€coc

19AT1AD Aequag

I'TVAd WITIGVNV YA TNITIE ILOSVINUVA

IZAL SNVSIT MASMNA

ERZiNCAl\g BINALI YILDIRIM UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

KARASU (ERZINCAN) NEHRINDEN iZOLE EDIiLEN BAZI TATLISU

ALGLERININ ANTIiFUNGAL OZELLIKLERI

Serbay CELEBI

Damisman: Prof. Dr. Koksal PABUCCU

FARMASOTIK BIiLIMLER
ANABILIM DALI

ERZINCAN
Ocak, 2023
Her Hakki Sakhdir



ERZINCAN BINALI YILDIRIM UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

KARASU (ERZINCAN) NEHRINDEN iZOLE EDIiLEN BAZI TATLISU
ALGLERININ ANTIiFUNGAL OZELLIKLERI

Serbay CELEBI

Damisman: Prof. Dr. Koksal PABUCCU

FARMASOTIK BiLIMLER
ANABILIM DALI

ERZINCAN
Ocak, 2023
Her Hakki Sakhdir



Bilimsel Etige Uygunluk

“Karasu Nehrinden Izole Edilen Bazi Tatlisu Alglerinin Antifungal Ozellikleri”
isimli Yiiksek Lisans Tezi, tarafimca intihal tespit programinca incelenmistir. Buna
gore tezimde bilimsel etik kurallarina uydugumu, baskalarinin eserlerinden
yararlanilmas1 durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezin
icerdigi yenilik ve sonucglarin bagka bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde
herhangi bir tahrifat yapilmadigini, herhangi bir kismimin bu {iniversite veya baska
bir {niversitedeki baska bir tez g¢alismasi olarak sunulmadigini beyan ederim.
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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KARASU (ERZINCAN) NEHRINDEN iZOLE EDILEN
BAZI TATLISU ALGLERININ ANTIFUNGAL OZELLIKLERI

Serbay CELEBI

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii

Farmasotik Bilimler Anabilim Dali

Amac: Bu arastirmada, Erzincan Karasu Nehrinden izole edilen bazi alglerin antifungal
ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmustur.

Materyal Metot: Erzincan Karasu Nehri bentik habitatlarindan mekanik izolasyon
yontemiyle izole edilen alglerin (Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta), Erzincan
Merkez koylerinden izole edilen ve kiiltiir ortaminda saflagtirilan (Penicillium sp., Alternaria
alternata, Botrytis cinerea) bazi funguslar {izerine antifungal ozellikleri, disk difiizyon
yontemiyle incelenmistir.

Bulgular: Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta (Basionym: Ulothrix
subconstricta)’nin metanol ekstraktlarmm kiiltiir ortaminda, Penicillium sp., Alternaria
alternata ve Botrytis cinerea funguslari iizerindeki antifungal etkileri tespit edilmistir.
Cladophora crispata algi, Botrytis cinerea ve Alternaria alternata funguslarina etkili olmus,
Penicillium sp ise direng goéstermistir. Gloeotila subconstricta, A. alternata tizerine etkili
olurken; Penicillium, A. alternata'ya direng gostermistir.

Sonug: Kiiltiir ortaminda yapilan testler sonucunda, calisilan alglerde nispeten iyi derecede
antifungal ozellik goriilmis ve calismada Erzincan’daki bahgelerde etkili olan funguslara
kars1 anlamli sonuglar kaydedilmistir. Bu agidan, ¢alismaya konu olan alglerde tespit edilen
farmasoétik ozellikler, alglerin {iretimlerinin yapilarak miktarlarinin artirilmasi sonucunda
detayli bilesik analizleriyle, ileride yapilacak c¢alismalara kaynak teskil edecek
potansiyeldedir.

2023, 33 sayfa.

Anahtar kelimeler: Cladophora crispata, Gloeotila subconstricta, Penicillium sp.
Alternaria alternata, Botrytis cinerea, antifungal aktivite.



ABSTRACT
Master Thesis

ANTIFUNGAL PROPERTIES OF SOME FRESHWATER ALGAE ISOLATED
FROM THE KARASU (ERZINCAN) RIVER

Serbay CELEBI

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor: Prof. Dr. Kéksal PABUCCU

Aim: In this research, it was aimed to determine the antifungal properties of some algae
isolated from the Erzincan Karasu River.

Material and Methods: Antifungal properties of algae (Cladophora crispata and Gloeotila
subconstricta) isolated from benthic habitats of Erzincan Karasu River by mechanical
isolation method, on some fungi (Penicillium sp., Alternaria alternata, Botrytis cinerea)
isolated from vineyards in Erzincan Merkez villages and purified in culture medium, were
investigated by disc diffusion method.

Results: The antifungal effects of methanol extracts of Cladophora crispata and Gloeotila
subconstricta (Basionym: Ulothrix subconstricta) on Penicillium sp., Alternaria alternata
and Botrytis cinerea fungi were determined in the culture medium.It was effective against
the fungi Cladophora crispata, Botrytis cinerea and Alternaria alternata. Penicillium sp
showed resistance. Gloeotila subconstricta was effective on A. alternata, Penicillium
showed resistance too.

Conclusion: As a result of the tests carried out in the culture medium, relatively good
antifungal properties were observed in the studied algae and significant results were recorded
against the fungi that were effective in the gardens in Erzincan. In this respect, the
pharmaceutical properties determined in the algae that are the subject of the study have the
potential to be a source for future studies with detailed compound analyzes as a result of
increasing the amount of algae by producing them.

2023, 33 page

Key words: Cladophora crispata, Gloeotila subconstricta, Penicillium sp. Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, antifungal activity.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler

°C Santigrad Derece
ul Mikrolitre

Mm Milimetre

CO, Karbondioksit

Kisaltmalar
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NaOCl Sodyum Hipoklorit

NY Nystatin

PDA  Patates Dekstroz Agar

RPM 1 Dakikadaki devir sayis1



1.GIRIS

Yeryitiziindeki tlim sucul ortamlarda gelisen algler, biyosferde cok dnemli gorevlere
sahiptir. Algler tatli, tuzlu ve aci sularda yasayabilir, baz: tiirleri ise sicak-soguk
sularda ve farkli ekstrem habitatlarda da gelisebilirler. Tatlisularda yasayan algler,
lotik (akarsu) ve lentik (durgun su) ekosistemlerindeki bentik ve pelajik habitatlarda
bulunurlar. Gollerde yasayan algler 6zellikle fotik zonda ve epilimniyon tabakasinda
genis yayilim gosterirler (Altuner ve ark., 2003). Nehirlerin bentik ve pelajik
habitatlarinda da makro ve mikro algler bulunurlar. Nehir pelajik ortamlarinda
yasayan algler, genellikle mikroskobiktir tiirlerdir. Makroalgler, daha ziyade
nehirlerin bentik habitatlarindan epilitik ve epifitikte yaygin olarak bulunmaktadir
(Round, 1984 ).

Son yillarda, alglerin farmasotik ozelliklerine diinyada olan ilgi artmistir. Bu
organizmalardan elde edilen maddeler, tip, eczacilik, tarim ve gida sektdrlerinde
genis Olclide degerlendirilmektedir. Gegtigimiz yirmi yilda, alglerden elde edilen bu
molekiillerin yeni biyolojik aktiviteleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu dogal molekiiller,
sadece ilag etken maddesi olarak degil, sentetik molekiillerin yapiminda yapisal birer
model olarak da gorev almaktadirlar (EI-Sheekh ve ark.,, 2006; Giiven ve ark.,
2010).

Klasik kemoterapotik bilesikler gilinlimiizde c¢okca kullanilmakta ve bunun
sonucunda da ¢esitli direnglerde bakteri ve funguslarin artis1 sz konusu olmakta, bu
organizmalara karst uygulanan bilesiklerin kullanimin1i  da yararsiz hale
getirmektedir. Bu durumda algler ve onlardan elde edilen bilesikler, yeni ve yararh
ila¢c ham maddesi i¢cermeleri, tistelik temel bilesenleri bulundurmalar ile daha etkin

kullanim gostermektedir (Duke ve ark., 2002).

Alglerin, irettikleri ¢esitli antifungal metabolitler ile funguslarin; enzim sistemleri,
hiicre duvar yapilari, hiicre i¢indeki protein ve karbonhidrat bilesiklerinin yapilar
tizerinde ¢esitli olumsuz etkilere sebep olarak kiif gelisimini azalttig1; ayrica, misel

gelisimini durdurarak mikotoksin iiretimini de diisiirdiigii kaydedilmistir (Hussein ve



Brasel., 2001).

Algler ve mantarlar arasinda yukarida bahsedilen iliskiler dogrultusunda, kiif
gelisimi ve mikotoksin iiretiminin kontrolii amaciyla, alglerin kullanimi ile ilgili
cesitli ¢alismalar yapilmistir. Sargassum despiense, Turbinaria decurrense, Dilophus
ligulatus, Cystoseira myrica ve Padina pavonia alglerinin Aspergillus flavus iizerine
olan etkisi ¢alisilmis ve bu alglerin antifungal 6zellikleri tespit etmiglerdir (Mabrouk

ve ark., 1985).

Amphidinium caterae alginin Penicillium chrysogenum, Cladosporium resinae,
Geotrichum candidum, Candida parapsilosis, Chaetomium globosum, Mucor
mucedo fungus tiirleri tizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada funguslar {izerine

etkili biyolojik aktivite tespit edilmistir (Kellam ve ark., 1988).

Chlorella salina, Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata alglerinin Fusarium
solani fungusu iizerine etkisine disk diflizyon yoOntemiyle bakilmis ve olumlu

sonuglarin bulundugu ifade edilmistir(El-Kassas ve ark., 1988).

Cystoseira tamariscifolia alginin Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Verticillium
alboatrum funguslari iizerinde yapilan antifungal ¢aligmada, C. tamariscifolia ve B.
cinerea’nin ozellikle Fusarium fungusuna karsi olumlu yo6nde sonuglar elde

edilmistir (Benmara ve ark., 1998).

Fischerella spp. ve Stigonema spp. alglerinin antifungal aktivitesinin arastirildig
calismada Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida albicans, Aspergillus
niger, Candida kefyr fungus tiirleri {izerinde etkili sonuglar elde edilmistir (Ghasemi
ve ark., 2003).

Nostoc sp. alginin cesitli funguslar iizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada ise,
Armillaria sp., Fusarium oxysporum f. melonis, Penicillium expansum,
Phytophthora cambivora, Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani, Rosellinia
sp., Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium albo-atrum fungus tiirlerine kars1 olumlu

biyolojik aktivite kaydedilmistir (Biondi ve ark., 2004).



Gracillaria chilensis alg tiirtiniin Phytophthora cinnamomi fungus tiirii iizerine
antifungal etki denemelerinde olumlu sonuglar elde edilmistir (Jimenez ve ark.,

2011).

Fusarium graminearum fungus tiiriiniin kullanildig1 antifungal aktivite ¢alismasinda

Spirulina LEB-18 alginin olumlu etkisi tespit edilmistir (Pagnussatt ve ark., 2013).

Cystoseira tamarisciflora, Padina pavonica, Rhodomela confervoides ve Ulva
lactuca alg tiirlerinin kullanildigi ¢alismada Aspergillus niger (939N), Candida
albicans (ATCC 1024) ve M. ramaniannus (NRRL 1829) tiirlerine kars: etkili

antifungal aktivite sonuglarina ulagilmistir (Saidani ve ark., 2012).

Hypnea pannosa alginin kullanildigi Aspergillus flavus fungusu ile yapilan antifungal

etki calismasi sonucunda olumlu sonuglara ulasilmistir (Ashraf ve Ahmed, 2015).

Sargassum despiense, Turbinaria decurrense, Dilophus ligulatus, Cystoseira myrica,
Padina pavonica alglerinin yer aldigi antifungal etki denemelerinde kullanilan
Aspergillus flavus funsuna karst olumlu yonde sonuglara ulagilmistir (Mabrouk ve
ark., 1985).

Pabugcu ve Yiicer (2022)’in Spirogyra aequinoctialis’in farkli ¢ozgenler kullanilarak
hazirladiklar1 ekstraktlarin antibakteriyal ve antifungal etkilerini denedikleri
caligmada, Candida albicans iizerinde oldukca etkili antifungal ozellik tespit

edilmistir.

Bu calismada da, Erzincan ili Karasu Nehri’ndeki bentik habitatlardan izole edilen
Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta (Basionym: Ulothrix
subconstricta)’nin metanol ekstraktlariin kiltiir ortaminda, Penicillium sp.,
Alternaria alternata ve Botrytis cinerea funguslar tizerindeki antifungal etkilerinin

tespiti amaglanmastir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Alglerin Genel Ozellikleri

Algler, ortamda bulunan CO2 ve suyu, giines 15181 vasitasiyla biyokiitleye
doniistiirebilen  prokaryotik (siyanobakteriler) veya Okaryotik fotoototrofik
organizmalardir. Bazi siyanobakteriler ortamdaki azotu fikse edebilme o6zelligine

sahiptir (Ometto ve ark. 2014).

Algler, tek hiicreli veya ¢ok hiicreli olabilirler. Bunlar, eseyli ve eseysiz iireme ile
cogalabilme oOzelligi gosterirler ve yeryiiziindeki tim sucul ve nemli ortamlarda

yasayabilirler (Brodie, J. ve ark., 2017).

Algaebase veri tabanindaki taksonomik kategorizasyona gore, algler iki Ust Alem,
yani Empire i¢inde dahil edilmislerdir. Bu alemler i¢indeki Boliimler (Divisio/Filum)

asagida verilmistir (Guiry ve Guiry, 2023). 1. Empire (Ust Alem): PROKARYOTA
Alem: Eubacteria

Filum (Divisio): Cyanobacteria

2. Empire: EUKARYOTA

Alem: Chromista

Filum (Divisio): Miozoa

Filum (Divisio): Bacillariophyta

Filum (Divisio): Ochrophyta

Classis: Phaeophyta

Filum (Divisio): Cryptophyta

Filum (Divisio): Haptophyta



Alem: Plantae Bitkiler Alemi
Filum (Divisio): Chlorophyta
Filum (Divisio): Charophyta
Filum (Divisio): Glaucophyta
Filum (Divisio): Rhodophyta
Filum (Divisio): Tracheophyta
Alem: Protozoa

Boliim: Euglenophyta (Guiry ve Guiry, 2023).

2.2. Cahsilan Funguslarin Genel Ozellikleri

Penicillium, saprofitik mantarlardandir. Genellikle bitki, meyveler tizerinde ¢iirtikgiil
olarak enfekte olur. Ascomycota Boliimii funguslardandir. Genellikle mavi veya yesil
kiif olarak bilinir. Peynir, organik asitler ve antibiyotik tiretimi i¢in ekonomik agidan
onemlidirler. Ekosistemde ayristirict olarak gorev yapar. Penisilin antibiyotigi,

Penicillium sp.'den ekstrakte edilen en 6nemli antibiyotiklerden biridir (Anonim 1).

Alternaria, Ascomycota boliimiine ait bir genustur. Alternaria tiirlerinin ¢ogu
saprobiktir, bu da ¢esitli organik maddelerin ayrismasinda biiyiik 6l¢iide yer aldiklar
anlamina gelmektedir. Bu nedenle, bu tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugu organik madde
ve su (veya nem) bulunan ortamlarda bulunabilir. Baz: tiirler endofitiktir, yani tohum
ve meyvelerde, ekinlerin ¢esitli kisimlarinda yasarlar bitkinin mezofiline niifuz
ederek yasarlar. Ayrica hayvanlarda hastaliga neden olan patojenik ozelliktedir.
Alternaria; yagli tohumlar, tahillar, meyve ve sebzelerde bozulmaya neden olan
mikotoksik bir mikrofungustur. Gidalarda yaniklik, siyah ciiriikliik seklindeki
bozulmalara neden olmaktadir. Diisiik sicakliklarda gelisim goéstermesinden otiirii,
depolanmis iirlinlerde bozulmalara ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Gilinlimiizde Alternaria genusuna ait tiirlerin 70 ’den fazla sekonder metabolit tirettigi



ifade edilmektedir. Bunlarin bazilar1 insan sagligina olumsuz etkiler meydana

getirmektedir (Kaya ve Zorba, 2021).

Botrytis, 6nemli bir bitki patojenidir. Cogu, soganli bitkileri (6rnegin sogan, laleler ,
zambaklar) enfekte ederken, bir kismi ise baklagiller (6rnegin fasulye, mercimek,
yonca) de patojendi. Birkag tiir disinda ¢ogu sinirli ekonomik 6neme sahiptir. En
yaygin bitki patojeni olan Botrytis cinerea, son derece genis bir yelpazede soganli,
sebze, meyve, ¢icek, lifli ve yagh tohumlu firiinlerde, yalnizca tarlada ve serada
degil, aym1 zamanda depolama ve nakliye sirasinda da ¢ok biiylik hasarlara neden
olur. Enfeksiyon oncelikle yaslanmis veya zarar gormiis bitki dokularinda olur.

Uziimde patojenite diger bitkilere gore nispeten kisithdir (Jackson, 2014). 3.



MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Calisma Alam ve Alglerin izolasyonu:

Karasu Nehri, Firat Nehri’nin ana kolu olup, Erzurum Ovasi’ndaki Dumlu
Daglari’ndan dogar. Buradan Agkale ilgesine akarak Karasu vadisi denilen bolgeden
Erzincan'in Mercan beldesine girer. Keban yakinlarinda Murat Nehri ile birleserek,
Firat Nehri’ni olusturur. Keban Baraji’na kadarki uzunlugu 460 km'dir (Anonim 1).
Erzincan smirlart i¢cindeki Karasu Nehri’nin bentik ve pelajik habitatlarinda yasayan
makroalglerin elde edilmesi amaciyla alman su ornekleri, litrelik plastik kaplarla
laboratuvar ortamina getirildi. Bu habitatlardaki tiirler iginden secgilen bazi algler, 151k

mikroskobu altinda incelendi ve uygun algler secildi. Bu islemlerde mekanik

izolasyon yontemi uygulandi (Andersen, 2005).
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Sekil 3. 1. Alglerin izole Edildigi Istasyonlar a. Istasyon Haritalar1 b. 1. Istasyon

c. 2. Istasyon



3.2. Alglerin Teshisleri

Izole edilen alglerin teshisleri, gegici preparatlarla Zeiss Primo Star 1sik
mikroskobunda yapilmis, fotograflar1 almmistir. Alglerin teshisi i¢in 1lgili
kaynaklardan istifade edilmistir (Chapmann 1973; Findlay 1979; Prescott 1973;
1975; Lund-Lund 1995; Guiry-Guiry, 2022).

Sekil 3.2. Petri Kaplar iginde (a) Cladophora crispata (b) Gloeotila subconstricta ve
(c) Kiivette Izolasyon Asamasindaki Algler



3.3. Funguslarin izolasyonu ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilmak amaciyla Erzincan Kilimli Koyl liziim baglarindan fungus
tiirleri izole edildi ve c¢alismada kullanildi. Funguslarin izolasyonunda mekanik

izolasyon yontemi kullanildi (Campbell ve ark., 2013).

Erzincan Kilimli Kdyii asma bitkilerinden alinan hastalikli yaprak, siirglin ve salkim
ornekleri kagida sarilip, polietilen torbalara konularak etiketlendi ve laboratuvara
getirildi. Laboratuvara getirilen hastalikli asma ornekleri once g¢esme suyunda

yikanarak kaba kalintilarindan arindirildi.

Tipik renk degisikligine sahip, nekrotik lekelenmeler gosteren asma doku
orneklerinden, hasta ve saglam dokuyu birlikte igerecek sekilde yiizey ve ig
dokulardan kesilen 0,5 cm’lik pargalar, %1’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) i¢inde,
doku ozelligine gore 1-2 dakika bekletilerek yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutuldu.
Daha sonra steril edilmis saf sudan gegirilip, steril kurutma kagidinda kurutulan
pargalar, (laminar flow) giivenli kabinde, streptomisin siilfat (50 ug ml/l) eklenmis
Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, Darmstad, Germany) iceren petrilere (dorder
adet) ekildi. Ekim yapilan petriler 24°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi.

Gelisen fungal kolonilerin u¢ kismindan alinan miselyum pargalar1 yeniden PDA besi
ortami bulunan petrilere aktarilmak suretiyle saflastirma yapildi. Saf kiiltiirler
24°C'de 12 saat 151k ve 12 saat karanlik dongiide inkiibasyona birakildi ve saf fungal
kiiltiirler elde edildi.

Elde edilen saf fungal kiiltlirler makroskobik (koloni yapis1 ve rengi) ve mikroskobik
(sporlarin bi¢im ve boyutlar1) incelenerek teshis edildiler. Yapilan bu ¢alismada

Botrytis cinerea, Penicillium sp. funguslari tanimlanmistir (Campbell ve ark 2013).



Sekil 3.3. Erzincan Siyah Uziimiinden Fungus izolasyonu (a,b)

Penicillium sp

—a

Sekil 3.4. Dogadan 1zole Edildikten Sonra Kiiltiir Ortaminda Uretilen Penicillium sp.
Petri Kaplarinda
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Atmcnaria elertate, |

Sekil 3.5. Dogadan izole Edildikten Sonra Kiiltiir Ortaminda Uretilen

Alternaria alternata

Boteytis cineren

Sekil 3.6. Botrytis cinerea
3.4. Alg ekstraktlarimin hazirlanmasi

Antifungal aktivite deneyleri igin, izole edildikten sonra kurutulan algler porselen
krozede iyice doviildiikten sonra lizerine ¢ozgen ilave edildi. Daha sonra, 1 saat oda
sicakliginda ekstrakte edilip, 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatantlar en fazla 48 saat olacak sekilde kullanilincaya kadar +4 °C’de
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muhafaza edildi (Andersen, 2005).
3.5.Antibiyotik Diskler

Medikal ticaretlerden alinan antibiyotik disklere, yukarida ifade edildigi sekliyle

hazirlanan alg ekstraktlari, 10 pl ve 20 pl oranlarinda uygulanarak petri ortamindaki

fungus kiiltiirlerine inokiile edildi.

Sekil 3.7. Sterilizasyon, Antibiyotik Disklere Ekstrakt Ilavesi ve Petrilerin

Hazirlanmasi
3.6. Antifungal Testler Icin Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Antifungal c¢alisma i¢in hazirlanan besiyeri olarak Potato Dextrose Agar (PDA)
(Merck, Darmstad, Germany) kullanildi. 1 Litre 1lik distile suya 40 gr. Malt ekstrakt
agar ilave edilerek ¢0ziildii. Daha sonra petri kaplariyla birlikte otovlavda steril
edildi. Giivenli kabinde soguma ve kurumaya birakildi. Daha sonra inokiilasyon

islemi yapildi.

3.7.Antifungal Aktivite icin test mikroorganizmalarinin Besiyerlerine

Inokiilasyonu

Hazirlanan Malt Ekstrakt Agar besiyerine mikroorganizma inokiilasyonu i¢in,
siispansiyonuna steril ekiivyon daldirildiktan sonra, besiyerinin her yerine ekiivyonla
siispansiyon yayildi. Mikroorganizma siispansiyonu yayilan petriler, diskler
uygulanmadan 6nce 5 dk. Kurumaya birakildiktan sonra diskler en ge¢ 10 dk iginde

uygulandi. Nystatin antifungal diskler, kontrol grubu i¢in kullanildi.

12



3.8. Ekim Gruplar

Alg Ekstrakt-Metanol Grubu: Bunun i¢in den Metanol degisik miktarlarda (10 ul,
20 wl) hazirlanmis ekstraktlardan antibiyotik disklere emdirilip triplet olarak

denemeler yapildi

Nystatin Pozitif Kontrol Grubu: Antifungal etkisi bilinen Nystatin diskler pozitif

kontrol grubu olarak petriler i¢ine yerlestirilde ve inhibisyon zonlar 6l¢iildii.

Metanol-Negatif kontrol Grubu: Bunun i¢in funguslarin ekildigi petrilere alg
olmadan yalnizca Metanol emdirilmis antibiyotik disk yerlestirildi. Tripliet olarak

yapild1 (Pagnusatt ve ark., 2013).
3.9.0I¢iimler

Antibiyotik disklerin etrafindaki halkalar kumpas ya da cetvel yardimiyla milimetrik
olarak olgiiliip kaydedildikten sonra fotograflar ¢ekildi (Pagnusatt ve ark., 2013).
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4. BULGULAR
4.1. izole Edilen Algler

Karasu Nehri (Erzincan)’den Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta izole
edilmistir. Gloeotila subconstricta, basionim olarak Ulothrix subconstricta seklinde
isimlendirilmektedir (Guiry-Guiry, 2023). Izole edilen tiirlere ait bilgiler ve

mikroskop fotograflari asagida verilmistir (Sekil 4.1-2).
4.1.1. Cladophora crispata (Roth) Kiitzing 1843

C. crispata hem tatlisularda hem de denizde yasayan bir tiirdiir (Deniz Candan ve
Tas, 2014, Guiry-Guiry, 2022). Ipliksi alglerden olan bu tiir, yan dalciklar ¢ikaran
alglerdendir. Filament ¢api, u¢ kisimlara dogru gidildik¢e konik olarak bir azalma
gosterir. Hiicreler, silindirik kloroplastlar igerir ve diskoid yapidadir. Hiicre ¢eperinde
agirhikli olarak nisasta bulunur. Bunun disinda ince bir miisilaj tabakasi
bulunmaktadir. Eseyli tireme diplohaplont ve izomorfiktir. Genellikle eseysiz lireme
goriiliir. Eseysiz tireme, zoosporlar ya da thallusun parcalanmasiyla gerceklesir

(Guiry-Guiry, 2022).

Taksonomik kategorizasyonu:
Empire (Ust Alem): Eukaryota
Kingdom (Alem): Plantae
Subkingdom (Alt Alem): Viridiplantae
Phylum (Divisio):Chlorophyta

Class (Sinif): Ulvophyceae

Order (Ordo): Cladophorales

Family: Cladophoraceae
Genus: Cladophora

Species: Cladophora crispata (Sekil 4.1).
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100pm

Sekil 4.1 Cladophora crispata

4.1.2. Gloeotila subconstricta (G. S. West) Printz (Basionynm: Ulothrix
subconstricta G.S. West, 1964)

Filamentler sarkik, temelde dallanmamis ve tek sirali degildir. Hiicreler her zaman
birbirine yapisik sekildedir. Hiicreler, Basit veya rizoidal bazal hiicrelerle, bazen hem
interkalar hem de apikal ve c¢ikint1 yapan rizoidal biiyiimelerle baglanma gosterir.
Kloroplastlar tek, parietal, kusak seklindedir. Hiicre gevresini kismen veya tamamen
cevrelemektedir. Olgun hiicrelerde nisasta, yag benzeri ve volutin birikir. Eseyli ve
eseysiz iireme goriilir. Daha ziyade eseysiz olarak trerler. Bunlar, dort kamcihi
zoosporlar vasitastyla olur. Ozellikle 1liman ve soguk bélgelerde genis ekolojik

dagilim gosterirler ve kozmopolittirler.

Genellikle birka¢ cm uzunlugunda ipliksi seritler olusturur ve genis popiilasyonlar
teskil ederler ve degisen boyutlarda tutamlar veya hasirlar olustururlar. Otrofik gol
kiyilari, dere kiyilari, kanallar ve nehirler gibi havalandirilmis tath su bolgelerinde
bulunur, hendek, havuz gibi durgun sularda daha az bulunurlar. Bataklik yasam

alanlarinda neredeyse hi¢ yoktur (Guiry-Guiry, 2022).
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Taksonomik kategorizasyonu:
Empire: Eukaryota

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Viridiplantae
Phylum: Chlorophyta

Class: Trebouxiophyceae

Ordo: Chlorellales

Family: Chlorellaceae

Genus: Gloeotila

Species: Gloetila subconstricta

Sekil 4.2 Gloetila subconstricta

4.2. izole Edilen Funguslar

4.2.1. Penicillium sp.
Penicillum fungusundan 6nemli bir antibiyotik olan penisilin elde edilir. Mavi-yesil

renkte bir hif ve spor Ozelligi gosterir. Konidiumlart yuvarlak hiicrelerden

olusmustur. Uremeleri eseysizdir. Konidi ve sterigmalarin durumlarina gore tiirler
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teshis edilir. Saprofit olarak genellikle meyve ve peynir iizerinde yerlesir.
Penicillium, baslangicta beyazdir ve zamanla mavi-yesil, gri-yesil, zeytin-gri, sar1

veya pembemsi hale gelir (Torelli ve ark, 2006).
Domain: Eukaryota

Kingdom: Fungi

Phylum: Ascomycota

Class: Eurotiomycetes

Order: Eurotiales

Family: Trichocomaceae

Genus: Penicillium (Anonim, 1)

Sekil 4.3. izole edilen Penicillium sp.

4.2.2. Alternaria alternata (Fries) Keissler

Sesli ve ark. (2020), Alternaria alternata ’ya Tiirk¢e isim olarak ‘Astimkiifii’ ismini
uygun gormiistiir. Domates, elma, ¢ilek, seftali, tahil liriinleri, zeytin, findik ve yaglh
tohumlar gibi gida {iriinlerinde siyah cliriik¢iil hastaliga neden olmaktadir (Ostry ve
ark., 2007). Saprofit olarak diinyada ¢ok yaygin ve dominant bir tiirdiir (Hyang ve
ark., 2015). Gravesen ve ark. (1994), bu tiirlin biiyiimesi en ¢ok gelisim gosterdigi
optimum sicakligin 25-28°C, pH 4-5,4 araliginda oldugunu tespit etmistir. Alternaria,
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genusu, 700'den fazla tiire sahiptir. Alternaria tiirleri, genellikle bitki patojenleri ve
hasat sonrast patojenler olarak bilinirler ve 6nemli iiriin kayiplarina neden olurlar

( Lawrence ve ark., 2013, Kaya ve Zorba 2021).
Domain: Eukaryota

Kingdom: Fungi

Filum: Deuteromycota

Sinif: Hyphomycetes

Genus: Alternaria

Tiir: A. alternata (Hibbet ve Taylor, 2013)

Sekil 4.4. izole Edilen A. alternata

4.2.3. Botrytis cinerea Pers. (Kursuni Kiif)

Botrytis cinsinin {iyeleri genellikle nekrotrofik patojenlerdir; hiicresel besinlere
erismek icin konak¢i hiicre Oliimiine ve parcalanmasina neden olurlar. B.
cinerea 200'den fazla bitki tiiriinde gri kiif hastaliklarina neden olur. Ayrica fungisit
direnci gelistirme egiliminden dolayi, bilimsel olarak ve tarimsal agidan biiyiik
oneme sahiptir. B. cinerea’nin konukgu yelpazesi genistir, ayn1 zamanda konidileri
ve sklerotia ad1 verilen kiigiik sertlesmis misel kitleleri uzun siire hayatta kalabilme

yetenegine sahiptir bir patojendir (Uysal ve Erkilig 2022).
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Domain : Eukarya
Alem : Fungi

Filum : Ascomycota
Sinif : Leotiomycetes
Ordo : Helotiales
Familya : Sclerotiniceae
Cins : Botrytis

Tiir : Botrytis cinerea Pers

3&

Sekll 4.5. izole Edllen Botrytls cinerea

4.3. Antifungal Sonuclar

Bu c¢alismada, Cladophora crispata, Gloeotila subconstricta 6rneklerinin metanol
(25ul ve 50 pl) coziciileriyle olusturulan tampon ekstraktlari, Penicillium sp,
Botrytis cinerea ve Alternaria alternata kiiltiirlerine inokiile edilmis, olusan
inhibisyon zonlar1 kumpas ve milimetrik kagitla oOlgtilerek sekil ve tablolarda

sunulmustur (Tablo 4.1-3, Sekil 4.3-4.11).
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SO ul metanol

metanol

2S5 ul metanol

Sekil 4.6 Gloeotila subconstricta metanol ekstraktlarinin PDA Besiyerin Penicillium
sp. Uzerine Olan Antifungal Etkisi a. 25 pl Metanol Ekstrakti, b. 50 pl Metanol
Ekstrakti.

50 ul metanol \ v

25 ul metanol

Sekil 4.7. Gloeotila subconstricta Metanol Ekstraktlarinin PDA Besiyerinde Botrytis
cinerea Uzerine Olan Antifungal Etkisi a. Metanol 25 pl Ekstrakt1 b. Metanol 50 pl
Metanol Ekstrakti.
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Sekil 4.8. Gloeotila subconstricta Metanol Ekstraktlarinin PDA Besiyerinde
Alternaria alternata Uzerine Olan Antifungal Etkisi a. Metanol. 25 pl Ekstrakt,
b. Metanol 50 pl Ekstrakti.

S0 ul metanol

25 ul metanol

Sekil 4.9. Clodophora crispata Metanol Ekstraktlarinin PDA Besiyerinde
Penicillium sp Uzerine a. Metanol 25 pl Ekstrakt1 b. Metanol 50 pl Ekstraktinin
Antifungal Etkisi
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50 vl metanol

25 | metanol

Sekil 4.10. Clodophora crispata Metanol Ekstraktlarinin PDA Besiyerinde Botrytis
cinerea Uzerine Olan Antifungal Etkisi a. Metanol 25 pl Ekstrakt1, b. Metanol 50 pl
Ekstrakti

25 4| metanol

Sekil 4.11. Clodophora crispata Metanol Ekstraktlarinin PDA Besiyerinde
Alternaria alternata Uzerine Olan Antifungal Etkisi a. Metanol 25 pl Ekstrakt: b.
Metanol. 50 ul Ekstrakt
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Tablo 4.1. Gloeotila subconstricta ve Cladophora crispata'nin Antifungal Etki
Tablosu

Metanol Cozeltileri, Botrytis Alternaria

Penicillium

Alg Tiirleri Pozitif ve Negatif sp. (mm) cinerea alternata
Kontrol Gruplar P- (mm) (mm)
Metanol 25 pl 2,25 3 3,1
Gloeotila Metanol 50 pl 1,8 2,8 2,8
subconstricta i iti
Nystatin (Pozitif 5,72 11 13
Kontrol
Metanol (Negatif 19 25 24
Kontrol
Metanol 25 pl 3,6 2,6 2,1
Metanol 50 pl 3,4 24 19
Cladophora
crispata Nystatin (Pozitif
Kontrol 6,86 12 13,5
Metanol (Negatif 2.4 22 18
Kontrol
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Sekil 4.12. Cladophora crispata, Gloeotila subconstricta’nin Antifungal Etki Grafigi
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5. TARTISMA

Algler, antiviral, antitlimor ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip biyolojik olarak aktif
bilesiklerin zengin kaynaklaridir ve ayrica bitki biiylime uyaricilar1 veya antioksidan
ajanlarin  kaynaklaridir. Bazi1 alglerden elde edilen bilesenlerin, insanda
kardiyovaskiiler sistemi sagliginin korunmasina yardimei oldugu, ayni zamanda anti-
enflamatuar, antikoagiilan, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve pekcok ozellik
gosterdigi yapilan c¢alismalarla ortaya konulmaktadir (Pirian ve ark, 2018).
Dolayisiyla alglerdeki aktif bilesenler, insan viicudundan zararli elementlerin
uzaklastirabilecegi ve yara iyilestirici 6zellige sahip olacagi, kandaki hemoglobin
konsantrasyonunu artirabildigi, kan seker seviyesini azaltabildigi ve hipotansif
aktiviteler sergileyebildigi yapilan calismalarda kaydedilmistir (Stepanova E.M. ve
ark., 2021).

Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta’nin farkli oranlardaki metanol
ekstraktlarinin Penicillium sp, Botrytis cinerea ve Alternaria alternata tizerinde
antifungal etkisinin disk diflizyon yontemiyle denendigi bu c¢alismada, alg
ekstraktlarmin ozellikle B. cinerea ve A. alternata iizerinde etkili oldugu
gbzlenmistir. Calismada Penicillium sp. en direngli organizma, B. cinerea ise en

duyarli organizma olarak kaydedilmistir. (Tablo 4.1, Sekil 4.13).

Nagai ve arkadaslarinin Dinoflagellatlardan elde edilen 12 polieter bilesigi, bazi
fungus ve bakteriler iizerine disk diflizyon yontemiyle denedikleri arastirmada,
Aspergillus niger, Penicillium funiculosum, Candida rugosa, Escherichia coli,
Bacillus megaterium ve Staphylococcus aureus'a karst biiylimeyi inhibe edici
aktiviteler gdzlemlemistir. Ozellikle okadaik asitin giiclii antifungal aktivite

gosterdigi ifade edilmistir (Nagai ve ark., 1990).

C. crispata’nin 25ul metanol ekstraktinin B. cinerea ve A. alternata iizerinde en ¢ok
antifungal etkiye sahip oldugu ve orta diizeyde etki gosterdigi tespit edilmistir. G.
subconstricta’nin da ona yakin bir etki gosterdigi inhibisyon zonlarindan tespit
edilmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.13).

Bonjouklian ve arkadaglarinin yaptiklar antifungal aktivite ¢aligmasinda, bazi mavi-
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yesil alg ekstraktlarinin kullanilmis ve Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
flavus, Candida albicans'a karsi orta diizeyde sonuglar elde edilmistir (Bonjouklian
ve ark., 1991).

Saleh ve Al-Mariri (2017)’nin yaptiklar1 ¢alismada, Halimeda sp.’nin antifungal
aktivitesi incelenmistir. Calismada kullanilan alg, Candida albicans ve Aspergillus

niger e kars1 antifungal aktivite gdstermistir.

Pabugcu ve Yiicer’in 2022 yilinda yaptiklar1 Spirogyra aequinoctialis'in Candida
albicans ATCC 10239’a kars1 antifungal aktivite ¢aligmasinda, Etanolle hazirlanan
ekstraktlarda inhibisyon zonlar1 8.0-14.0 mm oranlarinda gozlenmis ve etkili bir
biyoaktivite kaydedilmistir. Cézgenlerden N-Butanol ekstraktinda herhangi bir etki

gbzlenmemistir (Pabuccu ve Yiicer, 2022).

Bu ¢alismada kullanilan Metanol ekstraktlarinda secilen funguslara karsi 0.10-7.00
mm araliginda inhibisyon zonlar1 tespit edilmis ve algler orta ve lizerinde antifungal
etki gostermistir. Alglerin funguslara kars1 gosterdigi antifungal etkiler Sekil 4.6-
4.13’de ve Tablo 1’de gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Fungal enfeksiyonlar, toplumda ve oOzellikle tarimsal alanlarda sik¢a goriilen
hastaliklardan olup, tedavi asamasi uzun siirmekte ve ayni zamanda yiiksek maliyet
gerektirmektedir. Bu gibi enfeksiyonlar, insanlarin ve tarimsal iriinlerin yasam
kalitesini olumsuz etkilemektedir. Fungal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan
antifungaller sinirli diizeyde kalmakta, dolayisiyla yeni bilesiklere de her gegen giin

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu caligmada kullanilan alglerin orta ve nispeten iizerinde antifungal aktivite
gostermesi, onlardan sorumlu metabolitlerin izolasyonu oOnemli kilmaktadir.
Metabolit ve etken madde izolasyonu i¢in aksenik alg kiiltiirlerinin olusturulmasi ve
onlarin kitlesel tretimlerinin gergeklestirilmesi ve farmasoétik acidan degerli bir

tiriine diintistiiriilmesi 6nerilmektedir.
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