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OZET

Bu ¢alismada, Erzincan ili Karasu Nehrinden izole edilen Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta’nin
antifungal ozelliklerinin tespit edilmesi amaclanmugtir. Karasu Nehri (Erzincan) bentik habitatlarindan
toplanarak mekanik izolasyon ydntemiyle izole edilen Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta’nin
Penicillium sp., Alternaria alternata, Botrytis cinerea lizerine antifungal 6zellikleri, disk diflizyon yontemiyle
aragtirilmis ve ¢dzgen olarak metanol (25 pl, 50 pl) kullanilmigtir. Calismada, C. crispata ekstraktlarina duyarl
tiirler Penicillium sp. ve B. cinerea, direngli tiir ise A. alternata olmustur. G. subconstricta ekstraktlarina duyarl
tiirler 4. alternata ve B. cinerea, direngli tiir ise Penicillium sp. olarak belirlenmistir. Kiiltiir ortaminda yapilan
biyolojik aktivite testleri sonuglarina gore galigilan alg tiirlerinin bag ve bahgelerde etkili olan funguslara karsi
nispeten iyi derecede aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu alglerdeki farmasotik dzellikler, ileride yapilacak
biyolojik, kimyasal ve tarim bilimleriyle ilgili caligmalara kaynak teskil edecek potansiyeldedir.

Anahtar Kelimeler: Alternaria alternata, Antifungal Aktivite, Botrytis cinerea, Cladophora crispata,
Gloeotila subconstricta, Penicillium sp., Ulothrix subconstricta.

Antifungal Properties of Cladophora crispata and Gloeotila subconstricta Isolated

from Karasu (Erzincan) River
ABSTRACT
This study aimed to determine the antifungal properties of Cladophora crispata and Gloeotila subconstricta
isolated from Karasu River in Erzincan province. The antifungal properties of Cladophora crispata and
Gloeotila subconstricta collected from the benthic habitats of Karasu River (Erzincan) and isolated by
mechanical isolation method on Penicillium sp., Alternaria alternata, Botrytis cinerea were investigated by disk
diffusion method and methanol was used as solvent (25 pl, 50 pl). In the study, the species sensitive to C.
crispata extracts were Penicillium sp. and B. cinerea, and the resistant species was A. alternata. The species
sensitive to G. subconstricta extracts were A. alternata and B. cinerea, and the resistant species was Penicillium
sp. According to the results of biological activity tests conducted in culture medium, it was determined that the
studied algae species showed relatively good activity against fungi effective in vineyards and gardens.
Pharmaceutical properties in these algae have the potential to be a source for future studies related to biological,
chemical and agricultural sciences.
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subconstricta, Penicillium sp., Ulothrix subconstricta.
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1. GIiRIS

Algler yeryiiziindeki tiim akuatik ortamlarda gelisen fotosentetik organizmalardir (Altuner ve
ark., 2002). Tath ve tuzlu sularda, kaynak sularinda, aci sularda bulunabilen bir yapiya
sahiptirler. Farkli habitatlara adapte olmus farkli tiirler bulunmakta, onlarda farkli ve spesifik
metabolitler, farmasotik agidan Onemli maddeler iiretilmektedir. Lotik ortamlar nehir ve
irmaklar gibi akarsulari igeren ortamlardir. Bu tiir ortamlarda gelisen tiirlerin adaptasyon
kabiliyetleri yiiksektir ve buna bagli olarak 6zel sekonder metabolitler barindirirlar. Irmak
pelajik ortaminda genellikle mikroskobik tiirler agirliktadir. Makroalg tiirleri ise daha ziyade
bentik ortamda, epilitik ve epifitik habitatta yaygindir (Round, 1984 ). Alglerin farmasdotik
ozelliklerine yonelik calismalar son yillarda artmistir. Bu organizmalardan ekstre edilen
maddeler gida sektoriinde, tarimda, tip ve eczacilik alanlarinda ilgi gérmektedir. Bu maddeler
ve dogal molekiiller, sadece ilag etken maddesi degil, sentetik molekiillerin yapiminda da model
olarak kullanilmaktadir (EI-Sheekh ve ark., 2006; Giiven ve ark., 2010). Giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan klasik kemoterapotik bilesikler, ¢esitli direnglere sahip bakteri ve funguslarin
artmasina neden olmakta ve bu organizmalara karsi uygulanan bilesiklerin kullanimin1 da
gereksiz hale getirmektedir. Bu durumda algler ve onlardan elde edilen bilesikler, yeni ve
faydali bir ilag ham maddesi ve temel bilesenleri icermeleri nedeniyle daha cok tercih
edilmektedir (Duke ve ark., 2002). Alglerin, {irettikleri g¢esitli antifungal metabolitler ve
funguslarin enzim sistemlerini, hiicre duvari yapilarini, hiicre igindeki protein ve karbonhidrat
bilesiklerini bozarak ve misel gelisimini durdurarak mikotoksin iiretimini azaltmaktadir
(Hussein & Brasel, 2001). Penicillium taksonu, antifungal ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen
funguslardan biridir. Ornegin, Amphidinium caterae alginin Penicillium chrysogenum,
Cladosporium resinae, Geotrichum candidum, Candida parapsilosis, Chaetomium globosum
ve Mucor mucedo funguslan iizerindeki etkisinin arastirildigi bir caligmada, bu alglerin
funguslar iizerinde giiclii bir biyolojik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Kellam ve ark.,
1988). Yine Cystoseira tamariscifolia alginin Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ve
Verticillium alboatrum funguslan tizerinde antifungal bir ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligmada,
ozellikle B. cinerea ve C. tamariscifolia, Fusarium sp. fungusuna karsi giiglii bir aktivite

gozlenmistir (Benmara ve ark., 1998).

Armillaria sp., Fusarium oxysporum f. melonis, Penicillium expansum, Phytophthora
cambivora, Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani, Rosellinia sp., Sclerotinia
sclerotiorum ve Verticillium albo-atrum gibi baz1 fungus tiirleri iizerinde Nostoc sp. alginin

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

Pabuccu & Demiriz Yiicer (2022) tarafindan yapilan bir calismada, Spirogyra aequinoctialis 'in
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farkli ¢ozgenler kullanilarak hazirlanan ekstraktlarinin antibakteriyal ve antifungal 6zellikleri
incelenmis ve bu algin Candida albicans tizerinde gii¢lii bir antifungal aktivite gosterdigi tespit

edilmisgtir.

Bu arastirmada ise Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta (Basionym: Ulothrix
subconstricta) alglerinin kiiltiir ortaminda Penicillium sp., Alternaria alternata ve Botrytis

cinerea funguslar lizerindeki antifungal etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
2. MATERYAL ve METOT

2.1. Calisma Alanimin Tanimi, Alg ve Funguslarin izolasyonu

Erzincan il smirlarn iginde, Cataléren ve Yogurtlu bolgelerindeki Karasu Nehri’nin bentik
habitatlarindan (Sekil 1) bir litrelik plastik kaplarla alinan makroalgler, laboratuvara getirildi
ve bunlar i¢inden secilen tiirler 151k mikroskobunda incelendikten sonra mekanik izolasyon

yontemiyle izole edildi (Andersen, 2005).
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Sekil 1. Izole Edilen Alg Istasyonlari (a) , Istasyon Haritalar1 (b), 1. istasyon (c), 2. Istasyon (d)

Laboratuvarda izole edilen alglerin teshisleri Zeiss Primo Star 151k mikroskobunda yapilmis ve
fotograflar1 alinmistir. Alglerin teshislerinde ilgili kaynaklardan istifade edilmistir (Chapmann

1973; Findlay, 1979; Guiry & Guiry, 2022; Lund-Lund, 1995; Prescott, 1973; Prescott, 1975).



Sekil 2. izole Edilen Algler (a) Cladophora crispata (b) Gloeotila subconstricta ve (¢) izolasyon
Asamasindaki Algler

2.2. Funguslarin izolasyonu ve Hazirlanmasi

Erzincan Merkeze Bagh Kilimli Kdyii’'ndeki asma bitkilerinden toplanan hastalikli yaprak,
salkim ve siirglin 6rnekleri kagida sarilip, polietilen torbalara konularak laboratuvara getirildi.
Hastalikli 6rnekler tazyiksiz akan suda yikanarak kaba kalintilarindan temizlendi. Nekrotik
lekelenme ve renk degisikligi gdsteren asma yapraklarindaki yiizey ve i¢ dokularindan 0,5
cm’lik parcalar kesilerek %1°lik Sodyum Hipoklorit (NaOCI) i¢inde 1-2 dakika bekletilerek
ylizeysel bir dezenfeksiyona tabi tutuldu. Sonrasinda steril saf sudan gecirilerek yine steril
kurutma kagidinda kurutulan doku pargalari, giivenli kabinde Streptomisin Siilfat (50 pg ml/l)
eklenen Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, Darmstad, Germany) igeren petri kaplarina
(dorder adet) ekildi. Etiivde 24°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Olusan fungal kolonilerin ug
kisimlarindan miselyumlar alinarak PDA besiyerlerine aktirilarak saflagtirma yapildi. Saf
kiiltiirler 12 saat 151k ve 12 saat karanlik dongiide 24°C’de inkiibe edildikten sonra saf kiiltiirler
elde edildi. Kiiltiirlerin koloni yapisi, rengi, sporlarin bi¢im ve boyutlar 151k mikroskobunda

incelenerek tanimlandi (Campbell ve ark., 2013).
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Sekil 3. Erzincan Siyah Uziimiinden Fungus izolasyonu (a,b)



Sekil 4. Kiiltiir Ortaminda izole Edilen (a) Penicillium sp., (b) Alternaria alternata, (c)
Botrytis cinerea Petri Kaplarinda

2.3. Alg Ekstraktlarinin Antibiyotik Disklere Uygulanmasi

izole edilen algler, kurutulup porselen krozede doviilerek toz haline getirildi. Uzerine ¢dzgen
ilavesi yapilarak 1 saat oda sicakliginda ekstrakte edildi. 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilerek siipernatantlar hazirlandi ve daha sonra +4 °C’de 48 saat kullanilincaya kadar
muhafaza edildi Bu sekilde hazirlanan alg ekstraktlari, 25 ve 50 pl oranlarinda antibiyotik
disklere uyguland1 ve fungal kiiltiirler {izerine inokiile edildi (Andersen, 2005).

Antifungal testlerde besiyerleri icin Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, Darmstad, Germany)
kullanildi. Sterilizasyon islemleri sonrasinda giivenli kabinde soguma ve kurumaya birakilarak
inokiilasyon iglemine geg¢ildi. Besiyerine mikroorganizma inokiilasyonu i¢in, siispansiyonuna
steril ekiivyon daldirilarak besiyerinin her yerine ekiivyonla siispansiyonun yayilmasi saglandi.
Diskler petrilere yerlestirilmeden 6nce 5 dk. kurumaya birakildi ve daha sonra uygulandi.
Pozitif kontrol grubu i¢in Nystatin antifungal diskler, negatif kontrol i¢in ise yalnizca
methanollii diskler kullanildi. Tiim testler triplet olarak yapildi. Zonlarin dl¢tilmesinde kumpas

kullanild1 ve fotograflar dijital ortamda kaydedildi (Pagnusatt ve ark., 2013).

3. BULGULAR
3.1. izolasyonu Yapilan Algler

Calismada, Cladophora crispata ve Gloeotila subconstricta tiitleri Erzincan il smirlar1 i¢indeki

Karasu Nehri’nden izole edilmistir.

Cladophora crispata (Roth) Kiitzing 1843. Hem tatli hem de tuzlu sularda yasayabilen bir
algdir (Deniz Candan & Tas, 2014; Guiry & Guiry, 2022). Yan dalciklar: bulunan ipliksi bir
yap1 gosterir. Filament ¢api, u¢ kisimlara dogru konik bir sekilde azalir. Kloroplastlar discoid
olup hiicre ¢eperinde nisasta, onun disinda ise ince bir miisilaj tabakasi bulunmaktadir.

Diplohaplont izomorfik d6l almas1 goriiliir. Eseysiz tireme, zoosporlar ya da tallus par¢alanmasi
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ile gergeklesir (Guiry & Guiry, 2022) (Sekil 5.a).

Gloeotila subconstricta (G. S. West) Printz (Basionynm: Ulothrix subconstricta G.S. West,
1964), Iliman veya soguk bdlgelerde genis yayilim gosteren kozmopolit tiirlerdendir. Genellikle
tatli sularda yasamakta, su igerisinde birka¢c cm uzunlugunda ipliksi seritler meydana
getirmektedir. Cogunlukla nehir gibi akintili su habitatlarinda bulunmaktadir. Hendek ya da
cukur gibi durgun sularda, batakliklarda neredeyse hi¢ bulunmazlar. Filamentli bir yap1
gostermektedir. Filamentlerdeki hiicreler genellikle tek sirali degildir. Hiicre icindeki
Kloroplastlar parietal ve kusak seklinde olup, neredeyse hiicrenin i¢ kismimi tamamen
kaplamaktadir. Olgun hiicrelerde genellikle nisasta, yag ve volutin depolanmaktadir. Uremeleri
cogunlukla eseysiz olarak, dort kamgili zoosporlarla olmaktadir. (Guiry & Guiry, 2022) (Sekil
5.b).

Sekil 5. a. C. crispate, b. G. subconstricta

3.2. izolasyonu Yapilan Funguslar

Penicillium sp., genellikle mavi-yesil renkte, spor ve hife sahiptir. Konidiumlar yuvarlak
hiicrelerden meydana gelmistir. Teshisleri konidium ve sterigmalarin durumlarina gore
olmaktadir. Eseysiz olarak iirerler. Saprofitik fungsuslardir. Genellikle peynir veya meyveler
iizerine tutunurlar. Renkleri ilk donemlerde beyaz, daha sonra mavi-yesil, gri-yesil ya da koyu

sar1 renkte olabilir (Torelli ve ark., 2006) (Sekil 6a).

Alternaria alternata (Fries) Keissler, Tiirk¢e adlandirmada ‘Astim Kiifii’ olarak bilinen (Sesli
ve ark., 2020) bu fungus, daha ¢ok domates, ¢ilek, elma, seftali, tahil {iriinleri, findik, yagh
tohumlar ve zeytin lizerinde yerlesmektedir. Siyah ¢iiriik¢iil hastaligina neden olan ve diinyada
yaygin dominant bir tiirdiir (Hyang ve ark., 2015; Ostry ve ark., 2007). Hasat sonrasi patojenler
olarak taninirlar, bu nedenle {irlin kayiplarina sebep olurlar (Kaya & Niiket, 2021; Kaya &
Zorba, 2021; Lawrence ve ark., 2013). En ¢ok gelisim gosterdigi optimum sicaklik 25-28°C ve
pH 4-5.4 araligadir. Alternaria genusu, 700°den fazla tiirle temsil edilmektedir (Gravesen ve

ark., 1994) (Sekil 6b).



Botrytis cinerea Pers. genellikle nekrotrofik patojenlerdendir. Konakg1 hiicre 6liimlerine yol
acarlar. 200’den fazla bitkide gri kiif hastaligina neden olmaktadir. Fungisit direnci gelistirme
egilimi yiiksektir. Konidileri ve sklerotia denilen yapilar1 uzun siire hayatta kalabilmektedir
(Uysal & Erkilig, 2022) (Sekil 6c).

Sekil 6. a. Penicillium sp., b. A. alternate, c. B. cinerea
3.3. Antifungal Aktivite

C. crispate ve G. subconstric drneklerinin metanol (25pl ve 50 pl) ¢oziiciileriyle olusturulan
tampon ekstraktlar1, Penicillium sp, B. cinerea ve A. alternata kiiltiirleri i¢ine inokiile edildikten
sonra olusan inhibisyon zonlar1 kumpas ve milimetrik kagit yardimiyla dl¢tilmustiir (Sekil 7-
8).

Sekil 7. 1. G. subconstricta Metanol Ekstraktlarinin Penicillium sp. Uzerine Etkisi a. 25 ul b.
50 pl 2. G. subconstricta Metanol Ekstraktlarinin B. cinerea Uzerine Etkisi a. 25 pl b. 50 ul 3.
G. subconstricta Metanol Ekstraktlarinin A. alternata Uzerine Etkisi a. 25 pl b. 50 pl Ekstrakt:.
4. C. crispata Metanol Ekstraktlarimin Penicillium sp. Uzerine Etkisi a. 25 ul b. 50 pl 5. C.
crispata Metanol Ekstraktlariin B. cinerea Uzerine Etkisi a. 25 ul b. 50 ul 6. C. crispata
Metanol Ekstraktlarmin 4. alternata Uzerine Etkisi a. 25 pl b. 50 ul

7



Ju—
oo

16
14 [
12 {
10
8
6
4
it ot M ot Ak i D
0
Metanol 25 Metanol 50 Nystatin ~ Metanol Metanol 25 Metanol 50 Nystatin ~ Metanol
pl ul (Pozitif (Negatif ul pl (Pozitif (Negatif
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Gloeotila subconstricta Cladophora crispata
B Penicillium sp. (mm) B Botrytis cinerea (mm) Alternaria alternata (mm)

Sekil 8. C. crispata, G. subconstricta’nin Antifungal Etki Grafigi

4. TARTISMA

Calismada, C. crispata ve G. subconstricta’nin 25 pl  ve 50 pl’lik metanol ekstraktlar
Penicillium sp., B. cinerea ve A. alternata tizerinde antifungal aktivite agisindan disk difiizyon
yontemiyle denenmis ve alg ekstraktlarinin 6zellikle B. cinerea ve A. alternata iizerinde etkili

oldugu tespit edilmistir.

Penicillium sp. ve B. cinerea funguslar C. crispata algine kars1 duyarlik gostermis, 4. alternata
ise direng gostermistir. C. crispata’nin 25ul metanol ekstraktinin digerine gore daha etkili

oldugu ve genelde orta diizeyde etki gdsterdigi kaydedilmistir (Sekil 7, 8).

G. subconstricta algine karsi A. alternata ve B. cinerea duyarlilik; Penicillium sp. ise

digerlerine nispeten diren¢ gostermistir (Sekil 7,8).

Cladophora insignis’in distile su, methanol+distile su, DMSO, methanol ve etanol
ektraktlariyla yapilan antifungal ¢alismada, Candida albicans fungusu iizerindeki etkisi test
edilmis ve C. insignis’in etanol ekstraktinin digerlerine oranla en yiiksek etkiyi (22.7 mm)

gosterdigi ifade edilmistir (Ug, 2024).

Nagai ve arkadaslarinin Dinoflagellatlardan elde edilen 12 polieter bilesigi, baz1 fungus ve
bakteriler iizerine disk difiizyon yOntemiyle denedikleri aragtirmada, Aspergillus niger,
Penicillium funiculosum, Candida rugosa, Escherichia coli, Bacillus megaterium ve

Staphylococcus aureus’a kars1 bu alglerin biiylimeyi inhibe edici aktivite gosterdigi ifade
8



edilmistir (Nagai ve ark., 1990).

Bazi siyanobakteri ekstraktlarimin kullanildigi antifungal aktivite calismasinda Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus flavus, Candida albicans’a karsi orta diizeyde sonuglar elde

edilmistir (Bonjouklian ve ark., 1991).

Halimeda sp.’nin antifungal aktivitesinin test edildigi ¢calismada, bu algin Candida albicans ve
Aspergillus niger’e karsi antifungal aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Saleh & Al-Mariri
2017).

Spirogyra aequinoctialis’in  Candida albicans ATCC 10239’a karsi antifungal test
calismasinda, Etanolle hazirlanan ekstraktlarda inhibisyon zonlarinin 8.0-14.0 mm oldugu
gozlenmis ve etkili bir biyoaktivite gosterdigi ifade edilmistir. n-biitanol ekstraktinda ise
herhangi bir etki gézlenmedigi kaydedilmistir (Pabugcu & Demiriz Yiicer, 2022). Bu ¢alismada
ise kullanilan metanol ekstraktlarinin funguslara karsi 0.10-7.00 mm zon araliginda inhibisyon
tespit edilmistir. Calisilan alg tiirleri, orta ve lizeri diizeyde antifungal etkide bulunmustur (Sekil

7,8).
5. SONUC

Sonug olarak, tarimsal alanlarda ve toplumda sik goriilen fungal enfeksiyonlarin tedavisi uzun
stirmekte ve yiiksek maliyet gerektirmektedir. Bu tiir enfeksiyonlar, insanlarda ve tarimsal
iiriinlerde yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir. Bu konuda kullanilan antifungal ajanlarin
etkisi smirh diizeyde kalmakta, dolayisiyla yeni bilesiklere her gecen giin ihtiyag
duyulmaktadir. Caligmada secilen alglerin orta ve iizeri diizeyde antifungal aktivite
gostermeleri, onlarda bulunan metabolitlerin izole edilmesini gerekli kilmaktadir. Etken
maddelerin izolasyonu ig¢in alglerin kitlesel iiretimlerinin gerceklestirilmesi ve farmasotik

olarak degerli liriine doniistiiriilmesi tavsiye edilmektedir.
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