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OZET

Doktora Tezi

Bryoria fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw., Evernia prunastri (L.) Ach. ve
Ramalina fraxinea (L.) Ach. EKSTRELERININ MEYVELERDE GELIiSEN BAZI
HASAT SONU HASTALIKLARI UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

Gozde KARABULUT

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Sule OZTURK

Giinlimiizde biyolojik miicadele, hasat sonrasi meyve hastaliklarinin kontroliinde yeni bir
uygulama olarak 6nemli 6lgiide kabul gérmistiir. Bu ¢aligmada, Bryoria fuscescens,
Evernia prunastri ve Ramalina fraxinea etanol ekstrelerinin armut meyveleri {izerinde
Botrytis cinerea ve Penicillium expansum'a kars1 farkli konsantrasyonlarda in vitro ve in
vivo aktiviteleri degerlendirilmistir. In vivo uygulamalarda 0. saat ve 12. saat olarak
adlandirillan 2 deney grubu olusturulmustur. 12. saat uygulamalarimin 0. saat
uygulamalarina gore daha etkili oldugu belirlenmistir. B. cinerea’ya karsi, E. prunastri in
vivo kosullarda %10 konsantrasyonda patojenin gelisimini tamamen engellemistir. Ote
yandan, patojenlere karsi in vivo 0. saat uygulamalarinda B. fuscescens lezyon ¢apini
artirict yonde etki gostermistir. Ekstrelerin 12. saat uygulamalarinda ise her iki patojende
de lezyon ¢apinda azalma egilimi goriilmiistiir. Benzer sonuglar in vitro ¢alismalarda da
gozlenmistir. B. fuscescens, E. prunastri ve R. fraxinea, %10 konsantrasyonda B. cinerea
sporlarinin ¢imlenmesini tamamen engellerken, sadece B. fuscescens ve E. prunastri
ekstreleri P. expansum’un spor c¢imlenmesini engelleyebilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina goére liken ekstreleri armut meyvelerinde goriilen 6nemli hasat sonu
patojenlerinin neden oldugu zarar1 azaltabilir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, Botrytis cinerea, Hasat sonu hastaliklari, Liken ekstresi

Penicillium expansum.
2022, xiii + 87 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION ON THE EFFECTS OF EXTRACTS OBTAINED FROM Bryoria
fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw., Evernia prunastri (L.) Ach. and Ramalina
fraxinea (L.) Ach. AGAINST SOME POST-HARVEST DISEASES OF FRUITS

Gozde KARABULUT

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Sule OZTURK

Recently, biological control has been widely accepted as a new application in the control
of post-harvest fruit diseases. In this study, in vitro and in vivo effects of Bryoria
fuscescens, Evernia prunastri and Ramalina fraxinea ethanol extracts on pear fruits
against Botrytis cinerea and Penicillium expansum at different concentrations were
evaluated. In vivo applications were performed in 2 experimental groups (applications at
0 and 12 hour). It was determined that the 12th hour applications were more effective
than the Oth hour applications. Against B. cinerea, E. prunastri completely inhibited the
growth of the pathogen at 10% concentration in vivo. On the other hand, B. fuscescens
showed an increasing effect on lesion diameter of pathogens in in vivo when applied at 0
hour. In the 12th hour application of the extracts, a decreasing trend was observed in the
diameter of lesions belong to both pathogens. Similar results have been observed in in
vitro studies. B. fuscescens, E. prunastri and R. fraxinea completely inhibited the
germination of B. cinerea spores at 10% concentration while only extracts of B.
fuscescens and E. prunastri were able to inhibit spore germination of P. expansum.
According to the results of this study, lichen extracts can reduce the damage caused by
important postharvest pathogens in pear fruits.

Key words: Antifungal, Botrytis cinerea, Lichens extracts, Penicillium expansum
Postharvest diseases.
2022, xiii + 87 pages.
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TESEKKUR

Bu ¢alismanin ortaya ¢ikmasinda bana yardimci olan, ilgi ve destegini hi¢ eksiltmeyen,
yol gésterici olan, engin bilgi ve tecriibesiyle beni yonlendiren degerli danismanim Prof.
Dr. Sule OZTURK e tesekkiir ederim. Tezimin her asamasinda benden yardim ve
destegini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Kadir ILHANa tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu siiregte deneyimleri ve bilgilerini benimle paylasan sevgili hocam Dog. Dr. Seyhan
ORAN’a, SEM goriintiilerinin elde edilmesinde destegini ve bilgisini esirgemeyen Prof.
Dr. Ozer YILMAZ a, her daim yanimda olan sevgili arkadaslarim Uzman Biyolog Burcu
Kiymet TORE, Ogr. Gér. Gamze DUVEN ve Ogr. Gor. Nihal KANAT’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Bu asamaya gelmemde en ¢ok emegi gecen, her zaman maddi ve manevi desteklerini
arkamda hissettigim aileme en igten saygi, sevgi ve siikranlarim1 sunarim.

Tez calismast KUAP(F)-2013/24 “Baz1 Liken Ekstrelerinin Armut (cv. Santa maria)
Meyvesinde Gelisen Hasat Sonu Hastaliklarindan Botrytis cinerea ve Penicillium
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1. GIRIS

Diinyada her yil insan tiiketimi i¢in tiretilen gidanin yaklasik tigte biri ciiriiyerek
kaybolmakta veya israf edilmektedir. Kayiplar sadece bir gida israfi olmakla kalmaz, ayni
zamanda insan emegi, ciftlik girdileri, gecim kaynaklari, yatirnmlar ve su gibi kit

kaynaklar i¢in de benzer bir israfi temsil eder (Nxumalo et al., 2021).

2019 yilinda tiretilen toplam bahge bitkisi miktarinin (meyveler, sebzeler, agag¢ yemisleri,
kok ve yumrular dahil) yaklasik 3,05 milyon ton oldugu ve bunun %34’iiniin
meyvelerden olustugu tahmin edilmektedir (FAO, 2021). Bu mahsullerin iiretimi i¢in
biiyiik ¢abalar ve dogal kaynaklar kullanilmaktadir. Dolayistyla bu iiriinlerin her biri hem
bahge tretiminde siirdiiriilebilirligin saglanmast hem de insan tiiketimi agisindan ¢ok

Onemlidir.

Bahce bitkileri istenmeyen fizyolojik bozukluklarin gelismesiyle yiiksek oranda
bozulabilir, kalite bozulmasina ve biiyiik ekonomik kayiplara yol agan ¢esitli degisiklikler
yasayabilirler Nxumalo et al. (2021). Mantar enfeksiyonlarinin neden oldugu patolojik
bozulma, depolama sirasinda bozulabilir mahsullerin giivenligi ve organoleptik
ozellikleri i¢in ana tehdittir. Filamentli mantarlar ayrica ikincil metabolitler tiretmek i¢in
dikkate deger bir potansiyel kaynaktirlar. Yaygin olarak mikotoksinler olarak adlandirilan

zehirli mantar metabolitleri, gida ve yem giivenligi i¢in biiyiik 6nem tasir (Danzi et al.,
2020).

Yaklagik 5000 bitki mantar patojeni, ekonomik olarak degerli ¢ok sayida tarim iiriiniinii
yok ettiginden gida giivenligi igin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Meela et al., 2019).
Meyveler, diisiik pH’lar1, daha yiliksek nem igerigi ve zengin besin bilesimleri nedeniyle
patojenik mantarlarin kontaminasyonuna karsi ¢ok hassastir. Bu durum ciiriimeye ve

meyvede tiikketime uygun olmayan degisimlere neden olur (Tripathi & Dubey, 2004).

Bitkileri mantar saldirilarina karst korumanin en 6nemli yontemi sentetik mantar
oldiiriictilerin kullanilmasidir, ancak sentetik mantar Sldiiriiciilere karst direng gelisimi

biiyiik endise yaratmaktadir (Meela et al., 2019). Yillarca tekrarlanan kullanimlari, dogal



biyolojik sistemleri bozmus ve bazen mantar direncinin gelismesine neden olmustur
(Yoonetal., 2013). Bunedenle 6zellikle gelismis iilkelerde yeni etkili alternatif miicadele

yontemleri lizerinde ¢alismalara hiz verilmistir (Onaran & Bayan, 2016).

Doga, binlerce yildir biyo-kontrol ajanlarinin kaynagi olmustur ve etkileyici sayida
antimikrobiyal bilesik, dogal kaynaklardan izole edilmistir. Tim dogal kaynaklar
arasinda bitkiler, tibbi ilgi alanina giren dogal {iriinlerin ana ve en popiiler kaynagidir.
Antik caglardan beri insan, yaygin hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bitkileri kullanmistir.
Bitkiler, binlerce yildir var olan ve insanliga yeni ilaglar sunmaya devam eden sofistike

geleneksel tibbi sistemlerin temelini olusturmustur (Mehta & Sharma, 2016).

Son zamanlarda, hem ¢evre hem de insan sagligi i¢in giivenli olduklari diislintildiiglinden,
antimikrobiyal aktiviteleri i¢in bitki dzleri ve ugucu yaglarin kullanimina ilgi artmistir.
Bu tiir baz1 ilaglar, bitki patojenlerine ve dzellikle meyve ve sebzelerin hasat sonrasi

hastaliklarindan sorumlu olanlara kargi genis bir aktivite spektrumu gostermistir

(Feliziania et al., 2013).

Meyve ve sebzelerin hasat sonrasi hastaliklarinin biyolojik kontroliine glinlimiiziin
sentetik fungisitlerinin kullanimina uygun bir alternatif olarak da biiyiik 6nem verilmistir.
Sentetik mantar Oldiirticiilerin dezavantajlari, o6zellikle ¢evresel agidan saglikli ve
biyolojik olarak parcalanabilir olan diger olast kontrol ydontemlerinin gelistirilmesine olan
ilgiy1 artirmistir. Bu nedenle, sentetik mantar 6ldiiriiciilerin toksik olmayan ve 6zellikle
bitki kokenli dogal tiriinlerle degistirilmesi biiyiik ilgi gormektedir (Tripathi & Dubey,
2004).

Genel olarak biyopestisitler, dogal iirlinler, yiikksek bitki kaynakli, hayvan kaynakli
trtinler ve mikroorganizma kaynakli olanlar ise; viriisler, bakteriler, mantarlar,
nematodlar ve protozoalar olarak siniflandirilir. Bitkisel mantar dldiiriiciilerin modern
tarim kimyasallar1 aragtirmalarina ilham verme ve onlar1 etkileme konusunda muazzam
bir potansiyele sahip oldugu ortaya ¢iktigindan, tarim i¢in uygun bitkisel kokenli mantar
oldiirticiiler tizerine arastirmalar yogunlasmistir (de Rodriguez et al., 2011; Mamoci et
al., 2011; Yoon et al., 2013).



Bitkilerin ikincil metabolizmasi, boceklere, patojenlere karsi koruma saglayan ve diger
bitki tiirlerinin biliylimesini sinirlayan c¢ok sayida biyoaktif maddenin sentezinden
sorumludur. Ucgucu yaglar ve bitki 0Ozleri; alkaloitler, siyanojenik glikozitler,
glukozinolatlar, lipitler, fenolikler, terpenler, poliasetilenler ve politieniller dahil olmak
lizere ¢ok sayida biyoaktif madde igerir. Bilim insanlari, bu molekiillerin ¢esitliligini,
hasere ve patojenlerin entegre yonetiminde kullanimlarini aragtirmislardir. Bitki 6zleri ve
ucucu yaglara dayali Triinler, ¢esitli iilkelerde bitki hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, pestisit pazarindaki bitkilerin yiliksek potansiyeline
ragmen, Ozellikle de tarimsal zararlilar1 yonetmek i¢in ¢evre dostu segeneklere artan
talebi diisiiniirsek, bitki bazli tirlinlerin sayisi sinirli kalmaktadir (Borges et al., 2018). Bu
baglamda, biyokontrol yaklasimlari, ciddi bitki hastalik yonetimi ig¢in ¢evre dostu bir

kontrol stratejisi gelistirmeye yardimci olabilir.

Ciplak kayalik alanlarda bitki Ortiisiiniin olusumunda likenlerin 6nciil rolleri oldugu
bilinmektedir. Likenler, ¢corak kayalik b6lgenin kolonilesip gelisme sirasinda okzalik asit,

karbonik asit vb. enzimler olusturarak kaya parcalanmasina onciiliik eden ilk iyelerdir

(Gautam et al., 2021).

Likenler, genellikle bir mantar ortagi (mikobiyont) ile bir veya daha fazla fotosentetik
ortak (fitobiyont), cogunlukla yesil bir alg veya mavi-yesil bakteriden olugan simbiyotik
organizmalardir. Liken tiirleri, diinyadaki en asir1 ortamlardan bazilarinda (arktik tundra,
sicak ¢oller, kayalik kiyilar, zehirli cliruf yiginlar1 vb.) ortaya ¢ikan benzersiz simbiyotik
organizmalar olarak kiiresel mantar biyocesitliliginin %20’sinden fazlasini olustururlar

(Zambare & Christopher, 2012).

Likenler, diger bitkilerde bulunmayan bir¢ok, ender rastlanan ikincil {irlinler tUretirler.
Aromatik iirlinlerin birgogunun benzersizligi, liken maddelerine kars1 kimyasal bir ilgi
uyandirmistir. Likenler, endiistriyel agidan 6nemli biyolojik aktiviteler i¢in yeterince
kullanilmayan bir kaynaktir ve potansiyelleri heniiz tam olarak kesfedilmemis ve
kullanilmamistir. Likenlerden ekstre edilen biyoaktif bilesikler, biyofarmasotik
uygulamalarda ve insan yasamini destekleyecek yeni formiilasyonlarin veya yeniliklerin

iiretiminde biiyiikk umut vaat etmektedir. ikincil metabolitler genellikle mikobiyont



tarafindan tretilen ve likenlerin yilizeyinde amorf veya kristaller seklinde biriken liken
asitleri olarak adlandirilir. Liken asitleri, antioksidan, antikanser, enzim inhibitori,
antiviral, antifungal, antidiyabetik, allelopatik, antipiretik, mahsul biiyiimesini inhibe
edici, sitotoksik, anti-hepatotoksik ve antiproliferatif dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik

potansiyele sahiptir (Gautam et al., 2021).

Armut (Pyrus communis L.), Rosales takiminin, Rosaceae familyasinin, Pyrus cinsinde
olan bir meyvedir. Diinyada yetistiriciligi yapilan ve 22 tiirii bulunan Pyrus cinsinin
icerisinde Pyrus communis L. ekonomik olarak yetistiriciligi yapilan en énemli tiirdiir
(Serttas & Oztiirk, 2020). Ilman iklime sahip diinyanin ¢esitli yerlerinde
yetistirilmektedir. Tiirkiye'de armut, elmadan sonra ikinci 6nemli ¢ekirdekli meyvedir ve
iilkenin hemen her yerinde yetistirilmektedir (Oztiirk et al., 2009). Meyvesi iri-orta iri,
boyun kismi uzunca olup, meyve eti beyaz, orta sulu, az tathidir. Temmuz sonu-Agustos
bas1 hasat edilir. Uzun siire depolanabilir. Bursa, Antalya ve Ankara illeri Tiirkiye'nin
onde gelen armut {reticileridir. Tiirkiye’nin toplam yillik {iretimi 462.000 ton
civarindadir ve Tiirkiye, Cin, ABD, Italya ve Arjantin'den sonra diinya genelinde 5. sirada

yer almaktadir (Oztiirk et al., 2019).

Gidalarda hasat sonras1 bozulmalarin 6nemli bir ¢gogunlugunu olusturan fungal patojenler
Penicillium, Botrytis, Aspergillus, Monilinia, Rhizopus, Alternaria, Fusarium,

Geotrichum, Gloesporium ve Mucor cinsleri olarak sayilabilir (Agirman et al., 2019).

Tirkiye'de armut meyvesi ¢ok tiiketilen meyveler listesinde yer almakta ve tiiketim her
yil artmaktadir. Ana sorun, armut meyvelerinin hassas yapis1 nedeniyle meyvelerin hasat
sonras1 nakliye sirasinda ortaya ¢ikan fungal kaynakli ¢ilirlimelerin sebep oldugu {iriin
kaybidir. Bu fungal kaynakli c¢iirlimelere Botrytis cinerea Pers. (Kursuni kiif) ve
Penicillium expansum Link (Mavi kiif) neden olur (Davide et al., 2016).

Tibbi bitkileri kullanarak bircok hasat sonrasi patojeni kontrol etme olasiligi, ¢cok cesitli
bahge bitkileri lizerinde arastirilmistir. Modern tarimda, bahge bitkilerinin hasat sonrasi
cliriimesini kontrol etmek icin sentetik mantar oldiiriiclilerin uygulanmasi en etkili ve

yaygin yontem olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, tiiketicilerin mantar ilaci



kalintilar1 igermeyen taze iiriinlere yonelik artan talepleri, arastirmacilarin, taze tirinlerin
hasat sonrasi ¢iiriimesini kontrol etmek i¢in alternatif yontemlerin gelistirilmesine katkida
bulunmustur. Hasat sonrasi fungisitlerin uygulanmasinin neden oldugu kanser gelisimi,
infertilite ve hamilelik doneminde embriyo tizerindeki etkileri gibi artan saglik tehlikeleri,
bazi iiriinlerde kisitlamaya veya organik tarimda tamamen yasaklanmasina yol agmistir

(Nxumalo et al., 2021).

Bu nedenle, mantar bitki patojenlerine kars1 engelleyici aktiviteye sahip bitki 6zlerinin
kullanilmasi, dogal iiriinlerin mevcudiyetine dayali olarak ¢evresel olarak kabul edilebilir

mantar oldiriiciilerin gelistirilmesine yol agmaktadir.

Bu ¢alismada, Bryoria fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw., Evernia prunastri (L.)
Ach. ve Ramalina fraxinea (L.) Ach. ekstrelerinin armut {izerinde gelisen bazi hasat sonu
hastaliklar1 tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amacglanmistir. Liken ekstreleri ile
yuriitiilen aragtirmalar kapsaminda hasat sonu hastaliklarina karsi savasimda in vivo
uygulamalara rastlanilmamistir. Bu tez kapsaminda denenecek olan liken ekstrelerinin
hasat sonu hastaliklarina kars1 kullanilmasi, meyve ciiriimesinin azaltilmasi1 konusunda

ilk olmasi nedeniyle de 6nem arz etmektedir.

Arastirmada kapsaminda kullanilan liken ekstrelerin, insan ve g¢evre iizerinde zararh
olmamas1 ve kalinti riski olusturmamasi elde edilen bulgularin 6nemini daha da

artirmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Simbiyotik yasamin en giizel 6rneklerinden olan likenler, bir¢ogu asit 6zellikte olan ve
liken asitleri olarak tanimlanan metabolik {iriinlere sahiptirler. Ge¢mis tarihlerde bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan likenlerin kimyasal igeriklerinin ayrintili olarak
arastirildigr gorilmektedir. Bu g¢alismalar sonunda bazi mikroorganizmalar {izerinde
etkili olan liken maddeleri tanimlanabilmistir. Son yillarda liken metabolitlerinin

antikanserojenik etkilerinin yogun olarak arastirildig1 izlenmektedir.

Bu doktora tezi kapsaminda liken metabolitlerinin antifungal etkilerine yonelik

calismalar kronolojik bir plan dahilinde kaynak arastirmasinda ele alinmistir.

Likenlerin antibiyotik 6zellikleri ile ilgili ilk galisma Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis’e kars1 52 liken tiiriiniin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi igin
yapilmistir. Birgok liken metabolitinin gram-pozitif bakterilere kars1 etkili olurken gram-

negatif bakterilere kars1 bir etki géstermedigi bulunmustur (Burkholder et al., 1944).

Cok sayida liken maddesi Mycobacterium tuberculosis ve M. aurum’a karsi in vitro
kosullarda arastirilmistir. Metabolitler i¢inde Cladonia arbuscula’dan elde edilen usnik
asit 32 pg/ml MIC degeri ile en yiiksek engellemeyi gostermistir. Stereocaulon
alpinum’dan izole edilen atranorin ve lobarik asit, Parmelia saxatilis’den izole edilen
salazinik asit ve Cetraria islandica’dan izole edilen protolikesterinik asit 125 pg/ml’den

yiiksek MIC degerlerinde engelleme gostermistir (Ingolfsdottir et al., 1998).

Ramalina farinacea’nin su etanol, kloroform, n-hekzan ekstreleri ve fitokimyasal
bilesenleri, antibakteriyel, antifungal ve sitotoksik 6zellikleri Aspergillus niger, Bacillus
subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Trichophyton rubrum ve T. mentagrophytes’a Kkarsi
arastirilmistir. Etanol, kloroform ve n-hekzan ekstreleri tiim mikroorganizmalara karsi
engelleme gosterirken su ekstresi Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis harig

engelleyici yonde etki gostermemistir (Esimone & Adikwu, 1999).



Parmelia kamstchandalis’in etanol ekstresinden izole edilen etil haematommate, etil 2,4-
dihidroksi 6-metil benzoat ve metill-B-orsellinate metabolitlerinin, gram(+) ve gram(-)
bakteriler; Aerohydrophylla sp., Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, Echerichia
coli, Klebsiella sp,, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, S. paratyphi A, S.
paratyphi B, Sarcina lutea, Shigella boydii, S. dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei,
Streptococcus B-haemolyticus, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae’ya karsi farkli
seviyelerde antimikrobiyal etki gostermistir (Mazid et al., 1999).

Giiney Ispanya’da bazi likenler iizerinde antimikrobiyal etki arastirilmis ve bazi liken
maddeleri belirlenmistir. Usnik asit igeren likenlerin gram-pozitif bakteriye karsi ¢cok

yiiksek bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Rowe et al., 1999).

Xanthoria fallax, X. elegans, X. polycarpa’dan 6 farkli antrokinon (eryhroglaucin,
physcion, ksantorin, emodin, fallcinal ve teloschistin) izole edilmistir. Antrokinonlar bazi
fitopatojen bakteri tiirlerine karsi segici ve genis spektrumlu antimikrobiyal etki

gostermistir (Manojlovi¢ et al., 2000).

Heterodermia leucomela’nin su ekstresi bazi bitki ve insan patojenlerine genis
spektrumlu antifungal 6zellik gostermistir. Bitki patojeni funguslar, Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, Botrytis cinerea, Cladosporium
cladosporioides, Curvularia lunata, Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Penicillium
implicatum, P. italicum ve P. miniolutem’u 80 pug /ml™* de engelledigi belirtilmistir (Shahi
etal., 2001).

Cetraria islandica’nin su ekstresi antioksidan etki, siiperoksit anyon radikal ve serbest
radikal olusumu engellemesi igin arastirilmistir. C. islandica’nin su ekstresi yiiksek
antioksidan etki gostermistir. Antioksidan etkiye benzer sekilde C. islandica’nin giiciin
indirgenmesi, siiperoksit anyon radikal temizlenmesi ve serbest radikal temizlenme etkisi
konsantrasyona bagli olarak ve miktarin artig1 ile paralel olarak artis gostermistir

(Giilgin et al., 2002).



Caloplaca schaereri ekstresi ve antrakinonlart Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas fluorescens’e karsi antibakteriyel etki ve
Aspergillus niger, Candida albicans, Penicillium verrucosum ve Trichoderma harzianum
tizerinde antifungal etki i¢in arastirllmistir. Saf etanol ekstresi, B. subtilis’e kars1 320 ug
mlt MIC degerinde etkili olmustur. Saf ekstrenin yani sira genellikle antrakinonlar
denenen bakterilere gore A. niger, C. albicans, P.verrucosum ve T. harzianum’a karsi
daha etkili bulunmustur. Fallacinol denenen maddelerin i¢inde tiim funguslara karsi en
etkili olanidir (Manojlovi¢ et al., 2002).

Cladonia convoluta, C. rangiformis, Evernia prunastri, Parmelia caperata, P. perlata,
Plasmatia glauca likenlerinden n-hekzan, dietil eter ve metanol kullanilarak elde edilen
24 ekstrenin sitotoksik aktivitesi 2 murin, 4 insan kanser hiicre ¢izgisi ve kansersiz
hiicreler kullanilarak in vitro kosullarda arastirilmigtir. MTT deneyi her liken tiiriiniin en
azindan bir ekstresi i¢in test edilen kanser hiicreleri izerinde belirgin bir toksisiteyi agiga

vurmustur (Bezivin et al., 2003).

Usnea barbata’nin aseton, metanol ve su ekstreleri 10 bakteri (Bacillus subtilis,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Micrococcus viradans, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens
ve Staphylococcus aureus) ve 5 fungusa (Alternaria alternaria, Aspergillus niger, Mucor
hiemalis, Penicillium notatum ve Schizophyllum commune) karsi kati agar ortamda
antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in arastirilmistir. Ekstreler Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Micrococcus viradans ve Staphylococcus aureus tizerinde 0,1
mg/ml MIC degeri gibi diisilk bir konsantrasyonda oOnemli bir etki gdstermistir.
Patojenlere kars1 su ekstresi en diisiik aktiviteyi gosterirken aseton ekstresi en yliksek

etkiyi gostermistir (Madamombe & Afolayan, 2003).

Parmelia cirrhatum’un 60-80 pl/mL konsantrasyonlarinin denenen patojenik funguslara
(Alternaria alternata, A.candidus, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, A.
ustus, Botrytis cinerea, Cladosporium cladasporioides, Curvuluria lunata,
Epidermophyton floccosum, Fusarium moniliforme, Microsporum audouinii, M.

gypseum, Penicillium implicatum, P. italicum, Trichpohyton mentagrophytes, T. rubrum



ve T. tonsurance ) karsi oldukga etkili oldugu bulunmustur. Ekstrenin, 80 pl/mL’de
inokulum potansiyelinin en etkili dozu oldugu tespit edilmistir (Shahi et al., 2003).

Evernia prunastri, Hypogymnia physodes ve Cladonia portentosa’nin aseton ekstresinin
bitki patojeni funguslardan Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
solani, Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani, Stagonospora
nodorum ve Ustilogo maydis’e karsi antifungal aktiviteleri arastirilmistir. Ozellikle
Evernia prunastri ve Hypogymnia physodes, P. ultimum, P. infestans ve U. maydis’in
miseliyal gelisimini tamamen engellemistir. Evernik asit tarafindan P. infestans
gelisiminin tamamen engellendigi ortaya konmustur. P. ultimum, P. infestans in gelisimi
ise sirastyla (-) usnik asit ve evernik asit tarafindan diisiik bir diizeyde engellenmistir
(Halama & Haluwin, 2004).

Ramalina farinacea’nin aseton ekstresi ve (+) usnik asit bileseninin Bacillus subtilis,
Candida albicans, C. glabrata, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Yersinia enterocolitica’ya Kkarsi
antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi ¢alismada norstiktik asidin, Y. enterocolitica
disindaki mikroorganizmalara karsi etkili olmadig: tespit edilmistir. Ayrica fungal tiirler,
Alternaria alternata, A. citri A. tenuissima, Cochliobolus sativus, Fusarium. culmorum,
F. moniliforme, F. oxyporum, F. solani, Penicillium notatum ve P. parasiticus’a karsi da

antifungal etki g6zlenmemistir (Tay et al., 2004).

Cladonia foliacea’nin kloroform, dietileter, aseton, petrol eteri, etanol ekstreleri ile usnik
asit, atranorin, fumaprostrarik asit bilesenlerinin antimikrobiyal etkileri 9 bakteri ve
mayalara kars1 arastirilmistir. Ekstre ve metabolitlerin Aeromonas hydrophila, Bacillus
subtilis, Candida albicans, C. glabrata, Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis ve Proteus vulgaris’e karsi antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir (Y1lmaz et al., 2004).

Rhamnus frangula ve Rubia tinctorum’un metanol ekstreleri ve antrakinon aglikonlardan
alizalin ve emodinin antifungal etkisi baslica sekonder maddesi parietin olan Caloplaca

cerina ile karsilagtirilmistir. Metanol ekstrelerinin denenen funguslarin tiimiine



(Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, Doratomyces
stemonitis, Mucor mucedo, Penicillium verrucosum ve Trichoderma viride) kars1 etkili
oldugu bulunmustur. Fakat liken ve bitkilerden izole edilen temel antrakinon aglikonlarin
funguslara karsi ekstrelere oranla daha az etkili oldugu bulunmustur. Denenen
materyaller arasinda liken ekstresi en yiiksek etkiyi Trichoderma viride’ye karsi
gosterirken metabolitler iginde en yiiksek etki emodin ile Alternaria alternata’ya karsi

bulunmustur (Manojlovi¢ et al., 2005).

Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum, Evernia divaricata, E. prunastri ve
Neofuscella pulla’nin metanol ekstresinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri in
vitro kosullarda arastirilmistir. C. foliacea, E. divaricata, E. prunastri ve N. pulla
ekstreleri kullanilan yontemlerde antioksidan etki gostermezken D. miniatum ekstresi
396,1 mg/ml konsantrasyonda engelleme gostermistir. Ayn1 zamanda ekstrelerin denenen
baz1 bakteri ve funguslara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmis ancak

mayalara kars1 bir etki gézlenmemistir (Aslan et al., 2006).

Xanthoparmelia pokornyi’nin etanol, petrol eteri, kloroform, aseton ve dietil ekstreleri ile
Xanthoparmelia pokornyi’nin giroforik ve stenosporik asit igerikleri bazi1 besin kaynakli
bakteri ve funguslar lizerindeki etkileri arastirilmistir. Ekstreler ve asitler Aeromonas
hydrophila, Bacillus cereus, B. subtilis, Candida albicans, C. glabrata, Listeria
monocytogenes, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve
Yersinia enterocolitica’ya kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken, test edilen 10 fungusa
(Alternaria alternata, A. citri, A.tenuissima, Aspergillus fumigatus, A parasiticus, A.
niger, Fusarium culmorum, F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani ve Penicillium

notatum) karsi etkili bulunmamistir (Candan et al., 2006).

Ramalina fastigiata, R. capitata, R. polymorpha, R. pollinaria ve R. fraxinea nin aseton
ekstrelerinin Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis ve Bacillus megaterium'a karst antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlendigi ¢alismada usnik asit miktarinin artmasina paralel olarak antimikrobiyal

aktivitenin arttig1 goriilmistiir (Cansaran et al., 2006a).
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Rhizoplaca chrysoleuca, R. melanopthalma ve R. peltata’nin usnik asit bileseninin farkli
dozlar1 Bacillus subtilis, B. megaterium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal
etkisi i¢in arastirilmistir. Usnik asit miktarina paralel olarak mikroorganizmlar {izerinde

antimikrobiyal etkininde arttig1 goriilmiistiir (Cansaran et al., 2006b).

Parmelia saxatilis, Plasmatia glauca, Ramalina pollinaria, R. polymorpha ve
Umbilicaria nylanderiana’nin metanol ekstresinin in vitro kosullarda antimikrobiyal ve
antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Parmelia saxatilis, Platismatia
glauca, Ramalina pollinaria ve R. polymorpha aktivite gdostermezken, Umbilicaria
nylanderiana 400,2 ul/ml’de engelleme saglamistir. Ekstrelerin ayni1 zamanda denenen
bazi bakteri, maya ve funguslara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur

(Giilliice et al., 2006).

Aspicilia radiosa, Cladonia convoluta, C. firma, Diplochistes scruposus, Dirina repanda,
Lecanora muralis, Pertusaria mammosa, Ramalina canariensis, R. subfarinace, Roccella
fuciformi ve Xanthoria calcicola’nin antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve bu likenlerin
sahip olduklari metabolitler belirlenmistir. Bacillus cereus, B. megaterium, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
tizerinde usnik asit igerigi agisindan zengin Cladonia firma, Lecanora muralis, Ramalina
canariensis ve R. subfarinace’nin en etkili tiirler oldugu bulunmustur. Ayrica, atranorin,
eritritol likenesterinik asit, stiktik asit, usnik asit, evernik asit ve ursolik asidin bu

likenlerde en ¢ok bulunan metabolitler oldugu tespit edilmistir (Saenz et al., 2006).

Pseudevernia furfuracea var. furfuracea ve Pseudevernia furfuracea var. ceratea’nin
aseton, dietil eter kloroform, ekstreleri ve fisodik asit, kloroatranorin, atranorin ve
oliverik asit bilesenlerinin MIC degerleri ve antimikrobiyal etkileri bazi
mikroorganizmalara karsi arastirilmistir. Hemen hemen tiim metabolitler, Alternaria
alternata, Ascochyta rabiei, Aspergillus niger, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
B. subtilis, Candida albicans, C. glabrata, Fusarium culmorum, F. moniliforme, F.
oxysporum, F. solani, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Penicillum notatum

Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Yersinia enterocolitica’ya karsi
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antimikrobiyal etki gostermistir. Ekstrelerin Alternaria citri, A. tenuissima, Escherichia
coli, Gaeumannomyces graminis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, P.
syringae, Salmonella typhimurium’a kars1 antimikrobiyal etkisinin olmadig1 bulunmustur
(Tirk et al., 2006).

Parmelia sulcata’nin aseton, kloroform, dietil eter metanol ve petrol eteri ekstreleri ve
salizinik asit bileseni 28 besin kaynakli bakteri ve fungusa kars1 antimikrobiyal etkilerini
belirlemek tizere arastirilmistir. Petrol eteri ekstresi disinda tiim ekstreler Aeromonas
hydrophila, Aspergillus niger, A. fumigatus, Bacillus cereus, B. subtilis, Candida
albicans, C. glabrata, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Penicillium notatum
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Yersinia enterocolitica’ya karsi

antimikrobiyal etki gostermistir (Candan et al., 2007).

Lasallia pustulata, Parmelia sulcata, Umbilicaria crustulosa ve U. cylindrica’nin aseton,
metanol ve su ekstresinin antimikrobiyal 6zellikleri in vitro kosullarda arastirilmistir.
Elde edilen bu sonuglar bu likenlerin aseton ve metanol ekstrelerinin se¢ici antifungal
Ozelliklerinin yani sira test edilen bakteri tiirlerinin biiyilk bir kismi {izerinde
antibakteriyel etkileri oldugunu gostermistir. Liken ekstrelerinin MIC degerleri arasinda
Lasallia pustulata’nin aseton ekstresi Bacillus mycoides’e karsi en diisiik etkiyi
gostermistir. Denenen tiim likenlerin su ekstreleri ise patojenler tizerinde engelleyici etki

gostermemistir (Rankovic et al., 2007).

Aspicilia cinerea, Collema cristatum, Ochrolechia androgyna, Physcia aipolia ve
Physcia caesia’nin aseton, metanol ve su ekstrelerinin antifungal ve antibakteriyel etkileri
6 bakteri ve 11 fungus tiirine kars1 in vitro kosularda arastirilmistir. Genellikle metanol
ekstresi mikroorganizmalarin ¢ogunu engellemistir. Likenlerin su ekstrelerinin antifungal

etki gostermedigi tespit edilmistir (Rankovi¢ et al., 2007).

Dermatolojik patojen bakteri ve mayalar {izerinde 6 bitki ekstresinin antimikrobiyal
etkileri arastirilmistir. Denenen bitki maddeleri; usnik asit, karnosol, karsonik asit, ursolik
asit, oleanolik asit, harpagosid, bosvellik asit ve gentiopikrosidedir. Ekstreler ve sekonder

metabolitler aerobik, anaerobik bakteri ve mayalarin bulundugu 29 mikroorganizmaya
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kars1 denenmistir. Usnea barbata ekstresi ve usnik asit 6zellikle anaerobik bakterilere
kars1 en etkili olan ekstredir. U. barbata ekstresi etkin bir sekilde Staphylococcus aureus,
Propionibacterium acnes ve Corynebacterium tiirleri, gibi bazi gram pozitif
bakterilerinin gelisimini engellemistir. Dimorfik mayalardan Malassezia furfur’un

gelisimide U. barbata ekstresi ile engellenebilmistir (Weckesser et al., 2007).

Liken sekonder iiriinlerinden (-) ve (+) ve usnik asit Culex pipiens’in larvalarina kars1 in
vitro kosullarda insektisidal etki igin arastirilmistir. Tiim maddeler gii¢lii larvasidal etki
gostererek 5 ve 10 ppm dozlarinda 24 saatte 3. ve 4. larval donemde %100 6liim oranina

sebep olmustur (Cetin et al., 2008).

Hypogymnia physodes, Parmelia caperata, Physcia aipolia ve Umbilicaria
polyphylla’dan izole edilen giroforik asit, atranorin, usnik asit ve fisodik asidin in vitro
kosullarda antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda, 6 bakteri
(Bacillus mycoides, B. subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Staphylococcus aureu) ve 10 fungus (Aspergillus flavus, A. fumigatus,
Botrytis cinerea, Candida albicans, Fusarium oxysporum, Mucor mucedo, Paecilomyces
variotii, Penicillium purpurescens, P.verrucosum ve Trichoderma harzianum) tiirii
kullanilmistir. Genellikle biitiin izole edilen maddelerin insan ve hayvan patojenleri olan
mikroorganizmalara kars1 olduk¢a yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. Bakteriler ise funguslara oranla daha yiiksek bir duyarlilik gostermistir. En
diisiik antimikrobiyal etki ise 1 mg/ml konsantrasyonda mikroorganizmalarin ¢ogunu

engelleyen fisodik asit i¢in kaydedilmistir (Rankovi¢ et al., 2008).

And daglarinda yaygin olarak goriilen liken taksonlarindan Protousnea poeppigii ve
Usnea florida’dan elde edilen ekstreler, 50-100 mg/ml degerleri arasinda patojenik
funguslardan Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes ve T. rubrum’a karsi
antimikrobiyal etki gostermistir. Ekstrelerden, 4 ana metabolit izole edilmis,
Izodivarisatik asit ve divarisatinik asit M. gyseum, T. mentagrophytes’e 50 mg/ml’de ve
Trichophyton rubrum’a karst 100 mg/ml’de antifungal etki gostermistir (Schmeda-
Hirschmann et al., 2008).
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Kore ve Cin’de liken olusturan funguslar, kirmizibiberde antraknoz etmeni
Colletotrichum acutatum’a kars1 antifungal etkisini belirlemek amaciyla arastirilmistir.
Ozellikle Leconara argentata %68 oraninda C. acutatum’un gelisimini engelleyerek en
etkili liken tiirii olmustur. Diger likenlerin etkisi ise su diizeyde olmustur, Cetrelia
japonica (%61,4), Ramalina conduplicans (%59,5), Umbilicaria esculenta (59,5), R.
litoralis (%56,7), Cetrelia braunsiana (56,5), Nephromopsis pallescesn (%56,1),
Parmelia simplicior (%53,8) (Wei et al., 2008).

Ug farkli liken taksonunun substratlarindan alinan bakteri tiirlerinin sayilar1 ve koloni
miktarlar1 tizerine yapilan bir ¢alismada sekonder metabolitlerden yoksun Peltigera
rufescens’in toprak bakterileri tizerinde inhibisyona engel olmadigi goriilmiistiir. Bunun
yani sira bazi sekonder metabolitlere sahip Peltigera neckerii’nin toprak bakterileri
tizerinde gelisimlerini negatif yonde etkileyen bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
Incelenen taksonlar arasinda en ¢ok sayida sekonder metabolite sahip olan Cladonia
rangiformis’in bu liken tiirleri arasinda en yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu
belirtilmistir (Akpinar et al., 2009).

Liken metabolitlerinden biyolojik kimyasal olarak yararlanma konusunda yapilan bir
calismada; ¢esitli likenlerden izole edilen liken olusturan mantarlarin bitki patojen

funguslarmin hiicre duvar1 yikimina neden olan enzimler iirettigi tespit edilmistir (Jeon

et al., 2009).

Cladonia furcata, Ochrolechia androgyna ve Parmelia conspersa’dan izole edilen
fumarprotesetrarik asit, lekanorik asit, protosetrarik asit ve stistik asidin, g¢esitli
funguslara (Aspergillus flavus, A. fumigatus, Botrytis cinerea, Candida albicans,
Fusarium oxysporum, Mucor mucedo, Paecilomyces variotii, Penicillium purpurescens,
P. verrocosum ve Trichoderma harzianum) karsi antimikrobiyal etkisi arastirilmistir.
Arastirilan  tiim liken maddeleri denenen tiim mikroorganizmalarin gelisimini
engellemistir. Bakteriler funguslara oranla daha yiiksek bir duyarlilhik gostermistir

(Rankovic¢ et al., 2009).
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Retigerik asidin in vitro antifungal etkisi Lobaria kurokawae ‘den izole edilen pentasiklik
triterpenoidin  maddesinin tek basina ve flukonazol, ketokonazol ve itrakonazol
kombinasyonlar1 Candida albicans’a kars1 in vitro antifungal etkisi i¢in arastirilmistir.
On farkli C. albicans izolatina kars1 MIC degerleri 8-16 ug/ml arasinda siniflandirilmistir.
(Sun et al., 2009).

Lobaria pulmonaria likeninin metanol, kloroform ve su ekstrelerinin Drosophila
melanogaster’in Omiir uzunlugu ftzerine etkileri arastirilmistir. L. pulmonaria’nin
metanol, kloroform ve su ekstrelerine maruz birakilan populasyonlarinda da Omiir
uzunlugu konsantrasyon artisina paralel olarak artmistir. Metanol ekstresinin kloroform
ve su ekstrelerine gore daha etkili, su ekstresinin ise metanol ve kloroform ekstrelerine

oranla daha diisiik etkiye sahip oldugu goriilmistir (Uysal et al., 2009).

Alectoria sarmentosa, Bryoria fuscescens, Evernia divaricata, Platismatia glauca ve
Ramalina farinacea aseton ve kloroform ekstrelerin in vitro antimikrobiyal aktiviteleri,
i gram negatif bakteriye (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ATCC 11666 ve
Acinetobacter sp.) kars1 kagit disk yontemi kullanilarak arastirilmistir. Tiim ekstrelerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, A. sarmentosa'nin en iyi antibakteriyel 6zelliklere
sahip oldugu bulunmustur (Cobanoglu et al., 2010).

Parmotrema dilatatum, Parmotrema tinctorum, Pseudoparmelia sphaerospora ve Usnea
subcavata likenlerinden elde edilen fenolik maddeler ve ekstreler antitiiberkiiloz etkisini
belirlemek amaci ile incelenmistir. Depsidler, depsidonlar, ksantonlar, usnik asit ve 7
arselenik asit esterleri, 5 salizinik asit 87,9'-O-alkol ve likeksanton tiirevleri
Mycobacterium tuberculosis’a karsi etkilerini belirlemek igin arastirilmistir. Diffraktaik
asidin en aktif madde oldugu bunu norstiktik ve usnik asidin takip ettigi belirlenmistir.
Hipostik asit ve protosetrarik asit, orta derecede bir engelleyici etkiye sahiptir. Diger
maddeler ise M. tuberculosis’in gelisimi iizerinde disiik bir engelleme gostermistir
(Honda et al., 2010).

Bir baska ¢alismada Antarktika’da yayilis gosteren Ramalina terebrata’dan usnik asit,

usimin A, usimin B, usimin C ve ramalin izole edilmistir. Denenen tiim 6rnekler Bacillus
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subtilis’e kars1 antibakteriyel etki gostermistir. Saf ekstre ve usnik asit ise Staphylococcus
aureus’a karsi antibakteriyel etki gostermistir (Paudel et al., 2010).

Parmelia reticulata’nin hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerinin antifungal aktivitesi,
toprak kaynakli patojenik funguslar, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, R. bataticola,
Fusarium udum, Pythium aphanidermatum ve P. debaryanum’a karsi arastirilmustir.
Protolikesterinik asidin antifungal aktivitesinin, ticari bir fungisit olan heksakonazol ile

karsilastirilabilir oldugu bulunmustur (Goel et al, 2011).

Umbilicaria shellulosa, U. cylindrica ve U. polyphylla likenlerinin aseton ekstrelerinin in
vitro antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri arastirilmistir. Tim

ekstrelerin, gii¢lii antikanser aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Kosani¢ et al., 2012a).

Likenler geleneksel tipta sarilik, akciger, mide ve kafatasi hastaliklar1 gibi hastaliklar
tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada ti¢ liken tiirti Parmelia caperata, Parmelia
sulcata ve Parmelia saxatilis’in aseton ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve
antikanser potansiyelleri test edilmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite, nispeten
diisiik konsantrasyonlarda test edilen tiim bakteri ve funguslari inhibe eden P. sulcata’nin
aseton ekstresi ile olusmustur. P. caperata’nin aseton ekstresi, en diisiik antimikrobiyal
aktivitelidir. MIC, test edilen tiim bakterilere karsi 25 mg L™ iken mantarlar icin, C.
albicans ve M. mucedo’ya kars1 0.78 mg L ile 50 mg L™ arasinda degismektedir. Tiim
ekstrelerin, 9,5 ila 22,95 pg L arasinda degisen IC50 degerleri ile giiglii antikanser
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Kosanic et al., 2012b).

Everniastrum cirrhatum (Parmeliaceae), iliman bolgelerde genellikle agac kabuklarinda
gelisen yaprakst bir makroliken tiriidiir. E. cirrhatum’un antifungal ve sitotoksik
aktivitesinin ilk kez rapor edildigi calismada ekstrenin antifungal aktivitesi (10-100
mg/ml), iki Kklinik fungal izolat Candida albicans ve Cryptococcus neoformans’a karsi
test edilmistir. Ekstrenin (0-1.000 pg/ml) sitotoksik aktivitesi ise, tuzlu su karidesi
Artemia nauplii’ye kars1 degerlendirilmistir. Metanol ekstresinin, funguslarin gelismesini
doza bagli bir sekilde etkiledigi gozlenmistir. Metanol ekstresine duyarliligin C.

neoformans iizerinde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Ramamoorthy et al., 2012).
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Bir bagka calismada, Parmelia caperata, P. sulcata ve P. saxatilis likenlerinin aseton
ekstreleri antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser potansiyelleri agisindan test
edilmistir. U¢ Parmelia tiiriiniin aseton ekstrelerinin fitokimyasal analizi HPLC-UV
yontemiyle belirlenmistir. Bu ekstrelerdeki baskin fenolik bilesiklerin, protosetrarik ve
usnik asit (P. caperata) ve depsidon ile salazinik asit oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonucunda salazinik asidin, protosetrarik asitten daha giiclii antioksidan etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Her iki bilesik de 0.015-1 mg/ml arasinda degisen MIC degerleri ile
oldukga aktiftir. Ayrica, salazinik asit ve protosetrarik asidin, 35.67-60.18 pg/ml arasinda
degisen IC(50) degerleri ile her iki hiicre hattina kars1 giiglii antikanser aktiviteye sahip
oldugu vurgulanmistir (Manojlovi¢ et al., 2012).

Cladonia furcata ve C. rangiformis’dan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimlerini
ve antimikrobiyal aktivitelerini incelendigi Kahriman et al. (2012), tarafindan yapilan
caligmada C. rangiformis ve C. furcata ugucu yaglarinin inhibitor etkileri disk difiizyon
yontemi kullanilarak yedi bakteri tiirline karsi test edilmis ve C. rangiformis yaginin
Enterococcus faecalis ve Candida albicans’a (MIC=306,2 mg/mL, her biri) karsi
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip oldugu, C. furcata yaginin ise patojenik bir

maya olan C. albicans’a kars1 antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur.

Umbilicaria cylindrica’nin metanol ve kloroform ekstrelerinin fitokimyasal analizi
HPLC-UV yontemi ile belirlenmistir. Her iki ekstredeki baskin fenolik bilesigin depsidon
ve salazinik asit oldugu saptanmistir. Liken ekstrelerinin, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis, Candida albicans ve Aspergillus niger’e kars1 15,62 ila 62,50 pg/mL arasinda
degisen MIC degerleri ile 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir

(Manojlovic et al., 2012).

Lecanora atra, Lecanora muralis, Parmelia saxatilis, Parmelia sulcata ve Parmeliopsis
ambigua’nin aseton, metanol ve su ekstreleri in vitro kosularda 6 bakteri ve 10 mantar
tiirtine kars1 antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek tizere arastirilmistir ve likenlerinin

su ekstrelerinin test edilen mikroorganizmalarinin higbirine karsi antimikrobiyal aktivite
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gostermezken, aseton ve metanol ekstrelerinin test edilen tiirler lizerinde etkili oldugu

bulunmustur (Rankovi¢ & Kosani¢, 2012).

Iki liken tiiriinden (Cladonia foliacea ve Flavoparmelia caperata) hazirlanan 4 farkli
konsantrasyondaki ekstrelerin, tahil biti Sitophilus granarius {iizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Elde edilen sonuglar C. foliacea ve F. caperata ekstrelerinin S. granarius
yetigkinleri {iizerinde kontrole kiyasla bocek oldiiriicii etkiye sahip oldugunu ve
insekdisidal etkinin ekstrenin konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine bagli olarak

degisebildiginin saptamiglardir (Emsen et al., 2012).

Bir baska calismada; (+)- usnik asit, atranorin, 3-hidroksifisodik asit ve jiroforik asidin,
sivrisinek Culiseta longiareolata nin ikinci ve ti¢iincii instar larvalarina karsi larvisidal
aktivitesinin incelendigi ¢alismada tiim metabolitlerin yiiksek larvisidal aktivitelere sahip

oldugu bulunmustur (Cetin et al., 2012).

Chauhan & Abraham (2013), Parmotrema sp.’nin metanol ve su ekstrelerinin antibiyotik
ozellikleri, sekiz bakteri (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Salmonella sp., Shigella sp., Enterococci faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae) ve bes bitki patojenik fungus (Aspergillus terreus, Scedosporium sp.,
Ganoderma sp., Candida tropicalis ve Fusarium sp.) susuna kars1 Kirby-Bauer metodu
kullanilarak arastirmiglardir. Parmotrema sp.’nin metanol ekstresinin, tiim test edilen
organizmalarin gelisimini inhibe etmesine karsin, en yiliksek antibakteriyel aktivite
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus’a karst bulunmustur. En gii¢li
antifungal etkinin ise Ganoderma sp ve Fusarium sp. iizerinde gozlendigi bulunmustur.
Parmotrema sp.’nin su ekstresinin herhangi bir antibakteriyel ve antifungal aktiviteye

sahip olmadig1 bulunmustur.
Ramalina roesleri’nin farkli ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinin

arastirildigr calismada, hekzan ekstresi Stapylococcus aureus ve Streptococcus mutans

tizerinde ¢ok aktif bulumustur (Sisodia et al., 2013).
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2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, toprak likenleri Cladonia rangiformis ve Cladonia
convoluta antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri yoniinden, maya Candida albicans, Gram-
negatif bakteriler (Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli) ve Gram-pozitif
bakteriler (Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus) iizerinde metanol ve
kloroform ekstrelerinin in vitro antimikrobiyal aktiviteleri, kagit disk yontemi (MICs)
kullanilarak incelenmistir. Veriler, likenlerin Kkloroform ekstrelerilerinin, metanol
ekstrelerinden daha Onemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir

(Agikgoz et al., 2013).

Bir bagka calismada, Evernia prunastri ve Pseudevernia furfuracea’nin aseton
ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu, in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
aktivitelerini ve bazi ana metabolitlerini incelemislerdir. Calisma sonucunda fisodik
asidin en biiylik antioksidan aktiviteye sahip sekonder metabolit oldugu P.
furfuraceae’den elde edilen ekstrelerin ise orta derecede antibakteriyel ve antifungal

aktiviteye sahip oldugunu agiklamislardir (Kosanic et al., 2013).

Kuzey Amerika bolgesinden toplanan 34 liken tiirlinden elde edilen ekstrelerin
antibiyotik Ozelliklerinin arastirildigi calismada, aseton ve metanol ekstrelerinin dort
patojenik bakteri iizerinde MIC degerleri oOlgiilerek belirlenmistir. Liken ekstrelerinin
cogunun, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve metisiline direngli S.
aureus’a karst inhibitor etkiler gostermis oldugu saptanmig, genel olarak, aseton
ekstrelerinin metanol ekstrelerinden daha etkili oldugu tespit edilmistir (Shrestha et al.,
2014).

Tibbi bir liken tiirii olan Usnea barbata’nin mastitisli ineklerin ¢ig siitiinden izole edilen
on ii¢ farkli Staphylococcus tiirlerine karsi antimikrobiyal potansiyeli incelenmistir. Hem
metanol hem de etil asetat ekstrelerinin, Staphylococcus tiirlerine karsi ortalama
inhibisyon bolgeleri ¢apinda 0-4 mm arasinda degisen antimikrobiyal aktivite gosterdigi

bulunmustur (Idamokora et al., 2014).

Platismatia glauca ve Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin aseton, etil asetat ve

metanol ekstrelerinin antioksidatif, antimikrobiyal ve antibiyofilm potansiyelleri
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acisindan degerlendirildigi, Mitrovi¢ et al. (2014), tarafindan gerceklestirilen bir
aragtirmada; P. glauca’daki dominant bilesikler olarak kaperatik asit, atrarik asit,
atranorin ve kloroatranorin belirlenmistir. Atrarik asit, olitorik asit, atranorin ve
kloroatranorin ise P. furfuracea'nin ana bilesenleri olarak tespit edilmistir. P. glauca’nin
aseton ve etil asetat ekstrelerinin, Staphylococcus aureus ve Proteus mirabilis tizerinde,
P. furfuracea'nin metanol ekstresinin ise, diger ekstrelere kiyasla S. aureus iizerinde daha

etkili oldugu agiklanmistir.

Cetraria islandica nin metanol ekstresinin antioksidan, antimikrobiyal, genotoksik ve
antikanser aktiviteleri, bes bakteri (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Proteus mirabilis) ve bes mantar tiirii (Aspergillus flavus,
Candida albicans, Fusarium oxysporum, Penicillium purpurescens ve Trichoderma
harzianum) {izerinde test edilmistir. Test edilen ekstrelerin belirli bir diizeyde in vitro
kosullarda antioksidan, antimikrobiyal, genotoksik ve antikanser aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Gruji¢i¢ et al., 2014).

Lecanora muralis, Parmelia saxatilis, Parmeliopsis ambigua, Umbilicaria crustulosa ve
Umbilicaria polyphylla metanol ekstrelerinin Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus flavus,
Botrytis cinerea, Candida albicans, Mucor mucedo ve Penicillium verrucosum iizerinde

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Kosani¢ et al., 2014).

Stereocaulon paschale metanol ekstresinin bes bakteri tiirli ve bes mantar tiirii tizerindeki
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerini, serbest radikal ve siiperoksit
anyon temizleme aktivitesini, indirgeme giiciinii, toplam fenolik bilesikleri ve toplam
flavonoit igerigi ile MIC degerleri arastirilmistir. Calisma sonucunda S. paschale’nin
metanol ekstresinin her iki hiicre hattina kars1 giiclii bir antikanser aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur (Rankovic et al., 2014).

Hindistan'da yaygin olarak bulunan liken tiirii olan Parmelia erumpens’in kloroform

ekstresinde atranorin, (+) - usnik asit ve 2-hidroksi-4-metoksi-3,6-dimetilbenzoik asit
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olmak tizere ti¢ ana bilesik saptanmistir. En etkili MIC degeri 2-hidroksi-4-metoksi-3,6-
dimetilbenzoik asit ile Vibrio cholera’ya karsi bulunmustur (Aravind et al., 2014).

Urdiin'de cesitli cografi bolgelerden toplanan ii¢ liken tiirii (Xanthoria parietina,
Physconia sp. ve Tornabenia atlantica), fitokimyasal ve antimikrobiyal 6zelliklerini test
etmek amaciyla incelenmistir. Bu ¢alismada potansiyel antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek i¢in segilen bakteri tiirleri; Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus
cereus, Staphylococcus lentus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas auruginosa, Klebsiela pneumoniae, Enterobacter
aeruginosa ve Serratia marcescens ‘dir. Ug likenin metanol ekstrelerinin, su ekstrelerine
gore daha aktif oldugu bulunmustur. Ayrica liken ekstrelerinin Gram-pozitif bakteriler
tizerinde Gram-negatif bakterilerden daha etkili oldugu belirtilmistir (Abuiraq et al.,
2015).

Cladonia uncialis’in gesitli ¢ozgenlerle hazirlanan ekstrelerinin antimikrobiyal etkileri
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Candida albicans {izerinde incelenmistir.
Me,CO ekstresinin S. aureus’a kars1 yiiksek etkili olmasina karsin skuamatik asidin
etkisiz oldugu kanitlanmis, ayrica C. uncialis ekstrelerinin E. coli ve C. albicans ‘a kars1

hi¢bir aktivite gostermedigi belirtilmistir (Stundzinska-Sroka et al., 2015).

Ramalina farinacea, R. fastigiata and R. fraxinea nin evernik, fumarprotosetrarik asit,
lekanorik, stiktik ve usnik asit seviyelerini HPLC ydntemi ile belirlemisler ve Ramalina
tiirlerinin metanol ekstrelerinin en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Metanol ekstrelerinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve 8 FQ-
resistant E. coli tizerinde 64 -512 pg/mL arasinda degisen antimikrobiyal degerler tespit
etmislerdir (Sahin et al., 2015).

Bir baska ¢alismada da, Parmotrema perlatum’un c¢esitli bakteri (Escherichia coli,
Pseudomonas sp. ve Bacillus subtilis) ve fungal patojenlere (Cryptococcus neoformans,
Candida albicans, Aspergillus niger ve Aspergillus fumigatus) karsi antimikrobiyal
etkinligi ~ arastirilmistir.  P.  perlatum’un  hekzan ekstresinin, test edilen

mikroorganizmalara kars1 giiclii bir inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ekstrenin,
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antifungal aktiviteye kiyasla onemli Olclide yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi
belirtilmistir (Hoda & Vijayaraghavan, 2015).

Xanthoria parietina asecton ckstresinin ve baslica ikincil sekonder metaboliti olan
parietinin antiproliferatif, antibakteriyel ve antifungal aktivitesi Basile et al. (2015),
tarafindan arastinlmistir.  Ekstre ve parietinin etkisi, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaca, Klebsiella pneumoniae
ve i¢ fungus susunda (Candida albicans, Botrytis cinerea ve Rhizoctonia solani)
incelenmistir. Her ikisinin de, 0Ozellikle Staphylococcus aureus iizerinde giiglii
antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Ekstrenin insan meme kanseri

hiicrelerinde, proliferasyonu inhibe ettigi de vurgulanmustir.

Melanohalea exasperata, Physcia aipolia, Usnea florida, U. subfloridana ve Xanthoria
parietin’nin metanol ve kloroform ekstrelerinin iki Gram negatif (Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli) ile iki Gram pozitif bakteri (Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus) ve bir maya tiiriine (Candida albicans) karsi etkilerinin
incelendigi ¢alismada MIC degerleri belirlenmistir. U. subflorida’nin kloroform ekstresi
E.coli ve P. auruginesa’ya karsi en yiiksek etkiyi gosterirken liken tiirlerinin metanol
ekstresinin bu mikroorganizmalara kars1 etki gdstermedigi belirlenmistir. Incelenen
tirlerin kloroform ekstrelerinin, metanol ekstrelerinden daha Onemli oOlgiide

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Cobanoglu et al., 2016).

Lasallia pustulata’nin metanol ekstresinin genotoksik, antioksidan, antimikrobiyal ve
antikanser etkinliginin arastirildigi ¢alismada metanol ektresinin orta derecede serbest
radikal temizleme etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Ek olarak, test edilen ekstrenin
iki hiicre hattina kars1 46,67 ve 71,71 pg/L IC50 degerleri ile giliclii antikanser

aktivitesinin oldugu vurgulanmistir (Kosani¢ et al., 2016).

Usnea intermedia, U. filipendula ve U. fulvoreagens’in aseton, etanol ve metanol

ekstrelerinin antioksidan aktivite ve toplam fenolik igeriklerini inceledikleri ¢alismada,
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Escherichia coli’nin ii¢ Usnea tiiriiniin metanol ekstresine duyarli oldugu tespit edilmistir
(Oran et al., 2016).

Melanelia subaurifera ve Melanelia fuliginosa’nin antioksidan, antimikrobiyal ve
antikanser aktivitesinin aragtirildigi ¢alismada, fitokimyasal analiz, HPLC-UV yo6ntemi,
antioksidan aktivite, DPPH ve indirgeme giicii testi, antimikrobiyal aktivite ise MIC ile
belirlenmistir. Liken ekstrelerinin antioksidan aktivitesi (IC50), 121,52 ila 424,51 g/ml
arasinda degismistir. 2'-O-metil anziaik asit, 0,0625 ila 1 mg/ml arasinda degisen MIC
ile en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir (Risti¢ et al., 2016a).

Risti¢ et al. (2016b), Ramalina fraxinea ve Ramalina fastigiata tiirlerinin aseton
ekstrelerinin fitokimyasal analizini ve bu ekstrelerin bilesenlerinin antioksidan,
antimikrobiyal ve antitimor aktivitelerini incelemislerdir. Bu likenlerde depsidler
(evernik asit, obtusatik asit, sekikaik asit ve atranorin), depsidonlar (protosetrarik asit) ve
dibenzofuran (usnik asit) tamimlamiglardir. Antimikrobiyal aktivite, bes bakteri ve 10
mantar tiirli tizerinde MIC degerleri belirlenerek test edilmistir. Calismanin sonucunda,
test edilen numunelerin 285,45-423,51 pg/mL araliginda IC50 degerleri ile giiglii serbest
radikal stipiiriicti aktivite gosterdigi, R. fraxinea ve R. fastigiata ekstrelerinin toplam fenol
konsantrasyonlar1 sirasiyla 32,63 ve 33,49 pg PE/mg oldugu aciklanmistir. Tim
numunelerin test edilen epitelyal karsinom, insan akciger karsinom ve insan kolon
karsinom hiicrelerine kars1 gliglii antikanser etkiye sahip oldugu belirtilmistir (IC50

degerleri 24,63 ile 161,37 pg/mL).

Kaynak bilgileri, geleneksel olarak yirticilar1 zehirlemek ve mide rahatsizliklarini tedavi
etmek i¢in kullanilan Letharia vulpina nin umut verici antimikrobiyal dzellikler tagidigini
gostermistir. Bu ¢alismada, aseton ekstresinin metisiline direngli Staphylococcus
aureus’a (MRSA) kars1 etki sekli aragtirllmistir. Veriler, L. vulpina ekstresinin MRSA
izolatinin membran yapisinm1 ve hiicre boliinme siireglerini bozdugunu gostermistir

(Shrestha et al., 2016).

Usnea rubrotincta, Ramalina dumeticola ve Cladonia verticillata’nin ekstreleri ve

kimyasal bilesenleri antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri degerlendirmek igin
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arastirilmig ve U. rubrotincta’nin aseton ekstresinin, en diisitk MIC degeri (15,63 pg/mL)
ile gram pozitif bakterilerden Bacillus subtilis’e karst 6nemli &lgiide antibakteriyel
aktivite gosterdigi agiklanmistir. Bu iki liken tiiriinden alt1 sekonder metabolit HPLC
yontemi ile izole edildigi belirtilmistir. Bunlar arasinda usnik asidin Gram (+) bakteriler

tizerinde giiglii aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Gunasekaran et al., 2016).

Ulkemizde, Bryoria capillaris’in kloroform, metanol ve aseton ekstreleri ile barbatolik
asit gram pozitif, gram negatif ve filamentli funguslara kars1 disk difiizyon yontemi
kullanilarak antifungal ve antibakteriyel etkinligi igin arastirilmistir. Liken ekstrelerinin
test edilen patojenik mikroorganizmalara kars1 dikkate deger etki gosterdigi ve barbatolik
asidin, 31,25 pg/ml MIC degeri ile enfeksiy6z patojen olan Mycobacterium

tuberculosis’un gelisimini 6nemli dl¢iide azalttigi bulunmustur (Sar16zli et al., 2016).

Cetrelia olivetorum’un metanol ekstresi (MECO) ile yapilan ¢alismada, test edilen
mikroorganizmalara karst MIC degeri 50-104 mg/mL araliginda tespit edilmis ve
piyasada bulunan standart eritromisinden daha etkili oldugu bulunmustur (Savale et al.,
2016).

Bir calismada, Usnea steineri’nin aseton ekstresinin fitokimyasal g¢alismasi ile ana
bilesikler olarak difraktaik asit ve (+)- usnik asit izole edilmistir. Aseton ekstresi
Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis’in direngli suslarina karsi giiglii
aktivite (10 ug/mL'den az) gosterirken (+)- usnik asit, S. epidermidis (MIC 3,12 pug/mL),
S. aureus ve S. haemnolyticus’a (MIC 12.5 pg/mL) karsi ayni sekilde giiglii bir
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir (Tozatti et al., 2016).

Likenlerde en ¢ok calisilan biyoaktif sekonder metabolitlerden usnik asidin (UA)
antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi ¢alismada Ren geyigi likeninin (Cladonia
stellaris) etanol ve aseton ekstrelerinin Gram-pozitif (Bacillus subtilis ve Staphylococcus
aureus) bakterilere karsi antibakteriyel duyarlilik gosterirken, Gram-negatif bakterilere
(Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) karsi ¢cok az etkili oldugu veya hig aktivite

gostermedigi tespit edilmistir (Ahmad et al., 2017).
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Candida albicans, insan mide-bagirsak sistemi patojenidir. 38 liken tiiriiniin aseton
ekstresinin C. albicans tizerindeki etkilerini belirlemek igin yapilan arastirmada Evernia
prunastri ve Ramalina fastigiata’nin en umut verici liken tiirleri oldugu saptanmustir
(Millot et al., 2017).

Caloplaca pusilla, Protoparmeliopsis muralis ve Xanthoria parietina’nin aseton
ekstrelerinin antibakteriyel ve antiproliferatif etkinliginin arastirildigi ¢alismada P.
muralis’in, Gram pozitif bakteriler; Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’in gelisimini giiglii bir sekilde

engelledigi belirtilmistir (Felczykowska et al., 2017).

Ramalina capitata aseton ekstresinin insan lenfositleri tizerindeki mikroniikleus dagilima,
kolinesteraz aktivitesi ve antioksidan aktivite izerindeki etkileri ve HPLC profilinin ilk
kez incelendigi ¢alismada, ekstrelerdeki baskin fenolik bilesiklerin, evernik ve obtusatik
asit oldugu tespit edilmistir. Aseton ekstresinin Gram pozitif bakterilere (Bacillus
spizizenii ve Staphylococcus aureus) karsi biiyiik bir inhibisyon etkisine sahip oldugu ve
Gram negatif bakteriler (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella

abony) iizerinde ise hicbir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Zrnzevic et al., 2017).

Likenlerdeki biyoaktif bilesenlerin {iretimi ¢evresel strese tepki olarak degisebilmekte bu
da ayn tiirtin farkli lokalitelerdeki orneklerinin antimikrobiyal etkileri karsilagtirilarak
degerlendirilebilmektedir. Tirkiye’deki farkli bolgelerden toplanan Hypogymnia
tubulosa’nin kloroform-metanol-aseton ekstrelerinin etkileri Staphylococcus aureus ve
Enterococcus faecalis iizerinde incelenmistir. Test edilen H. tubulosa ekstrelerinin
cogunun, S. aureus ve E. faecalis’e karsi antibiyotik kadar gii¢lii inhibitor etkiler
gosterdigi ve etkinin bolgeye, habitat ve ekstre degiskenlerine bagl olarak farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir (Ozyigitoglu et al., 2017).

Jha et al. (2017), tarafindan Nepal’de 84 liken taksonunun metanol-su ekstresi, heksan,
diklorometan ve metanol boéliimlerine ayrildiktan sonra antimikrobiyal aktiviteleri
bakimindan arastirilmistir. 17 liken tiirtiniin DCM fraksiyonu, gram pozitif bakteriye

(Staphylococcus aureus) karsi potansiyel antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 45 likenin
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DCM fraksiyonlari, gram negatif bakteriye (Klebsiella pneumoniae) kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ug likenin DCM fraksiyonlarinm, Candida albicans

mayasina kars1 antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Usnea florida’nin metanol, aseton ve kloroform ekstrelerinin antibakteriyel, antifungal
ve antitiiberkiiloz etkilerinin arastirildig1 calismada 13 bakteri, 4 maya ve 8 fungus tiirline
kars1 disk diflizyon metodu kullanilarak MIC degerleri tespit edilmistir. Bakteri ve
mayalara giiglii aktivite belirlenmis iken fungus tiirlerine kars1 giiclii bir etki

gozlenmedigi agiklanmistir (Cankilig et al., 2017).

Physcia aipolia’nin petrol eter (EEP), aseton (EA) ve metanol (EM) gibi farkli polariteye
sahip ¢Oziiciiler ile hazirlanan ekstrelerinin, patatesde en biiyiikk zararli olarak bilinen
Tecia solanivara’nin larvalarina karsi olast insektisit etkisinin arastirildigi ¢alismada
ekstrelerin uygulanmasindan 24 saat sonra larva liimlerinin kaydedildigi rapor edilmistir

(Pérez et al., 2017).

Cladonia aff. rappi’nin antifungal etkilerinin degerlendirildigi su, etanol ve diklorometan
ekstreleri kullanilarak bes maya, dért Candida cinsi ve bir Cryptococcus ‘a kars1t MIC ve
MEFC degerleri belirlendigi ¢alismada, en iyi antifungal aktivitenin Candida albicans’a
kars1 20 mg/mL'lik etanol ekstresinde gozlendigi agiklanmustir. Su ekstreleri ile bir etki
gozlenmedigi belirtilmistir (Plaza et al., 2017).

Coklu ilaca direngli patojenik mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, yeni
antimikrobiyal bilesiklerin arastirilmasi, mevcut tibbi kimya arastirmalarinda énemli bir
rol oynamaktadir. Liken antimikrobiyal ksantonlardan esinlenerek, Resende et al. (2018)
tarafindan ksanton iskelesinde farkli ikame modelleri elde etmek i¢in bes klorlama
yontemi kullanilarak bir dizi yeni klorlu ksanton hazirlanmistir. Sentezlenen tiim
bilesiklerin, antimikrobiyal aktiviteleri (Gram-pozitif suslar Staphylococcus aureus ve
Enterococcus faecalis Gram-negatif suslar Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa,
antifungal aktivite i¢in Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve dermofit klinik suslar
Trichophyton  rubrum, Microsporum canis ve Epidermophyton floccosum)

degerlendirilmistir. Bunlar arasinda 3-kloro-4,6-dimetoksi-1-metil-9H-ksanten-9-1’in E.
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faecalis ve S. aureus’e kars1 umut verici antibakteriyel aktivite gosterdigi 2,7- Dikloro-
3,4,6-trimetoksi-1-metil-9H-ksanten-9-1, dermatofit klinik susuna (T. rubrum, M. canis
ve E. floccosum (MIC=4-8 ug/mL) kars1 giiglii bir fungistatik ve fungisidal aktivite tespit

edildigi rapor edilmistir.

Cladonia cinsine ait bes liken tiiriiniin (C. fimbriata, C. furcata, C. subulata, C. foliacea
ve C. rangiferina) aseton ekstrelerinin kimyasal bilesimini ile antioksidan, antimikrobiyal
ve antitimor etkilerininin arastirildigi ¢alismada antioksidan aktivite agisindan C.
furcatanin en etkili tir oldugu tespit edilmistir. C. fimbriata ekstresi en giiclii
antibakteriyel aktivite gosterirken (0,625 ila 20 mg/mL arasinda degisen MIC degerleri),
C. subulata ekstresinin en giiglii antifungal aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir. MTT
yontemi kullanilarak test edilen sitotoksik aktivitenin tiim 6rneklerde incelenen hiicre
hatlarina karsi giiglii antikanser aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Kosani¢ et al.,

2018).

Himalaya bélgesinde yaygin olarak bulunan liken tiirlerinden  Bulbothrix
setschwanensi’in aseton, kloroform ve metonol ekstrelerinin 6 bakteri ve 7 fungus tiirline
kars1 antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi ¢alismada, aseton ekstresinin Staphylococcus
aureus ve Crytococcus neoformans’a (6,25 mg/mL) karsi umut verici seviyede etki
gosterdigi, Ozellikle aseton ekstresinin S. aureus ve C. neoformans hiicrelerine zarar
verdiginin elektron mikroskobu ile agik¢a goriintiilendigi belirtilmistir. Bunlarin disinda,
bu 3 liken tiiriine ait ekstrelerin MIC konsantrasyonlarda memeli hiicrelerinde daha az

sitotoksik etki gosterdigi vurgulanmistir (Maurya et al., 2018).

Bryoria capillaris ekstresinin insan ve bitkilerde patojen bakteriler Pantoea ananatis,
Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteridis, Enterococcus faecalis e karsi etkinligi test
edilmis ve ¢aligmada pozitif kontrol olarak kanamisin ve tetrasiklin kullanilmistir. Ana
maddeler olarak, s1vi ortam ve mikrodiliisyon testlerinde giiclii antimikrobiyal aktiviteye
sahip, disk difiizyon testlerinde ise antimikrobiyal aktiviteye sahip olmayan veya ihmal
edilebilir antimikrobiyal aktiviteye sahip barbatolik asit ve alektoriyal asit iceren iki

fraksiyon elde edildigi tespit edilmistir (Karagdz et al., 2018).
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Uc liken tiiriiniin (Cetraria aculeata, Cladonia chlorophaea ve Cetrelia olivetorum)
metanol ekstrelerinin mutajenik ve anti-mutajenik etkilerinin E. coli-WP2, Ames-
Salmonella (TA1535 ve TA1537) ve (SCE) kardes kromatit degisimi test sistemleri
kullanilarak arastirildigi ¢alismada C. aculeata, C. chlorophaea ve C. olivetorum’un
kismen antioksidan aktivitelerinin ve liken ekstrelerinin mutajen ajanlarla etkilesim

kabiliyetinde olmasina dayandirildigi goriilmektedir (Ceker et al., 2018).

Pseudevernia furfuracea, Physica tiirleri, Dermatocarpon vellerum ve Parmelia
tirlerinin ekstrelerinin ti¢ klinik bakteri izolati, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Staplycoccus epidermis tiirlerine, karsi ¢esitli agar disk ve difiizyon
metodu kullanilarak, antimikrobiyal etkilerini belirlemek i¢in arastirllmistir. P.
furfuracea, Physia tiirleri ve D. vellerum’un metanol ekstresinin, S. epidermidis’in
gelisimini (14.3£1.7 mm, 12.3£2.0 mm ve 11.3£0.9 mm) Onemli Ol¢iide azalttig
bulunmustur. Parmelia spp’nin metanol ekstresinde S. epidermidis’e karsi orta diizeyde
inhibisyon zonu gozlendigi, ayrica farkli yogunluklardaki dietil eter ekstrelerinin énemli

antioksidan potansiyel aktivite gosterdigi belirtilmistir (Rehman et al., 2018).

Bat1 Himalayalar’da Uttarkand Gopeshwar'dan toplanan Cladonia scabriuscula’nin
soguk ekstraksiyon yontemiyle elde edilen %50 v/v etanolik ekstresinin Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysentriae
gibi bir¢cok insanin hayatini tehdit eden su kaynakli bakteriyel patojenler lizerindeki
bakterisidal aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, ekstrenin E. coli ve S. typhimurium’a
karst sirastyla 2,48 ve 1,02 mg/ml MIC degerleri ile antimikrobiyal etkili oldugu
belirlenmistir (Pandey et al., 2018).

Oh et al., (2018), tarafindan 177 liken tiiriiniin aseton ekstresi ile 258 liken olusturan
mantarin etil asetat ekstrelerinin Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecium’a karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi aragtirmada; divarikatik asidin, S. epidermidis
ve E. faecium’a karsi antibakteriyel aktivitesinin vankomisinden daha yiiksek oldugu

bulunmus ve divarikatik asidin, Candida albicans’a kars1 da aktif oldugu beliritilmistir.
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Dals1 formda bir liken tiirii olan Roccella montagnei’nin ana metaboliti olan (+)
montagnetoliin sentezlenen 3 bilesiginin, gram pozitif bakteriler, (Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli) ve gram negatif bakteriler, (Salmonella typhi ve Pseudomonas
aeruginosa) ve bir mantar tiirii olan Candida albicans iizerindeki antimikrobiyal etkisi in
vitro kosullarda denenmistir. Ekstrelerden birinin P. aeruginosa lizerinde antibakteriyel
aktivite olusturdugu, digerinin ise C. albicans’a kars1 giiclii antifungal 6zellik tagidigi
belirtilmistir (Mallavadhani et al., 2018).

Plasmatia glauca’nin metanol ekstresinin bazi bakteri ve maya suslarina karsi
antimikrobiyal 6zelliklerinin degerlendirildigi ¢alismada disk difiizyon testi, MIC, MBC
ve MFC testleri uygulanmistir. Test edilen tiim mikroorganizmalar degisen derecelerde
duyarlilik gostermistir. Bu suslar arasinda, disk difiizyon testlerinde en duyarli bakterinin
Staphylococcus saprophyticus oldugu, ardindan sirasiyla Staphylococcus aureus,
Shigella flexneri, Streptococcus pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus ve Escherichia colinin yer aldigi agiklanmistir. Ayrica Candida

albicansa kars1 da yiiksek antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Abdallah, 2019).

Antartika’da yayilis gosteren likenlerden Usnea antarctica ve Usnea aurantiaco-
atra’dan hazirlanan metanol-aseton oziitinin  (MAE) Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Vibrio alginolyticus ftizerindeki etksinin arastirildigi

caligmada ekstrenin sadece S. aureus ‘a kars1 etkili oldugu saptanmistir (Londone-Bailon
etal., 2019).

Cetraria islandica’dan usnik asit ayrigtirmak, ekstrelerin antioksidan ve antimikrobiyal
potansiyellerinin degerlendirilmesinin amaclandig1 c¢alismada da ekstreler FTIR
spektroskopisi ve HPTLC teknikleri kullanilarak tanimlanmistir. Ekstrelerin ve usnik
asidin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi, bazi gram pozitif ve gram negatif bakteriler
ile Candida albicans gibi mantarlara karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Patriche et al., 2019).

13 liken tiirliniin balik patojeni 6 bakteri lizerindeki etkilerini degerlendikleri ¢aligmada

aseton, metanol ve su ekstreleri karsilastirilmistir. Liken tiirlerinin cogunun, Aeromonas
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hydrophila, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis ve Lactococcus garvieae’ye
kars1 antibakteriyel etkiye sahip olduklarmi gozlemislerdir. Bununla birlikte, A.
salmonicida ve Y. ruckeri iizerinde likenlerin engelleyici bir etki olusturmadiklarini
saptamislardir. Genel olarak, aseton ekstrelerinin metanol ve su ekstrelerine gore daha

etkili oldugu belirtilmistir (Tas et al., 2019).

Usnea barbata likeninin biyolojik olarak aktif metabolitlerinin arastirildigi ¢alismada
cesitli solvent sistemleri kullanilarak usnik asit ve diger fitobilesenler i¢in ekstraksiyon
kosullar1 belirlenmistir. Liken ekstrelerinin Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens
bakterilerine karsi antioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal O6zellikleri incelenmistir

(Susanti et al., 2019).

Evernia prunastri, Ramalina farinacea ve Pseudevernia furfuracea aseton ekstrelerinin
kimyasal bilesimi ve sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildig
bir bagka calismada; fitokimyasal analiz, HPLC-UV ile gergeklestirilmistir. Sitotoksik
etki, insan prostat kanseri, insan kolon karsinomasi, insan hepatoseliiler karsinomas1 ve
Hamster yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 tizerinde WSTT1 testi ile degerlendirilmistir.
Ekstrelerin hiicre hatlar1 {izerinde 6nemli sitotoksik etki olusturmadig: ve P. furfuracea
ekstresinin, en yiiksek serbest radikal siiplirme yeteneginde ve giiglii antibakteriyel

ozellikte oldugu saptanmistir (Aoussar et al., 2020).

Endonezya'da yapraksi liken Parmelia cetrata’nin kapsaml bir fitokimyasal galigmasi,
Nugraha et al (2020), tarafindan yapilmistir. 13 fenol ve depsid tiirevi izole edilmistir.
Izole edilen bilesiklerin anti-infektif aktivitesi, gram negatif bakteri Aliivibrio fischeri ve
nematod Caenorhabditis elegans tlizerinde incelenmistir. 2,4-Dihidroksil-6-pentilbenzoat
ve lekanorik asidin, A. fischeri’nin gelisimini engelledigini, ayrica lekanorik asidin, 100

pug/mL'de C. elegans'in %80 6liimiine neden oldugu agiklanmistir

Iki yaygin epifit liken Usnea florida ve Flavoparmelia caperata aseton ekstresinin,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Aspergillus brasiliensis’e Karsi
antimikrobiyal etkisinin arastirildigi ¢alismada (+)-usnik asidin bu iki tiirde de ana

metabolit oldugu ortaya konmustur. U. florida'dan thamnolik, evernik, fisodik ve 3-
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hidroksifisodik asitler ve 5,7-dihidroksi-6-metilftalit izole edilmistir. Protosetrarik ve
kaperatik asitler ve ergosterol peroksidin genellikle F. caperata’ da sentezlendigi, dort
ana bilesigin S. aureus’a karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Amandine et al., 2020).

Dogal tiriinler, artan dirence karst koymak ve yaygin direncli bakteri fenotiplerinin ortaya
ctkmasini 6nlemek i¢in umut verici yeni etkili antimikrobiyal kaynaklar olmaya devam
etmektedir. Likenlerin 6nemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ¢esitli ¢aligsmalar
ile gosterilmistir. Bu amagla Kamerun Dagi'nda yayilis gosteren Usnea articulata, Usnea
florida, Leptogium gelatinoum, Physcia parietina, Ramalina sinensis ve Xantho
parmeliaplitti antibakteriyel 6zellikleri bakimdan arastirilmigtir. Likenlerin metanol
ekstrelerinden, ii¢ tanesinin, gentamisin pozitif kontroliine benzer sekilde (P=0,1018-
0,6699), orta ve yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve U. articulata ve U.
florida nin etkili olan tiirler oldugu belirtilmistir (Bate et al., 2020).

Antibakteriyel direngli bakteriler, deri {izerindeki yikic1 6zellikleri nedeniyle deri 1slatma
isleminde 6nemli bir problemdir. Likenler bu direng sorununun iistesinden gelmek igin
bir ¢6ziim olabilir. Hypogymnia tubulosa, H. physodes, Evernia divaricata, Pseudevernia
furfuracea, Parmelia sulcata ve Usnea tiirlerinin aseton ekstrelerinin Enterococcus
durans tizerindeki olas1 antibakteriyel etkisi incelenmistir. H. tubulosa, H. physodes, E.
divaricata ve P. furfuracea ekstrelerinin antibakteriyel etki gostermesine karsin P.
sulcata’nin antibakteriyel etki géstermedigi saptanmistir En etkili likenin Ushea sp.
oldugu belirlenmistir (Berber et al., 2020).

Dieu et al. (2020), tarafindan, iki yaygin epifit liken tiiriit Usnea florida ve Flavoparmelia
caperata’nin aseton ekstreleri, Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Aspergillus
brasiliensis’e kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agisindan incelenmistir. Dibenzofuran
tiirevi (+)-usnik asidin, bu iki tlirdeki ana metabolit oldugu U. florida’dan thamnolik,
evernik, fisikodik ve 3-hidroksifisodik asitler ile bu ¢alismada yeni tanimlanan 5,7-

dihidroksi-6-metilftalid izole edildigi goriillmektedir.
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Hypogymnia physodes, Evernia divaricata, Pseudevernia furfuracea ve Usnea sp.'nin
aseton ekstreleri antibakteriyel etkilerini belirlemek amaci ile farkli konsantrasyonlarda
Gram pozitif izolatlar (Bacillus toyonensis, B. mojavensis, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. velezensis, B. cereus ve B. licheniformis) iizerinde test edilmistir.
Evernia divaricata'nin aseton ekstresi, sirasiyla 240, 120, 60 ve 30 upg/ml
konsantrasyonlarinda B. toyonensis, B. mojavensis, B. amyloliquefaciens ve B. subtilis’i
tamamen engellerken, P. furfuracea’nin aseton ckstreleri, sadece 240 pg/ml
konsantrasyonda ¢ogu tiiriin biiylimesi tizerinde biiyiik bir inhibitor etkiye sahip oldugu
aciklanmistir. H. physodes aseton ekstrelerinin, B. amyloliquefaciens’i tamamen
engelledigi, test edilen diger bakterilerin biiylimesi lizerinde oldukea yiiksek baskilayici
etkiye sahip oldugu ve Usnea sp. aseton ekstrelerinin, 30 ug/ml konsantrasyonda bile

Bacillus tiirleri tizerinde inhibitor etki gosterdigi saptanmistir (Berber, 2020).

Umbilicaria muhlenbergii farmasotik olarak antikanser ve antibiyotik liken
kimyasallariin potansiyel bir kaynagidir. Umbilicaria muhlenbergii’nin aseton
ekstresinin, pozitif kontroliine kiyasla meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik aktivite
olusturdugu ve ham ekstrenin gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus’a karsi
antibiyotik aktiviteye sahip oldugu, belirlenmistir (Letwin et al., 2020).

Bir baska arastirmada Diploschistes ocellatus, Flavoparmelia caperata, Squamarina
cartilaginea ve Xanthoria parietina’dan hazirlanan metanol, aseton ekstrelerinin
antimikrobiyal, lizozim ve antifungal etkileri aragtirilmistir. Incelenen ekstrelerin Gram-
pozitif, Gram-negatif bakterilere ve mayalara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu ve test edilen mantarlarin spor ¢imlenmesini engelledigi gosterilmistir (Mendili et
al., 2021).

Belihuloya, Sri Lanka'dan toplanan iki liken tiirii Parmotrema rampoddense ve
Parmotrema tinctorum’un hekzan, etanol ve su ekstrelerinin kimyasal bilesimi ve
antibakteriyel etkinliginin arastirildigi c¢aligma Shiromi et al. (2021), tarafindan
yapilmistir. Her iki likenin heksan, etanol ve su ekstreleri, metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) dahil olmak tizere Gram-negatif ve Gram-pozitif

bakterilere karsi disk difiizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Liken
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ekstrelerinin hi¢biri Gram negatif bakterilere karst aktif bulunmazken, her iki liken de
metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA) ve MRSA’ya karsi konsantrasyona

bagl bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Usnea longissima tiirli, bitki ve insan patojenleri i¢in antimikrobiyal, antifungal ve
inhibitor etkiler gibi sayisiz biyolojik aktivitelere sahip dalst bir likendir. U.
longissimi’nin gesitli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstreleri  Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Fusarium oxysporum iizerindeki
antimikrobiyal 6zellikleri igin arastirtlmistir. Maksimum inhibisyon E.coli ve S. aureus
i¢cin metanol ekstresinde, F. oxysporium igin etanol ekstresinde ve P. aeruginosa igin etil

asetatta gozlendigi belirtilmistir (Yadav et al., 2021).

Ermenistan'dan 6rneklenen kortikol likenlerin metanol, etanol, aseton ve su ekstrelerinin
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerini arastirmislardir. Test edilen tiim
likenlerin metanol, etanol ve aseton ekstreleri, Gram pozitif bakteri suslarina kars1 aktif
bulunurken, likenlerin su ekstrelerinin ise, 6nemli bir antibakteriyel ve antifungal etkiye
sahip olmadigmi agiklamiglardir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite, Ramalina
sinensis’in metanol ekstresi iizerinde go6zlenmistir. Parmelia sulcata’nin metanol
ekstrelerinin, en biiylik DPPH radikal slipiirme aktivitesi gosterdigi HeLa hiicre hattinda
Peltigera praetextata, Evernia prunastri, R.sinensis ve Ramalina farinacea tiirlerinin

metanol ekstrelerinin sitotoksik olmadig1 sonucuna varilmistir (Sargsyan et al., 2021).

Bangi, Selangor, Malezya bdlgesinden toplanan liken Parmotrema praesorediosum
ekstresinin saf bilesikleri antimikrobiyal aktivite ve LCMS verilerinin karsilagtirilmasi
amaciyla arastirtlmistir. Aseton, etanol ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi
ile metanol ekstresinin metil divarikatinat, metil hematomat, metil klorohematommat,
metil beta-orselinat ve vinapraesorediosik asit olmak tiizere bes bilesigi bakteriler ve
mantarlar iizerinde degerlendirilmistir. Aseton ekstresinin, Gram pozitif bakterilerden, S.
aureus’un C. albicans ve C. parapsilosis’in gelisimini engelledigi tespit edilmistir.
Ayrica, bes saf bilesigin, bakteri ve maya gelisimini %50 oraninda engelleyemedigi

aciklanmistir (Azman et al., 2021).
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Ceiba pentandra ve Parmotrema perlatum aroma olarak kullanimlarinin yani sira, gesitli
terapotik aktiviteleri ile de bilinen liken tiirleridir. Fitokimyasal testler ve GC-MS
yontemini kullanarak C. pentandra ve P. perlatum’un metanol ve n-heksan ekstrelerinde
bulunan fitokimyasal bilesenleri belirlenmis, ardindan siprofloksasilin kullanarak mikro
titre broth seyreltme ydntemiyle bes direncli mikroorganizmaya karsi antibakteriyel
etkileri denenmistir. P. perlatum ve C. pentandra’nin metanol ekstreleri, n-heksan
ekstresine gore Oonemli Olclide antibakteriyel etki gostermis ve sirasiyla 80 ve 320
ug/ml’de H37Rv direngli mikobakteri susuna karst %90 biiylime inhibisyonu
sergilemistir. Her iki tlirlin N-heksan oziitlerinin H37 Rv’ye karsi zayif etkili oldugu
belirtilmistir (Devi et al., 2021).

Liken metabolitlerinin, likenlerin zor yasam kosullarina uyum saglamasini kolaylastirdigi
bilinmektedir. Yaygin bir liken olan Evernia prunastri (L.) Ach.'nin antimikrobiyal ve
antioksidan potansiyeli agisindan arastirildigi ¢alismada E. prunastri ‘nin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan (Hex), diklorometan (DCM) ve asetonitril (ACN)
ekstreleri hazirlanmis ve Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli ve Candida albicans tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. DCM ve Hex 06ziitlerinin
her ikisinin de S. aureus’a karsi aktif oldugu ancak Gram-negatif bakterilere ve mayaya
kars1 daha diisiik etkinlik gézlendigi ve ACN 6ziitiiniin, hem S. aureus hem de C. albicans

tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Shcherbakova et al., 2021).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Liken 6rneklerinin toplanmasi

Bu ¢aligmada incelenen Bryoria fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw., Evernia
prunastri (L.) Ach. ve Ramalina fraxinea (L.) Ach. liken 6rnekleri Bursa il sinirlar1 i¢inde

daha oOnce yapilmis sistematik calismalarda yayiliglarinin belirlendigi istasyonlardan

toplanmustir.

Arastirmada kullanilan liken materyalleri 18.05.2013-04.07.2013 tarihleri arasinda
Uludag Hiiseyinalan piknik alani, Uludag Milli Parki ve Uludag Oteller bdlgesinde yer

alan, lokalite bilgileri agagida verilmis olan istasyonlardan toplanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Liken Orneklerinin toplandigi lokaliteler

LIKEN TURU

TOPLANDIGI LOKALITE

TOPLANDIGI TARIH

Bryoria fuscencens (Gyeln.)
Brodo & D. Hawksw.

Bursa: Osmangazi; Uludag,
Uludag Milli Parki,
Kirazliyayla, Maliye
Tesisleri yani, ormanlik alan,
Abies sp., Pinus sp. 40° 06’
44,0" K, 29° 05' 23,5 D,
1516 m

26.05.2013
04.07.2013

Evernia prunastri (L.) Ach.

Bursa: Osmangazi; Uludag;
Hiiseyinalan yol ayrimindan
sonra 2. km, meselik alan,
Quercus sp., 40° 07" 49,8" K,
29°01' 09,6"” D, 942 m

19.05.2013

Ramalina fraxinea (L.) Ach.

Bursa: Osmangazi; Uludag;
Oteller Bolgesi, Cobankaya
piknik alani, ormanlik alan,
Abies sp., 40° 07’ 08,9" K,
29° 08’ 28,8" D, 1736 m

18.05.2013
19.05.2013
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Bryoria fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw

Tallus 5-15(-30-65) cm uzunlugunda, sarkik ya da yatik yapida; dallar 0.5-(-0.8) mm
capinda olup, taban ve uglarda basik; dallanma diizensiz izotomik-dikotom sekilde; tallus
rengi agiktan koyu kahverengiye kadar, nadiren siyahims1 renkte, taban kism1 daha agik
renkli; pseudosifelsiz; soraller cok sayida ya da seyrek, 0.75 mm ¢apinda ve tuberkulat.
Apotesyum nadir bulunur. Tallus P(+) kirmiz1 ya da P(-); medulla P(-); soral P(+) kirmizi,
K(-), KC(-) ve C(-). Betula sp. gibi asit kabuklu, genis yaprakli agaglar, silisli kayalar
iizerinde, karayosunlar1 arasinda, duvarlar ve kereste iizerinde gelisim gosterir. Ikincil
metabolit: fumarprotosetrarik asit, atranorin (Smith et al., 2009; Wirth, 1995) (Sekil 3.1
A).

Evernia prunastri (L.) Ach.

(1-)2-6 cm ¢apindaki tallus yapraksi; loplar yumusak belirgin olarak diiz, serit seklinde
ve dallanmis; tallusun iist yiizeyi yesil-gri, yesilimsi-sar1 renkte; iist ylizey merkezden
kenarlara dogru bir ag olusturacak sekilde oluklu yapida; tallusun alt ylizeyi beyaz renkte
ve genis kanalli yapida; st yiizeyde soredler marginal ya da laminal yapidadir.
Apotesyum nadiren bulunur ve 0.2-0.5(-1.5) cm ¢apindadir. Askosporlar 7-11 X 4-6 um
boyutlarindadir. Korteks K(-); medulla K(-), P(-), C(-), KC(-). ikincil metabolit: evernik
asit, atranorin, kloroatranorin, usnik asit, barbatik asit, lekanorik asit diverikatik asit
(Smith et al., 2009; Wirth, 1995) (Sekil 3.1 B).

Ramalina fraxinea (L.) Ach.

Tallus 20(-30) cm uzunlukta, dals1 olup genis ve uzun serit seklinde; seritler konveks veya
diizdiir. Dallar 3 mm genislikte, yassi, seyrek dallanmis, diiz ya da genellikle + kanallidir.
Korteks genellikle ince ve beyaz pseudosifellidir. Apotesyumlar genellikle ¢ok sayida,
marjinal ya da laminal; askosporlar 10-17 x 4-7 um, renksiz ve bir hiicreli, bobrek
seklindedir. Medulla P(-), K(-), KC(-), C(-) ve UV(-). Ekolojik 6zellikleri: besince
zengin, riizgara maruz, bol 11k alan, genis yaprakli agaclarin kabuklari {izerinde gelisir.

Ikincil metabolit: usnik asit, evernik asit (Smith et al., 2009; Wirth, 1995) (Sekil 3.1 C).
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Sekil 3.1. Liken materyali A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R. fraxinea.
3.1.2. Meyve materyali

Yapilan c¢alismalarda bitkisel materyal olarak armut meyvesi kullanilmistir. Bursa ili
Giirsu ilgesinde armut iiretim bahgesinden hasat edilen armut (cv. Santa maria) meyveleri
denemelerde kullanilmistir (Sekil 3.2). Hasat edilen armut meyveleri, ayn1 giin igerisinde
Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Hasat Sonu Patolojisi
arastirma laboratuvaria getirilmis ve uygulamalara baglanmigtir. Meyvelerin se¢iminde
ciiriik, ezik ve yarali olanlar1 ayrilmis ve tamamen saglikli bir goriiniime sahip olan armut

meyveleri denemelerde kullanilmistir.

Sekil 3.2. Laboratuvara getirilen denemelerde kullanilacak armut meyveleri.
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3.1.3. Fungal mikroorganizmalar

Calismanin in vitro ve in vivo denemelerinde, Bursa Uludag Universitesi Bitki Koruma
Bolimii Fitopatoloji anabilim dalinda tiretilmis kursuni kiif etmeni Botrytis cinerea Pers.
ve mavi kif etmeni Penicillium expansum Link, izolatlar1 kullanilmigtir. Bu izolatlar

iiretimlerinden sonra kullanilacagi doneme kadar +4 °C’de saklanmistir.

3.1.4. Besi ortamlari

Fungal organizmalarin ¢ogaltilmasinda standart besiyeri Patates Dekstroz Agar (PDA,
Difco) kullanilmistir. Besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15 dakika stire ile 1 atm basing
altinda sterilize edilmis ve strelizasyonun ardindan 60 °C’ye kadar sogutulmustur.
Sogutulmus besiyeri 7 cm c¢apindaki steril petri kaplarina 10’ar ml olarak dagitilmigtir.
Ayrica liken ekstrelerinin fungus konidileri {izerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in Patates

Dekstroz Broth (PDB, Difco) kullanilmstir.

3.2. Yontem
3.2.1. Likenlerin kurutulmasi ve muhafazasi

Toplanan liken o6rnekleri Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Likenoloji
Laboratuvarinda Olympus marka stereo mikroskop kullanilarak ve cesitli liken tayin
anahtarlari igeren kaynaklar yardimi ile teshis edilmistir (Smith ve digerleri, 2009; Wirth
1995). Teshis edilen ornekler olasi nemi uzaklastirmak i¢in gdlgede kurutularak derin
dondurucuda -18 °C’de muhafaza edilmistir. Cins, tiir ve tiir alt1 kategorilerin teshis
edilmesi i¢in %10’luk potasyum hidroksit ¢ozeltisi (K), 1 gr parafenilendiamin, 10 gr
sodyum siilfit, 5 ml deterjan ve 100 ml sudan hazirlanmis parafenilendiamin ¢ozeltisi (P),
%3’liik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (ya da ticari ¢camasir suyu) (C), 0.5 gr iyot, 1.5 gr
potasyum iyodiir, 100 ml distile sudan hazirlanmis iyot ¢ozeltisi (1), K ve C’nin ard arda

uygulanmasi (KC ve CK), %50’lik nitrik asit ¢ozeltisi (N) kullanilmistir.
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3.2.2. Liken ekstrelerinin hazirlanmasi

Toplanan liken drnekleri, stereo mikroskop yardimi ile incelenerek yabanci maddelerden
temizlenmis ve laboratuvarda oda sicakliginda kurtulmustur. Her bir ekstre igin 6giitiicii
yardimuiyla toz haline getirilen liken 6rneklerinden 80 gr kullanilmistir. Soxhlet cihazinda
%96°1ik etil alkol ile 800 ml’ye tamamlanarak 8 saat siireyle 25°C’de ekstraksiyona tabii
tutulmustur (Sekil 3.3). Bu islemin ardindan liken ekstresi, ig¢indeki etil alkoliin
uzaklagtirilmasi i¢in Rotary Evaporatdrde ugurma islemine tabii tutulup 151k gérmeyecek

sekilde koyu renkli siselerde buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3. Soxhlet cihazinda liken ekstrelerinin hazirlanmasi.
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Sekil 3.4. Farkli yogunluklardaki liken ekstreleri.
3.2.3. Invitro ve in vivo denemelerinde kullanilacak fungal patojenlerin gelistirilmesi

Arastirmada kullanilacak, B. cinerea ve P. expansum stok kiiltiirleri yeni kiiltiire alinmak
iizere petrilere ekilmistir. Kiiltiirlerin egik agardan petrilere ekim islemi, funguslarin
misellerinin ve konidilerinin 6ze ile alinmasiyla gergeklestirilmistir. Petrilere ekim
yapilan, P. expansum 4 giin siire ile B. cinerea ise 7 giin siire ile PDA besi ortaminda
25°C’de inkiibasyona birakilarak gelismeleri saglanmis daha sonra, in vitro ve in vivo

calismalarda kullanilmiglardir.

3.2.4. In vitro ortamda liken ekstrelerinin, fungus konidilerinin ¢imlenme ve ¢im
tiipii uzunluklarina etkisinin belirlenmesi

Liken ekstrelerinin B. cinerea ve P. expansum konidilerinin ¢imlenme ve ¢im tiipleri
lizerine etkisi in vitro denemeler ile Ol¢iilerek belirlenmistir. Konidilerin ¢imlenme
yiizdeleri (%) ve ¢imlenen konidilerin ¢im tiipii uzunluklar1 (um) dlgiilerek belirlenmistir.
B. cinerea ve P. expansum kiiltiirlerinin yetistirildigi her bir petriye 10’ar ml steril su
konulmus ve petri kab1 igerisinde konidiler 6ze yardimi ile dagitilarak konidilerin suya
gecmesi saglanmistir. Stispansiyon 3 katli steril bir tiilbent ile stiziildiikten sonra steril ve

kapakli cam beherlere alinmistir.
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Cam beherler icerisindeki konidi slispansiyonlarinin konsantrasyonlar1 hemasitometre ile
belirlenmistir. B. cinerea igin 1x10° konidi/ml ve P. expansum icin 1x10° konidi/ml
yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar igerisinden B.
cinerea igin 300 pul, P. expansum i¢in 100 pl konidi stispansiyonlar1 mikro pipet ile farkli
yogunluklardaki liken ekstreleri ve PDB ortami bulunan 5 ml’lik siv1 besi yeri igerisine
eklenmistir. Steril li¢ gézIlii lamin her bir goziine igerisinde besi yeri, liken ekstresi ve

konidileri igeren s1vi1 siispansiyondan 30 pl, konulmustur (Sekil 3.4).

Tiim lamlar steril cam petrilerin ortasina yerlestirilen steril kurutma kagitlar {izerine
yerlestirilmistir. Steril kurutma kagitlar1 1 ml steril saf su ile 1slatilarak nemlendirilmistir.
Icerisine nemlendirilmis steril kurutma kagitlar1 ve lamlar konulan cam petriler
kapatilarak etrafi parafilm ile sarilip 25 °C’deki inkiibatore yerlestirilmistir. Lamlar
likenlerin her bir konsantrasyonu igin 3 tekerriirlii olacak sekilde hazirlanmistir. In vitro
denemeler 2 kez tekrarlanmistir. Kontrol uygulamasi liken ekstresi icermeyen PDB ve

konidi stispansiyonundan hazirlanmistir.

Lam gozlerinde ¢imlenen konidilerin ¢imlenme yiizdeleri (%) ve ¢im tiipli uzunluklari
(um) P. expansum ig¢in 12 saat, B. cinerea igin ise 16 saat sonra, mikroskop altinda
incelenerek degerlendirilmistir. Lamlarin her bir géziindeki 100 konidi, mikroskopta 10x
merceginde incelenmistir. Konidilerin ¢im tiipli uzunlugu 10x mercekte 6l¢iildiikten
sonra 2,5 katsayisi ile ¢arpilarak mikro metre cinsinden uzunluklari hesaplanmigtir.
Benzer sekilde ¢imlenme ylizdesi (%), tiim konsantrasyonlar i¢in hesaplanmistir.
Konidilerin ¢imlenme yiizdeleri (%) hesaplanirken, konidilerin kendi boylarindan daha
uzun ¢im tiipiine sahip konidiler, ¢cimlenmis olarak kabul edilmistir. Liken ekstrelerinin
konidilerin ¢imlenme yiizdesi (%) ve ¢im tlipli (wm) uzunluklaria etkisini belirlemek
amaciyla kullanilacak liken ekstrelerinin konsantrasyonlart %10, %S5, %2,5 ve %1

seklinde diizenlenmistir.

3.2.5. Armut meyvelerinin lezyon uygulamalari icin hazirlanmasi1 ve in vivo
denemeler

Armut meyvelerinin, %70°lik etil alkol ile yiizey dezenfeksiyonlari yapilmis ve kurumaya

birakilmistir (Sekil 3.5 A). 1 mm ¢apinda ve 2 mm derinliginde yara yeri agabilen
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inokulasyon igneleri ile meyvelerin yaralanmasi saglanmistir. Her meyvenin tek yiiziine

4 adet yara yeri agilmistir (Sekil 3.5 B).

I-(-!!I!.
D

pow
o3 B

Sekil 3.5. Armut meyvelerinin lezyon uygulamalari igin hazirlanmasi A) Armut
meyvelerine yiizey dezenfeksiyonunun yapilmasi B) Inokulasyon igneleri ile meyvelerin
yaralanmasi C) Yara yerlerine patojen spor inokulumlarinin verilmesi D) Yara yerlerine
liken ekstrelerinin verilmesi.

@

Uygulamalarda 0. saat; meyvedeki yara yerlerine patojen uygulamalarinin hemen
ardindan liken ekstresinin uygulanmasini ve 12. saat islemi; meyvedeki yara yerlerine
patojen uygulamalarindan 12 saat sonra liken ekstresinin uygulanmasi olmak tizere 2
farkli deneme grubu olusturulmustur. 0. saat uygulama grubunda liken ekstrelerinin spor
inokulumlar1 dormant durumda iken etkileri gézlemlenmis iken, 12. saat uygulamalarinda
¢im tiipii olusturmus olan patojenlere karsi liken ekstrelerinin etkileri gézlenmistir.
Arastirmada kullanilacak fungus kiiltiirlerinden konidi siispansiyonlar1 in vitro
denemelerde de anlatildig: sekilde elde edilmistir. In vitro ¢alismalara benzer sekilde B.
cinerea igin 1x10° konidi/ml ve P. expansum icin 1x10°® konidi/ml yogunlugunda spor
siispansiyonlar1 ile meyve inokulasyonlar1 yapilmistir. Liken ekstrelerinin meyve

cliriimesi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaci ile 2 adet deneme ylriitiilmiistiir.
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Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore her bir uygulamada 3 tekerriir olmak

tizere her bir tekerriirde 14 meyve bulunacak sekilde gruplandirilmistir.

In vivo uygulamalarda kullanilacak olan liken konsantrasyonlari in vitro uygulamalar ile
belirlenen dozlar yardimi ile belirlenmistir. In vivo denemelerde her bir liken tiirii igin
%10 ve %5 konsantrasyonlart kullanilmistir. Meyvelere inokulasyonda kullanilan
patojenler in vitro denemelerde anlatildig: gibi elde edilmis, B. cinerea 1x10° konidi/ml
ve P. expansum icin 1x10° konidi/ml yogunlugunda siispansiyonlar meyve
inokulasyonlarinda kullanilmistir. Yaralanma islemi tamamlanmis meyvelere mikropipet
yardim ile her yara yerine 20 pl patojen inokule edilmistir (Sekil 3.5 C). inokulasyon
isleminin tamamlanmasi ile yara yerleri 1 saat siire ile kurumaya birakilmistir. Bu siire
sonunda, 0. saat uygulama gruplarmma her yara yerine liken ekstrelerinden 20 pl
mikropipet yardimi ile uygulanmistir (Sekil 3.5 D). 12. saat deneme grubunda ise 0. saat
uygulamalarinda oldugu gibi liken ekstreleri yara yerlerine uygulandiktan 12 saat sonra
ayni yara yerlerine patojen inokulasyonu yapilmistir. Kontrol meyvelerine liken ekstreleri
yerine steril saf su uygulanmistir. Liken ekstresi ve patojen inokulasyonu yapilan tim
meyveler 4 giin siire ile 25 °C’de ve %95 nem igeren depoda muhafaza edilmislerdir

(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Uygulama sonrasinda 25 °C’de ve %95 nem igeren depoda muhafaza edilen
armut meyveleri.
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Muhafaza siiresi sonunda meyvelerdeki yara yerlerinde patojen kaynakli enfeksiyonun
gelisip gelismedigi kontrol edilmis, lezyon bolgesi ¢aplar1 dl¢iilmiis, meyve c¢liriime
yiizdeleri hesaplanmistir. Yara yeri g¢evresinde enfeksiyon gelisimi, ayni1 bolgede

kahverengilesmenin olup olmadigina bakilarak karar verilmistir.

3.2.6. Elektron mikroskobu ile goriintiileme

Liken ekstrelerinin B. cinerea ve P. expansum’un armut meyvelerindeki gelisimi
tizerindeki etkilerini arastirmak lizere yapilan ¢aligmada, uygulamadan 24 saat sonra,
yaralanan dokulardan (1-2 mm?) pargalar kesilerek 7 giin siire ile derin dondurucuda (-80
°C) bekletilmesinin ardindan 16 saat siire ile dondurulmus olarak liyofizer kurutma
cihazina (Labconco Marka/Freezonel Model) konularak -40 °C’de kurutulmustur (Sekil
3.7). Kurutulan numuneler altin-paladyum elektrokaplama ile kaplanmistir. Tiim 6rnekler
1.50 KX biiyiitme seviyesinde 15 kV’de ZEISS EVO 40 marka taramali elektron

mikroskobu ile incelenmis ve fotograflanmigtir.

Sekil 3.7. SEM orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan liyofizer cihazi.
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3.2.7. istatistiksel analiz

In vitro ve in vivo denemelerden elde edilen tiim veriler JMP istatistik programi
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmustur. Uygulamalar arasi1 farkliliklarin

belirlenmesi amaci ile LSD testi (P < 0.05) uygulanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. In vitro Calismalar Sonucunda Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Liken ekstrelerinin Botrytis cinerea konidilerinin ¢im tiipii uzunluguna (um)
ve cimlenme yiizdesi iizerine etkisi

Yiiriitiilen ¢alisma kapsaminda genel olarak biitlin liken ekstrelerinin  tlim
konsantrasyonlarda kontrole gore konidilerin ¢imlenme oranlarinin azaldigi ve ¢im tiipii
uzunluklarinin kisaldigi goriilmiistiir. Her iki denemenin bulgular1 birbiri ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica ekstrelerin artan konsantrasyonlarinda etkinlik oranlarinin da

arttig1 gozlenmis ve daha etkin sonugclar elde edilmistir.

B. cinerea konidileri iizerinde liken ekstrelerinin etkisinin belirlendigi in vitro
caligmalarda, ekstrelerin konsantrasyonlarinin etkinligi kontrol grubunun konidi

¢imlenme ylizdeleri ve ¢im tiipii uzunluklarina gére degerlendirilmistir.

Tiim liken ekstrelerinin %10 konsantrasyonlart konidilerin ¢imlenmesini tamamen
engellemistir. Ayrica, E. prunastri %5 ekstresinde kontrol grubunda 55 pm olarak dl¢iilen
¢im tlipli uzunlugunu 0,08 um ye diisiirerek, %10 konsantrasyon ile ayni istatiksel degere
sahip olmustur. B. cinerea konidilerinin ¢imlenmesinin engellenmesinde, B. fuscescens
%1 konsantrasyonunda ¢im tiipli uzunlugu 54,85 pum olarak kaydedilmistir ve bu
uygulama grubu i¢in en etkisiz liken tiirli oldugu tespit edilmistir. Bu patojene karsi in
vitro kosullarda R. fraxinea %5 konsantrasyonu ¢im tiipii uzunlugunu 26,13 pm’ye
indirmis ancak ¢imlenme yiizdesi %97,66 ile kontrol grubundan farklilik géstermemistir

(Cizelge 4.1, Sekil 4.1, 4.2 ve 4.4).

2. deneme kapsaminda da benzer sonuglar elde edilmistir. B. cinerea’nin ¢im tiipii
uzunlugu, kontrol grubunda 53,50 um olarak 6l¢iilmiis iken E. prunastri %10’luk dozu
¢im tiipii gelisimini ve konidilerin ¢gimlenmesini tamamen engelleyerek %100 etkinlik
gostermistir. Yine, 1. denemeye paralel olarak diger liken tiirlerinin de %10’luk
konsantrasyonlar1 da konidilerin ¢imlenmesini tamamen engellemistir. Bunun yan1 sira

bu deneme grubunda %5 E. prunastri konidilerin ¢imlenmesini tamamen durdurarak
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yiiksek bir etkinlik olugturmustur. Ayrica, B. fuscescens %5 ekstresi 2,66 pm’lik ¢im tiipii
uzunlugu ile kontrol grubunda 53,50 pm olarak dlgiilen ¢im tiipli uzunlugunu engelleme
tizerine R. fraxinea’ye kiyasla oldukga yiiksek bir etkinlik gostermistir. Bu deneme igin
B. fuscescens ¢imlenme yiizdesi %23,66 olarak kaydedilmistir. Cimlenme yiizdelerine
bakildiginda B. fuscescens ve E. prunastri %1, %2,5 ve R. fraxinea %?5 ekstresi istatistiki

olarak ayni grupta yer almistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.2, 4.3).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki liken ekstrelerinin B. cinerea sporlarinin
¢imlenme ylizdesi (%) ve ¢im tiipii uzunluguna etkisi

_ \oﬁ Cim tiipii uzunlugu (um) Spor ¢imlenmesi (%)
2
17 L o
X s>
T 2 @ | 1 Uygulama 2. Uygulama 1. Uygulama 2. Uygulama
S =
= g
_5‘% Kontrol 55 a” Kontrol 53,50 a Kontrol 100 a Kontrol 100 a
B. fuscescens 54,85 a 52a 100 a 99,33 a
E. prunastri 1 40,83 bc 40,66 cd 100 a 99,33 a
R. fraxinea 48.63 ab 45,66 bc 100 a 98,33 a
B. fuscescens 39,8 be 38 de 100 a 98.33 a
E. prunastri 2,5 11,13 e 11,839 97,33 a 96,33 a
R. fraxinea 31,9cd 31,66 ef 100 a 97.66 a
B. fuscescens 3,4 ef 2,66 h 27b 23,66 b
E. prunastri 5 0,08 f Oh 3,66 ¢C Oc
R. fraxinea 26.13d 2523 f 97,66 a 96,66 a
B. fuscescens oOf Oh Oc Oc
E. prunastri 10 of Oh Oc Oc
R. fraxinea of Oh Oc Oc

*[statistiki analizlerde tiim siitunlar kendi icerisinde LSD (P < 0,05) testine gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1. %10 yogunluktaki liken ekstrelerinin B. cinerea konidileri ve ¢im tiipii gelisimi
etkisinin mikroskop goriintiisii A) Kontrol B) B. fuscescens C) E. prunastri D) R.
fraxinea.

Sekil 4.2. %5 yogunluktaki liken ekstrelerinin B. cinerea konidileri ve ¢im tiipl gelisimi
etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R. fraxinea.




Sekil 4.3. %2,5 yogunluktaki liken ekstrelerinin B. cinerea konidileri ve ¢im tiipii gelisimi
etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R. fraxinea.

Sekil 4.4. %1 yogunluktaki liken ekstrelerinin B. cinerea konidileri ve ¢im tiipii gelisimi
etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R. fraxinea.
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4.1.2. Liken ekstrelerinin Penicillium expansum konidilerinin ¢im tiipii
uzunluklarma (um) ve ¢cimlenme yiizdesi iizerine etkisi

In vitro deneme sonuglart kapsaminda liken ekstrelerinin tim konsantrasyonlarinin P.
expansum ¢im tiipii uzunluklarin1 kontrole gore azalttigin1 gostermistir. B. cinerea’ya
benzer sekilde ekstre yogunluguna paralel olarak konidi gelisiminde de artis oldugu
saptanmistir. Liken ekstrelerinin P. expansum konidilerinin ¢imlenmesi ve ¢im tiipii

tizerine etkisi, kontrol grubunun konidilerine gore degerlendirilmistir.

Birinci deneme sonuglarina bakildiginda, P. expansum’un konilerinin ¢imlenmesinin
engellenmesinde B. cinerea’da oldugu gibi en yiiksek etkinlik E. prunastri ekstresi
uygulamasi ile elde edilmistir. E. prunastri ve B. fuscescens %10’luk ekstreleri
¢imlenmeyi tamamen durdurmustur. Ayni sekilde E. prunastri %5 ekstresinde de buna
benzer bir etki goriilmiis ve E. prunastri ve B. fuscescens’in yiiksek konsantrasyonlari ile
ayni istatistiki grupta yer almistir. Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi birinci denemede P.
expansum un ¢im tiipli gelisimini engellemede en diisiik etkiye sahip olan liken tiirii R.
fraxinea olmustur. Kontrol grubunda 45,76 um olarak Sl¢iilen ¢im tiipti uzunlugunu R.
fraxinea %10 konsantrasyon igin 5,13 pum olarak 6lgiilmiis, konidi ¢imlenmesi ise %59,66
olarak kaydedilmistir. Konidilerin ¢imlenmesini engelleme etkisine bakildiginda, bu
liken tiirtinii B. fuscescens takip etmektedir. B. fuscescens’in %35 konsantrasyonunda ¢im
tipi uzunlugu 9,10 um olarak Olglilmiis iken konidilerin %86,66’s1 ¢imlenmistir.
Ekstrelerin %2,5’luk yogunluklarinda B. fuscescens ¢im tiipii uzunlugu 28,20 um, E.
prunastri ise 22,13 um olarak Ol¢iilmiistiir. Tim liken ekstrelerinin  %1°lik
konsantrasyonlarinin spor ¢imlenmesi tizerinde herhangi bir engelleyici etkiye sahip

olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8).

Ikinci denemede de bu patojen iizerinde birinci denemeye paralel sonuglar kaydedilmistir.
Bu deneme kapsaminda E. prunastri %2,5 ve 1 konsantrasyonlar1 i¢in ¢im tiipii uzunlugu
sirast ile 22,43 ve 20,76 um ve R. fraxinaea %5 ekstresi igin 22,63 um olarak 6l¢tilmiis
olup ve ayni istatistiksel grup igerisinde yer almistir. E. prunastri %10 ekstresi birinci
denemede oldugu gibi gelisimin tamamen Oniine gecerek, ayni grup i¢inde yer alan R.
fraxinaea’ya gore daha etkili bir engelleme 6zelligine sahip oldugu saptanmistir. B.

fuscescens ise liken tiirleri iginde ¢im tiipiinii engelleme oranlarina bakildiginda orta
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diizeyde etkinlik gostermistir. Bu deneme de kontrol grubu ¢im tiipti uzunlugu 47,16 um
olarak ol¢lilmiis iken, en diisiik diizeyde ¢im tiipi uzunlugu yine likenlerin %1’lik
konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Ikinci deneme grubunda ekstrelerin, spor
cimlenmesi lizerinde engelleme {izerine herhangi bir etki gostermedigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.2, Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8). Sonuglar kontrol ile benzerdir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki liken ekstrelerinin P. expansum sporlarinin
¢imlenme yiizdesi (%) ve ¢im tlipli uzunluguna etkisi

_ g\i Cim tiipii uzunlugu (pm) Spor cimlenmesi (%)
[72]
g z
7] Lo
X =2
o 23 1. Uygulama 2. Uygulama 1. Uygulama 2. Uygulama
g Y e
| [%2]
é Kontrol 45,76 a" | Kontrol 47,16a | Kontrol 100 a Kontrol 100 a
B. fuscescens 32b 30,53 be 100 a 100 a
E. prunastri 1 24,66 ef 22,43 e 100 a 100 a
R. fraxinea 34,66 b 33b 100 a 100a
B. fuscescens 28,20 cd 26,5d 100 a 100 a
E.prunastri | 2,5 22,13 f 20,76 € 100 a 99,33 a
R. fraxinea 31,43 be 28,16 cd 100 a 100 a
B. fuscescens 9,10¢ 7,60 f 86,66 a 91,66 a
E. prunastri 5 01 Oh Oc Oc
R. fraxinea 25,73 de 22,63 e 96,33 a 9% a
B. fuscescens 01 Oc Oh Oc
E. prunastri | 10 01 Oc 0h Oc
R fraxinea 513h 4,46 g 59,66 b 61b

*[statistiki analizlerde tiim siitunlar kendi icerisinde LSD (P < 0,05) testine gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.5. %10 yogunluktaki liken ekstrelerinin P. expansum konidileri ve ¢im tiipii
gelisimi iizerine etkisinin mikroskop goriintiisii A) Kontrol B) B. fuscescens C) E.
prunastri D) R. fraxinea.

Sekil 4.6. %5 yogunluktaki liken ekstrelerinin P. expansum konidileri ve ¢im tiipii
gelisimi tizerine etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R.
fraxinea.
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Sekil 4.7. %2,5 yogunluktaki liken ekstrelerinin P. expansum konidileri ve ¢im tiipii
gelisimi lizerine etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R.
fraxinea.

Sekil 4.8. %1 yogunluktaki liken ekstrelerinin P. expansum konidileri ve ¢im tiipii
gelisimi tizerine etkisinin mikroskop goriintiisii A) B. fuscescens B) E. prunastri C) R.
fraxinea.
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4.2. In vivo Cahsmalar Sonucunda Elde Edilen Bulgular
4.2.1. Liken ekstrelerin Botrytis cinerea lezyon ¢api (mm) iizerine etKisi

B. cinerea ve P. expansum’un armut meyvesinde neden oldugu enfeksiyonlarinin
kontroliinde liken ekstrelerinin etkinligini degerlendirmek i¢in iki farkli deney grubu
olusturulmustur. 0. saat olarak adlandirilan birinci deney grubunda liken ekstreleri
meyvedeki yaralara patojen uygulamalarindan hemen sonra uygulanmustir. ikinci deney
grubunda 12. saat olarak adlandirilan liken ekstrelerinin meyvedeki yaralara patojen
uygulanmasindan 12 saat sonra uygulanmistir. Uygulama yapilan tiim armut meyveleri 4
giin stire ile 25 °C’de ve %95 nem igeren depoda muhafaza edilmistir. Elde edilen
sonugclar her iki denemede de kontrol gruplarina gore degerlendirilmistir. Farkli uygulama
materyallerinin depoda muhafaza edilmesinden sonra meyvelerde gelisen lezyon caplari

Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Ekstre uygulamalarin artan konsantrasyonlarinda etkinlik oranlarmin arttigi tespit
edilmistir. 1. denemede lezyon ¢ap1 0. saatte kontrol grubunda 15,08 mm olarak
belirlenmistir. Bu deneme grubunda E. prunastri %10 konsantrasyonu lezyon ¢apini 2,46
mm’ye indirerek onemli diizeyde etkinlik gostermistir. E. prunastri den sonra en etkin
liken ekstresinin %10’luk R. fraxinea oldugu tespit edilmistir. R. fraxinea %210
ekstresinde lezyon capi 10,98 mm olarak belirlenmistir. Bu deneme grubunda B.
fuscescens %S5 ekstresi meyve gilirlimesini azaltmada etkili olamamustir (Cizelge 4.3, Sekil
4.9,4.10, 4.11).

Lezyon ¢ap1 ol¢iimlerine bakildiginda 1. deneme sonuclarinin 2. deneme sonuglart ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Lezyon ¢apinin gelisimini engellemede en etkili liken
ekstresi 1. denemeye paralel olarak E. prunastri, en etkisiz liken tiirii ise B. fuscescens
olmustur. 0. saat 2. uygulamasinda, kontrol grubu lezyon c¢ap1 15,42 mm olarak 6l¢iilmiis
iken, E. prunastri %10 ve %5 ekstreleri sirasi ile 3,66 mm ve 6,5 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
0. saat uygulamalarinda 2. deneme grubunda B. fuscesens ekstresinin tiim dozlarinin

patojen lizerinde lezyon ¢apini artirdig1 yoniinde bulgular elde edilmistir.
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B. cinerea iizerinde 12. saat uygulamalarinin 0. saat uygulamalarina gore daha etkin
oldugu tespit edilmistir. Bu uygulama grubunda biitiin ekstrelerinin meyve iizerinde
lezyon ¢ap1 gelisimini engelleyici yonde bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ilk deneme
kapsaminda E. prunastri’nin tim dozlar1 B. cinerea kaynakli ¢iiriimelerin gelisimini
tamamen engelleyerek oldukca yiiksek bir engelleyici etki gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica B. fuscescens %10 ekstresi 0,10 mm lezyon ¢ap1 ile bu deneme grubunda E.
prunastri ile istatistiki olarak ayni grupta yer almistir. Bu verilere benzer sonuglar 2.
deneme de tespit edilmistir. Bu grupta kontrol dl¢iimii 16,44 mm olmasina karsilik E.
prunastri %10 0,19 mm B. fuscescens %5 4,83 mm ve R. fraxinea %10 3.98 mm ile

istatistiki olarak ayn1 grupta yer almistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.12, 4.13, 4.14).

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki liken ekstrelerinin B. cinerea lezyon g¢apina
(mm) etkileri

’O@ Armut meyvelerindeki lezyon capi (mm)
g =1
5 o 5 0. saat 12. saat
i 52
[%2]
g ]
S w E 1. deneme 2. deneme 1. deneme 2. deneme
X
5| B
2 | Kontrol 15,08 c* | Kontrol 15,42 bc | Kontrol 20,10a | Kontrol 16,44 a
B. fuscescens 22,03 a 22,19a 6,32 ¢ 483¢c
E. prunastri 5 9,69 ¢ 6,5¢e Oe 06d
R. fraxinea 12,92 cd 14,07 cd 13,62 b 11,05 b
B. fuscescens 19,19b 17,23 b 0,10e 0,62d
E. prunastri 10 246 f 3,66 f Oe 0,19d
R. fraxinea 10,98 de 11,96 d 3,80d 3,98¢c

*[statistiki analizlerde tiim siitunlar kendi icerisinde LSD (P < 0,05) testine gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9. B. fuscescens ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde 0.
saatte lezyon gelisimi tizerine etkisi A) Kontrol B) %5 C) %10

Sekil 4.10. E. prunastri ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde 0.
saatte lezyon gelisimi iizerine etkisi A) %5 B) %10

Sekil 4.11. R. fraxinea ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde 0.
saatte lezyon gelisimi lizerine etkisi A) %5 B) %10
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Sekil 4.12. B. fuscescens ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde
12. saatte lezyon gelisimi iizerine etkisi A) Kontrol B) %5 C) %10

Sekil 4.13. E. prunastri ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde 12.
saatte lezyon gelisimi tizerine etkisi A) %5 B) %10

Sekil 4.14. R. fraxinea ekstresinin B. cinerea ile inokule edilmis armut meyvelerinde 12.
saatte lezyon gelisimi lizerine etkisi A) %5 B) %10
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4.2.1. Liken Ekstrelerin Penicillium expansum lezyon ¢api (mm) iizerine etkisi

P. expansum’un armut meyvelerinde neden oldugu ciiriimelere karsi farkli liken

ekstrelerinin lezyon ¢api lizerindeki etkilerine ait dl¢timler Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Elde edilen verilerin B. cinerea’ya karsi elde edilen sonuglar ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak, liken ekstrelerinin P. expansum lezyon cap iizerindeki etkisi daha
diisiik bulunmustur. Yapilan dl¢timlerde 1. denemenin 0. saat kontrol grubu lezyon ¢ap1
12,08 mm, E. prunastri %10 ekstresi ise 8,32 mm olarak 6l¢iilmiistiir, bu uygulamay1
9,85 mm ile yine E. prunastri’nin %5 ekstresi takip etmistir. Bu grupta B. fuscescens
ekstrelerinin her iki konsantrasyonu da lezyon ¢apim1 azaltmada etkili olmadig
belirlenmistir. Benzer sekilde ikinci denemede de B. fuscescens’in lezyon gapini
azaltmada engelleyici bir etki gostermedigi belirlenmistir. 0. saat uygulama grubunun
ikinci denemesi kapsaminda 11,14 mm olarak 6lgiilen kontrol grubuna gore B. fuscescens
ve %5 ve %10 ekstreleri sirasi ile 13,10 ve 14,37 mm’lik lezyon gapi ile B. cinerea’ya
benzer sekilde fungusun gelisimini artirict yonde bir etki gostermistir. Buna ek olarak, R.
fraxinea ekstrelerinin her iki dozu da ayn1 istatiksel grup iginde yer almistir (Cizelge 4.4,
Sekil 4.15, 4.16, 4.17).

Yapilan c¢alismalar, P. expansum iizerinde 12. saat uygulamalarmin 0. saat
uygulamalarina gore lezyon capinin azaltmada daha etkili oldugunu gostermistir. P.
expansum 12. saat uygulamalarinda E. prunastri’ nin tiim konsantrasyonlari her iki
denemede de kontrole gore en yiiksek oranda patojen gelisimini baskilayan bir sonug
olusturmustur. Birinci deneme kontrol grubu i¢in 12,94 mm o6lgiilmesine karsin %10’ luk
E. prunastri ekstresi 2,37 mm’ye indirerek kontrol grubuna gore lezyon ¢ap1 gelisimini
istatistiki acidan 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Buna ek olarak, 12. saat uygulamasinin 1.
denemesinde B. fuscescens, R. fraxinea %10 ekstreleri ve E. prunastri %5 ekstresi
sonuglarinin istatistiki agidan farklilik goéstermedigi saptanmaistir. 12. saat uygulamasinin
2. denemesinde P. expansum kaynakli ¢iiriimelerin engellenmesinde en etkili uygulama
E. prunastri %10 ekstresi ile elde edilmistir. Kontrol grubunda 12,46 mm olan lezyon
capint 1,80 mm’ye indirerek istatiksel anlamda lezyon ¢apini 6nemli 6lgiide azalttigi
belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.18, 4.19, 4.20).
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki liken ekstrelerinin P. expansum lezyon ¢apina

(mm) etkileri
§ Armut meyvelerindeki lezyon capi (mm)
3 =)
= o S 0. saat 12. saat
4] s
X = 2>
5} §7) e
S w E 1. deneme 2. deneme 1. deneme 2. deneme
X
5 2
o
~

Kontrol 12,08 c*

Kontrol 11,14 ¢

Kontrol 12,94 a

Kontrol 12,46 a

B. fuscescens 15,37 a 14,37a 10,23 b 9,47 bc
E. prunastri 5 9,85e 8,12 ¢ 7,96 ¢c 6,46 de
R. fraxinea 10,98 d 9,96 d 11,82a 10,75 ab

B. fuscescens 14,25b 13,10 b 8,83¢c 575¢
E. prunastri 10 832f 6,92 f 2,37d 1,80 f
R. fraxinea 10,67 de 9,64d 7,64c 7,94 cd

*statistiki analizlerde tiim siitunlar kendi icerisinde LSD (P < 0,05) testine gére degerlendirilmistir.

Sekil 4.15. B. fuscescens ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
0. saatte lezyon gelisimi tlizerine etkisi A) Kontrol B) %5 C) %10
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Sekil 4.16. E. prunastri ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
0. saatte lezyon gelisimi lizerine etkisi A) %5 B) %10

Sekil 4.17. R. fraxinea ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
0. saatte lezyon gelisimi lizerine etkisi A) %5 B) %10

Sekil 4.18. B. fuscescens ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
12. saatte lezyon gelisimi iizerine etkisi A) Kontrol B) %5 C) %10
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Sekil 4.19. E. prunastri ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
12. saatte lezyon geligimi iizerine etkisi A) %5 B) %10

Sekil 4.20. R. fraxinea ekstresinin P. expansum ile inokule edilmis armut meyvelerinde
12. saatte lezyon gelisimi iizerine etkisi A) %5 B) %10

4.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiileme

Liken ekstrelerinin bitki patojeni funguslarin in vitro ve in vivo kosullarda gelisimini
engellenmesi ve etki mekanizmalarini anlamak amaci ile SEM incelemeleri yapilmustir.
SEM incelemesi, 6zellikle ekstrelerin 12. saat uygulamalarinda her iki patojen tiirii i¢inde
funguslarin  spor ¢imlenmesini tamamen engelleyerek patojenlerin  gelisimini
durdurmustur (Sekil 4.21, 4.22). %10 yogunlukta uygulanan B. fuscescens ekstresinin 0.
saat uygulamasinda Penicillium expansum’un olusturdugu lezyon alaninin SEM
goriintiisiinde ¢ok sayida ¢imlenen sporlar, ¢im tiipleri ve misel gelisimi goriilmektedir
(Sekil 4.23). In vivo kosullarda %10 yogunlukta uygulanan E. prunastri ekstresinin 12.
saat uygulamasinda P. expansum’un olusturdugu lezyon alaninin SEM goriintiisii
incelendiginde az sayida sporun ¢imlendigi goriilmektedir (Sekil 4.24). Aym likenin

%35’lik konsantrasyonunda ise ¢imlenen spor sayisinin arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.25).
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20 ym Mag= 1.50KX IProbe= 120pA Date:5 Mar 2018
WD = 36.0 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.21. In vivo kosullarda %10 yogunlukta uygulanan B. fuscescens ekstresinin 12.
saat uygulamasinda B. cinerea’nin olusturdugu lezyon alaninin SEM goriintiisii
(¢imlenmemis sporlar).

20 pum Mag= 1.50KX IProbe= 120pA Date :5 Mar 2018 ﬁ

WD = 31.5 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.22. In vivo kosullarda %5 yogunlukta uygulanan E. prunastri ekstresinin 12. saat
uygulamasinda B. cCinerea’nin olusturdugu lezyon alaninin SEM  goriintiisii
(¢imlenmemis sporlar).
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20 pum Mag= 1.50KX IProbe= 120pA Date :5Mar 2018 w

WD = 32.0 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.23. In vivo kosullarda %10 yogunlukta uygulanan B. fuscescens ekstresinin 0. saat
uygulamasinda P. expansum’un olusturdugu lezyon alaninin SEM goriintiisti (yliksek
sayida ¢imlenmis sporlar, gelisen ¢im tlipii ve miseller).

yy
20 ym Mag = 1.50KX 1IProbe= 120pA Date:5 Mar 2018
WD = 34.5mm  EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.24. In vivo kosullarda %10 yogunlukta uygulanan E. prunastri ekstresinin 12. saat
uygulamasinda P. expansum’un olusturdugu lezyon alaninin SEM goriintiisii (az sayida
¢imlenmis sporlar, gelisen ¢im tiipii ve miseller)
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20 pm Mag= 1.50KX IProbe= 120pA Date:5 Mar 2018 @

WD = 35.0 mm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1

Sekil 4.25. In vivo kosullarda %5 yogunlukta uygulanan E. prunastri ekstresinin 12. saat
uygulamasinda P. expansum 'un olusturdugu lezyon alaninin SEM goériintiisii (¢ok sayida
cimlenmis sporlar, gelisen ¢im tiipii ve miseller)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki yetistiriciliginde, tohum ¢imlenmesinden baslayarak, vejetatif gelisim doneminde
ya da sebze ve meyvelerde hasat sonrasinda gelisen fungal hastaliklar biiyiik miktarda
tirtin kaybina neden olurlar. Bu patojenler iiriinii tiiketim igin elverissiz hale getirirler ve
ayrica bazi hasat sonrasi patojenler kanserojen olabilen mikotoksinler tiretirler. Sentetik
fungisitler hasat sonrasi ¢iirtimelerin kontrol edilmesinde kullanilan ana 6nlemlerin
basinda yer almaktadir. Pestisit kalintilar1 ve siirekli uygulamadan kaynaklanan direncli
fungus tiirlerinin gelisimi kullanimlarindaki baslica sorunlardandir. Bitki tlirevli
bilesiklerin genellikle sentetik olanlardan daha kabul edilebilir ve daha az zararli oldugu
varsayilir. Bu nedenle, sentetik fungisitlere yeni alternatifler olarak kullanilmasi

disiiniilmelidir.

Armutlarda patojenlerin neden oldugu hasat sonrasi hastaliklar biiyiik ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Armut ¢ok ¢abuk bozulabilen ve hasat Sonrasi ¢iiriimeye
kars1 hassas bir meyvedir. Bu nedenle uygun olgunlukta hasat edilmeli ve uygun bir
sekilde depolanmalidir. Meyve kalitesinin korunmasi, solunum ve olgunlagsma siirecini
azaltmak i¢in hasattan hemen sonra sogutulmasiyla saglanmaktadir. Bununla birlikte, bu
slire zarfinda armutlar, 6nem sirasina gore; Penicillium, Botrytis, Alternaria ve ayrica
Gloeosporium, Rhizopus, Monilinia ve Mucor cinsine ait mantarlar olmak tizere ¢ok

sayida hasat sonrasi patojenin saldirilarina maruz kalmaktadir. (Sardella et al., 2016).

Arastirma kapsaminda armut meyvelerinde ¢iiriimelere sebep olan 6nemli hasat sonu
patojenlerinden B. cinerea ve P. expansum ‘a karsi liken ekstrelerinin etkisi arastirilmustir.

Bu amagla liken ekstrelerinin etkinlikleri in vitro ve in vivo denemelerde incelenmistir.

Sonuglara gore B. cinerea ve P. expansum liken ekstrelerinden farkli diizeyde
etkilenmistir. Ekstrelerin antifungal etkisi, ekstre ve patojen tiirlerine bagli olarak
degisiklik gostermistir. In vitro c¢alismalarda tiim liken ekstreleri konidilerinin
cimlenmesinin engellenmesinde, artan konsantrasyonlar ile orantili yiiksek etkinlik

gostermistir.
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Genel olarak, in vivo denemelerde de artan konsantrasyon ile ekstreler, tim deneme
gruplarinda funguslarin lezyon ¢apini azaltmistir. In vivo denemelerde, tiim ekstrelerin
12. saat uygulamalarinda kontrol gruplarina gore lezyon ¢apinda 6nemli bir diisiis oldugu
gbzlenmistir. Bu uygulama grubunun patojenler lizerinde 0. saat uygulamalarina gore

daha etkin oldugu tespit edilmistir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar, liken ekstrelerinin artan konsantrasyonlari ile bazi
bitki patojeni funguslarin antifungal etkileri arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu ortaya

koyan benzer ¢aligsmalar ile uyum i¢indedir.

Likenler, bir kismi mantar bir kismi alg ortak tarafindan sentezlenen proteinler,
aminoasitler, polioller, karotenoitler, polisakkaritler ve vitaminler gibi pek ¢ok canlida
bulunan ve yasamsal islevler ile dogrudan iliskili primer metabolitler sentezlemektedir.
Bu metabolitler suya kolaylikla gecebilmektedir. Shahi et al. (2001), Heterodermia
leucomela’'nin su ekstresi ile insan ve bitki patojenlerine (Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, B. cinerea, Cladosporium
cladosporioides, Curvularia lunata, Fusarium moniliforme Fusarium oxysporum,
Penicillium implicatum, P. italicum ve P. miniolutem) kars1 80 pg ml?
konsantrasyonunda genis spektrumlu antifungal etki elde etmislerdir. Bu ¢alismanin in
vitro ve in vivo denemelerinde E. prunastri etanol ekstresi ile her iki patojene kars1 yiiksek
konsantrasyonlarda antifungal etki elde edilmistir. E. prunastri %5 ve %10
konsantrasyonlari in vitro kosullarda konidi gelisimini %100 oraninda engellemistir. Bu
engelleyici etkinin genellikle asit 6zellikteki liken maddelerinin suda ¢6ziinmez ya da ¢ok
az ¢Oziinir olmasma ragmen, organik c¢oziiciilere daha fazla oranda gegmesinden
kaynaklandig1 disiinilmektedir. Ayrica, liken ekstrelerinin antifungal etkisi, patojenin
hiicre zarin1 bozarak ve pargalayarak, sitoplazmik materyallerin disar1 ¢cikmasi ve sonugta

patojenin liimiine yol agmasi seklinde olabilmektedir (Jeon et al., 2009).

Halama & Haluwin (2004), E. prunastri, Hypogymnia physodes ve Cladonia
portentosa’nin aseton ekstresinin bitki patojeni funguslardan B. cinerea, Colletotrichum
lindemuthianum, Fusarium solani, Pythium ultimum, Phytophthora infestans,

Rhizoctonia solani, Stagonospora nodorum ve Ustilago maydis’e karsi antifungal etkileri
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arastirtlmis ve E. prunastri ile Hypogymnia physodes’in P. ultimum, U. maydis ve P.
infestans’in miseliyal gelisimleri iizerinde Cladonia ekstresine gore daha etkili oldugu
gozlenmistir. Bizim calismamizda da bu ¢alismaya benzer veriler elde edilmistir. Her iki
patojen tizerinde E. prunastri etanol ekstresinin hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda

en yiiksek antifungal etkiye sahip liken tiirii oldugu agik¢a goriilmiistiir.

Aslan et al. (2006), Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum, E. divaricata, E.
prunastri ve Neofuscella pulla’nin metanol ekstresinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini in vitro kosullarda arastirdiklar ¢aligmalarinda bazi bakteri ve funguslara
kars1 antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 sonucuna varmiglardir. Bu calismada
Aspergillus niger’e kars1 engelleyici etki bulunurken Fusarium solani, Rhizoctonia solani
ve Penicillium sp.’ye kars1 bir engelleyici bir etkinin olmadigi belirtilmistir. Sunulan
calismada bu sonuglara benzer olarak E. prunastri ekstresi P. expansum’a karsi B.
cinerea’ya kiyasla daha diistik antifungal etki gostermistir. P. expansum’ un kontrol altina
alinamamasinin nedeni mantarin 1siya dayanikli toksinler iiretmesi ve hastalanan yerlerde

¢ok fazla spor iireterek etrafa yayilabilmesi olarak diisiiniilmektedir.

Rankovic¢ et al. (2008)’nin Hypogymnia physodes, Parmelia caperata, Physcia aipolia ve
Umbilicaria polyphylla’dan izole edilen giroforik asit, atranorin, usnik asit ve fisodik
asidin in vitro kosullarda antimikrobiyal etkisini inceledikleri arastirma sonuglarina gore
6 bakteri (B. mycoides, B. subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Staphylococcus aureus) ve 10 fungus (A. flavus, A. fumigatus, B. cinerea,
Candida albicans, Fusarium oxysporum, Mucor mucedo, Paecilomyces variotii, P.
purpurescens, P.verrucosum ve Trichoderma harzianum) tiiri arasinda bakterilerin
funguslara oranla daha yiiksek bir duyarlilik gosterdigi gozlenmistir. Bakteri hiicrelerinin,
fungus hiicrelerine oranla daha hassas olmasi nedeni ile ekstrelerden daha fazla
etkilendigi vurgulanmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan tiirler arasinda E.
prunastri’nin yiiksek oranda usnik asit igerdigi bilinmektedir. B. cinerea P. expansum’a
oranla daha hassas bulunmus, liken ekstrelerinin B. cinerea iizerinde daha etkili oldugu

saptanmuistir.
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Kosani¢ et al. (2012b), Parmelia caperata, Parmelia sulcata ve Parmelia saxatilis’in
aseton ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser potansiyellerini test
ettikleri galismada Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler ile fungus olarak; A. flavus,
A. fumigatus, B. cinerea, Candida albicans, Fusarium oxysporum, Mucor mucedo,
Paecilomyces variotii, Penicillium purpurescens, Penicillium verrucosum ve
Trichoderma harsianum tiirlerini incelemislerdir. Funguslar i¢in MIC, B. cinerea ve C.
albicans’a karst 3.12 mg mL™? ile A. flavus, A. fumigatus, P. purpurescens ve P.
verrucosum 'akars1 25 mg L arasinda degismektedir. Bu calismadan elde edilen bulgular
ile mevcut ¢calismanin uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Calismamizda kullanilan 3
liken ekstresinin %10 luk konsantrasyonlarinin, B. cinerea nin hem spor ¢imlenmesini
hem de ¢im tiipli uzunlugunu tamamen engelledigi belirlenmistir. P. expansum’ a karsi
ise liken tiirleri arasinda B. fuscescens ve E. prunastri %10’luk ekstresi spor ¢imlenmesi
ve ¢im tiipli uzunlugunun tamamen engelleyebilmistir. Ayrica spor ¢imlenme oranlari g6z
Onitine alindiginda B. fuscescens’in %5’lik konsantrasyonu P. expansum iizerinde B.

cinerea’ya kiyasla daha az engelleyici etki gostermistir.

Rankovi¢ & Kosani¢ (2012), Lecanora atra, Lecanora muralis, Parmelia saxatilis, P.
sulcata ve Parmeliopsis ambigua’nin aseton, metanol ve su ekstreleri in vitro kosularda
6 bakteri ve 10 mantar tiirline karsi antimikrobal aktivitelerini belirlemek iizere
arastirtlmistir. Genellikle, bakteriler arasinda en hassas olan tiir Bacillus mycoides,
funguslar arasinda ise B. cinerea ve Candida albicans olarak belirlenmistir. Bu bulgulara
paralel olarak bizim calismamizda da liken ekstelerinin yiiksek konsantrasyonlariin B.
cinerea’nin hem spor ¢imlenmesini hem de ¢im tiipii gelisimini engelledigi, bir bagka

deyisle ¢im tiipli uzunlugunda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Kosani¢ et al. (2013), yaptiklari bir ¢alismada, E. prunastri ve P. furfuraceae likenlerinin
aseton ekstrelerini kimyasal kompozisyonu ve in vitro antimikrobiyal aktiviteyi MIC ile
belirlemislerdir. P. furfuraceae orta derecede antibakteriyel ve antifungal aktivite
gosteritken E. prunastri daha yiiksek konsantrasyonlarda test edilen tim
mikroorganizmalari inhibe etmistir. Bizim ¢alismamizda da %10’luk konsantrasyonda
E. prunastri spor ¢imlenmesini ve ¢im tiipii uzunlugunu tamamen engelleyebildigi tespit

edilmistir.
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Kosani¢ et al. (2014), Lecanora muralis, Parmelia saxatilis, Parmeliopsis ambigua,
Umbilicaria crustulosa ve Umbilicaria polyphylla metanol ekstrelerinin antimikrobiyal
aktivitelerini, alti bakteri (Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus, Enterobacter
cloaceae, Escherichia coli ve on mantar (Klebsiella pneumoniae. Aspergillus flavus, B.
cinerea, Candida albicans, Mucor mucedo ve Penicillium verrucosum) tiiriine karst MIC
degerlerini belirledikleri ¢alismalarinda U. polyphylla 0,78-1,56 mg/mL arasinda degisen
MIC degerleri ile en aktif ekstre oldugunu belirtmislerdir. Calismada liken ekstrelerinin
B. cinerea iizerinde benzer bir sonug¢ gosterdigi tarafimizdan tespit edilmistir. B.
fuscescens, E. prunastri, R. fraxinea ekstrelerinin %10 konsatrasyonda, in vitro
kosullarda B. cinerea’nin spor ¢imlenmesini engelledigi ve bu etkinin istatiksel diizeyde

anlamli oldugu bulunmustur.

Basile et al. (2015), Xanthoria parietina aseton ekstresinin ve sekonder metabolitlerinin
antiproliferatif, antibakteriyel ve antifungal aktivitesi arastirildigi ¢aligmada dokuz
bakteri Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloaca ve Klebsiella pneumoniae ve ti¢ fungus susu (Candida albicans, B.
cinerea ve Rhizoctonia solani) antimikrobiyal aktivite i¢in test edilmistir. Test edilen
funguslar arasinda Rhizoctonia solani en hassas olan tiirdiir. Bu g¢aligmada ise B.
cinerea'nin P. expansum’a goére daha hassas bir tiir oldugu belirlenmistir. In vitro
caligmalarimiza gore, spor ¢cimlenme oranlarina bakildiginda %10 R. fraxinea ekstresi 1.
ve 2. denemelerde sirasi ile P. expansum spor ¢imlenme oranlar1 %59,66 ve %61 olarak
kaydedilmis iken aymi liken tiiri B. cinerea’ya karsi ¢imlenmeyi tamamen

Onleyebilmistir.

Sariozli et al. (2016), Bryoria capillaris’in aseton, metanol ve kloroform ekstreleri ile
barbatolik asit iceriginin, A. fumigatus ve S. rolfsii'nin sporlanmasini engelledigini,
ekstrelerin MIC degerlerinin funguslar icin 156,20-625 pg/ml arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Literatiirde B. fuscescens ekstrelerinin antibakteriyel aktiviteleri tizerine
calismalar bulunurken, B. cinerea ve P. expansum’a kars1 B. fuscescens etanol ekstresinin

antifungal aktivitesine dair herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda B.
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fuscescens’in in vivo kosullarda tiim patojenlere 12. saat uygulamalarinda her iki

konsatrasyonda da patojen gelismini artirict yonde etkisi belirlenmistir.

Aoussar et al. (2020), E. prunastri, Ramalina farinacea ve Pseudevernia furfuracea
aseton ekstrelerinin kimyasal bilesimi ve sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini inceledikleri ¢alismada; en giiglii antibakteriyel ekstrenin 0,039 ila 0,31
mg/mL arasinda degisen MIC degerleri ile P. furfuracea’yi rapor etmislerdir. Bu
calismada E. prunastri’nin antibakteriyel etkisi dikkat ¢ekici olmamasina ragmen, bizim
calismamizda funguslara karsi en etkili liken tiirliniin olarak tespit edilmistir. Funguslar
Okaryotik organizmalardir ve hiicre zarini ¢evreleyen hiicre duvarlarina ve organelleri
cevreleyen zarlara sahip olmalar1 nedeni ile bakterilere oranla dis etkilere daha dayanikli
bir yapidadirlar. E. prunastri ekstresinin bu fungus hiicrelerini inhibe etmesine karsin,
prokaryot canlilar olan bakterileri etkilememesi bakterilerin bu ekstredeki kimyasallara

kars1 daha se¢ici olduklarini diisiindiirmektedir.

Her iki patojene kars1 liken tiirlerinin etkinliklerine bakildiginda siralama E. prunastri, B.
fuscescens ve R. fraxinea seklinde tespit edilmistir. Calismada kullanilan liken
orneklerinden E. prunastri etanolde ¢dziinen atranorin, kloroatranorin ve (+) usnik asit
igerikleri ile en zengin sekonder metabolit i¢erigine sahip liken tiiriidiir. B. fuscescens ise
fumarprotosetrarik asit ve atranorin icermektedir. Sahin et al. (2015), ii¢ farkli Ramalina
(R. farinacea, R. fastigiata Ve R. fraxinea) tiiriiniin baslica metabolitlerinin, antioksidan
ve antimikrobiyal etkilerinin belirledikleri ¢alismada, Ramalina tiirlerinden farkl
solventler kullanilarak ekstre edilen fumarprotosetrarik, lekanorik, evernik, stiktik ve
usnik asit miktarlar1 belirlemis ve R. fraxinea’nin etanol ekstresinin liken asitlerinin
icerigi bakimindan en diisiik ekstre gesidi oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinin
sonuglarina gore, R. fraxinea etanol ektresi sadece usnik asit igermektedir. Bu bulgu ile
paralel olarak bizim ¢alismamizda en etkisiz liken tiirii R. fraxinea olmustur. Tim
deneme sonuglari birarada incelendiginde in vitro ve in vivo kosullarda en etkili liken tiirii
E. prunastri olmustur. Calismamizin sonuglari, liken tiirleri arasinda ¢ok ¢esitli liken
asitleri iceren takson olmasiyla paralel olarak E. prunastri’nin engelleyici etkiye sahip

oldugunu gostermistir.
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In vivo galismalarda, liken ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin kursuni ve mavi kif
hastaliklarini engelleyici etkinlikleri degerlendirildiginde, B. cinerea’ya kars1 12. saat
uygulamalarinda E. prunastri %10 ve %5’lik konsantrasyonlarinin meyve tizerindeki
patojen ile inokule edilmis lezyon alanini kontrole kiyasla tamamen engelledigi
goriilmiistiir. P. expansum’ a kars1 ise E. prunastri %10 konsatrasyonunun 12. saat
uygulamalarinda tamamen bir engelleme goriilmemis, ancak fungusun lezyon alanini
yiiksek oranda azalttig1 ve istatistiksel olarak diger konsantrasyonlardan énemli olgiide

farkli oldugu bulunmustur.

In vivo denemelerde, patojenlere karsi 0. saat uygulamalarinda daha diisik etkiler
gozlenmistir. 12. saat uygulamalarindan farkli olarak, 0. saat uygulamalarinda her iki
patojene karst E. prunastrinin tiim konsantrasyonlarinin lezyon ¢apini tamamen
engelleyemedigi tespit edilmistir. Bu sonucun liken ekstrelerinin patojen sporlari dormant
durumdayken daha dayanikli bir formda olmalar1 sebebi ile ekstrelerden etkilenmedigi,
ancak, 12 saat sonrasinda spor ¢imlenmis bir forma doniistiigiinde daha dayaniksiz bir
hale gelerek ekstrelerden daha fazla oranda etkilendigini diisiindiirmektedir. Bu bulgu
SEM goriintiileri ile desteklenmistir. SEM verileri ekstrelerin in vitro 12. saat
uygulamalarinin daha etkin olduguna iliskin hipotezimizi de desteklemektedir. Meyveye
inokule edilen (0. saat) dinlenme (dormant) déneminde bulunan sporlar fungusun en
dayanikli organidir. Meyveye patojen sporlar1 inokule edildikten 12 saat sonra ise, sporlar
¢imlenmis ve olusan ¢im tiipii uygulamalara daha duyarli hale gelmistir. Bu nedenle
ekstrelerin etkisi 0. saat uygulamasinda olduk¢a diisiikken, 12 saat uygulamasinda
yiikselmistir. Elde edilen tiim SEM sonuglart meyve materyali iizerinde lezyon c¢api

oOl¢iilerek elde edilen veriler ile uyumludur.

0. saat uygulamalarinda B. cinerea ve P. expansum’a karsi B. fuscescens’in tiim
konsantrasyonlari lezyon ¢apini artirict yonde bir etki sergilemistir. Yani hi¢bir antifungal
etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Cobanoglu et al. (2010), Alectia sarmentosa, B.
fuscescens, Evernia divaricata, Platismatia glauca ve Ramalina farinacea ii¢ gram
negatif bakteriye karsi antimikrobiyal aktivitleri agisindan degerlendirmislerdir. En
yiiksek antimikrobiyal etkiyi Alectia sarmentosa’da kaydetmislerdir. B. fuscescens’ in

etkisi bizim ¢alismamizla uyumlu sekilde etkisiz bulunmustur.
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Bu calismanin sonuglari, liken ekstrelerinin armut meyvelerinde patojenlerin neden
oldugu bozulmay1 kontrol etme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte, P. expansum’un neden oldugu mavi kiif, kursuni kiif etmeni B. cinerea’ya kiyasla
liken ekstrelerinden daha az etkilenmis, 12. saat uygulamalari ise 0. saat uygulamalarina

kiyasla daha yiiksek etkinlik gostermistir.

Liken ekstrelerinin etkisi arasindaki farklar, ekstrenin elde edildigi liken tiirlerinin sahip
olduklar1 asit ¢esitliligine, ekstrenin yilizdesine ve uygulama zamanina bagli olarak
degisim gostermistir. Ayrica uygulama zamani ile fungus sporlarinin dormant durumda
olmasi veya ¢imlenmenin baslamasimnin da uygulama etkinlik diizeyini degistirdigi

sonucuna varilmistir.

Sonug olarak, liken ekstrelerinin, insan sagligina ve g¢evreye herhangi bir zararinin veya
riskinin bulunmamasi, kalinti problemine neden olmamasi liken ekstrelerinin hasat
sonrast hastaliklara karsi fungusitlere bir alternatif olabilecegini diisindiirmektedir.
Arastirma kapsaminda elde edilen sonuglar 15181inda, hasat sonu fungal hastaliklarin
entegre miicadelesi icin ekstrelerin, fungisitlere alternatif olabilecek diger kontrol
yontemleri ile beraber kullanimina yonelik ek ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu ve bu konuda
yeterli literatiiriin olmadigimni diistinmekteyiz. Calismamiz uluslararas literatiirde liken
ekstrelerinin depolanmig firiinleri enfekte eden Onemli hasat sonu hastaliklarinin
miicadelesi amaciyla in vivo kosullarda yapilan ve sonuglarin SEM incelemeleri ile

desteklendigi ilk arastirma niteligindedir.
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