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Oz

Bu ¢alismada, daha 6nce ¢alisilmamis bes farkli karayosunu tiirii (Gymnostomum aeruginosum Sm., Grimmia montana
Bruch & Schimp, Ptychostomum pseudotriquetrum (Hedw.) J.R.Spence & H.P.Ramsay, Hygroamblystegium humile
(P.Beauv.) Vanderp. & Hedenis, Brachythecium rivulare Schimp.) potansiyel antimikrobiyal ve antifungal 6zelliklerini
aragtirmak amactyla Ankara'nin kuzey-bat ilgelerinden (Beypazari, Giidiil, Nallihan) toplanmistir. Bu aragtirmada disk
difiizyon (DD) ve agar well diflizyon (AWD) yontemleri kullanilarak metanol, etanol, aseton ve kloroform ¢dziiciileri
ile elde edilen karayosunu ekstraktlarinin bir mantar olan Candida albicans ATCC 10231, gram-negatif bir bakteri olan
Escherichia coli ATCC 35218 ve gram-pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus ATCC 25923 suglar1 izerindeki
antimikrobiyal ve antifungal etkileri arastirilmistir. Karayosunu oziitleri test edilen tiim mikroorganizmalara karst
antimikrobiyal 6zellikler géstermis olup, inhibisyon bolgeleri bakteriler igin 7,0 ila 14,0 mm ve maya i¢in 8,0 ila 13,0
mm arasinda degismektedir. Elde edilen sonuglara gore, Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu, bes farkli
karayosunu tiiriinden elde edilen gesitli ekstraktlardan en ¢ok etkilenen mikroorganizma olarak bulunmustur. Bununla
birlikte, bu aragtirmanin 6nemli bir bulgusu, Grimmia montana Bruch & Schimp ve Gymnostomum aeruginosum’un
antimikrobiyal ve antifungal 6zellikleri bakimindan incelenen diger karayosunu tiirlerinden daha etkili oldugudur.
Ayrica, her iki karayosunu tiirli de ilgili alanlarda daha ileri arastirmalar yapmak i¢in umut verici bir potansiyel
sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal, antifungal, karayosunu, Ankara

Antimicrobial and Antifungal Activities of Some Mosses Collected from Beypazar, Giidiil and
Nallihan Districts of Ankara

Abstract

In this study, five previously unstudied different mosses (Gymnostomum aeruginosum Sm., Grimmia montana Bruch
& Schimp., Ptychostomum pseudotriquetrum (Hedw.) J.R.Spence & H.P.Ramsay, Hygroamblystegium humile
(P.Beauv.) Vanderp. & Hedenis, Brachythecium rivulare Schimp.) were gathered from the north-west districts of
Ankara (Beypazari, Giidiil, Nallihan) in order to investigate their potential antimicrobial and antifungal properties. In
this research, the antimicrobial activities of moss samples were examined by using the disc diffusion (DD) and agar
well diffusion (AWD) methods. This study investigated the antimicrobial and antifungal effects of moss extracts which
were obtained through methyl alcohol, ethyl alcohol, acetone, and chloroform solvents on Candida albicans ATCC
10231 (fungus), Escherichia coli ATCC 35218 (gram-negative bacterium), and Staphylococcus aureus ATCC 25923
(gram-positive bacterium) using the disc diffusion (DD), agar well diffusion (AWD) and minimum inhibitory
concentration (MIC) methods. The moss extracts have demonstrated antimicrobial properties against all
microorganisms tested, with inhibition zones ranging from 7.0 to 14.0 mm for bacteria and 8.0 to 13.0 mm for yeast.
Based on the results, the Staphylococcus aureus ATCC 25923 strain was the microorganism most affected by several
extracts from five different moss species. Furthermore, a significant finding of this research is that Grimmia montana
Bruch & Schimp and Gymnostomum aeruginosum are more efficient than other studied moss species concerning their
antimicrobial and antifungal properties. Additionally, both moss species present promising potential for further research
in related areas.
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1. Giris

Yiizyillar boyunca insanlar, yasamlarinin hemen
her alaninda  bitkilerden yararlanmiglardir.
Insanlarin tarih boyunca bitkilerden faydalandigi en
onemli alanlardan biri de hastaliklarla miicadele
olmustur. Bu bilgi birikimi tiim diinyada herkes
tarafindan kabul gormiis ve iizerinde Onemli
aragtirmalarin ~ yapildigi, ciddi  kaynaklarin
aktarildig1 etnobotanik bilim dalinin olusmasina
sebep olmugtur. Literatiirde briyofitlerin tibbi
kullanimlar1 hakkinda tohumlu bitkilerin tibbi
kullanimlarina gore daha az bilgi bulunmaktadir.
Bunun nedeni, briyofitlerin giiniimiizde daha az
tibbi kullanima sahip olmasi ve etnobotanik
alaninda c¢alisan arastirmacilarin  6nceliklerini
tohumlu bitkilere yoéneltmesidir. Tim bitkileri
kapsayan etnobotanik terimine ek olarak,
"Etnobryoloji" terimi 1957 yilinda briyolog Seville
Flowers tarafindan briyofitlerin tibbi kullanimlarimi
ifade etmek iizere ortaya atilmistir ve bugiin diinya
capinda  yaklagik 150  etnobriyolojik  tiir
listelenmistir (Harris, 2008; Uyar ve ark., 2016;
2023; Yetgin ve ark., 2017; Benek ve ark., 2022,
2023; Okan, 2023).

Icerdikleri  kimyasal  bilesikler ~ sayesinde
ylizyillardir geleneksel tip alaninda sifali bitkiler
olarak goriilen briyofitler ise; tarihsel siirecte
yaniklarim, kesiklerin ve deri hastaliklarinin
iyilesmesinde merhem ve sargi bezi olarak;
briyofitlerden ekstrakte edilen maddeler de bronsit
ve idrar yolu enfeksiyonu hastaliklarinin
tedavisinde ila¢ olarak kullanilagelmistir (Thieret,
1956). Diinya genelinde hizla artan niifus ve
sonrasinda ortaya ¢ikan salgin hastaliklarla
miicadele, edebilmek ic¢in bilim insanlart yeni
antibakteriyel, antioksidan, antikanser, antifungal,
antidepresan ve sitotoksik v.b. etkilere sahip
droglarin arastirilmasina yonelmislerdir.

Bu c¢aligmada, daha oOnce antimikrobiyal ve
antifungal bir ¢aligmaya konu olmamis bes
karayosunu tiiriiniin (Gymnostomum aeruginosum
Sm., Grimmia montana Bruch & Schimp.,
Ptychostomum pseudotriquetrum (Hedw.)
J.R.Spence & H.P.Ramsay, Hygroamblystegium
humile  (P.Beauv.) Vanderp. &  Hedenis,
Brachythecium rivulare Schimp.) metil alkol, etil
alkol, aseton ve kloroform c¢oziiciileri ile elde
ekstraktlar1 iizerinden, gram (-)’ leri temsilen
Escherichia coli ATCC 35218, gram (+) leri
temsilen Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
mantarlart temsilen Candida albicans ATCC 10231
suglar1 {izerinden antimikrobiyal ve antifungal
etkileri aragtirilmigtir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Karayosunu Ornekleri

Karayosunu oOrnekleri, Ankara’nin Kuzeybati
ilgeleri olan Beypazari, Giidiil ve Nallithan’ dan
toplanmistir. Bu 6rnekler, Ankara Haci Bayram Veli
Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim
Dali ogretim {iiyesi Prof. Dr. Giiray UYAR
tarafindan teshis edilmistir. Teshisi yapilan
karayosunu tiirlerinin isimleri ve lokasyon bilgileri
Tablo 1°de verilmistir.

2.2. Ekstraksiyon yontemi

Tablo 1’de belirtilen lokasyonlardan toplanan
karayosunu ornekleri, laboratuvarda distile su ile
yikanip kurutularak, 6giitiiclide toz haline getirildi.
Toz orneklerin her biri 4 gr. olacak sekilde hassas
terazide tartilarak, 250 ml’lik esit miktarlardaki
metil alkol, etil alkol, kloroform ve aseton
coziiciileri icinde bir gece bekletilen numuneler,
soxhlet cihazt ile ¢Oziiciilerin  kaynama
sicakliklarinin  hemen altinda (Metanol: 63°C,
Etanol: 77°C, Aseton: 55°C, Kloroform: 60°C)
bitkiler ve c¢ozgenler magnetik karistirict ile
karistirilarak 6 saat boyunca ekstrakte edilmistir.
Metil alkol ve etil alkol ile yapilan ekstraksiyon
islemlerinden elde edilen ekstraktlardan 60 ml’lik
kisimlar1 doner buharlastiricinin cam balonuna
alimmis ve vakum altinda yaklagik 1,5-2,0 ml
ekstrakt kalincaya kadar ¢oziicililerin buharlagsmasi
saglanmigtir. Kaynama noktalart diisiik olan
kloroform ve aseton ¢6ziiciilerinde ise elde edilen
ekstraktlarm 60 ml’lik kisimlar1t ¢eker ocak
igerisinde bir gece bekletilerek ¢oziiciilerin yaklasik
1,5-2,0 ml hacime kadar buharlagmasi saglanmis ve
her bir 0ziit ependorf tiiplere aktarilarak
etiketlenmistir.

2.3. Mikroorganizmalar

Karayosunlarinin antimikrobiyal ve antifungal
aktivitesini aragtirmak amaciyla bu ¢aligmada gram
negatif bakterileri temsilen Escherichia coli ATCC
35218, gram pozitif bakterileri temsilen
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve maya
mantarlarim1 temsilen Candida albicans ATCC
10231 standart suslar1 kullanilmistir.

2.4. inokulum hazirlama

Deneyde kullanilan E. coli ve S. aureus bakteri
tiirleri 37 °C’ de 24 saat, maya tiirii C. albicans ise
27 °C’ de 48 saat inkiibe edilmistir (Canl1 ve ark.,
2016). Deneyde kullanilan tiim suslar, steril %0,9
NaCl ¢ozeltisi igerisinde 0,5 McFarland standardina
uygun hale getirilmistir (Altuner ve ark., 2014a).
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Tablo 1. Karayosunu tiirlerinin isimleri ve lokasyon bilgileri

Familya Karayosunu Tiirii Koordinat Rakim (m) Substrat
. Gymnostomum 40°14'17.2"N
Pottiaceae aeruginosum Sm. 32°15'444"E 693 Kum
Hygroamblystegium 01 A1 "
Amblystegiaceae | humile (P.Beauv.) 40 14,17'2,,N 693 Agac kokii
. 32°15'444"E
Vanderp. & Hedends
Ptychostomum
pseudotriquetrum 40°03'11.0"N
Bryaceae (Hedw.) J.R Spence & | 03192423.7"E 469 Toprak ve kaya
H.P.Ramsay
L Grimmia montana 40°22'16.3"N
Grimmiaceae Bruch & Schimp. 03290133 5" 1395 Kaya
. Brachythecium 40°21'01.6"N
Brachytheciaceac rivulare Schimp. 32°00'35.1"E 1265 Kaya

2.5. Antimikrobiyal aktivite testi

Ekstraktlar1 elde edilen 5 karayosunu tiiriiniin
antimikrobiyal ve antifungal aktivitesini tespit
etmek i¢in disk difiizyon ve agar well difiizyon testi
uygulanmis ayrica her bir 6rnek i¢in minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerine
bakilmigtir. Testleri uygulama asamasindan Once
bakteri tiirleri icin Mueller Hinton Agar, maya tiirii
icin ise Sabourand dekstroz agar hazirlanarak,
derinligi 4,0 £ 0,5 mm olacak sekilde steril petri
kaplarina kati besiyerleri dokiilmiistiir.

2.5.1. Disk difiizyon testi

G. aeruginosum ve G. montana tiirlerinden elde
edilen metanol, etanol, aseton, kloroform,
ekstraktlarmdan ve P. pseudotriquetrum, B.
rivulare ve H. humile tirlerinin metanol
ekstraktlarindan mikropipet ile 20 pl ekstrakt
almarak, 6 mm Bioanalyse Antimikrobiyal
Duyarlilik Test Disklerine yiiklenmistir (Andrews,
2003). Onceden hazirlanan kat1 besiyerlerinin tiim
ylizeyine test tiipiinden ekiivyon yardimiyla alinan
mikroorganizmalar  dagitilmigti.  Son  olarak
yiiklenmis olan diskler, ekimi yapilmis yilizeylere
yerlestirilerek 37 °C’ de 18-24 saat inkiibasyon igin
etiive  kaldirilmugtir.  Inkiibasyon  sonrasinda
inhibisyon zon ¢aplar1 mm tiiriinden en az 3 tekrarl
Olclilmiis ve  bu  Olglimlerin  ortalamasi
kaydedilmistir.

2.5.2 Agar well difiizyon testi

Agar well diflizyon igin besiyerlerine steril pipet
ucu ile 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. Agilan
kuyucuklara, G. aeruginosum ve G. montana
tirlerinden elde edilen metanol, etanol, aseton,
kloroform ekstraktlarindan ve P. pseudotriquetrum,
B. rivulare, H. humile tirlerinin metanol

ekstraktlarindan mikropipet yardimiyla 60 ul kadar
ekstrakt  eklenmistir. ~ Sonraki  agamalarda
besiyerlerinin tiim ylizeyini kaplayacak sekilde
mikroorganizma ekimi yapilmis ve 37 °C’ de 18-24
saat inkiibe edilerek olusan inhibisyon zon ¢aplari
mm tiiriinden en az 3 tekrarli Olglilmiis ve bu
6l¢iimlerin ortalamasi kaydedilmistir.

2.5.3. Minimum
(MIK)
Mikroorganizmalarin {iremesini durduran en diisiik
konsantrasyon, MIK degeridir (Andrews, 2001).
Bu c¢alisgmada her bir 6rnek igin sivi diliisyon
metodu kullanilarak mikrodiliisyon seklinde MiK
uygulanmistir (Stimerkan ve Gokahmetoglu, 1998).
E. coli ve S. aureus’un MIK degerleri icin Mueller
Hinton Broth sivi besiyeri, C. albicans igin ise
sabouraud dextroz broth s1vi besiyeri kullanilmustir.
Steril mikroplakalar iizerinde her bir karayosunu
tiirii icin 5 kuyucuk belirlenmistir. ilk kuyucuga 100
pl kadar sadece ekstrakt konulmustur. Sonraki dort
kuyucugun her birine 100 pl sivi besiyeri
eklenmistir. Sadece ikinci kuyucuga sivi besiyerine
ilave 100 pl ekstrakt eklenmistir. Tkinci kuyucuktan
itibaren mikropipet yardimiyla mikrodiliisyon
yapilmigti. En son 5. kuyucuktan 100 pl disari
atilarak her kuyucukta 100 pl diliie ekstrakt kalmasi
saglanmistir. Her kuyucugun iizerine bakteri/maya
mantar1 slispansiyonundan mikropipetle 100 pl
mikroorganizma ilave edilmistir. Mikroorganizma
ireme etkinligini gozlemlemek igin 18-24 saat
kadar 37°C etiivde beklemistir. Inkiibasyondan
sonra iiremenin olmadigi/en az oldugu kuyucuklar
belirlenip not edilmistir. Bu asamalarin sonunda 2.
kuyucukta %50, 3. kuyucukta %25, 4. kuyucukta
%12,5, 5. kuyucukta %6,25, ekstrakt
konsantrasyonlar elde edilmistir (Sekil 1).

inhibisyon konsantrasyonu
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Sekil 1. Mikroplaka tizerinde her bir drnek i¢in sivi diliisyon metodunun uygulanist (100 pl= 0.1 ml). 2.
kuyucuktan itibaren kuyucuklarda kalan ekstraktin besiyerine orani (nl/ml) cinsinden hesap edilmistir.
Ekstrakt1 seyreltme sonucunda 2. kuyucukta; 0,1 ml besiyeri i¢inde 50 pl ekstrakt, 3. kuyucukta; 0,1 ml
besiyeri iginde 25 pl, 4. kuyucukta; 0,1 ml besiyeri i¢cinde 12,5 pl, 5.kuyucukta; 0,1 ml besiyeri i¢cinde 6.25

pl ekstrakt bulunmaktadir.

2.6 Negatif ve Pozitif Kontroller

Deneyin negatif kontrolii i¢in karayosunu tiirlerinin
kendi ¢oziiciileri olarak metanol, etanol, kloroform,
aseton ve saf su kullanilmistir. Deneyin pozitif
kontroliinde, antibiyotik olarak E. coli ve S. aureus
i¢in eritromisin, antifungal olarak C. albicans igin
ise flukanozol disk kullanilmigtir.

3. Tartisma ve Sonug

Bu calismada G. aeruginosum ve G. montana
tirlerinin metanol, etanol, aseton, kloroform
ekstraktlart ile B. rivulare, P. pseudotrigetrum, H.
humile tiirlerinin metanol ekstraktlar1 2 bakteri ile 1
maya tiirii lizerinde antimikrobiyal ve antifungal
aktivitelerinin arastirilmast yapilmigtir. Sonugta
bakteriler i¢in 7,0-14,0 mm, maya kiiltiiri i¢in 8,0-
13,0 mm arasinda degisen inhibisyon zonlariyla
tiim test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
ve antifungal aktiviteler belirlenmistir. E. coli
ATCC 35218 susuna kars1 G. montana karayosunu
tirtinlin metanol ekstrakti, disk difiizyon testine
gore 12 mm, ayni tiiriin etanol ve kloroform
ekstraktlar1 agar well diflizyon testine gore 14 mm
inhibisyon zon c¢ap1 ve 12,5 upl/ml minimum
inhibisyon konsantrasyonu degeri ile en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. S. aureus
ATCC 25923 susuna karsi G. montana ve G.
aeruginosum tilirlerinin metanol ekstraktlari, disk

diftizyon testine gore 11 mm zon c¢api, G.
aeruginosum tiiriiniin etanol ekstrakti, agar well
difiizyon testine gdre 14 mm inhibisyon zon gap1 ve
minimum inhibisyon konsantrasyonuna
bakildiginda 12,5 pl/ml ile en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. C. albicans
ATCC 10231 susuna karsi G. montana ve G.
aeruginosum tirlerinin etanol ekstraktlar1 disk
diftizyon testine goére 10 mm zon capi, G.
aeruginosum tiirinlin kloroform ekstrakt1 agar well
difiizyon testine gore 13 mm inhibisyon zon ¢ap1 ve
12,5 ul/ml konsantrasyon degeri ile en yiiksek
antifungal aktiviteyi gostermistir (Tablo 2).

Calisilan 6rneklerden Grimmia montana Bruch &
Schimp. ve Gymnostomum aeruginosum Sm. tiirleri
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri agisindan
diger tiirlere gore daha etkili olmustur. Elde edilen
disk difiizyon testi ve agar well difiizyon testi
sonuglarma  gore, kullanllan  bes  farklh
karayosununun farkli ekstraktlarindan etkilenen en
duyarli mikroorganizma, S. aureus ATCC 25923
susu olurken, duyarlilikta ikinci swray1 C. albicans
ATCC 10231, iigiincii siray1 da E. coli ATCC 35218
suglar1 almigtir.
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Tablo 2. Karayosunun tiirlerinin disk difiizyon ve agar well testi sonuglari (mm cinsinden inhibisyon zon

caplari)
Mikroorganizmalar
E. coli ATCC S. aureus ATCC C. albicans ATCC
Briyofit Tiirleri Coziiciiler 35218 25923 10231
DD AWD DD AWD DD AWD
Metanol 7 0 11 7 9 11
G. aeruginosum Etanol 9 11 7 14 10 9
Aseton 0 12 0 11 0 9
Kloroform 0 11 7 12 8 13
Metanol 12 8 11 13 0 9
Etanol 9 14 10 10 10 10
G. montana Aseton 0 9 0 9 0 9
Kloroform 0 14 7 13 7 12
B. rivulare Metanol 7 7 8 8 9 0
P. pseudotrigetrum Metanol 0 0 8 7 8 0
H. humile Metanol 0 7 9 7 9 12

Pozitif kontrol sonucuna gore E. coli igin 12 mm, S.
aureus i¢in 29 mm zon ¢api Ol¢iiliirken, C. albicans
mantar tiri i¢in flukanozol antifungal standart
diskinin zon ¢apt 37 mm Ol¢iilmiistiir. Negatif
kontrol sonucuna gore ise genel itibariyle ¢oziiciiler,
mikroorganizmalar iizerinde etkili olmustur. Ancak
olusan kontrol zon ¢aplart ekstraktlarin neden
oldugu kadar biiyiik degildir.

Bu c¢alismadan elde edilen veriler, benzer bakteri,
¢oziici ve yontemi kullanan diger karayosunu
antimikrobiyal = c¢aligmalarindan elde edilen
sonuglarla kiyaslandiginda, 2011 yilinda Colak ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan antimikrobiyal
calismaya gore E. coli ATCC 35218 susuna karsi
Anomodon viticulosus (Hedw.) Hook. & Taylor
tirtiniin metanol ekstrakti, disk difiizyon testi ile
7,8+0,4 mm zon ¢ap1 6l¢iilmiistiir. Buna gore ayni
bakteri susuna karsi bu c¢aligmada kullanilan G.
montana tirinin metanol ekstraktinin, A.
viticulosus tiirline gore ayni bakteri susuna karsi
daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Tongu¢ Yayintas ve arkadaslarmin (2019) yaptigi
benzer calismada S. aureus ATCC 25923 susuna
karst Hypnum cupressiforme Hedw. tiiriiniin
metanol ekstrakti, agar well diflizyon yonteminde
zon ¢apt olusturmamistir. Bu calismada ise
kullanilan G. montana tiirtiiniin metanol ekstraktinin
aynt bakteri susuna karsi daha etkili oldugu
saptanmugtir.

C. albicans ATCC 10231 susuna kars1 bu ¢calismada
kullanilan G. montana ve G. aeruginosum tiirlerinin

etanol ekstraktlarin  benzer bir ¢alismada
kullanilan ve inhibisyon zonu olusturmayan
Calliergonella  cuspidata  (Hedw.)  Loeske,

Dicranum polysetum Sw. ex anon ve Hypnum
cupressiforme Hedw. tiirlerinin etanol
ekstraktlarindan daha etkili oldugu goriilmistiir
(Altuner ve ark., 2014b).

Daha fazla karayosunu 6rnegi toplayarak ekstrakte
edilen etken madde derisimini artirmak ve boylece
karayosunlarmin antimikrobiyal ve antifungal
Ozelliklerini yorumlamakta daha fazla veri elde
etmek miimkiindiir. Ayrica ekstraksiyon isleminde
kullandigimiz soxhlet ekstraksiyon yontemine
alternatif olarak kapali sistem mikrodalga
ekstraksiyon yontemi denenebilir. Boylece daha az
miktarda numune ve daha az hacimde ¢oziicii
kullanarak kisa siirede, daha hizli ve etkili bir sonug
elde edilebilir.

Bununla birlikte bu g¢alismanin bize gosterdigi
sonuglara gore calisilan Orneklerden Grimmia
montana Bruch & Schimp. ve Gymnostomum
aeruginosum Sm. tiirlerinin antimikrobiyal ve
antifungal aktiviteleri diger tiirlere gore daha fazla
oldugundan bu tiirlerdeki etken maddelerin detayli
analizlerle ortaya ¢ikarilmasi i¢in ileri ¢alismalarin
yapilabilecegi diistinilmiigtiir.
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