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PARAGRAF BASINDA ICE GIRINTI OLMAMALIDIR _ . .
Magaralar biyosfer i¢inde besinin kisith, sicakligin sabit, nemin yiiksek ve fotosentetik

aktivitenin sadece giris koridorlarindan sizan 1s1k sonucu olustugu, ekstrem 6zellikler gosteren
yerler olarak kabul edilirler ve bu ylizden agir1 korunakli bu ortamlarda bulunan mikroflora
sinirli sayida kalmis ve c¢ok iyi korunmus olan alanlardir. Magaralarda kalsit ve benzeri
olusumlarla ile ilgili mekanizmalatin olusumu {izerine gliniimiizde artik biiyiik bir kisminin
mikroorganizmalar tarafindan-yapildigi bilinmektedir.. Bu yiizden magaralarda yer alan
yapilarin olugsmasinda da mikroorganizmalarin ¢ok onemli rolleri oldugu kanitlanmstir.
Projemiz kapsaminda, farkli magara yapilarin bakteriyel yiikleri kiiltiirden bagimsiz ileri
molekiiler teknikler kullanarak identifiye edilmeye calisilmistir. Ayni zamanda alinan
orneklerin antimikrobiyal Ozelliklerinin tespiti ve minerolojik yapilar1 da ortaya konmaya
calisgilmistir. Magaradan 9 farklt yapidan kazima yontemi ile ve damlayan sular, magara
yapilart ¢okellerine zarar vermeden, aseptik sartlarda steril swablar ve bistiiriiler kullanilarak
ornekler steril tiipler icerisine alinmistir.+4°C'de korunarak laboratuvara getirilmistir.
Calismaya baslaymeaya kadar bir kisim 6rnek -20°C'de bir kism1 da -80°C’de muhafaza
edilmistir. Bakteriyel gesitliligin belirlenebilmesi i¢in ileri molekiiler tekniklerde son yillarda
siklikla bagvurulan pyrosekanslama yontemini uygulanmistir. Modifiye edilmis disk difiizyon
metodu kullanilarak belirlenen orneklerin mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal
etkileri belirlenmistir. XRF cihazinda cam tabletler halinde hazirlanan numunelerin yari-nicel
ylizde agirlikga kimyasal analiz sonuglari elde edilmistir. Cam tabletler agirlikga 1/10
oraninda numune/Li2B407 karisimi ile platin krozeler igerisinde ergitilerek hazirlanmistir.
Analizi yapilan 6rneklerde 9 farkli phylum tespit edilmistir. Bunlar sirasiyla Proteobacteria
sonrasinda Actinobacteria, Unclassified, Nitrospirae, Firmicutes, Gemmatimonadetes,
Acidobacteria,Chloroflexi, Planctomycetes ve Bacteriodetes izlemektedir.

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

en az 3 adet anahtar sozciik eklenmelidir
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IDENTIFICATION OF CAVE BACTERIA BY USING ADVANCED MOLECULAR
TECHNIQUES AND DETERMINING ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF
EXAMPLES

INGILIZCE Baslik 12 punto, Times new roman, ortali, tamamu biiyiik harf ve bold
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 structures in

Keywords: ..... EN.AZ.3.ADET ingilizce anahtar kelime

1.GIRIS ANA BASLIKLARIN TAMAMI BUYUK HARF @LMALIBDIR

Magaralar ekstrem ortamlar olup, ¢o6ziilebilen kayalardan meydana gelen ve cevresel etkiler
ile olusan korunakli olusumlardir. Magaralar 1) Giris Boliimii, ii) Gegis Bolimii, iii) Karanlik
Boliim olmak tizere 3 bolgeye ayrilirlar (Lee vdi; 2012). Magaralardaki ekstrem ortam sartlari
bilimsel arastirmalar igin arastirmacilara ideal bir ekosistem sunmaktadir. Kendi 6zgii
mikrobiyal cesitliligi bulunan magara “ ekosistemleri yeni mikroorganizmalarin izole
edilmesine, ayn: zamanda etanol, butanol vb. tirevleri, c¢esitli yeni enzimlerin ve
antibiyotikler gibi biyolojik yan triinlerin kesfedilmesine olanak saglamaktadirlar (Barton,
2006).

PARzzGRAF BASINDA ICE GIRINI OLMAMA LIDIR

Bakteriler magaralarda ytizeylerde noktaciklar, renklenmeler, ¢okeltiler ya da oldukca
yapiskan goriintimli biyefilmler olarak gorilebilirler<(Barton, 2006; Stewart, 2012). Son on
yilda, 6zellikle kiiltirden bagimsiz tekniklerdeki ilerlemeler bakteriyel topluluklarin dagilima,
farkl taksonlarin miktar1 ve bunlarin farkli habitatlardaki muhtemel goérevleri tizerine daha
genis bilgiler sunmaktadir. Ancak, hala farkli ekosistemlerde gozlenen mikrobiyal gesitlilige
sebep olan olaylar ve cevresel faktérlerin mikrobiyal topluluklarin olusumda ne kadar etkili
oldugu hakkinda bir bilgieksikligi vardar.

Magara sistemlerinde alinan mikroorganizmalarin biyiik bir ¢ogunlugu petri kaplarinda klasik
yontemler kullanilarak kiiltiire alinamamaktadir. Magara mikroorganizmalar: besince kit
ortamlarindaki yasama adapte olabilmek icin, farkli tipte enerji elde etme yontemleri
gelistirmislerdir. Bu sebeple, bu kadar kisa zamanda goriilen bu besin degisimine adapte
olamamaktadirlar (Barton, 2006; Engel Annette, 2015). Kiiltiire bagimli tekniklerde yasanan
sorunlardan otirt molekiiler teknikler kullanilarak mikrobiyal gesitliligin belirlenmesi ¢ok
biytiik bir 6nem arz etmektedir. Son yillarda, 6zellikle kiiltirden bagimsiz ileri molekiiler
tekniklerdeki gelismeler bakteriyel topluluklarin dagilimi, farkl taksonlarin miktar: ve
bunlarin farklh habitatlardaki muhtemel gorevleri tizerine daha genis bilgiler sunmaktadir.
Kiiltirden bagimsiz metotlar ilk olarak siilfiirik magara sistemlerinde basari ile kullaniimistir
(Engel Annette, 2015). Luisa lkner ve (2007) bir kiregtasi magarast olan Kartchner
Magarasinda yaptiklart ¢ahismalarinda 16S rRNA analizi ile ortamdan Firmicutes,
Actinobacteria ve a- - ve y- Proteobacteria olmak tizere ti¢ dominant filum tespit etmislerdir
(Tkner vd., 2007). Ortiz ve arkadaslari, Kartchner Magarasinda yaptiklar: ¢alismalarinda ayni
ortamlart kullanarak gene benzer sekilde a- B- and y- Proteobacteria ile Firmicutes ve
Actinobacteria filumlarina ait bakterileri izole etmislerdir.
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Magaralar nasil olustuguna dair yapilan ilk calismalarda magaralardaki olusumlarin ve
yapilarin olusma nedenleri hep jeokimyasal nedenlere dayandirilirken, son yillarda bu
yapilarin ve olusumlarin biiyiik ¢ogunlugunun mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugu
ortaya ¢ikmistir (Barton ve Jurado, 2007; Baskar vd., 2006).

Ulkemizde magaralarin biyocesitliligi ve &6zelde mikrobiyal cesitlilik iizerine yapilmis
calismalar son derece sinirhdir. Magara igi yapilarin olusumunda rol alan bakterilerin
tanimlanmas: bizlere magaralarin olusum siiregleri hakkinda bilgi verirken, ayn1 zamanda
magara igerisindeki mikrobiyolojik etkilesimin de o6nemini gosterecektir. Calismamiz
kapsaminda ayrica érneklerin antimikrobiyal ve minerolojik 6zellikleri de belirlenmistir.

Bu c¢alismanin amaci, magaradaki i)bakteriyel cesitliliginin tespitine gidilmesi, ii) magara
icerisindeki her biri farkli 6zellikte olan olusumlarin olusmasinda rol alan bakterileri
identifiye edilmesi ve iii) orneklerin antmikrobiyal ve  minerolojik &zelliklerinin
belirlenmesidir.

Bu amaglara ulagmak i¢in kiiltirden bagimsiz .ileri molekiiler teknikleri kullanmay1
hedeflenmistir. Bakteriyel cesitliligin 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 6rneklerin' medifiye edilmis disk difiizyon
metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri. cesitli. mikroorganizmalar iizerinde test edilmistir.
Ayrica ornekler toz hale getirilerek 6rneklerin mineralojik yapisi tanimlanmaya calisilmistir.

2.MATERYAL VE YONTEM

Kiiltirden bagimsiz ileri molekiiler teknikler kullanilarak magara igindeki olusumlardan,
magara duvarlarindan ornekler alinarak mikrobiyal gesitliligin tespitine gidilmistir. Toplamda
9 farkl olusumdan 6rnekler toplanmastir.

2.1. Orneklerin toplanmast  ALT BASEIKEAR KUCUK HARFLE YAZILMALIDIR

Projemizde; farkl. yapilardan kazima yontemi ile ve damlayan sular, magara yapilar
cokellere zarar vermeden, aseptik sartlarda steril swablar ve bistiriler kullanilarak ornekler
steril tiipler igerisine  ahnmustir (Sekil 1). +4°C°de korunarak laboratuvara getirilmistir.
Calismaya baslayincaya kadar bir kisim 6rnek -20°C de bir kismi da -80°C de muhafaza
edilmistir.

Sekil 1. Ornekleme sahas1

www.iksadkongre.net Sayfa 3 TAM METIN KiTABI



2.2. Bakterilerin Identifikasyonu

Bakteriyel ¢esitliligin belirlenebilmesi i¢in ileri molekiiler tekniklerde son yillarda siklikla
basvurulan pyrosekanslama yontemini uygulanmistir. Fast DNA™ SPIN Kit kullanilarak

2.3. Antimikrobiyal atkivitenin belirlenmesi

Modifiye edilmis disk diflizyon metodu kullanilarak belirlenen 6rneklerin mikroorganizmalar
iizerindeki antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Bu amag i¢in Standart NCCLS disk diflizyon
metodu (Lalitha ve Vellore, 2005), iriinlerin her c¢esit mikroorganizma iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi test etmek amaciyla modifiye edilmistir. Bunun i¢in 108 cfu/mL
bakteri, 106 cfu/mL maya ve 104spor/mL kiif iceren 100ul inokulum yeni kiiltiirlerden
hazirlanip ve sirasiyla nutrient agar (NA), Sabouraud. Dextrose Agar (SDA) ve Potato
Dextrose Agar (PDA)

3. BULGULAR
3.1 Bakteriyel ¢eGitlilik

Analiz sonuglarimiza gore toplamda 9. farkli phylum. tespit edilmistir. Bu phylum lar
icerisinde Proteobacteria sonrasinda Actinobacteria, Unclassified, Nitrospirae, Firmicutes,
Gemmatimonadetes,  Acidobacteria,Chloroflexi, < Planctomycetes ve  Bacteriodetes
izlemektedir

4 TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Biyosferin parcasi olan magaralar insan aktivitesinin en kisitli oldugu diinya iizerindeki en
izole alanlardir. Bu alanlara ait biyolojik cesitliligin arastirilmasi yeni tiirler, metabolitler ve
gen kaynaklart bakimindan biyoteknolojik agidan 6nem teskil etmektedir.

Magara ¢okelleri yeraltt suyunun magara atmosferi ile temasi sonrasinda igerdigi
karbondioksit gazinin (CO2) atmosfere salinmasi sonucunda olusmaktadir. Olusturulan
karbonik asit, yeralt1 suyunun sizmasi sirasinda karbonathi (ve diger) minerallerin
¢Ozlinmesine neden olmaktadir.
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