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OZET

BAZI LIKEN SEKONDER METABOLITLERIN SENTEZINDE
POLIKETID SENTEZ (PKS) GENLERININ VE EKSPRESYONLARININ
POTANSIYEL ETKILERININ BELIRLENMESI

Sentetik ilaglar yerine dogal {iriinlerden elde edilen ilaglar glinlimiizde
hastaliklarin tedavisinde tercih edilmektedir. Eski zamanlardan beri hastaliklarin
iyilestirilmesinde c¢esitli likenlerden de yararlanildigi bilinmektedir. Ancak likenler,
oldukc¢a yavas biiyliyen organizmalar olmalarindan dolayi, etken madde elde edilmesi
bakimindan siirli bir kaynak olarak diisiiniilmektedir. Likenlerden endiistriyel anlamda
yararlanmak i¢in bazi tiirlerden uygun miktar materyal bulmak olduk¢a zor olmaktadir.
Ayrica dogada az goriilen bazi liken tiirlerini korumak ve yayilisi fazla olan tiirleri de
bilin¢li toplamak gerekmektedir. Degisen dogal habitat kosullarina bagli olarak
sekonder metabolit iiretimindeki olasi degisimler de s6z konusudur. Bu yaklasimla,
liken maddelerinin labotatuvar sartlarinda cogaltilmasi amacindan yola cikilarak,
likenlerde sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde etkili olan poliketid sentez (PKS)
genlerinin stres altinda ekspresyon seviyesindeki, etken madde iiretimindeki ve buna

bagli olarak biyolojik aktivitedeki degisimin incelenmesi hedeflenmistir.

Bu ama¢ dogrultusunda, Bursa Alacam/Uludag lokalitesinden toplanan
Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. orneklerinden elde edilen aseton Oziitii
Pseudomonas aeruginosa PAO1 CECT 4122 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakteri suslarmm biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine etkileri Cytation 3
cihazinda spektrofotometrik olarak test edilmistir. Bakteri suslarinin biiyiime egrisi ve
biyofilm olusumu iizerine aktiviteye sahip oldugu tespit edilen H. tubulosa mikobiyont
ornekleri Tiirkiye’de ilk defa kiiltiire alinmistir. Tiirkiye'de yayilis gésteren H. tubulosa
mikobiyont 6rneginin molekiiler tiir tayini ilk defa yapilmis olup biyoinformatik
yontemlerle filogenetik agaglar1 olusturulmustur. Kiiltiirde biiyiiyen 6rneklere sicaklik,
151k, nitrat ve asetat stresi uygulanmistir. 15 ve 30 giin siireyle biiyiiyen orneklerin
biiylime oranlari hesaplanmigtir. H. tubulosa i¢in ilk kez dizayn edilen primerlerle strese
maruz birakilan Orneklerin KRT-PZR'la PKS gen ekspresyon oranindaki degisim
incelenmistir. Stres kosullarinin etken madde {iretimini ve buna bagli olarak bakteri

suslarinin biliylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine aktivitesini etkilemis olabilecegi

viii



distintilerek tiim 6rneklerden elde edilen aseton dziitleri aktivite testine tabi tutulmustur.

Oziitlerin igerigi ince tabaka kromatografisi ile incelenmistir.

Calisma sonunda, Bursa lokalitesinden toplanan taze liken orneklerinin aseton
Oziitiinlin S. aureus bakteri suslarinin biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine
oldukga etkili oldugu gozlenmistir. P. aeruginosa PAO1 susunun biiylime egrisi lizerine
siirl etkisi olsa da, 6zellikle biyofilm olusumunu azalttig1 tespit edilmistir. Kiiltiire
alman H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin biiyiime oranlari incelendiginde 15 giinliik
orneklerin 30 giinliik Orneklere goére daha fazla biliylime oranina sahip oldugu
belirlenmistir. Biiyiimenin daha fazla oldugu 15 giinliik 6rneklerde 30 giinliik 6rneklere
oranla gen ekspresyonunun daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde kiiltiir
ortaminda asetat stresine maruz birakilan mikobiyontlarin biiyiime oraninin daha az
oldugu tespit edilirken, asetat stresine maruz birakilan mikobiyontlarda gen ekspresyon
orani nitrat ve nitrat-asetat Orneklerine gore olduk¢a yiiksek bulunmustur. PKS
ekspresyon oraninin biiyiime orani ile ters orantili oldugu gozlenmistir. Sicaklik stresine
maruz birakilan mikobiyontlarda genellikle 15 °C'de ekspresyon oraninm arttigi
goriilmiistiir. Isik stresine maruz birakilan mikobiyontlarda ise karanlik ortamin PKS gen

ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir.

Strese maruz birakilan mikobiyontlarin aseton 6ziitleri P.aeruginosa PAO1 ve S.
aureus bakteri suslarinin  biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine etkili
bulunmustur. Ozellikle P.aeruginosa PAO1 susu iizerine sicaklik ve 1s1k stresi altindaki
mikobiyontlarin dogal 6rneklerden daha etkili olduklar tespit edilmistir. Nitrat ve asetat
stresine maruz birakilan ornekler incelendiginde PKS gen ekspresyon oraninin fazla
oldugu asetat orneklerinin antibiyofilm aktivitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Orneklerin sahip oldugu sekonder metabolitleri tespit etmek icin uygulanan
kromatografi testleri sonucunda Orneklerde belirgin 4 madde tespit edilmistir. Kiiltiir
orneklerinde tespit edilen bu maddelere dogal Orneklerde rastlanmamistir. Stres
kosullarimin PKS gen ekspresyonunu, metabolit iiretimini ve bakteri suslarinin biiytime
egrisi ve biyofilm olusumu iizerine aktiviteyi etkiledigi goriilmektedir. Mikobiyontlarin
kiiltiirde ¢ogaltilarak endiistri alaninda uygulanabilmesi i¢in, 6rneklerin 6nce boyutunu
artirici faktorlere maruz birakilip yeterli boyuta ulastiktan sonra strese maruz birakilarak

metabolit liretiminin artirilabilecegi sonucuna varilmistir.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE POTENTIAL EFFECTS OF POLYKETIDE
SYNTHESIS (PKS) GENES AND EXPRESSIONS IN THE SYNTHESIS OF
SOME LICHEN SECONDARY METABOLITES

Medicines obtained from natural products instead of synthetic drugs are now
preferred in treatment of diseases. It is known that since ancient times various illnesses
have benefited from various lichens. However, lichens are considered to be a limited
resource in terms of active compounds as they are very slow growing organisms. It is
very difficult to find the appropriate amount of material from some species to benefit
industrially from lichens. Moreover, it is necessary to conserve some lichen species that
are rarely found in nature and to consciously collect the species with a large
distribution. Depending on the changing natural habitat conditions, possible changes in
the production of secondary metabolites are also discussed. Therefore, with the intent of
producing lichen substances under laboratory conditions, it is aimed to investigate the
expression levels of polyketide synthase (PKS) genes, which are effective in the
synthesis of secondary metabolites with biological activity, in lichens, and the changes
in active compound production, biological activity and expression level of these genes
under stress. For this purpose, the acetone extracts obtained from Hypogymnia tubulosa
(Schaer.) Hav. lichen species collected from Bursa Alacam / Uludag locality were tested
on Pseudomonas aeruginosa PAO1 CECT 4122 and Staphylococcus aureus ATCC
25923 bacterial strains growth curve and biofilm formation spectrophotometrically with
the Cytation 3 instrument. The specimens of H. tubulosa mycobionts that have shown
growth and biofilm inhibitory effects were cultured for the first time in Turkey.
Molecular identification of the mycobiont samples of H. tubulosa spread in Turkey
were performed for the first time and the phylogenetic trees were created by employing
bioinformatical methods. “Temperature”, “light”, “nitrate” and “acetate” stress factors
were applied to growing culture samples. The growth rates of the samples for 15 and 30
days were calculated. The change in the ratio of PKS gene expressions were examined
via qPCR for the samples exposed to the stress with the primers designed for the first
time for H. tubulosa. Acetone extracts from all samples were tested for biological

activity given that stress conditions may have affected the active ingredient production



and hence the growth curve and biofilm formation of bacterial strains. The ingredients
of the extracts were examined by thin layer chromatography.

At the end of the study, it was observed that the acetone extracts of fresh lichen
samples collected from Bursa locality were highly effective on the growth curve and
biofilm formation of S. aureus bacteria strains. Although there was a limited effect on
P. aeruginosa PAOL1 growth curve, an inhibitory effect on biofilm formation was
observed. When the growth rates of cultured H. tubulosa mycobiont samples were
examined, 15-day samples were found to have a higher growth rate than 30-day
samples. It was determined that gene expressions were lower in 15 day samples which
have shown higher growth, compared to 30 day samples. Similarly, growth rate was
lower in mycobionts exposed to acetate stress and gene expression rates were
significantly higher than the samples exposed to nitrate and nitrate-acetate stress. PKS
expression ratio was observed to be inversely proportional to the growth rate. In
mycobionts exposed to heat stress, it was observed that gene expression levels generally
increased at 15 °C. Moreover, in the mycobionts exposed to light stress; gene expression

levels were found to increase in dark conditions.

The acetone extracts of the mycobionts exposed to stress were found to be
effective on the growth curve and biofilm formation of P. aeruginosa PAO1 and
S.aureus bacterial strains. It was found that mycobionts under temperature and light
stress were more effective on P. aeruginosa PAOL strains than natural lichen
specimens. When the samples exposed to nitrate and acetate stress were examined, it
was observed that the acetate samples with higher PKS gene expression ratio had higher
anti-biofilm activity. As a result of the chromatographic tests performed to detect
secondary metabolites in the samples, 4 distinct substances were identified. These

substances were detected in mycobiont samples unlike natural samples.

Stress conditions have been shown to be effective on PKS gene expressions,
metabolite production and growth curve and biofilm production of the bacterial strains.
It is concluded that in order for the mycobionts to be applied in industrial field by being
propagated in culture, the metabolite production could be increased by first exposing the
samples to size enhancing factors, and after reaching adequate size they can be exposed

to stress.
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YENILIiK BEYANI

Likenlerin dogal metabolizmalarinin {riinii olarak firettikleri sekonder
metabolitlerin, yaygin adiyla “liken asitleri”nin tip, eczacilik ve kimya (boya, parfiimeri,
besin) endiistrisinde Onemli potansiyele sahip olduklar1 bilinmekle beraber bu
metabolitlerin simbiyotik bir organizma olan likende nasil sentezlendigi konusu heniiz
aciklik kazanmamistir. Biyokimyasal isleyisin molekiiler temelindeki ilgili genlerin ve
gen ekspresyonlariin potansiyel etkilerinin aydinlatilmasi ile bu metabolitlerin daha

etkin kullanilmalarina imkan saglanabilecektir.

- Oncelikle likenlerdeki sekonder metabolit sentez mekanizmasinin anlasilmasina katki
saglamasi bakimindan likenoloji bilimi i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir. Calismamizda

diinyada ilk kez H. tubulosa tiiriiniin PKS gen bolgeleri ile ilgili veriler elde edilmistir.

-Tiirkiye'de ilk kez liken 6rneklerinin mikobiyontlar: kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmastir.
Kiiltiire alma yontemi Tiirkiye'de likenler i¢in ilk kez uygulanmistir. Bu yontem liken
orneklerinin ve metabolitlerinin dogal yollarla daha ucuz ve daha fazla elde
edilebilmesini miimkiin kilmaktadir. Yontemin Tiirkiye'de uygulanmasi ve Tiirk
arastirmacilara tanitilmasi amaciyla yine ilk defa "Liken Kiiltliiri Yontem ve
Uygulamalar1 Calistay1" diizenlenmistir. Bu calistay kapsaminda Giiney Kore ve
Japonya'dan alaninda uzman arastirmacilar esliginde hem likenlerin kiiltiire alinma
yontemleri hem de likenlerde uygulanabilecek molekiiler yontemler uygulamali olarak
gosterilmistir.

-Bu ¢alisma ilk kez Tiirkiye’den toplanan 6rneklere ait PKS gen dizilerinin GenBank’a

yeni veri olarak sunulmasiyla likenolojide bilgi birikimine katki saglamistir.

-Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. tiiriiniin PKS gen boélgesi analiz edilmistir. H.
tubulosa igin ilk kez PKS gen bolgesine uygun primerler tasarlanmis ve H. tubulosa

PKS gen bolgelerinin ekspresyon oranindaki degisim incelenmistir.

- Yine bu tez c¢alismasi ilk kez, H. tubulosa tiiriiniin dogadan toplanan ve kiiltiirde
cogaltilan mikobiyont Orneginin antibiyofilm etkilerinin incelenmesi konusunda

literatiire veri kazandirmustir.

- Calismamiz, metabolitlerin in vivo sartlarda elde edilmesinde ve {iriin miktarnin

artirtlmasinda gerekli uygun ortamlarin belirlenmesi agisindan degerli veriler sunmasi
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ile farkl1 bir 6neme sahiptir. ilk kez sicaklik, 151k, asetat, nitrat stresinin etkileri gen

ekspresyonu seviyesinde incelenmistir.

- Dogadan toplanan ve kiiltiirde ¢ogaltilan mikobiyont 6rneginin karsilastirilmasinin
yaninda farkli stres kosullarinda Pseudomonas aeruginosa PAO1l CECT 4122 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakteri suslarinin biyofilm olusumu iizerine

etkileri ve metabolit iretiminin incelenmesi yoniinden de yenilik tagimaktadir.

- Tiirkiye'de yayilis gosteren liken mikobiyontlarinin molekiiler tiir tayini ilk defa

yapilmis ve biyoinformatik yontemlerle filogenetik agaclar1 olusturulmustur.

- Bu tez konusu hem likenoloji alaninda sistematik, molekiiler ve biyokimyasal bilgi
birikimi saglamasi; hem de molekiiler, biyoinformatik, mikrobiyoloji gibi disiplinleri
kapsamasi ve bu disiplinlerin tekniklerinin uygulanmis olmasi ile multidisipliner bir

calisma 6zelligi tasimaktadir.

- Ulkemizde bu konuda giincel ve yenilik¢i ydntemlerle yapilan ilk orijinal ¢aligma
olarak degerlidir. Boylece, liken metabolitlerinin dogal yollarla daha ucuz ve daha fazla
elde edilebilmesini mimkiin kilacak bu tez calismasiyla, hem endiistriyel hem de

ekonomik avantajlarin beraberinde gelebilecegi diisiiniilmektedir.
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SEMBOLLER

% : Yiizde

+ : Art1-Eksi Isareti
bp : Baz ¢ifti

°c : Santigrat derece
cm : Santimetre

cm?  : Santimetre kare

CO, : Karbondioksit
H,S0O, : Sulfurik asit

dk : Dakika
M : Molar

ml - Mililitre
mM : Milimolar

mmol : Milimol

mg : Miligram
ng : Mikrogram
M : Mikromolar
nL : Mikrolitre
nm : Nanometre
< : Kiigiiktiir
2 : Bytik esit

MgCl  : Magnezyum kloriir
NaCl : Sodyum kloriir
NaOH : Sodyum hidroksit

Sn . Saniye
dH,O : Distile su
pH : Power of Hydrogen
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KISALTMALAR

cDNA : Komplementer DNA

DNA : Deoxyribonucleic Acid (Deoksiribo Niikleik Asit)
DNase : Deoxyribonuclease

dNTP : Deoxyribonucleotide Triphosphate

EDTA : Etilendiamin Tetraasetikasit

ITS . Internal Transcriped Spacers

kKRT-PZR : Gergek zamanli Polimeraz zincir reaksiyonu
LSU : Large Subunit (Biiyiik Alt Birim)

MEGA  :The Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MP : Maximum Parsimony
MYA : Malt-Yeast-Agar

NJ : Neighbor Joining

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu
PBS : Phosphate-buffered saline
PKS : Poliketid sentaz

rDNA : Ribozomal DNA

RNase : Ribonuclease

rpm : Revolutions per minute
SSU : Small Subunit

TBE : Tris/Borate/EDTA

TE : Tris/EDTA
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BOLUM 1
1. GIRIS

Glinlimiizde insanlar c¢esitli hastaliklarin tedavisinde ozellikle bitkileri ya da
onlardan elde ettikleri dogal iiriinleri tiiketmek istemektedir. Bu nedenle sentetik ilaglar
yerine dogal lriinlerden elde edilen ilaglar tercih edilmektedir. Modern ila¢ endiistrisi
hastaliklara kars1 bircok bitkiyi ila¢ yapiminda kullanmaktadir. ilag iiretiminde yan
etkilerinin daha iyi bilinmesi ve birkag etkiye birden sahip olmalar1 gibi 6zelliklerinden
dolay1 bitkisel droglar tercih edilmektedir. Ozellikle yurt disindan ilaglarin veya ilag
hammaddelerinin alinmasi oldukga yiiksek maliyetli oldugu i¢in ekonomik ag¢idan tercih
edilmemektedir. Buna baglh olarak, bir¢ok ilag¢ firmasi bitkilerden elde edilen dogal

tirtinlerin gelistirilmesi i¢in 6nemli yatirimlar yapmaktadir.

Tip tarihiyle ilgili kaynaklar, insanlarin ¢ok eski zamanlardan beri hastaliklarin
tyilestirilmesinde c¢esitli bitkilerden oldugu gibi likenlerden de yararlandiklarini
gostermektedir [1-4]. Metabolizmalarinin dogal bir {iriinii olarak meydana getirdikleri
kendilerine 6zgli sekonder metabolitler; tiptan, eczaciliga; boya endiistrisinden, besin
endiistrisine kadar birgok alanda likenlerin kullanimlarina imkan saglamaktadir [3,5].
Likenlerin iyilestirici giiglerini belirlemek igin, etken maddeler hakkinda bilgi sahibi
olmak en 6nemli asama olarak degerlendirilmektedir. Ancak likenlerin dogada oldugu
kadar laboratuvar ortaminda da oldukca yavas biiyliyen organizmalar olmasi nedeniyle
etken madde elde edilmesi agisindan bitkilere oranla daha sinirl bir materyal kaynagi
olduklar1 distiniilmektedir [6]. Bitkisel etken maddelerin eldesinde belirli miktarlarda
Kuru ornege ihtiya¢ duyulmaktadir. Likenlerden ¢ok miktarlarda toplamak iistelik
endiistriyel anlamda kullanmak i¢in uygun miktar1 bulmak oldukca zor olmaktadir.
Ayrica dogada az goriilen bazi liken tiirlerini korumak ve yayilis1 fazla olan tiirleri de
bilingli tiikketmek gerekmektedir. Bu nedenlerle son yillarda alternatif yaklasim olarak
liken maddelerinin daha hizli biiyiiyen farkli canlilarda in vivo sartlarda ¢ogaltilmasi

gerekliligi ifade edilmektedir.

Bu yaklasimla likenlerde sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde etkili olan
poliketid sentez genlerinin (PKS) belirlenmesi ve bu genlerin baska bir canliya

aktarilmasiyla etken maddenin salgilatilmasi yoluna gidilmesi planlanmaktadir [6-8].



Ilag kesfi ve biyolojik aktivite icin potansiyele sahip 6nemli liken tiirlerinin sekonder
metabolitlerinin  iiretilmesine katkida bulunmak hedefiyle ¢esitli liken etken
maddelerinin sentezlenmesinde gorevli poliketid sentez genlerinin ekspresyonunun
KRT-PZR ile Ol¢iilmesi amaglanmistir. Ayrica ¢evresel sartlardaki degisimlerin
likenlerde stres meydana getirdigi ve strese yanit olarak liken sekonder metabolitlerinin
sentezinde degisiklikler olustugu bildirilmektedir [8]. Bu bilgiden yola ¢ikarak
caligmamizda stres kosullarinin sekonder metabolit sentezinde gorevli genlerin
ekspresyonuna etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Ayn1 zamanda, TLC yontemi ile
hem bolgesel lokasyon hem de yetisme sartlarindaki (dogal ve kiiltiir kosullart)
farkliliklarin liken tiirlerinin igerdigi sekonder metabolit cesitliligine ve metabolit

konsantrasyonuna etkisinin tespit edilmesi amaglanmistir.

Bu tez ¢alismasi liken etken maddelerinin daha hizli ve daha fazla salgilatilmasi
amactyla liken Orneklerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi, biyiitiilmesi, sekonder
metabolitlerin sentezlenmesinde etkili olan poliketid sentez genlerinin ekspresyonu ve
etken maddelerin kiiltiir sartlarinda {irettirilmesi alaninda Tiirkiye’de yapilmis ilk
caligmadir. Yine Hypogymnia tubulosa tiiriiniin poliketid sentez genlerinin ve stres
kosullarinda gen ekspresyonundaki degisimin belirlenmesi agisindan diinya

literatiirtindeki ilk ¢alismadir.
1.1. Likenlerle Tlgili Genel Bilgiler

Likenler, alg “fotobiyont” ve mantar “mikobiyont” hiicrelerinin simbiyotik
(birbirine fayda saglayan) ortakliklar1 sonucu olusan, kendini olusturan organizmalarin
morfolojik ve fizyolojik iligkileri sonucu farklilasmis 6zelliklere sahip organizmalar
olarak tanimlanmaktadir [6]. Bir likenin siniflandirilmasinda ve iiremesinde mantar
bileseni etkili oldugundan, bazi1 arastirmacilar tarafindan “likenlesmis mantarlar

(lichenized fungi)” olarak da isimlendirilmektedirler [6].
1.1.1. Likenlerin yapisi

Liken tallusunda (govde), ayni anda en az bir tiiri bulunan mantar hiicreleri
mikobiyontu, yesil alg (Chlorophyta) ve mavi-yesil alg (Cyanobacteria) hiicreleri ise
fotobiyontu olusturmaktadir. Likenlesen mantar taksonlarinin ¢ogunlugu Ascomycetes

smifindan olmakla birlikte, Basidiomycetes veya Deuteromycetes siniflarinda yer alan



pek cok liken taksonu da bulunmaktadir [6,9-11]. Likenlerde yaklasik 40 cins
fotobiyont ortagi yer almaktadir. Bunlardan 25 tanesi yesil alg ve 15 tanesi ise mavi-
yesil alg cinsinden olusmaktadir [12]. Okaryotik yesil alglerden en sik Trebouxia cinsi
fotobiyont olusturmaktadir. Arthoniales, Gyalectales ve Sphaeriales’deki liken
cinslerinde ise daha ¢ok Trentepohlia bulunmaktadir. Bununla birlikte siyanobakteriyel
fotobiyont igeren likenlerde en fazla Nostoc cinsi tespit edilmistir. Ancak mikobiyontun

birkag farkli alg tiirii ile ayni1 liken tiirlinii olusturabildigi de bilinmektedir [13].

Likenlerin yapisinda bulunan alg ve mantar hiicrelerinin tallus i¢cinde dagilimi,
ortaklarin karsilikli tepkilerine ve dis cevreye adaptasyonuna bagli olarak degisiklik
gostermektedir [14]. Alg ve mantar hiicrelerinin tallus icinde homojen dagildigi,
tabakalagmanin goriilmedigi tallus yapist homeomerik tallus olarak adlandirilmaktadir.
Cogunlukla mavi-yesil algleri i¢eren likenler bu tip tallusa sahiptirler ve daha ilkel
olarak kabul edilmektedirler. Alglerin iist korteks ve medulla arasinda gonid tabakasi
olusturdugu ve mantarlarin medullada dagildig1 belirgin bir tabakalagsmanin gorildigi
tallus tipi ise heteromerik tallus olarak nitelendirilmektedir ve bu tip tallusa sahip
likenler daha gelismis olarak kabul edilmektedirler (Sekil 1.1) [6,9,15]. Gelismis bir¢cok
liken, dista alg hiicrelerini ¢eviren bol jelatinli, ¢ift ¢eperli ve birbirine sarili hiflerden
olusan korteks tabakasi igermektedir. Alg tabakasinin altinda kalin ¢eperli mantar
hiflerinden meydana gelen ve tallusun biiylik kismini olusturan medulla tabakasi
goriilmektedir. Baz1 likenlerde ise alt korteks tabakasi ve substrata (yasam ylizeyi)

tutunmay1 saglayan rizinler (kok benzeri hif uzantilari) bulunmaktadir [16].
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Sekil 1.1. Liken tallusunun anatomik yapisi [15]

a) homeomerik tallus b) heteromerik tallus

Likenlerde alg ve mantarlar hiicrelerinin dagilimi ve anatomik farkliliklar
morfolojik acidan da ¢ok fazla cesitlilik ortaya cikarmaktadir. Tallus morfolojik
yapilaria gore likenler [6,10]:



Kabuksu (crustose) likenler: Zor habitat kosullarina kars1 dayanikli medulla ile substrata
sikica tutunan likenlerdir.

Pulsu (squamulose) likenler: Pullar seklinde kii¢iik loblar halinde tallusa sahip
likenlerdir

Yapraksi (foliose) likenler: Substrata alt korteks ve rizinleri ile gevsek olarak tutunan,
genis loblar halinde tallusa sahip likenlerdir.

Dals1 (fruticose) likenler: Substrata tek bir noktadan tutunarak sarkan veya g¢alimsi

bicimde dik duran ipliksi veya serit seklinde tallusa sahip likenlerdir.
1.1.2. Likenlerin yayihs1

Likenlerin tamamina yakini karasal alanlarda yayilis gostermektedir. Sadece
birkac¢ liken tiirii tath su akintilarinda ve denizlerin gelgit etkisinde kalan yoniinde
yayilmaktadir. Likenler kutup enlemlerinde veya asiri yiiksekliklerde (7,400 m'ye
kadar) [17] oldukga ¢esitli ve bazen siradisi ekolojik ortamlarda biiyliyebilmektedirler,
genellikle yasam alanlarina renkli bir yon katmaktadirlar. Lindsay (1856), yerkiirenin
baslangicinda, herhangi bir toprak olugsmadan 6nce, likenlerin ilk toprak topluluklari
olmasi1 gerektigini ancak bu konuyla ilgili farkli goriislerin oldugunu ifade etmektedir
[18]. Yavas biiylime gosteren likenlerin kayalarin tizerinde kolonize olarak salgiladiklar
zayif asitlerle uzun zaman i¢inde toprak olusumunu sagladigr bilinmektedir. Bu
ozellikleri ile ekolojik siiksesyonda Oncii organizmalardir. Bununla birlikte beyazdan
sar1, turuncu, kirmizi, yesil, gri, kahverengi ve siyaha kadar c¢ok c¢esitli renkleriyle
agaclarin, diger bitkilerin, toprak ve kayalarin yiizeyinde hatta insan yapimi ¢esitli
substratlar lizerinde tutunarak yasam siirdiikleri gdzlenmektedir. Tropiklerden
subtropiklere kadar yayilis gdsteren bazi likenlerin 1000 yil hayatta kalabildigi tespit
edilmistir [6,19].

Likenler tlizerinde yasadiklari substrata gore farkli adlandirilmaktadirlar. Tas,
kaya duvar, beton vs. lizerinde gelisenlere saksikol likenler; bitkiler ve bitki kisimlari
tizerinde gelisenlere epifitik likenler; toprak iizerinde gelisenlere terrikol likenler; bir
baska liken tizerinde geligenlere likenikol likenler; karayosunlar iizerinde gelisenlere

ise musikol likenler ad1 verilmistir [6,10].

Likenler iklimin uzun vadeli etkileri, mikroiklime iligkin yerel degisiklikler ve

cesitli alt katmanla iligkili faktorler olarak kaya tiirii, kabuk veya toprak tipi, substrat



kimyasi, kuslarin besin zenginlestirme derecesi, tuzluluk veya kirlilik gibi bir¢cok
cevresel faktorden etkilenmektedir [20,21]. Bununla birlikte, likenler hava kirliligine
olan farkli duyarliliklar1 nedeniyle biyoindikatér ve biyomonitor olarak siklikla
kullanilmaktadirlar [22-24]. Biiylime orami ve liken boyutu tiirlere bagli olarak 1

mm?den az olanlarindan 2 m uzunlukta olanlara kadar degisebilmektedir [6,10].
1.1.3. Likenlerin iiremesi

Likenlerde iireme, sporlarla veya vegetatif olarak tallus parcalariyla
gerceklesmektedir. Eseysiz lireme daha sik goriilmektedir. Eseysiz lireme vegetatif
olarak sored (alg ve onu saran mantar hiicrelerinin olusturdugu graniiller) veya izid (alg
ve mantar hiicrelerini igeren korteks tabakasi ile kapli uzantilar) gibi tallus uzantilari ve
eseysiz konidiosporlarla saglanmaktadir [6,10,25]. Eseyli lireme ise mantar ortagi
tarafindan  iretilen askosporlarla  saglanmaktadir  (Sekil 1.2).  Askosporlar
fruktifikasyonlart adi verilen ireme yapilarinda yer almaktadir. Tallusa gomiilii
fruktifikasyonlar  peritesyum; tallus yiizeyindekiler ise apotesyum olarak
adlandirilmaktadir. Fruktifikasyonlar himenyum, epitesyum ve hipotesyum olmak iizere
ic tabakadan olugsmaktadir. Askosporlari igeren askus keseleri ve askuslarin etrafindaki
parafiz denilen steril filamentler himenyum tabakasini olusturmaktadir. Himenyumun
istiinde parafiz uclarindan olusan tabaka epitesyum, himenyum altinda mantar
hiflerinden olusan tabaka ise hipotesyum adini almaktadir [6,10,25]. Askosporlarin
cimlenmesiyle gelisen miselyumun alg hiicrelerini sarmasiyla yeni bir liken meydana

gelmektedir.
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Sekil 1.2. Likenlerde tireme yapilar1 [26].



1.1.4. Likenlerin fizyolojisi ve simbiyoz yasam

Likenin yapisinda bulunan mikobiyont ve fotobiyont hiicreleri fizyolojik
paylasimla birbirlerinden fayda sagladiklari simbiyoz bir yasam silirdiirmektedirler.
Likenlerin bu simbiyotik beraberlik sonucunda meydana geldigi ilk kez 1867 yilinda
Schwendener tarafindan ortaya atilmistir. Pek ¢ok bilim adami bu birlikteligi fotobiyont
hiicrelerinin fotosentez yoluyla besin iirettigi; mikobiyont hiicrelerinin ise su ve mineral
maddeleri temin ettigi karsilikli fayda saglanan simbiyoz yasam (mutualistik) olarak
nitelemektedir. Ancak Ahmadjian, (1982) bu birlikteligi kontollii parazitlik olarak
tanimlamaktadir. Mikobiyontun daima fotobiyonttan besin saglamasini parazitlik olarak
degerlendirmektedir [9]. Ancak likenlesmek fotobiyont agisindan da yarar icermektedir
[6,9,27]. Ortaklar ayr1 halde iken ¢ok ender veya hi¢ olamayacaklar1 yerlerde liken
halinde yayilabilmektedirler. Ornegin, ¢ogu serbest-yasayan algler ve siyanobakteriler
likenin pargasi olduklarinda daha kuru ortamlarda da yasayabilmektedirler. Ayrica
mantar hiicreleri fotobiyontun maruz kaldigi 1s1k siddetini de azaltarak kuruma
tehlikesini  Onlemektedir. Boylece yiiksek 1s1ikli ¢evrelere yayilmalarina imkén
saglamaktadir. Mantar ortagt yoniinden bakilirsa, besin {iiretmenin yaninda
siyanolikenlerde fotobiyont nitrojen fiksasyonu yaparak mikobiyont i¢in nitrojen de
saglamaktadir, 0yle ki ana partneri yesil alg olan likenlerde dahi tallusdaki belirli
bolgelerde mavi-yesil alg ortakli olanlar1 ¢oktur [6,9,27]. Ayrica yavas gelisen
mikobiyontun serbest yasam durumunda diger mantarlarla rekabet etmeleri ve hayatta
kalmalar1 zorlasmaktadir. Sonu¢ olarak mikobiyontlar ¢ogu zaman zorunlu

likenlesmektedir [6,9].
1.1.5. Likenlerin sistematik tarihcesi ve siniflandirilmasi

Yeryiiziindeki karasal habitatlarin ilk kolonizatorleri muhtemelen likenlerdir;
fosil kayitlar1 400-600 milyon yil 6ncesine kadar uzanmaktadir [28-30]. Theophrastus,
ilk defa M.O. 1V. yiizyilda “Lichen” sdzciigiinii kullanmaktadir. Carolus von Linneaus
ise “Species Plantarum” adli eserinde 80 liken tiiriinii tek bir “Lichen” cinsi altinda
toplayarak liken nomenklatiiriinii baslatmaktadir [6]. Ancak ilk uygun liken
simiflandirmasimi gerceklestiren Erich Acharius “likenolojinin babasi” olarak kabul
edilmektedir [31-32]. Ilerleyen siirecte likenler mantar sistemi iginde likenlesmis

mantarlar (“lichenized fungi”) olarak diger mantarlardan (“non-lichenized fungi”) ayri



bir grup kabul gérmektedir [6].

Diinya ¢apindaki likenlerin tiir sayis1 yaklagik 28.000 takson olarak tahmin
edilmektedir [33]. Mantar bileseninin daha baskin olmasindan dolayr mantarlar alemi
icinde siniflandirilan likenler tiim mantarlar iginde % 20 orana sahiptir. Ascomycetes
smifina ait mantarlardan da % 40 kadari, yaklasik 13500 tiir likenlesmis mantarlardan

olusmaktadir [6,27,34].

Evrimsel (geleneksel) metoda gore Tehler ve Wedin (2008) tarafindan
olusturulan likenlesmis mantarlarla ilgili son smiflandirmaya gore Ascomycota
filumuna (sube) ait 3 smif, 7 alt sinif, 14 takim ve bu takimlara ait toplam 72 familya;
Basidiomycota filumuna ait ise 1 sinif, 1 takim ve 1 familya ile 20 tiirii olan tek bir cins
bulunmaktadir. Bunun yaninda o6zellikle cins ve familya diizeyinde sistematik yeri
kesinlesmemis taksonlar da vardir [6]. Giiniimiiz molekiiler teknikleri siniflandirmaya

onemli katkilar saglamaktadir [6,35,36].

Liken tiirlerinin ikili adlandirmasinda mantarlara ait isimler kullanilmaktadir,
adlandirma ise Uluslararast1 Botanik Isimlendirme Kodu (International Code of

Botanical Nomenclature-Code) ile kararlastirilmaktadir [25,36].

Liken sekonder metabolitleri ayrica smniflandirma ve tiir tayininde
(identifikasyon) ayirt edici role sahiptir [37,38]. Bu maddeler tiirlerin, tiir alti
kategorilerin ve kemotiplerin sistematik analizlerinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte
tiirlerin filogenetik ayriminda genetik sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde etkili
genler de tercih edilmektedir [39-42].

1.1.6. Likenlerin kullanim alanlar:

Liken tiirlerinin etno-likenolojik kullanimlarinin yaninda, potansiyel biyolojik
aktiviteleri giincel bilimsel ¢aligmalarla tespit edilmektedir [43]. Dogada ise likenler
diger canlilar tarafindan besin (insanlar, geyik, ke¢i, salyangoz vb. gibi) ya da barinak
(bocek, kus yuvasi gibi) olarak kullanilmaktadir. Likenlerin mantar hiicreleri tarafindan
iiretilen likene-6zgii sekonder metabolitlerin tip alaninda, eczacilik ve ilag sektoriinde,
boya maddesi liretiminde veya parfiim, pudra vb. kozmetik {iirlinlerinin igeriginde, besin
endiistrisinde vb. bir¢ok endiistriyel alanda kullanildiklar1 bilinmektedir [5,40,44-48].

Kirmiz1 turnusol kagidi, orsey boyasi ve etil alkol iiretilmesi, ekmek unu elde edilmesi



ve develerin besini olarak tercih edilmesi, maket, c¢elenk gibi dekoratif iiriinlerin
tasarlanmasinda yararlanilmasi likenlerin kullanimlarina 6rnek olarak gosterilmektedir
[5,43,49]. Son yillarda Ozellikle tipta ve eczacilik alaninda sekonder metabolitlerin
kullanimi artig gostermektedir. Bilimsel ¢aligmalar likenlerin antibakteriyel, antifungal,
antioksidan, anti-inflamatuar, antiviral, anti-iilser, sitotoksik, antikanser, antiproliferatif,
apoptotik, analjezik, anti-allerjen, antiplatelet, antitrombotik, anti-genotoksik,
antimutajenik, antiprotozoal, antiherbivor, bitki biiyliime inhibitorii, enzim inhibitorii vb.

birgok biyolojik etkinliklerini ortaya koymaktadir [1,3,8,43,44,50-55].
1.1.6.1. Likenlerin ilag¢ olarak kullanimi

Biyolojik organizmalar igerisinde incelenen likenler antik caglardan beri tibbi
ozellikleri itibariyle degerlendirilmektedir [56]. Ozellikle 1liman ve kutup
bolgelerindeki kiiltiirler tarafindan geleneksel ilaglarda kullanilmaktadir Diinyada ve
tilkemizde ¢ok eski zamanlardan beri halk hekimliginde birgok hastalig1 tedavi etmek
icin yararlanilmaktadir [1-4]. Geleneksel tiptaki likenler, yaralar, deri rahatsizliklart,
solunum ve sindirim sorunlar1 ile obstetrik ve jinekolojik kaygilarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir [56]. Afrika'da, Avrupa'da, Asya'da, Okyanusya'da, Kuzey
Amerika'da ve Giiney Amerika'da kiiltiirlerde likenlerin tibbi kullanimimin kayitlar
bulunmaktadir [56]. Avrupa'daki likenlerin tibbi kullaniminin kékenleri, M.O. 4. ve 3.
yy. Antik Yunan bilim adamlari1 Hipokrat ve Theophrastus'a kadar gitmektedir [6,56].
Bitkisel tedavinin ¢ok yaygin oldugu Cin tibb1 gibi tamamlayici tedavilerde ve biiyiik
bilginlerin eserlerinde Bryoria, Evernia, Lobaria, Parmelia, Peltigera, Usnea,
Xanthoria cinslerine yer verilmektedir. Bu tiirlerin tibbi 6nemlerine dair agiklayici
bilgiler de verilmektedir [1-4,43,57,58]. Ornegin halk tarafindan pek ¢ok Cladonia
tiiriiniin akciger hastaliklarinin ve tiiberkiiloz hastaliginin iyilestirilmesinde etkili oldugu
kaydedilmistir. Usnea cinsinin agr1 kesici ve ates diisiirlicii etkilerine yer verilmistir.
Bununla birlikte Usnea’dan elde edilen usnik asidin giiclii bir antibiyotik oldugu da
belirtilmektedir [59]. Ramalina thrausta tiiriiniin yara tedavisinde, mantar ve deri
hastaliklarinin iyilestirilmesinde, bogaz ve dis agrisinda etkili oldugu bilinmektedir
[60]. Yine Kuzey Avrupa'da Cetraria islandica tiiriiniin oksiiriik ve nezle tedavisinde

cay seklinde kullanildig1 kaydedilmistir [6].



1.1.6.2. Likenlerin antimikrobiyal, anti-quorum sensing, antibiyofilm etkisi

Hastaliklarin - 6nlenmesinde kullanilan likenlerin 1iyilestirici 6zelliklerinin,
yapilarinda bulunan sekonder bilesiklerden (asitlerden) kaynaklandigi bilinmektedir.
Ormegin Cladonia, Evernia, Cetraria, Usnea, Alectoria, Ramalina cinslerinden bazi
antibiyotikler elde edilmektedir. Literatiirde protolikesterinik asit, pulvinik asit, evernik,
olivetorik asit, giroforik asit, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik
asitin antimikrobiyal 6zellige sahip olduklarina yer verilmektedir [1]. Manojlavic ve
ark. (2013) tarafindan Evernia prunastri ve Pseudevernia furfuracea liken tiirlerine ait
ozitlerin S. aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, B. mycoides ve Klebsiella
pneumoniae bakterilerine karsi antibakteriyel etkileri tespit edilmistir [61]. Evosin
maddesinin Gram pozitif koklara, Mycobacterium tuberculosis (verem basili) ve
Corynebacterium diphteria (difteri basili) suslarina karsi etkisi bilinmektedir.
Ingolfsdottir ve ark. (1997) tarafindan Cetraria islandica'dan elde edilen sekonder
metabolit protolikesterinik asitin Helicobacter pylori iizerinde antimikrobiyal etkisi
ortaya ¢ikarilmistir [62]. Liken maddelerinin ¢ogunlukla Gram pozitif bakterilere karsi
daha etkili oldugu disiiniilmektedir. Ancak pek ¢ok arastirmada liken sekonder
metabolitlerinin Gram negatif bakterilere kars: da antimikrobiyal etkileri kaydedilmistir
[61-66]. Ornegin, Acikgdz ve ark. (2013) tarafindan Cladonia convoluta kloroform
Oziitiiniin Gram negatif E. coli susu iizerinde yiiksek antimikrobiyal etkisi oldugu tespit

edilmistir [52].

Packiavathy ve ark. (2011), bakteriyel patojenler arasinda antibiyotik direncinin
artmasi ve antibiyotiklerin etkisinin azalmasindan dolay1, bakteri enfeksiyon tedavisinde
yeni tedavi yollarina ihtiya¢ duyuldugunu belirtmislerdir [67]. Arastiricilar birgok tibbi
vakanin olugmasinda bakterilerin olusturdugu biyofilmin 6nemli rol oynadigimi
bildirmektedirler. Amerika’da bulunan Hastaliklar1 Koruma ve Kontrol Merkezleri
hastane enfeksiyonlarinin % 65’inin biyofilmler tarafindan meydana geldigini
belirtmektedir. Gelistikleri biyofilm modeli icerisinde yasayan tiirlerin, ayni tiire ait
planktonik tiirlere gbre antibiyotik direncini 1000 kata kadar fazla arttirabildikleri
gbzlenmistir [68]. Ornegin, ¢ogunlukla toprak ve suda bulunan Gram (-), cubuk sekilli,
P. aeroginosa’nin, ozellikle immiin yetersizligi olan hastalarda solunum ve idrar

yollarinin, yaniklarin ve agik yaralarin firsatg1 patojeni oldugu ve kanda enfeksiyona ve



ciltte dermatite sebep olabildigi bilinmektedir. P. aeruginosa, son yillarda artan etki
alani, trettikleri virlilans faktorlerinin farklilig1 ve stirekli artig gosteren antibiyotik
diren¢ oranlariyla sik rastlanan, mortalite ve morbiditesi yliksek, tedavisi gii¢
enfeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir [69]. Gram pozitif S. aureus ise
Staphylococcaceae familyasindan insan cilt florasinda kommensal olarak da
bulunabilen hastane enfeksiyonu etkeni bir bakteri tiliriidiir [70]. S. aureus suslarin da
hastane ortaminda antibiyotiklere karsi diren¢ kazanarak yok edilmesinin zorlastigi
bilinmektedir. Bu bakterilerin biyofilm olusturarak, klor gibi ¢esitli kimyasallara ve
elektrik akimi, ultrases gibi fiziksel dezenfektanlara ve cesitli antibiyotiklere karsi

direng gelistirdigi ve ortamdan uzaklastirilmasinin zorlastig1 bilinmektedir.

Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesinde ilk asama, biyofilm
olugsmadan once gerekli tedbirlerin alinmasi olarak belirtilmektedir. Yeni bir yaklasim
ise, bakteriyel biiylime devam ederken hiicreler arasindaki haberlesmenin engellenmesi
seklindedir. Ciinkli biyofilm olusumunun en Onemli sebebinin, bakterilerin kendi
populasyonlariin iginde algilama ve cevaplama kabiliyeti olarak tanimlanan ‘“hiicre-
hiicre etkilesimi” veya “quorum sensing (QS)” yardimiyla oto-indiikleyici (autoinducer)
molekiiller tarafindan gergeklestirilen iletisim sonucu olusan bakteriyel patogenez
oldugu belirtilmektedir [71]. Bu nedenle, dezenfeksiyon islemi sirasinda bakterilerin
etkilerinin azaltilmasi veya yok edilmesinin yan1 sira bakterilerin biyofilm olusturmasini
onleyici anti-QS ozellige sahip, doga ile dost ve insanlara zarar vermeyen biyolojik
materyallerden elde edilen dezenfektanlarin kullanilmasinin 6nemi giin gegtikce
artmaktadir. Bu baglamda antimikrobiyal madde olarak ilk test edilen ve en ¢ok One
¢ikan liken maddesi, direngli Staphylococcus suslarina kars1 dahi etki gosterdigi bilinen
ve pek cok liken tiirlinde bulunan usnik asit olmustur [72,73]. Usnik asitin
antimikrobiyal etkisinin yaninda anti-QS ve antibiyofilm etkileri de ortaya
¢ikarilmaktadir [74]. Nithyanand ve ark. (2015) liken sekonder metabolitlerinden olan
usnik asidin Streptococcus pyogenes bakteri tiirii tizerinde hem antibakteriyel aktivite
gosterdigini hem de bakterinin biyofilm formunu inhibe ettigini rapor etmektedir [75].
Riedel ve ark. (2008) tarafindan gergeklestirilen ilk c¢alismalarda ise lakton liken
bilesiklerine odaklanmis ve protolikastinik asidin, P. aeruginosa ve Burkholderia
cenocepacianin iletisim sistemleri ile etkilesime girdigini ortaya koymustur [76]. Yine

Platismatia glauca ve P. furfuracea tiirlerinin farkli ¢oziiciilerle elde edilmis 6ziitlerinin
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antibiyofilm etkisi tespit edilmistir [77]. Zeaksantin, atranorin, fumarprotosetrarik asit
ve usnik asit biyofilm Onleyicileri olarak rapor edilmistir ve arastirilmaya devam
edilmektedir. [78-80]. Goriildiigii gibi antibakteriyel etkinligi yiiksek likenlerin, QS
(Quorum Sensing) sinyal mekanizmasinin bloke edilmesi yoluyla biyofilm tabakasinin
olusumunun engellenmesi i¢in yeni etken maddelerin gelistirilmesinde iyi bir alternatif
olabilecegi aciktir. Ancak liken tiirleri ve sekonder metabolitleri ile ilgili heniiz yeni

baslamis olan bu alandaki ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.
1.2. Liken Kiiltiir Uygulamalari ve Son Gelismeler

Diinyada likenler, mantarlarla fotosentetik alg veya siyanobakteriler arasindaki
en yavas biiyliyen simbiyotik yasam birligini olusturmaktadir. Likenler kendilerine 6zgii
genis bir sekonder metabolit dizisi iiretmektedirler. Sekonder liken metabolitlerinin
birgogu, c¢ok diisiik konsantrasyonlarda, g¢esitli biyolojik aktivitelerde belirgin
inhibisyon gosterebilmektedir. Ancak giliniimiizde, sadece az sayida liken ve bilesikleri
biyolojik dnemleri agisindan test edilmistir ve halen test edilmek i¢in ¢ok daha fazlasi
bulunmaktadir. Umut verici sonuglar sergileyen bu bilesiklerin derinlemesine
calismalar1 da dahil olmak iizere bu alandaki arastirmalarin genisletilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Endiistriyel ve tibbi agidan pek cok alanda faydalanilan likenlere 6zgii
sekonder metabolitler her gecen giin biraz daha 6nem kazanmaktadir. Likenlerin
lyilestirici giiglerini belirlemek igin, etken maddeler hakkinda bilgi sahibi olmak en
onemli asama olarak degerlendirilmektedir. Liken esasl ilag tedavileri ve ardindan bu
bilesiklerin en iyilerinin biiyiik 6lgekli iiretimi konusunda da giliclii bir odaklanma
gerekmektedir [81]. Ancak likenlerin dogada olduk¢a yavas biliyliyen organizmalar
olmas1 nedeniyle etken madde elde edilmesi agisindan bitkilere oranla daha sinirli bir
materyal kaynagi olduklar1 da gz Oniine alinmalidir [6]. Birgok likenin dogadan
istenilen miktarlarda toplanmasi miimkiin olmamaktadir. Bu sebepten endiistriyel
anlamda kullanmak i¢in uygun miktar1 bulmak bazi liken tiirleri bakimindan oldukca
zordur. Bu nedenlerle son yillarda likenlerin kiiltiir ortaminda laboratuvar kosullarinda
cogaltilmas1 ve miimkiin olursa dogadakine oranla daha hizli ve daha fazla miktarda

tiretilmeleri alternatif yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Liken maddelerinin ticari olarak kullanilmasi i¢in, dogal olarak yetisen tallusa

ihtiya¢c duyulmaktadir. Ancak bu durum yiiksek miktarda dogal liken 6rneginin yok
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edilmesine sebep olmaktadir. Korunan alanlardaki liken popiilasyonunun diisiisiinii
onlemek igin, akla getirilebilecek tek alternatif liken oOrneklerinin in vitro kiiltiirde
cogaltilmasidir [82]. Liken in vitro kiltiirii, liken metabolitlerinin biyosentetik yollarini
ve Uretim igin gerekli olan kosullar1 arastirmak i¢in Onemli bir ara¢ olarak
degerlendirilmektedir [82]. 1970'lerden beri, deneysel likenoloji, kiiltiir kosullarinin
iyilestirilmesi ve optimizasyonu iizerine yogunlagmaktadir [83]. Thomas, (1939)
Cladonia pyxidata'nin ilk kez yeniden ¢ogaltildigini rapor etmektedir [84]. Ahmadjian,
(1961)'de kiltiir tekniklerinde bazi degisiklikler yapmistir [85]. Ancak, biitiin liken
tallus kiiltiirii ¢ok zordur ve pek ¢ok problem ¢oziilememistir. Cok az sayida likenolog
tim liken tallusunu ¢ogaltmay1 basarmistir. Cladonia cristatella, Endocarpon pusillum
and Staurothele clopima basarili bir sekilde Ahmadjian (1966), Ahmadjian ve Heikkild
(1970) tarafindan kiilttirlenmistir [86,87]. Daha sonra, Usnea rubescens, Ramalina
yasudae ve Cladonia vulcani, thallus indiiksiyonu ile kiiltiirlenmistir ve kiiltiirde usnik
asit Uretimi bildirilmektedir [88,89]. Liken kiiltiirii dokusunun biiyiimesi tizerine kiiltiir
kosullarinin etkileri ¢esitli arastirmalarla incelenmistir [90,91]. Siyanobakteri liken
tiirleri kiiltiirlenmistir [92]. Liken simbiyontlarinin basaril bir sekilde kiiltiiriinden sonra
veya izole edilmis mikobiyontlardan sekonder metabolit elde edilmeye ve biyolojik
aktivite calismalarina gegilmistir [46,88,93-103]. Son yillarda ise liken Orneklerinin
sanayiye aktarilmasini saglamak amaciyla kiiltiir kosullarinin degistirilerek en 1yi

biiylimenin saglandig1 besin ortami1 bulunmaya ¢aligilmaktadir [103-105].

Likenlerin kiiltiire alinmasinda en sik kullanilan iki yontem bulunmaktadir.
Ureme yapisi olarak apotesyum veya peritesyum iceren drneklerde, ilk kez Ahmadjan
(1993) and Pyatt (1973) tarafindan 6nerilen ve spor ¢imlenmesine dayanan bir yontem
uygulanmaktadir [106,107]. Bu yontemle liken yapisinda bulunan mantar ortagina ait
sporlar kiiltiir ortaminda ¢imlendirilmesi ve tek bir spordan mikobiyontun gelismesi
saglanmaktadir [108]. Diger yontemde ise liken tallusundan mikobiyont dokusu izole
edilerek steril sartlar altinda kiiltiire alinmaktadir. Hiicrelerin ¢ogalmasi ile kiiltiirde
liken mikobiyontu biylimektedir [109]. Segilen likenlerin kiiltiirli, numunelerin
toplanmasindan sonraki birkag giin i¢inde baslamalidir, ¢iinkii yeni toplanan
orneklerden en iyi sonuglar elde edilebilmektedir [110]. Liken kiiltiirii olustururken
besin yoniinden zengin besiyerleri kullanmak genellikle zor olmaktadir. Ciinkii bu

durum kontaminsayon riskini artirmaktadir. Bakteriler, mayalar ve diger mantarlar i¢in
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uygun ortam olusturmaktadir. Kullanilacak tiim malzemelerin steril olmasina 6zen
gosterilmeli ve c¢alismalar UV kabin iginde gergeklestirilmelidir. Likenlerin taze
toplanmasi veya bir hafta i¢inde kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bununla birlikte,
birka¢ hafta boyunca kurutulmus veya birka¢ yildir dondurucuda saklanan likenlerde

kullanilabilmektedir.
1.2.1. Spordan tiiretilmis kiiltiir (Spore-derived culture)

Yoshimura ve ark. (2002) tarafindan gelistirilen yontemde dogadan toplanan
liken tallusu, stereo mikroskop altinda taranarak saglikli {ireme yapilar1 (apotesyum)
sterilizasyon i¢in secilmektedir [108]. Olgun apotesyumlar tallustan kesilip alinarak 24
saat oda sicakliginda steril su iceren bir ortamda bekletilmektedir. Daha sonra
apotesyumlar 30 dk-1 saat kadar musluk suyu altinda yikanmakta ve % 2'lik Tween
80'de 5 dakika bekletilmektedir. Kimyasalin uzaklagsmasi icin deiyonize su ile
yikanmaktadir. Sterilize edilmis apotesyumlar steril sartlarda kurutulmaktadir.
Apotesyumlar petrilerin iist kapagina petrolium jel ile tutturulmaktadir. Petrinin iist
kapagi sadece % 4 agar igeren besi yeri lizerine kapatilarak ve sporlarin besiyerine
atilmas1 i¢in karanlik ortamda 15 °C'de inkiibe edilmektedir. Periyodik olarak
gozlemlenmektedir. Mikroskop altinda sporlarin ¢imlenmesi lacto-fenol-blue boyasi
kullanilarak izlenebilmektedir. Cimlenme bazi tiirlerde bir giin siirerken bazilarinda bu
siire 2-3 haftaya ulagmaktadir. Bu siirecte gilinliik olarak alttaki besiyerini degistirmek
cimlenen sporlar1 gozlemlemeyi kolaylastirabilmektedir. Cimlenme gergeklestikten
sonra sporlar tek tek malt-yeast besiyerine alinarak inkiibe edilmektedir. Bu yontemin
basarili olmasi olgun apotesyum segimine, toplanma donemine, toplanirken
apotesyumlarin hasar almasina, spor keselerinin yasma bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Sporlarin tek tek izole edilmesinin zor oldugu durumlar i¢in Ahmadjian
(1993) tarafindan mikropipet teknigi gelistirilmistir. Kiiltlir ortaminin sicakligi ve pH

seviyesi ¢imlenme siirecini etkilemektedir [106].
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Sekil 1.3. Liken apotesyumundan kiiltiire alma asamalar1

1.2.2. Liken tallus parc¢asindan tiiretilmis kiiltiir (Thallus fragment-derived

culture)

Yamamoto ve ark. (2002) tarafindan gelistirilen yontem O6zellikle apotesyum
icermeyen veya olgun apotesyum bulundurmayan tiirler icin siklikla kullanilmaktadir
[109]. Ancak kontaminasyon orani daha fazla olmaktadir. Ciinkii tallus yilizeyinde veya
izidlerde ¢ok sayida farkli organizma yer almaktadir. Yontem uygulanirken Once
tallus'tan yaklasik 1 cm uzunlugunda bir boliim makas veya bicak ile ayrilarak, musluk
suyu altinda 30 dk-1 saat boyunca yikanmaktadir. Tallus pargasi daha sonra distile su
iceren havanda ezilerek homojenize edilmektedir. Homojenat 6nce 500 pwm, sonra 150
um por capina sahip filtrelerden gecirilmektedir. Filtre lizerinde kalan tallus parcalar
mikroskop altinda segilerek steril igne ile toplanarak egimli malt-yeast agar besiyeri
yiizeyine inokiile edilmektedir. Ornekler 15 °C'de inkiibasyona birakilmaktadir.
Inokiilasyondan iki hafta sonra egrilikler iizerinde mikobiyont hifleri ve alg hiicreleri

gbzlemlenebilmektedir

Omege gore uygun yontemle elde edilen kiiltiirler uzun siire muhafaza
edilebilmektedir. Ancak 2-3 ayda bir alt kiiltiir almak tavsiye edilmektedir. Kiiltiir
kosullarinda sicaklik ve pH biiylimeyi etkilemektedir. Mikobiyontlar maksimum
bliylimeyi genellikle 15-20 °C'de gostermektedirler. Tiirden tiire degismekle birlikte

genellikle pH 5-6 aralig1 optimum deger olarak bilinmektedir. Kiiltiir ortamindaki besin
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icerigi bliylimeyi etkilemektedir. Aminoasit ve karbonhidrat kaynaklar1 genellikle
biiyiimeyi olumlu etkilemektedir. Mannitol, maltoz ve laktoz gibi karbon kaynaklari
olumlu etki yaparken sitrat, asetat, erithritol gibi zayif karbon kaynaklari olumsuz etki
gostermektedir. Karbon ve nitrojen kaynaklari mikobiyontun morfolojisinde ve

fizyolojisinde degisikliklere sebep olabilmektedir [108,110].
1.3. Liken Sekonder Metabolitleri

Likenler, temel ve yasamsal faaliyetler i¢in iiretilen metabolitlerinin yaninda
organizmanin kendini savunmasini saglayan, ¢ok olumsuz ve sert ¢cevre kosullarinda
yasamasina yardimci olan Sekonder metabolitlerde sentezlemektedirler [111,112].
Likenlerde bulunan sekonder metabolitlerin ¢ogunlugu mantarin sekonder metabolitleri
olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii liken sekonder metabolitleri mantar hiicrelerinde
sentezlenmektedir. Ancak likenlerin alg ve mantar ortaklarinin ayr1 iken iiretemedikleri,
sadece simbiyotik iligki icerisinde iiretebildikleri maddeler de bulunmaktadir [1,6,8].
Liken sekonder metabolitlerinin sentez mekanizmasi likenlesmeyen mantarlarla
benzerlik gostermektedir. Bu nedenle liken sekonder metabolitlerinin sentezinde
fotobiyontun (alg bileseni) gerekli olmadig: diisiiniilmektedir. Bu diislincenin kanit
olarak likenden izole edilen mantarlarin kiiltiir ortaminda uygun sartlar saglandiginda
ayni metabolitleri sentezleyebilmesi gosterilmektedir. Ancak sekonder metabolitlerin
cogunlugu sadece liken olusturan mantarlar tarafindan tretilmektedir ve izole edilen
mantarlar simbiyotik mantarlardan farkli metabolitler iiretebilmektedir [14].
Fotobiyontun metabolitin sentezlenmesi igin gerekli on maddelerin sentezlenmesinde ve
uygun sartlarin olusmasinda etkili oldugu distiniilmektedir [27]. Ayni zamanda
sekonder metabolitlerin fotobiyont yapisindaki enzimlerin diizenleyicisi oldugu da ifade
edilmektedir [27]. Liken sekonder metabolitleri diger mantarlar ve bitkilerin
metabolitleriyle benzer ozellikler gostermektedir ancak pek c¢ok liken maddesi veya
metaboliti yiiksek bitkilerinkine gore daha benzersizdir [1,27,82,111,113,114].

Liken kimyasi 19. yiizyilin baslarindan buyana gectigimiz yiiz yi1l boyunca
likenlerde bulunan birgok aromatik bilesigin benzersizligi nedeniyle pek ¢ok likenolog
tarafindan incelenmistir [30]. Yapilan incelemeler sonucu alifatik ve aromatik yapida
1050'den fazla sekonder metabolit 6zelligi tasiyan bilesik oldugu belirtilmektedir [114].

Metabolitlerin cogunlukla liken tallusunun iist korteksinde veya meyve topluluklar: gibi
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Ozellesmis yapilarda biriktigi bilinmektedir [113]. Genellikle suda ¢oziinmeyen ve
sadece organik c¢oziiciiler ile ekstrakte edilebilen bu bilesiklerin insan saghigi ve
beslenme konularinda biiyiik rolleri bulunmaktadir. Liken metabolitleri ile ilgili pigment
tiretimi, bagisiklik diizenleyici, toksin atici, bocek oldiiriicti, antimikrobiyal, antiviral,
antifungal, antioksidan, antitlimdral, anti-allerjen, bitki biiylime inhibitorii, bellek
artirici, antiherbivor, enzim inhibitorii v.b. pek c¢ok biyolojik etki literatiirde
kaydedilmistir [1,3,8,43,52,82]. Liken sekonder metabolitleri ayrica tiir tayini agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadirlar [37].

1.3.1. Liken sekonder metabolitlerinin sentez mekanizmasi

Cesitli biyosentetik yolaklarla iiretilen liken sekonder metabolitlerinin sentez
mekanizmas1 ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Asahina ve Shibata (1954)
tarafindan gergeklestirilen arastirma metabolit sentez mekanizmast ile ilgili ilk aragtirma
olarak bilinmektedir [6]. Culberson ve Elix, (1989), yolaklarla ilgili c¢alismayi
genigleterek modifiye etmislerdir [115]. Son bilgilere gore sekonder metabolit
sentezinde esasen Asetil-polimalonil (Poliketid), Skimik asit ve Mevalonik asit yolu
olmak ftizere ii¢ 6nemli yolak rol oynamaktadir [1,6,8,43,114-116]. Tiim yolaklarin
glikoz katabolizmasinin ana {irlinii olan Asetil-CoA ile basladig1 diistiniilmektedir. Bu
siirecte fotobiyont ve mikobiyontun ortak c¢alismasi s6z konusudur. Alg tarafindan
salinan ve mantara verilen karbonhidrat c¢esidi fotobiyonta gore degismektedir.
Siyanobakterileri igeren likenlerde glikoz salinmaktadir ve mantara aktarilmaktadir.
Yesil algleri igeren likenlerde ise seker alkolleri (eritritol, ribitol, sorbitol, mannitol)
salinarak mantara aktarilmaktadir. Mikobiyonta ulasan karbonhidratlar, glikoliz veya
pentoz  fosfat donglilerinden gecerek sekonder metabolitlerin  sentezinde

kullanilmaktadir (Sekil 1.4).
1.3.1.1. Asetil-polimalonil yolag:

Likene 0zgii sekonder metabolitlerinin ¢ogunlugu bu yolakla sentezlenmektedir
[117]. Asetil-polimalonil yolag: poliketid yolag: olarak da adlandiriimaktadir. Adindan
da anlasilacag1 iizere, genellikle, karbon omurgasinda keto (C = O) gruplarn
icermektedir. Cok sayida malonilCoA molekiilii asetilCoA molekiilleriyle birleserek

liken sekonder metabolitlerine donismektedir [1,6,8,114,115]. Bu molekiillerin
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birlesmesiyle poliketid ana zinciri meydana gelmektedir. Ana zincirin elde edilmesinden
sonra metilasyon veya farkli halkalanma sekilleri ile farkli 6zelliklere sahip metabolitler
sentezlenmektedir. Poliketidler, dogal olarak bulunan metabolitlerden olusan bir siniftir.
Bakteri, mantar, algler ve vyiiksek yapili bitkiler ile hayvanlar aleminde de
sentezlenmektedir. Likenlerde bulunan en yaygin monoaromatik bilesikler orsellinik
asit ve onun tlirevleridir. Orsellinik asit en basit poliketid bilesigidir ve ayrica hem

Penicillium spp., hem de baz1 bakterilerde bulunmaktadir [30].

FOTOBIYONT

GLikoz
ERITRITOL
RiBiTOL

MANNiTOL
MONOSAKKARITLER «— MIKOBIYONT—— 5 PENTOZ FOSFAT SiKLUSU

N ASETiL-CoA
* |

v

MEVALONIK ASIT YOLAGI ASETIL POLIMALONIL YOLAGI SiKiMIK ASIT YOLAGI
(POLIKETID YOLAGI)

TERPENLER  KAROTENOIDLER . / FENILPURIVIKASIT
USNIK ASITLER KROMONLAR 'l'
,l, KSANTONLAR
‘ g iFATI v .
STEROIDLER YUKSEKALIFATIK ANTRAKINONLAR
ASITLER
ORSELLINIK ASIT B-ORSELLINIK ASIT ) v
I TERPENILKINON PULVINIK ASIT
b ARA-DEPSIDLER TUREVLERI TUREVLERI

META-DEPSIDLER
TRI-DEPSIDLER
TETRA-DEPSIDLER
DEPSONLAR
DEPSIDONLAR
BENZILESTERLER
DIBENZOFURANLAR

Sekil 1.4. Liken sekonder metabolit ¢esitleri [43].

Ozellikle depsid, depsidon, dibenzofuran, usnik asit, depsone, kromon, ksanton,
antrakinon gibi kompleks sekonder metabolitler “Poliketid” grubunda yer almaktadir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar para-depsidlerin daha biiyiik molekiiller olan meta-
depsid, depson, depsidon, difenil eter ve dibenzofuranlarin 6ncii maddesi oldugunu
ortaya ¢ikarmistir [6]. Barbatik asit, diffraktaik asit, 4-Odemetilbarbatik asit, atranorin,
Kloroatranorin, baeomisesik asit, skuamatik asit, lekanorik asit, divarikatik asit,
obtusatik asit, perlatolik asit vb. para depsidler ise iki veya ii¢ orsinol ve [-orsinol
molekiillerinin kendi halinde ester, karbon-karbon baglari ya da eter baglar
olusturmasiyla sentezlenmektedir [1,6,8]. Depsid, depsidon ve depsonlar 2 orsellinik

asit fenol grubunun birbirine baglanmasiyla olusmaktadir. Daha sonra yapisinda
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bulunan fonksiyonel (R) grubun yapisina ve fenil iizerindeki sayisina gore birbirinden
farkli metabolitler ortaya ¢ikmaktadir. Orsinol ve B-orsinol tiirevleri (depsid, depsidon
ve dibenzofuran) likenlerde ortak yasamin kurulmasinda partnerler arasinda ve ¢evreyle

etkilesim kurulmasinda muhtemelen rol oynamaktadir [8,118,119].

Dibenzofuranlar ise orsellinik asit halkalanmasi yoluyla elde edilen fenol yap1
blogundan tiiretilmektedir [1]. Streptisilin, alektosarmentin, didimik asit ve pannarik asit
bu sekilde olusturulan dibenzofuranlara Ornektir. Usnik asitler de dibenzofuranlara
benzer yap1 gosterirler ancak usnik asitlerin yapisinda orsellinik asit tip fenol gruplari

yerine 2-metil-flor-asetofenon halkalar1 bulunmaktadir.

Asetil-polimalonil yolagi ile sentezlenen kromon, ksanton, antrakinon gibi
aromatik bilesikler ise poliketid zincirinin i¢ halkalanmasi yoluyla diizenlenmektedir.
Bu tiriinler liken olusturmayan mantarlarin ve yiiksek bitkilerin metabolitleri ile ayn1 ya

da benzerdir.
1.3.1.2. Sikimik asit yolag:

Shikimik asit yolu aromatik bilesiklere alternatif bir yol saglamaktadir. Sikimik
asit yolag1 6zellikle pulvinik asit ve terpenilkinon tiirevlerini icermektedir. Bu bilesikler,
iki adet fenilpiirivatin birlesmesi ile elde edilir. Ozellikle aromatik amino L-fenilalanin,
L-tirozin ve L-triptofan asitleri kullanilmaktadir. Ozellikle Stictaceae familyasina ait
likenlerde bu gruba ait metabolitler genis yer tutmaktadir [8]. Son yillarda
Epidithiodioxopiperazine  grubununda sikimik asit yolaginda sentezlendigi
bildirilmektedir. Bu gruba ait Methylscabrosin maddesi liken sekonder metaboliti olarak

kayda gegmistir [30].
1.3.1.3. Mevalonik asit yolag:

Liken sekonder metabolitlerinin karotenoidler, terpenler ve terpenoidler gibi az
bir kism1 mevalonik asit yolu ile sentezlenmektedir. Bu yolagin sonucunda firetilen
maddeler diger canlilardakiler olduk¢a benzemektedir [1]. Triterpenler likenlerde
siklikla gorilmektedir. Farkli likenlerden 20 farkli triterpen tiiretilmistir. Zeorin
metaboliti ¢esitli likenlerde bulunan baslica triterpenlerdendir [8]. Mevalonik asit

yolaklari, 6te yandan C5 isopren birimlerinden tiiretilen terpenoidleri iiretmektedirler
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[120]. Likenler ayni zamanda ergosterol ve sitosterol denilen birka¢ sterol de
sentezlemektedir. Bu molekiiller skualen tip dnciiniin halkalanmas: ile elde edilmektedir
[1]. Likenlerde tespit edilen diterpenlerden 16a -hidroksikauran maddesi, likenlesmemis

mantarlarda gibberellik asitin 6ncii formu halinde bulunmaktadir [1].
1.3.2. Liken poliketid sentezinden sorumlu genler ve isleyis mekanizmasi

Son yillarda likenlerin sinirli bir materyal kaynagina sahip olduklar
diisiincesiyle etken madde eldesi i¢in farkli yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
yaklasimlardan biri de likenlerde sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde etkili olan
genlerin belirlenmesi ve bu genlerin baska bir canliya aktarilmasiyla etken maddenin
salgilatilmasini saglamaktir [6,8,114]. Bu nedenle likenlerdeki sekonder metabolitlerin
sentez mekanizmasinin aciga ¢ikarilmasinda poliketid genlerinin tam olarak incelenmesi
gerekmektedir. Poliketidlerin biyosentezinde poliketid genlerine gore sentezlenmis
poliketid sentaz enzimleri gorev almaktadir ve bu multienzim kompleksleri asetil-CoA
ve malonil-CoA tiirevlerinin farkli sekillerde aktive edilmesini saglamaktadir
[1,30,41,121]. Sentez asamasindaki farkliliklar enzimlerin yapisindaki farkli islevlere
sahip ketoagcilsentetaz (KS), agiltransferaz (AT), ketorediiktaz (KR), dehidrataz (DH),
enolrediiktaz “ER”, ag¢il tasiyici protein (ACP), C-metil transferaz (CMeT) vb.
bolgelerinin iceriginden veya yerlesiminden kaynaklanmaktadir [6,41,114,121]. PKS
genleri bir cluster (bir kromozomun iizerinde kiime halinde birine bitisik genler) i¢inde
bulunmaktadir. Mantar sekonder metabolitleri bu sirali olarak diizenlenmis kiimeler
tarafindan kodlanmaktadir [122]. Fungal PKS genleri, sirali ve tekrar tekrar kullanilan
ketoacil sentez (KS) bolgesiyle C, birimlerini yogunlastiran ¢ok fonksiyonlu proteinleri
kodlamaktadir. Ketoagil sentez bolgesini (KS) kodlayan gen pargasi oldukca

korunumludur ve PKS primerleri ile kolayca hedeflenebilmektedir [6,30].

Poliketid sentezinde gorevli enzimler genel olarak {i¢ grupta toplanmaktadir.
Bakterilerde ve mantarlarda Tip I ve Tip II poliketid sentez mekanizmas1 gozlenirken,
yiiksek bitkilerde Tip III poliketid sentezinin daha yaygin oldugu belirtilmektedir [41].
Tip III poliketid sentezinde agil tasiyic1 protein (ACP) yerine koenzim A esterleri
kullanilmaktadir [6].

Tip 1 sistemleri, ya tekrarlanmayan (6rnegin, makrolidlerin biyosentezinden

sorumlu modiiler sistemler, eritromisin, rifamisin gibi biiylik halka bilesikleri) ya da
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tekrarlanan ¢ok islevli proteinlerden olusmaktadir [123]. Tekrarlayan tip | (tek
modiiller) PKS'ler gerekli tiim alanlar1 iceren ve aktif yerlerini tekrar tekrar kullanan
tekli protein kompleksleri ile belirli bir poliketid iiretmektedirler. Her yogunlagsma ve
dongii tekrariyla biiyliyen zincire bir C; molekiilii (6rmegin bir CoA esteri)
eklemektedirler. Tekrarlamayan Tip I sistemleri ise modiiller seklinde olusum
gostermektedir ve oOzellikle poliketid uzun karbon zincirlerinin  olusmasini
saglamaktadir. Tekrarlanan ve tekrarlanmayan PKS iirlinleri birlestirilebilmektedir. Bu
durumda, dallanmis bir PK'nin olugsmasina neden olmaktadir. PKS'lerin ¢esitliligi, bu ii¢

istege bagl PKS indirgeyici alanin kullanimindan kaynaklanmaktadir (Sekil 1.5) [41].

Tip | Modiiler Poliketid sentaz (Tekrarlamayan)
Lo 11|nq PKS PKS PKS
Y'HC dule- (module-2 (module-3) {module-4)

[mw@@m@m@@ e

S

-C C =

.j.)

Tip Il Poliketid sentaz (Tekrarlayan)

;)Q) (E@D), — (@ (CHC

*‘vj G :\S)

Tip lll Poliketid sentaz (Tekrarlayan ve ACP tasimayan)

(&), r (&3),, i

T 3

Sekil 1.5. Poliketid sentezinde gorevli enzimlerin sentez mekanizmasi [30].

Likenlerde ise Tip I poliketid sentezi daha yaygin goriilmektedir. Tip I poliketid
sentezinde gorevli enzimler de dncelikle tekrarlayan (iterative) ve tekrarlamayan (non-
iterative) bollimler igermelerine gore gruplandirilmaktadir. Tekrarlayan Tip I poliketid

sentezi enzimleri ise Ui¢ tipe ayrilmaktadir (Sekil 1.6):
- Indirgemeyen (non-reduced-NR)
-Kismen indirgeyen (partially reduced-PR)

- Cok fazla indirgeyen (High-reduced-HR)
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SAT KS AT PT ACP ACP CLc

(A)

— — — — — —

KS AT DH CORE KR ACP

(8) —

KS AT

_D_H_ ) Mr ER KR
(c) —
Sekil 1.6. Tekrarlayan Tip I poliketid sentez enzimlerinin yapisi [30].

A: Indirgemeyen (non-reduced-NR), B: Kismen Indirgeyen (partially reduced-PR) C:
Cok fazla indirgeyen (High-reduced-HR) SAT: Baslangic bolgesi, KS:Ketosentaz,
AT:Aciltransferaz PT: Uriin kalibi, ACP: Acil tastyic1 protein, CLS: Klaisen siklaz,
DH:dehidrataz, KR:ketorediiktaz, ER: Enol rediiktaz, MT: Metil transferaz

Bu ayrim enzim yapisinda B-keto kisimlarinin islenmesini saglayan bolgelerin
varhgina veya yokluguna gore yapilmaktadir. indirgemeyen (NR) tip poliketid
enzimlerinde indirgeyici fonksiyonel etki eksikligi nedeniyle tiim keto gruplar zincir
icinde indirgenmemis olarak kalmaktadir [41,114,121,124]. indirgenmemis poliketid
zinciri genellikle aldol ve / veya Claisen yogunlastirmasiyla aromatik halka (lar)
olusturmak tizere siklize olmaktadir [125]. Oksitlenmis poliketidlerin (¢ogunun bilinen
ve yaygin liken poliketleri) olusumu indirgenmeyen PKS genleri tarafindan kontrol
edilmektedir [124]. Simdiye kadar bilinen tek kismen indirgenmis (PR) poliketid enzim
sistemi 6-metilsalisilik asit sentezinde tespit edilmistir. Bu tipte ketoacil sentez (KR)
bolgesi, C-5'deki keto grubunu bir hidroksil grubuna indirgemektedir. indirgenmis (HR)
poliketid enzim sisteminde ise enol rediiktaz (ER), ketoacil sentez (KR) ve dehidrataz
(DH) bolgeleri bulunmaktadir. Bu tipteki emzimler metillenmeyi gerceklestirmektedir.
Zincir uzatmasi veya ER bolgesi ile komple indirgeme tamamlandiktan hemen sonra C-
metil transferaz (CMeT) bolgesi ile metil grubunun C-2'ye aktarilmasi
gerceklesebilmektedir. Birgok metil transferaz gibi, CMeT alani ile aktarilan metil

grubuna da S-adenosil metiyonin (SAM) kaynak olusturmaktadir (Sekil 1.7) [30,41].
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Sekil 1.7. PKS sentaz ¢esitleri [30].

Liken kaynakli muazzam fenolik c¢esitliligi esas olarak {ic basamakta

gerceklestirilmektedir (Sekil 1.8) [6,30].

1) Ayrnt poliketid yolaklarindan kaynaklanan farkli temel monoaromatik
zincirlerin olusturulmasi

2)  Monoaromatik birimleri gesitli baglantilarla birlestirerek bir araya getirmek

3) Temel monoaromatik birimlerin  post-PKS modifikasyonu yoluyla

sekillenmesini saglamak.
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Sekil 1.8. Metabolit sentez mekanizmasi [30].

Liken bagl fenoliklerin yapisal ¢esitliligini gliglendiren post-PKS degisiklikler
arasinda O-metilasyon, oksidasyon, halojenleme, dekarboksilasyon ve kisa-orta zincirli
yag asitleri ile esterifikasyon, klorlanma yer almaktadir. Bu post-PKS'lerin
modifikasyon reaksiyonlarimin bazilar1 poliketit siklizasyonundan sonra meydana
gelebilirken, bazilar aromatik tinitelerin eslestirilmesinin ardindan

gergeklesebilmektedir [6,30].
1.3.3. PKS gen bélgesi ile ilgili yapilan ¢calismalar

PKS geninin tanimlanmasi aynm1 zamanda ilgili gen kiimesinde kodlanan
enzimlerin tek tek biyokimyasinin incelenmesine, ¢esitli baglanti mekanizmalarina ve
post-PKS modifikasyonlarina degerli bilgiler saglayacaktir. Zamanla Tip I PKS
genlerinin alt gruplarinin belirlenmesi, 6zellikle secilen liken diizenleri veya kimyasal
olarak karakterize edilmis ailelerdeki metabolik c¢esitliligin gelisimini aydinlatmak
umulmaktadir. Likenlerdeki sentez mekanizmasina daha uygun oldugu diisiiniilerek bu
alanda yapilan calismalarda genellikle Tip | indirgemeyen (non-reduced-NR) genler
incelenmektedir. Ancak likenlerdeki poliketid sentez genleri ile ilgili siirli sayida
calisma bulunmaktadir. Kroken ve ark. (2003) patojen ve saprobik ascomycetes i¢inde

Tip I tiirii poliketid sentaz genlerinin filogenomik analizini gergeklestirmis, bakteri ve
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mantarlardaki poliketid genlerini gruplandirmigtir [41]. Schmitt ve ark. (2005)
Pertusariales takimi iiyeleri iizerine yaptiklari caligmada diger mantar gruplarinda
bulunan indirgemeyen (non-reducing) genlerden yararlanarak gelistirdikleri primerlerle
PZR firiinleri elde etmis ve sekonder metabolitleri temel alarak filogenetik analiz
gerceklestirmiglerdir [124]. Opanowicz ve ark. (2006) Parmeliaceae familyasi iginde
paralog poliketid sentaz genlerini spesifik primerlerle saptamiglardir [126]. Chooi ve
ark. (2008) Xanthoparmelia semiviridis, Brunauer ve ark. (2009) Xanthoria elegans,
Valarmathi ve ark. (2009) Dirinaria applanata, Gagunashvili ve ark. (2009) Solorina
crocea, Wang ve ark. (2011) Usnea longissima, Yu ve ark. (2012) Hypogymnia
physodes tiirlerindeki Tip | indirgenmeyen (non-reducing) genleri g¢alismis ve bu
genlere 6zgii primerler gelistirmiglerdir [30,127-131]. Muggia ve Grube (2010) liken
mikobiyontunda Tip III poliketid sentaz genlerini incelemislerdir [132]. Armaleo ve ark.
(2011) Cladonia grayi tiirii ile yaptiklari ¢alismalarinda grayanik asit sentezinde etkili
olabilecek genleri ortaya ¢gikarmak igin dort fakli gen bolgesini ayirt etmisler ve gen
ekspresyonunu KRT-PZR ile test etmislerdir [119]. Kim ve ark. (2012) ise Cladonia
metacorallifera tiiriinde mantarlara 6zgii indirgenmis (reducing) genleri incelemis kRT-
PZR ile gerceklestirdikleri caligmada belirledikleri genin ekspresyonunun mikobiyontun
erken biliylime asamasinda tercihen ifade edildigini ve kiiltiir ortamindaki karbon
kaynagma bagimli oldugunu ileri siirmiislerdir [133]. Timsina ve ark. biiyiime
ortamindaki farkliliklarin Ramalina dilacerata kiiltiir 6rneklerinin biiyiimesi, PKS gen
ekspresyonu ve metabolit liretimine etkisini incelemislerdir [134]. Wang ve ark. (2014),
Usnea longissima tiiriine ait ii¢ farkli indigenmemis poliketid sentez geni tespit
etmislerdir. Ug gen bolgesinden ikisi metillenmeyi saglayan bolge icerirken bir tanesi
monoaromatik sekonder metabolitlerden sorumlu gen olarak tespit edilmistir ve farkli

besin ortamlarinin gen ekspresyonuna etkisini incelemislerdir [135].

Enzimlerin, endiistriyel kullanim i¢in yiiksek verimlilikte tiretilmesi i¢in tasiyict
konakgilar vasitasiyla sentezlenmesi son yillarda sikca uygulanmaktadir. Bu genetik
mithendislik tekniginin liken poliketid yolagini klonlamak icin kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Sinirli bir materyal kaynagina sahip olduklar1 ve dogal c¢esitlilik i¢in
onemleri siirekli dile getirilen likenler agisindan bu teknik 6nemli yer tutmaktadir.
Ancak bu siiregte poliketid iiretmek icin bir 6n sart, fonksiyonel poliketit sentazin (PKS)

heterolog ifadesini saglamaktir. Bu amagla Solorina crocea'dan elde edilmis PKS geni

24



rekombinasyon teknigi ile hazirlanarak, Aspergillus nidulans, A. niger, A. oryzae ve
Fusarium venenatum gibi birkag ipliksi mantara standart klonlama ile klonlanmstir.
Liken PKS geninin transkripsiyonu ve gii¢lii bir fungal promoter, higromisin direncine
aracilik eden bir isaretleyici ile 16 kb bir plazmid olusturularak aktarilmistir. A.niger'in
bu plazmid yapisiyla genetik donilisiimii sonucunda kimyasal yapist heniiz bilinmeyen
pigment iiretebilen transformantlari ortaya ¢ikmistir [6,136]. Benzer sekilde Chooi ve
ark. (2006), Chondropsis semiviridis tipik liken poliketidlerinin (depsidonlar ve usnik
asitler) oOnciileri olarak borsellinik asit ve metil-floroasetofenonun {iretilmesinden
sorumlu bir PKS genini arastirmislardir. Genin hem depsidonu hem de usnik asit
tiretimini kontrol eden, muhtemelen daha biiyiik bir gen kiimesinin pargast oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu durumda, poliketit geni heterolog ev sahibi A. nidulans'a
aktarilmustir [137].

PKS genlerini klonlayarak, A. niger veya A. oryzae gibi iyi tanimlanmis hiicre
fabrikalaria tasinabildigi ve eksprese edilebildigi tespit edilmistir. Blast arastirmasi,
diger bilinen PKS enzimleriyle, 6zellikle de A. nidulans wA geniyle yiiksek homoloji
ortaya koymustur. Bu durumda arastirma konusu, biyosentezi, modifikasyonu ve bazi
durumlarda poliketidlerin salgilanmasini ve direncini kontrol eden genlerin bulunmasi
olarak goriilmektedir. Bunun i¢in PKS'nin bir cDNA's1 diziliminin belirlenmesi yeni bir
yaklasim olarak ortaya c¢ikmaktadir [82,114,138].  Aksenik olarak yetistirilen
mikobiyonttan, temiz RNA izole edilmesi ve daha sonra CcDNA sentezi
gerceklestirilmesi tercih edilmektedir. Ancak gilinlimiizde PKS genlerinin heterolog
ifadesi ve daha biiyiik miktarlarda biyolojik olarak aktif poliketidlerin ardigik tiretilmesi
ile simdiye kadar yapilmis olan tesebbiislerde prokaryotik veya okaryotik konak
organizmalarda liken poliketid iiretmek icin tam bir basar1 elde edilememistir. Fungal
PKS igin genler, genellikle 6-8 kb'lik ¢ok biiylik DNA sekansi igermektedir [40].
Genellikle intron dizileri i¢erdigi i¢in klonlamasi ¢ok zor olurken, 6zellikle proteininin
orijinal islevi ile sentezlenmesi tam miimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla, hem uygun
konak¢i hem de hizli bliyliyen mantarlarin bulunmasi1 ve orijinal liken PKS'min
ekspresyonu i¢in daha fazla calisma gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda liken
orneklerinin sanayiye aktarilmasini saglamak amaciyla kiiltiir kosullarinin degistirilerek
en 1yi biiylimenin saglandig1 besin ortaminin ve sekonder metabolit sentezinin artmasini

saglayacak stres kosullarinin tespit edilmesine yonelik ¢aligmalar artmaktadir (Sekil 1.9)
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[103-105]. Schimming ve ark. (2016) Evernia prunastri‘ye ait post trankripsiyonel bir
gen bolgesini E.coli'ye aktararak test etmislerdir ve pigment olusumu gozlemislerdir

[139].

Tiirler arast
isik Karbot\ iletigim
kaynagi

Ortam pH'si Redoks statiisii Demir

yogunlugl Nitrojen kaynagi eksikligi

4

Velvet comple

Secondary metabolism cluster

Sekil 1.9. Metabolit sentezinde etkili faktorler [140].
1.3.4. Stres kosullarinin likenler iizerine etkisi

Likenler ¢ok sayida biyotik ve abiyotik strese maruz kalirlar ve sekonder
metabolitlerin {iretimi bu stres ile basa ¢ikmanin bir¢ok yolundan biridir [27,141].
Cevre sartlarinin degismesi ile likenler strese bagli yamt verirler. Oyle ki, fiziksel ve
biyolojik stres kosullari, liken sekonder metabolitlerinin kimyasal yapisinda hem
kalitatif hem kantitatif hem de pozisyonel degisiklikler olusturur. Uzun 6miirlii ve yavas
biiyliyen likenlerin ekstrem kosullarda yasamini siirdiirmesini ve g¢evresel etmenlere
kars1 kendisini korumasini saglayan bu liken asitleri allelopatik etki gosterirler. Liken
metabolitlerinin, liken talluslarinda patojen veya parazit olan ve “likenikol mantarlar”
olarak bilinen mantar tiirlerinin biiylimesini ve gelismesini Onledigi bilinmektedir.
Biryofitlerin, tohumlu bitkilerin ve diger likenlerin kimyasal olarak inhibisyonunu
saglarlar ve ayrica mikoriza mantarlarin1 engelleyerek dolayli sekilde de rakip bitkileri
etkilerler. Diger tehdit unsurlar1 olan bocekler, salyangoz vb. canlilara karsi likenin

kendini korumasinda biiyiik 6neme sahiptirler [142-144].
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Omegin Irlanda’da Cladonia glauca liken koleksiyonu icinde sik¢a bulunan
nematod faunasi olarak, mantar ortagindan beslenen Nothanguina. Aphelenchoides
lichenicola sp. nov. ve alg ortagimin paraziti olan Ottolenchus cabi sp. nov., ayrica
bunlarin yaninda Belondira, Chilwoodius, Discotnyctus ve Rotylenchulus cinslerine ait
cesitli tiirlerde nematodlar rapor edilmistir [145]. Liken bilesiklerinden anti-beslenme
aktivitesine sahip (—)-usnic asit, (+)-usnic asit, vulpinik asit ve stiktik asidin, herbivor
polifag (¢esitli besinlerle beslenen) Spodoptera littoralis bocek larvalarina karsit gok

giiclii toksik etkileri oldugu kaydedilmistir [146].

Suda ¢oziinmeyen ancak organik ¢oziiciilerle ¢oziinebilen sekonder metabolitler,
mantar hiflerini olusturan hiicrelerin dis yiizeylerinde birikerek 6zellikle 6z bolgesinde
hava bosluklarini korumaya yardimci olurlar ve bdylece fotobiyont hiicreleri etrafindaki
gaz degisimini, ayn1 zamanda mantar hifleri iginde suyun kaliciligin1 saglarlar [27,116].
Renkli olan sekonder metabolitler ¢cogunlukla likenin {ist yiizeyine yakin kisimlarda
birikim gosterirken, 6z kismi renksizdir. Liken yiizeyi liken metabolitlerinin varlig
nedeniyle genellikle sar1, turuncu, gri veya kahverengidir ve ¢ogu bitki gibi parlak yesil
degildir. Ust yiizeyde bulunan bazi metabolitler 151k koruyucu olarak gorev yapar ve
fotobiyont hiicrelerini zararli UV 1sinlarindan korurlar [27]. Ciinkii bu bilesiklerin timii
giines 151811 filtreleyerek alttaki hassas fotobiyont hiicrelerini koruma yetenegine sahip
pigmentlerdir. Ornegin Cladonia subtenuis fazla 1sikli ortamlarda yiiksek
konsantrasyonda usnik asit tiretmistir [147]. Yine ribitol ve 151k kombinasyonu test
edilmis ve sonucunda usnik asit sentezinin uyarilmasmim arttigi goérilmiistir [143].
Benzer sekilde Xanthoria parietina likeninin 151ga maruz kalan habitatlarda daha fazla
parietin metabolitine sahip oldugu belirlenmistir [148]. Nybakken ve ark. (2004),
Xanthoria parietina tiiriinii kullanarak gergeklestirdikleri deneyler sonucunda, UV-
B’nin parietin maddesinin sentezinin uyarilmasi igin gerekli oldugunu ve bu
uyarilmanin yiiksek 151k yogunlugunda daha hizli oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir [149].
Baz1 likenler ise 151k koruyucu melanin tiretmektedir. Melanin konsantrasyonu 1sik
yogunluguna ve fotosentetik aktif 151ma ve UV-B yetenegine gore degismektedir. Bazi
likenlerin taginma sonucu, yiiksek 151kl bolgelerde melanin varligina bagl olarak daha
koyu ist ylizeye sahip olduklar1 goriilmiistiir [27,149-151]. Bununla birlikte yapilan
bazi calismalar, izole mikobiyontlarin da bu maddeleri trettiklerini fakat bu {liretimin

1518a daha az duyarli oldugunu ortaya koymustur [141,152-154].
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1.4. Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. Liken Tiiriiniin Karakteristik Ozellikleri

Hypogymnia tubulosa, Askolikenler grubunda yer alan, yapraksi, yesilimsi
griden soluk yesile kadar farkli renk tonlar1 igeren 3 - 8 cm uzunlugunda, tiip benzeri
uzama gosteren ve uzantilarin uglart sorallerle sonlanan bir liken tiriidir [25]. H.
tubulosa ’nin yapisinda atranorin, physodic asit ve 3-hidroksipropanoik asit temel

metabolit olarak tespit edilmistir. 2'-O-methylphysodic asit i¢erdigi de gdzlenmistir.

Liken mikobiyont 6rneklerinin ve metabolitlerinin dogal yollarla daha ucuz ve
daha fazla elde edilebilmesini miimkiin kilmak hedefiyle Tiirkiye’de ilk kez kiiltiire
alinmasi, H. tubulosa mikobiyontunun stres kosullarinda sekonder metabolit sentezinde
gorevli genlerin ekspresyonunun ve metabolit {iretiminin degisiminin incelenmesi,
metabolitlerin etkinlik farkliliklarinin bakteri suslarmin biiyiime egrisi ve biyofilm
olusumu {izerine aktivitesinin test edilmesi, TLC yontemi ile de liken 6rneklerinin
igcerdigi sekonder metabolit ¢esitliliginin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla Sekil

1.10° da belirtilen basamaklarin uygulanmasi planlanmistir.

Sekil 1.10. Calismanin hedefine ulagmasi i¢in yapilmasi planlanan uygulamalar
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BOLUM 2

2.

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Deneylerde kullanilan sarf malzemeler

© 0O N o o B~ W DN B

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

. Malt-yeast agar besiyeri (Sigma-Almanya)
. LB broth besiyeri (Sigma-Almanya)

. Etil asetat (Merck-ABD)

. Etil alkol (Merck-ABD)

. Aseton (Merck-ABD)

. Pudral1 lateks eldiven (Beybi)

. Aliiminyum folyo

. Cam deney tiipleri

. Portiip

. Porselen havanlar ve tokmaklar (Superior)

Polistiren 96 kuyucuklu siyah optik mikroplaka (Thermo NUNC-ABD)
24 ve 96 kuyucuklu seffaf mikroplaka

Plastik petri kaplar1 (Firatmed-Tiirkiye)

Bek alevi

Platin 6ze

Ekiivyon ¢cubuk

Cam baget

Pipet ucu (10ul, 100 pl, 1000 pul) (Axygen-ABD)

Quartz spektrofotometre kiiveti (1400 ul) (Hellma-Almanya)
Ultra saf su (ddH20)

0,45 um’lik filtre (Whatman-ingiltere)

Dimetil siilfoksit (Sigma-Almanya)

Gliserol (Merck-ABD)

Kristal viyole (Sigma-Almanya)

Liken spot test ¢cozeltileri

K: % 10 KOH Potasyum hidroksit ¢ozeltisi
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C: Ticari camasir suyu, sodyum hipoklorid ¢6zeltisi
I 1 % 70 etil alkolde ¢dziinmiis iyot kristalleri
P: % 95 etil alkoldeki doygun parafenilendiamin
N: % 50 Nitrik asit
26. B-merkaptoetanol (Merck)
27. Kloroform/izoamilalkol (orsinol) karisimi (24:1 V/V) (Merck)
28. Etanol (% 96 ve % 70’lik) (Merck)
29. izopropanol % 100’liik (Merck)
30. PZR tampon ¢ozeltisi ve MgCl, (Biorad),
31. dNTPmix (25mM) (Fermantas),
32. Taq DNA polimeraz (Fermantas)
33. Etidyum bromiir
34. Toluene (Merck)
35. Dioksan (Merck)
36. Asetik asit (Merck)

2.1.2. Deneylerde kullanilan cihazlar

Tez calismamizdaki tiim deneylerde kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar

asagidaki Tablo 2.1°de listelenmistir.

Tablo 2.1 Laboratuarda kullanilan cihazlarin adi, modeli ve kullanim amaglari

Kullanilan Cihaz Kullanim alani

Multimod Mikroplaka Okuyucu ve Bakterilerin floresan, absorbans ve biyofilm

Gorlintiileyici (Biotek-ABD) Ol¢iimii

Ultra Derin Dondurucu Ormneklerin -86 °C’de uzun siireli (6 ay)
(Esco-Singapur) saklanmasi

Derin Dondurucu Ormneklerin -20 °C’de kisa siireli (1-3 ay)
(Vestel-Tiirkiye) saklanmasi

Manyetik Karistiric Besiyerleri ve kimyasallarin hazirlanmasinda ve
(WiseStir-Almanya) karisimlarin homojenize edilmesi

UV-VIS Spektrofotometre Sivi  bakteri silispansiyonlarinin  yogunluk
(Beckman-Coulter-ABD) olgtimii

Dijital Hassas Terazi (Ohaus-ABD) Besiyeri ve kat1 kimyasallarin tartimi
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Inkiibator
(Memmert-Almanya)

Sogutmali Inkiibator
(Memmert-Almanya)

Vorteks
(Heidolph-Almanya)

Buzdolabi
(Siemens-Almanya)

Otoklav
(Niive-Tiirkiye)

Mikropipetler (1000 pl, 100 ul, 10
ul) (Thermo/Finnpipette-ABD)

Mikrodalga Firmn (Phillips-ABD)

Class II Ayakli Steril Giivenlik
Kabini (Esco ve Faster-Singapur ve
ftalya)

Steril Kabin ve Ceker Ocak
(Tez-San-Tiirkiye)

GPS (Garmin marka etrex summit)

Stereo mikroskoplar Micros (SZ45)
ve Olympus (SZ61) (Japonya)

Gradient Thermal Cycler
96 Orneklik (Biorad-ABD)

Agaroz Jel Elektroforezi Geregleri
(Thermo-ABD)

UV Transilluminator
(Vilber Lourmat-Fransa)

UV Goriintimele Kabini
(CAMAG UV Cabinet)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter
Microfuge® 18 Microcentrifuge)

Isiticih  Manyetik
(Labnet-ABD)

Isitmali Calkalayict Tabla
(Esco- Singapur)

(RQFEKX

Karistirici

Fotometre PLUS
(Tayvan)

MagNa Lyser (Roche-Almanya)

Besiyerlerine inokiile edilen bakteri suslarinin
tiretilmesi ve ¢ogaltilmasi

Liken kiiltiir orneklerinin {iretilmesi ve
cogaltilmast
Sivi  bakteri kiiltiirlerinin ve kimyasallarin
calkalanmasi

Hazirlanan kimyasallarin  ve besiyerlerinin
+4°C’de saklanmasi

Besiyerlerinin ve laboratuvar malzemelerinin
sterilizasyonu

Besiyerleri, sivi bakteri kiiltiirleri ve sivi

kimyasallarin aktarimi
Besiyeri hazirlanmasi

DNA izolasyonu, RNA izolasyonu, PZR, jel
hazirlanmasi, bakteri kiiltiirlerini pasaji  ve
deneylerin yapilmasinda

Liken Orneklerinin kiltire alinmasi

GPS kayitlar elde edilmesi

Liken 6rneklerinin tayini ve Liken 6rneklerinin
goriintlilenmesi

Genomda hedef bolgenin in vitro gogaltimi

DNA izolasyonu ve PZR sonucu olusan
diriinlerinin varlig1 ve miktariin tespiti

DNA izolasyonu ve PZR
drtinlerin UV 151k altinda tespiti

sonucu olusan
Jelden hedef bolgenin kazanimi icin UV 1s1iktan

Korunma amaciyla

DNA izolasyonu ve jel kazanimi esnasinda
orneklerin ¢oktiiriilmesinde

Tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda

DNA izolasyonu sirasinda

Isik siddeti Ol¢timii

Homojenizasyon islemi
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2.1.3. Kullanilan besiyerleri ve kimyasallarin hazirlanmasi
Lysogeny Broth (LB) sivi besiyerinin hazirlanmasi

10 g Tripton, 5 g Maya 6ziitii, 5 g NaCl i¢eren hazir haldeki toz LB brothtan 20
g tartilarak, distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti 1siticida kaynayana
kadar karigtirilarak homojen hale getirilmistir. Homojen haldeki karigim 121 °C’de 15
dakika otoklavlanmistir. Besiyerleri soguduktan sonra +4-8 °C’de buzdolabinda

kullanima kadar saklanmustr.
Lysogeny Broth agar (LB agar) kat1 besiyerinin hazirlanmasi

20 g LB broth ve 12 g agar tartilarak, hacmi 1000 ml’ye tamamlanacak sekilde
distile su iginde ¢oziilmiistiir. Cozelti 1siticida kaynayana kadar karigtirilarak homojen
hale getirilmistir. Homojen haldeki karistm 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir.
Otoklavlanmis besiyeri yeterli derecede soguduktan sonra kabin i¢cinde 90 mm'lik petri
kaplarma dagitilmistir. Besiyerleri katilagtiktan sonra +4-8 °C’de buzdolabinda

kullanima kadar saklanmistir.
Malt-yeast agar besiyeri hazirlanmasi

20 g Malt ekstrakt, 2 g yeast ekstrakt, 20 g agar tartilarak, hacmi 1000 ml’ye
tamamlanacak sekilde distile su i¢inde ¢Oziilmiistir. Cozelti 1siticida karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Homojen karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir.
Otoklavlanmis besiyeri yeterli derecede soguduktan sonra kabin iginde 24’liikk plakalara

dagitilmistir. Besiyerleri kullanilincaya kadar +4-8 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
CTAB (Setil Trimetil Amonyum Bromid) ¢ozeltisi hazirlanmasi

2,0 g CTAB (Setil Trimetil Amonyum Bromid)
10,0 ml 1 M Tris pH 8,0,
4,0ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (Etilen Diamin Tetraasetikasit DisodyumTuzu),
28,0 ml 5 M NacCl,
1 g PVP (polyvinyl pyrrolidone)
100 ml’ye steril distile su ile tamamlanarak otoklavlanmistir ve oda sicakliginda

saklanmustir.
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5x TBE (Tris Borikasit EDTA) Tamponu

54 g Tris baz

27,5 g Borik asit

20 ml 0,5M EDTA (pH 8.0) 1 L’ye tamamlanmustir. 1:5 oraninda sulandirilarak
1x TBE tamponu elde edilmistir.

2.1.4. Liken materyalinin temini, tayini ve saklanmasi
2.1.4.1. Materyal toplama ¢alismalari

Calismamizda Bursa Uludag Kestel Alagam/Alacam Milli Parki lokalitelerinden
taze liken Ornekleri toplanmistir (Sekil 2.1). Arazide toplanan ornekler kese kagitlar
icinde muhafaza edilmis ve havalandirilmistir. Zarflarin iizerlerine toplandigi yer,
yiikseklik, tarih, substrat tipi yazilmistir. Toplanan liken Orneklerine ait GPS,
yiikseklik, toplama tarihi Tablo 2.2'de verilmistir. Toplanan liken 6rnekleri Marmara
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu'na (MUFE) getirilmistir. Kiiltiirii

yapilacak 6rnekler temizlenerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. Arazi ¢alismasi asamasi

Tablo 2.2. Liken 6rneklerinin toplandig1 istasyonlara ait bilgiler

Lokalite Ist. No GPS kayit Yiikselik Tarih

Bursa Uludag ist. 1 N40°06 443" E29°17 276  1168m  20.09.2015
Kestel Alagam

Bursa Uludag ist.2 N40°06 484" E29°17 145  1115m  20.09.2015
Kestel Alagam

Bursa Uludag ist.3 N40°06 01,6” E29°17 112" 1600 m  20.09.2015
Kestel Alagam
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2.1.4.2. Liken tiirlerinin tayin ¢calismalari

Araziden toplanan likenlerin, tiir tayini liken mikota kitaplar1 ve tayin anahtarlar
esas alinarak stereo mikroskop (Olympus) ile morfolojik ve spot testler (K, C, I, P, N)
uygulanarak kimyasal gézlemler sonucunda klasik sistematige gore gerceklestirilmistir
(Sekil 2.2). Buna gore ¢alismamizda kullanilmak tizere segilen liken 6rneklerimizin tiirii
Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. olarak belirlenmistir. Tiir tayini agsamasinda temel
kaynak olarak Smith ve ark. (2009) kullanilmustir [25]. Orneklerin her biri
substratlarindan ve etrafinda bulunabilecek yabanci maddelerden (farkli likenler,
karayosunlari, bitki veya toprak vb.) arindirilarak ayr1 ayr1 etiketlendirilerek

stoklanmustir.

Sekil 2.2. Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. liken tiirti

2.1.5. Bakteri suslarinin temini, saklanmasi ve ¢ogaltilmasi

Calismamizda kullanilan Pseudomonas aeruginosa PAO1 CECT 4122 yurt
disindan satin alinmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakteri suslar1 Yeditepe
Universitesi’nden temin edilmistir. Bakteri suslarindan 6ncelikle LB broth besiyerine
ardi ardina 2 kez pasaj alinmistir. Sonrasinda bakteri stok kiiltiirleri hazirlanarak - 86
°C’de (Esco) %50 gliserol igerisinde muhafaza edilmistir. Deney sirasinda kullanmak
amaciyla tekrar stok kiiltiirden LB broth besiyerine ardi ardina 2 kez pasaj alinmis ve
stvi besiyerinde gelisen kiiltiirlerin saflig1 ¢izgi plak yontemi ile LB agar besiyerinde

test edilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Dogadan toplanan Hypogymnia tubulosa érneklerinin bakterilerin biiyiime

egrisi ve biyofilm formu iizerindeki aktivitelerinin incelenmesi

Dogadan toplanan H. tubulosa o6rnekleri kiiltiire alinmadan o6nce bakteri
suslariin biiylime egrisi ve biyofilm olusumu fizerine aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla test edilmiglerdir. Bu amagla 6rnekler oncelikle biiyiime egrisine etki ve

antibiyofilm testine tabi tutulmustur.
2.2.1.1. H. tubulosa liken o6rneklerinden 6ziit elde edilmesi

Bursa Uludag Kestel Alagam/Alacam Milli Parki lokalitesinden toplanan ve
teshis edilen H. tubulosa 6rnekleri toprak, kabuk, karayosunu vb. yabancit maddelerden
temizlenerek yikanmis ve kurutulmustur. Liken o6rnekleri kuruduktan sonra 3 gr H.
tubulosa tartilarak alinmis ve steril havanlarda ezilerek toz haline getirilmistir. Liken
parcalart steril falkon tiipe alinip iizerlerine 35 mililitre aseton eklenmistir. Falkon tiip
24 saat boyunca karanlik bir ortamda bekletilmis, daha sonra ¢6zelti kurutma kagidi ile
stizilerek steril cam petrilere aktarilmistir. Cam petrilerde bulunan liken o0ziitii,
¢oziiclilerinin ugmasi igin ¢eker ocakta (Tez-San) 24 saat boyunca bekletilmistir.
Coziciisii ugtuktan sonra toz halindeki liken 6ziitii steril santrifiij tiipe alinmis ve 6ziit
toz agirligi 0,05 g tartilmistir (Sekil 2.3).

Steril falkon tiipler icerisindeki toz liken oziitleri 5 ml %100’liik Dimetil
stilffoksit (DMSO) (Merck) ile ¢oziilmiistiir ve 0,45 um’lik filtrelerden gegirilerek steril
edilmistir. Deneylerde kullanilmak tizere her bir liken 6ziitlinden 10 pl alinmis ve steril

distile su ile 1000 pl’ye tamamlanarak DMSO oran1 % 1 olacak sekilde seyreltilmistir.
2.2.1.2. Bakterilerin belirli bir konsantrasyona gore ayarlanmasi

S. aureus ATCC 25923 susu 37 °C’de bir gece inkiibe edildikten sonra testlerde
kullanilacak kiiltiirler spektrofotometrede OD: 625 nm'de (Beckman-Coulter) o6l¢iilerek
0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® cfu/ml) standardina gore ayarlanmustir.
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Sekil 2.3. Oziit ¢tkarma asamalari

2.2.1.3. Oziitlerin bakterilerin biiyiime egrisi iizerindeki etkilerinin

incelenmesi

Liken aseton oziitlerinin S. aureus ve P. aeruginosa suslarin biiylime egrileri
tizerindeki etkileri 96 kuyucuklu seffaf plakalar kullanilarak seri mikrodiliisyon yontemi
ile test edilmistir. Mikroplaka kuyucuklarina 100 pl LB besiyeri konulmustur. Yatay
siralarda bulunan ilk kuyucuklara H. tubulosa orneklerinin aseton Oziitlerinin her
birinden ayr1 ayri olacak sekilde 100 ul eklenmis, pipetaj yapilarak kuyucuklardan 100
ul ¢ekilmis ve bir sonraki kuyucuga eklenmistir. Bu islem 3 kuyucuk boyunca
tekrarlanmis ve her bir liken grubunda 2 oraninda azalan bir seri diliisyon elde
edilmistir. 1 McFarland standardinda ayarlanmig S. aureus ve P. aeruginosa suslari
bakteri siispansiyonlar1 kor olarak belirlenen kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 100 pl
eklenmistir. Kor olarak LB broth besiyeri, kontrol gruplari olarak LB broth besiyeri ile
bakteri siispansiyonu kullanilmigtir. Mikroplakalar Cytation 3 (BioTek) cihazina
konulmus ve 37 °C’de OD:600 nm’de oOl¢iimler alinmustir. Tim testler 3 kez

tekrarlanmistir.
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2.2.1.4. Oziitlerin bakterilerin anti-biyofilm 6zelliklerinin incelenmesi

H. tubulosa aseton oziitlerinin S. aureus biyofilm formu iizerindeki etkinlik
testleri 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalar kullanilarak seri mikrodiliisyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. 0,5 McFarland standardinda hazirlanan bakteri siispansiyonu LB
broth besiyeri ile 1:100 oraninda diliie edilmis ve kor olarak kullanilan kuyucuklar hari¢
tim kuyucuklara 100 pl seyreltilmis bakteri siispansiyonundan konulmustur. Test
edilecek liken oziitlerinden ilk kuyucukta 240 ug/ml olacak sekilde 6ziit eklenmistir.
Diger kuyucuklara seri mikrodiliisyon yontemi ile dozlar yariya inecek sekilde liken
Oziitleri eklenmistir. Biyofilm testi okumalarinda kor olarak kullanilmak iizere 3
kuyucuk bos birakilmistir. Kontrol grubu olarak sadece seyreltilmis bakteri
siispansiyonu iceren gruplar kullanilmistir. Mikroplakanin tiim kuyucuklarindaki son
hacim 100 pl olarak ayarlanmistir. Mikroplakalar 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir.

24 saatlik inkiibasyonun ardindan mikroplakalardaki tiim kuyucuklar planktonik
bakteri hiicrelerinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bosaltilmis ve 3 defa distile su ile
yikanmistir. Distile su ile yikanan mikroplakalar kuruduktan sonra kor olarak
kullanilacak kuyucuklar hari¢ tiim kuyucuklara 150 pl % 0,1°lik kristal viyole
soliisyonu eklenmis ve biyofilm formunu boyamasi i¢in 10 dakika boyunca
beklenmistir. Bekleme stiresi tamamlandiginda fazla boyanin ortamdan uzaklastiriimasi
icin kuyucuklar 3 defa distile su ile yikanmis ve kurumaya birakilmistir.
Mikroplakalarin kurumasinin ardindan tiim kuyucuklara 150 pl % 96’lik etanol
eklenmis ve Cytation 3 (BioTek) cihazinda 590 nm’de etanol grubu kor olarak

kullanilarak 6l¢timler alinmigtir. Tiim testler 3 kez tekrarlanmistir (Sekil 2.4).
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e) Plakalarin Cytation 3
(BioTek) cihazinda okunaral
sonuglarin elde edilmesi

Sekil 2.4. Anti-biyofilm test asamalari
2.2.2. Dogadan toplanan Hypogymnia tubulosa érneklerinin Kiiltiire alimmasi

Antimikrobiyal etkisi gézlenen liken 6rneklerinin yapisinda bulunan mantar tiirii
izole edilerek Yamamoto (2002) protokoliine uygun olarak kiiltiire alinmistir [109].
(Sekil 2.5).

e Bursa lokalitesinden taze drnekler toplanmistir.
e Liken o6rnekleri stereo mikroskop (Olympus) altinda incelenmistir.

e Tiir teshisi yapildiktan sonra H. tubulosa orneklerinin yaklagik 1 cm'lik tallus

pargalar1 temiz petriye alinmustir.

e Kesilen tallus pargalar1 6zel tasarlanmis falkonlarda 1-1,5 saat akan suyun altinda

yikanmistir.
e Kesilen tallus pargalar1 son olarak steril distile su ile yikanmistir.

e Yikanan tallus parcalari steril havana alinmis ve tizerine 1 ml steril su eklenerek

ezilmistir.

e Havandaki ezilmis liken pargalar1 3 ml'lik siringaya toplanmaistir.
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e Siringa i¢indeki ornekler filter holder kullanilarak 6énce 180 mikronluk filtre ile filtre

edilmistir ve filtre steril petriye alinmistir.

e Filter holder kullanilarak 180 mikronluk filtreden gegen Ornekler tekrar 100

mikronluk filtreden gegirilmistir ve filtre steril petriye alinmistir.

e Stereo mikroskop altinda filtreler incelenerek seffaf goriinen (yesil olmayan)
mikobiyont parcalart steril kiirdan veya lanset yardimiyla MYA besiyeri iceren
24°liik plakalarin kuyucuklarina ayr1 ayr1 inokiile edilmistir.

e Plakalarm etrafi parafilm ile sarilmis ve 6rnekler 15 °C'de sogutmali inkiibatorde

(Memmert) inkiibe edilmistir.

) 0| N5 0 O, sstas

» s
Tallus kiiglik pargalara | Tallus pargalari Tallus pargalari Ezilen pargalar
béllntr yikanir havanda ezilir filtreden gegirilir

0

/o

Ornekler besiyerine Mikobiyont hiicrelerini Ezilen pargalar 2. kez
inokdile edilir iceren parcalar segilir filtreden gegirilir

Sekil 2.5. Kiiltiire alma asamalar1 [109]

o/ 10

2.2.3. Kiiltiirde cogalan 6rneklerin pasaj gecilmesi

24’liik plakalara alinan H. tubulosa mikobiyont parcalari sik sik mikroskop
altinda incelenerek biiylimeleri takip edilmistir. Kontaminasyon durumunda temiz
ornekler yeni plakaya almmustir. Biiyiiyen ornekler her ay yeni besiyerine pasaj
gecilmistir. Yeterince biiyliyen Ornekler kiiciik parcalara boliinerek tekrar 24’liik

plakalara pasaj gecilmis ve ornek sayist artirilmastir.
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2.2.4. Kiiltiir 6rneklerinin molekiiler tiir tayini
2.2.4.1. DNA izolasyonu

H. tubulosa mikobiyont kiiltiir 6rneklerinden DNA izolasyonu modifiye edilmis

CTAB yontemi ile gerceklestirilmistir [155].

Protokole uygun olarak DNA izolasyonu ig¢in;

o Kiiltiir 6rneklerinden 0,1 g 6rnek hassas terazide tartilmistir.

e Ornekler s1v1 azot yardimiyla steril havanlarda toz haline getirilmistir.

e Toz halindeki 6rnekler 1,5 mI’lik ependorf tiiplere alinarak kullanilincaya kadar
-20°C de tutulmustur.

e izole edilecek drneklerin iizerine 1sitilmis CTAB ¢ozeltisinden 1 ml ve 0,2 % pB-
merkaptoetanol (Merck) eklenmistir.

e Steril Cam boncuklar eklendikten sonra tiipler MagNa Lyser (Roche) cihazina
yerlestirilmis ve 7000 devirde yaklasik 1 dk homojenize edilmistir.

e Homojenat i¢ine proteinaz K eklenerek 30 dk 37°C'de ve sonra 30 dk 55°C'de
calkalayici 1sitma tablasinda inkiibasyona birakilmistir.

e Homojenat inkiibasyondan sonra 12 000 rpm’de 5 dk santrifiij (Beckman Coulter)
edilmis ve siipernatant (iist faz) kisimlar1 2 ml'lik steril ependorflara alinmistir.

e Siipernatant tizerine 0,5 ml kloroform/2-orsinol (Merck) karisimi (24:1 V/V)
eklenmistir.

e 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant steril ependorfa alinmistir.

e Siipernatant iizerine bir hacim 3 M sodyum asetat (NaOAc) (pH 5) ve soguk
izopropanol (Merck) eklenerek yavas hareketlerle karigtirilmistir.

e Tiipler 1 saat -20°C’de bekletildikten sonra 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

e Tiiplerin siipernatant kisimlar1 atilarak dibinde kalan peletler elde edilmistir.

e Pelet lizerine % 96’lik soguk etanol (Merck) eklenerek 14 000 rpm’ de 1 dk santrifiij
edilmistir.

e Bu islem sonucunda alkol dokiilerek, pelet iizerine % 70’lik soguk etanol eklenerek
tipler tekrar 14 000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Bu yikama islemi iki defa
tekrarlanmis, etanoliin uzaklastirilmasi i¢in tiipler havada kurutulmustur.

e Tiplere 50-100 pl TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8) eklenmistir ve 65
°C ‘de 15 dk 1sitmal1 ¢alkalayici tablada peletin ¢6zlinmesi i¢in bekletilmistir.
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e DNA igerdigi diisiiniilen tiipler elektroforez islemi yapilincaya kadar +4 °C’de

bekletilmis daha sonra uzun siire saklanmak icin -20 °C’ye alinmustir.
2.2.4.2. DNA safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Izolasyon iiriinlerinin miktar1 ve saflik derecesinin belirlenebilmesi icin 2
yontem uygulanmustir. Birinci yontem olan agaroz jel elektroforezinde (Thermo);
etidyum bromiir boyas: iceren % 0.8-1’lik agaroz jel lizerinde yiiriitiilen izolasyon
tiriiniiniin DNA igerip icermedigi jel goriintiileme sisteminde belirlenmistir. % 1°lik
agaroz jeli hazirlamak i¢in 40 ml 1 X TBE tampona 0,4 gr agaroz eklenerek
mikrodalaga firinda agaroz tamamen ¢oziiniinceye kadar 1sitilmistir. Bu islemden sonra
¢ozeltinin 45 °C’ye kadar sogumasi beklenmis ve iizerine 3 ul etidyumbromiir (EtBr)
(10mg/ml) eklenerek uygun taraklar yerlestirilmis kasete jel bosaltilarak donmasi
beklenmistir. Agaroz jelin donmasindan sonra kaset tanka yerlestirilmis ve tankin
icerisine agaroz jelin yiizeyini kaplaymcaya kadar 1 X’lik TBE tamponu eklenmistir.
Daha sonra 5 pl DNA {izerine ayni miktarda 6X yiikleme boyasi (“loading dye”)
eklenerek oOrnekler kuyucuklara yiiklenmistir. Molekiiler agirlik cetveli olarak
“Fermentas” firmasinin 100 bp’lik cetveli kullanilmistir. Elektroforez islemi 100 voltta
30 dk kosturularak gerceklestirilmistir. Jel goriintilleme sisteminde gozlenen DNA

varlig1 fotograflanarak bilgisayara kaydedilmistir.

Ikinci yontemde Cytation 3 (BioTek) cihazi kullanilarak 260/280 nm degerine
gore izole edilen DNA’nin saflik derecesi ve konsantrasyonu belirlenmistir. Bu
konsantrasyon degerlerine gore ornekler i¢in diliisyon oranlari hesaplanmis ve her bir
tiipte 50 ng/ul olacak sekilde aligotlara ayrilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de derin

dondurucuda saklanmaistir.
2.2.4.3. Hedef bolgenin PZR ile cogaltilmasi

Orneklerin tiir tayinini gerceklestirmek amaciyla izole edilen ve konsantrasyonu
belirlenen DNA’larin 18S rRNA kismi, Ribozomal DNA transkripsiyon aras1 (ITS1,
ITS2) bolgelerinin tamami, 5.8.rDNA geni tamami ve 28S rRNA kismi gen bolgesinin
cogaltilmasi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gerceklestirilmistir. Hedef bolgenin

cogaltilmasi i¢in mantara 6zgii ITS primerleri tercih edilmistir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Tiir tayininde kullanilan ITS bolgesine uygun primerler

Primer Kod Primer Adi Primer Dizisi Tm
Primer F ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 57
Primer R ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 57

Konsantrasyonlar1 100 pmol olacak sekilde sulandirilarak hazirlanan stok
primerler, PZR sirasinda kullanmak {iizere 10 pmol konsantrasyonuna seyreltilip,
aligotlar1 olusturulmustur. PZR’de istenilen hedef gen bolgesinin ¢ogaltilmast amaciyla
protokole gore PZR cihaz1 (MyCycler Personal Thermal Cycler Biorad (Gradient) ile

istenilen gen bolgesinin kopyalanma islemi gergeklestirilmistir.

PZR i¢in belirlenen protokol,

Reaksiyon bilesenleri

DNA (50 ng/ pl) I
Tampon ¢ozelti (10X) 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 1,25 ul
dNTP karigimi (2 mM) 2,5 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0,2 ul
Primer F (10 pmol) 1 ul
Primer R (10 pmol) 1 ul
Steril ultra saf su 15.55 ul

Toplam hacim 25 pl
Dongii Kosullari
95 °C 4 dakika (ilk denaturasyon)
95 °C 1 dakika (denaturasyon)

57 °C 1 dakika (primer baglanmasi) 30 dongii
73 °C 1 dakika (uzama)
73 °C 7 dakika (son uzama)

4°C o son
Bu protokol uygulanarak elde edilen PZR iiriinleri elektroforezde (Thermo) %

2’lik jelde 6X yiikleme boyasi ile karistirilarak hazirlanan 10 pl’lik 6rneklerin her biri
ayr1 kuyucuga yiiklenerek 100 voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Cogaltilan hedef DNA
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bolgesinin molekiiler agirligt 100 bp’lik molekiiler agirlik cetveli kullanilarak
belirlenmistir. Uriinlerin jel fotograflar1 jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat-

Fransa) kullanilarak gériintiilenmistir.
2.2.4.4. Jelden geri kazanim

UV Jel Goriintiileme Cihazinda (CAMAG UV-Cabinet 1) goriintiilenen en
parlak ve belirgin bantlar jelden geri kazanilmistir. Geri kazanim i¢in yiiksek saflikta
PZR firtinlerinin pirifikasyon kiti (Roche) tercih edilmistir. ITS bolgesinin agaroz
jelden piirifikasyonu tretici firma tarafindan kitin iizerinde belirtilen protole uygun

olarak yapilmustir.

Geri kazanim basamaklari;

e Jelden alkol ile temizlenmis bir jilet veya skapel yardimiyla ultraviyole 151k altinda
kesilen PZR iiriinleri 1,5 ml’lik steril tiiplere alinmistir.

e 1,5 ml'lik tiiplerde bulunan yaklasik 100-200 mg olan agaroz jel iizerine 300- 600 pl
baglayici soliisyon eklenmistir.

e 15-20 sn hafifce karistirildiktan sonra 56 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde
10 dk inkiibe edilmistir.

e Jel eridikten sonra her tiip igine 150 pl izopropanol (Merck) eklenerek hafifce
calkalanmustir.

e Inkiibasyon sirasinda kit ile birlikte gelen filtreli tiipler toplama tiiplerinin icine
yerlestirilmistir. Ornekler mikropipet yardimiyla filtrelerin iist yiizeyine birakilmustir.

e Hedef DNA bolgesinin filtreye yapismast 13000 devirde 1 dk santrifiij edilerek
saglanmis ve daha sonra toplama kabinda biriken atiklar dokiilmiis, filtreli tiipler
tekrar toplama kabina yerlestirilmistir.

e Tiiplere 500 pl yikama soliisyonu (Washing buffer) filtrenin {izerine gelecek sekilde
eklenmis ve 13000 devirde 1 dk santrifiij (Beckman Coulter) edilerek DNA
parcalarinin jel atiklarindan uzaklastirilmasi saglanmastir.

e Toplama kaplarindaki atiklar tekrar bosaltilmis ve filtreler yeniden toplama kaplarina
yerlestirilmistir.

e Filtreli tiiplere ikinci defa 200 pl yikama soliisyonu eklenmis ve 13000 devirde 1dk
santrifiij edilmis ve toplama tiipleri atilmistir.

o Filtreler 1,5 ml'lik steril ependorf tiiplere yerlestirilmis, {izerine 50 ul ayirma
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soliisyonu (Elution Buffer) tam filtre iizerine gelecek sekilde pipetle birakilmis ve 1—
3 dk kadar bekletilmistir.

e Tiipler 13000 devirde 1dk kadar santrifiij edilerek istenilen DNA bolgelerinin elution
buffer ile birlikte steril tiipe gegmesi saglanmustir.

e Elde edilen son iiriin % 1,5 lik jelde yiiriitiilerek (Thermo) geri kazanimin sonucu

kontrol edilmistir ve fotograflanmistir.
2.2.4.5. Dizi analizi

Hedef DNA bdlgesi, PZR sonucunda ¢ogaltilmis ve jelden geri kazanilarak dizi
analizine alinmistir. Pirifikasyon ile elde edilen iiriinler yeni nesil dizileme sistemi
(Applied Biosystems) ile diziletilmistir. Cift yonlii dizilerin kendi i¢inde uyumlari
kontrol edilerek verilerin dogrulugu teyit edilmistir. Diziler GenBank’taki (NCBI)
verilerle BLAST programi kullanilarak kontrol edilmistir. Dizilerin eslesme yiizdelerine

gore tiir tayini gergeklestirilmistir [156].
2.2.4.6. Filogenetik analiz

H. tubulosa mikobiyont 6rneklerine ait diziler BLAST yapilarak GenBank’taki
verilere uygunlugu belirlendikten sonra Hypogymnia cinsine ait ITS hedef bolgesi
kullanilarak elde edilmis baz tiirlerin dizileri NCBI veri tabanindan fasta formatinda
indirilmistir (Tablo 2.4) [156]. Tim dizilerin ClustalX 2.0, BioEdit ve MEGA4
programi ile ¢oklu dizi hizalamas1 (Multiple alignment) yapilmistir. Hizalanmis olan
diziler kullanilarak MEGA4 programinda farkli metotlar (NJ, MP) kullanilarak tiirlerin
gruplagmasini gosteren dendrogramlar c¢izilmistir. Dendrogramlarin giivenilirligi 1000

kez "Bootstrap" testi yapilarak kontrol edilmistir [157-159].

Tablo 2.4. GenBank'tan indirilen ITS bolgesi dizilerine ait GenBank erisim numaralari

Tiir Ad1 GenBank Erisim No
Hypogymnia apinnata EU707811.1
Hypogymnia austerodes KM250204.1
Hypogymnia enteromorpha HQ725078.1
Hypogymnia farinacea KX132947.1
Hypogymnia flavida KU187958.1
Hypogymnia fragillima KJ690239.1
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Tablo 2.4. devami

Hypogymnia fujisanensis HQ725079.1
Hypogymnia imshaugii HQ725032.1
Hypogymnia inactiva HQ725086.1
Hypogymnia incurvoides HQ725089.1
Hypogymnia incurvoides HQ680617.1
Hypogymnia metaphysodes AB205370.1
Hypogymnia minilobata EU707809.1
Hypogymnia mollis HQ680604.1
Hypogymnia occidentalis EU707820.1
Hypogymnia physodes AF058036.1
Hypogymnia physodes JF800094.1

Hypogymnia submundata AB205373.1
Hypogymnia subphysodes HQ680616.1
Hypogymnia taiwanalpina KU862966.1
Hypogymnia tubulosa HQ725075.1
Hypogymnia tubulosa FR799196.1
Hypogymnia tubulosa KX132956.1
Hypogymnia tubulosa JF800095.1

Hypogymnia vittata KU862967.1

2.2.5. Kiiltiirde cogalan orneklerde metabolit iiretiminin artirilmasi icin stres

uygulanmasi

2.2.5.1. Stres uygulanacak mikobiyont é6rneklerinin pasaj gecilmesi ve

biiyiimelerinin saglanmasi

H. tubulosa mikobiyontlari strese maruz birakilmak iizere yeni plakalara pasaj
gecilmislerdir. Yeni pasaj gegilen H. tubulosa mikobiyontlari test edilecek boyutlara
ulasmasi igin 15 giin ve 30 giin siireyle 15°C'de sogutmali inkiibatorde inkiibe edilerek
biiyiitiilmiislerdir. Bu siirecte mikobiyontlarin biiylime oranini belirlemek i¢in pasaj
gecilen ilk giin 6rneklerin boyutlar1 dl¢lilmiistiir. 15 giin ve 30 giin siireyle bekleyen
ornekler strese maruz birakilmadan Once tekrar Olcililmiistiir. Biiyliime oranlari

hesaplanmuistir.

2.2.5.2. Kiiltiirde ¢cogalan o6rneklerin biiyiime oranlarinin él¢iilmesi

Liken mikobiyont kiiltlirlerinin biiylime oranlar1 hesaplanmistir. Biiylime
oranlarinin hesaplanmasi i¢in Ornekler ilk giin Ol¢ililmiis ve biiylime hizi Olglimler
yapilarak takip edilmistir ((Sekil 2.6). Ornekler 1 ay sonra tekrar dlgiilmiistiir. Olgiimler
sirasinda stereo mikroskop yardimiyla LC20 model kamera (Olympus) kullanilarak ayni
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biiyiitme ve zoomda o&lgiimler yapilmistir. Olgiimler kaydedilerek biiyiime orani

hesaplanmustir.

Sekil 2.6. Mikobiyont boyutunun 6l¢iimii

2.2.5.3. Orneklerin nitrat ve asetat iceren besiyerinde strese maruz

birakilmasi

Liken mikobiyontlarinin strese maruz birakilarak metabolit iiretiminin
artirllmas1 amaciyla mikobiyontlar {izerinde stres yaratacak kosullar olusturulmustur
(Sekil 2.7). H. tubulosa mikobiyontunun strese girmesini saglamak i¢in besiyerine azot
kaynagi ve metabolit liretim yolaginda kullanildigir bilinen asetil-CoA miktarini
artirmak hedefiyle asetat kaynag: eklenmistir. Bunun i¢in yapilan literatiir arastirmasi

sonucunda dozlar belirlenmistir. Tablo 2.5'deki deney gruplart olusturulmustur.

Tablo 2.5. Nitrat ve asetat stres kosullari

Kod  Stres kosulu Besiyeri Icerigi Stres Siiresi  Ornek sayisi
HSK Kontrol Malt-yeast-agar besiyeri 30 giin 23
HS1 Nitrat 0,25 M Potasyum nitrat 30 giin 23

Malt-yeast-agar besiyeri

HS2  Nitrat-Asetat 0,25 M Potasyum nitrat 30 giin 23
% 0,25 Sodyum asetat
Malt-yeast-agar besiyeri

HS3 Asetat % 0,25 Sodyum asetat 30 giin 23
Malt-yeast-agar besiyeri
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Sekil 2.7. Karbon ve azot kaynagi nitrat ve asetat stres uygulamasi: Nitrat (a), nitrat-

asetat (b), asetat (c), kontrol (d) besiyerlerinde ¢cogaltilmasi

2.2.5.4. Orneklerin sicakhik ve 151k stresine maruz birakilmasi

H. tubulosa mikobiyontlarindan 15 ve 30 giin siireyle biiyiiyen 6rnekler 72 saat
boyunca 15 ve 37 °C'de bekletilerek sicaklik stresine, 1sikli ve karanlik ortamda

bekletilerek ise 151k stresine maruz birakilmistir (Tablo 2.6).

Sicaklik stresi icin 15 ve 37 °C'lik etiivler kullanilmustir. Isik ve karanlik stresi
i¢in plakalarin yarisi folyo ile kaplanarak karanlikta birakilirken iistii kaplanmayan diger
yarist 960,3 lux'liik 151k siddetine maruz birakilmistir (Sekil 2.8). Isik siddeti fotometre
(Rgfekx Plus) ile dl¢lilmiistiir.

Sekil 2.8. Sicaklik ve 151k stres uygulamasi

47



Tablo 2.6. Sicaklik ve 151k stres kosullari

Stres kosulu Biyiime  Ornek

Kod  gicaknk °C)  Isik Siire sest
(saat)
HK 15°C(Kontrol) ~ Karanhk 72 30 giin 23
H1 37°C Isik 72 15 giin 23
H2 37°C Karanlilk 72 15 giin 23
H3 15°C Isik 72 15 giin 23
H4 15°C Karanhk 72 15 giin 23
H5 37°C Isik 72 30 giin 23
H6 37°C Isik 72 30 giin 23
H7 37°C Isik 72 30 giin 23
H8 37°C Karanhk 72 30 giin 23
H9 37°C Karanhk 72 30 giin 23
H10  37°C Karanhk 72 30 giin 23
H11 15°C Isik 72 30 giin 23
H12 15°C Isik 72 30 giin 23
H13  15°C Isik 72 30 giin 23
H14  15°C Karanhk 72 30 giin 23
H15 15°C Karanlik 72 30 giin 23
H16 15°C Karanlik 72 30 giin 23

2.2.6. Kiiltiirde ¢cogalan H. tubulosa tiiriiniin PKS gen bélgesinin analizi
2.2.6.1. PKS gen bolgesinin secilmesi

Literatiir incelemesi sonucunda poliketid sentezinden sorumlu genlerin poliketid
sentezinde gorevli enzimlerin sentezinde etkili oldugu gorilmektedir. H. tubulosa
tirtiniin PKS gen bolgesine ait hi¢ bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle Hypogymnia
cinsine ait PKS gen bolgeleri ve PKS enzimlerine ait protein dizileri NCBI'dan
indirilerek KS, ACP, AT, CMeT, TE dizi bolgeleri tespit edilerek tiim bolgelere ait
niikleotit dizileri elde edilmistir (Tablo 2.7). Gen bdlgeleriyle ilgili ¢alismalar PKS gen

bolgesi lizerinde asetilCoA molekiilii iizerine etki eden enzimlerin sentezinden sorumlu
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ACP, AT dizilerinin varligmi ortaya koymaktadir. ClustalX 2.0, BioEdit ve MEGA4

programi ile c¢oklu dizi hizalamasi (Multiple alignment) ile ACP ve AT dizileri

belirlenmistir (Sekil 2.9). Bu diziler kullanilarak H. tubulosa tiiriinde ¢alismasi beklenen

primerler dizayn edilmistir.

Tablo 2.7. Kullanilan 6rneklere ait bilgiler ve GenBank erisim numaralari

Tiir Ada GenBank Aciklama Arastirica
Erisim No
Hypogymnia physodes  JX067626.1 non-reducing polyketide  Jae-Seoun Hur
synthase 1 (pksl) gene
Hypogymnia physodes  JX067627.1 non-reducing polyketide  Jae-Seoun Hur
synthase 2 (pks2) gene
Hypogymnia physodes =~ AFO67255  non-reducing polyketide  Jae-Seoun Hur
synthase 1-Protein
Hypogymnia physodes = AFO67256  non-reducing polyketide  Jae-Seoun Hur

synthase 2-protein

1] 20607

Sekil 2.9. Gen bolgesinin se¢imi (Bio-Edit programi)

2.2.6.2. Primer dizayni

Liken PKS bolgesini ¢ogaltmak i¢in Primer3 programiyla spesifik primerler

dizayn edilmistir (Tablo 2.8) [160]. Referans gen bolgesi olarak aktin geni

kullanilmistir. Referans gen icin uygun primerler dizayn edilmistir.
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2.2.6.3. Primerlerin optimizasyonu

Primer3 programiyla dizayn edilen spesifik primerler konsantrasyonlar1 100
pmol olacak sekilde sulandirilarak stoklanmistir (Tablo 2.8). Stok primerler PZR
sirasinda  kullanmak tizere 10 pmol konsantrasyonuna seyreltilip, aligotlar
olusturulmustur. PZR’de istenilen hedef gen bolgesinin basariyla cogaltilmasi igin
primerlerin optimum sicaklik derecesinin ve MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle belirlenen protokole gére PZR cihazi (MyCycler Personal
Thermal Cycler Biorad (Gradient) ile optimizasyon ¢alismalari yapilmistir. Bu
calismalar i¢in 50 - 60°C arasinda ¢esitli sicaklik dereceleri; 2,5 ve 3 pul olacak sekilde
MgCl; konsantrasyonlari1 denenmistir. Optimizasyon sonucu 3 ul MgCl, konsantrasyonu

ve Tablo 2.8 'de verilen Tm degerleride optimum sicaklik olarak belirlenmistir.

Tablo 2.8. Liken PKS bélgesini ¢ogaltmak i¢in dizayn edilen primerler

Primer Uzunluk
Kod Primer Dizisi (5'->3") (bp) Tm GC%
H1F ATCGATCAATGGGTCCGCTC 20 53 55.00
H1R CGTAGGGGCAGATACAGCAG 20 53 60.00
H2F TATCGCCAGTCCAATCGCTC 20 60 55.00
H2R CCCCAGCAATCCCTCACAAT 20 60 55.00
ACT-F1 ATGAAGATCTTRGCTGAGCG 20 54  50.00
ACT-R1 GAYCTCTGGYTGGCGGTCTG 20 54  60.00

2.2.6.4. H. tubulosa mikobiyontuna ait PKS gen boélgesinin dizilenmesi

H. tubulosa PKS gen bdlgesinin belirlenmesi igin daha 6nce H. tubulosa
mikobiyontundan elde edilen DNA kullanilarak H1 ve H2 primerleriyle PZR cihazinda
(MyCycler Personal Thermal Cycler Biorad (Gradient) optimize edilmis protokol
uygulanarak istenilen gen bolgesinin kopyalanma islemi gergeklestirilmistir.

PZR icin belirlenen protokol,

Reaksiyon bilesenleri

DNA (50 ng/ pl) Iyl
Tampon ¢ozelti (10X) 2,5ul
MgCl; (50 mM) 1,5l
dNTP karigimi (2 mM) 2,5 u
Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0,2 ul
Primer F (10 pmol) 1 ul
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Primer R (10 pmol) I
Steril ultra saf su 15,3 ul

Toplam hacim 25 pl
Dongii Kosullari
95 °C 4 dakika (ilk denaturasyon)
95 °C 1 dakika (denaturasyon)
54 °C /60°C 1 dakika (primer baglanmasi) 30 dongii
73 °C 1 dakika (uzama)
73 °C 7 dakika (son uzama)
4°C o son

Bu protokol uygulanarak elde edilen PZR fiiriinleri elektroforezde % 2’lik jelde
6X yiikleme boyasi ile karistirilarak hazirlanan 10 pl’lik 6rneklerin her biri ayri
kuyucuga yiiklenerek 100 voltta 30 dk yiiriitilmiistiir. Cogaltilan hedef DNA bolgesinin
molekiiler agirligt 100 bp’lik molekiiler agirlik cetveli kullanilarak belirlenmistir.
Uriinlerin jel fotograflari jel gériintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.

UV Jel Goriintilleme Cihazinda (CAMAG UV-Cabinet II) goriintiilenen en
parlak ve belirgin bantlar jelden geri kazanmilmistir. Geri kazanim i¢in yiiksek saflikta
PZR friinlerinin piirifikasyon kiti (Roche) tercih edilmistir. PKS bolgesinin agaroz

jelden piirifikasyonu kitin protokoliine uygun olarak yapilmustir.

2.2.6.5. H. tubulosa mikobiyontuna ait PKS gen bélgesi dizisinin incelenmesi

ve filogenetik analiz

Hedef PKS bolgesi, PZR sonucunda c¢ogaltilmis ve jelden geri kazanilarak gen
bolgesinin dizisi yeni nesil dizileme sistemi (Applied Biosystems) ile dizilenmistir. Cift
zincirden analizi gergeklestirilen diziler GenBank’taki (NCBI) verilerle BLAST
programi kullanilarak kontrol edilmistir. H. tubulosa PKS gen bélgesine ait diziler daha
sonra GenBank'a yeni veri olarak yiiklenecektir. Elde edilen dizilerin PKS gen bolgesi
tizerindeki konumu analiz edilmistir.

H. tubulosa mikobiyont drneklerine ait diziler BLAST yapilarak GenBank’taki
verilere uygunlugu belirlendikten sonra PKS hedef bolgesine ait tam dizisi bilinen

tiirlerin dizileri NCBI veri tabanindan fasta formatinda indirilmistir (Tablo 2.9) [156].
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Tiim dizilerin ClustalX 2.0, BioEdit ve MEGA4 programi ile ¢oklu dizi hizalamasi
(Multiple alignment) yapilmigtir. Hizalanmig olan diziler kullanilarak MEGA4
programinda NJ metodu kullanilarak tiirlerin gruplagsmasini gosteren dendrogramlar
cizilmistir. Dendrogramlarin giivenilirligi 1000 kez "Bootstrap" testi yapilarak kontrol
edilmistir [157-159].

Tablo 2.9. GenBank'tan indirilen PKS bolgesi dizilerine ait GenBank erigsim numaralari

Tir Ad1 GenBank Erisim No

Dirinaria applanata polyketide synthase (PKS) gene EU872212.2

Cladonia grayi putative non-reducing PKS (PKS2) GU930714.1

Hypogymnia physodes non-reducing polyketide synthase 1 JX067626.1
(pks1) gene

Hypogymnia physodes non-reducing polyketide synthase 2 JX067627.1
(pks2) gene

Peltigera membranacea  non-reducing type | polyketide HM180407.1
synthase (PKS4) gene

Peltigera membranacea  non-reducing type | polyketide HM180409.1
synthase (PKS6) gene

Roccella belangeriana Oorani morphotype putative non- EF682016.1
reducing polyketide synthase-like

Roccella montagnei Oorani morphotype putative non- EF569220.1
reducing polyketide synthase-like

Roccella montagnei putative non-reducing polyketide EF569219.1
synthase-like gene

Roccella belangeriana putative non-reducing polyketide EF569218.1
synthase-like gene

Solorina crocea iterative type | polyketide synthase EF554834.1

Usnea longissima strain  non-reducing polyketide synthase JN408682.1

CH050148 (PKS1)

Usnea longissima strain  polyketide synthase 1 (PKS1) gene JN580453.1

CH050148

Usnea longissima type | polyketide synthase PKS2 JX232185.1
(PKS2)

Usnea longissima type | polyketide synthase PKS6 JX232188.1
(PKS6)

Usnea longissima type | polyketide synthase PKS4 JX232186.1
(PKS4)

Xanthoparmelia polyketide synthase (PKS1) EF547512.1

semiviridis

Xanthoparmelia putative non-reducing polyketide EU003878.1

semiviridis synthase (NR3KS1) gene

Xanthoparmelia strain XsmPKSI polyketide synthase KJ501919.1

substrigosa

type | (PKSI)
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2.2.7. Kiiltiirde cogalan 6rneklerin stres kosullarinda PKS gen ekspresyon

seviyelerinin dlgiilmesi
2.2.7.1. H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinden total RNA izolasyonu

Mikobiyontlardan kaliteli total RNA izolasyonu gerceklestirmek icin literatlirde
ad1 gegen c¢esitli kit ve manuel yontemler belirlenmistir. Bu yontemler liken 6rnekleriyle
test edilerek deneyin yapilacagi laboratuvar kosullarinda en kaliteli RNA izolasyonu
saglayan yontem TRIGent total RNA izolasyon kiti olarak belirlenmistir. Izolasyona
baslamadan 6nce tiim malzemeler DEPC ile olusturulan RNaz igermeyen distile su ile
yikanmig ve steril edilmistir. Deney ortami RNaz uzaklastirict soliisyonlarla
temizlenmistir. TRIGent total RNA izolasyon kiti protokoliine uygun olarak
orneklerden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

e Stres kosullarinda bekletilen Orneklerden steril kosullarda yaklasitk 50 mg
mikobiyont hassas terazide tartilmistir.

e Sivi azot yardimiyla steril havanlarda toz haline getirilmis 6rnekler 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere alinarak iistiine 1 ml TRIGent soliisyonu eklenmistir.

e Ependorflara Cam boncuklar eklendikten sonra tiipler MagNa Lyser (Roche)
cihazina yerlestirilmis ve 7000 devirde yaklasik 1 dk homojenize edilmistir.

¢ Homojenizasyondan sonra 6rnekler fazladan hiicresel membranlar, polisakkaritler ve
yiiksek molekiil agirlhikli DNA'y1 igeren ¢oziilmeyen maddeyi homojenattan
uzaklastirmak i¢in 2-8 °C'de 10 dakika boyunca 12,000 rpm'de santrifiij edilmistir.

e Santrifiij edilen tiiplerin slipernatant kismi temiz steril tiiplere alinarak pellet kismi1
atilmastir.

e Homojenize edilen 6rnekler 5 dk 15~30 °C'de inkiibe edilmistir.

e Homojenat iizerine 0,2 ml kloroform eklenmistir. Tiipler 15 sn kadar elde kuvvetlice
calkalanmistir. Calkalanan ornekler 2-3 dk 15~30°C'de inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra &rnekler faz ayrmmu icin 15 dk boyunca 2-8 °C'de 12,000
rpm'de santrifiij edilmistir.

e Santrifiij edilen tiiplerde faz ayrimi olusmustur. En altta fenol-kloroform fazi
(cogunlukla protein igerir), ortada bulanik beyaz faz (¢cogunlukla DNA igerir) ve

renksiz sulu iist faz ortaya ¢ikmistir. RNA, sadece sulu fazda kalmistir. Sulu fazin
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hacminin, homojenizasyon i¢in kullanilan TRIGent hacminin yaklasik % 60 olmasi
beklenir.

e Sulu, seffaf iist faz alinarak yeni steril ependorflara aktarilmistir. Sulu fazi igeren
tiplere 0,5 ml izopropil alkol eklenmistir. Tiipler 10 dk 15~30 °C'de inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra 2-8 °C'de 10 dakika boyunca en fazla 12,000 rpm'de santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij sonrasinda silipernatant atilmistir. Tiplerin yan ve alt kisminda jel
kivaminda RNA pelleti gézlenmistir.

e RNA pelletinin yikanmasi i¢in tiiplere Iml % 75 etanol eklenmistir ve tiipler yavas
hareketlerle karistirilmistir.

e Tiipler 2-8 °C'de 5 dakika boyunca en fazla 7500 rpm'de santrifiij edilmistir.

o Santrifiij edilen tiiplerdeki siipernatant kismi1 hizlica tiipten uzaklastirilmistir.

e RNA pelletini igeren tiipler havada kurutulmaya birakilmistir.

e Havada kurumasi saglanan orneklerin iistiine 50-100 ml RNaz icermeyen distile su
eklenmistir. RNA'nin tam olarak ¢oziilmesi i¢in tiipler 55~60 °C'de 10 dk inkiibe
edilmistir.

e RNA'lar uzun siireli kullanim i¢in -20 veya -86 °C'de muhafaza edilmistir.

2.2.7.2. izole edilen total RNA safhiginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Cytation 3 (BioTek) cihazi kullanilarak 260/280 nm degerine gore izole edilen
RNA’nin saflik derecesi ve konsantrasyonu belirlenmistir. Bu konsantrasyon
degerlerine gore ornekler i¢in diliisyon oranlar1 hesaplanmis ve her bir tiipte 50 ng/ul

olacak sekilde aligotlara ayrilarak drnekler kullanilincaya kadar -86 °C’de saklanmustir.
2.2.7.3. izole edilen total RNA'lardan cDNA sentezi

cDNA sentezi Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti (Roche)
kullanilarak — gerceklestirilmistir. Asagidaki karisim hazirlanarak  H. tubulosa
mikobiyontundan elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmistir. Calismalar buz

iistlinde ve soguk ortamda gergeklestirilmistir.
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e Birinci asamada her 6rnek i¢in asagidaki karisim hazirlanmastir.

RNA (50 ng/ul) 10 ul
Anchored-oligo(dT)18 primer 1wl
Random hekzamer primer 1 ul
H,O 1 pl

Toplam 13 pl

e Karisimi igeren tiipler 65°C’de 10 dakika boyunca bekletildikten sonra buz iistiine
alinmistir.
e lkinci asamada her bir 6rnek icin asagidaki karisim hazirlanmis ve drneklere toplam

hacim 20 pl olacak sekilde eklenmistir.

RT Tamponu (5x) 4 ul
RNaz inhibitorii 0,5 ul
dNTP (10mM) 2 ul
Revers transkriptaz 0,5 ul

Toplam 20 pl

e Ornekler kisaca santrifiij edilip PZR cihazina (MyCycler Personal Thermal Cycler
Biorad (Gradient)) konulmus ve asagidaki protokol uygulanmistir.

25 °C 10 dakika
55 °C 30 dakika
85 °C 5 dakika

e Elde edilen cDNA’lar kRT-PZR uygulamasi gergeklesene kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir.
2.2.7.4. KRT-PZR ile cDNA’larin ¢ogaltilmasi
Kiiltiirde ¢ogalan orneklerin stres kosullarinda PKS gen ekspresyon seviyesinin
Ol¢iilmesi i¢in cDNA’lar belirlenen primer kullanilarak gercek zamanli PZR cihazinda

cogaltilmis ve ekspresyon seviyesi belirlenmistir. kRT-PZR uygulamas1 Light Cycler
SYBR Green I Master kiti yardimiyla gergeklestirilmistir. Roche Light Cycler 2.0 cihazi
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kullanilarak ¢DNA’larin ¢ogalma miktar1 SYBR Green ile Olclilmiistiir. Asagida

belirtilen karigim hazirlanmis ve ilgili protokol uygulanmistir.

PZR Karisimi:

Primer F (10pmol) Il
Primer R (10pmol) 1wl
Master Miks 10 pl
H,O 3ul
cDNA Sul

Toplam 20 pl

PZR Dongiisti:

95°C 10 dk (Ilk Denatiirasyon)

95°C 10 sn (Denatiirasyon)

53°C 10 sn (Yapisma) 45 dongi
72°C 1 sn (Uzama)

2.2.7.5. KRT-PZR bulgularinin analizi

Dizayn edilen spesifik primerler kullanilarak kRT-PZR cihaz1 ile gen
ekspresyonu incelenmistir. kRT-PZR sonucunda elde edilen “Esik Degeri” (Crossing
Threshold, Ct) degerleri ile hedef genin ¢ogalmaya basladigi dongiiler
belirlenebilmistir. Diisitk Ct degerine sahip bir Ornegin, gen ekspresyon seviyesinin
yiiksek oldugunu ifade ettigi bilinmektedir. Stres uygulamasi sonucu elde edilen hedef
genlere ait Ct degerleri, referans gen ekspresyonu ile karsilastirilarak normalize
edilmisgtir. PKS gen ekspresyon seviyesi KRT-PZR sonuglarinin hesaplanmasinda
kullanilan yeni bir matematiksel modelle orneklerin kontrol grubuna oranlari Pfaffl

yontemine gore hesaplanmistir (Sekil 2.10) [161].

9ACts r‘nek{CtkontroE_Ctﬁrn ek)
Oran =

zﬁctRefem ns{mkontrol—‘:térn ek)

Sekil.2.10. PKS gen ekspresyon seviyesi normalizasyon denklemi
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2.2.8. Stres kosullarinda Kkiiltiirde g¢ogalan Hypogumnia tubulosa mikobiyont
orneklerinin bakterilerin bilyiime egrisi ve biyofilm formu iizerindeki

aktivitelerinin incelenmesi

Kiiltire alinan Orneklerde strese maruz birakildiktan sonra biyolojik aktivite
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla test edilmislerdir. Bu amagla 6rnekler bakteri

suslarinin biiylime egrisi lizerine etkisi ve antibiyofilm testine tabi tutulmustur.

2.2.8.1. Kiiltiirde cogalan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinden 6ziit elde

edilmesi

Kiiltirde c¢ogalan orneklerin stres kosullarinda poliketid {retimi ve
etkinligindeki degisimin incelenmesi amaciyla H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinden
oziit elde edilmistir (Sekil 2.11).

Gen ekspreseyon seviyesinin Ol¢iilmesi icin nitrat-asetat ve sicaklik-1s1k stresine
maruz birakilan 6rneklerden ayn1 zamanda 6ziit elde etmek i¢in de drnekler secilmistir.
Secilen ornekler (yaklasik 100 mg) tizerine 10 ml aseton eklenerek o6rnekler karanlikta
72 saat bekletilmistir. Daha sonra kurutma kagidi ile siiziilerek steril cam petrilere
aktarilmistir. Cam petrilerde bulunan liken o6ziitii, ¢oziiciilerinin u¢gmasi icin ¢eker
ocakta 24 saat boyunca bekletilmistir. Coziiciisii ugtuktan sonra toz halindeki liken
Oziitii steril santrifiyj tiipe alinmis ve Oziitlerin toz agirhig tartilmistir.

Steril falkon tiipler icerisindeki toz liken Oziitleri esit konsantrasyonda olacak
sekilde %100’liik Dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziilmiistiir ve 0,45 pm’lik filtrelerden
gecirilerek steril edilmistir. Deneylerde kullanilmak iizere her 6rnek 1 pg/ pl liken 6ziitii

icerecek ve DMSO oran1 %6 olacak sekilde seyreltilmistir.

Sekil 2.11. Kiiltiir 6rneklerinden 06ziit ¢ikarma asamasi
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2.2.8.2. Bakterilerin belirli bir konsantrasyona gore ayarlanmasi

S. aureus susu ATCC 25923 ve P. aeruginosa PAO1 bakteri susu 37 °C ’de bir
gece inkiibe edildikten sonra testlerde kullanilacak kiiltiirler OD: 625 nm'de Olctilerek
0,5 McFarland (yaklasik 1,5x108<:fu/ml) standardina gore ayarlanmustir.

2.2.8.3. Oziitlerin bakterilerin biiyiime egrisi iizerindeki etkilerinin

incelenmesi

Liken aseton oziitlerinin S. aureus ve P. aeruginosa suslarmin biiylime egrileri
tizerindeki etkileri 96 kuyucuklu seffaf plakalar kullanilarak seri mikrodiliisyon yontemi
ile test edilmistir. Mikroplaka kuyucuklarina 100 pl LB besiyeri konulmustur. Yatay
siralarda  bulunan ilk kuyucuklara H. tubulosa mikobiyont oOrneklerinin aseton
Oziitlerinin her birinden ayr1 ayri olacak sekilde 100 pl eklenmis, pipetaj yapilarak
kuyucuklardan 100 pl cekilmis ve bir sonraki kuyucuga eklenmistir. Bu islem 5
kuyucuk boyunca tekrarlanmis ve her bir liken grubunda % oraninda azalan bir seri
dilisyon elde edilmistir. 1 McFarland standardinda ayarlanmig S. aureus ve P.
aeruginosa suslar1 bakteri siispansiyonlari kor olarak belirlenen kuyucuk hari¢ tiim
kuyucuklara 100 pl eklenmistir. Kor olarak LB broth besiyeri, kontrol gruplar1 olarak
LB broth besiyeri ile bakteri siispansiyonu kullanilmistir. Mikroplakalar Cytation 3
(BioTek) cihazina konulmus ve 37 °C’de OD:600 nm’de Ol¢limler alinmistir. Tim

testler 3 kez tekrarlanmistir.
2.2.8.4. Oziitlerin bakterilerin anti-biyofilm 6zelliklerinin incelenmesi

H. tubulosa aseton oziitlerinin S. aureus ve P. aeruginosa PAOL biyofilm formu
tizerindeki etkinlik testleri 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalar kullanilarak seri
mikrodiliisyon yontemi ile gerceklestirilmistir. 0,5 McFarland standardinda hazirlanan
bakteri siispansiyonu LB broth besiyeri ile 1:100 oraninda diliie edilmis ve kor olarak
kullanilan  kuyucuklar hari¢ tiim kuyucuklara 100 pl seyreltilmis bakteri
siispansiyonundan konulmustur. Test edilecek liken Oziitleri antimikrobiyal testlerinde
denenen konsantrasyonlarda seri mikrodiliisyon yontemi ile kuyucuklara eklenmistir.
Biyofilm testi okumalarinda kor olarak kullanilmak tizere 5 kuyucuk bos birakilmistir.

Mikroplakanin tiim kuyucuklarindaki son hacim 100 pl olarak ayarlanmistir.
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Mikroplakalar 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

24 saatlik inkiibasyonun ardindan mikroplakalardaki tiim kuyucuklar planktonik
bakteri hiicrelerinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bosaltilmis ve 3 defa distile su ile
yikanmigtir. Distile su ile yikanan mikroplakalar kuruduktan sonra kor olarak
kullanilacak kuyucuklar hari¢ tiim kuyucuklara 150 pl % 0,1°lik kristal viyole
solisyonu eklenmis ve biyofilm formunu boyamas:t i¢in 10 dakika boyunca
beklenmistir. Bekleme siiresi tamamlandiginda fazla boyanin ortamdan uzaklastirilmasi
icin kuyucuklar 3 defa distile su ile yikanmis ve kurumaya birakilmistir.
Mikroplakalarin kurumasiin ardindan tim kuyucuklara 150 pl % 96’lik etanol
eklenmis ve Cytation 3 (BioTek) cihazinda 590 nm’de etanol grubu kor olarak

kullanilarak ol¢iimler alinmistir. Tiim testler 3 kez tekrarlanmustir.

2.2.9. Stres Kkosullarinda Kkiiltiirde cogalan Hypogymnia tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitiiniin iceriginin belirlenmesi
2.2.9.1. ince tabaka kromatografisi (Thin layer chromatography-TLC)

H. tubulosa mikobiyont orneklerinden elde edilen aseton oOziitiinlin igerigini
belirlemek amaciyla ornekler ince tabaka kromatografisi ile incelenmistir (Sekil 2.12).
Sabit faz olarak 20 x 20 aliiminyum silika jel 60 F254 plaka kullanilmistir. Orange ve
ark. (2001) ve Culberson (1972) protokollerine uygun olarak [162,163]:

e Uygun boyutlarda kesilen silika plakalarin alt ucundan 1 cm Odlgiilerek orneklerin
uygulanacagi mesafe belirlenmistir.

e Bu mesafede plakanin enine 1-1,5 cm araliklarla 6rneklerin uygulanacag noktalar
kursun kalem ile isaretlenmistir. Noktalar numaralandirilmis veya 6rneklerin kodlari
ile belirtilmistir.

e Test edilecek oziitler aseton iginde ¢oziilmiistiir.

e Oziit igeren aseton ¢dzeltisinden cam kapiller tiipler ile cok az miktarda gekilerek
plaka iizerinde isaretlenen noktalara uygulanmistir.

e Plaka iizerinde bir ka¢ noktaya referans maddeler yiiklenmistir.

e Duragan maddelerin plaka iizerinde ilerlemesi ve icerigindeki maddelerin ayrigsmasi

icin hareketli bir faz hazirlanmistir.
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Hareketli faz olarak 50 ml Toluene/Diokzan/Asetik asit (180:45:5) karisimi
hazirlanmistir. Karisim yiiriitme tankina alinmistir. Tabaka yerlestirilmeden once
tankin i¢inin ¢dziicii buhartyla doymasi beklenmistir.

Liken 6ziitlerinin yiiklendigi plakalar tank i¢ine yerlestirilmistir.

Bu yontemde hareketli faz asagidan yukariya dogru duragan fazi hareket ettirir. Oziit
icindeki molekiiller ¢oziicliye baglanma afinitelerine gore hareketli fazin plaka
tizerinde ilerlemesine bagli olarak farkli seviyelere taginirlar.

Oziit icindeki maddelerin Rf (Retention value) degerleri c¢oziiciiye gore
degismektedir. Rf degeri maddenin ilerledigi mesafenin/¢oziicliniin ilerledigi
mesafeye orantyla hesaplanmistir (Sekil 2.13).

Oziit igindeki maddeler referans maddeler ile karsilastirilarak tespit edilmeye

caligilmistir.

Sekil 2.12. TLC uygulama asamasi

Yiiriiyen maddenin mesafesi

Yiiriiyen Coziiciiniin mesafesi

Sekil 2.13. Rf degerlerinin hesaplama denklemi
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BOLUM 3
3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Bulgular

3.1.1. Dogadan toplanan Hypogymnia tubulosa érneklerinin bakterilerin biiyiime

egrisi ve biyofilm formu iizerindeki aktiviteleri ile ilgili bulgular

Dogadan toplanan H. tubulosa 6rnekleri kiiltiire alinmadan 6nce Bursa lokalitesi
ist. 1 ve ist. 3'ten toplanan H. tubulosa liken 6rneklerinden elde edilen aseton oziitii
kullanilarak P. aeruginosa PAOL ve S. aureus suslarinin bilyiime egrisi ve biyofilm

olusumu tizerine etkileri test edilmistir.

3.1.1.1. H. tubulosa aseton oziitlerinin S. aureus susunun biiyiime egrisi

uizerindeki etkileri

Dogadan toplanan H. tubulosa aseton oziitlerinden 240 pg/ml, 120 pg/ml, 60
pug/ml dozlar1 bakteri suglari lizerine uygulanmistir. 20 saat boyunca 20 dakikada bir
alinan absorbans dl¢timleri (OD: 600 nm) sonucunda elde edilen verilerle biiylime egrisi
grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.1 - Sekil 3.2). Dogadan toplanan H. tubulosa aseton
Oziitlerinin biliylimeyi inhibe eden dozlari incelenmistir. Bursa ist. 1 ve ist. 3'ten

toplanan o6rneklerin uygulanan tiim dozlarinin biiylimeyi inhibe ettigi gézlenmistir.
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Sekil 3.1. H. tubulosa Bursa ist. 1 6rnegi aseton dziitiiniin S. aureus susunun biiylime

egrisi lizerindeki etkisi
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Sekil 3.2. H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime

egrisi lizerindeki etkisi

3.1.1.2. H. tubulosa aseton oziitlerinin S. aureus suslarmin iizerindeki anti-

biyofilm etkileri

H. tubulosa aseton 6ziitiiniin S. aureus susunun biyofilm formu iizerine etkisini
incelemek i¢in biiyiime egrisi lizerine etkisinin incelendigi testlerde tercih edilen dozlar
uygulanmistir. Hazirlanan plakalar 24 saat inkiibe edildikten sonra kontrol gruplar ile
aseton Oziitli iceren gruplarin bulundugu kuyucuklardaki biyofilm olusumu Cytation 3
(BioTek) cihazinda spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Bursa ist.1 Ornegine ait
bulgular Sekil 3.3'te verilmistir. Olciim sonuglar1 kullanilarak biyofilm inhibisyon
grafikleri olusturulmustur. H. tubulosa aseton Oziitlerinin S. aureus susunun biyofilm
formu tizerindeki etkinlikleri analiz edilmistir (Sekil 3.4). Bursa ist. 3 Ornegine ait
bulgularda Sekil 3.5 ve Sekil 3.6'da verilmistir. Testler 3 kez tekrarlanmis ve sonuclarin
ortalamast alinmistir.

Bursa ist. 1 orneklerinin aseton Oziitiiniin tim dozlarmimn antibiyofilm etkisi

bulunmaktadir. Bursa ist. 1 i¢in en etkili doz 60 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Hypgymnia tubulosa’nin S.aureus Biyofilm

002704 Formu Uzerine Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.3. H. tubulosa Bursa ist. 1 6rnegi aseton oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-

biyofilm doz-yanit grafigi
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Sekil 3.4. H. tubulosa Bursa ist. 1 6rnegi aseton Oziitiiniin S. aureus susuna muamelesi

sonucu elde edilen biyofilm (OD-590 nm) grafigi.
Bursa ist. 3 Orneklerinin aseton Oziitlinlin tiim dozlarinin antibiyofilm etkisi

bulunmaktadir. Bursa ist. 3 i¢in en etkili antibiyofilm dozu 120 pg/ml olarak

belirlenmistir.
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0.0550- Hypgymnia tubulosa’nin S.aureus

Biyofilm Formu Uzerine Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.5. H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton Oziitliniin S. aureus susu {izerine anti-

biyofilm doz-yanit grafigi

Hypogymniatubulosa ist.3 6rnegi
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Sekil 3.6. S. aureus susunun H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton oziitii ile muamelesi

sonucu elde edilen biyofilm (OD-590 nm) grafigi.
3.1.1.3. H. tubulosa aseton 6ziitlerinin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime

egrisi lizerindeki etkileri

H. tubulosa aseton oOziitlerinden 240 pg/ml, 120 pg/ml, 60 pg/ml dozlari P.
aeruginosa PAOL bakteri susu iizerine uygulanmistir. 20 saat boyunca 20 dakikada bir

alinan absorbans Ol¢limleri (OD: 600 nm) sonucunda elde edilen verilerle biiyiime egrisi
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grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.7; Sekil 3.8). H. tubulosa Bursa ist. 1 ve ist. 3
orneklerinin aseton Oziitlerinin dozlarinin biliyiimeyi inhibe etmek icin yeterli olmadigi

gbzlenmistir.
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Sekil 3.7. H. tubulosa Bursa ist. 1 6rnegi aseton 6ziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun

biiyiime egrisi lizerindeki etkisi
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Sekil 3.8. H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton 0Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun

bliylime egrisi iizerindeki etkisi

3.1.1.4. H. tubulosa aseton o6ziitlerinin P. aeruginosa PAOL susu iizerindeki

anti-biyofilm etkileri

H. tubulosa aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 bakteri susunun biyofilm

formu iizerine etkisini incelemek i¢in biiylime egrisi lizerine etkisinin incelendigi
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testlerde tercih edilen dozlar uygulanmistir. Hazirlanan plakalar 24 saat inkiibe
edildikten sonra kontrol gruplar1 ile aseton Oziitii igeren gruplarin bulundugu
kuyucuklardaki biyofilm olusumu Cytation 3 (BioTek) cihazinda spektrofotometrik
olarak Olciilmiistiir. Ol¢iim sonuglart kullanilarak biyofilm inhibisyon grafikleri
olusturulmustur (Sekil 3.9; Sekil 3.10). H. tubulosa aseton 6ziitlerinin P. aeruginosa
PAOL1 bakteri susunun biyofilm formu iizerindeki etkinlikleri analiz edilmistir (Sekil
3.11; Sekil 3.12). Testler 3 kez tekrarlanmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Bursa ist 1 ve ist 3 6rneklerinin aseton oziitiiniin 120 pg/ml, 60 pg/ml dozlarinin

biyofilm olusumunu engelledigi tespit edilmistir.

Hypgymnia tubulosa’nin P. aeruginosa PAO1
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Sekil 3.9. H. tubulosa Bursa ist.1 6rnegi aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu
tizerine anti-biyofilm doz-yanit grafigi

Hypogymnia tubulosa ist1 ornegi
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Sekil 3.10. P. aeruginosa PAOL susunun H. tubulosa Bursa ist. 1 6rnegi aseton 0ziitii

ile muamelesi sonucu elde edilen biyofilm (OD-590 nm) grafigi.
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Hypgymnia tubulosa’nin P. aeruginosa PAO1
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Sekil 3.11. H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton O6ziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu

tizerine anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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Sekil 3.12. P. aeruginosa PAOL susunun H. tubulosa Bursa ist. 3 6rnegi aseton 0ziitii

ile muamelesi sonucu elde edilen biyofilm (OD-590 nm) grafigi.
3.1.2. Dogadan toplanan Hypogymnia tubulosa mikobiyontlarinin kiiltiire alinmasi

Bursa Uludag Kestel Alacam/Alacam Milli Parki lokalitelerinden taze liken
toplama calismas1 gergeklestirilmistir. Toplanan Orneklerden Yamamoto, (2002)
protokoliine uygun olarak H. tubulosa mikobiyontu 3 adet 24'lik plakada kiiltiire
alinmustir [109]. Ornekler diizenli olarak kontrol edilmis orneklerin biiyiimeleri ve

kontaminasyonlari1 stereo mikroskop ile takip edilmistir. Orneklerin bazilarinda ilk 1
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ayda kontaminasyon gozlenmistir (Sekil 3.13). Kontaminasyon gozlenen 24'lik
plakadaki kontamine olmamis ornekler temiz ve yeni besiyerine alinmistir. H. tubulosa

tiirline ait 3 plakada bulunan 6rnekler 24'liik bir plakaya toplanmustir.

Sekil 3.13. Orneklerin bilyiimelerinin ve kontaminasyonlarmin takibi

Pasaj gecilen Orneklerinden 3 ay sonra sadece 5 kuyucukta H. tubulosa
mikobiyont (mantar ortagi) orneklerinde biiyiime ve hif uzantisi gozlenmistir (Sekil
3.14). H. tubulosa'dan elde edilen ornekler arasinda 24'lik plaka 1D kuyucugunda
fotobiyont (alg ortagi) 6rnegi de biiylime gostermistir (Sekil 3.14b). Bu siiregte yine
kontaminasyonlar olugsmustur. Kontamine olmayan biiylime ve hif uzamasi gosteren

ornekler tekrar yeni besiyerine pasaj gecilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 a) 3 aylik Hypogymnia tubulosa kiiltiir 6rnegi, b) Hypogymnia tubulosa'dan
elde edilen fotobiyont (alg ortagi), c-d) Hypogymnia tubulosa'dan elde edilen

mikobiyont (mantar ortagi)
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Pasaj gecilen Orneklerinden 6 ay sonra sadece 3 kuyucukta H. tubulosa
mikobiyont (mantar ortagi) Orneklerinin biiyiimesi saglanmistir (Sekil 3.15) 24'lik
plakada C2, C4 ve C5 kuyucuklarinda H. tubulosa mikobiyont (mantar ortagi); Al, A2,
Bl, Cl ve D1 kuyucuklarinda ise H. tubulosa fotobiyont (alg ortagi) biiyliime

gostermistir.

Sekil 3.15. 24'likk plakada H. tubulosa mikobiyont (mantar ortagi) ve fotobiyont (alg
ortagi) bliylimesi

3.1.2.1. Kiiltiirde cogalan 6rneklerin pasaj gecilmesi

24'liik plakada C2, C4 ve C5 kuyucuklarinda biiyime gosteren H. tubulosa
ornekleri tekrar pasaj gecilmis ve ornek sayist artirilmigtir. 1 yillik stirecte 10 plaka ve
yaklasik 300 ornek bilyiitiilmiistiir. Orneklerin bazilarinda yaklasik 10 kat biiyiime
gbzlenmistir. Biiylime orani ortalama % 60 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.16). Sekil
3.16°da goriilen a ornegi biiyliyerek b 6rnegi seklini almistir, ¢ 6rnegi ise d Ornegi

seklini almistir.

Sekil 3.16. 24'lik plakada bir kag aylik H. tubulosa mikobiyont biiyiimesi
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Bu siiregte kontaminsyona sebep olan Ornekler ayrica test edilmistir.
Kontaminasyon kaynagi olarak en sik Candida gulliermondii, Candida silvicola,
Rhodotorula glutinis, Penicillium sp., Aspergillus sp. tiirleri goézlenmistir. ilk kiiltiire
alman ve pasaj gecilen Orneklerdeki kontamine Ornek sayis1 kaydedilerek

kontaminasyon orani hesaplanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. H. tubulosa mikobiyont kiiltiir 6rneklerinde kontaminasyon orant

Ornek Grubu Kontamine Ornek Toplam érnek Kontaminasyon
Sayisi sayis1 orani
[lk kez kiiltiire alinan 23 70 %432
ornekler
Pasaj gecilen 6rnekler 59 298 %20
Stres uygulamak i¢in pasaj 5 300 %2

gecilen ornekler

Toplam 6rnek sayisi 87 668 %13

3.1.3. Kiiltiir 6rneklerinin molekiiler tiir tayini bulgulari
3.1.3.1. DNA izolasyonu ve saflig

H. tubulosa mikobiyont 6rnekleri azot ile ezilerek CTAB metoduna gére DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA varligit ve safligi hem jel elektroforezinde
yiriitiilerek hem de Cytation 3 (BioTek) cihazi ile 6lgiilerek tespit edilmistir. Bu 6l¢iime
gore DNA i¢in 260/280 absorbans degeri 1,6 oOlgiiliirken, DNA konsantrasyonu 45

pug/ml olarak belirlenmistir.
3.1.3.2. Hedef bolgenin PZR ile cogaltilmasi

H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinden elde edilen total DNA’lardan rDNA
kiigiik alt iinite geninin sonunu, ITS1, ITS2 bdlgelerini, 5.8S rDNA genini ve rDNA
biiyiik alt iinite geninin 5 ucunu iceren DNA bdélgesinin ¢ogaltilmasi polimeraz zincir
reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. PZR ¢alismalari sonucu olusan ftriinler jel
elektroforezinde yliriitiilmiis asagidaki jel fotografinda goriilen 700-800 bp arasindaki
bantlar elde edilmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin tiir tayini igin PZR ile ¢ogaltilan ITS

bolgesine ait jel goriintiisii
3.1.3.3. H. tubulosa mikobiyont érneklerine ait I TS Dizi analizi

H. tubulosa mikobiyont orneklerinden PZR sonucunda hedef bolge 6rnekleri
cogaltilmis ve pirifikasyon islemi ile jelden istenen bantlar saflastiriimistir.
Piirifikasyon ile elde edilen iiriinlerden ¢ift yonlii diziler elde edilmistir. Diziler
GenBank’ta bulunan verilerle BLAST programi kullanilarak karsilagtirilmistir [156].
Karsilastirma sonucunda GenBank’ta verisi bulunan H. tubulosa ITS bélgesi dizileri ile
%100 uyum gozlenmistir (Sekil 3.18)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
ii Alignments. o

Max = Total Query

Ident = Accession
score score cover value

Description

Hypogymnia tubulosa voucher D42 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribe 1014 1014 67% 0.0 100% HQ725075.1

Hypogymnia tubulosa genomic DNA containing ITS1. 5,85 rRNA gene, ITS2. EDNAE 948 948 63% 0.0 99% FR799196.1

Hypogymnia tubulosa genomic DNA containing ITS1. 5,85 rRNA gene, ITS2, biomaterial EDNAE 942 942 63% 0.0 99% FR799195.1
Hypogymnia tubulosa genomic DNA containing ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2, biomaterial EDNAE 926 926 62% 0.0 99% FR799194.1
Hypogymnia tubulosa voucher tubd4 18S ribesomal RNA gene, partial sequence: internal transeribe 917 917 61% 0.0 99% HQ680612.1
Cladia aggregata infernal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and infernal transcribed 905 905 60% 0.0  99% AY245093.1
Hypogymnia tubulosa voucher D22 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: infernal transcribe 944 944 64% 0.0 99% HQ680585.1
Hypogymnia tubulosa isolate LIFUG47-16 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal tran 1386 1386 96% 0.0 98% KX132986.1
Hypogymnia farinacea isolate LIFU038-16 18S riboscmal RNA gene. partial sequence: intemnaltrai 926 926  67% 0.0  97% KX132847.1

Hypogymnia fujisanensis voucher HFUJI1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal trar 891 891  66% 0.0 96% HQ725079.1

Sekil 3.18. Elde edilen dizilerin GenBank’ta bulunan verilerle BLAST programi

kullanilarak karsilagtiriimasi
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Morfolojik olarak tiir tayini yapilamayan kiiltiir 6rneklerinin molekiiler teknikler
kullanilarak tiirii tespit edilmistir. Kiiltiire alinan tiir ile kiiltiirde ¢ogalan 6rneklerin ayni
oldugu ve kontaminasyon olmadigr ortaya ¢ikarilmistir. Reverse primere gore
cogaltilmis bolgeye ait niikleotit dizileri fasta formatinda Sekil 3.19'da verilmistir. Elde
edilen diziye gore hedef bolgenin 810 bp uzunlugunda oldugu tespit edilmistir.

> Hypogymnia tubulosa _ITS-BR_
TGATCTACCTGATCGAGGTCATCATTGAAATAAATGGGGTTGTCTGGCAAGC
CACGGGGCGAACTTTCAAAGCGGGGAAGATTTACTGCGCTTAAAGTCACAC
CGGACCGCCACTGCTTTTCGGGCACGCCGCGGGGGCGAGAACCCAATACCA
AGCTACGCTTGAGGGGTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAAT
ACCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGC
AATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCTGGAACCA
AGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTACTATTATGTTTTTTGTTCTGATAATACT
CGATAGGCAGAATTGAATGGGCCTCTGACGGGCGCTCACTAGCCCGAAGGC
CAGCGCAGGGTGACCCCTAAGGCTCGCCAAAGCAACAAAGGTAGATAAAC
AATGGGTGAAGAGTTGGGGGCCGAAACCCCCGGGAGCGCGAAGCCLCCTCTC
TCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCCGCAAACTCTACAACCGGTGACGGCTG
AGACCCGGTCATATCTCAACCACCAACGTGGCCGCTATCGTTTGATCTGTGA
ACTCCAGGGGCTCCTGAAGCTGCTGGTTGACCCCGGAAACGGGGCTTCCAG
CGCAGACTGATAGCGTCGCCCACCCCTGATAGGGGAAGACTCGGACACTTG
TTTAGAGTCGCTGCCGGGGCTTCCGGCAGGCAAACTTGCCACCTACGGAAA
CCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCAATTGGGGAACCAGAGAAA

Sekil 3.19. Hypogymnia tubulosa ITS dizisinin fasta formati

3.1.3.4. H. tubulosa mikobiyont drneklerine ait ITS dizilerinin filogenetik

analizi

GenBank veri tabaninda bulunan, Hypogymnia cinsine ait bazi tiirlerin ITS gen
bolgesi kullanilarak elde edilmis dizileri "Fasta" formatinda indirilmistir. Hypogymnia
tirlerinin ITS bdlgelerine ait diziler BioEdit, ClustalX 2.0, MEGA4 programlari
kullanilarak hizalanmig ve dizilerin analizleri gergeklestirilmistir [157-159]. BioEdit
programi ile yapilan ¢oklu hizalama ile siralanmis ve gorsel olarak ayarlanmistir (Sekil
3.20).
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Hypcgymnia ¢ TAGCTITCGTAGTGGECAGTTTGCCTGCCGGARGCCCCGECAGCGACTCTARACRAGTGTCCGAGTCTTCCCCTATCAGGGETGEECGACGCTATCAGT CTGCGCTGGRAGCCCCGTTTCCGEGETCARCCAGCAG
H(725075.1 BRACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGAGAGEEECTTCGCGCTCCCGEEGETTICGECCCCCAACTCTTCACCCATTGTITATCTACCTTTGTTGCTTTGGECEAGCCTTAGGEETCACCCTECGCTGECCTTCGGEC
FR799196.1 HCTGRAGAGAGGGECTTCGCGCTCCCEGEGGTTTCEGCCCCCARCTCTTCACCCATTGTTTATCTACCTTTGTIGCTTTGGCGAGCCTTAGGGETCACCCTGCECTGGCCTTCEGGCTAGTEAGCGCCCGTCAGRGE
E¥132956.1 HGTCCGAGTCTTCCCCTATCAGGGETGEGCEACGCTATCAGTCTGCGCTGGAAGCCCCGTTTCCGGEETCAACCAGCAGCTTCAGGAGCCCCTEEAGTTCACAGATCAAACGATAGCGGCCACGTTGGTEETTGAG
IAF058036.1 HGCGGAACCTGCGGAAGEATCATTACTGAGAGAGEGGCTTCECELTCCCEEGEETTTCAECCCCTACYTCTTCACCCATTGTTTATCTACCTTTGTTGCTITGECGEGCTTTGEGETTCGCCTCACGCCGEACTTC
JFB00095.1 HCTCTCCTTGCCCCATARATGTCAC CCTCGACCCARATTCCCGATAACGAGGGCCCGTGEAARGGTTTGCCAGTTTCCCCCCCAGATTTEETTTAGGGCCAAGGAGTTTTALRARAGGGGCCTCCCCTCCG:
JFB00094.1 HTTTCTCACCCCCGCECGCCATTCCGRAAGACACCCAACCTGRATCGCCOGERRAATTTGETTGCCAGCCCGCGRACCTAGCARAAGGGTTTTACGGCAACGAATATTATAGAGGTGGCTTCCCCCTCGEGETTCG

Sekil 3.20. H. tubulosa 6rneklerine ait dizilerin BioEdit programi ile ¢oklu hizalanmasi

MEGA4 programinda farkli algoritmalar (NJ, MP) kullanilarak tiirlerin
gruplasmasini gosteren dendrogramlar ¢izilmistir. Neighbour - Joining (NJ) metodu ile
olusturulmus cins dendrograminda H. tubulosa tiiriine ait 6rneklerin bir arada toplandig
ve diger tiirlerden ayrildig1 ve monofiletik bir gruplasma gosterdigi goriilmektedir (Sekil
3.21). Tirkiye Antalya lokalitesinden toplanarak daha 6nce Kabaoglu ve ark. (2007)
tarafindan GenBank'a kaydedilen H. tubulosa 6rneginin ¢alismamizda kullanilan H.
tubulosa mikobiyont o&rnekleriyle ayni monofiletik grup iginde yer aldigi
gozlenmektedir. Ancak grup i¢inde Tiirkiye Orneklerinin birbirinden ayrildigi ve dal
uzunlugu dikkate alindiginda Antalya'dan kaydedilen 6rnegin genetik olarak uzaklastig

gorilmistiir (Sekil 3.21).

MEGA4 programinda Maksimum Parsimoni metodu ile olusturulmus cins
dendrograminda ise H. tubulosa tiiriine ait 6rneklerin bir arada toplandigi ancak diger
tirlerden tam olarak ayrilmadigi goriillmektedir. Neighbour - Joining dendrogrami ile
benzer sekilde Turkiye Antalya H. tubulosa 6rnegi ile ¢alismamizda kullanilan H.
tubulosa mikobiyont 6rnekleri ayni grup iginde yer almistir. H. tubulosa &rneklerinin
H.fujisanensis ve H. farinacea tiirleri ile daha yakin akraba olduklari ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 3.22). Tirkiye'de yayilis gosteren H. physodes tiiriiniin ise H. tubulosa

orneklerinden ayrilarak farkli bir grup olusturdugu gézlenmistir.
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HQ680604.1 Hypogymnia mollis
EU707820.1 Hypogymnia occidentalis

29
EU707809.1 Hypogymnia minilobata

86

55

44

KU187958.1 Hypogymnia flavida

— L

HQ725079.1 Hypogymnia fujisanensis

KX132947.1 Hypogymnia farinacea-svire
FR799196.1 Hypogymnia tubulosa-USA

KX132956.1 Hypogymnia tubulosa-isvigre
Hypogymnia tubulosa Bursa

68| HQ725075.1 Hypogymnia tubulosa

i
0.005

Sekil 3.21. Hypogymnia cinsine ait Neighbour - Joining ile olusturulmus dendrogram

Hypogymnia cinsine ait Tirkiye'den elde edilen diziler kendi
degerlendirilmistir. Karsilasgtirma amaciyla ayni tiirlere ait diger iilkelerden GenBank'a
kaydedilen dizilerde kullanilarak MEGA4 programinda farkli algoritmalarla (NJ, MP)
dendrogramlar ¢izilmistir. MP veNJ dendrogramlar1 benzer bir gruplasma gostermistir.
Dendrogramlara gore Bursa lokalitesinden toplanan H. tubulosa'nin kiiltiire alinmas ile
elde edilen mikobiyont 6rnekleri farkli iilkelerden toplanan H. tubulosa 6rnekleri ile

gruplagsma gostermistir. Antalya'dan toplanan H. tubulosa 6rnegi ise gruptan ayrilarak

o7 | AB205370.1 Hypogymnia metaphysodes
KM250204.1 Hypogymnia austerodes
AB205373.1 Hypogymnia submundata
HQ725086.1 Hypogymnia inactiva
HQ725032.1 Hypogymnia imshaugii
HQ725089.1 Hypogymnia incurvoides
100! HQ680617.1 Hypogymnia incurvoides

HQ725078.1 Hypogymnia enteromorpha
EU707811.1 Hypogymnia apinnata-USA

[ KUB862967.1 Hypogymnia vittata

100 KU862966.1 Hypogymnia taiwanalpina
HQ680616.1 Hypogymnia subphysodes

AF058036.1 Hypogymnia physodes
99 JF800094.1 Hypogymnia physodes-Gumushane

KJ690239.1 Hypogymnia fragillima

JF800095.1 Hypogymnia tubulosa-Antalya

genetik olarak uzaklagmustir (Sekil 3.23; Sekil 3.24).

74

iginde



4l HQ725078.1 Hypogymnia enteromorpha
L Evu707811.1H [ypogymnia apinnata-USA

EU707820.1 Hypogymnia occidentalis

HQ68060. 4.1 Hypogymnia mollis

—— HQ725089.1 Hypogymnia incurvoides
@l HQ680617.1 Hypogymnia incurvoides

8 HQ725086.1 Hypogymnia inactiva
{ HQ725032.1 Hypogymnia imshaugii

5 AB205373.1 Hypogymnia submundata
94 ﬁ'E AB205370.1 Hypogymnia metaphysodes
29 KM250204.1 Hypogymnia austerodes

EU707809.1 Hypogymnia minilobata

] — KUB62967.1 Hypogymnia vittata
L xuse62966.1 Hypogymnia taiwanalpina

| H¢ 16.1 Hypogymnia subphysodes
&1 |—|: AF058036.1 Hypogymnia physodes
93 JF800094.1 Hypogymnia physodes-G.

HQ725079.1 Hypogymnia fujisanensis

KX132947.1 Hypogymnia farinacea-svire

a1

B FR7991896.1 Hypogymnia tubulosa-USA
55 L JFr8o0095.1 Hypogymnia tubulosa-Antalya

= KX132956.1 Hypogymnia tubulosa-svire

Hypogy ia tubul Bursa

—ﬁ|— HQ725075.1 Hypogymnia tubulosa

KU187958.1 Hypogymnia flavida
KJ680239.1 Hypogymnia fragillima

Sekil 3.22. Hypogymnia cinsine ait Maksimum Parsimoni metodu ile olusturulmus
dendrogram

gy Hypogymnia tubulosa Bursa
85| | HQ725075.1 Hypogymnia tubulosa
34| KX132956.1 Hypogymnia tubulosa-isvicre
FR799196.1 Hypogymnia tubulosa-USA

JF800095.1 Hypogymnia tubulosa-Antalya

AF058036.1 Hypogymnia physodes

|
g3l JF800094.1 Hypogymnia physodes-Gumushane

0.0z
Sekil 3.23. H. tubulosa tiiriine ait Neighbour - Joining ile olusturulmus dendrogram

70 Hypogymnia tubulosa Bursa
28| | HQ725075.1 Hypogymnia tubulosa
Y\ kx132956.1 Hypogymnia tubulosa-isvigre
FR799196.1 Hypogymnia tubulosa-USA
JF800095.1 Hypogymnia tubulosa-Antalya

AF058036.1 Hypogymnia physodes

100l JF800094.1 Hypogymnia physodes-Gumushane

]

Sekil 3.24. H. tubulosa tiirline ait Maksimum Parsimoni ile olusturulmus dendrogram
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3.1.4. Kiiltiirde cogalan orneklerde metabolit iiretiminin artirilmasi igin stres

uygulanmasi bulgulari

3.1.4.1. Stres uygulanacak mikobiyont 6rneklerinin pasaj gecilmesi ve
bilyiimelerinin saglanmasi

H. tubulosa mikobiyontlar1 strese maruz birakilmak {izere yeni plakalara pasaj
gecilmislerdir. Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilacak Ornekler Malt-yeast-agar
besiyerine, nitrat-asetat stresine maruz birakilacak 6rnekler ise 0,25 M potasyum nitrat
ve % 0,25 sodyum asetat igeren farkli plakalara pasaj gecilmislerdir [164,165]. Pasaj
gecilen H. tubulosa mikobiyontlart test edilecek boyutlara ulagmast i¢in 15 giin ve 30

giin siireyle 15 °C'de sogutmali inkiibatorde biiyiitiilmiislerdir (Sekil 3.25)

Sekil 3.25. H. tubulosa mikobiyontlar1 strese maruz birakilmak {izere nitrat (a)-nitrat
asetat (b), asetat (c), kontrol (d) besiyerlerinde gogaltilmasi

Bu siiregte bazi plakalarda besiyerinde sararma gézlenmistir (Sekil 3.26). 15
giinliik 6rneklerde ¢ok fazla sararma olmazken, 30 giinliik 6rneklerin besiyerinde renk
degisimi daha fazla olmustur. Nitrat-asetat stresine maruz birakilan 6rneklerde ise nitrat
iceren besiyerinde en erken ve en fazla renk degisimi gozlenirken en yavas ve az renk
degisimi asetat igeren besiyerinde gerceklesmistir. Besiyerinde renk degisimi ile ilgili

bulgular Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3.2. Pasaj gegilen 6rneklerde besiyerinde gézlenen renk degisimi

Besiyerinde Renk degisim

Kod renk orani Bu.yun}e
e o o Siiresi
degisimi
HK - - 30 giin
H1 - - 15 giin
H2 - - 15 giin
H3 - - 15 giin
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Tablo 3.2. devamm

H4 - - 15 giin
H5 - - 30 giin
H6 Var Hizli/Fazla 30 giin
H7 Var Hizli/Fazla 30 giin
H8 - - 30 giin
H9 Var Hizli/Fazla 30 giin
H10 Var Hizli/Fazla 30 giin
H11 - - 30 giin
H12 Var Hizli/Fazla 30 giin
H13 Var Hizli/Fazla 30 giin
H14 - - 30 giin
H15 Var Hizli/Fazla 30 giin
H16 Var Hizli/Fazla 30 giin
HSK Var Yavag/az 30 giin
HS1(Nitrat) Var Hizli/Fazla 30 giin
HS2(Nitrat-Asetat) Var Yavas/az 30 giin
HS3(Asetat) Var Cok az 30 giin

Sekil 3.26. H. tubulosa mikobiyontlarini igeren besiyerinde renk degisimi
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3.1.4. 2. Kiiltiirde ¢cogalan érneklerin biiyiime oranlari

Liken mikobiyont kiiltlirlerinin biiylime oranlarinin hesaplanmasi icin 6rnekler
ilk giin dl¢iilmiis ve biiyiime hiz1 dl¢iimler yapilarak takip edilmistir. Ornekler 1 ay
sonra tekrar dl¢iilmiistiir. Olgiimler sirasinda stereo mikroskop yardimiyla LC20 model
kamera kullanilarak ayni biiyiitme ve zoom ile o&lgiimler yapilmustir. Olgiimler

kaydedilerek biiylime orani hesaplanmistir.

Liken mikobiyont kiiltiir orneklerinden strese maruz birakilacak toplam 300
ornegin 15 ve 30 giin sonundaki boyutlar Slgiilerek biliylime oranlar1 hesaplanmuistir.
Biiyiime oranlar1 incelendiginde 15 giinliik 6rneklerin biiyime oranlarinin daha fazla

oldugu gézlenmistir (Sekil 3.27).

Hypogymnia tubulosa
15-30 giin Biiyiime orani

35,0 7 29,71

30,0 - SR
25,0 -
20,0 -
15,0 -
10,0 -
50 -
0,0 -

Biiylime orani (%)

15 glin 30 glin
Biiyliime siiresi

Sekil 3.27. 15 ve 30 giinliikk H. tubulosa mikobiyontlarinin biiyiime orani

Biiylime orani hesaplamalarina gore nitrat-asetat stresine maruz birakilan
orneklerde en fazla biiyiime (% 36,96) kontrol grubunda gézlenmistir. En az biliyiime (%
5,20) ise asetat igeren besiyerinde yetistirilen orneklerde tespit edilmistir. Asetat igeren

besiyerinde bulunan 6rneklerin bazilarinda kii¢iilme dahi gézlenmistir (Sekil 3.28).
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Hypogymnia tubulosa
Nitrat-Asetat stresi-Bliylime orani
400 - 36,96
Q = 30,43
=~ 30,0 - 26,09 -
[ T
©
2 -
5 0,0
g 100 - 5,26
H=1 I
2 00 . . e
o Kontrol Nitrat Nitrat-Asetat Asetat
Stres kosullar

Sekil 3.28. Nitrat-asetat stresinde H. tubulosa mikobiyontlarinin biiyiime orani
3.1.5. Kiiltiirde ¢cogalan Hypogymnia tubulosa tiiriiniin PKS gen bolgesi
3.1.5.1. Primer dizayn1 ve optimizasyonu

H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin sekonder metabolit iiretiminde etkili PKS
gen bolgelerini tespit etmek amaciyla GenBank'ta Hypogymnia cinsine ait diziler
kullanilarak primerler dizayn edilmistir. GenBank'ta H.physodes tiiriine ait diziler
kullanilarak H1 ve H2 kodlu primerler elde edilmistir. HI primeri i¢cin GenBank'ta
bulunan H.physodes JX067626.1 nolu PKSI1 dizisi kullanilmistir. H2 primeri ise
H.physodes JX067627.1 nolu PKS2 dizisi kullanilarak dizayn edilmistir. H1 ve H2

kodlu primerler KRT-PZR'da kullanilabilir olmasi agisindan tercih edilmistir.

H1 ve H2 primerleri 6ncelikle PZR cihazinda (MyCycler Personal Thermal
Cycler Biorad) H. tubulosa orneklerinin genomik DNA's1 {izerinde test edilerek
primerlerin optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon ¢aligmasi sonucu H1 primeri i¢in

Tm degeri 53 °C; H2 primeri i¢in Tm degeri 59-60 °C olarak belirlenmistir (Sekil 3.29).

gH21 2 3

H1 ve H2 optimizasyon
Ornek 1 —> 8 Sicaklk 60°C — 50°C

Sekil 3.29. PKS primerleri i¢cin PZR sartlarinin optimizasyonu
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3.1.5.2. H. tubulosa mikobiyontuna ait PKS gen bélgesinin dizisi ve dizilerin

analiz bulgular
H. tubulosa mikobiyont 6rneklerine ait DNA H1 ve H2 primerleri ile PZR
cihazinda ¢ogaltilmistir. PZR iiriinleri jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve belirgin bantlar
elde edilmistir (Sekil 3.30). Jeldeki belirgin bantlar piirifiye edilerek jelden geri kazanim

saglanmstir.

Sekil 3.30. H1 ve H2 primerleri ile ¢ogaltilan PKS bolgesinin jel goriintiisii

Geri kazanim sonucu elde edilen piirifikasyon iiriinleri otomatik dizileme sistemi
ile dizilenmistir. H1 ve H2 primerleri ile ¢ogaltilan PKS1 ve PKS2 bdlgesine ait diziler
Sekil 3.31 ve Sekil 3.32'de verilmistir. Diziler BioEdit vb. hizalama yontemleri ile analiz
edilmis ve primerlerle ¢ogaltilan gen bolgeleri tespit edilmistir. Dizilerin analiz sonucu
H. tubulosa mikobiyont 6rneginin H. physodes tiiriinde varligi bilinen PKS1 ve PKS2
gen bolgesine sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Boylece H. tubulosa'ya ait iki farkl
Tipl indirgemeyen (non-reducing) poliketid sentez gen bdlgesinin varligi tespit
edilmistir.

> Hypogymnia tubulosa PKS1 Bélgesinin kismi dizisi
ATCGACAATGTCGGATAGCCTTTTGAGTCGACGTTTTTGTGGTGTCTCTT
GACTCCTTAGAAAGCGACTGCCTAGACGTTTTCCATTTGACTCCGTTGCG
GGGATTTATATGAAAACATTCCTGATGTTCCACTTCTCAGAATGACGTTG
GTGACATGCAATACGTTGAGGACTTCCGGCCATCCGACGTTTGCGCGTAT
TTTGGGAGAGCGGATCCATTGATCCAT

480 1740 2070 3000 3400 4140_ 5280 5610 5970 7160

H.tubulosa

H1 primeri
ile gogaltilan
bolge

Sekil 3.31. HI primeri ile ¢cogaltilan gen bolgesi ve dizisi
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> Hypogymnia tubulosa PKS2 Bolgesinin kismi dizisi
ATGAATTTTTGGTTGCAGCTCGGTCTCAGACTTGGTATCAAAGCTGACAG
CATTCATTGACGGAGACAAGAGTCTCGCAGTGACTGCAAAAAAGCCTCTC
AGGCCAGTTATCTTGTGCTTCGGCGGTCAGACATCCACATTTGTTGGATT
AGACAGAAATGTATACGATGGTGTCAGCCTACTGCGAAGTCATCTTGATC
AATGCCATGCTATCCTCGAGTCATTAGGCCTCAGCGGAATTTATCCAGAT
ATCTTTCAGAGAACGCCCATTGAAGACCCGGTCAAGCTTCAGACGATGCT
CTTTGCGATCCAGTACTCTTGTGCGAGCAGCTGGATTGACGCTGGCGTTC
AGATTGCTGCTGTTGTCGGCCATAGCTTTGGCGAATTGACTGCCCTCTGC
ATCAACGGTGTTTTGAGTTTGAAAGACACCATAAGAATAACTGCGGCTCG
GGCCAAAATTGTGAGGGATTGCTGGGG

540 1800 1980 3330 3870 7180 7430

KS AT ACP
L —

H.tubulosa
H2 primeri
ile gogaltilan
bélge

Sekil 3.32. H2 primeri ile ¢ogaltilan gen bolgesi ve dizisi

H1 primeri ile ¢ogaltilan bolge Solorina crocea tiiriine ait Tip I tekrarlayan gen
bolgesi ile benzerlik gostermektedir. indirgemeyen Tip I PKS genleriyle uyumlu oldugu
tespit edilmistir. Hypogymnia physodes tiirii ile ayn1 grup i¢inde yer almistir (Sekil 3.33)

100 JN408682.1 Usnea longissima PKS1-NR
92 { JN580453.1 Usnea longissima PKS1
il L KJ501919.1 Xanthoparmelia substrigosa
32 HM180409.1 Peltigera membranacea NR

EF682016.1 Roccella belangeriana NR
EF569219.1 Roccella montagnei NR
o0 { EF569220.1 Roccella montagnei NR

20 EF569218.1 Roccella belangeriana NR
HM180407.1 Peltigera membranacea NR
JX232188.1 Usnea longissima PKS6

21 100

95— EF554834.1 Solorina crocea iterative
L H.tubulosa-Bursa-H1F H1
GU930714.1 Cladonia grayi NR

75

0 JX067627.1 Hypogymnia physodes NR
= 89 { EF547512.1 Xanthoparmelia semiviridis
JX067626.1 Hypogymnia physodes NR
51 ————— — EU003878.1 Xanthoparmelia semiviridis
JX232186.1 Usnea longissima PKS4

el
74 JX232185.1 Usnea longissima PKS2

Sekil 3.33. H1 primeri ile ¢cogaltilan PKS bolgesinin benzerlik dendrogrami
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H2 primeri ile ¢ogaltilan bdlge Hypogymnia physodes tiirii ile ayn1 grup i¢inde
yer almustir. Indirgemeyen Tip I PKS gen bélgesi ile benzerlik gostermektedir. (Sekil
3.34)

100 | JN408682.1 Usnea longissima strain
97 JN580453.1 Usnea longissima strain

&0 L KJ501919.1 Xanthoparmelia substrigosa
E{ L HM180409.1 Peltigera membranacea
9 HM180407.1 Peltigera membranacea
26 JX232188.1 Usnea longissima

JX067626.1 Hypogymnia physodes
EF547512.1 Xanthoparmelia semiviridis
53 JX067627.1 Hypogymnia physodes

100 [ H.tubulosa Tiirkiye-H2
JX232186.1 Usnea longissima

33 GU930714.1 Cladonia grayi
JX232185.1 Usnea longissima

EF554834.1 Solorina crocea

02

Sekil 3.34. H2 primeri ile ¢ogaltilan PKS bolgesinin benzerlik dendrogrami

3.1.6. Kiiltiirde cogalan orneklerin stres kosullarinda H1 primeri ile cogaltilan

PKS bolgesi gen ekspresyon bulgular

Hypogymnia tubulosa mikobiyont orneklerinden total RNA izolasyonu
protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Cytation 3 (BioTek) cihazi kullanilarak
260/280 nm degerine gore izole edilen RNA’nin saflik derecesi ve konsantrasyonu
belirlenmistir. Bu konsantrasyon degerlerine gore Ornekler icin diliisyon oranlari
hesaplanmis ve her bir tiipte 50 ng/ul RNA olacak sekilde seyreltilmistir. Total
RNA'lardan cDNA sentezi Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti
(Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. KRT-PZR uygulamasi Light Cycler SYBR
Green I Master kiti yardimiyla gergeklestirilmistir. Roche Light Cycler 2.0 cihazi
kullanilarak cDNA’larin ¢ogalma miktart SYBR Green ile dl¢tilmiistiir (Sekil 3.35).

KRT-PZR sonucunda elde edilen “Esik Degeri” (Crossing Threshold, Ct) degerleri
ile hedef genin ¢ogalmaya basladigi dongiiler belirlenebilmistir. Diisiik Ct degerine sahip
bir 6rnegin, gen ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugunu ifade ettigi bilinmektedir. H1

primeri ile elde edilen Ct degerleri 25-30 arahi@inda degisiklik gostermektedir.
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Sekil 3.35. H1 ve referans primeri ile H. tubulosa mikobiyont stres drneklerine kRT-
PZR uygulamas1

PKS hedef genlerine ait Ct degerleri, referans gen ekspresyonu ile
karsilastirilarak normalize edilmis ve kontrol grubuna oranlar1 Pfaffl yontemine gore
hesaplanmistir. Normalizasyon sonucu elde edilen PKS gen ekspresyon oranlari

grafikle gosterilmistir (Sekil 3.36).

15 ve 30 giin siiresince biiyiitiilen H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin H1
primeri kullanilarak KRT-PZR uygulamasi ile PKS gen ekspresyon seviyesi
Ol¢lilmiistiir. Normalizasyon sonucu 30 giinliik 6rneklerin ortalama ekspresyon oraninin,

15 giinliik 6rneklerin ortalama ekspresyon oranindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

1,40 -

c 1,17
g 1,20 -

c 1,00 - 0,95

o

» 0,80 -

o

Q 0,60 -

g

® 0,40 -

S

S 020 -

&£ 0,00 - :
o

15 gln 30 gun
Buyiime suresi

Sekil 3.36. H1 ve referans primeri ile 15 ve 30 giinliik H. tubulosa mikobiyont
orneklerine kKRT-PZR uygulamas1 sonucu elde edilen gen ekspresyon oranlari

15 ve 30 giin siiresince biiyiitiilen H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin bilyiime
oranlar1 ve ekspresyon oranlar1 karsilastirildiginda biiyiime oraninin daha az oldugu 30
giinliik Orneklerde PKS gen ekspresyon oranimin daha fazla oldugu goézlenmistir.

Biiylime ile gen ekspresyonunun ters orantili oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.37).
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15 ve giinliik érneklerin karsilagstirmasi
29,71
-
20,89
A H PKS Ekspresyon
orani
0,95 1,17
/. L Buylme orani
15 glin 30 gln

Sekil 3.37. H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin biiyiime ve ekspresyon oranlarmin

karsilastirilmasi

3.1.6.1. Nitrat-asetat stres kosullarinda H1 primeri ile ¢ogaltilan PKS

bolgesi gen ekspresyon bulgular:

H. tubulosa mikobiyont 6rnekleri 30 giin siireyle nitrat, nitrat-asetat ve asetat
iceren besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir. Stres Orneklerinin biiylime oranlar1 ve 30 giin
sonunda KRT-PZR cihazinda SYBR Green ile PKS gen ekspresyon oranlari
ol¢iilmiistiir. Ornekler asetat iceren besiyerinde daha yavas biiyiime gosterirken, nitrat

iceren besiyerinde kontrole es deger bir biiyliime kaydedilmistir.

Nitrat-asetat stresine maruz birakilan 6rneklerin PKS hedef genlerine ait Ct
degerleri, referans gen ekspresyonu ile karsilastirilarak normalize edilmis ve kontrol
grubuna oranlari Pfaffl yontemine gore hesaplanmistir (Tablo 3.3). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyon oranlari grafikle gosterilmistir (Sekil 3.38).
Bulgulara gore yavas biiylime gosteren asetat Orneklerinde ekspresyon oranmi daha

yiiksek seviyededir.

Tablo 3.3. Nitrat-asetat stresi 6rneklerinin KRT-PZR sonunda gozlenen Ct degerleri

Kod Stres kosulu  Ct ornek Ct referans
HSK Kontrol 26,2 26,05
HS1 Nitrat 26,98 25,58
HS2 Nitrat-Asetat 28,76 26,05
HS3 Asetat 28,19 29,35
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Hypogymnia tubulosa
Nitrat-Asetat Stresi

E 3,00

s 2,48
= 2,50 -

S 2,00 -
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5 150 1,00

i Ml oo

Q » T »

9 0,00 B

= Kont. (159C) Nitrat Nitrat-Asetat Asetat

Stres kosullan

Sekil 3.38. H1 ve referans primeri ile strese maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerine kRT-PZR uygulamasi sonucu elde edilen gen ekspresyon oranlari
Nitrat-asetat stresine maruz birakilan Orneklerin bilyiime orani diisik olan
orneklerde gen ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Biiylime
orani ile gen ekspresyon seviyesi arasinda genellikle ters oranti oldugu tespit edilmistir.

(Sekil 3.39)

Nitrat -Asetat Ortaminda
7,0 Biiylime ve Ekspresyon Orani Karsilastirma

30,4
Buylme orani
H PKS Ekspresyon orani

X
2
&
£~

Stres kosullari

Sekil 3.39. Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
biliylime ve ekspresyon oranlarinin karsilastirilmasi

3.1.6.2. Sicaklik ve 151k stres kosullarinda H1 primeri ile ¢ogaltilan PKS
bolgesi gen ekspresyon bulgular:

H. tubulosa mikobiyont 6rnekleri 15 ve 30 giin siireyle malt-yeast agar iceren

besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir. 15 ve 30 giin sonunda 6rneklere 72 saat siireyle 151k ve

farkli sicaklik stresleri uygulanmustir. Stresin PKS gen ekspresyonu {iizerindeki

etkilerini belirlemek amaciyla 6rneklerden izole edilen total RNA'lar kullanilarak
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cDNA sentezlenmistir. kRT-PZR cihazinda SYBR Green ile PKS gen ekspresyon
oranlar1 Sl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda elde edilen Ct degerleri Tablo 3.4°te
verilmistir. Ct degerlerinin kontrole gore normalizasyon sonucu elde edilen gen
ekspresyon oranlar1 grafikle gosterilmistir (Sekil 3.40). Ayni1 plakada biiyliyen ornekler
ayni renk ile gosterilmistir.

Ekspresyon seviyesi 0,14'ten 2,5'e kadar farkli degerlerde tespit edilmistir.
Ozellikle aym1 plakada cogaltilan H11 (15 °C-151k) ve H14 (15 °C-karanlik) kodlu
pigment olusumu goézlenmeyen Ornek gruplarinin ekspresyon seviyesi kontrole gore
olduke¢a yiiksek bulunmustur. Ayni plakada biiylimiis ancak ekspresyon oraninda ¢ok
fazla farkliik gdstermis olan H1-H2; H6-H9 ve H7-H10 kodlu drneklerde, 37 °C'de
151tk varliginda ekspresyon orani diiserken, karanlik durumda ekspresyon orani
artmistir. Bu bulgular gen ekspresyonu agisindan karanlik ortamin daha etkili oldugunu
ve 37 °C'de karanlikta ekspresyon oranmin arttifim diisiindiirmektedir (Sekil 3.40).
Ancak H5 (37 °C-1s1k) ve H8 (37 °C-karanlik) kodlu gruplarda bu durumun aksi

gozlenmektedir. Isik varliginda HS 6rnegi ekspresyon oranini artirmistir.

Tablo 3.4. Sicaklik-1s1k stresi 6rneklerinin H1 primeri ile KRT-PZR sonunda gozlenen

Ct degerleri

Kod Ctornek Ct referans
HK 26,2 26,05
H1 30,56 29,7
H2 29,01 29,48
H3 30,82 30,18
H4 29,8 29,53
H5 25,74 26,12
H6 30,92 27,91
H7 26,36 26,16
H8 27,24 26,55
H9 27,69 27,26
H10 26,21 26,49
H11 25,96 27,13
H12 28,28 27,48
H13 25,82 25,87
H14 25,55 26,68
H15 25,82 25,72
H16 28,01 28,45
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Sicaklik-Isik Stresi

0,0

PKS gen ekspresyon orani

Stres kosullari

Sekil 3.40. Sicaklik-Isik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
ekspresyon oranlari

H. tubulosa mikobiyontu 15 giinliik kiiltir 6rnekleri 151k ve sicaklik stresine
maruz birakilmigtir.  HI-H2-H3-H4 kodlu oOrneklerin gen ekspresyon oranlari
karsilastinldiginda 37 °C'de karanlikta tutulan &rneklerde ekspresyon oranmin arttigi
gozlenmistir (Sekil 3.41). 37 °C'de 151kl1 ortamda tutulan &rneklerin ise ekspresyon orani
kontrole gore diisiis gostermistir. H4 kodlu 6rnek grubu kontrolle ayni kosullarda
oldugundan kontrole yakin ekspresyon orani gostermistir. 15 giinliikk orneklerde
ekspresyon oranini artirmak igin orneklerin 37 °C'de karanlikta bekletilmesinin etkili

olacag diisiiniilmektedir.

15 giinliik orneklerde sicaklik-isik stresi
1,67
§ 1 g 1 '
§ 2 7 0.6 0,77 0,92
oz O i B
(7)) ’
2t % -
5 ° @ S
o « A\ @ N @
N 2 N @
U) N /\a '5 6’
X » O S R
o X o>
Stres kosullari

Sekil 3.41. Sicaklik-1g1k stresine maruz birakilan 15 giinlik H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin ekspresyon oranlari
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15 ve 30 giinliik H. tubulosa mikobiyont kiiltiir 6rneklerinin 151k ve sicaklik
stresine karst PKS gen ekspresyon oranlart incelendiginde 15 giinlik 6rneklerde 37
°C'de karanlhik ortamda, 30 giinliik érneklerde ise 15 °C'de karanlik ortamda PKS gen
ekspresyonunun arttign gézlenmistir (Sekil 3.42). Genel ortalamaya bakildiginda 30

giinliik 6rneklerde gen ekspresyon oraninin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

15 ve 30 giin biiyiiyen érneklerin karsilagtiriimasi

1,67 1,66
1,43

1,042

1
0,5 115 giin
0
M 30 gln

PKS gen ekspresyon
orani

Ko 370 370 150 150 0
Ntroy sk C/karan I sk C/ks ran/,,:ta/a’" R

Stres kosullan

Sekil 3.42. Sicaklik-Isik stresine maruz birakilan 15 ve 30 giinlik H. tubulosa
mikobiyont drneklerinin ekspresyon oranlari

H. tubulosa mikobiyont kiiltiir 6rneklerinin sicaklik stresine karst PKS gen
ekspresyon oranlart incelendiginde 37 °C'de karanlik ortamda ekspresyon orani daha
yiiksektir. 15 °C'de yine karanlik ortamda PKS gen ekspresyonunun arttig1 gdzlenmistir.
Genel ortalamaya bakildiginda 15 °C'de drneklerde gen ekspresyon oranmin daha fazla

oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.43).

15 ve 37 °C Sicaklik karsilagtirmasi

] 1,47
16 1,36
1,4 - 1,25

12 1,10

0,94
1,0 1 0,79 m37 °C
0,8 -

15 °C
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0,0 . . 1
IStk karanlhk ortalama

PKS gen ekspresyon orani

Sekil 3.43. Sicaklik-istk stresine maruz birakilan 15 °C ve 37 °C'de H. tubulosa

mikobiyont drneklerinin ekspresyon oranlari
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H. tubulosa mikobiyont kiiltiir orneklerinin 151k stresine karst PKS gen
ekspresyon oranlar1 incelendiginde karanlik ortamda ekspresyon orani daha yiiksektir.
15 °C ve 37 °C'de karanlik ortamda PKS gen ekspresyonunun 1sikli ortama gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Genel ortalamaya bakildiginda karanlik ortamin 6rneklerde
gen ekspresyonu oranini artirdig tespit edilmistir. 37 °C'de 151kl1 ortamda ekspresyon

orani kontrol grubuna gore diisiis gostermistir (Sekil 3.44).

Isik ve karanlik stresi karsilagtirmasi
£ 1,5 1
o
o
c
o
2 1,0
o Isik
Q
4]
= m Karanhk
[ = 015 T
(]
bo
(%]
x
0,0 . . .
37°C 15°C Ortalama

Sekil 3.44. Sicaklik-1s1k stresine maruz birakilan 1sik ve karanlik ortamda H. tubulosa

mikobiyont drneklerinin ekspresyon oranlari

H. tubulosa mikobiyont kiiltiir Orneklerinin besiyerinde renk degisimi
gozlenmesine gore Orneklerin PKS gen ekspresyon oranlari incelendiginde renk
olusumu gézlenmeyen ortamda ekspresyon oran1 daha yiiksektir. 15 °C'de renk degisimi
gozlenmeyen besiyerlerinde bulunan orneklerde en yiliksek ekspresyon oram
gozlenmistir. 37 °C'de yine renk degisimi olmayan besiyerlerinde bulunan drneklerde
PKS gen ekspresyonu daha yiiksek tespit edilmistir. Besiyerinde renk degisimi gozlenen
orneklere 151k uygulandiginda gen ekspresyonunun kontrole gore diistiigii goriilmektedir

(Sekil 3.45).
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PKS gen ekspresyon orani

Besiyerinde renk degisimi

Sekil 3.45. Besiyerinde renk degisimi gozlenen H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
ekspresyon oranlari

3.1.7. Kiiltiirde cogalan orneklerin stres Kkosullarinda H2 primeri ile

cogaltilan PKS bolgesi gen ekspresyon bulgular:

KRT-PZR sonucunda elde edilen Ct degerleri ile hedef genin ¢ogalmaya basladigi
dongiiler belirlenebilmistir. Diisik Ct degerine sahip bir Ornegin, gen ekspresyon

seviyesinin yiiksek oldugunu ifade ettigi bilinmektedir.

3.1.7.1. Nitrat-asetat stres kosullarinda H2 primeri ile ¢ogaltilan PKS

bolgesi gen ekspresyon bulgular:

H. tubulosa mikobiyont 6rnekleri 30 giin siireyle nitrat, nitrat-asetat ve asetat
iceren besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir. Stres Orneklerinin biiylime oranlar1 ve 30 giin
sonunda KRT-PZR cihazinda SYBR Green ile PKS gen ekspresyon oranlar
ol¢iilmiistiir. Ornekler asetat iceren besiyerinde daha yavas biiyiime gosterirken, nitrat

iceren besiyerinde kontrole es deger bir biiyliime kaydedilmistir.

Nitrat-asetat stresine maruz birakilan Orneklerin PKS hedef genlerine ait Ct
degerleri, referans gen ekspresyonu ile karsilastirilarak normalize edilmis ve kontrol
grubuna oranlari Pfaffl yontemine gore hesaplanmistir (Tablo 3.5). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyon oranlar1 grafikle gosterilmistir (Sekil 3.46).
Bulgulara gore yavas biiylime gosteren asetat orneklerinde ekspresyon orani daha
yiiksek seviyededir. Nitrat ve nitrat-asetat iceren besiyerlerinde biiyiiyen drneklerde

H2 primeri ile ¢ogalan bolgelerde ekspresyon gozlenmemistir.
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Tablo 3.5. Nitrat-asetat stresi drneklerinin H2 primeri ile KRT-PZR sonunda gozlenen

Ct degerleri
Kod Stres kosulu  Ct ornek Ct referans
HSK Kontrol 32,39 26,05
HS3 Asetat 33,57 29,35

H2 primeri-Hypogymnia tubulosa
nitrat-asetat stresi
10,0 +

8,49

6,0 -
4,0 -

2,0

PKS gen ekspresyon orani

0,0 -
Kont. (159C) Ht-Asetat
stres kosulu

Sekil 3.46. H. tubulosa mikobiyont Orneklerinin nitrat-asetat stresinde H2 primeri

kullanilarak belirlenen ekspresyon oranlari

3.1.7.2. Sicaklik ve 151k stres kosullarinda H2 primeri ile ¢ogaltilan PKS

bolgesi gen ekspresyon bulgular:

H2 primeri ile elde edilen Ct degerleri 29-38 araliginda degisiklik
gostermektedir (Tablo 3.6). Ct degerlerinin kontrole gére normalizasyon sonucu elde
edilen gen ekspresyon oranlar1 grafikle gosterilmistir (Sekil 3.47). H1 kodlu 6rnek
gruplarinin 37 °C'de ve H3 kodlu érneklerin 15 °C'de 151kl ortamda ekspresyon orani
kontrole gore artis gostermistir. 15 giinlilk 6rneklerde 151kl ortamda H2 primeri ile
cogalan bolgede ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
ayn1 plakada cogaltilan H11 ve H14 kodlu o&rnek gruplarinin ekspresyon seviyesi
kontrole gore yiliksek bulunmustur. H11 grubu 1sikli, H14 grubu karanlik ortamda
tutulmustur. H14 grubunun ekspresyon oran1 H11'e gore cok daha yiiksektir. Benzer
sekilde aymi plakada biiyliyen H12 ve H15 kodlu orneklerin ekspresyon seviyesi
karsilastirildiginda karanlik ortamda bulunan H15 o6rneklerinin ekspresyon seviyesi

daha yiiksektir. 30 giinliik &rneklerde 15°C'de karanlik ortamda H2 primeri ile cogalan
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bolgede ekspresyon seviyesinin daha yliksek oldugu goriilmiistiir. H2, H4, H6, H7, HS,
H9 kodlu 6rneklerde H2 primeri ile ¢cogalan bolgede ekspresyon gerceklesmemistir

(Sekil 3.47).

Tablo 3.6. Sicaklik-1s1k stresi orneklerinin H2 primeri ile KRT-PZR sonunda gozlenen

Ct degerleri
Kod Ct ornek Ct referans
HK 32,39 26,05
H1 33,46 29,7
H3 33,5 30,18
H5 38,37 26,12
H10 37,15 26,49
H11l 33,46 27,13
H12 36,26 27,48
H13 34,54 25,87
H14 29,19 26,68
H15 30,97 25,72
H16 37,01 28,45
= H2-primeri -Hypogymnia tubulosa
g 16 sicaklik ve 1sik stresi
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Stres kosullari

Sekil 3.47. Sicaklik-Isik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin H2 primeri ile ekspresyon oranlart

3.1.8. Stres kosullarinda Kkiiltiirde c¢ogalan Hypogymnia tubulosa mikobiyont
orneklerinin bakterilerin bilyiime egrisi ve biyofilm formu iizerindeki

aktivite bulgular

Dogadan toplanan H. tubulosa ornekleri kiiltiire alindiktan sonra strese maruz
birakilmiglardir. H. tubulosa mikobiyont o6rneklerinden elde edilen aseton oOziiti
kullanilarak P. aeruginosa PAO1 ve S .aureus suslarinin biiyiime egrisi ve biyofilm

olusumu {izerine etkileri test edilmistir.
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3.1.8.1. Stres altindaki H. tubulosa mikobiyont érneklerinin aseton

oziitlerinin S. aureus susunun biiyiime egrisi iizerindeki etkileri

H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton 6ziitlerinden 480 ug/ml, 240 pg/ml,
120 pg/ml dozlar1 bakteri suslar1 {izerine uygulanmustir. 19 saat boyunca 20 dakikada
bir alinan absorbans Ol¢limleri (OD: 600 nm) sonucunda elde edilen verilerle biiyiime
egrisi grafikleri olusturulmustur. H. tubulosa mikobiyont Orneklerinin aseton

Oziitlerinin biiyiimeyi inhibe eden dozlari tespit edilmistir.

Strese maruz birakilmayan kontrol grubu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 ug/ml dozlari bakteri suslari iizerine
uygulanmistir. Tiim dozlarda S.aureus susunun biiyiime egrisi lizerine etki ederek
biliylimeyi inhibe ettigi gézlenmektedir. Ancak 120 pg/ml dozda orneklerde 13 saat
sonra bilyiime egrisinde artis gézlenmistir (Sekil 3.48).
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Sekil 3.48. Kontrol 6rneklerinin aseton 0ziitiiniin S.aureus susunun biiyiime egrisi

uzerindeki etkisi

37 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H1 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton dziitlerinden tiim dozlarda S. aureus sugsunun biiyiime egrisi lizerine

ilk 6 saatte azaltici devaminda ise artirici etkisi gozlenmistir (Sekil 3.49).
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Sekil 3.49. H1 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H2 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiime egrisi iizerine

ilk 13 saatte azaltici, devaminda ise artirici etkisi gozlenmistir (Sekil 3.50).
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Sekil 3.50. H2 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

15 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H3 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiime egrisi {izerine
azaltic1 etkisi gozlenmistir. Devaminda ise 6zellikle 120 pg/ml dozda biiylime egrisinde

artis ortaya ¢cikmustir (Sekil 3.51).
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Sekil 3.51. H3 kodlu &rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

15 °C ve karanlk stresine maruz birakilan H4 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiime egrisi lizerine
azaltict etkisi gozlenmistir. Ozellikle 480 pg/ml dozda biiyiime tamamen inhibe
edilmistir. Ancak 240 pg/ml, 120 pug/ml dozda biiylime egrisinde 12 saat sonra artig
ortaya ¢cikmistir (Sekil 3.52).
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Sekil 3.52. H4 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

Sicaklik ve 151k stresine maruz birakilan 15 gilinlik H1, H2, H3 ve H4 kodlu
H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton Oziitlerinin 480 pg/ml dozda tiim gruplar
icin S. aureus susunun biiylime egrisi lizerine 8. saat sonundaki etkisi incelendiginde tim

orneklerin bilylimeyi inhibe ettigi ancak antibiyotik kadar etkili olmadigi gézlenmistir
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(Sekil 3.53). H3 ve H4 kodlu drneklerin daha etkili oldugu buna bagh olarak 15 °C'nin

etken madde iiretimi yoniinde daha etkili olabilecegi goriilmektedir.

Liken oziitlerinin 8. saatteki etkilerinin

£ karsilagtirmasi
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Sekil 3.53. Sicaklik ve 151k stresine maruz birakilan 15 giinlik 6rneklerin 480 pg/ml
aseton Oziitliniin 8. saatte S. aureus susunun biiylime egrisi lizerindeki etkisinin
karsilagtirmast

37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H5 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyliime egrisi tizerine
azaltici etkisi gozlenmistir. Ozellikle 480 pg/ml dozda biiyiime tamamen inhibe
edilmistir. Ancak 240 pg/ml, 120 pg/ml dozda bilylime egrisinde daha sonra artis ortaya
cikmugstir (Sekil 3.54).
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Sekil 3.54. H5 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus Susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H6 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oOziitlerinden tiim dozlarda ilk 8 saatte S. aureus susunun biiylime

egrisi iizerine azaltici etkisi gdzlenmistir. Ozellikle 480 pug/ml dozda biiyiime tamamen
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inhibe edilmistir. Ancak 240 pg/ml, 120 pg/ml dozda biiyliime egrisinde daha sonra artis
ortaya ¢ikmgtir (Sekil 3.55).
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Sekil 3.55. H6 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi
tizerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H7 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tim dozlarda S.aureus susunun biiyiime egrisi lizerine
azaltict etkisi gozlenmigtir. Ancak biiyiime egrisinde daha sonra artig ortaya ¢ikmustir
(Sekil 3.56).
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Sekil 3.56. H7 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi
tizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H8 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiime egrisi lizerine
azaltict etkisi gézlenmistir. Ancak biiylime egrisinde daha sonra 120 pug/ml dozda artis
ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.57).
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Sekil 3.57. H8 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi
tizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H9 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiime egrisi lizerine
azaltict etkisi gozlenmistir. Ancak biiylime egrisinde daha sonra tiim dozlarda artis

ortaya ¢ikmugtir (Sekil 3.58).
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Sekil 3.58. H9 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi
tizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H10 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiylimeyi inhibe edici
etkisi gozlenmistir. Ozellikle 480 pg/ml dozda biiyiime tamamen inhibe edilmistir.
Ancak biiyiime egrisinde daha sonra diger dozlarda artis ortaya ¢ikmustir (Sekil 3.59).
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Sekil 3.59. H10 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biliylime egrisi
tizerindeki etkisi

15 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H11 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda ilk 9 saatte S .aureus susunun biyiimeyi
inhibe edici etkisi gozlenmistir. Ancak biiylime egrisinde daha sonra tiim dozlarda artis
ortaya ¢cikmistir (Sekil 3.60).
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Sekil 3.60. H11 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin S. aureus susunun biiylime egrisi
tizerindeki etkisi

15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H12 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiylimeyi inhibe edici

etkisi gézlenmistir (Sekil 3.61).

15 °C ve 1s1ik stresine maruz birakilan H13 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda baslangigta S. aureus susunun biiyiimesi

azalmistir. Ancak devaminda tiim dozlarda biiylimeyi artirict etki gozlenmistir (Sekil

3.62).
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Sekil 3.61. H12 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin S. aureus susunun biiylime egrisi

uzerindeki etkisi
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Sekil 3.62. H13 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi

uzerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H14 kodlu mikobiyont &rneklerinin

aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiimesini inhibe etmistir (Sekil

3.63).
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Sekil 3.63. H14 kodlu orneklerin aseton Oziitliinlin S. aureus susunun biiylime egrisi
tizerindeki etkisi
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15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H15 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiylimeyi inhibe ettigi

belirlenmistir. Ancak 240 pg/ml, 120 pg/ml dozda biiyiime egrisinde daha sonra artis

ortaya ¢cikmustir (Sekil 3.64).
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Sekil 3.64. H15 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi

uzerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H16 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiyiimeyi inhibe ettigi

belirlenmistir (Sekil 3.65).
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Sekil 3.65. H16 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi

uzerindeki etkisi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont Grneklerinin

aseton Oziitlerinin 480 pg/ml dozda tim gruplar i¢in S. aureus susunun biiyiime egrisi

izerine 8. saat sonundaki etkisi incelendiginde tiim Orneklerin biiyiimeyi inhibe ettigi
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ancak antibiyotik kadar etkili olmadig1 gozlenmistir. 8. saatte en etkili 6rnek grubunun
HI11 oldugu gozlenmistir (Sekil 3.66).
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Sekil 3.66. Sicaklik ve 11k stresine maruz birakilan G6rneklerin 480 pg/ml aseton

Oziitliniin 8. saatte S. aureus susunun biiyiime egrisi lizerindeki etkisinin karsilagtirmasi

Ayni plakada biiyiiyen 6rneklerde ekspresyon seviyesi yliksek olan 6rneklerin
S.aureus susunun biliylime egrisi iizerindeki aktivitesinin de daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. En yiiksek ekspresyon seviyesine sahip H11 6rnegi en yiiksek inhibisyonu
gostermistir. Ortalamaya gore karanlik ortamda ekspresyon ytiksektir. S.aureus susunun

biiylime egrisi lizerindeki aktivite yoniinden de karanlik ortam daha etkili bulunmustur.

Nitrat stresine maruz birakilan HS1 kodlu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin

aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S.aureus susunun biiyiimesini artirdig1 belirlenmistir
(Sekil 3.67).
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Sekil 3.67. HS1 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime egrisi
iizerindeki etkisi
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Nitrat-asetat stresine maruz birakilan HS2 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton Oziitlerinden tiim dozlarda 6nce S. aureus susunun biiylimesinin

azaldig1 ancak zamanla biiylimenin arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.68).
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Sekil 3.68. HS2 kodlu drneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiyiime egrisi

uzerindeki etkisi

Asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu H. tubulosa mikobiyont drneklerinin

aseton Oziitlerinden tiim dozlarda S. aureus susunun biiylimesinin azaldigi tespit

edilmistir. Ancak 480 pg/ml dozda zamanla biiylime gozlenmistir (Sekil 3.69).
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Sekil 3.69. HS3 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susunun biiylime

uzerindeki etkisi
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Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont drneklerinin aseton
Oziitlerinin 480 pg/ml dozda tiim gruplar i¢in S. aureus susunun biiyiime egrisi iizerine 8.
saat sonundaki etkisi incelendiginde tiim Orneklerin biiylimeyi inhibe ettigi ancak
antibiyotik kadar etkili olmadig1 gozlenmistir. Strese maruz birakilmayan H. tubulosa
mikobiyont drneklerinin biiyiime egrisi lizerine inhibe edici etkisinin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir (Sekil 3.70).
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Sekil 3.70. Nitrat-asetat stresine maruz birakilan 15 giinliik 6rneklerin 480 pg/ml
aseton Oziitiiniin 8. saatte S. aureus susunun biiyiime egrisi iizerindeki etkisinin
karsilastirmasi

Asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu 6rneklerin gen ekspresyon seviyesi ve
S. aureus susunun biiyiime egrisi lizerindeki aktivitesi diger stres kosullarina gére daha

yiiksektir. Bu bulgular gen ekspresyon seviyesi ile aktivite arasinda iliski olabilecegini

diistindiirmektedir.

3.1.8.2.Stres altindaki H. tubulosa mikobiyont &rneklerinin aseton
oziitlerinin P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime egrisi iizerindeki

etkileri

H. tubulosa mikobiyont &rneklerinin aseton oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml,
120 pg/ml dozlar P. aeruginosa PAOL1 susu iizerine uygulanmistir. 19 saat boyunca 20
dakikada bir alinan absorbans 6l¢iimleri (OD: 600 nm) sonucunda elde edilen verilerle
biiyiime egrisi grafikleri olusturulmustur. H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton

Oziitlerinin biiyiimeyi inhibe eden dozlar1 tespit edilmistir.

Strese maruz birakilmayan kontrol grubu H. tubulosa mikobiyont &rneklerinin
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aseton Oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 ug/ml dozlar1 P. aeruginosa PAOL susu
tizerine uygulanmistir. 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiylime egrisi

tizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmektedir (Sekil 3.71).

==480 ug/ml ==o==240 pg/mi 120 pg/ml ==>4=Kontrol
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Sekil 3.71. HK kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun biiylime

egrisi lizerindeki etkisi

37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan HI kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.72).
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Sekil 3.72. H1 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerindeki etkisi
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37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H2 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biiyiimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.73).

=== 480 g/ M| ==—==240 ug/ml 120 ug/ml ==<=Kontrol

Absorbans (OD:600nm)

Sekil 3.73. H2 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

15 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H3 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1L susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.74).

=0=—1480 pg/m| ==o=240 ug/ml 120 pg/ml ==<=Kontrol

0,80 -
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

T

© o o o

010 @ @ 2 2
- N M

o o o

Absorbans (OD:600 nm)

05:00
13:00

Sekil 3.74. H3 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerindeki etkisi
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15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H4 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun

biiylime egrisi iizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.75).
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Sekil 3.75. H4 kodlu 6rneklerin aseton dziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan 15 giinlik H1, H2, H3 ve H4 kodlu
H.tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda tiim gruplar igin
P. aeruginosa PAO1l susunun biiyiime egrisi {izerine 8. saat sonundaki etkisi

incelendiginde tiim orneklerin biiylimeyi inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 3.76).

Liken oziitlerinin 8. saatteki etkilerinin karsilagtirmasi
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Sekil 3.76. Sicaklik ve 151k stresine maruz birakilan 15 giinlik 6rneklerin 480 pg/ml
aseton Oziitlinlin 8. saatte P. aeruginosa PAO1 susunun biiylime egrisi tizerindeki
etkisinin karsilastirmasi

107



37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H5 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.77).

=== 480 ug/m| ==o==240 pg/ml 120 pg/ml === Kontrol

Absorbans (OD:600 nm)

Sekil 3.77. H5 kodlu 6rneklerin aseton dziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H6 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.78).

=480 pg/ml ==o==240 ug/ml 120 pg/ml =>¢=Kontrol

20,8' M
3 p % 2 z %

o
o 0,6

(OD

n 0,2

an

o 0,0

Absor
06:00
07:00
08:00
09:00
10:00
11:00
12:00
13:00

Sekil 3.78. H6 kodlu 6rneklerin aseton dziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H7 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.79).

108



==480 ug/ml| ==o==240 ug/mi 120 pg/ml === Kontrol
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Sekil 3.79. H7 kodlu 6rneklerin aseton dziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H8 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1L susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.80).

==480 pg/m| ==o==240 pg/mil 120 pg/ml === Kontrol
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Sekil 3.80. H8 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi tizerindeki etkisi
37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H9 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.81).

109



==480 ug/m| ====240 ug/ml 120 pug/ml ==>4=Kontrol

c
o ,:‘.'
T
8 O 0O 0O 0O 0O 0O 00 OO0 OO0 000 OO0 O O O
lsli=li=IR=li-l-M-lslsNsltslslslellsllslRslelsN]
o S d A M 1IN BNOBRDNS od M < 1n G~ &0 &
< © OO0 0O 0000 O dA o oA A oA dA o A A
Zaman

Sekil 3.81. HI kodlu 6rneklerin aseton dziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime
egrisi lizerindeki etkisi

37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H10 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.82).
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Sekil 3.82. H10 kodlu orneklerin aseton Oziitiniin P. aeruginosa PAOLl susunun
bliylime egrisi iizerindeki etkisi

15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H11 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1 susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.83).
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Sekil 3.83. H1l kodlu orneklerin aseton oOziitiiniin P. aeruginosa PAOLl susunun
biiyiime egrisi lizerindeki etkisi

15 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H12 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton o6ziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun

biiyiime egrisi iizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.84).
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Sekil 3.84. H12 kodlu orneklerin aseton oOziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun

biiylime egrisi lizerindeki etkisi
15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H13 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozunun P. aeruginosa PAO1 susunun

biliylime egrisi lizerine etki ederek biiyiimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.85).
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Sekil 3.85. H13 kodlu orneklerin aseton oOziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun
biiylime egrisi lizerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H14 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1L susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.86).
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Sekil 3.86. H14 kodlu orneklerin aseton oOziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun
biiyiime egrisi lizerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H15 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi tlizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.87).
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==480 ug/ml =====240 pg/mil 120 pg/ml ==>¢=Kontrol
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Sekil 3.87. H15 kodlu orneklerin aseton oOziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun
biiylime egrisi lizerindeki etkisi

15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H16 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAO1L susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek bliylimeyi azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.88).
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Sekil 3.88. H16 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiniin P. aeruginosa PAOL susunun
biliylime egrisi iizerindeki etkisi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont Grneklerinin
aseton Oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda tiim gruplar i¢in P. aeruginosa PAO1
susunun biiylime egrisi iizerine 8. saat sonundaki etkisi incelendiginde tiim 6rneklerin
biiyiimeyi inhibe ettigi gozlenmistir. Doga o6rnegi ile karsilastirildiginda 240 pg/ml
dozda tiim 6rneklerin 8. saatte daha etkili oldugu tespit edilmistir. 480 pg/ml dozda en
etkili 6rnek grubunun HS oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.89).

113



480 pg/ml 240 pg/ml
E 060
o 0,50
S 0,40
~ 0,30
U) ’
%0,20
8 0,10
5 0,00
@ e % B B e N B B e B B K B B S O
2 o % % 8. 0 0 0 0% R e, %
< 6))0 \}({5\ ({5\ (9)6))0 7({5\ 9({;\ \9)\0 /4?) 2, 0))\0 0))\0 \}‘S:O O))o o))o (Z\S‘ \;\° &O/%O"
PR NN LN N G U MRS F I ST I ST S S Ng) %
/fo\o(\y(%—o‘/\io’f‘/{p’f{ro/f Qs
2 % 6 B B, o % T S B % B, % % R B, % N2
% % O R, R Y O N Y Y Y T
/)4 T 0,)/ (9’) 94 T </ (90 /)éf Oéf Oéf
% ”F/éf/ % 4,,4// 2 4
Ornekler

Sekil 3.89. Doga orneginin 240 pg/ml, sicaklik ve 1sik stresine maruz birakilan

orneklerin 240 ve 480 pg/ml aseton Oziitiiniin 8. saatte P. aeruginosa PAO1 susunun

biiyiime egrisi lizerindeki etkisinin karsilagtirmasi

Ortalamaya gore karanlik ortamda ekspresyon

seviyesi

daha yiiksek

belirlenmistir. P. aeruginosa PAO1l susunun biiyiime egrisi {izerindeki aktivite

incelendiginde karanlik ortama maruz birakilan 6rneklerin aktivitesinin genellikle daha

yiiksek oldugu gozlenmistir.

Nitrat stresine maruz birakilan HS1 kodlu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin

aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime egrisi lizerine

etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.90).
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Sekil 3.90. HS1 kodlu o6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa

biiylime egrisi lizerindeki etkisi
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Nitrat-asetat stresine maruz birakilan HS2 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime

egrisi lizerine etki ederek biiylimeyi azalttig1 gozlenmistir (Sekil 3.91).
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Sekil 3.91. HS2 kodlu oOrneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAOLl susunun
biiyiime egrisi lizerindeki etkisi

Asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu H. tubulosa mikobiyont érneklerinin
aseton oziitlerinin 480 pug/ml dozda P. aeruginosa PAOL susunun bilyiime egrisi tizerine

etki ederek biiylimeyi azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.92).
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Sekil 3.92. HS3 kodlu o6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susunun
biiylime egrisi lizerindeki etkisi
Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton

Oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda tiim gruplar i¢in P. aeruginosa PAOL susunun
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biiyiime egrisi lizerine 8. saat sonundaki etkisi incelendiginde tiim drneklerin bilylimeyi
inhibe ettigi gozlenmistir. Strese maruz birakilmayan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin biiylime egrisi lizerine inhibe edici etkisinin diger 6rneklerden ¢ok farkli
olmadig belirlenmistir. Doga 6rneginin 240 pug/ml dozda biiyiimeyi inhibe etmedigi
hatta artirdig1 gozlenirken nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin biiylimeyi az da olsa azalttig1 gézlenmistir (Sekil 3.93).
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Sekil 3.93. Nitrat-Asetat stresine maruz birakilan 6rneklerin 240 ve 480 pg/ml aseton
Ozitiinlin 8. saatte P. aeruginosa PAOL susunun biiyiime egrisi tizerindeki etkisinin

karsilastirmasi

3.1.8.3. Stres altindaki H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton

oziitlerinin S.aureus suslarin iizerindeki anti-biyofilm etkileri

Stres altindaki H. tubulosa mikobiyont &rneklerinin aseton 6ziitiiniin S.aureus
susunun biyofilm formu iizerine etkisini incelemek i¢in biiylime egrisi iizerine etkisinin
incelendigi testlerde tercih edilen dozlar uygulanmistir. Hazirlanan plakalar 24 saat
inkiibe edildikten sonra kontrol gruplari ile aseton 0ziitii iceren gruplarin bulundugu
kuyucuklardaki biyofilm olusumu Cytation 3 (BioTek) cihazinda spektrofotometrik
olarak olgiilmiistiir. Ol¢iim sonuglart kullanilarak biyofilm inhibisyon grafikleri

olusturulmustur.

Strese maruz birakilmayan kontrol grubu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 pg/ml dozlar1 bakteri suslari lizerine
uygulanmistir. Tim dozlarda S.aureus susunun biyofilm olusumunu azalttigi

gozlenmistir. Ancak en etkili doz 480 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3.94).
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Sekil 3.94. HK kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H1 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlarda S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azalttig1 gézlenmistir. Ancak en etkili doz 120 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3.95).
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Sekil 3.95. H1 kodlu 6rneklerin aseton 0ziitiinlin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H2 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlarda S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azalttig1 gozlenmistir. Ancak en etkili doz 120 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3.96).
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Sekil 3.96. H2 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H3 kodlu, 15 °C ve 151k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlarda S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azalttig1 gozlenmistir. Ancak en etkili doz 120 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3.97).
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Sekil 3.97. H3 kodlu 6rneklerin aseton 0ziitlinlin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H4 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlarda S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azalttig1 gozlenmistir. Ancak en etkili doz 120 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3.98).
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Sekil 3.98. H4 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H5 kodlu, 37 °C ve 151k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozlarda S. aureus susunun biyofilm
olusumunu azalttig1 gézlenmistir. Ancak en etkili doz 480 pg/ml olarak belirlenmistir.

120 pg/ml dozda biyofilm olusumu artmistir (Sekil 3.99).
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Sekil 3.99. H5 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H6 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozda S. aureus susunun biyofilm olusumunu
azalttigi gozlenmistir. Ancak 240 ve 120 pg/ml dozda biyofilm olusumu artig
gostermistir (Sekil 3.100).
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Sekil 3.100. H6 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H7 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oOziitlerinin 480 pg/ml dozlarda S. aureus susunun biyofilm
olusumunu azalttig1 gézlenmistir. Ancak 240 ve 120 pg/ml dozda biyofilm olusumu

artis gostermistir (Sekil 3.101).
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Sekil 3.101. H7 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H8 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda S. aureus susunun biyofilm
olusumunu azalttifi gozlenmistir. Ancak 120 pg/ml dozda biyofilm olusumu artis

gostermistir (Sekil 3.102).
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Sekil 3.102. H8 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin S. aureus susu {izerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H9 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu

artirmistir (Sekil 3.103).
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Sekil 3.103. H9 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H10 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinin 480 ve 240 pg/ml dozda S. aureus susunun biyofilm
olusumunu azalttifi gozlenmistir. Ancak 120 pg/ml dozda biyofilm olusumu artis

gostermistir (Sekil 3.104).
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Sekil 3.104. H10 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

H11 kodlu, 15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu

artirmistir (Sekil 3.105).
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Sekil 3.105. H11 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H12 kodlu, 15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tim dozlarmin biyofilm olusumunu azalttigi

gozlenmistir (Sekil 3.106).
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Sekil 3.106. H12 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu tizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi
H13 kodlu, 15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu

artirmistir (Sekil 3.107).
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Sekil 3.107. H13 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitliniin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H14 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu
azaltmistir. Ancak 480 ve 240 pg/ml dozlarmin daha etkili oldugu gézlenmistir (Sekil
3.108).
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Sekil 3.108. H14 kodlu orneklerin aseton Oziitlinlin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi
H15 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitlerinin 480 pg/ml dozu S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azaltmistir (Sekil 3.109).
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Sekil 3.109. H15 kodlu 6rneklerin aseton oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
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H16 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinin tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu
azaltmistir. Ancak 480 ve 120 pg/ml dozlarinin daha etkili oldugu gozlenmistir (Sekil
3.110).
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Sekil 3.110. H16 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin S. aureus susu lizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinin 480, 240 ve 120 pg/ml dozlarinin S. aureus susunun biyofilm formu
tizerine etkileri incelendiginde H13, H11, H9 kodlu o6rneklerin disinda kalan tiim
gruplarin anti-biyofilm etkileri tespit edilmigtir (Sekil 3.111). 480 pg/ml dozdaki anti-
biyofilm etkinliklerine gore siralandiginda H14 en etkili grup olarak siralanmustir.
Dogadan toplanan drneklerin daha diisiik dozlarda dahi etki ettigi gézlenmistir. Ancak
tiim tiirler incelendiginde 120 pg/ml dozda H1, H2, H4, H12 ve H16 6rnekleri dogadan
toplanan orneklerden daha fazla etkinlik gostermistir. Sekil 3.111'de 120 pg/ml dozda
H1, H2, H4, H12 ve H16 antibiyofilm etkinliklerini gosteren degerler verilmistir.

Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton
oziitlerinin 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 pg/ml dozlar1 S. aureus susu {izerine
uygulanmustir.  Olgiim  sonuglart  kullanilarak  biyofilm inhibisyon grafikleri
olusturulmustur. Nitrat stresine maruz birakilan HS1 kodlu H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 pg/ml dozlart bakteri
suslart iizerine uygulanmigtir. Tiim dozlar S. aureus susunun biyofilm olusumunu

artirmistir (Sekil 3.112).
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Sekil 3.111. Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan Orneklerin aseton Oziitlerinin

S.aureus susunun biyofilm formu iizerine antibiyofilm etkilerinin karsilastirmasi
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Sekil 3.112. HS1 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
Nitrat-asetat stresine maruz birakilan HS2 kodlu H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton Oziitlerinden uygulanan tiim dozlar S. aureus susunun biyofilm

olusumunu artirmistir (Sekil 3.113).
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Sekil 3.113. HS2 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm

doz-yanit grafigi
Asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinden uygulanan tiim dozlar1 S. aureus susunun biyofilm olusumunu

azaltmistir. 240 pg/ml, 120 pg/ml dozlar1 daha etkili olmustur (Sekil 3.114).
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Sekil 3.114. HS3 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin S. aureus susu iizerine anti-biyofilm
doz-yanit grafigi

Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton
Oziitlerinin S. aureus susunun biyofilm formu iizerine etkileri incelendiginde HS1 ve
HS2 kodlu 6rneklerin biyofilm olusumunu artirdigi, HS3 kodlu 6rneklerin ise biyofilm

olusumunu azalttig1 gozlenmistir. Dogal 6rneklerin yiiksek antibiyofilm etkisi tespit
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edilmistir (Sekil 3.115). PKS gen ekspresyon orani daha yiiksek olan asetat stresinin
anti-biyofilm etkinligi de daha yiiksektir.
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Sekil 3.115. Nitrat-asetat stresine maruz birakilan Orneklerin aseton oOziitlerinin S.

aureus susunun biyofilm formu iizerine antibiyofilm etkilerinin karsilagtirmasi

3.1.8.4. Stres altindaki H. tubulosa mikobiyont o6rneklerinin aseton
oziitlerinin P. aeruginosa PAO1 susu iizerindeki anti-biyofilm
etkileri

Strese maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont aseton 6ziitlerinin P. aeruginosa
PAOL bakteri susunun biyofilm formu olusumu iizerine etkisini incelemek icin 480
pg/ml, 240 pg/ml, 120 pg/ml 6ziit dozlart uygulanmistir. Hazirlanan plakalar 24 saat
inkiibe edildikten sonra kontrol gruplari ile aseton 0ziitii iceren gruplarin bulundugu
kuyucuklardaki biyofilm olusumu Cytation 3 (BioTek) cihazinda spektrofotometrik
olarak olgiilmiistiir. Olgiim sonuglar1 kullanilarak biyofilm inhibisyon grafikleri
olusturulmustur. H. tubulosa aseton Oziitlerinin P. aeruginosa PAOL1 bakteri susunun

biyofilm formu tizerindeki etkinlikleri analiz edilmistir.
Strese maruz birakilmayan kontrol grubu H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinden 480 pg/ml, 240 pg/ml, 120 pg/ml dozlart P. aeruginosa PAO1
bakteri susunun iizerine uygulanmistir. 480 pg/ml dozu biyofilm olusumunu artirirken,

240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil 3.116).
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Sekil 3.116. HK kodlu o6rneklerin aseton 6ziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan Orneklerin aseton Oziitlerinden

P.aeruginosa PAO1 bakteri susunun biyofilm formu {izerindeki etkileri sirasiyla

verilmigtir.

H1 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oOziitlerinden tiim dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir.

yiiksek etki 240 pg/ml dozunda gozlenmistir (Sekil 3.117).
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Sekil 3.117. H1 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin P. aeruginosa PAO1 susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H2 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitlerinden 240 ve 120 pg/ml dozlar1 P. aeruginosa PAO1 susunun

biyofilm olusumunu azaltmistir. En yiiksek etki 120 pg/ml dozunda gozlenmistir (Sekil
3.118).
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Sekil 3.118. H2 kodlu orneklerin aseton Oziitliiniin P. aeruginosa PAO1 susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H3 kodlu, 15 °C ve 151k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitlerinden 240 ve 120 pg/ml dozlar P. aeruginosa PAO1 susu
biyofilm olusumunu azaltmistir. En yiiksek etki 120 pg/ml dozunda gézlenmistir (Sekil
3.119).
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Sekil 3.119. H3 kodlu orneklerin aseton oziitliiniin P. aeruginosa PAO1 susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H4 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin P. aeruginosa PAO1l susunun aseton Oziitiiniin tim dozlar1 biyofilm

olusumunu azaltmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlariin daha etkili oldugu gézlenmistir

(Sekil 3.120).
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Sekil 3.120. H4 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H5 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton 6ziitiiniin 480 ve 240 ng/ml dozlar1 P. aeruginosa PAO1 susunun

biyofilm olugumunu artirmistir. 120 pg/ml dozunun biyofilmi azalttifi gézlenmistir

(Sekil 3.121).
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Sekil 3.121. H5 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H6 kodlu, 37 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 120 ug/ml dozunun biyofilmi azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.122).
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Sekil 3.122. H6 kodlu orneklerin aseton Oziitliinlin P. aeruginosa PAO1 susu lizerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H7 kodlu, 37 °C ve 151k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm
olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlarinin biyofilmi azalttigi ve 120 pg/ml
dozunun daha etkili oldugu gozlenmistir (Sekil 3.123).

2,0000- H7 6rneginin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
Uzerine Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.123. H7 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1L susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

132



H8 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.124).

H8 érneginin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.124. H8 kodlu orneklerin aseton Oziitliinlin P. aeruginosa PAO1 susu lizerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H9 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu biyofilm olusumunu artirmistir. 240 ve
120 pg/ml dozlar1 P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil
3.125).

H9 6rnedinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.125. H9 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H10 kodlu, 37 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm
olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pug/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.126).

H10 &rneginin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.126. H10 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu iizerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H11 kodlu, 15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm
olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.127).

H11 érnedinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
Uzerine Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.127. H11 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiinlin P. aeruginosa PAOL susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H12 kodlu, 15 °C ve 1sik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil
3.128).

H12 6rnedinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu

1,4000 Uzerine Doz-Yamit Egrisi

1,2000 f
1,0000
0,8000

0,6000

Absorbans-(590 nm)

0,4000

0,2000

0,000n0
120 240 480

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.128. H12 kodlu o6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu iizerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H13 kodlu, 15 °C ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil
3.129).

H13 drnedinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.129. H13 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H14 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm
olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlari1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.130).

H14 i)'met_:']inirll P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.130. H14 kodlu orneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu lizerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

H15 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm
olusumunu artirmigtir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.131).
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Sekil 3.131. H15 kodlu 6rneklerin aseton Oziitiiniin P. aeruginosa PAOL susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
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H16 kodlu, 15 °C ve karanlik stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

3.132).

H16 drneginin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
Uzerine Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.132. H16 kodlu o6rneklerin aseton oziitiiniin P. aeruginosa PAO1 susu iizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitlerinin 480, 240 ve 120 pg/ml dozlarmin P. aeruginosa PAO1l susunun
biyofilm formu iizerine etkileri incelendiginde tim gruplarin anti-biyofilm etkileri tespit
edilmistir. 120 pg/ml dozdaki anti-biyofilm etkinliklerine gore siralandiginda H3 en
etkili tiir olarak siralanmigtir. Kiiltiir 6rnekleri dogadan toplanan 6rneklere gore daha
etkili olmustur (Sekil 3.133). 480 pg/ml dozda ise genellikle biyofilm orani artmistir.
Bakterilerin yiiksek dozda strese girerek daha fazla biyofilm olusturdugu gézlenmistir.

Nitrat ve asetat iceren besiyerinde nitrat-asetat stresine maruz birakilan
orneklerin aseton Oziitlerinden P. aeruginosa PAO1 bakteri susunun biyofilm formu
tizerindeki etkileri sirastyla verilmistir.

HS1 kodlu, nitrat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Ozitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusumunu

artirmigtir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil 3.134).
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Sekil 3.133. Sicaklik ve 1s1k stresine maruz birakilan 6rneklerin aseton oziitlerinin P.

aeruginosa PAO1lsusunun biyofilm formu iizerine antibiyofilm etkilerinin karsilastirmasi

HS1 6rmeginin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu
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Sekil 3.134. HS1 kodlu 6rneklerin aseton Oziitlinlin P. aeruginosa PAOL susu {izerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi

HS2 kodlu, nitrat ve asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin aseton Oziitiiniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm

olusumunu artirmistir. 240 ve 120 pg/ml dozlar1 biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil
3.135).
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HS2 drnegdinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu Uzerine
Doz-Yanit Egrisi
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Sekil 3.135. HS2 kodlu 6rneklerin aseton Oziitliniin P. aeruginosa PAOL susu lizerine

anti-biyofilm doz-yanit grafigi
HS3 kodlu, asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin
aseton Oziitliniin 480 pg/ml dozu P. aeruginosa PAOL susunun biyofilm olusumunu

artirmustir. 240 ve 120 pg/ml dozunun biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil 3.136).

HS3 6rnedinin P. aeruginosa PAO1 Biyofilm Formu Uzerine
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Sekil 3.136. HS3 kodlu 6rneklerin aseton 6ziitlinlin P. aeruginosa PAO1 susu {izerine
anti-biyofilm doz-yanit grafigi

Nitrat-asetat stresine maruz birakilan H. tubulosa mikobiyont 6rneklerinin aseton
oOziitlerinin P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm formu iizerine etkileri incelendiginde

480 pg/ml dozdaki 6ziitiin biyofilm olusumunu artirdig1 gézlenmistir. HS1, HS2 ve HS3
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kodlu 6rneklerin aseton oziitlerinin 240 ve 120 pg/ml dozlarinin biyofilm olusumunu

azalttig1 dogadan toplanan 6rneklerden daha etkili olduklar1 gézlenmistir (Sekil 3.137).

W 480 pg/ml  ® 240 pg/ml 120 pg/ml 60 pg/ml

Absorbans (OD: 600 nm)

ornekler

Sekil 3.137. Nitrat-asetat stresine maruz birakilan Orneklerin aseton Oziitlerinin P.
aeruginosa PAO1 susunun biyofilm formu flzerine antibiyofilm etkilerinin
karsilastirmast

Dogadan toplanan liken ornekleri ile mikobiyont 6rnekleri arasinda bakterilerin
biiylime egrisi ve biyofilm olusumu tizerine aktiviteleri yoniinden fakliliklar
gozlenmistir. S. aureus susunun biiylime egrisi ve biyofilm olusumu {izerine dogal
ornekler ve bazi mikobiyont stres ornekleri esdeger sonuglar vermistir. Mikobiyont

kiltir 6rneklerinden H13, H11, H9 kodlu 6rnekler ise artirict etki gostermistir.

Mikobiyont Kkiiltiir 6rneklerinden kontrol grubu ve strese maruz birakilan
ornekler P. aeruginosa PAOL susunun hem biiylime egrisi ilizerine hem de biyofilm
olusumu iizerine dogadan toplanan 6rneklerden ¢ok daha etkili sonuglar vermislerdir.
Bu farkliligin nedeni ile ilgili ancak etken madde tespiti ile yorum yapilabilecektir.

Ancak etken maddelerin bir arada etki edebilecegi de goz ardi edilmemelidir.
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3.1.9. Stres kosullarinda Kkiiltiirde ¢ogalan Hypogymnia tubulosa mikobiyont

orneklerinin aseton oziitiiniin iceriginin belirlenmesi
3.1.9. 1. ince tabaka kromatografisi (Thin layer chromatography-TLC)

H. tubulosa mikobiyont orneklerinden elde edilen aseton oOziitiinlin igerigini
belirlemek amaciyla 6rnekler ince tabaka kromatografisi ile incelenmistir. Aseton ig¢inde
¢Oziinmiis Oziitler silika plakalara yiiklenerek Toluene/Diokzan/Asetik asit (180:45:5)
hareketli faz1 kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Yiiritilen maddeler 366 nm ve 254 nm UV ile
inceleme ve H,SO4ile yakma igslemi yapilarak maddeler tespit edilmistir.

TLC sonucu UV'de goriintiilenen plakalarda ti¢ farkli madde, H,SO, ile yakma
islemi sonucunda UV'de tespit edilenden farkli bir madde tespit edilmistir (Sekil 3.139-
Sekil 3.141). Maddeler referans maddeler ile Kkarsilastirilarak Rf degerleri
hesaplanmugtir (Sekil 3.138). UV'de tespit edilen maddelerin Rf degerleri sar1 rekli
madde 0,87; mavi renkli madde 0,8; yesil renkli madde 0,6; turuncu renkli madde 0,3
olarak belirlenmistir. Dogadan toplanan Orneklerle mikobiyont ornekleri arasinda
farklilik tespit edilmistir. Sekil 3.141 'de mikobiyont 6rneginde tespit edilen maddeler

dogal ornekte tespit edilememistir.

Sekil 3.138. Referans maddelerin TLC goriintiisii
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.

Sekil 3.139. H,SOy ile yakma islemi yapilarak tespit edilen maddelerin TLC

goruntiisi

Sekil 3.140.UV ile tespit edilen maddelerin TLC goriintiisii

Mavi renkli
madde

Yesil renkli
madde

Turuncu
renkli madde

Sekil 3.141. UV ile maddelerin tespit edilmesi
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3.2. Tartisma

Likenlerin hastaliklarin iyilestirilmesinde yararlanilan dogal kaynaklar arasinda
oldugu bilinmektedir. Metabolizmalarinin dogal bir {iriinii olarak meydana getirdikleri
sekonder metabolitler likenlerin tiptan, eczacilifa; boya endiistrisinden, besin
endiistrisine kadar bir¢ok alanda kullanimlarina imkan saglamaktadir [3,5]. Liken
yasaminda sekonder metabolitler, ¢evresel kosullara uyum saglama, savunma, korunma,
hayatta kalma, neslini siirdiirme ve ekosistemle iligkilerini diizenleme konularinda
birgok goreve sahiplerdir. Yavas biiyiime gosteren ve ¢ok ekstrem kosullarda dahi
yasamint siirdiirebilen likenlerin farkli ¢evresel kosullara uyum saglamasi trettikleri
sekonder metabolitler ile miimkiin olmaktadir. Cok eski zamanlardan beri likenlerin
cesitli amaglarla kullanildigi bilindigi halde tiretmis olduklar1 sekonder metabolitlerin
sentez mekanizmast tam olarak belirlenememistir. Shwab ve Keller (2008)'e gore,
mantar ortaginin sekonder metabolit metabolizmasi, karbon ve azot gibi besin
kaynaklar1, sicaklik, 151k, pH gibi c¢evresel faktorlerle birlikte kromozomal
organizasyona bagli olan biyosentez genlerinin (PKS - Poliketid Sentez Genleri)
kontrolii altindadir [166]. Yapilan arastirmalar gostermistir ki poliketidlerin
biyosentezinde poliketid sentaz enzimleri goérev almaktadir ve bu multienzim
kompleksleri asetil-CoA ve malonil-CoA tiirevlerinin farkli sekillerde aktive edilmesini
saglamaktadir [1,41,121,137]. Deduke ve ark. (2012) bircok cevresel faktoriin, liken
sekonder metabolitlerinin tiretiminde gorevli PKS gen ekspresyonu flizerinde etkili
oldugunu ifade etmistir [141]. PKS gen ekspresyonunun ortamdaki besin maddeleri ve
pH, sicaklik, 151k gibi faktorlere tepki verdigi diistiniilmektedir [83,130,131,135,141].
Sekonder metabolit iiretiminde ayn1 zamanda karbon ve azot kaynaklari gibi diger
cevresel faktorlere de tepki verildigi yapilan ¢aligsmalarda belirlenmistir [130,131,135].
Bu bilgiler 1518inda bu tez ¢aligmasinda, biyolojik aktivite gdsteren liken tiirlerinden
yeni ilag eldesi i¢in potansiyele sahip oldugu diisiiniilen liken sekonder metabolitlerinin
ticari kullanima uygun sekilde g¢ogaltilmasi amaglanmistir. Bu maddelerin sanayiye
aktarilmasina katkida bulunmak i¢in liken drneklerine stres uygulama yoluyla metabolit
liretiminin artirilmasina ¢alisilmistir. Likenlerden endiistriyel anlamda kullanmak ig¢in
uygun miktar1 elde etmek olduk¢a zor olmaktadir. Ayrica dogada az goriilen bazi liken
tirlerini korumak ve yayilist fazla olan tiirleri de ekolojik dengeyi bozmadan bilingli

tilketmek gerekmektedir. Bu nedenle Tiirkiye'ye 6zgii liken Orneklerinin laboratuvar
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ortaminda c¢ogaltilmast ve sekonder metabolit iiretimi icin en uygun kosullarin
belirlenmesi  hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, potansiyel likenlerden
Tiirkiye'den toplanmis H. tubulosa tiiriniin labotatuvar sartlarinda ¢ogaltilmasi ve
likenlerde sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde etkili olan poliketid sentez (PKS)
genlerinin uygun primerler ile stres altinda ekspresyon seviyesinin degisiminin ve
biyolojik aktiviteye sahip sekonder metabolitlerin iiretimine etkisinin belirlenmesi

calismamizin arastirma konusunu olusturmaktadir.

Calismada oncelikle Bursa Alagam/Uludag lokalitesinden toplanan Hypogymnia
tubulosa (Schaer.) Hav. tiirii biyolojik aktivite testine tabii tutulmustur. H. tubulosa
orneklerinden elde edilen aseton oziitii P. aeruginosa PAO1 CECT 4122 ve S. aureus
ATCC 25923 bakteri suslarimin biliylime egrisi ve biyofilm olusumu {izerine test
edilmistir. H. tubulosa aseton oOziitiiniin bakteri suslarinin biiylimesini ve biyofilm
olusumunu inhibe edici etkileri Cytation 3 cihazinda spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Bakteri suslarinin biiyiime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine aktiviteye
sahip oldugu tespit edilen H. tubulosa mikobiyont ornekleri kiiltiire alinmustir.

Tiirkiye'de ilk kez liken 6rnekleri bu ¢alisma ile kiiltiire alinmistir.

Tiirkiye'de kiiltiire alma yontemi likenlerde ilk kez uygulanmis ve ilk kez liken
ornekleri kiiltiir kosullarinda c¢ogaltilmistir. Bu yontem liken Orneklerinin  ve
metabolitlerinin dogal yollarla daha ucuz ve daha fazla elde edilebilmesini miimkiin
kilmaktadir. Yontemin Tirkiye'de uygulanmasi ve Tiirk arastirmacilara tanitilmasi
amaciyla "Liken Kiiltiirii Yontem ve Uygulamalari Calistay1" diizenlenmistir. Bu
calistay kapsaminda Giiney Kore ve Japonya'dan alaninda uzman arastirmacilar
esliginde hem likenlerin kiiltiire alinma yontemleri hem de likenlerde uygulanabilecek

molekiiler yontemler uygulamali olarak gdsterilmistir.

Bursa Alagam/Uludag lokalitesinden toplanan Hypogymnia tubulosa (Schaer.)
Hav. tirii kiiltire alindiginda baslangicta yaklasik %32 oraninda kontaminasyon
gozlenmistir. Kiiltiir ile ilgili calismalarda %70-80 oraninda kontaminasyondan
bahsedilmektedir. H.tubulosa mikobiyontunun kiiltiire alinmasinda kontaminasyon
orani ortalama %12'ye kadar diismiistiir. Bu deger literatiire gore oldukca basarili bir

orandir [108,109].
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Kiiltiir ortaminda H. tubulosa mikobiyontunun dogru ¢ogaltildigini tespit etmek
amactyla spesifik primerlerle ITS bolgesi ¢cogaltilmis ve dizileme gergeklestirilmistir. H.
tubulosa mikobiyont 6rneginin tiir tayini sirasinda elde edilen ITS bolgesi dizileri ile
filogenetik agaclar olusturulmustur. Hypogymnia cinsine ait veriler GenBank'tan
indirilerek nj algoritmas1 ile Mega programinda dendrogramlar ¢izilmistir.
Dendrogramlara gore Bursa lokalitesinden toplanan H. tubulosa 'nin kiiltiire alinmasi ile
elde edilen mikobiyont 6rnekleri farkli iilkelerden toplanan H. tubulosa ornekleri ile
gruplasma gostermistir. Antalya'dan toplanan H. tubulosa 6rnegi ise gruptan ayrilarak
genetik olarak uzaklagmistir. Miadlikowska ve ark. (2011) Hypogymnia cinsine ait
filogenetik benzerligi ortaya ¢ikarmak igin Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz geni
(GPD1) ve ITS bolgesini kullanarak maksimum olasilik (maximum likelihood) metodu
ile filogenetik dendrogramlar olusturmustur [167]. Miadlikowska ve ark. (2011) H.
tubulosa tirtiiniin H. fujisanensis tiirii ile daha yakin oldugunu tespit etmistir.
Calismamizda olusturulan dendrogramda da benzer bir sonu¢ bulunmustur.
Miadlikowska ve ark. (2011) Asya, Avustralya, Kuzey Amerikadan toplanan tiim
tiirlerin bir arada toplanmasini endemik 6zellik gostermelerine baglamistir. H. tubulosa
tirtiniin ise bolgesel bir ayrim gostermedigini belirterek H. tubulosa'min soral ile
iremesi nedeniyle uzak mesafelere dagilimmnin daha yaygin olmasiyla agiklamistir.
Calismamizda olusturulan dendrogramda Antalya'dan toplanan H. tubulosa 6rneginin

gruptan ayrilmasi da genetik degisime maruz kalmasi ile agiklanabilmektedir.

Stocker- Wargotter, (2008) kararhi kiiltiir kosullarinin mikobiyonlarin biiyiime
oranlarin1 artirabilecegini ancak liken-spesifik sekonder metabolitlerinin {iiretimi
tizerinde olumlu bir etkisi olmadigim1 ifade etmistir. Dikkate deger ¢evresel
degisikliklerin giindiiz gece dongiisii, soguk ve 1lik sicaklik uygulamalari, yiiksek 151k
siddetine maruz kalma ve besiyerinin nem igeriginin kontrolii gibi fizyolojik streslerin
sekonder metabolitin liretimini etkiledigini vurgulamistir [114]. Calismamizda da
mikobiyont kiiltiir 6rnekleri 6ncelikle malt-yeast agar igeren besiyerinde biiytitiilmiistiir.
Kiiltiirde biiylime siiresi belirlenirken Culberson ve Armelo (1992) Cladonia grayi
tirini kiiltlir ortaminda c¢ogalttiklart ¢alisma g6z Oniinde bulundurulmustur [168].
Culberson ve Armelo (1992) farkli katiliktaki besi ortamlarinda Cladonia grayi'nin
bliylime oranini ve lrettigi sekonder metabolitleri incelemislerdir [168]. Yaptiklari

testler sonucunda bilyiimenin bir baslangic gecikmesinden sonra ivme kazandigini ve
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daha sonra yavasladigini belirtmislerdir. Biiylimenin hizlandig1 dénemin 8-16 giin arasi
oldugunu daha sonrasinda biiylimenin yavasladigini ifade etmislerdir. Calismamizda 15
ve 30 giin siireyle 6rnekler biiyiitiilmiis ve 6rneklerin biiyiime oranlar1 hesaplanmustir.
Calismamizda 15 ve 30 giinliik biiyiime oranlar1 karsilastirildiginda 15 giinliik biiyiime

oraninin 30 giinliige gore daha fazla oldugu gozlenmistir.

Calismamizda 15 ve 30 giin siireyle kiiltiirde biiyiiyen orneklere sicaklik, 1sik,
nitrat ve asetat stresi uygulanmistir. 15 ve 30 giin siireyle biiyiiyen 6rneklerin biiyiime
oranlar1 hesaplanmistir. Strese maruz birakilan 6rneklerin, H. tubulosa igin ilk kez
dizayn edilen primerlerle kRT-PZR'la PKS gen ekspresyon oranindaki degisim
incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore 30 giinliik 6rneklerde ekspresyon seviyesi
daha yiiksek tespit edilmistir. Kim ve ark. (2012) Cladonia metacorallifera tiiriinde
besiyeri icerigi ile PKS gen bdlgesinin ekspresyonu arasindaki iliskiyi arastirdiklar
calismalarinda 15 gilinlik ve 3 aylik kontrol gruplarinin ekspresyon seviyesini de
incelemiglerdir [133]. 15 giinliik 6rneklerin ekspresyon seviyesini 3 aylik Orneklere
oranla daha yiiksek tespit etmislerdir. Bu veriler ve calismamizda elde ettigimiz
bulgular, kiiltiir 6rneklerinde PKS gen ekspresyonunu artirmak i¢in 6rneklerin biiylime
stirecinin etkili oldugunu gostermis ve ¢ok uzun ya da c¢ok kisa siire bekletilmemesi

gerektigi yoniinde fikir vermistir.

Ayn1 zamanda bulgularimiza gore 15 ve 30 giinliik 6rneklerde biiylime orani ile
ekspresyon seviyesi arasinda negatif bir iliski gozlenmistir. Timsina ve ark. (2013) R.
dilacerata tiirliniin  bilylidiigii besin ortaminin poliketid sentezine etkilerini
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda maya ekstraktlari igeren biiyiime ortaminda daha fazla
bliylime gosteren orneklerde en az poliketid iiretimi oldugunu gozlemlemislerdir [134].
Biiylime orani ile sekonder metabolit iiretimi arasinda negatif korelasyon tespit
etmislerdir ve besin ortami ile PKS gen ekspresyonu arasinda baglanti oldugunu
belirlemislerdir. Benzer bir sonug¢ c¢alismamizdaki nitrat igeren ortamda biiyiiyen
orneklerde gozlenmistir. Nitrat igeren besi ortamindaki H. tubulosa mikobiyont
orneklerinde biiyime orani fazla iken PKS gen ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu
kaydedilmistir. Bu bulgular literatiir ile uyum saglamaktadir. McCune ve Geiser (2009)
nitrojen kaynaginin amino asit iiretimini artirmasindan dolay1 biiylimeyi artirdigini ifade
etmektedir [169]. Timsina ve ark. (2013) besi ortamina nitrojen kaynag: eklendiginde

biiylime artarken gen ifadesinin azaldigini belirtmistir [134]. Bu durumu azot varliginin
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karbon kaynagindan farkli bir metabolik yola yonlendirerek iyi biiyiime ve gelismeyi
sagladig1 seklinde aciklamiglardir. Asetat stresi uygulanan 6rneklerde ise aksine biiyiime
yavasken PKS gen ekspresyonu artig gostermistir. Asetatin diisiik bir karbon kaynagi
oldugu literatiirde ifade edilmektedir [108,109]. Ancak karbon kaynaklarinin asetat-
polimalonil yolagina yonledirildigi de belirtilmektedir [6,30,134]. Buna bagli olarak gen
ekspresyonunun arttig1 diisiiniilmektedir. H. tubulosa mikobiyont drnekleri asetat iceren
besi yerinde tutularak asetat molekiiliinliin asetil-CoA iiretimi i¢in kaynak olarak
kullanilmas: ¢alismamizin baslangicinda Ongoriilmiistiir. Bu amagla H. tubulosa
mikobiyont 6rneklerinde H1 ve H2 primerleri dizayn edilirken asetil-CoA molekiilleri
aktive etmekle sorumlu AT ve ACP bolgeleri secilerek asetatin asetil-COA
aktivasyonuna ve gen ekspresyonuna etkisi incelenmistir. Sonug olarak hem H1 hem de
H2 primeri ile g¢ogalan bodlgenin ekspresyonunda artis gozlenmistir. Gen
ekspresyonundaki etkinin biyolojik aktiviteye de yansidigi gozlenmektedir. Asetat
stresine maruz birakilan HS3 kodlu 6rneklerin diger drneklere oranla bakteri suslarinin
biiyiime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine daha etkili olduklari goriilmiistiir. Ozellikle
asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu drneklerin S. aureus biiyiime egrisi iizerine
diger stres kosullarindan daha etkili oldugu ortaya ¢cikmistir. Yine S. aureus susunun
biyofilm olusumu iizerinde de yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bulgularimiz
PKS gen ekspresyon seviyesi ile biyolojik aktivite artisinda baglantt oldugunu

destekleyen veriler icermektedir.

Isik stresi uygulanan oOrneklerde ise ekspresyon seviyesinde farkliliklar
gbzlenmistir. Ancak genel olarak karanlik ortamda PKS gen ekspresyonunun arttigi
gozlenmistir. Sprote ve Brakhage (2007) tarafindan 151k varligmin penisilin
biyosentezini baskiladigr bildirilmistir [170]. Likenlerde ise Stocker-Worgotter (2001)
Thamnolia vermicularis var. subuliformis kiiltiir 6rneginde kiiltiir ortaminin kurutulana
kadar nispeten diistik sicakliklarda yiiksek 151k kosullarina maruz birakilmadig: siirece
baeomisesik ve skuamatik asitlerin iiretilmedigini gostermistir. Boylece baz1 maddelerin
tiretimi i¢in 151k gerekliligini ortaya koymuslardir [171]. Bjerke ve Dahl (2002),
Ramalina'da thallus i¢indeki usnik asit yogunlugu ve 151k yogunlugu arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu bildirmislerdir [172]. Sicaklik stresi uygulanan orneklerde ise
15 °C ekspresyon seviyesi artmistir. Hamada (1991) Ramalina siliquosa'dan alinan

mikobiyot kiiltiirlerinde kiiltiir sicakligi usnik asit i¢in 12 °C'ye ve 4-O-dimetilbarbatik
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icin 15 °C'ye yiikseltildiginde usnik asit ve 4-O-dimetil barbatik konsantrasyonunda
istikrarlt bir artis oldugunu, daha yiiksek sicakliklarda her iki bilesen iceriginin de
azalma ile sonug¢landigimi gostermistir [153]. Sicaklik varyasyonunun likenlerde
sekonder metabolit seviyeleri {izerinde 6nemli etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir
[15]. Bulgularimiz da bu goriisti desteklemektedir. Bakteri suslarinin biiyiime egrisi ve
biyofilm olusumu {lizerine etkisi ile iliskisi incelendiginde 15 °C karanlik ortam stresi
uygulanan Orneklerin S. aureus susunun biyofilm olusumu tizerinde daha etkili oldugu
gozlenmistir. 37 °C'de ise 151kl ortamda bulunan 6rneklerde aktivite daha yiiksektir. Bu
bulgular ekspresyon seviyesi ile pozitif bir korelasyon gostermektedir. Olugsan sonucun
canlinin gece giindiiz yasam periyoduyla baglantili olmasi miimkiindiir. Clinkii gece
karanlikta sicaklik diismektedir ve canli kendini korumak i¢in madde {iretimini
artirabilmektedir. Giindiiz ise sicaklik ve 1s1k siddeti artmaktadir ve canli kendini
korumak i¢in yine madde iiretimini artirmaktadir. Ornegin, Cladonia subtenuis fazla
1s1kl1 ortamlarda yiiksek konsantrasyonda usnik asit tiretmistir [ 147]. Yine ribitol ve 151k
kombinasyonunun test edilmesi sonucunda, usnik asit sentezinin uyarilmasinda artis
oldugu kaydedilmistir [148]. Nybakken ve ark. (2004) X. parietina tiirinii kullanarak
gerceklestirdikleri deneyler sonucunda, UV-B’nin parietin maddesinin sentezinin
uyarilmast i¢in gerekli oldugunu ve bu uyarilmanin yiiksek 1s1k yogunlugunda daha
hizli oldugunu ortaya cikarmiglardir [148]. Bulgularimiz liken Orneklerinin kiiltiir

ortaminda dogal kosullarin1 aradigini diistindiirmektedir.

Ayrica calismamizda ozellikle 30 giinliik 6rneklerde besi yerinde sari renkli
pigmentasyon gozlenmistir. Cordeiro ve ark. (2004) Ramalina tiirleri ile yaptiklart
calismada besi yerinde pigment olusumunu gozlemlemislerdir [174]. Besiyerinde farkli
iki madde belirlemisler ancak maddenin analizini ger¢eklestirememislerdir. Wang ve
ark. (2012) tarafindan Usnea longissima tiirline ait indirgemeyen gen bdlgelerinin
ekspresyonunu inceledikleri ¢calismada MYA, alanin, inositol, sorbitol, glikoz, sukroz
iceren besiyerlerinde farkli renk pigmentasyonu gozlemlenmistir [175]. Ancak ortam
renk degisikligi ile gen ifadesi arasinda iliski gézlenmemistir. Caligmamizda ise gen
ekspresyonu bulgulart incelendiginde renk pigmenti iceren besiyerinde bulunan
orneklerde, renk degisimi olmayan Orneklere oranla gen ekspresyonu daha diisiik

Olclilmiistiir. Bu siiregte renk pigmenti igeren besiyerindeki 6rneklerin farklt metabolik
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reaksiyonlar nedeniyle renk pigmenti iirettigi ve bu metabolik reaksiyonlara yoneldigi

icin PKS ekspresyonunda azalma olmus olacag diistiniilmektedir.

Calismamizdaki bulgular H. tubulosa mikobiyont orneginin antibiyofilm
aktivitesi ile ilgili ilk verilerdir, daha 6nce herhangi bir ¢alisma rapor edilmemistir.
H. tubulosa tiiriiniin dogadan toplanan orneklerinin P. aeruginosa bakteri susunun
biliylime egrisi, biyofilm olusumu ve QS mekanizmasi iizerine etkisi Ucarkus (2017)
tarafindan incelenmistir [176]. Dogadan toplanan H. tubulosa aseton 6ziitlerinin diisiik
dozlarinin biyofilm formunu yiiksek dozlara gore daha yiiksek oranda inhibe ettigini,
ozellikle H. tubulosa'nin yiiksek anti-biyofilm etkiye sahip oldugunu belirlemistir.
Bunun sebebinin, yiliksek dozlarin bakteriyi strese sokmasi ve strese giren bakterinin
daha fazla oranda biyofilm formu meydana getirmesi olarak ifade etmistir. Nithyanand
ve ark. (2015) ise yaptiklar1 bir ¢calismada usnik asidin Streptococcus pyogenes bakteri
suslarinin biyofilm formu iizerindeki etkinligini incelemislerdir [75]. Usnik asidin test
edilen S. pyogenes suslarinin tiimii iizerinde anti-biyofilm etkinligi gosterdigini, ancak
usnik asit konsantrasyonu arttik¢a biyofilm formunun inhibe oranlarinin da diistigiint
rapor etmislerdir. Benzer sekilde ¢alismamizda kullanilan dogal 6rneklerde ve strese
maruz birakilan Orneklerde diisik dozlarin anti-biyofilm etkisi daha yiiksek

bulunmustur. Yiksek dozlarin biyofilm olusumunu artirdig1 gézlenmistir.

Stres kosullarinin etken madde iiretimini ve buna bagli olarak biyolojik
aktiviteyi etkilemis olabilecegi diisiiniilerek, tiim 6rneklerden elde edilen aseton 6ziitleri
bakteri suslarinin biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine test edilmistir. Stres
kosullarinda g¢ogaltilan H. tubulosa mikobiyont orneklerinin 6zellikle P. aeruginosa
susu bliylime egrisi ve biyofilm olusumu {lizerine doga orneklerinden daha etkili oldugu
gozlenmistir. P. aeruginosa susuna karst 15 giinliikk 6rneklerden 15 °C stresine maruz
kalanlarin daha yiiksek antibiyofilm etkisi tespit edilmistir. S. aureus iizerine
antibiyofilm gdsteren drneklerin aksine 37 °C karanlik kosullarinin daha etkili oldugu
gbzlenmistir. Yine P. aeruginosa susu biiyiime egrisinin inhibisyonunda 37 °C karanlik
ve 15 °C stresinin daha etkili oldugu gozlenmistir. Literatiirde liken maddelerinin Gram
negatif bakterilere kars1 daha az etkili oldugu ifade edilmektedir. Bunun dogadaki liken
orneklerinin Gram negatif bakterilere kars1 etkili olan maddeleri tiretmesini saglayacak
sartlarin olusmamasindan kaynaklanmasi olasidir. 37°C karanlik ortamin P. aeruginosa

gibi Gram negatif bir bakteriye karsi etkiyi artirdigi diisiiniildiigiinde bunu dogada

149



saglamak cok kolay olmayacaktir. Liken Orneklerinin “kiiltiir kosullarinda” dogada
iiretemedikleri maddeleri iiretmeleri de miimkiin goriilmektedir. Ornegin Cordeiro ve
ark. (2004) dogal orneklerde gozlemleyemedigi atranorin maddesini kiiltiir 6rneklerinde

gbzlemlemistir [174].

Calismamizda stres kosullarinda iiretilen maddeler igin gerceklestirilen ince
tabaka kromatografisi uygulamasinda stres uygulanan 6rneklerde metabolit ¢esitliligi ile
doga ornedi arasinda farklilik oldugu gozlenmistir. Ancak stres ornekleri arasinda fark
tespit edilememistir, etkinlikleri arasindaki farkliligin iiretilen madde miktarindan
kaynaklandig1r disiiniilmektedir. Molnar ve Farkas (2011) H. physodes ile
gergeklestirdigi ¢aligmasinda farkli bolgelerden toplanan orneklerde metabolit cesidi
acisindan farklilik tespit edememistir [177]. Sadece sekonder metabolitlerin miktarinda
farkliliklar tespit etmistir. Benzer sekilde Fazio ve ark. (2007) ise T. chrysophthalmus
ve R. celastri'nin izole mikobiyontlari tarafindan {iretilen metabolitleri arastirmiglardir
[178]. Mikobiyontlar ile liken tallusunda benzer miktarda, hatta bazi maddelerin ise
mikobiyontta daha fazla oldugunu goézlemlemislerdir. Mevcut verilerle, in vitro
sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in kiiltiirlenmis mikobiyotlarin kullanim1 umut verici
bulunmustur. Culberson ve Armelo (1992) kiiltir Ornegi ile dogal oOrnegi
karsilastirmistir [168]. Kiiltiir 6rneginde usnik asit miktarinin tallusa gore daha diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Fakat dogal tallusun biiyiimesinin kiiltiirlenen dokulardan
daha yavas olmasindan dolay1 kiiltiirlenmis dokularin, usnik asit iiretimi i¢in tallustan
daha istlin oldugunu ifade etmislerdir. Ayn1 zamanda, ortamda fotobiyont olmadan da
metabolit {iretiminin gerceklestigini belirterek sekonder metabolit {iretimi i¢in

fotobiyonta ihtiya¢ olmadigini iddia etmislerdir.

Sonug olarak ekspresyon oraninin daha yiiksek tespit edildigi 6rneklerin bakteri
suglarinin biiyiime egrisi ve biyofilm olusumu tizerine etkisinin de genellikle daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ornegin asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu &rneklerin
nitrat-asetat stresine maruz birakilan diger 6rneklere oranla bakteri suslarinin biiyiime
egrisi ve biyofilm olusumu iizerinde daha etkili olduklar1 tespit edilmistir. Ozellikle
asetat stresine maruz birakilan HS3 kodlu drneklerin S. aureus biiyiime egrisi iizerine
daha etkili oldugu goriilmiistiir. PKS ekspresyon seviyesindeki farkliligin aktiviteyi
etkiledigi ortadadir. Bu sonucun metabolit {iretimindeki artistan kaynaklanmis

olabilecegi diisliniilmektedir.
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Likenlerde poliketid genleri sekonder metabolitlerin sentez mekanizmasinin
aciga cikarilmasinda Onemli bir arastirma konusu olarak goriilmektedir. Yapilan
arastirmalar gostermistir ki poliketidlerin biyosentezinde poliketid sentaz enzimleri
gorev almaktadir ve bu multienzim kompleksleri asetil-CoA ve malonil-CoA
tiirevlerinin farkl sekillerde aktive edilmesini saglamaktadir [1,30,41,121]. Likenlerde
daha yaygin oldugu diisiiniilen Tip I tekrarlayan (iterative) tip poliketid sentez enzimleri
belirlenmistir. Ozellikle indirgemeyen (NR) tip poliketid sentazlar ¢cok daha yaygin
tespit edilmistir [41,114,121,124]. Calismamizda test ettigimiz H. tubulosa tiiriine ait
gen dizilerini belirlemek i¢in GenBank'a Hypogymnia cinsine ait Yu ve ark., (2013)
tarafindan yiikklenen H.physodes PKS gen dizileri indirilerek agil tasiyict protein (ACP)
bolgesiyle uyumlu H1 ve H2 primerleri dizayn edilmistir. H. tubulosa mikobiyont
orneklerinin HI ve H2 primeri ile ¢ogaltilan bolgelerinin dizileri Yu ve ark. (2013)
tarafindan yiiklenen H.physodes PKS gen bolgesi niikleotit dizileri ve yine ayn1 bolgeye
ait aminoasit dizileri karsilagtirilarak H. tubulosa mikobiyont PKS gen bdlgesinin
analizi yapilmistir. H1 ve H2 primeri ile cogaltilan bélgelerin agil tasiyici protein (ACP)
bolgesiyle uyumlu oldugu belirlenmistir. Yu ve ark., (2013) H.physodes indirgemeyen
(NR) tip PKS1 ve PKS2 bolgesi ilizerinde bugiine kadar indirgemeyen (NR) tip
PKS'lerde hi¢ rapor edilmeyen depsid ve depsidon iiretiminde etkili R alanmi tespit
ettiklerini ifade etmektedir [131]. Calismamizda H. tubulosa mikobiyont PKS gen
bolgesinin R alanini sahip olmasi ile ilgili bir yorum yapmak i¢in PKS gen bdlgesine ait
tim dizinin olusturulmasi gerekmektedir. H. tubulosa mikobiyont H1 ve H2 primeri ile
cogaltilan PKS gen bolgesi GenBank'taki verilerle karsilagtirildiginda Tip I tekrarlayan
(iterative) ve indirgemeyen poliketid sentez genleri ile uyum gostermektedir. H1 primeri
ile cogaltilan bdlge Tip I tekrarlayan (iterative) gen ile daha fazla yakinlik vermektedir.
H2 primeri ile gogaltilan bolge ise 6zellikle H. physodes tiiriintin indirgemeyen poliketid
sentez genleri ile uyum gostermektedir. Calismamizda elde edilen bulgular H. tubulosa
mikobiyont 6rnegine ait Tip I poliketid sentez enzimlerinin liretiminden sorumlu gen

bolgelerinin varligini ortaya koymaktadir.

Bu noktada PKS gen bolgelerinin analizinin temel amaci liken maddelerinin
daha hizli biiyiiyen farkli canlilarda in vivo sartlarda ¢ogaltilmasini saglamaktir. Ancak
giiniimiizde PKS genlerinin heterolog ifadesi ve daha biiylik miktarlarda biyolojik

aktiviteye sahip poliketidlerin ardigik tretilmesi ile simdiye kadar yapilmis olan
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tesebbiislerde prokaryotik veya okaryotik konak organizmalarda liken poliketid tiretmek
icin tam bir basar1 elde edilememistir. Fungal PKS genleri, genellikle 6-8 kb'lik ¢ok
bliyiik DNA sekansina sahiptir [40] ve intron dizileri igerdigi i¢in klonlamasi ¢ok zor
olmaktadir. Ozellikle proteininin orijinal islevi ile sentezlenmesi tam miimkiin
olmamaktadir. Dolayistyla, hem uygun konak¢i hem de hizli biiyliyen mantarlarin
bulunmasi ve orijinal liken PKS'min ekspresyonu i¢in daha fazla c¢aligma ihtiyac
duyulmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda oldugu gibi, son yillarda liken 6rneklerinin
sanayiye aktarilmasini saglamak amaciyla Kkiiltiir kosullarinin degistirilerek en 1yi
bliylimenin saglandigi besin ortaminin ve sekonder metabolit sentezinin artmasini
saglayacak stres kosullarinin tespit edilmesine yonelik caligmalarin arttigi literatlirde

belirtilmektedir [103-105].
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BOLUM 4

4. SONUCLAR

Tip tarihiyle ilgili kaynaklar, insanlarin ¢ok eski zamanlardan beri hastaliklarin
iyilestirilmesinde g¢esitli dogal iiriinlerden yararlandiklarin1 gostermektedir [1-4].
Gliniimiizde insanlar c¢esitli hastaliklarin tedavisinde dogal (iriinleri tiiketmek
istemektedir. Bu nedenle sentetik ilaglar yerine dogal iiriinlerden elde edilen ilaglar
tercih edilmektedir. Modern ila¢ endiistrisi hastaliklara karsi bircok bitkiyi ilag
yapiminda kullanmaktadir. Bitkisel ilag hammaddeleri sentetik olanlardan daha ucuz ve
daha kolay elde edilebilmektedir. Ayrica, bazi yeni sentetik bilesiklerin tehlikeli yan
etkilerinin gbzlenmesi ve birkag¢ etkiye birden sahip olmalar1 nedeniyle bitkisel ilaglar
tercih edilmektedir. Buna bagl olarak, giiniimiizde bir¢ok ilac¢ firmasi dogal {iiriinlerin
gelistirilmesi icin énemli yatirimlar yapmaktadir. Ozellikle yurt disindan ilaglarin veya
ilag hammaddelerinin alinmasi olduke¢a yiiksek maliyetli oldugu i¢in ekonomik agidan

tercih edilmemektedir.

Hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan dogal {iriin kaynaklarindan biri de
likenlerdir. Likenlerin tiptan, eczacilia; boya endiistrisinden, besin endiistrisine kadar
bircok alanda kullanimlarina yapisinda bulunan sekonder metabolitler imkan
saglamaktadir [3,5]. Ancak likenleri ¢ok fazla miktarda bulmak miimkiin olmamaktadir.
Bu nedenle ilag¢ kesfi ve biyolojik aktivite i¢in potansiyele sahip dnemli liken sekonder
metabolitlerinin tiretilmesine katkida bulunmay:1 hedefledigimiz bu tez calismasinda;
konu 1ile ilgili literatiir g6z onilinde bulundurularak cesitli likenleri kiiltiir ortaminda
cogaltmak, ekten maddelerin sentezlenmesinde gorevli genlerin ekspresyonunun kRT-
PZR ile dlgiilmesi amaclanmistir. Ayrica sekonder metabolit iiretiminde etkili stres
kosullarinin gen ekspresyonuna ve iiretilen sekonder metabolitlerin bakteri suslarinin
bliylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
ama¢ ve hedefler dogrultusunda H.tubulosa mikobiyontlar1 Tiirkiye'de ilk kez kiiltiir
ortaminda biiyiitiilmiistiir. Orneklere stres uygulanarak PKS gen ekspresyonu ve
biyolojik aktivite farklilasmasi tespit edilmeye ¢alisilmistir. H.tubulosa igin H1 ve H2
primerleri tasarlanmis, primerler kullanilarak H.tubulosa tiiriiniin PKS gen bolgelerine
ait diziler elde edilmistir. Ornekler sicaklik, 151k, nitrat veya asetat iceren besi ortami

gibi farkli kosullara maruz birakilarak PKS gen ekspresyonu ve aktivite farkliliklari
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incelenmistir. Bu yolla sekonder metabolit iiretimini artirmak i¢in en etkili ortam
kosulunun belirlenmesi saglanmistir. Aynt zamanda liken tiirlerinin igerdigi sekonder
metabolitlerin, hem bolgesel hem de yetisme sartlarindaki (dogal ve kiiltiir kosullar)
farkliliklarin metabolitlerin ¢esitliligine ve metabolit konsantrasyonuna etkisi TLC
yontemi ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, metabolitlerin in vivo sartlarda elde
edilmesinde ve iriin miktarinin artirilmasinda gerekli uygun ortamlarin belirlenmesi

acgisindan 6nemli veriler sunmaktadir.

Bursa lokalitesinden toplanan taze liken 6rneklerinin aseton Oziitiiniin S. aureus
bakteri suslarinin biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine oldukga etkili oldugu
gozlenmistir. P. aeruginosa PAO1 susunun biiylime egrisi tizerine siirl etkisi olsa da
ozellikle biyofilm olusumunu azalttigi gozlenmistir. Kiiltire alinan H. tubulosa
mikobiyont Orneklerinin biiyiime oranlar1 incelendiginde, 15 giinliik O6rneklerin
30 giinliik 6rneklere gore daha fazla biiylime oranina sahip oldugu belirlenmistir. Kiiltiir
orneklerine stres uygulandiginda ise asetat stresine maruz birakilan 6rneklerin biiyiime
oraninin daha az oldugu tespit edilmistir. Stres kosullarinda PKS genlerinin ekspresyon
oranlar1 incelendiginde, 15 giinliik 6rneklerde 30 giinliikk 6rneklere oranla daha diisiik
oldugu, 15 ve 37 °C'de bekletilen 6rneklerde ise genellikle 15 °C'de ekspresyon oranimin
arttig1 gozlenmistir. Isik stresine maruz birakilan 6rneklerde karanlik ortamin PKS gen
ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir. Nitrat ve asetat igeren besiyerindeki 6rneklerde
ise asetat stresine maruz birakilan orneklerde ekspresyon orani nitrat ve nitrat-asetat
orneklerine gore oldukca yiiksek bulunmustur. PKS ekspresyon oraninin biiyiime orani

ile ters orantili oldugu gozlenmistir.

Strese maruz birakilan Orneklerin aseton oziitleri P.aeruginosa PAO1 ve S.
aureus bakteri suslarinin biiylime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine etkili
bulunmustur. Ozellikle P.aeruginosa PAO1 susu iizerine sicaklik ve 1s1k stresi altindaki
baz1 mikobiyont 6rneklerinin dogal 6rneklerden daha etkili olduklar1 tespit edilmistir.
Nitrat ve asetat stresine maruz birakilan drnekler incelendiginde PKS gen ekspresyon
oraninin fazla oldugu, asetat dérneklerinin antibiyofilm aktivitesinin daha yiiksek oldugu
gdzlenmistir. Orneklerin sahip oldugu sekonder metabolitleri tespit etmek icin
uygulanan kromatografi testleri sonucunda 6rneklerde belirgin 4 madde tespit edilmistir

ancak ornekler arasinda madde iiretimi agisindan net bir ayrim gozlenmemistir.
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ITS bolgesi dizilerinden yararlanarak uygun primerlerle PZR iiriinleri elde
edilmis ve filogenetik analiz gergeklestirilmistir. Ayrica bu c¢alisma Tiirkiye’den
toplanan oOrneklere ait gen dizilerinin GenBank’a yeni veri olarak sunulmasiyla

likenoloji bilgi birikimine katki saglanmistir.

PKS genleri incelenmis ve analiz edilmistir. PKS gen ekspresyonunun
mikobiyontun biiyiime donemine gore degisim gosterdigi tespit edilmistir. Biiylimenin
daha fazla oldugu dénemlerde PKS ekspresyonunun daha diisiik oldugu gézlenmistir.
Stres kosullarinin sekonder metabolit iiretiminde gorevli PKS ekspresyonunu ve bakteri
suslarinin biiyiime egrisi ve biyofilm olusumu iizerine aktivitesini etkiledigi sonucuna
vartlmistir. Likenlerin kiiltiirde c¢ogaltilarak endiistri alaninda uygulanabilmesi i¢in
orneklerin once liken boyutunu artiricit faktorlere maruz birakilmasi, yeterli boyuta
ulagtiktan sonra strese maruz birakilarak metabolit iretiminin artirilabilecegi
belirlenmistir. Bu tez calismast Tirkiye ve bilim diinyasi agisindan hem deneysel

yontemler hem de elde edilen sonuglar bakimindan pek ¢ok yeniligi icermektedir.
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