikro alglerden bir¢ok iiriin elde edilmekte ve bunlar genel
olarak aminoasit, protein, vitamin, mineral, karbonhidrat ve yag asitleridir. Ayrica, tath su
alglerinden iiretilen primer veya sekonder metabolitler biyoaktif bilesik olma potansiyelindedir.
Gegmisten giiniimiize kadar birgok alg tiirii lizerine ¢aligmalar yapilmis ve biyolojik aktiviteleri
kimyasal olarak benzersiz olan bir¢ok veri elde edilmistir (Ryan vd., 2010). Flamentli yesil
algler tath sularda yasayan Onemli bir alg toplulugudur. Deniz ve tatlisularda bircok
organizmanin yasamasl i¢in besin kaynagidir ve tathisularda en yaygin bulunan flamentli

makroalg grubudur. Denizlerde yasayan makro alglerle ilgili calismalar fazla olmakla birlikte,
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tatli su ortamlarinda gelisen makroalglerle ilgili ¢calismalar ¢cok daha azdir (Bharadwaj vd.,

2014; Ge vd., 2018; Mitova, 1999; Tipnee vd., 2015; Wongsawad ve Peerapornpisal, 2015).
1.4.1. Alglerin dagilhimina etki eden ekolojik faktorler

Algler diinyanin hemen hemen her yerine yasayabilmektedirler. Diinyanin her yerinde
genis dagilim gostermeleri bazi ekolojik faktorlere dayanmaktadir (Kuitzing, 1849; Dural,
1990). Fotosentez ile ilk tiretimi gergeklestiren algler, gida zincirinin ilk halkasin olusturduklari
icin deniz ekosisteminde ¢ok onemli rolleri bulunmaktadir (Dural, 1990). Algler c¢evrenin
fiziksel ve kimyasal degisimlerine bagl olarak cografik bir dagilim gostermektedir. insan
faaliyetleri, evsel, endiistriyel ve tarimsal atiklar son yillarda 6trofikasyona (besin maddelerinin
biliylik oranda g¢ogalmasi sonucu bitki varliginin asir1 sekilde artmasi) dogrudan etkide
bulunmaktadir. Bunun yani sira atmosferden suya karigan azot, yagmur sularinin tasidigi besin
maddeleri ve drenaj yoluyla ortama taginan maddeler kirlenme siirecini hizlandiran dogal
gelisimlerdir. Otrofikasyonun en belirgin sonuglarindan biri asir1 alg patlamalarinin
goriilmesidir. Fitoplankton populasyonlarinin artisi suyun renginin, kokusunun ve ekolojik
dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun yami sira alglerin asir1 gelismesi, sucul
ortamdaki birgok canli i¢in toksik etkilere neden oldugundan 6liimlere sebep olmaktadir (Eliot

vd., 1982; Mchugh vd., 2003; Round, 1973).

1.5. Ekonomik Onemleri

Ekonomik 6nemleri olan algler li¢ gruba ayrilmaktadir. Yesil algler (Cholorophyceae),
siyanobakteriler (Spirulina spp.), kahverengi algler (Phaeophyceae) ve kirmizi algler
(Rhodophyceae). Bu alg tiirleri arasinda kirmizi alglerin {iriinii olan ve sonradan 6neminin daha
¢ok arttigr bir iiriin iiretilmistir. Kirmizi alglerden iiretilen bu {iriin agar’dir. Onceleri Uzak
Doguda tretilen bu iiriin daha sonra Avrupa’da taninmaya baglamis ve o zamanlarda Avrupa’da
marmelatlar1 katillastirmasi ig¢in kullamlmistir (Jensen, 1966). Kahverengi algler de kirmizi
algler kadar oldukga onemlidir. Kahverengi alglerden elde edilen {iriinler arasinda aljinik asit ve
aljinatlar yer almaktadir. Elde edilen bu f{iriinlerin degerinin anlasilmasi 1897 yilinda
Stanford’un yaptig1 caligmalar sonucu olmustur. 1929 yilina gelindiginde ise aljinik asit ve
aljinatlarm iiretimi Amerika’da baglamistir ve {riinlerin tiretimi bir endiistri kolu olarak kabul

edilmistir (Myklestad, 1963).

Biyoteknolojik ¢aligmalarda kiif ve mantarlarin kullanmilmasinin yaninda alglerin de
tercih edildigi goriilmektedir. Bu ¢aligmalar iizerinde alglerin tercih edilmesinin en &nemli
nedenleri ise, giinde kendi agirliklarin1 yaklasik olarak iki katina kadar ¢ikartabiliyor olmalari,

biyoteknolojik islemler siirecinden gegislerinin daha kolay olmasi, diisiik bir maliyette olmalari,
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cok sayida yararli maddeler igermeleri ve c¢evresel etkenlere karst bir direng
gosterebilmelerinden dolayidir. Alglerden elde edilen bu firlinler, bitki gelisimini %23 arttirr.
Algler, daha pek ¢ok alanda kullanilir. Alginatlar, tip ve onun i¢in gerekli olan ila¢ sanayiinde,
ilaglarin ana maddesi olarak da kullanlmaktadir. Yardimci madde olarak, ilk planda yag ve
mumlarin sulu ¢ozeltilerinin yiiksek akicilik 6zelligine sahip olduklar igin tercih ediliyorlar.
Tabletlerde dolgu ve ayrisma maddesi olarak ve yag maddesi bol olan kremlerin yapimlarinda
kullaniliyorlar. Chlorella tizerinde yapilan arastirmalar sonucunda, bu mikroalgin karaciger
tizerinde ¢ok etkili oldugu ortaya c¢ikmistir. Yag almmi gibi karaciger metabolizmasiyla

baglantili, kan kolesterolii ve trigliseritlerin diizeylerini diisiiriir (Tiibitak, 2003).

Denizlerin en 6nemli canli kaynaklarindan biri olan alglerden gida, tarim, kozmetik, tip,
eczacilik ve endiistri dallarinda yararlanilmaktadir. Algler, 6zellikle yeni farmasdtik ajanlarin
gelistirilmesinde Onem tasiyan yiiksek biyolojik aktiviteli sekonder metabolitlere sahiptirler

(Giimiis, 2006; Cirik ve Cirik, 2011).

Cok hiicreli okaryotik organizmalardan olan makro algler denizlerin Onemli
canlilarindan biridir. Diinya genelinde, 43 iilkede {iretilen 28 milyon ton deniz yosunun 800 bin

tonluk kismi1 dogadan toplanirken %94°1i yetistiricilik yoluyla elde edilmektedir (Ak, 2015).

Mikroalgler, mikroskobik canlilardir ve binlerce tiiriine tatli sularda ve denizlerde
rastlanir. Mikroalglerin beslenme amaci ile kullanilmast fikri ilk kez, Ikinci Diinya Savasi’ndan
sonra ortaya atilmistir. 1955°te Tokyo’da diinyanin ilk mikroalg (Chlorella) ciftligi
kurulmustur. Fransiz Petrol Enstitiisii, 1965°te Giiney Sahra’nin yerlilerinin Cat Goli
cevresinde olusan Spirulina alglerini gilineste kuruttuktan sonra sebze olarak yediklerini

gozlemlemis ve mikroalgler {izerinde arastirmalara baglamistir (Erdin ve Erdin, 2016).

Mikroalglerin tarima elverigli olmayan arazilerde yetistirilebilmesi énemli bir avantaj
olusturmaktadir. Ayrica karasal bitkilere gore iiretim siire ve dongiileri ¢ok kisadir.
Fermentasyon proseslerinin iklim kosullarindan bagimsiz olmasi, ayrica “rekombinant
biyoteknoloji” uygulamalari ile yeni suslarin gelistirilmesi sonucunda yiiksek miktarda, farkli,
degerli tek hiicre yaglarinin iiretilebilmesi diger avantajlaridir. Fotototrofik mikroalg iiretimi ve

islenmesi i¢in diinya ¢apinda gelismis cesitli teknolojiler kullanilmaktadir (Becker, 1994).

Algler renklerine gore, klorofil a, b ve ¢, B-karoten, astaksantin, fikosiyanin, ksantofil
gibi 6nemli pigmentler iiretirler. Bu pigmentlerin bir kism1 gida sanayinde renklendirici olarak

kullanilmaktadir. Tiiketicilerde sentetikler yerine dogal iiriinlere dogru artan taleple birlikte
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mikroalgler dogal renklendiriciler i¢in 6nemli bir kaynak olarak gosterilmektedir (Begum vd.,

2016).

Gilinlimiiziin en dnemli sorunlarindan biri olan kiiresel 1sinma sera gazlarinin etkisinden
dolay1 yasanmakta ve fosil yakitlar1 kullanmaya devam ettigimiz siirece atmosferde bu gazlarin
birikmesinin oniine gecilemeyecektir. Iste tam da bu noktada mikroalgler devreye girmekte ve
onlardan elde edilecek biyoenerjiyle hem sera gazlarinin azaltilmasi hem de fosil yakitlara
alternatif olan bu enerji sayesinde kiiresel 1sinmanin Oniine gegilecegi diisiiniilmektedir. Artan
sanayilesme ve niifus nedeniyle enerjiye duyulan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Bu enerjinin
karsilanabilmesi i¢in petrol, komiir, dogal gaz, hidro ve niikleer enerji santrallerine ihtiyag
duyulmaktadir. Yukaridaki enerji kaynaklarina alternatif olarak ve daha cevre dostu olan
mikroalglerden farkl tiplerde yenilenebilir biyoyakitlar iiretilmektedir. Kisaca bu enerji tipleri
algal biyokiitlenin anaerobik parcalanmasi sonucu metan gazi iiretimi, mikroalgal yaglardan

biyodizel iiretimi ve fotobiyotik olarak biyohidrojen iiretimi seklindedir (Hossain vd., 2008).
1.6. Mikroalglerin Antimikrobiyal Onemi

Bakteriyel enfeksiyonlar hem insanlarda hem de sucul organizmalarda ciddi sorunlara
yol agmaktadir (Kandhasamy ve Arunachalam, 2008). Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ilaglarin baz1 siir degerleri bulunmaktadir. Bu simir degerler, kullanilan
antibiyotiklere kars1 bakterilerin diren¢ kazanmasini engellemek i¢indir. Bu sinir degerlerini de

belirleyebilmek i¢in baz1 farmakokinetik testlere ihtiya¢ duyulur (Al-Haj vd., 2009).

Antimikrobiyal maddeler, biyolojik kdkenli, ¢ok az yogunluktaki degerlerde bile bakteri
ve fungus cogalmasini engelleyen bakteriostatik veya fungustatik etkilere sahip sekonder
metabolitlerdir. Bunlar bakteri ¢ogalmasini engelleyici etkilerinin yaninda bakterinin 6limiinii

saglayan bakteriyosidal veya fungisidal gibi maddeler de icerebilir (Evrim vd., 2010).

Mikroalgler antimikrobiyal 6zellikteki maddeler iiretebilen canlilardir. Yag asitleri ve
hidroksil doymamis yag asitleri, glikolipitler, steroidler, fenolikler ve terpenoidler potansiyel
antibiyotikler oldugu bilinmektedir (MacMillan ve digerleri, 2002; Shanab, 2007; Tan, 2007).
Skeletonema costatum’ un yag asitlerini kullanarak cesitli deniz bakterilerini inhibe ettigi
bildirilmistir. Chaetoceros muelleri’in elde edilen ekstraklarin mikrobiyal aktivitesi lipid
bilesenleridir (Mendiola vd., 2007). Chlamydomonas reinhardtii, linolenik, linoleik, oleik ve
palmitoleik asit gibi doymamis yag asitlerine ve palmitik, stearik, miristik asit gibi doymus yag
asitlerine sahiptir. C. reinhardtiinin yag asidi ekstrelerinin antibakteriyel aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Sudalayandi ve digerleri, 2012). S. platensis'in metanolik ekstraktinindan elde



18

edilen aktif yag asidi olan Y-linolenik asitin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(Demule ve digerleri, 1996; Xue ve digerleri, 2002). Gram pozitif ve gram negatif bakterilere
karsit EPA (Eikozapentaenoik Asit) sentezleyebilen Phaeodactylum tricornutum, bunu yaparken
mikromol diizeydeki EPA oraninin yeterli oldugu tespit edilmistir (Ward ve Singh, 2005).
Antimikrobiyal aktivite de bu yag asitlerinin zincir uzunluklar ve doymamislik derecesine gore
degerlendirilmektedir (Jiittner, 2001). Bundan dolay1 serbest yaglarin kompozisyonu ve
konsantrasyonu olduk¢a 6nemlidir (Benkendorff vd., 2005). Antimikrobiyal etki {izerine bir
baska tespit ise sudaki bakterilere karsi Scenedesmus costatum un sentezledigi bazi bilesikler
sayesinde bu etkinin varligi ortaya konulmustur. Ayrica kolestrol gibi bilesiklerin yine

antimikrobiyal 6zellikte oldugu tespit edilmistir (Mendiola vd., 2007).

Mikroalglerdeki karbonhidratlar; nisasta, glikoz, seker ve diger polisakaritler seklinde
bulunabilir. Cogu mikroalg polisakarit iiretir. Bes tatli su alg tiirii olan Anabaena sphaerica,
Chroococcus turgidus, Oscillatoria limnetica, Spirulina platensis ve Cosmarium leave
tiirlerinin, Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Streptococcus faecalis'e karsi
antibakteriyel aktivite ye sahip polisakaritler icerdigi bildirilmistir (Abdo vd, 2012). Alg
tiirlerinin liretmis oldugu pek c¢ok farkli polisakkarit arasinda galaktanlar, fukoidan, laminarin ve
aljinat onemli yer tutmaktadir (Ferreira vd, 2012). Laminerinler antibakteriyel 6zelliklere sahip

kahverengi alglerde bulunan baglica polisakaritlerden biridir (O'Doherty vd, 2010).

Mikroalgler tarafindan iiretilen ana karotenoidler, Dunaliella salina'dan p-karoten ve
Haematococcus pluvialis'ten astaksantindir. Suda ¢6ziinen fikobiliproteinlerden; Spirulina
(Arthrospira) tiirleri tarafindan {iretilen fikosiyanin (mavi) Streptococcus sp., Staphylococcus
sp., E. coli, Bacillus spp., ve Pseudomonas spp. tiirleri iizerine antibakteriyel etkiye sahiptir
(Muthulakshmi vd., 2012; Murugan, 2012). Anabaena cylindrical ve tath sularda yasayan
filament6z siyanobakteri olan Westiellopsis spp. tarafindan tretilen fikosiyaninin Gram pozitif
ve Gram negatifler lizerine etkisi oldugu bildirilmistir (Sabarinathan vd., 2008; Abdo vd., 2012,
Pradhan vd., 2014). (Cizelge 1.3).
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Cizelge 1.3. Farkli alglerden elde edilen antibakteriyel bilesikler ve etki gosterdikleri bakteriyel
patojenler (Pradhan vd., 2014).

Antibakteriyel = mikrolag tiirii Bakteriyel Patojen Kaynaklar
icerik
Pigmentler Anabaena cylindrica E. coli, S. typhimurium, K. Jaya Prakash et al. (2007)

Yag asidi ve

yaglar

Karbonhidratlar

Polifenoller

Chlorococcum humicola,
Spirulina platensis,

Nostoc

Dunaliella salina,
Haematococcus pluvialis,
Phaeodactylum
tricornutum, Chaetoceros
muelleri,

Spirulina platensis

Anabaena sphaerica,
Chroococcus turgidus,
Oscillatoria limnetica,
S. platensis,

Porphyridium cruentum

Anabaena sphaerica,
Chroococcus turgidus,
Oscillatoria limnetica

Spirulina platensis

pneumoniae, V. cholerae, S.

aureus, B. subtilis,
Streptococcus sp.,
Pseudomonas sp., Bacillus
sp., Staphylococcus sp., E.
coli, Enterobacteria
aerogens

Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
MRSA, L'stonella
anguillarum, Lactococcus

garvieae, Vibrio spp.

E. coli, S. typhimurium, S.

faecalis

Salmonella typhi,
Streptococcus, E. coli and

Staphylococcus aureus

Bhagavathy et al. (2011)
Muthulakshmi et al. (2012)
Fan et al. (2013)

Xue et al. (2002),
Herrero et al. (2006)
Santoyo et al. (2009)

O'Doherty et al. (2010)
Abdo et al. (2012)

Gao and Zhang (2010)
Klejdus et al. (2010)
Shu et al. (2011)
Abdo et al. (2012)
Hetta et al. (2014)

Genel olarak mikroalglerin antimikrobiyal aktivitesi c¢esitli kimyasal smiflara ait

bilesiklerle ifade edilmektedir. Bu bilesikler indoller, terpenler, asetojenenler, fenoller, yag

asitleri ve ugucu halojen hidrokarbonlar, pigmentlerdir (Mayer ve Hamans, 2005; Cardozo vd.,

2007). Buna ek olarak Dunaliella’nin gesitli ekstrelerinde tespit edilen antimikrobiyal aktivite

iceriginde sadece yag asidinin olmadigi ayn1 zamanda o- ve B-iyonon, B-siklositrat, neofitadin

ve fenol gibi bilesiklerde goriilmiistiir (Herrero, 2006). Mikroalglerin antimikrobiyal aktivite
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ozelliginden yararlanilarak sentetik kokenli antimikrobiyal bilesikler gelistirilmis ve bu

bilesikler gida ve yem sanayinde katki maddesi olarak kullanilmistir (Tramper vd., 2003).
1.6.1. Quorum sensing

Mikroorganizmalar kendi aktivitelerini yonetebilmek i¢in kiiciik ve yayilabilen sinyal
molekiilleri iretirler. Bu aktiviteyi meydana getiren mekanizmaya “cogunluk algilama” veya
“quarum sensing” denilmektedir. Mikroorganizmalar bu mekanizma sayesinde iiretilen sinyal
molekiillerin yogunlugu 6l¢ebilmektedir ve gevrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarini
tayin edebilmektedir. Bir hiicreden diger bir hiicreye aktarilan bu sinyal molekiilleri sayesinde
mikroorganizmalar kolonisel davranislar sergileyebilmektedirler (Annous vd., 2009; Giin ve

Ekinci, 2009).

Quorum sensing (QS) ilk olarak 1970’ lerde Vibrio fisheri tiriinde karakterize edilmistir
(Nealson vd., 1970). QS sistemleri bakterilerde liiminesans olusumu, biyofilm olusumu,
antibiyotik iiretimi, viriilans faktorii ifadesi, pigment {iretimi, bitki-mikrop etkilesimleri ve
hareketlilik gibi fonksiyonlarin gerceklesmesini saglayan bir tiir sinyal molekiil sistemidir.

(Hasting, vd., 1971; Schauder, vd., 2001).

QS molekiilleri tarafindan aktive olan biyofilm olusumu, bakterilerin canli veya cansiz
yiizeylere tutunmalarini saglayan, kendi iirettikleri hiicre dist polimerik yapidaki bir matriksten
(ekzopolisakkarit=EPS) olusur. Bakteriler mikrokoloniler seklinde tiretmis olduklari bu EPS
igerisine gomiilii olarak yasamlarina devam ederler. (Donlan ve Costerton, 2002). Biyofilm
olusumu bakterilerin ¢evresel stres faktorlerine karsi (antibiyotik, immun sistem, pH
degisiklikleri vb) direng gostermelerini saglar. Bu olusum bakteri agisindan bakildiginda onu
koruyan bir kalkan gibi gorev yapmasi nedeni ile pozitif bir etkiye sahiptir (Wolfaardt vd.,
1994; Rittmann vd., 2004), ancak insan ve hayvan saglhigi acgisindan degerlendirildiginde
klinikte oldukg¢a zararlidir. Epidemiyolojik ¢aligmalar biyofilm olusumunun insanlarda goriilen
infeksiyonlarin %60°mdan fazlasina neden oldugunu goéstermistir. Biyofilm olusumu, insanlarda
olusan infeksiyonun olduk¢a uzun siirmesine ve tedaviye karsi dirence sebep olur. Biyofilm
olusturan bakteriler, konagin bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere karst oldukca
dayanikhdirlar (Brown vd., 1988; Costerton vd., 1995; Beveridge vd., 1997; Jesaitis vd., 2003;
Leid vd., 2005).

Biyofilmler, iist solunum yolu infeksiyonlar1 (Pseudomonas aeruginosa) (Govan ve
Deretic, 1996), firiner sistem infeksiyonlar1 (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae)

(Kahlmeter, 2003), katater ve diger cihazlarla iliskili infeksiyonlar (E. coli, Enterococcus
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faecalis) (Sandoe vd., 2002; Ferriéres vd., 2007; Jacobsen vd., 2008; Fey ve Olson, 2010; Reyes
ve Zervos, 2013) gibi bircok kronik infeksiyona neden olmaktadir. Ozellikle immiin sistemi
baskilanmis hastalarda, biyofilm olusturan patojenlerin neden oldugu infeksiyonlar ciddi
semptomlara ve 6liime yol agabilmektedir (Kostakioti vd., 2013). Bu infeksiyonlarin etkili bir

sekilde dnlenmesi i¢in biyofilm olusumunu engelleyen metodlarin kullanilmasi gerekmektedir.

Son yillarda arastirmacilar biyofilm olusumunu onlemek icin yeni ajanlarin kesfi
konusunda biiylik ¢aba gostermektedirler. Biyofilm olusumunu indiikleyen mekanizmalardan
birisi olan QS molekiillerinin baskilanmasi bu anlamda akilci bir ¢6ziim olarak karsimiza
ctkmaktadir. Nitekim kirmizi bir makroalg olan Delisea pulchra' nin iiretmis oldugu furanon
bilesiklerinin Pseudomonas aeruginosa ve Serratia liquefaciens‘ de quorum sensing
molekiillerini inhibe ettigi de gosterilmistir (Manefield vd., 1999). Bununla birlikte furanon
tiirevleri insan ve diger memeli hayvanlarda toksik etki gostermektedir (Hentzer ve Givskov,

2003a). Bu nedenle alternatif iiriin arayiglarinin devam etmesi gerekmektedir.
1.6.2. Anti-quorum sensing

QS lizerine gergeklestirilen ¢ogu arastirmanin odak noktasi mikroorganizmalarin
cogunluk algilama mekanizmasi iizerinedir. Bu mekanizmanin belirlenmesi ve mekanizmanin
islevini bozma ¢aligmalar1 agirlikta olup bu sayede mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasi
amaclanmaktadir. Hiicreler arasi iletisimin engellenmesi iizerine gerceklestirilen calismalar
“Quorum Quenching” (QQ) olarak ifade edilmektedir. QQ ve QS mekanizmalar1 birbirinin
antagonisti olan bir iglemdir. Mikroorganizmalarin patojenitesi ve biyofilm olusumlarinin 6niine
gecilebilmesi igin bir¢ok enzim ve inhibitér kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak klinikler ve
gida fabrikalarinda biyofilm olusumun engellenmesi igin QQ ve QS molekiillerinin
mikroorganizmalar tarafindan {iretilmesinin durdurulmasi, inhibisyonu veya molekiillerin

parcalanmasi gibi aragtirmalar gergeklestirilmektedir (Ulrich, 2004; Song vd., 2014).

Anti-gogunluk algilayict (anti-QS) ajanlar olarak adlandirilan hiicre-hiicre iletisimini
onleyen bilesiklerin kesfi, enfeksiyon ile miicadele icin yeni ufuklar agmaktadir (Hentzer ve

Givskov, 2003b; Smith ve Iglewski, 2003).

Anti-QS ajanlar ilk kez kirmizi deniz yosunu Delisea pulchura' da tanimlanmigtir
(Manefield vd., 1999). Bu yosunun halojenli furanonlari, AHL'leri (QS molekiilii), LuxR'nin
rekabetci inhibisyonu yoluyla bloke eden bilesikler icerdigi bulunmustur (Manefield vd., 2002).

Ayrica Delisea furanonlarinin Vibrio tiirlerindeki 151k emisyonunu azalttigi (Givskov vd., 1996),
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C. violaceum’ da (Martinelii vd., 2004) pigment {iretimini inhibe ettigi ve Serumia liquefaciens'

de ekzoenzim iiretimini azalttig1 gosterilmistir (Rasmussen vd., 2000).

Bakterilerideki QS molekiillerinin inhibisyonunun arastirilmasinda genellikle mor bir
pigment (violacein) iireten biyogoriintiileyici olarakta adlanirilan Chromobacterium violaceum
(C. violaceum) bakterisi kullanilmaktadir. N-asil-DL-homoserin lakton (AHL)' lar, C. violaceum
tiirlerine ait QS molekiilleridir ve zincir uzunlugu 4 ila 16 karbon olan ¢ift baglh veya ¢ift bagsiz

ve 3-pozisyonunda hidroksil veya keto gruplari igerirler (Sekil 1.2).

O

N (CHZ)H
o W \CHs

O X

Sekil 1.2. Chromobacterium violaceum tarafindan {iretilen N-asil-DL-homoserin laktonun

(AHL) kimyasal yapis1 (Duran vd., 2016).

Chromobacterium violaceum tiirlerinde mor pigment olusumundan sorumlu operon
vioABCDE operonudur. Cvil sentaz proteini, S-adenosil metiyonin ve yag asitlerini AHL' lere
doniistiirir. QS sinyali olan ALH besiyerinde belirli konsantrasyona ulagtiklarinda
transkripsiyonal aktivatér protein olan CviR' yi baglanir ve boylece vioABCDE operonunun

transkripsiyon uyarimi tetiklenir (Duran vd., 2016) (Sekil 1.3).
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CVviR gene Cvil gene vio ABCDE operon

Sekil 1.3. C. violaceum tirlerinde pigment olusumu ve QS molekiillerinin rolii (Duran vd.,

2016) .
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Bakterilerdeki QS inhibisyonunu saglayan ¢esitli dogal ajanlarin kesfi infeksiyonlarin
tedavisinde de Onemli bir adim olacaktir. Biyolojik materyallerin (bitki, mantar, yosun
ekstraktlar1) QS inhibisyon potansiyellerinin aragtirmalarinda C. violaceum bakterisi ve QS
tarafindan indiiklenen mor pigment olusumu arastirmacilara biiyiik kolayliklar saglamaktadir.
Bu bakteride pigment olusumunu inhibe eden iiriinler potansiyel anti-QS molekiilleri olarak
nitelendirilebilmektedir. C. violaceum’ de anti-QS mekanizmalar1 genel olarak asagidaki

prensiplere dayanir:

1. Cvil tarafindan iiretilen AHL' ler, dogal veya sentetik molekiiller tarafindan rekabete
sokularak inhibe edilir. Bu iirlinler CviR’ nin baglanma ucu ile inaktif komleksler

olusturarak CviR’ nin fonksiyonunu engeller.

2. Cesitli enzimler (laktonazlar, asilazlar ve oksidorediiktazlar) ile AHL molekiillerinde
biyotransformasyona neden olur. Boéylece QS yanmitinin zayiflatilmasi ya da

inaktivasyonu saglanir.

Ozellikle ilk bahsedilen inhibisyon mekanizmasi iizerinde olduk¢a fazla sayida galisma
bulunmaktadir. C. violaceum QS molekiilleri, gesitli sulu ve organik bitki ekstraktlar ile inhibe
edilebilmistir. Bununla birlikte, bitki ekstraktinda goriilen inhibitdr etken maddeler tam olarak
tanimlanmanmustir  (Duran  vd., 2016). Igerigi tanimlanabilen bitkisel ekstraktalar da
bulunmaktadir. Bunlar arasinda vanilya, zencefil, anason, kaju fistig1 yer almaktadir. Bu
ekstraktlarda ortak olan yapilar degisken uzunluktaki para- veya meta-alifatik yan zincirleri
iceren aromatik fenolik halkalardir (Choo vd., 2006; Chong vd., 2011; Castillo-Juarez vd.,
2013; Zhou vd., 2013; Kumar vd., 2014, Duran vd., 2016).

1.7. Alg Tiirlerinde Molekiiler Tam Yontemleri

Alg taksonomisi algal genetik, fizyoloji ve ekoloji ile birlikte degerlendirilmelidir.
Tanimlama hatalart genellikle organizmalarin kii¢iik olmasindan kaynaklanir. Ayrica
taksonomik uzmanlik olmadan ayirt edilmesi zor olan morfolojilerden kaynaklanir. Algler,
ekosistem siireglerini anlamak, korumak i¢in 6nemli su organizmalaridir. Sucullarin dogru
ekolojik ve biyolojik degerlendirmeleri habitatlarin kosullarinin dogru yorumlanmasi igin
anlamli bir algal tamimlama gerektirir (Rimet, 2012). Alglerin taksonomik olarak tanimlanmasi
onlar1 evrimsel ve ekolojik olarak iligkilendirmesini saglar (Stevenson, 2006;Bellinger ve Sigee
2010; Schneider vd., 2011). Dogru bir taksonomik tanimlama tutarlilik saglar ve cografi
ekolojik ¢ikarimlarin aktarilabilirligi agisindan 6nemlidir (Kahlert vd., 2008).
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Kiiltiire dayal yaklagimlar z ) Kiiltiire dayali olmayan yaklasimlar

o Izole edilen

; [ Farkli kosullarda kiiltiir ]_ kiiltir Cevresel Cevresel 6rneklerinin sekans ]
= I ornekler sonuglari

; [ Farkli kosullarda ]
; bl'iyilmle orani Bilinen tiirlerin tanimlanmasinda
= Tam Suslarin SSU ve | BARKOD MARKIR | DNA barkodlarin kullanimi (V4,
2 { TS sekansi ]// SECIMI V9 ve ITS-2)

|
I Z

o BIREYSEL TAKSONOMI DNA BARKODLAMA

] *  Farkl filogenetik metodlar - i

‘= kullanilarak molekiiler filogeni %460k asto/agn; '12(')0 , -

g Farkli kosullar altinda morfoloji ve YENi TURLERIN (‘°‘ HKapaama, B enzerlik)

< hayat siklusunun incelenmesi > ikincil yapilar kullanilarak GeneBank

= (Fenotipik plastisite) KESFI verilerinin dogrulanmasi

E *  Fizyolojik performans * GenBank girisleri ile meta verilerin

2 +  ITS-2/CBC yaklasimi analizi

<

I T
£ = DAGILIM VE o
é TUR EKOLOJi TUR TANIMLAMASI

Sekil 1.4. Yesil alglerin tanimlamasinda (Darienko vd. 2015) tarafindan kullanilan tanimlama

semasl.

Tiirlerin molekiiler tanimlanmasi 2 sekilde yapilabilir; kiiltliir sonrasi ve kiiltiire
edilmeden tanimlama gibi. Bu iki yonteme dayali tiplendirme asamalarina Sekil 1.4.” te yer

verilmistir.

Hiicrelerde ribozomal RNA biiyiikk ve kiiciik alt birimden olusur.  Okaryot
hiicrelerdeki biiyiik alt birim (LSU) 5S, 5.8S ve 28S’ den, kii¢iik alt birim (SSU) ise 18S’ den
meydana gelir. Ribozomal DNA igerisindeki ITS (Internal Transcribed Spacers) bolgeleri
tekrarlanan bolgedir. (Vrain vd., 1992; Powers ve Harris, 1993; Curran ve Driver, 1994; Reid,
1994; Hominick vd., 1996). 18S ile 5.8S arasinda yer alan ITS1 ve 5.8S ile 28S arasinda yer
alan ITS2 ribozomal RNA (rRNA) genleri dizi analizlerinde siklikla kullanilan hedef DNA
bolgeleridir (Sekil 1.4). Baslangigta ITS bolgeleri cinsler arasi ayrimlarda kullanilirken artik
tiirici ayrimlarda da kullanilabilmektedir. (Petersen ve Vrain, 1996). SSU rDNA’nin
cogaltilmas1 ve siralanmasi cesitli habitatlardaki cesitli mikrobiyal tayinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Hugenholtz vd., 1998; Roesch vd., 2007; Brown vd., 2009). Bu gen bdlgeleri
ve bunlara ilavete fufA, rbcL gen boélgelerinin dizi analizine dayali tamimlamada yesil alg

tiirlerinde en sik kullanilan bolgeler arasinda yer almaktadir. Cizelge 1.4’ te alg tiirlerinin DNA
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bazli tanimlamasinda kullanilan gen bdlgeleri ve yapilan ¢aligmalar verilmistir (Leliaert vd.,

2014).

.85 rDMNA (55 rDMa&)
55U IDNA | LSU rDMNA \
= . w8 =mj
ITS1 TSz '.

(intergenic s pacer)

Sekil 1.5. Niikleer ribozomal operon iizerinde yer alan gen bolgeleri.

Cizelge 1.4. DNA bazh tiir siniflandirmasi ve / veya temel algal gruplarindan yesil alglerde

barkodlama igin kullanilan ana markirlar (Leliaert vd, 2014).

Marker

Alg Kaynaklar

gruplari Plastid Mitakondrial  Niikleer

Yesil algler  fufA, SSU rDNA, Verbruggenet al., 2007; Leliaert et
rbcL LSU rDNA, al, 2009; Hall et al., 2010; Luoet

rDNA ITS al., 2010; Saunders & Kucera,
2010; Skaloud & Peksa, 2010;
Fucikova et al., 2011; Rindi et al.,
2011; Skaloud & Rindi, 2013;

Subirana et al., 2013.

Bu caligmada cesitli tath su drneklerinden izole edilen 7 alg tiiriiniin antimikrobiyal,

antifungal ve anti-QS aktivitelerinin belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica bu 7 alg tiirliniin

hastane kaynaklit MRSA tiirii iizerine antimikrobiyal aktivitesi de test edilmistir.
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2. MATERYAL METOD

Su ornekleri: Bu calismada kullanilan 60 adet tatli su 6rnegi Kiitahya ilinin merkez
ilcesi ve koylerinde bulunan tatli su kaynaklarindan, kat1 atik {initesinden ve mezbaha atik su
cikisindan toplanmistir. Bu su Orneklerinden alg kiiltiirlerinin elde edildigi kaynaklar ve

koordinatlar Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Su 6meklerinin alindig1 bdlgeler ve koordinatlari.

Ornek kodu Kaynag Koordinatlar Ornegin alindi tarih
Bl Mezbaha 39°26°10” K 08/02/2016
30°1°27° D
B6 Toki Yedigoller 39°26°23 K 07/03/2016
29°58°50”° D
B27 DPU Biiyiik Golet 3992829 K 25/04/2016
29°54°5 D
T14 DPU Kiigiik Golet 39°28°50’ K 02/05/2016
29°53°57° D
T15 DPU Tas Selale 39°28°51” K 02/05/2016
29°53°51”° D
T16 DPU Tas Selale 39°28°51” K 02/05/2016
Birikintisi 29°53°51” D
K3 Aritma Yogunluk 39°26°19” K 15/02/2016
Havuzu 30°1°23”’ D

Caligmada kullamilan standart bakteri Ornekleri Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’ ndan temin edilmistir (Cizelge 2.2). MRSA suslart Evliya Celebi Hastanesi

Mikrobiyoloji Bolimii’ nden temin edilmistir.

Cizelge 2.2. Antimikrobiyal ve anti-QS aktivitenin  belirlenmesinde  kullanilan

mikroorganizmalar.

Mikroorganizma ismi Kodu
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Esherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Candida krusei ATCC 6258

Choromobacterium violaceum ATCC 12472




Besiyerleri

Besiyeri 1. P49 Medium Agar

MgSO47H>O 40¢g
Na,glycerophosphateSH>O 50¢g
KCI 50¢g
Glycylglycine 50¢g
P-1V metal solution 6 mL
NH4NO3 1.0¢g
CaCl,2H,0 0.74 g
Yeast extract 02¢g
Tryptone 04¢g
Vitamin B 1 mL
Biotin vitamin solution 1 mL
Thiamine vitamin solution 1 mL
Saf su 1000 mL
Besiyeri 2. Modified Bold 3N Medium
NaNO3 100 g
CaCl,2H,0 1.0g
MgSO47H,O 30¢g
KzHPO4 3.0 g
KH,PO4 7.0 g
NaCl 1.0g
P-1V metal solution 6.0 mL
Soilwater 40 mL
Vitamin B, 1 mL
Biotin vitamin solution 1 mL
Thiamine vitamin solution 1 mL
Saf su 1000 mL

Besiyeri 3. Nutrient Agar

Nutrient broth 8¢
Saf su 1000 mL

Besiyeri 4. Nutrient Broth

Nutrient broth 8g

Saf su 1000 mL
Besiyeri 5. LB Broth

LB broth 20¢g

Agar 15¢

Saf su 1000 mL
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Besiyeri 6. Mueller-hinton agar

Mueller-hinton broth 2l g
Agar 15¢g
Saf su 1000 mL

Cozeltiler

Cozelti 1. Fizyolojik Tuz Cozeltisi
NaCl 85¢g
Saf su 1000 mL

Cozelti 2. Mc Farland Standardi
BaCl, (%1.175, 0.048 M) 0.5 mL
H,S04 (%1, 0.18 M) 99.5 mL

Hazirlanan ¢ozeltinin - absorbans degeri 0.08-0.10 araliginda olacak sekilde

spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda okutulur ve 0.5 Mc Farlan standard1 elde edilir.
2.1. Metod
2.1.1. Su 6rneklerinin toplanmasi ve mikroalg tiirlerinin izolasyonu

Bu calismada Kiitahya’da bulunan cesitli tatli su kaynaklarindan, kat1 atik iinitesinden
ve mezbaha atik su ¢ikisindan 60 adet su 6rnegi toplandi. Ornekler 2016 yilnin Subat- Haziran
aylarinda toplanip, steril numune kaplarinda laboratuara getirildi. Su O&rnekleri hig
bekletilmeden ¢alismaya baslandi. Su 6rnekleri 30 mL olacak sekilde falkon tiiplerinde 5000
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Tipiin lizerinden 20 mL aliarak atild1 ve tekrar aym su
orneginden toplamda 40 mL olacak sekilde 30 mL daha eklendi, ikinci kez 5000 devirde 10
dakika santrifiij edildi. Son kez {izerinden 30 mL alinarak atildi, ayn1 su 6rneginden 40 mL
eklenerek 5000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin dipte kalan kismindan 100 pL P49
Agar ve Modified Bold 3N Agar besiyerlerine aktarilarak yayma yontemi ile ekim yapildi.
Yapay 151k kaynagi olarak floresan lambalar kullanildi. Isik yogunlugu 130 pmol foton/m?-sn
olarak ol¢iildii (Lux METER)(LX-101). Isik 18:6 saatlik dilimlerinde kullanildi. Is1 23+2 °C
olacak sekilde ayarlandi. Yaklasik 3 hafta inkiibasyon siiresi sonunda olusan yesil renkli

koloniler mikrolg olarak kabul edildi.
2.1.2. Alglerin cogaltilmasi

Su drneklerinden izole edilerek kati besiyerinde pasajlanan algler sivi besiyerlerinde
¢ogaltildi. Once 10 mL P49 Medium ve Modified Bold 3N Medium siv1 besiyerlerine algler

inokiile edildi. Hazirlanan boru sistemi ile alglere siirekli hava verildi. Yaklasik 3 haftanin
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ardindan ¢ogalan algler 50 mL’lik siv1 besiyerlerine aktarildi. 50 mL’de ¢ogalan algler 200
mL’ye ve 200 mL de ¢ogalan algler 1000 mL aktarilarak cogaltma yapildi.

2.1.3. Alglerin kurutulmasi

1000 mL’ deki ¢ogalmanin ardindan alglerin hava baglantisi1 kapatilarak dibe ¢okmesi
sagland1. Ustte kalan s1v1 besiyeri atilarak 6rnekler birkag kez steril distile su ile yikand1. Daha
sonra algler petrilere dokiilerek 40 °C etiivde kurutuldu. Etiivde kuruyan algler havanda
doviilerek toz haline getirildi ve antimikrobiyal ve anti c¢ogunluk algilama aktivitelerini

belirlemek i¢in hazir hale getirildi.

Su orneklerinden izole edilerek sivi besiyerine cogaltilan alglerin kurutma prosesi
sonrasi agirliklari; B1 0.8 gr, B6 0.5240 gr, B27 0.6954 gr, T14 0.35 gr, T15 0.8380 gr, T16
0.03628 gr ve K3 1.51 gr olarak belirlendi.

2.1.4. Alg ekstratlarimin hazirlanmasi

Toz haldeki algler kurutma kagidindan yapilan kartuslarin ig¢ine bosaltilarak agizlari
zimba ile sikica kapatildi. Zimba ile kapatilan tarafa ip baglanarak 250 mL’ lik erlenlerden igeri
sarkitildi. Erlenlere 6nce 100 mL ethanol ilave edilerek 35 °C 150 rpm’ e ayarlanmisg
inkiibatorde 4 saat bekletildi. 4 saatin sonunda ¢oziiciideki kartuslar ethanoliin ugmasi igin
petrilere alindi (Nair ve Chanda; 2005). Daras1 alinan erlenlere ekstratlar alinarak 37 °C’ de
ethanoliin u¢masi beklendi. Ethanol ugtuktan sonra tartim yapilarak ne kadar ekstrat elde
edildigi hesaplandi. Kartus daha sonra sirasi ile methanol, kloroform ve su ile muamele edilerek

ayni islemler tekrarlandi.
2.1.5. Alglerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanildi. Bunun i¢in
hazirlanan ekstratlardan eppendorflara 200 pg Orneklerden alinarak 500 pL DMSO ile
¢ozdiiriildii. Deneyde kullanilacak olan mikroorganizmalarin bulanikligt 0.5 Mc Farland
standardina gore ayarlandi. 0.5 Mc Farland standardina gore hazirlanan Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida krusei mueller
hinton agara, steril ekiivyonlar kullamilarak inokiile edildi. 15 dakika bekletilen petrilerin
yiizeyine steril kagit diskler yerlestirildi. Bu kagit disklerin iizerine alg ekstratlar1 30 pL olacak
sekilde emdirildi. Tekrar 15 dakikalik siirenin sonunda petriler 37 °C’ de 48 saat inkiibasyona
birakildi.
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2.1.6. Metisilin direngli S. aureus tiirleri iizerine antimikrobiyal etkinin

degerlendirilmesi

ATCC S. aureus tiiriine etkili olan alg tiirleri ve ekstraktlar1 belirlenerek 18 adet hastane
kaynaklt MRSA tiirleri {izerine etkileri arastirildi. Bu amagla T16 alg tiiriiniin tekrar ¢cogaltim
prosesleri gerceklestirildi. T16 alg tlirliniin S. aureus susuna en etkili oldugu saptanan etanol
ekstrakti hazirland1 ve antimikrobiyal ¢aligmada kullanilmak iizere 1 mg/mL olacak sekilde
DMSO ile ¢ozdiriildii. MRSA suslar1 yogunluklart McFarland 0.5 olacak sekilde seyreltildi ve
MHA iizerine ekildi 6 mm ¢apindaki diskler yerlestirilerek iizerine 10 uL alg ekstrakti
damlatildi. Petriler 24 saat 37 C’ de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda zon caplar1 6l¢iilerek
degerlendirme yapildi.

Sekil 2.1. T16 numarali algin kat1 ve sivi besi ortaminda gogaltilmasi ve etanol ekstraktinin

eldesi.

2.1.7. C. violaceum’ un anti-cogunluk algilama (anti-QS) aktivitesinin belirlenmesi

C. violaceum’ un anti-qs aktivitesinin belirlenmesi i¢in C. violaceum tiirii 0.5
McFarland standardina gore yogunlugu ayarlandi ve MHA {izerine ekim yapildi. Ekimi
yapilan C. violaceum tiiriiniin iizerine 6 mm ¢apindaki diskler yerlestirilerek iizerine 1
mg/mL olacak sekilde DMSO ile ¢oziilen alg ekstratlar1 (etanol, metanol, kloroform ve
su) 10 pL olacak sekilde damlatildi. Pozitif kontrol olarak eritromisin 15 mcg (oxoid),
negatif kontrol olarak DMSO kullanildi. Petriler 48 saat 28 °C’ de inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda disklerin etrafinda pigment olusum 6zelligini kaybetmis
beyaz kolonilerin varligr degerlendirildi. Kolonilerin beyaz renk olusumu pozitif, mor

renk oluslar1 negatif olarak degerlendirildi.
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2.1.8. Molekiiler karekterizasyon

Bu calismada alglerin DNA ekstraksiyonlar1 sonrasinda ribosomal RNA biiyiik alt
grubuna ait gen bolgeleri (LSU) PZR ile ¢ogaltildi. Cogatilma amaci ile LSUalgF- LSUalgR
primerleri kullanildi (Sentiirk, 2016). Morfolojik veriler ve gen dizi sekanslarinin BLAST veri

sonuglar1 ortak degerlendirilerek izole edilen alg tiirleri tanimlandi.
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3. BULGULAR
3.1. Alglerin Makroskobik ve Mikroskobik Bulgulari

Su 6rneklerinden 7 adet alg kiiltiirii saf olarak elde edildi. Bu drnekler sirasi ile B1, B6,
B27, T14, T15, T16, ve K3’ tiir. Bu alglerin m3N-BBM agar ve P49 agardaki koloni
morfolojileri ve kolonilere ait mikroskobik goriintiilere Sekil 3.1., 3.2., 3.3, 3.4., 3.5., 3.6,
3.7.de yer verildi.

Sekil 3.1. B1 nolu mikroalg tiirliniin m3N-BBM kat1 besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi (A)
ve mikroskobik morfolojisi (x100)(B), m3N-BBM sivi besiyerinde iireme (C).

B1 kodlu alg tiirii makroskobik olarak kati1 besiyerinde incelendiginde; {iremenin ilk
evrelerinde yesil koloni formasyonuna sahip oldugu bununla birlikte inkiibasyon periyodunun
uzamasina bagli olarak besin maddelerinin azalmasi sonrasi kirmizi renge doniistiigii tespit

edildi. Mikroskobik olarak bakildiginda ise; yesil-kahverengi renkte, kok seklindedir.
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Sekil 3.2. B6 nolu mikroalg tiiriiniin P49 kati besiyeri {izerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (x100)(B).

B6 kodlu alg tiirii makroskobik olarak kati besiyerinde incelendiginde; agik yesil renkte,
kenarlarinin olduk¢a girintili-¢ikintili, yilizeylerinin piiriizlii oldugu tespit edildi. Mikroskobik
olarak incelendiginde ise; kokobasil olduklar tespit edildi.

st &
i ‘ L
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Sekil 3.3. B27 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kati besiyeri tizerindeki koloni morfolojisi (A)
ve mikroskobik morfolojisi (x100)(B).
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B27 kodlu alg tiirli makroskobik olarak kati besiyerinde incelendiginde; acik yesil ve
koyu yesil kolonilerin oldugu, yiizeylerinin piiriizlii oldugu tespit edildi. Mikroskobik
incelemesi yapilan B27 kodlu tiiriin mekik seklinde oldugu tespit edildi.

Sekil 3.4. T14 nolu mikroalg tiirliniin m3N-BBM kat1 besiyeri lizerindeki koloni morfolojisi (A)
ve mikroskobik morfolojisi (x100)(B).

T14 kodlu alg tirii makroskobik olarak kati besiyerinde incelendiginde; ylizeyleri
piiriizlii, agik yesil renkte, kubbeli formda olduklar tespit edildi. T14 tiirii mikroskobik olarak
incelendiginde; kokobasil formda oldugu tespit edildi.

Sekil 3.5. T15 nolu mikroalg tiiriiniin P49 kat1 besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi (A) ve
mikroskobik morfolojisi (x100)(B).
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T15 kodlu alg tiiri makroskobik olarak kati besiyerinde incelendiginde; ortasi koyu
yesil kenarlart acgik yesil, yiizeyleri diigme seklinde ve piiriizli kononiler tespit edildi.

Mikroskobik olarak incelendiginde ise; kokobasil formda olduklari tespit edildi.
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Sekil 3.6. T16 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri lizerindeki koloni morfolojisi (A)
ve mikroskobik morfolojisi (x100)(B).

T16 kodlu alg tiirii kat1 besiyerinde makroskobik olarak incelendiginde; kenarlar1 agik
yesil ve girintili-¢ikintili, ortasi koyu yesil, yiizeyi diigme seklinde koloniler tespit edildi.
Mikroskobik olarak incelendiginde ise; basil seklinde olduklar tespit edildi.

Sekil 3.7. K3 nolu mikroalg tiiriiniin m3N-BBM kat1 besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi (A)
ve mikroskobik morfolojisi (x100)(B).
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K3 kodlu alg tiirii kati besiyerinde makroskobik olarak incelendiginde; acik yesil
renkte, kubbe seklinde yiikseltileri olan koloniler tespit edildi. Mikroskobik olarak

incelendiginde ise; dairesel sekillerinin oldugu tespit edildi.
3.2. Alg Ekstraktlarimin Antimikrobiyal Etkinliginin Degerlendirilmesi

S. aureus, E. faecalis, E. coli ve P. aeruginosa bakterileri insanlarda ve hayvanlarda
patojen etkilere sahip enfeksiyoz karakterde bakterilerdir. Bu ¢alismada alg ekstraktlarinin bu
patojen mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkinligi arastirilldi. Ayrica patojen
karakterde bir maya tiirii olan Candida krusei tiirii lizerine alg eksraktlarimi antifungal etkinligi
incelendi. Calisma kapsaminda izole edilen 7 adet alg tiiriine (B1, B6, B27, T14, T15, T16, K3)
ait etanol, metanol, kloroform ve su ekstraktlar1 kullanildi. Gram pozitif ve negatif bakteriler
tizerine antimikrobiyal etkinligin gézlendigi besiyerlerine iliskin gorseller Sekil 3.8, 3.9, 3.10 ve
3.11,’de veriler ise ¢izelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4 ‘de verildi. Maya iizerine antimikrobiyal etkinlik

saptanamadi.

Cizelge 3.1. Antimikrobiyal etkinlikte zon caplari.

Zon ¢aplar1 (mm) Antimikrobiyal etkinlik
6-9 Zayif
10-12 Orta
13-15% Iyi

(*Bakteri tiirlerinin antibiyotik duyarlilik ¢aplar1 esas alinarak degerler olugturulmustur.)
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Sekil 3.8. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin etanol ekstraktlarinin S. aureus (A), E.

coli (B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi.

Cizelge 3.2. Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi gosterdigi

antimikrobiyal ve antifungal aktivite.

Bakteriler* Maya
Alg Gram negatif Gram pozitif
tiirleri Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus Candida
ATCC 25922 aeruginosa aureus faecalis krusei
ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC6258
B1 - - 13 7 -
B6 - - 11 10 -
B27 - - 9 8 -
T14 - - 11 7 -
T15 - - - 7 -
T16 - - 12 9 -
K3 - - 8 8 -
K+ - - 24 13 -
K- - - -

*Test icindeki disklerin ¢cap1 6 mm’ dir. Pozitif kontrol (K+): eritromisin 15 mcg (oxoid).

Negatif kontrol (K-): DMSO.

Etanol ekstrat1 hazirlanan alglerin antimikrobiyal aktivitesi tabloda goriildiigii lizere; en

iyi sonucu Gram pozitif bakterilerde vermistir. S. aureus tiiriine kars1 B1, B6, T14 ve T16 kodlu



38

algler iyi derecede antimikrobiyal aktivite, B27 ve K3 kodlu algler ise orta derecede
antimikrobiyal akvite gOstermistir. E. faecalis tiiriine karst B6 iyi derecede antimikrobiyal

aktivite gostermistir.

Sekil 3.9. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin metanol ekstraktlarinin S. aureus (A),

E. coli (B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi.

Cizelge 3.3. Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina kars1 gosterdigi

antimikrobiyal ve antifungal aktivite.

Bakteriler* Maya
Alg Gram negatif Gram pozitif
tiirleri Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus Candida
coli aeruginosa aureus faecalis krusei
ATCC 25922  ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC6258
Bl - - 10 9 -
B6 - - 11 9 -
B27 7 - 10 10 -
T14 - - 10 9 -
T15 6 - 6 - -
T16 8 - 12 9 -
K3 - - 6 - -
K+ - - 24 12 -
K- - - - - -

*Test i¢indeki disklerin ¢ap1 6 mm’ dir. Pozitif kontrol (K+): eritromisin 15 mcg (oxoid).
Negatif kontrol (K-): DMSO.
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Metanol ekstrat1 hazirlanan alglerden S. aureus tiiriine kars1 iyi derecede aktiviteyi B1,
B6, B27, T14 ve T16 kodlu agler gostermistir. E. faecalis tirline karsi iyi derecede
antimikrobiyal aktiviteyi ise B27 kodlu alg gdstermistir.

Sekil 3.10. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin S. aureus

(A), E. coli (B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi.

Cizelge 3.4. Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi gosterdigi

antimikrobiyal ve antifungal aktivite.

Bakteriler* Maya
Alg Gram negatif Gram pozitif
Tiirleri Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus Candida
coli aeruginosa aureus faecalis krusei
ATCC 25922  ATCC27853 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC6258
B1 7 - 13 9 -
B6 - - - 9 -
B27 8 - 11 9 -
T14 - - 6 8 N
T15 7 - 6 9 -
T16 - - 10 9 -
K3 8 - 6 9 -
K+ 12 - 23 13 -
K- - - - - -

*Test i¢indeki disklerin ¢ap1 6 mm’ dir. Pozitif kontrol (K+): eritromisin 15 mcg (oxoid).

Negatif kontrol (K-): DMSO.
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Kloroform ekstrati hazirlanan alglerden S. aureus tiriine karsi iyi derecede
antimikrobiyal aktiviteyi B1, B27 ve T16 kodlu algler gostermistir. E. faecalis tiiriine kars1 ise
B1, B6, B27, T15, T16 ve K3 kodlu alglerde orta derecede antimikrobiyal aktivite

belirlenmigtir.

Sekil 3.11. Calisma kapsaminda izole edilen alg tiirlerinin su ekstraktlarinin S. aureus (A), E.

coli (B), E. faecalis (C) ve P. aeruginosa (D) tiirleri lizerine antimikrobiyal etkinligi.

Cizelge 3.5. Alg tiirlerinin kloroform ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina kars1 gosterdigi

antimikrobiyal ve antifungal aktivite.

Bakteriler* Maya
Alg Gram negatif Gram pozitif
tiirleri Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus Candida
coli aeruginosa aureus faecalis krusei
ATCC 25922  ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC6258
Bl - - 9 10 -
B6 - - 6 7 -
B27 - - 6 8 -
T14 - - 8 9 -
T15 - - - 9 -
T16 - - 9 10 -
K3 - - 6 9 -
K+ - - 22 13 -
K- - - - - -

*Test i¢indeki disklerin ¢ap1 6 mm’ dir. Pozitif kontrol (K+): eritromisin 15 mcg (oxoid).

Negatif kontrol (K-): DMSO.
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Su ekstrat1 hazirlanan alglerden S. aureus tiiriine kars1 B1, T14 ve T16 kodlu alglerde
orta derecede antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. E. faecalis tiiriine kars1 ise B1, T14, T15,
T16 ve K3 kodlu alglerde orta derecede antimikrobiyak aktivite belirlenmistir.

Antimikrobiyal testlerde kullanilan 7 alg tiliriiniin C. krusei tiiriine karst antifungal

etkinligi saptanmamugtir.

3.3. Metisilin Direncli S. aureus Tiirleri Uzerine Antimikrobiyal Etkinin

Degerlendirilmesi

Bir onceki ¢alisma bulgularinda S. aureus tiirleri lizerine etkili oldugu goriilen T16
numaralt alg tiirii tekrar iretilerek etanol ile ekstraksiyonu gergeklestirildi.  Ekstrakt
antimikrobiyal ¢aligmada kullanilmak iizere 1 mg/mL olacak sekilde DMSO ile ¢ozdiiriildii.
Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi i¢in disk diflizyon yontemi kullanildi. Etanol ekstrati
hazirlanan T16 kodlu alg tiiriiniin metisilin direngli S. sureus’ a karsi antimikrobiyal aktivitesi

gbzlenmedi.
3.4. Alg Ekstraktlariin C. violaceum Uzerine Anti-QS Aktivitesinin Belirlenmesi

C. violaceum susu, QS tarafindan indiiklenen mor pigment olusturma kapasitesine
sahiptir. Bu 6zelligi nedeni ile indiikator 6zellik tasimaktadir. Bu bakteride pigment olusumunu
inhibe eden {irlinler potansiyel anti-QS molekiilleri olarak nitelendirilebilmektedir. Bu
caligmada alg ekstraktlariin anti-QS 6zelliklerinin belirlenmesinde C. violaceum ATCC 12472
susu kullanildi. Ekstraktlarin tamaminda C. violaceum susuna karsi antimikrobiyal aktivite
gozlenmesine karsin anti-QS kapasitesinin belirteci olan renksiz koloni formasyonuna
rastlanmadi (Chenia H.Y., 2013). Zon c¢aplar1 ayrintili degerlendirildiginde ¢oziicii olarak

kullanilan DMSO’nun da C. violaceum susu lizerine az da olsa inhibitor etkisi oldugu belirlendi.

Sekil 3.12. Su 6rneklerinden izole edilen alg ekstraktlarinin MHA besiyerindeki C. violaceum

lizerine anti-QS aktivitesinin belirlenmesi.
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3.5. Molekiiler Karekterizasyon

Bu caligmada izole edilen yedi adet alg tiiriiniin molekiiler tanisinda alglerin ribosomal
RNA biiyiik alt gruplarin1 (LSU) hedef alan gen bdlgesi LSUalgF- LSUalgR primerler dizileri
kullanilarak ¢ogaltildi ve dizi analizleri ger¢eklestirildi. Gen dizlerinin BLAST analizinde B1 ve
T15 kiiltiirleri igin temiz bir okuma elde edilemedi. Bu nedenle bu iki tiiriin molekiiler
karekterizasyonu yapilamadi. T16 tiirii disindaki diger tiirler Scenedesmus sp. olarak belirlendi.
T16 LSU gen bdlgesinin gen dizisine en yakin tiir GenBankasinda %92 benzerlikle
Stichococcus bacillaris olarak belirlendi. Bu tiir i¢in ITS gen bolgesinin de sekanslanmasi ve

filogenetik ¢alismalarin genisletilmesinin uygun olacagi kanisina varildi (Tablo 3.5).



Cizelge 3.6. Izole edilen algerin mikroskobik morfolojileri, molekiiler karekterizasyonu amaci ile yapilan sekans verileri ve bu degerlendirmeler

dogrultusunda olas: tiir isimleri.

Blast sonuglari

No Ornek Sekans veri sonuglar
Kodu
1 Bl
%5 Sekans dizi analizine gore degerlendirilemedi.
2 B6 e . = z AGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGTGCTTGAAATTGTTGAGGGGGAAGCGTTTG
O ~ ® ° . AATGCTAGGGTGCGCCTAGGCTTATGGGTTCTTAACGGAGCTCTGTATGTGCTAGGTGCTGGCCAGCATGGGTTAGGCTAGTGGGATAAAAGCTGG
29 s° io GATTGTTACCCGGTCTATGCCACTGGCTTGACCAAGGCGTGAAGACTGCCCTTGTCCTTCGGGAACTGCAGTCTCAAGATGCTGGCAAAAGGCTTTC Scenedesmus sp.
2
e“ g“ ()] AACCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGTATGCGAGTTGGTGGGTGGAAAACCCATGAAGCGTAAGGAAACTGACTGGTGGG
@@ () {’s ® 50 ATGGCCTGTGCCTGCACCATCGACCGACCATGCGTTTCTGCAAAAGGTTTGAGTGCGAGCATACACGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCT
~ ?
€ e
e
‘%,‘} ) 953 ‘3”‘3:' CGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGTGCTTGAAATTGTTGAGGGGGAAGCGTTTGAATGCTAGAGTGCGCCTAGGC
-; ,\.;g;;:% > Q\tc-:‘r' TTATGGGTTCTTAACGGAGCTCTGTATGTGCTAGGTGCTGGCCAGCATGGGTTAGGCGAGCGGGATAAACGCTGGGGTTGATACCCGGTCTATGCC
3 B27 'a".g‘:,ﬂ}%:aagx‘g GCTTGCTTGACCAAGGCGTGAAGACTGCCCTTGTCCTTCGGGAACTGCAGTCTCAAGATGCTGGCAAAAGGCTTTCAACCGACCCGTCTTGAAACAC Scenedesmus sp
O < = .
%: é‘i;&-‘ig. & ')q; SE"‘-‘Q';‘ GGACCAAGGAGTCTAACATGTATGCGAGTTGGTGGGTGGAAAACCCATGAAGCGTAAGGAAACTGACTGGTGAGATGGCCTGTGCCTGCATCATC
3 P OGN B2 | GACCGACCATGCGTTTCTGCAAAAGGTTTGAGTGCGAGCATACCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAA
NN,
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Cizelge 3.6. (devami). izole edilen algerin mikroskobik morfolojileri, molekiiler karekterizasyonu amaci ile yapilan sekans verileri ve bu degerlendirmeler

dogrultusunda olasi tiir isimleri.

Lo ] A % e GACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGTGCTTGAAATTGTTGAGGGGGAAGCGTTTGA
4 T14 ® q,a' e ATGCTCGGGTGCGCTCAGGCTTATGGGTCCTTAACGGGGCTCTGTATGTGCTGAGTGCTGGCCAGCATGGGTTAGGCTAGTGGGACAAAAGCGTGG
!,,G., - Q”'_.‘.;oe () GTTGATACCATGCCGCTGCCACTGGCTTGACCAAGGCGTGAAGACTGCCCTTGTCCTTCGGGAACTGCAGTCTCAAGATGCTGGTGAAAGGCTTTCA
if: @ l 9 e ACCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGTATGCGAGTTGGTGGGTGGAAAACCCATGAAGCGTAAGGAAACTGACTGGTGGGA Scenedesmus sp.
& 92¢ TGGCCTGTGCCTGCACCATCGACCGACCATGCGTTTCTGCAAAAGGTTTGAGTGCGAGCATACCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCT
® o926
—a £a a ) e
()
5 TI5 A
)
'@QQ % D Sekans dizi analizine gore degerlendirilemedi. ]
® L)
:\/‘ \a :‘ J::/ =1 | TCAACCTTTCCAGAAGATCATGGTCGGTCGATGGTGCAGGCTTTTGAGGGCCCTCCCACCAGTCAGGTTACTTGCGCTTCATGGGTTTTCCACCCACC
6 T16 ”/‘\‘.;;,> /) ‘ Sur‘ﬁ AACTCGCATACATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCAGATTGGAAGCCTTACGCCAGCATCCTGAGCGCGCAGTTGGGCGAACCCAC
i; \S 2 ’7[’39, ‘_'q\ GCAGAGCGCGCGCTTGAGACCTCGATCGGCGGAGCGACATTGGCAGCCTATCAACGGCCACTTTTCTCCCGCTCCACCAATCGATGCTGACCAGCAC
L’ 7\ }./' CCAGCACATACAGCACGCCGGTAAGGGCGAGCATCAGCCTGGGCGCACACGCGACTTCCAATCCCTTCCCCCTCAACAATTTCAAGTACT AACT Stichococcus
B \‘? ol “ ' | CTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTG bacillaris
) o e
- »‘& V«_’ "' F L9
AACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGTGCTTGAAATTGTTGAGGGGGAAGCGTTTGAATGCTAGGGTG
7 K3 CGCCTAGGCTTATGGGTTCTTAACGGAGCTCTGTATGTGCTAGGTGCTGGCCAGCATGGGTTAGGCTAGTGGGATAAAAGCTGGGATTGTTACCCG
GTCTATGCCACTGGCTTGACCAAGGCGTGAAGACTGCCCTTGTCCTTCGGGAACTGCAGTCTCAAGATGCTGGCAAAAGGCTTTCAACCGACCCGTC
TTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGTATGCGAGTTGGTGGGTGGAAAACCCATGAAGCGTAAGGAAACTGACTGGTGGGATGGCCTGTGCC | Scenedesmus sp.
TGCACCATCGACCGACCATGCGTTTCTGCAAAAGGTTTGAGTGCGAGCATACACGTTGGGACCCGAAAG
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Gen dizlerinin BLAST analizinde B1 ve T15 Kkiiltiirleri i¢in temiz bir okuma elde
edilemedigi icin bu iki tlirlin molekiiler karekterizasyonu yapilamadi. T16 tiirii disindaki diger
tiirler Scenedesmus sp. olarak belirlendi. T16 LSU gen bdlgesinin gen dizisine en yakin tiir Gen
Bankasinda %92 identiklikle Stichococcus bacillaris olarak belirlendi. Bu tiir i¢in ITS gen
bolgesinin de sekanslanmasi ve filogenetik c¢aligmalarin genisletilmesinin uygun olacagi

kanisina varildi(Cizelge 3.6.).
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4. TARTISMA SONUC

Dogal kaynaklardan gelen antimikrobiyallerin arastirilmasi ve uygun antimikrobiyal
ajanlar olarak islev gorebilecek sentetik bilesikleri tanimlama c¢abalar1 siirmektedir. Bu
bilesikler bakteri, mantar veya viriis dahil olmak iizere insan patojenlerine karsi Onemli
terapotik etkilere sahiptir. Yeni antimikrobiyal bilesiklerin kesfi icin ¢esitli mikroalglerin
ekstraktlari ile arastirmalar yapilmis ve bunlardan bazilarinin potansiyel bir antimikrobiyal iiriin
kaynag1 olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Alghazeer vd., 2013; Mendes vd., 2013;
Al-Saif vd., 2014).

Prakash ve arkadaslarinin ve Radhika ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismalara
gore (Prakash vd., 2011; Radhika vd., 2012), antimikrobiyal aktivite, hem alg tiirlerine hem de
ekstraksiyonlar1 i¢in kullamlan ¢oziiciilere baghdir. Alg 6zlerinin antimikrobiyal aktivitesi
genellikle inorganik ¢oziiclilere kiyasla daha yiiksek bir etkinlik saglayan gesitli organik
¢oziiciiler kullanilarak tahlil edilir (Cordeiro vd., 2006; Tuney vd., 2006). Klorofiller ve f-
karoten, mikrobiyal biiyiime inhibitorleri olarak etkin bir sekilde rol oynadigi bilinen ana
pigmentlerdir (Bhagavathy vd., 2011). S. aureus iceren bazi ortamlarda antibakteriyel etkisi
olan mikroalgden pigmentler de bildirilmistir Jaya vd., 2007; Fan vd., 2013).

Scenedesmus sp. farmasotik agidan bakildiginda, iyi bir yeni biyoaktif bilesik kaynagi
olan antimikrobiyal maddeler {iirettigi rapor edilmistir. Scenedesmus sp.’nin gida kaynakli
patojen S. aureus'a karst inhibitor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Ordég vd., 2004;
Ghasemi vd,. 2004; Abedin vd., 2008; Desbois ve Smith 2010; Catarina vd., 2011; Bhagavathy
vd., 2011; Beena ve Krishnika, 2011; Najdenski vd., 2013). S. dimorphus' un metanolik 6ziiniin
B. subtilis ve A. hydrophila' nin biiyiimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi etanolik 6ziitlerinin
ise B. subtilis lizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Prakash vd., 2011; ve Radhika vd., 2012).
Alg ekstraktlarmmin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili onceki caligmalarin sonuglarina
bakildiginda, metanolik ekstraktin bakteri suslarina karst daha etkili oldugu goriilmektedir.
Antimikrobiyal aktivitenin alg tiirleri ile degistigini ve farkli Scenedesmus tiirlerinden elde
edilen ekstraktlarin bakteri suslarini farkli verimlilikte inhibe ettigini gostermektedir. Yapilan
baska bir calismada, S. dimorphus' un metanolik ekstraktin, A. hydrophila' nin biiyiimesini
kuvvetle inhibe ettigi goriilmiistiir. Etanolik ekstraktin tersine A. hydrophila disinda incelenen
tiim bakteri suslarmin biiyiimesini de inhibe ettigi saptanmistir (Kulik, 1995; ve Rizk, 2006).
Organik ¢oziciilerin kullanilmasmin, antimikrobiyal aktiviteler i¢in bilesik ¢ikarmada su bazli
yontemlere kiyasla her zaman daha yiiksek bir etkinlik sagladigi disiiniilmektedir (Masuda,
1977; Lima-Filho, 2002).
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Mikroalglerin farmakolojik bilesiklerin kaynag: olarak ilk ¢aligsmalar1 antibiyotikler ile
yapildi ve Chlorella vulgaris' in kendi biliylimesini engelleyen bir madde {irettigini
gbzlemlenmistir (Pratt, 1940). Bu durum Ikinci Diinya Savas: sirasinda antibiyotik aktivitesi ve
bu oto inhibitdriin aktivitesi izerine aragtirmalar yapilmasini saglamistir (Pratt vd., 1944). Yag
asitleri, yesil alg Stichococcus bacillaris ve Protosiphon botryoides' te antibiyotik aktivitesi olan
bilesikler olarak da Harder ve Opperman (1953) tarafindan tespit edilmistir. Bdylelikle yag
asitlerinin in vitro antibiyotik aktiviteye sahip olduklari kabul edilmistir (Desbois ve Smith,

2010).

Etanol ekstrat1 hazirlanan alglerin antibiyogram testlerinde S. aureus’ a karsi zon ¢ap1
13 mm ile B1 ve 12 mm ile T16 algleri iyi derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. S.
aureus’ a kars1 T15 kodlu alg antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Yine ayni sekilde etanol
ekstrati hazirlanan algler E. coli ve P. aeruginosa tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Metanol ekstrati hazirlanan alglerin antibiyogram testlerinde S. aureus’ a karsi
12 mm zon ¢ap1 ile T16 kodlu alg iyi derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ethanol ile
hazirlanan alg ekstratlarindan farkli olarak metanol ekstratlar1 E. coli’ ye karst B27 (7 mm),
T15 (6 mm) ve T16 (8 mm) zayif derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Kloroform
ekstrat1 hazirlanan alglerin antibiyogram testlerinde antimikrobiyal aktiviteyi S. aureus’ a karsi
13 mm zon ¢ap1 ile B1 kodlu alg iyi derecede gostermistir. B27 kodlu alg ise 11 mm zon cap1
ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. E. coli’ ye karst B1 (7 mm), B27 (8 mm),
T15 (7 mm), K3 (8 mm) az derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Su ekstrati hazirlanan
alglerin antibiyogram testlerinde S. aureus’ a karst B1 (9 mm) ve T16 (9 mm) kodlu algler
zayif derecede antimikrobiyal aktivite, E. faecalis’ e karsi ise 10 mm zon ¢api ile yine B1 ve 10
mm zon ¢api ile T16 kodlu alg gdstermistir. Antibiyogram testlerinin sonucuna gére B1, B6,
B27, T14, T15, T16 ve K3 kodlu alglerin gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edildi. Gram negatif bakterilere karsi ise antimikrobiyal aktivite tespit
edilemedi. B1, B6, B27, T14, T15, T16 ve K3 kodlu alglerin C. krusei tiiriine kars1 da

antimikrobiyal aktivitesi tespit edilemedi.

Alglerin antibakteriyal etkinliginin yaninda antifungal etkileride arastirilmistir. Cin’de
Zhanjiang kiy1 seridinde toplanan Caulerpa racemosa alg tiiriinden izole edilen Caulerprenylol
B nadir bulunan bir antifungal paraksilendir. Bu bilesigin in vitro fungal taramasina bakilarak,
T. rubrum' a tiirline kars1 4 mg/mL consantrasyonundaki Caulerprenylol B’ nin oldukga giicli
bir antifungal etkinliginin oldugu ortaya konmustur (Liu vd., 2013). Penicillus capitatus’ tan
edilen iki triterpen siilfat esteri kapisteronlar (A ve B) izole edilmistir. Kapisteron A ve B,

sirastyla LD50 konsantrasyonlarinda 0.03 ve 0.94 mg / mL'lik deniz mantar1 patojeni Lindra
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thallasiae' ye kars1 giiclii antifungal aktivite gostermistir (Puglisi vd., 2004). 22 {iyeli siklik bir
lakton olan Lobophorolide, kahverengi deniz yosunu Lobophora variegata' dan izole edilmistir.
Bu alg tiirli Bahama adalarindaki gesitli resif lokasyonlarinda 6-30 m derinliklerde toplanmistir.
Lobophorolid, sirasiyla 0.135 ve 0.034 mg / mL IC50 degerleri ile patojenik ascomycete Lindra
talasiae ve saprofitik Dendryphiella salina' ya karsi gli¢lii antifungal aktivite sergilemistir. Bu
bilesik ayrica sirastyla IC50 degerleri 1.3 ve 0.5 mg / mL olan yabani ve amfoterisin direngli tiir

olan C. albicans' a kars1 antifungal aktivite gostermistir (Kubanek vd., 2003).

Etanol, metanol, kloroform ve su ekstratlar1 hazirlanan alglerin antifungal test
sonuglarina gore; 7 alg tiiriinde de C. krusei’ ye karsi antifungal aktivitesinin olmadig1 tespit

edilmistir.

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), hastane enfeksiyonlari arasinda yer
almaktadir ve 1961 yilindan beri artan bir oranda goriilmektedir. MRSA”’ ya karsi tedavi amaglhi
olarak kullanilan glikopeptid antibiyotik olan vankomisine karsi, son zamanlarda orta duyarli
(VISA) ve direncgli (VRSA) bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasindan sonra enfeksiyonlarda 6nemli
derecede artis gozlenmistir (Jones, 2006). Stafilokoklarda metisilin direnci gesitli
mekanizmalarla meydana gelebilir (Franciolli vd., 1991). Bunlar i¢inde en sik goriileni,
stafilokoklarin yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) kazanmalar1 ile olusan direnctir
(Hartman vd., 1984). Bu mekanizma ile metisiline direngli olan stafilokoklarda, duyarl
olanlardan farkli olarak ilave bir PBP vardir. PBP 2a adi verilen bu enzimin beta laktam
antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha diisiiktiir. Bu nedenle metisilin direngli bakteri
beta laktam antibiyotiklerle karsilastigi zaman diger tiim PBP’ler antibiyotik tarafindan bloke
edilir, ancak bu enzim diisiik afinite nedeniyle beta laktam antibiyotigi baglamaz ve bakteri
duvar sentezini devam ettirir. Ortamda beta laktam antibiyotik olsa da olmasa da PBP 2a
sentezlenir, ancak ortamda antibiyotik yok ise fonksiyon gostermez. PBP 2a miktar1 ile
bakterinin metisiline direng diizeyi arasinda bir iligki yoktur (Hartman vd., 1984).Hastane
enfeksiyonlar1 arasinda yer alan MRSA sadece hastane kokenli olmamakla birlikte aymi
zamanda toplum kokenli olarak goriilmekte ve sorumlu etkenin giderek artis gostermesinden
dolay1 buna kars1 koyabilecek antibiyotiklerin gelistirilmesine de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
sebeple, ililkemizde bu miicadelede basarili olabilmek igin g¢esitli antibiyotikler kullanima
gecmistir. Bunlardan bazilar1 ise daptomisin, linezolid ve tigesiklindir (Kiiglikbayrak ve

Ozdemir, 2006).
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Hastane orijinli MRSA tiiriinde antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in T16 kodlu
alg tiirlinlin etanol ekstrati kullanilmistir. Etanol ekstrati hazirlanan T16 kodlu alg tiiriiniin

metisilin direngli S. aureus’ a kars1 antimikrobiyal etkisi gdzlenmemistir.

Mikroorganizmalar uygun kosullar olustugunda canli hiicreler veya cansiz yapilar
tizerine yapigarak kendi iirettikleri EPS i¢inde bdliiniip cogalarak biyofilm olusturabilirler.
Biyofilm olusumu, insanlarda olusan infeksiyonun devamlilig1 ve tedavide karsilasilan zorluklar
acisindan 6nemlidir. Biyofilm igerisinde biiyiiyen bakteriler, olumsuz ¢evre sartlarina, konagin
bagisiklik sistemine (opsonizasyon ve fagositoza) ve antibiyotiklere karsi oldukga
dayanikhidirlar (Brown vd., 1988; Costerton vd., 1995; Beveridge vd., 1997; Jesaitis vd., 2003;
Leid vd., 2005). Bakterilerin uygun bir yiizeye tutunmalarinin ardindan biyofilm olusumunun
baslamasi = Quorum Sensing (QS, Cevreyi Algilama Sistemi)‘ denilen bir haberlesme
sisteminden gelen ¢esitli kimyasal sinyallere baglidir. Bu sistem ile bakteriler ¢evrelerindeki
kimyasal sinyal molekiillerinin yogunlugunu &lgerek, gevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun
yogunlugunu belirlerler. Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttik¢a otoindiikleyici olarak islev
goren bazi sinyal molekiillerinin lokal ekstraseliiler konsantrasyonlari da artmakta ve bu durum
cevrede bulunan bakteriler icin o bolgede bir hiicresel kiimelenmenin bagladigi anlamina
gelmektedir. Yiizeyle etkilesimden sonra bakteriler bir araya gelip tek tabakali hiicre hatlar ve
ardindan mikrokoloniler olustururlar. Mikrokoloniler ise daha sonra olgun biyofilm olugturmak
iizere farklilagirlar (Taga ve Bassler, 2003; March ve Bentley, 2004). Kirmizi bir makroalg olan
Delisea pulchra'nin iiretmis ve vezikiillerinde depolamis oldugu furanon bilesiklerinin insan
patojeni Pseudomonas aeruginosa ve Serratia liquefaciens‘de quorum sensing molekiillerini
inhibe ettigi de gosterilmistir (Manefield vd. 1999). Nitekim furanon tiirevleri insan ve diger

memelilerde toksik etki gostermektedir (Hentzer ve Givskov, 2003).

Gegtigimiz birkac yilda, QS' nin inhibisyonu tip, endiistri ve biyoteknoloji alanindaki
uygulamalar1 nedeniyle yogun bir arastirma alam haline gelmistir. QS sisteminin inhibisyonu,
ozellikle antibiyotige direngli suslarin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede,
antipatojenik ajanlarin gelistirilmesi i¢in yeni bir strateji olarak kabul edilmektedir. Bundan
dolay1, gida giivenligini ve kalitesini glivence altina almak i¢in iyi bir strateji, QS' yi inhibe
ederek gida bakteri patogenezini diizenlemek olabilir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde
bulunan toprak kaynakli gram-negatif bir bakteri olan Chromobacterium violaceum,
otoindiiktorii N-heksanoilhomoserin laktonu kullanilarak QS' nin bir sonucu olarak menekse
pigmentli violaceini sentezler. Bu nedenle, C. violaceum, QS karsit1 6zellik i¢in dogal iiriinler
ararken model bakteri olarak kullanilmistir (Lichstein ve van de Sand, 1945; Choo vd., 2006;
Rasko ve Sperandio, 2010).
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Chromobacterium violaceum, QS mekanizmasint engelleyebilecek maddeleri bulmak
icin kullanilan iyi bilinen bir biyoindikatordiir (McLean vd., 2004). Tropikal ve subtropikal
bolgelerin toprak ve suyunda yaygin olarak bulunan gram negatif -proteobakteridir (Dessaux
vd., 2004; Zinger-Yosovich vd., 2006). C. violaceum tiiriinde QS olusumu, elastaz liretimi (Zins
vd., 2001), biyofilm olusumu (Duran vd., 2016), siyaniir (De Almeida vd., 2003) veya violacein
iretimi (Duréan vd., 2016) gibi cesitli ozellikleri etkiler. Violacein, CviR — Cvil kontrolii altinda
iiretilen mor renkli antimikrobiyal bir pigmenttir (McClean vd., 1997; Morohoshi vd., 2008;
Kothari vd., 2017). Kolayca gdzlenebilir ve olgiilebilir oldugundan, cesitli maddelerin QS

tizerindeki etkisini 6lgmek i¢in bir arag olarak kullanilir.

Bu calismada C. violaceum susu alg ekstraktlarinin anti-QS kapasitelerinin 6l¢iimii
amaci ile kullanildi. Ekstraktlarin tamaminda C. violaceum susuna karsi antimikrobiyal aktivite
gozlenmesine karsin anti-QS 6zelligine rastlanmadi. Zon caplar ayrintili degerlendirildiginde
¢Oziicii olarak kullanilan DMSO’nun da C. violaceum susu iizerine az da olsa inhibitor etkisi
oldugu belirlendi. Kirkwood ve ark.,( 2018) antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalarinda ¢dziinmesi
giic ekstraktlar icin kullanilan DMSO’ nun Mycobacterium abscessus  bakterisi iizerine
inhibitor etki gosterdigini bildirmisler ve DMSO kullanmilmas1 halinde seyreltilerek
kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varmiglardir (Kirkwood vd., 2018). Caligmamizda C.
violaceum susu antimikrobiyal etkinlik amaci ile kullanilmadigindan DMSO’nun bakteri
lizerine inhibitor etkisi gozardi edilebilmistir. Bununla birlikte incelenen petrilerde renksiz
koloni formasyonuna rastlanmamistir, Buna baglh olarak etanol, metanol, kloroform ve su alg
ekstraktalarinin uygulandigi C. violaceum susu iizerine alglerin anti-QS etkinligi olmadigi

kanisina varilmaistir.
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