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OZET
Metin kismi 12 punto HER iKi YANA YASLI olmahdir

Magaralar biyosfer icinde besinin kisitli, sicakligin sabit, nemin yliksek ve fotosentetik aktivitenin
sadece giris koridorlarindan sizan 1s1k sonucu olustugu, ekstrem Ozellikler gosteren yerler olarak
kabul edilirler ve bu yiizden asir1 korunakli bu ortamlarda bulunan mikroflora sinirli sayida kalmis
ve ¢ok iyi korunmus olan alanlardir. Magaralarda kalsit ve benzeri olusumlarla ile ilgili
mekanizmalarin olusumu {izerine gilinimiizde arttk biiylik bir kisminin mikroorganizmalar
tarafindan yapildig1 bilinmektedir. Bu yiizden magaralarda yer alan yapilarin olusmasinda da
mikroorganizmalarin ¢ok dnemli rolleri oldugu kanitlanmistir. Projemiz kapsaminda, farkli magara
yapilarin bakteriyel yiikleri kiiltiirden bagimsiz ileri molekiiler teknikler kullanarak identifiye
edilmeye calisilmistir. Ayni zamanda alman Orneklerin antimikrobiyal ozelliklerinin tespiti ve
minerolojik yapilari da ortaya konmaya ¢alisilmistir. Magaradan 9 farkli yapidan kazima yontemi ile
ve damlayan sular, magara yapilar1 ¢okellerine zarar vermeden, aseptik sartlarda steril swablar ve
bistiirtiler kullanilarak ornekler steril tlipler icerisine alinmistir.+4°C’de korunarak laboratuvara
getirilmistir. Calismaya baslayincaya kadar bir kisim 6rnek -20°C'de bir kismi da -80°C'de
muhafaza edilmistir. Bakteriyel ¢esitliligin belirlenebilmesi i¢in ileri molekiiler tekniklerde son
yillarda siklikla bagvurulan pyrosekanslama yOntemini uygulanmistir. Modifiye edilmis disk
diftizyon metodu kullanilarak belirlenen 6rneklerin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal
etkileri belirlenmistir. XRF cihazinda cam tabletler halinde hazirlanan numunelerin yari-nicel ytlizde
agirhik¢a kimyasal analiz sonuglar1 elde edilmistir. Cam tabletler agirlikca 1/10 oraninda
numune/Li2B407 karisimi ile platin krozeler igerisinde ergitilerek hazirlanmistir. Analizi yapilan
orneklerde 9 farkli phylum tespit edilmistir. Bunlar sirasiyla ~ Proteobacteria sonrasinda
Actinobacteria, Unclassified, Nitrospirae, Firmicutes, Gemmatimonadetes,
Acidobacteria,Chloroflexi, Planctomycetes ve Bacteriodetes izlemektedir. Orneklemesi yapilan 9
numunede yapilan testler sonucunda orneklerin higbirinde antimikrobiyal aktivite gézlenmemistir.
Kimyasal 6zelliklerine bakilan 6rneklerin cogunun Ca ve CO3 ce zengin oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriler, ileri molekiiler teknikler, identifikasyon, antimikrobiyal aktivite,
minerolojik analiz
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ABSTRACT

The caves are considered to be extreme places where the food is limited, the temperature is constant,
the humidity is high and the photosynthetic activity occurs only as a result of the light leaking from
the entrance corridors. It is known that a large part of the mechanisms related to calcite and similar
formations in caves have been made by microorganisms. Therefore, microorganisms have a very

important role in the formation of structuresincaves..............................
Keywords: .................
1.GIRIS

Magaralar ekstrem ortamlar olup, c¢oziilebilen kayalardan meydana gelen ve g¢evresel etkiler ile
olusan korunakli olusumlardir. Magaralar 1) Giris Bolimii, i1) Gegis Bolliimil, iii) Karanlik Boliim
olmak tizere 3 bolgeye ayrilirlar (Lee vd., 2012). Magaralardaki ekstrem ortam sartlar1 bilimsel
aragtirmalar icin arastirmacilara ideal bir ekosistem sunmaktadir. Kendi 6zgii mikrobiyal ¢esitliligi
bulunan magara ekosistemleri yeni mikroorganizmalarin izole edilmesine, ayni zamanda etanol,
butanol vb. tiirevleri, ¢esitli yeni enzimlerin ve antibiyotikler gibi biyolojik yan {iriinlerin

kesfedilmesine olanak saglamaktadirlar (Barton, 2006).

Bakteriler magaralarda yiizeylerde noktaciklar, renklenmeler, ¢okeltiler ya da olduk¢a yapiskan
gorliniimlii biyofilmler olarak goriilebilirler (Barton, 2006; Stewart, 2012). Son on yilda, 6zellikle
kiiltiirden bagimsiz tekniklerdeki ilerlemeler bakteriyel topluluklarin dagilimi, farkli taksonlarin
miktar1 ve bunlarin farkli habitatlardaki muhtemel gorevleri lizerine daha genis bilgiler sunmaktadir.
Ancak, hala farkli ekosistemlerde gozlenen mikrobiyal cesitlilige sebep olan olaylar ve cevresel
faktorlerin mikrobiyal topluluklarin olusumda ne kadar etkili oldugu hakkinda bir bilgi eksikligi

vardir.

Magara sistemlerinde alinan mikroorganizmalarin biiylik bir ¢ogunlugu petri kaplarinda klasik
yontemler kullanilarak kiiltiire alinamamaktadir. Magara mikroorganizmalar1 besince kit
ortamlarindaki yasama adapte olabilmek icin, farkli tipte enerji elde etme yoOntemleri
gelistirmiglerdir. Bu sebeple, bu kadar kisa zamanda goriilen bu besin degisimine adapte
olamamaktadirlar (Barton, 2006; Engel Annette, 2015). Kiiltire bagimli tekniklerde yasanan

sorunlardan 6tiirti molekiiler teknikler kullanilarak mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi ¢ok biiytik bir
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onem arz etmektedir. Son yillarda, 6zellikle kiiltiirden bagimsiz ileri molekiiler tekniklerdeki
gelismeler bakteriyel topluluklarin dagilimi, farkli taksonlarin miktar1 ve bunlarin farkli
habitatlardaki muhtemel gorevleri iizerine daha genis bilgiler sunmaktadir. Kiiltiirden bagimsiz
metotlar ilk olarak siilfiirik magara sistemlerinde basari ile kullanilmistir (Engel Annette, 2015).
Luisa Ikner ve (2007) bir kiregtast magaras1 olan Kartchner Magarasinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda
16S rRNA analizi ile ortamdan Firmicutes, Actinobacteria ve a- - ve y- Proteobacteria olmak iizere
tic dominant filum tespit etmiglerdir (Ikner vd., 2007). Ortiz ve arkadaslari, Kartchner Magarasinda
yaptiklari ¢aligmalarinda ayni ortamlar1 kullanarak gene benzer sekilde a- - and y- Proteobacteria

ile Firmicutes ve Actinobacteria filumlarina ait bakterileri izole etmislerdir.

Magaralar nasil olustuguna dair yapilan ilk ¢aligmalarda magaralardaki olusumlarin ve yapilarin
olusma nedenleri hep jeokimyasal nedenlere dayandirilirken, son yillarda bu yapilarin ve
olusumlarin biiyiik ¢ogunlugunun mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugu ortaya c¢ikmistir

(Barton ve Jurado, 2007; Baskar vd., 2006).

Ulkemizde magaralarm biyogesitliligi ve dzelde mikrobiyal ¢esitlilik {izerine yapilmis ¢alismalar
son derece sinirlidir. Magara ici yapilarin olusumunda rol alan bakterilerin tanimlanmasi bizlere
magaralarin olusum siiregleri hakkinda bilgi verirken, aym1 zamanda magara igerisindeki
mikrobiyolojik etkilesimin de Onemini gosterecektir. Calismamiz kapsaminda ayrica Orneklerin

antimikrobiyal ve minerolojik 6zellikleri de belirlenmistir.

Bu c¢alismanin amaci, magaradaki i)bakteriyel cesitliliginin tespitine gidilmesi, 1i1) magara
icerisindeki her biri farkli 6zellikte olan olusumlarin olusmasinda rol alan bakterileri identifiye

edilmesi ve iii) 6rneklerin antmikrobiyal ve minerolojik dzelliklerinin belirlenmesidir.

Bu amagclara ulasmak icin kiiltiirden bagimsiz ileri molekiiler teknikleri kullanmay1 hedeflenmistir.
Bakteriyel ¢esitliligin belirlenmesi i¢in son yillarda siklikla kullanilan bir metot olan 16S rRNA
pyrosekanslama ile elde edilen ham verilerin islenmesi ile bakteriyel yiiklerin ortaya konulmasi
saglanmistir. Elde edilen orneklerin modifiye edilmis disk diflizyon metodu ile antimikrobiyal
aktiviteleri ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde test edilmistir. Ayrica Ornekler toz hale getirilerek

orneklerin mineralojik yapisi tamimlanmaya ¢alisilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Kiiltiirden bagimsiz ileri molekiiler teknikler kullanilarak magara i¢indeki olusumlardan, magara
duvarlarindan 6rnekler alinarak mikrobiyal ¢esitliligin tespitine gidilmistir. Toplamda 9 farkli

olusumdan 6rnekler toplanmastir.
2.1.  Orneklerin toplanmasi

Projemizde; farkli yapilardan kazima yontemi ile ve damlayan sular, magara yapilar1 ¢okellere zarar
vermeden, aseptik sartlarda steril swablar ve bistiiriiler kullamlarak 6rnekler steril tiipler igerisine
alimmustir (Sekil 1). +4°C"de korunarak laboratuvara getirilmistir. Calismaya baslayincaya kadar bir
kisim 6rnek -20°C"de bir kismui da -80°C de muhafaza edilmistir.

Sekil 1. Ornekleme sahas.

2.2.  Bakterilerin identifikasyonu

Bakteriyel cesitliligin belirlenebilmesi i¢in ileri molekiiler tekniklerde son yillarda siklikla

basvurulan pyrosekanslama yontemini uygulanmistir. Fast DNA™ SPIN Kit kullanilarak
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orneklerden DNA eldesi saglanmistir. Ne yazik ki 3 6rnekten DNA eldesi elde edilememistir. DNA
eldesi saglanan 6 oOrnek Qubit® 2.0 Fluorometer ile DNA Kkaliteleri Olgiilerek, yeni nesil
sekanslamaya icin firmaya gonderilmistir. Ham datalarin kontrolii tarafimizca QIIME 2.0

(http://qiime.org/ ) biyoinformatik programi kullanilarak yapilmaistir.
2.3. Antimikrobiyal atkivitenin belirlenmesi

Modifiye edilmis disk diflizyon metodu kullanilarak belirlenen 6rneklerin mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Bu amag i¢in Standart NCCLS disk difiizyon
metodu (Lalitha ve Vellore, 2005), iirlinlerin her ¢esit mikroorganizma {izerindeki antimikrobiyal
aktivitesi test etmek amaciyla modifiye edilmistir. Bunun i¢in 108 cfu/mL bakteri, 106 cfu/mL maya
ve 104spor/mL kiif iceren 100l inokulum yeni kiiltiirlerden hazirlanip ve sirasiyla nutrient agar
(NA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ve Potato Dextrose Agar (PDA) iizerine yayma metoduyla
inokiile edilmistir. Bos diskler lizerine 20ul steril su damlatilarak yapiskan bir ylizey yaratildiktan
sonra diskler toz halinde ve farkli ¢oziiciilerle ¢ozelti haline getirilmis olan 6rneklere batirilarak bu
orneklerle yiiklenmistir. Ornekle yiiklenmis bos diskler ekim yapilmis petri kaplar1 iizerine
yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak 20ul steril su damlatilmis bos diskler kullanilmistir. Pozitif
kontrol olarak ise anti-bakteriyel Ofloxacin (10ug/disk) ve anti-fungal nystatin (30ug/disk)
kullamlmistir. Ekim yapilmis ve disk diflizyon metodu uygulanmis petri kaplar1 37°C de bakteriler
icin 24 saat, mayalar i¢in 48 saat ve kiifler i¢cin 72 saat bekletilerek; modifiye edilmis disk difiizyon

metoduyla inhibisyon zonu 6lgiilerek degerlendirilmistir. Biitiin testler en az iki kez tekrarlanmustir.

2.4. X-Isim Floresans (XRF) Analizi

X-Ismi Floresans (XRF) spektrometresi ¢alisilan malzemenim elemental ve kimyasal kompozisyonu
belirlemede giiniimiizde kullamlan 6nemli cihazlardan biridir. Rigaku marka ZSX primus II model
dalga boyu sagimimli X-1s1n1 floresans cihazinda cam tabletler halinde hazirlanan numunelerin yari-
nicel yiizde agirlik¢a kimyasal analiz sonuclari elde edilmistir. Cam tabletler agirlik¢a 1/10 oraninda

numune/Li2B407 karisima ile platin krozeler icerisinde ergitilerek hazirlanmistir.
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3. BULGULAR
3.1 Bakteriyel cesitlilik

Analiz sonuglarimiza gore toplamda 9 farkli phylum tespit edilmistir. Bu phylum lar igerisinde
Proteobacteria  sonrasinda  Actinobacteria, Unclassified, Nitrospirae, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Acidobacteria,Chloroflexi, Planctomycetes ve Bacteriodetes izlemektedir
(Sekil 2).

Sekil 2. Yeni Nesil Sekanslama Sonuglar1

100 +

S EEEEN
[ | Chloroflexi

| | — || — |
80 - I Nitrospirae
70 - Firmicutes
60 - M Planctomycetes
I Bacteriodetes
50 -
M Proteobacteria
40 - ) )
B Actinobacteria
30 1 B Unclassified
20 - B Verrucomicrobia
10 - B Gemmatimonadetes
0 B Acidobacteria
A B C D E F

3.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Orneklemesi yapilan 9 numunede yapilan testler sonucunda drneklerin higbirinde antimikrobiyal

aktivite gdzlenmemistir.

3.3. Magara Cokellerinin Paleoiklim Kosulllarinin Belirlenmesi

Magara cokelleri miktarlar1 magara i¢indeki ve magara disindaki ¢evresel kosullarca belirlenen iz
elementleri icermektedirler. Calismanin bu kisimdaki amaci magara ¢okellerindeki gegmis- ortam

bilgilerinin XRF cihaz1 kullamlarak mikrojeokimyasal analizlerden elde edilen veriler 1g1ginda
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1) secilen oOrneklerin analizde kullanilmak {izere

il) Orneklerin Olglimlerinin  yapilmasi

asamalarindan olusmaktadir.

Tablo 1. XRF analiz sonuglar1 asagidaki tabloda yer almaktadir.

iii) sonuglarin degerlendirilmesi

Bilesimi | A (%) | B (%) | C (%) | D(%) | E (%) | F (%)
B203 2,56 2,35

CO, 48,18 43,75 46,45 47,35 447 45,24
N 1,04

Na,O 0,04 0,01 0,01 0,01 0,01
MgO 0,21 0,25 0,17 0,32 0,23 0,12
Al,O3 0,09 0,31 0,08 0,16 0,06 0,09
SiO, 0,07 0,4 0,1 0,31 0,12 0,15
P20s 0,22 0,56 0,07 0,78 1,14 0,63
SO3 0,01 0,03 0,01 0,02 0,04 0,01
Cl 0,01

K20 0,03 0,01 0 0
CaO 48,59 53,44 53,02 48,58 53,6 53,66
Cr03 0,01

Fe,O3 0,01 0,08 0,02 0,04 0,03 0,03
Zn0O 0,01 0

4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Biyosferin parcasi olan magaralar insan aktivitesinin en kisithi oldugu diinya {izerindeki en izole
alanlardir. Bu alanlara ait biyolojik ¢esitliligin arastirilmasi yeni tiirler, metabolitler ve gen

kaynaklar1 bakimindan biyoteknolojik agidan 6nem teskil etmektedir.

Magara c¢okelleri yeralti suyunun magara atmosferi ile temasi sonrasinda igerdigi karbondioksit
gazmin (CO2) atmosfere salinmasi sonucunda olusmaktadir. Olusturulan karbonik asit, yeralti

suyunun sizmasi sirasinda karbonath (ve diger) minerallerin ¢6zlinmesine neden olmaktadir. Sizan
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suyun magara atmosferi ile temas etmesi, toprak zonundan kazamlan CO; ’in salinmasina ve daha
once yliksek CO; derisimine bagli olarak ¢dzlinen karbonat minerallerinin ikincil olarak yeniden
olusmasina neden olmaktadir. Bu yolla olusan magara ¢okelleri genel olarak CaCO3 bilesimlidir.
Bunlar belirli biiyiikliiklerde kat1 partikiiller ya da Ca disindaki katyonlara (Mg, Ba, Sr, Rb vb) bagh
karbonat kristalleri de icerebilmektedirler. Bu kisim ile ilgili analizler yapilmis ve sonuglar1 Tablo
1°de verilmistir. Orneklerin ¢ogunun Ca ve CO2'ce zengin oldugu gozlemlenmistir. Bundan sonra
yapilacak olan XRD analizi ile malzemelerin yapilar1 hakkinda, kalsinasyon karakteristikleri iizerine

daha net bilgiler elde edilebilir.

Ikner ve ark.(2007) kiiltire bagimli tekniklerden yararlanarak yaptiklari ¢alismalarinda basta
Firmicutes olmak iizere sirasiyla, Actinobacteria and a- f- vey- Proteobacteria olmak {izere iig
dominant filum tespit etmislerdir. Ortiz ve ark.(2015), Kartchner Magarasinda yaptiklari
calismalarinda benzer sekilde Proteobacteria ile Firmicutes ve Actinobacteria izole etmislerdir.
Dhami ve ark. (2018) kalsitli magaralardaki sarkit ve dikikler {izerine yaptiklar1 ¢alismalarinda
mikrobiyal c¢esitliligin tespitinde Proteobacteria ve Actinobacteria phylumlart yiiksek oranda
bulunmuglardir. Altamira ve Herrenberg magaralarinda yapilan ¢alismalarda da Proteobacteria

phylumuna ait gruplara ¢ok yiiksek oranlarda rastlanilmistir.

Bu calismada A, B, C, D, E, F olan 6 6rnek 16S rRNA'ya dayali yeni nesil siralama yontemi ile
analiz edilmistir. Daha Once magara mikrobiyal ekolojisi {izerine yapilmis olan ¢aligmalar
bakildiginda Proteobacteria phylumuna ait Alphaproteobacteria, Betaproteobakteria takimlarina
siklikla rastlanirken bunlarin i¢in de Alphaproteobacteria takimina ait tiirlerin magara yapilarinda
daha baskin oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Barton ve ark., 2004; Schabereiter-Gurtner ve ark. 2002;
Laiz ve ark., 2000).Yaptigimiz ¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir. Proteobacteria ve bunun
icerisinde olan Alphaproteobacteria takimina ait tiirler tarafindan domine oldugu goézlemlenmistir.
Bu gruplar icerinde Methylobacteria ve Spingomonodales in géreceli olarak daha fazla bulunmustur.
Ozellikle bu gruplarin fazlahg daha ©Onceki arastirmacilar tarafindan Tip 1 formaldehit
asimilasyonunun bu gruplar tarafindan gercgeklestirildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir
(Barton et al., 2004). Magara ¢okellerinde siklikla rastlanan Actinobacteria grubuna ait tiirlerin ise
magaralarda biyoteknolojik agidan c¢ok Onemli olan birincil ve ikincil onemli metabolitlerin

tiretilmesinden sorumlu olduklari diisiiniilmektedir.
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Sonu¢ olarak bu ¢alismada magaradaki bakteriyel c¢esitliliginin tespitine gidilmis, magara
icerisindeki her biri farkli 6zellikte olan olusumlarin olugmasinda rol alan bakterileri genel olarak
identifiye edilmesi saglanmis ve drneklerin antmikrobiyal ve minerolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

caligmalar1 yapilmugtir.
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16103015 nolu “Ileri Molekiiler Teknikler Kullanilarak Magara Bakterilerinin Identifiye Edilmesi
ve Orneklerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi” konulu ¢alismada ABTU BAP Birimi

tarafindan desteklenmistir.
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