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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

MAGARACILIK AKTiVITELERININ MAGARA MiKROBIYAL
CESITLILiGi UZERINE ETKIiSiNiN BELIRLENMESI

Nahdhoit AHAMADA RACHID

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Do¢. Dr. Nihal DOGRUOZ GUNGOR

Dogal jeolojik yeralti agiklig1 olarak tanimlanan magaralar, karanlk, diisiikk ancak sabit
sicaklik, yiiksek nem ve kisitli besin maddesi gibi ekstrem ¢evre kosullar ile karakterizedir. Bu
ekstrem ekosistemlerdeki mikroorganizmalarin varhigr ilgi gekicidir, ¢unki bu kosullara
adaptasyonlari, biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda kullanilabilecek 6nemli biyolojik
maddelerin sentezi i¢in Onemli genlerin varhigimni gosterebilir. Bu yeralti ekosistemlerini
kesfetmek icin magaraya giren magaracilar, kesif gezileri boyunca magaralarin iginde kamp
yaparlar. Ayrica turizme agilan magaralar da ziyaretgilerinin etkisi altindadir. Bu baglamda,
magaracilarin magara i¢indeki faaliyetleriyle magaranin mikrobiyal cesitliligine olast
etkilerinin degerlendirilmesi ¢aligmamizin temel amaci olmustur. Bu tez projesinde, Morca
Magarasi'nin 1040 m derinliginde kamp kurulan alanin belirlenen noktalarindan, kamp
kurulmadan once ve kamp bittikten sonra alinan yiizey ve sediment 6rneklerinin mikrobiyal
profili incelenmistir. Calismamizda, Archaea’nin Thaumarchaeota, Euryarchacota ve
Nanoarchaeaeota filumlari ile temsil edildigi belirlenmistir. Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes, Gemmatimonadetes ve Acidobacteria en baskin
Bacteria filumlari olarak tespit edildi. Kamptan sonra alinan 6rneklerde insan mikrobiyotasinda
bulunan mikroorganizmalar (Bacteria / Archaea) tespit edilmezken, ancak 6rnek alinan tuvalet
2 ve kamp alam1 noktalarinda mikrobiyal c¢esitliligin azaldigi belirlenmistir. Magaraci
faaliyetlerinin daha az oldugu 6rnek noktalarinda ise alfa gesitliliginin Shannon ve Simpson
indeks degerleri, kamptan sonra mikrobiyal gesitliligin arttigin1 géstermistir.



Ocak 2021, 67 sayfa.

Anahtar kelimeler: Insan Etkisi, Magara, Magaracilik, Magara Mikrobiyal Cesitliligi, Yeni
Nesil Dizileme
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DETERMINATION OF THE EFFECT OF CAVING ACTIVITIES ON CAVE
MICROBIAL DIVERSITY
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Caves defined as underground natural geological opening are characterized by extreme
environmental conditions such as darkness, low but stable temperature, high humidity, and low
nutrient. The presence of microorganisms in these extreme ecosystems is interesting. Their
adaptation in these extreme conditions indicates the presence of important genes which can be
used for the synthesis of important biological substances which could be used in
biotechnological and industrial fields. However, to exploring these underground ecosystems,
cavers are camping inside caves along their expedition. In this concept, this study had aimed to
evaluate the impacts caused by caver activities on the cave microbial diversity. We studied the
microbial profile of the surface and sediment samples taken before and after a camp period,
from different areas around a camp installed at -1040m of Morca Cave, in Turkey. The Archaea
and Bacterial taxonomy of this part of the cave was determined through the samples taken
before the camp. Three phyla of Archaea, Thaumarchaeota, Euryarchaeota and
Nanoarchaeaeota were identified. Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes and Acidobacteria were identified as dominated Bacteria.
No human indicator microorganisms (bacteria/archaea) were identified in the samples taken
after the camp period, but a decreasing of the microbial diversity was observed in the selected
toilet 2 and near the camping areas. Besides, Bacteroidetes members were importantly
increased, after the camp, in the sediment sample from the camp area. Furthermore, after the
camp, the Gram-positive bacteria including Firmicutes were increased in all the samples with

xii



an important increasing rate. At the end, as shown in Shannon and Simpson indexes of the alpha
diversity, the sampled areas where human activities were less observed were noted with an
increase of microbial diversity after the camp.

January 2021, 67 pages.

Keywords: Human Impact, Cave, Caving, Cave Microbial Diversity, Next Generation
Sequencing
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1. GIRIS

Yasam diinya ylizeyi ile sinirlhi degildir. Aksine yagsamin biiyiik kism1 deniz sedimentleri ve
yeralti katmanlarinda bulunur (Ghosh ve dig., 2017). Ekstrem yasam kosullarina sahip
gevrelerde bulunan mikroorganizmalarin da standart kosullarda bulunan mikroorganizmalar
gibi normal gelisip cogaldig1 bilgisine ulagsmak kolay olmamistir. Ciinkii ekstrem cevrelerdeki
mikroorganizmalarin arastirilmas: o ortamlara ulasimi saglayan teknik ve ekipmanlarin
gelismesine baglidir. Ekstrem ortamlarda yapilacak cografik, jeolojik ya da (mikro)biyolojik

calismalar o ortamlara fazla miidahale etmeden ve hig zarar vermeden olmalidir (Baton, 2006).

Magaralar, karanlik, yiiksek nemli, organik madde acisindan fakir, sabit sicaklik (genellikle
diisiik) ile karakterize, dogal jeolojik acikliklar olarak tanimlanan ekstrem yeralti
ekosistemleridir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewicz, 2016; Culver ve Pipan, 2009). Magaralar
sahip olduklar1 ekstrem kosullara ragmen, demir, kiikiirt ve diger inorganik kimyasallari
kullanan ve biyojeokimyasal dongilerde c¢ok ©Onemli yeri olan kemolitotrofik
mikroorganizmalari iceren ve mikroorganizma gesitliligi agisindan zengin olan ekosistemlerdir

(Northup ve Lavoie, 2001).

Yapilan arastirmalar sonunda, baz1 magara yapilarinin, mikroorganizmalarin olusturduklari
metabolitlerden kaynaklandigi ve 6zellikle bakterilerin, magara minerallerinin ¢6ziinmesinde
ve ¢cokelmesinde rol aldiklari belirlenmistir. Béylece dnceleri inanildig gibi magaralarin sadece
jeokimyasal reaksiyonlart iceren siire¢ler sonucu olugsmadigi, mikroorganizmalarin
metabolizmalar1 sonucu meydana gelen reaksiyonlar ile bu stirece destek verdikleri ortaya
konmustur (White ve Culver, 2019).

Magaralar, yapis1 ve ¢esitliligi nedeniyle benzersiz bir ekosistem olusturmaktadir. Diinyadaki
her magara 6zeldir ve digerlerinden farkli 6zel bir ekosistem olusturur. Magaracilar, jeologlar
ve biyologlar hala farkli magaralardan yeni biyoaktif maddeler, makro ve mikroorganizmalar
kesfetmektedir. Bu kesifler, bir magaranin digerinden farklilik gosterdigi kimyasal ve fiziksel
kosullarindan kaynaklanmaktadir. Magara ekosistemleri oligotrofik yani besin agisindan fakir
ortamlardir dolayisiyla mikroorganizmalar arasindaki rekabet daha belirgindir. Bu baglamda,
yeni antimikrobiyal Grlinlerin Gretim potansiyeli bu mikroorganizmalarda daha yuksektir

(Ghosh ve dig., 2017; Candroglu ve Dogruéz Giingor, 2020). Ayrica, magara



mikroorganizmalarinin ekstrem kosullar altinda yasayabilmeleri, enzimler gibi biyoteknolojik
alanlarda onemli olabilecek bazi iiriinleri iiretme yeteneklerinin fazla oldugu c¢alismalarla

kanitlanmistir (Ghosh ve dig., 2017; Dogruéz Giingdr ve dig., 2020).

Magaralarin yakinindaki veya icindeki insan faaliyetleri Onlemler alinsa bile, hem magara
yapilarina hem de sahip oldugu (mikro)biyolojik ¢esitliligine zarar verebilir. Magaralar i¢indeki
insan varligi karbondioksit seviyesini arttirabilir ve bu da dogal magaranin mikrobiyal
cesitliliginde bir degisiklige neden olabilir. Baz1 patojenler ve/veya firsat¢1 patojenler magara
arastirmasi veya ziyareti sirasinda turist veya magaracilar tarafindan magara igine tasinabilir
(Mammola ve ark., 2017). Bunlara ek olarak, turistik magaralarda bu karanlik ekosistemi
aydinlatmak i¢in kullanilan lambalar fototrofik organizmalarin yasamasimni saglayarak

mikrobiyal ¢esitliligi etkiler (Mulec, 2014).

Calismamiz, magaracilarin magara kesfi sirasinda magaralarin mikrobiyal gesitliligi tizerindeki
etkilerini belirlemeyi hedeflemistir. Kesif doneminde magaracilar kesif siirelerine bagli olarak
farkli derinliklerde gecici kamplar kurarlar. Calismamizda Morca Diideni’nin kesfi esnasinda
-1040 metrede 4 gin sure igin kurulan, belirlenen noktalardan kamp kurulmadan dnce ve dort
giin aktif olarak kullanildiktan sonra 6rneklemeler yapilmis ve 6rneklerin metagenomik analizi

sonrasinda kamp dncesi ve sonrasi mikrobiyal ¢esitlilik degerlendirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MAGARA NEDIR VE NASIL OLUSUR?

Magaralar, yeryiizliniin altinda, alacakaranlik kusaginin 6tesine uzanan ve en az bir insanin
sigacagl biiyiiklikte olan dogal agikliklar olarak tanimlanabilir (Northup ve Lavoie, 2001;
White ve Culver, 2012). Speleogenez, dogal magara olusumunu ifade etmek i¢in kullanilan bir
terimdir. Magaralar, ekstrem kosullarda meydana gelen farkli kimyasal reaksiyonlarin sonucu
olarak farkli mineral ve kristaller iceren olusumlardir (White ve Culver, 2012). Bununla
birlikte, magara ortami Diinya'nin yiizeyinden daha kararli olan karanlik, nem, alkali ve

oksitleyici kosullar ile karakterize edilir (White ve Culver, 2012; White ve Culver, 2019).

Magaralar farkli sekillerde siniflandirilmistir. Bu siniflandirma sekillerinden biri magaralarin
olusum siirecleri gbéz Oniine alinarak yapilan smiflandirmadir. Dogal etkenler sonucunda
kayaglarda olusan yeralt1 bosluklar1 dogal magaralar olarak isimlendirilir. Bu magaralar birincil

ve ikincil magaralar olmak tizere ikiye ayrilir.

Birincil magaralar: Ana kaya ile birlikte olusmus, olusum yaslar1 ana kaya ile ayni olan
magaralardir. Lav tiinelleri, buz alt1 erime bosluklari, aliivyon bosluklar1 ve traverten arasi
bosluklar birincil magaralara ornektir. Magara kasiflerinin biiyiik ilgisini ¢eken volkanik
kayalarda bulunan Lav tiinelleri (ayn1 zamanda tupler, kanallar veya piritler olarak da bilinir),
lav akintilari igindeki yanardaglarin kenarlarinda sisirme adi verilen bir islemle veya kanallarin
kabuklanmasiyla olusur. Akan lavin neden oldugu i¢ erozyon, genellikle bu kanallari
genisleterek, ¢cap1 onlarca metreye ve kilometrelerce uzunluga kadar varan gegitlere neden olur.
Bu birincil magaralar1 olusturan siiregler, kiregtast ve diger kayalarda ikincil magaralari

olusturan siireclerden tamamen farklidir.

Ikincil Magaralar: Ana kayadan sonra olusmus diinyadaki en yaygin magara grubudur. Deniz
Magaralari, rlizgar magaralari, buzul magaralar1 ve karstik magaralar ikincil magaralara
ornektir. Karstik magaralar, kiregtasi, jips, dolomit, kaya tuzu, mermer, kumtasi, ¢akil tagi gibi
¢ozilinebilir kayalarin yeralt: sularinin fiziko-kimyasal etkilesimlerle agindirip bigimlendirdigi

cok farkl ylizey olusumlarini igerirler.

Karstik magaralarin olusumu karstlagsmay1 olusturan sartlarin varligina baglidir. Bunlar,



karstlasmanin meydana gelebilecegi uygun jeolojik ortamin bulunmasi; tektonik hareketler,
yuzeyde bozunma ve erozyon sureclerinin gérilmesi ve Coziicii ajan olan suyun bulunmasidir.
Bu sartlardan birinin bulunmamasi1 durumunda karstlasma dolayisi ile karstik magara olusumu
mimkun olamaz. Karstik magara olusumu siirecinde, karbonath (kiregtasi, dolomit, mermer)
ve siilfath (jips) kayagclarin tizerinden akan suyun icerdigi CO2 bu kayaglarin kimyasal olarak
¢cozlinmesine neden olur. CO: iceren sular, karbonatli kayaglarin yarik ve ¢atlaklarindan sizarak
cesitli kKimyasal reaksiyonlar sonucu karbonik asite (H.COz3) doygun hale gelir (Denklem 2.1).
Asidik oOzellikte olan bu sular kiregtaglarii (CaCOgz), daha kolay c¢6zinen kalsiyum
bikarbonatlara doniistiiriir (Denklem 2.2). Bu asamada ¢6ziinmiis halde bulunan kalsiyum
bikarbonat, 1sinma, buharlasma ya da basing azalmasi gibi streclerle CO2’yi kaybederlerse bu
reaksiyonlar tersine doner ve CaCOgz yeniden ¢okelerek traventen, sarkit ve dikit olusumuna

neden olur (Denklem 2.3).

CO; + H20 — H2CO3(2.1)

CaCO; + H,CO3 — Ca (HCO3)2 (2.2)

Ca (HCOs3); — CaCO3z + CO2 + H20 (2.3)

Mikroorganizmalar, magaralarda minerallerin birikmesi ile baglantili oldugu diistintilen bir¢ok
mineralizasyon slrecinde aktif rol oynadigi belirlenen canli aktorlerdir. Yillarca magaranin
olusum siireci olan kalsit ¢Okelmesinin sadece abiyojenik siireglerle meydana geldigi
diistinilmiistir (Kendall ve Broughton, 1978). Magara mikrobiyolojisi ¢alismalar1 yapildikca
mikroorganizmalarin magara olusumlarinda, karbonat presipitasyonu ve ¢oziinme siirecini
destekleyerek biyojenik etki olusturduklart ve abiyojenik siireci destekledikleri ortaya
konmustur (Baskar ve dig., 2009; Cheeptham, 2013; Li ve dig., 2014; Daskalakis ve dig., 2015).

Petrol yataklar1 gibi yer alt1 kiikiirt bolgelerinde, karbonik asitten ¢ok daha giiglii olan siilfurik
asit, kiregtaglarinin ¢oziinme kaynagidir. Buradaki hidrojen siilfiiriin yeralt1 alanlarinda yasayan
bakterilerden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Culver ve Pipan 2009; Northup ve
Lavoie, 2001). Bu bolgedeki kiregtaslarinin ¢dzliinmesi magaranin oksijenli bolgesinde hidrojen

stilfiiriin okside olmasi ile olusan siilfiirik asitten dolayidir (Northup ve Lavoie, 2001).



2.2. MAGARA YAPILARI

Speleothemler magaralardaki ikincil birikintilerdir ve magaralarin i¢inde siirekli olarak
olusabilirler. Speleothemler birgok mineralden olusur, ancak en yaygin olani {i¢ mineralin birini
veya karisimini igerir: Kalsit (CaCQOz), aragonit (kalsit gibi formulli CaCOsz ancak kristal
yapilar1 farkli) ve jips (algitasi- CaSO4 2H20) (White ve Culver, 2019). Bu mineraller, farkli
kristal yapilar1 ve farkli kristal gelisim yollar1 ile karakterize edilir. Speleothemler farkli
sekillerde siniflandirilmaktadir, ancak higbiri tatmin edici degildir. Suyun akig Ozellikleri
dikkate alinarak yapilan smiflandirmaya gore bazi yaygin speleothem isimleri ve sekilleri

gorulmektedir (Sekil 2.1-2.7).

Sekil 2.1: Carroll Magarasi, MO'da biiyiik aragonit siitunu. Burada, beyaz aragonit ile sar1 ve
kahverengi kalsit speleothemleri arasindaki renk zithgmna dikkat edilmelidir (Dreybrodt, 2019).

Sekil 2.4: Furong Dong Magarasi’ndaki akmataslar (flowstones), (Chongqing Eyaleti, Cin)
(Dreybrodt, 2019).



Sekil 2.5: Site Magarasi'ndaki heliktik olusumlar, Pendleton County, Bat1 Virginia (Dreybrodt, 2019).

Sekil 2.6: Butler Magarasi’ndaki inciler (Pearls), Bath County, Virginia (Dreybrodt, 2019).

Sekil 2.7: Charlottenhdle Magarasi’ndaki aysiitii (Moonmilk)

(https://www.showcaves.com/english/explain/Speleothem/Moonmilk.html)

2.3. MAGARA EKOSISTEMLERININ MiKROBIiYAL CESIiTLILiGi

Magara ekosistemleri bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi farkli organizmalari igerir.
Magaradaki mikrobiyal g¢esitlilik {izerine yapilan ¢alismalarin biiyiik bolimii bakteriyel
cesitlilik iizerinedir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewicz, 2016). Ekstrem kosullar altinda yasamak,
magara mikroorganizmalarinin 6zgiilliigiinli olusturur. Cilink{i mikroorganizmalar bulunduklar1
ortamdaki pH, sicaklik, 1s1k ve metal gibi gevresel fiziko-kKimyasal parametrelerden etkilenir.
Ekolojik ilkelere gore, bu oligotrofik ortamlarda c¢ok cesitli mikroorganizmalarin olmasi
celiskilidir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewicz, 2016). Her magara yapisi, cevre kosullari,

mikrobiyal ¢esitliligi ve kimyasal igerigi acisindan kendine 6zgiidiir. Genellikle, magaranin


https://www.showcaves.com/english/explain/Speleothem/Moonmilk.html

mikrobiyal ¢esitliligi, 6zellikle de enerjilerini kimyasal maddelerin oksidasyonundan veya
indirgenmesinden elde etme yetenegine sahip kemolitotroflarin gesitliligi o magarada bulunan
kimyasal elementlere baglidir. Kemolitotroflar magara ekosistemindeki birincil Ureticilerdir
(Engel, 2019). Bunun yaninda Romanya’da bulunan Movile Magarasi, Italya’daki Frasassi
Magaras1 ve New Mexico, ABD’de bulunan Lechuguilla Magarasi, sadece kemolitotrofik
mikroorganizmalarin bulundugu magaralardir (Chen ve dig., 2009; Porter ve dig., 2009).
Mikroorganizmalar magara yiizeylerinde ya da farkli renkler ve farkli yapilar olarak

goriinebilen speleothemlerde biyofilm olusturabilir (Sekil 2.8).

Magaralarin mikrobiyal c¢esitliliginin belirlenmesi i¢in ilk yapilan ¢alismalarda kiiltiire dayali
yontemler kullanilmistir. Ekstrem yasam kosullar1 nedeniyle, magaradaki mikroorganizmalarin
¢ogunun kiiltiire edilemedigi tespit edilmistir. Molekiiler yontemlerin gelismesi ile magara
mikrobiyal ¢esitliliginin ne kadar zengin ve benzersiz oldugu ortaya konmustur. Hatta magara
yapilarinin gelisimine katkida bulundugu diisiiniilen bu ekstrem mikroorganizmalarin
kesfedilmesinde de molekiiler yontemlerden faydalanilmaktadir. Diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan 16S rRNA gen bélgesi dizilimine dayanarak, magaralarda ¢cok sayida Bacteria filumu
tanimlanirken, Archaea ve mikrobiyal Okaryotlarin tanimlanmasi olduk¢a sinirli olmustur
(Engel, 2019). Magaralarda yapilan mikrobiyolojik ¢esitlilik ¢alismalarinda kiiltiir temelli
yontemler kullanildiginda Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes filumlari
baskin olarak tespit edilirken (Barton ve Jurado 2007; Jurado ve dig. 2010; Barton 2015),
molekiler temelli yontemler kullanildiginda ise ¢ogunlukla Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroides, Firmicutes, Acidobacteria, Nitrospirae, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes,
Plancomycetes Spirochetes ve Chloroflexi filumlar1 belirlenmistir (Chelius ve Moore 2004;
Zhou ve dig. 2007; Lee ve dig. 2012; Oliveira ve dig. 2017; Lavoie ve dig. 2017).

Proteobacteria filumu biyojeokimyasal dongulerde anahtar roll olan, kozmopolit bir bakteri
grubu olarak kabul edilen, magara ekosisteminde de bulunan ¢ogunlukla en baskin gruptur.
Magara ortamlarindaki organik maddenin az bulunmasi ya da olmamasi nedeni ile
Proteobacteria filumun kemolitotrofik iiyeleri, aktivitelerinden dolayr magaralarda birincil
ureticiler olarak kabul edilmektedir. Proteobacteria Alfa, Beta, Gama, Delta ve Epsilon
Proteobacteria olmak iizere bes sinifi igerir. Magaralarda bu bes sinif iginde yer alan bakterilerin

varligr tespit edilmistir. Magara ekosistemlerinde Proteobacterianin inkar edilemez



hakimiyetine ragmen, farkli ortamlarda belirli siniflarin temsili eden dyeleri farklilik

gostermektedir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewicz, 2016).

Makroskopik olarak nemli magara duvarlarinda olusan parlak altin, beyaz, pembe veya
kahverengi koloniler ¢ogu zaman Actinobacteria filumunu isaret eder (Engel, 2019).
Actinobacteria, yagmurdan sonra toprak kokusundan sorumlu olan Streptomyces cinsine sahip
cogunlukla toprak ortaminda bulunan ve kromozomal DNA'larinda yiiksek oranda GC baz ¢ifti
ile karakterize edilen Gram pozitif bakteriler iceren filumdur (Engel, 2019). Actinobacteria
magara ortamlarina hakim olan ikinci ve bazen de iigiincii filumdur (Tomczyk-Zak ve
Zielenkiewicz, 2016). Bu filum, CaCOz yataklari gibi ylizey minerallerinin olusumuna yol agan
magaralardaki biyomineralizasyon siireglerindeki biyolojik rolleriyle bilinen Streptomyces ve

Rhodococcus gibi tiyeleri igerir (Maciejewska ve dig., 2017).

Dinya’nin ¢ok sayidaki farkli magaralarinda gozlenen diger bakteri filumlari Bacteroidetes,
Firmicutes, Acidobacteria, Nitrospirae, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, Plancomycetes
Spirochetes ve Chloroflexi iiyelerinden olusur. Magaralarda tespit edilen bu mikrobiyal
topluluklarin magara ekosistemlerinin 6nemli bir tiyesi oldugu kabul edilirken, gogunun magara
ekolojisine nasil bir etkisi oldugu ortaya ¢ikarilamamistir (Schabereiter- Gurtner ve dig., 2002;
Wiseschart ve dig., 2018; Rusznyak ve dig., 2012; Hathaway ve dig., 2014 ve Pasic ve dig.,
2009).

Bacteroidetes filum {iyeleri magaralarda bulunsa da bu ekosistemlerdeki islevsel rolleri
hakkindaki bilgiler sinirlidir. Metal elementlerin dongiisiine dahil olduklart ileri stiriilmektedir
(Angert ve dig., 1998; Chelius ve Moore, 2004; Ikner ve dig., 2007; Macalady ve dig., 2006).
Firmicutes filumu en fazla magara ylizeylerinde ve magaralardaki sedimentlerde yasayan
mikrobiyal populasyonlardir. Firmucutes ¢esitli organik bilesiklerde iiremeye izin veren
metabolik ¢esitlilige sahiptirler. Proteobacteria filumuna kiyasla diisiik miktarda besin ve
dehidrasyonun neden oldugu strese kars1 daha direngli oldugundan magara ekosistemi gibi
besin miktarinin kisitl oldugu ortamlarda bu filum iiyelerinin siklikla tespit edilmesi sasirtici

degildir (Slepecky ve Hamphill, 1992 ; Chen ve dig., 2009).

Magaralarda kiiciik yiizdelerde bulunan Acidobacteria filumunun, metilotrofik biiylime

yetenegine sahip oldugu ve bu 6zelligi sayesinde diisiik organik madde girdisine sahip olan



oligotrofik bir habitatta ekolojik bir avantaja sahip olabilecegi belirtilmistir (Kalyuzhnaya ve

dig., 2008). Bu filumun magara ekosistemlerindeki ekolojik rolii bilinmemektedir.

Nitrospirae filum tyeleri farkli magara ekosistemlerinde tespit edilmistir (Macalady ve dig.,
2006; Schabereiter-Gurtner ve dig., 2002; Pasic ve dig., 2010). Ozellikle Nitrospirales takimina
ait liyelerinin magara ortaminda nitrit oksidasyonu yaparak nitrojen dongiisiinde rol oynadigi

tespit edilmistir (Ortiz ve dig., 2012).

Verrucomicrobia Uyelerinin ¢ok azi kiiltiire edilmistir ve ¢ok ¢esitli ekosistemlerde bulunabilen
bakterilerin farkli bir filogenetik grubunu temsil eder. Bazi {iyeleri hiicresel uzantilara ve hiicre
ici bolmelere sahiptir. Ayrica tatli su ve deniz sulari, toprak, insan bagirsagi gibi c¢esitli
habitatlarda ve kaplica, Antarktika gibi ekstrem ortamlarda bulunabilirler (Bergmann ve dig.,
2011; Op den Camp ve dig., 2009). Verrucomicrobia'nin magara ekosistemlerindeki ekolojik

roli hentiz bilinmemektedir.

Gemmatimonadetes filumuna ait Gyeler bircok karasal ve sucul ortamda bulunan, aerobik
kosullarda biiyiiyen mezofilik heterotroflardir. Bu gruba magara ekosistemlerinde nadiren
rastlanir ve bu ortamlardaki ekolojik rolii bilinmemektedir. Magarada bulunan
Gemmatimonadetes o ortamda bulunan mikroorganizmalarin kiiciik bir yiizdesini temsil

etmektedir.

Hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda kompleks organik maddeyi parcalayan
Plancomycetes karbon ve nitrojen déngulerinde énemli bir rol oynar. Bu bakteriler genellikle

magaralarda da bulunur, ancak magaralardaki ekolojik rolleri bilinmemektedir.

Spirochetes filumuna ait bakteriler aerobik, mikroaerofilik, fakultatif anaerobik veya zorunlu
anaerobik olan kemoorganotroflardir ve magara ekosistemlerinde ¢ok nadir olarak tespit
edilmistir (Jones ve dig., 2010; Chen ve dig., 2009 ve Engel ve dig., 2010). Spirochetes

filumuna ait bakterilerin magara ekosistemlerindeki ekolojik rolii bilinmemektedir.

Chloroflexi filumu, az sayida kiltire edilmis temsilciye sahip, ancak metagenomik
caligmalarda tanimlanan her gegen giin hizla biriken dizilere sahip sistematik bir gruptur. Sicak
ve soguk nisler de dahil olmak iizere sedimentler, topraklar, nehirler ve okyanuslar gibi ¢esitli
dogal ve mithendislik ortamlarinda bulunurlar (Yamada ve Sekiguchi, 2009). Morfolojik olarak

cesitli olmasina ragmen genellikle ipliksi yapidadir. Bu gruptaki mikroorganizmalar genellikle
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magara poplilasyonunun kiigiik bir bolimiinii olusturur. Chloroflexi filumu {yelerinin
biyoremediasyonda rol oynadigi bilinmesine ragmen magara sistemindeki ekolojik rolleri

heniiz belirlenememistir (Yan ve dig., 2019, Wu ve dig., 2019).

Archaea domaininin belirlenmesinden sonra magaralarda Arke g¢esitliligi tizerine de
arastirmalar yapilmistir. Kiiltiire dayali yontemlerle hi¢ Archaea tespit edilemezken, molekuler
yontemler kullanilarak yapilan c¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde Archaea
cesitliliginin bakteri cesitliligi kadar zengin olmadig1 ancak magara ekosisteminde var oldugu
ortaya konmustur. Arastirmalar, Archaea topluluklarinin magara ekosistemlerinde oldukca
onemli rollerinin oldugunu, Euryarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota, Thaumarchaeota ve
Candidate filumlarinin magaralarda tespit edildigini ortaya koymustur. Ancak Yyapilan
calismalardan elde edilen bilgiler hala sinirlidir (Engel, 2010; Carmichael ve dig., 2013; Jones
ve dig., 2014, Kieraite-Aleksandrova ve dig., 2015).

Sekil 2.8: Magaralarda olusan mikrobiyal biofilmler (Engel, 2019).
Magaralarda bulunan mantar ve viriis ile ilgili caligmalar bakteri ¢aligsmalarina kiyasla sinirlidir.
Magaralardaki yarasalardan viriis izole edildigi raporlanmistir (Ghosh ve dig., 2017). Ancak
yarasalar disinda magara ortamlarinda viriis varliginin tespiti i¢in magaralardan alinan su, tortu

ve ylizey orneklerinden viroloji ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir (Ghosh ve dig., 2017).

Magara mikrobiyolojisi alaninda yapilan calismalar, magara havasi, guano ve speleothem
yuzeyleri drneklerinde mantarlarin varligin1 bildirmistir (Ghosh ve dig., 2017). Baz kiiltiir
tabanli yontemler, belirlenen magara mantar1 cesitliliginde Ascomycota filumunun
hakimiyetini ortaya ¢ikarmis ancak mantarlarin magaradaki rolii, en baskin bulunan
Ascomycota Uyeleri Asperiguillus ve Penicillium da dahil olmak (zere tam olarak
anlagilamamistir (Ghosh ve dig., 2017; Engel, 2010). Bu durumda mantarlarin, magaraya dis
ortamdan gelebilecek yaprak ve besin atiklar1 gibi organik maddeleri ayristirarak diger magara

mikroorganizmalarina besin saglanmasina katki saglayabilecegi ileri siirlilmektedir (Engel,
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2010). Baz1 ABD magaralarinda Pseudogymnoascus destructans olarak bilinen yarasalarda
White-Nose Sendromundan sorumlu bir yarasa patojeni izole edilmistir (Engel, 2010; Ghosh
ve dig., 2017). Bu magara mantarlarinin dis ortamdan magaraya girdigi diistiniilmektedir.
Ozellikle molekiiler tabanli yontemlerle yapilan calismalar, magara mantarlar1 ekolojisi ve

cesitliligine dair yeni bilgilerin elde edilmesi i¢in hala dnemlidir (Engel, 2010).
2.4. MAGARACILIK

Arastirmalar magaralarin Paleolitik donemde bile kullanildigint géstermektedir (Ghosh ve dig.,
2017). O donemde magaralar glinlimiizde oldugundan farkli bir sekilde habitat, mineral kaynagi
ve korunma yerleri gibi amaglarla kullanilmistir (Ghosh ve dig., 2017). Gliniimiizde ise insanlar

bu ekosistemlere bilimsel ve sportif faaliyetler nedeniyle girmektedir.

Farkli disiplinlerdeki bilim insanlar1 ve bilimle ilgili olmayan profesyonel magaracilar,
magaralarin kesfedilmeleri, aragtirilmalari ve korunmalar1 i¢in ¢ok emek vermektedir (White
ve Culver, 2012). Yeraltinin bu dogal olusumlari, farkli diinya bolgelerinin tarihine de katkida
bulunur. Diinyadaki magaralarin ¢ogunlugu erisimi zor yerlerde oldugundan ile magaract
olmayan bilim insanlari tarafindan neredeyse hi¢ erisilemez. Magaracilar, magaralarin
haritasin1 ¢ikarmak ve onlar hakkinda daha fazla bilgi saglamak icin bu yeralti agikliklarina
biiyiik bir merak ve tutku ile girerler. Saglanan bu bilgiler sayesinde ve arkeoloji, jeoloji,
jeomikrobiyoloji, paleontoloji, hidroloji, mineraloji konularindaki bilinmeyen sorular farkli
disiplinlerin ortaklasa yaptig1 ¢alismalar ile cevaplanabilir ve ortaya ¢ikan sorunlar kolaylikla

¢Ozlime ulastirilabilir (Kambesis, 2007).

Magara olusumlari en ¢ok, mikroorganizmalar ve ¢evresel mineraller arasindaki farkli kimyasal
reaksiyonlar sonucunda degisir. Bu reaksiyonlar, farkli kayalarin olusumunu, farkli alt magara
yapilarinin gelismesini ve yeni su akis yollarin1 beraberinde getirir. Jeologlar, bolgelerin
kimyasal zenginligine katkida bulunabilecek bu alanlarin kimyasal 6zelliklerinin sentezi igin
bu kayalari arastirirken, paleontologlar ise bu kayalarin ve alanlarin tarihini belirlemek igin

olusumlari incelerler (Leucci ve Giorgi, 2005).

Ote yandan, mikrobiyologlar magara ekosistemindeki ekstrem mikroorganizmalarla ilgilenir ve
her bir magaranin mikrobiyolojik cesitliligini ortaya ¢ikarmak i¢in ¢alisir. Ayrica bu ekstrem
kosullar altinda gelisebilen mikroorganizmalar biyoteknolojik kullanimlar i¢cin 6nemli bir

potansiyele sahiptir. Antibiyotikler, enzimler ve anti kanser Grtnleri gibi pek ¢ok biyoaktif
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maddenin magara mikroorganizmalar1 tarafindan {iretildigi ortaya cikarilmistir (Dogrudz
Gungor ve dig; 2020). Mikrobiyologlarin yani sira insaat miihendislerinin de biyobeton tretimi
icin Ozellikle karstik magara yiizey olusumlarindan izole edilen bakterilere karsi ilgileri

artmistir (Omoregie ve dig., 2017).

Magaraya ilgi duyanlar sadece magaracilar ve bilim insanlar1 degildir. Magara turizmi,
diinyadaki baslica jeoturizmi olusturmaktadir ve her sene turizme agilan ¢ok sayida magara
bulunmaktadir. Magaraya gelen turistlerin ¢cogu magaralarin dogal goriiniimiinden etkilenir.
Bazilari, ozellikle jeolojik olusumlar olmak iizere yeni dogal alanlar kesfetmeye meraklidir.
Bunlarin disinda saglik turizmine de hizmet etmektedir. Tiirkiye’de bulunan Ballica Magarasi
(Pazar-Tokat), Damlatas Magarasi (Alanya-Antalya), Astim Dilek Magarasi (Mersin), Tuz
Magaras1 (Cankir1) ve Oylat Magaras1 (Inegdl-Bursa) kronik solunum hastaliklara sahip

Kisiler tarafindan siklikla ziyaret edilen magaralarina birkag¢ 6rnektir (Akca ve dig., 2016).
2.5. MAGARA MiKROORGANIZMALARININ ONEMI

Magara mikroorganizmalar1 benzersizdir ve birgok agidan énemlidir. Bunlardan ilki daha 6nce
deginilen mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlarin magaralarin ve magara
yapilarinin  olusumuna  katkilaridir.  Ikincisi magaralarda ilk kez kesfedilecek
mikroorganizmalarin bulunma potansiyelinin yiiksekligidir. Digeri ise yeni biyoteknolojik
triinlerin kaynagi olmasidir. Magara ekosistemlerinde yapilan magara mikrobiyolojisi
alanindaki son ¢aligmalar, magara mikroorganizmalarindan elde edilebilen yeni biyoteknolojik
tirtinleri kesfetmeye odaklanmistir. Bu mikroorganizmalar, antimikrobiyal Grlinler ve enzimler
gibi ihtiya¢ duyulan maddelerin iiretimini artirmak i¢in diisiik besin maddelerine ihtiyag
duymasi nedeniyle 6zeldir. Bununla birlikte, ekstrem kosullarinin dogasi nedeniyle baz1 magara
mikroorganizmalar1 kiiltiir ortaminda iiretilemez dolayisi ile kesfedilen tirlinlerin dogrudan
izolasyonunun gerceklestirilmesi zor olabilir. Ancak bu iriinler, onlarin {iretiminden sorumlu
genin belirlenmesi, dogrulanmasi ve molekiiler tabanli yontemlerle o genin fenotipik olarak

ifade edebilecek hazir standart bakterilere aktarilmasi ile iiretilebilir (Ghosh ve dig., 2017).

Magara mikroorganizmalarinin magara ve speleothem olusumlarindaki 6nemli rolu ve ekstrem
yasam kosullarina karst gosterdikleri direng, bu organizmalar tarafindan {iretilen ikincil
metabolitlerin yer yiizeyinde Uretilenlerden daha 6zel olmasini saglamistir. Magaralardaki

heterotrofik bakteriler, magaraya giren organik bilesigi enzimatik olarak ayristirir ve ayni
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ekosistemin diger mikroorganizmalarina basit karbon (CO.) ve azot saglar. Farkli magaralardan
izole edilen Bacillus sp. ve Nitrococcus mobilis'in sirasiyla amonyak ve nitrit oksitleyen
bakteriler oldugu ortaya konmustur (Banerjee ve dig., 2019). Bu bakterilerin Urettikleri
enzimlerin, biyoremediasyon ve aritmada kritik bir anahtar olusturabilecegi 6ne siiriilmektedir
(Banerjee ve dig., 2019). Italya'daki kiikiirt bakimindan zengin derin Frasassi Magara
sisteminden, kiikiirt oksitleyen bakteri tiirleri izole edilmis ve bu bakterilerin CO> fiksasyonu,
ekzopolimerik madde salgilama (EPS), siilfiirik asit olusumu ve kirlenmis deniz
sedimentlerinden arsenigi uzaklastirma potansiyeline sahip olduklari tespit edilmistir
(Beolchini ve dig., 2017).

Lipaz, proteaz, karboksilaz, amilaz, DNaz gibi enzimlerin varliklar1 ve aktiviteleri, diinyadaki
farkli magaralardan izole edilen farkli bakterilerde taranmistir. Hindistan'daki Gumki
Magarasi’ndan izole edilen bakterilerin % 90'min lipaz, amilaz ve proteaz enzimlerine sahip
olduklar1 gosterilmistir (Bukelskis ve dig., 2019). Magura Magarasindan izole edilen
bakterilerde ise bu enzimlere ek olarak ksantan liyaz, B-glikozidaz ve fitaz enzimleri
belirlenmistir (Rautela ve dig., 2017). Mandeepkhol Magarasi'ndan (Hindistan) izole edilen
Brevundimonas diminuta ve Bacillus turlerinin ise yiksek pektinolitik aktiviteye sahip
olduklar1 bildirilmistir (Beolchini ve dig., 2017). Her magaranin mikrobiyal ¢esitliligi agisindan
benzersiz olmasindan dolayi, iiretilen iiriinlerin ¢esitliligi de bir magaradan digerine farklilik
gostermektedir. Bu iriinler saflastirilabilir ve farmasotik, tibbi ve gida isleme gibi farkli

endustriyel amaglarla kullanilabilir.

Magarada biyoaktif bilesiklerin yani1 sira antimikrobiyal ve antikanser bilesikler ilaglarin
hammaddeleri vardir. laglarm kesfi, 7 milyardan fazla diinya niifusunun 6niinde biiyiik bir
meydan okumadir. Bu meydan okuma, bilim insanlarinin arastirma alanlarini genisletmesine
neden olmustur. Aslinda, magara ekosistemleriyle ilgili biyoaktivite konusu yaklasik 30 yilt
askin siiredir incelenmeye devam etmektedir (Ghosh ve dig., 2017; Axenov-Gribanov ve dig.,
2016). Yeni ve ylksek potansiyelli biyoaktif bilesik iiretiminin, daha ¢ok yeni bakteri, arke ve
mantar taksonlarinin kesfi ile olacagindan Diinya’nin her yerindeki magaralar arastirma

alanidir.

Magara ekosistemlerin sahip oldugu mikrobiyal ¢esitlilik iginde en baskin grubun Bacteria
oldugu bilinmektedir. Antibiyotiklerin ve diger ilaglarin tiretiminde en bilinen bakteriyel filum
Actinobacteria’dir (Ghosh ve dig., 2017; Goodfellow ve Fiedler., 2010). Bu filum, magara
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ekosistemine en ¢ok hakim olan ii¢ filum arasinda yer aldigindan, bu alandaki yeni ilag kesif
¢alismalarinin tatmin edici sonuglar verdigi goriilmektedir (Goodfellow ve Fiedler., 2010).
Spesifik kiiltlir ortamlar1 kullanilarak bircok magaradan Actinobacteria suslar1 izole
edilmektedir (Ghosh ve dig., 2017, Adam ve dig., 2018). Magara mikrobiyolojisi
calismalarinda kultur yontemi ve enzim aktiviteleini tarayan yonelik ¢calismalarda fetopik analiz
sonuglar1 negatif iken genotipik analizler olabileceginden, izole edilen bakterilerde ribozomal
olmayan peptid sentetaz (NRPS) ve ketosentaz (KS) gen bolgeleri de ayni amag igin
taranmaktadir (Kovacsova ve dig., 2013., ve Bukelskis ve dig., 2019). Proteobacteria ve
Firmicutes gibi diger filumlar, antibakteriyel aktivite pozitif bakteriler ve patojenler bu iki gen
acisindan taranmis ve birgogunda tespit edilmistir (Ghosh ve dig., 2017; Rautela ve dig., 2017,
Lukoseviciute ve dig., 2020). Klusaite ve dig., (2016), ayn1 magaradan izole edilen Gram pozitif
suslara karsi antibakteriyel aktivite gosteren Bacillaceae familyasina ait iki bakteri susu tespit
etmistir. Bununla birlikte, bu iki izolatin antibakteriyel aktivitesi, Gram pozitif patojen
bakterilere karst test edildiginde sonuglarin farkli oldugu belirlenmistir. Magara
mikroorganizmalarindan izole edilen antibakteriyel iiriinlerin cogu bilinmemektedir. Klusait ve
dig., (2006), onceki calismada gosterilen iki sustan birinin antibakteriyel bilesikleri
pirrolopirazin pirolo [1,2-a] pirazin-1,4-dion, hekzahidro3- (2 -metilpropil) digerinin ise pirolo
[1,2-a] pirazin-1,4-dion, hekzahidro-3- (fenilmetil)- ve 1,2-benzendikarboksilik asit, bis (2-
metilpropil) ester olarak belirlenmistir (Klusaite ve dig., 2016).

Bununla birlikte, peptit A12-C, servimisin AD, undesiprodigiosin, ksiakemisin A, sirasiyla
Ispanya'daki Cueva de Los Murciélagos, Italya'daki Grotta Dei Cervi, Sirbistan'daki Miroc
Dagi’nda ve Cin'in Chongqing sehrinde bulunan karstik magaralardan izole edilen bakteri
izolatlarindan saflastirilan antimikrobiyal aktif {irinlerden bazilaridir (Ghosh ve dig., 2017,
Banerjee ve dig., 2019). Ayrica servimisin A-D ve ksiakemisin A'nin antimikrobiyal aktivite
disinda sitotoksik aktiviteler gosterdigi yani antikanserojen bilesikler oldugu da bildirilmistir
(Banerjee ve dig., 2019). Ek olarak, Tayland'daki Pha Tup Magarasi’ndan izole edilen nadir bir
Actinobacteria cinsi Nonomuraea’nin, insan akciger kanseri ve insan agiz boslugu kanserine
kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir (Banerjee ve dig., 2019). Ayrica tibbi uygulamalari i¢in

taranan bakteri ve bilesikler hakkinda daha fazla aragtirma yapilmalidir.
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2.6. MAGARA KAMPLARI

Magaralarin kesfi, magaracilar ve bilim insanlar1 6zellikle de jeologlar i¢in her zaman biiyiik
zorluklar igermistir. Teknolojinin dolayisi ile ekipmanlarin gelismesine ragmen magaralarin
kesif siireci hala zorluklar igermeye devam etmektedir. Ulusal Speleoloji Dernegi’ne (National
Speleological Society, Inc.) bagli Amerikan magaracilar 1940 yillarinin basinda magara iginde
veya magara girisinin yakininda kamp kurmaya baslamistir (Clemmer, 2019). Bir magarada
gegirilen siire magaracilarin koyduklar1 hedeflere baglidir. Magaracilar magarada bazen sadece
birka¢ saat veya bir giin gecirirken uzun kesiflerde siire bir giinden hatta bir aydan uzun
stirebilir. Magaracilarin kesif gezileri esnasinda rahat etmeleri ve enerjilerini magara kesfine
daha fazla harcayabilmeleri i¢in kamplarin magara i¢ine kurulmasi gereklidir. Genellikle
magaranin derinliklerine inildik¢e de magaranin i¢inde kamp kurulmasi kagiilmazdir. Clinki
magaracilarin tiim enerjilerini harcayip tiikkenmelerinden sonra ayni giin yeniden magaradan
cikmalarmi beklemek gercekei degildir. Ustelik derinlere indikge, agir ¢antalari tasimak
gereksiz enerji kaybina yol acar, bu nedenle yiyecek ve i¢cecekleri birakmak ve uyumak i¢in bir
kamp alanina sahip olmalari gerekir. Ancak magaranin dogal Kalitesinin korunmasi ve magara

cesitliliginin bozulmamasi i¢in kurulan kamp alanlarinda da ¢ok dikkatli olunmalidir.

2.7. MAGARACILARIN KESFETTIKLERi YA DA GIRDIKLERIi MAGARALARA
ETKILERI

Magaralar, paha bicilemez bir degere sahip dogal ekosistemler olarak Onemli bir arastirma
alanini olustururlar. Magaracilar, bir magaranin en derin noktasina kadar gitmenin yani sira
magaranin sahip oldugu tiim yan kollara da girerek tiim magaranin haritasin1 ¢ikarmak gibi
amagclara sahiplerdir. Magaraya gore degismekle beraber genellikle magara ekosistemleri
derinlestikleri siirece, bilimsel arastirmalar i¢in daha ekstrem ve daha degerli hale gelebilir.
Tim magaracilik protokoliine saygi duyulsa ve uygulansa da magaracilarin bu dogal
ekosistemler Uzerinde negatif etkileri vardir. Bu etkiler magaralarin fiziko-kimyasal cevre
kosullari iizerinde olabilecegi gibi magaranin biyotik faktorleri (magaranin faunasi ve florasi)
izerine de olabilir. Bunun tersi olarak magaracilik protokoliine uymayan magaracilarin magara

ekosistemlerine verdikleri zarar gok biyik boyutlarda olacaktir.
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2.7.1. Magaracilarin magaranin fiziksel ve kimyasal ozellikleri iizerindeki etkileri

Magara ekosistemleri, diinyadaki en hassas ekosistemler arasindadir. Bu karanlik ekosistemler
cogunlukla magaracilik faaliyetlerinden etkilenir. Magaracilarin kullandigi lambalarin
sagladig1 151k magara i¢cinde bulunan kimyasal reaksiyonlari etkileyebilecek negatif etkilerden
sadece biridir. Bunun disinda magaracilar magara iginde uzun siire kaldiklarinda magara
kirliligi riskini arttirmaktadir. Bu kirlilik sa¢, yiyecek artiklari, organik madde igeren mineral
sulardan olusabilir. Bu tiir oligotrofik ortamda, bu organik maddeler, magara faunasi ve
florasina toksik olabilecek maddeleri i¢erebilecegi gibi magaranin mineral konsantrasyonlarini
da ekleyecektir. Bu kimyasal kirlilikler magara yapisinin dogal jeolojik olusumunu da
etkileyebilir. Ayrica magaracilar, bilimsel arastirmalar i¢in 6rnek alirken speleothem ya da
kayalarinin zarar gérmesine neden olabilir. Speleothemlerde, 6rnek alimindan sonra renk
degisimi gozlemlenebilir. Cilinkii bu renk olusumu bdlgenin pH'1 gibi bir¢ok faktore baglidir.
Burada sayilabilecek bir diger ¢evresel etki, magaracilarin aktiviteleri sonucunda magara

icindeki CO2 miktarinin artmasidir (Kurniwan ve dig., 2017).
2.7.2. Magaracilarin magara biyocesitliligi lizerine etkileri

Magara ekosistemleri, yalnizca ekstrem organizmalarin yasadigi dogal habitatlar olarak
tanimlanir. Bu organizmalar arasinda mikroorganizmalar (bakteriler, mantarlar ve arkeler),
bitkiler (vaskuler bitkiler) ve yarasalar gibi bazi hayvanlari siralayabiliriz. Daha derin magara
alanlarinda 15181 olmamasi, bu boélgelerdeki bitki gelisimi i¢in bliyiikk bir problem
olusturmaktadir . Malezya'daki bir magarada yapilan ¢alismada, bitkilerin (¢ogunlukla kapali
tohumlular) sadece magara girisinde goriindiigii ve bu bitkilerin magara digindan gelen 15131
kullandigint 6ne siiriilmistir (Kiew, 2014). Magaralarin karanlik olmasi nedeni ile fauna ve
mikrobiyal biyogesitlilik tizerindeki antropojenik etkilerle ilgili calismalar fazla 6nem

kazanmamustir.

Magaracilar, mikroorganizmalari magaranin disindan magara igine aktarabilirler. Magaraya
organik materyallerin girmesi, bu disaridan taginan mikroorganizmalarin gelisimini saglayabilir
(Lavoie ve Northup, 2005). Lavoie ve Northup, (2005) Lechuguilla Magarasinda insanlar
tarafindan kaynaklanan kontaminasyonunu incelemisler ve insan cilt florasinda bulunan
Staphylococcus aureus, normal insan bagirsak florasinda yer alan E.coli ve giines 15181 ile 1sinan

yiiksek sicakliktaki topraklarda bulunan Bacillus bulmuslardir. Bu insan kaynakli bakterilerin,
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magaranin ¢ok ziyaret edildigi siirecte sayilarinin arttifi, ayni alanlarda ziyaretten sonra
dinlenme halindeyken sayilarinin azaldigi belirlenmistir. Bu tir oligotrofik ekosistemde, bu
insan kaynakli bakteriler, organik maddelerin artmasi nedeniyle hayatta kalabilir. Organik
maddelerin bitmesi ile ya da organik maddelerin kullanimina bagli olarak ekstrem olmayan
mikroorganizmalar azalir veya ortadan kalkabilir (Alonso ve dig., 2019). Ayrica, magaraya
disardan giren materyalleri, magara mikrobiyal biyokiitlesi ve ¢esitliligi lizerinde farklilagsmaya
da neden olabilir. Caligmalar, diski varliginda bakteri yogunlugunda 6nemli bir degisiklik
oldugunu gostermektedir. Bu veriler organik girdinin magara mikrobiyal cesitliligindeki

Oonemini agiklamaktadir (Chelius ve dig., 2009; Alonso ve dig., 2019).

Morca Diideni’nin kesfi sirasinda -1040 metre derinlikte kurulan 4 giin aktif olarak kullanilan
kamp alanindan belirlenen 6 farkli noktadan kamp kurulmadan énce ve kamp kaldirildiktan
sonra alinan toprak/sedimet ve yiizey 6rneklerinden DNA izole edilmis ardindan metagenomik
ve biyoinformatik analizleri yapilmistir. Sonuglar degerlendirerek kamp alanimni 4 giin aktif
olarak kullanan magaracilarin Morca Diideni’nin prokaryotik profilini nasil etkiledigi ortaya

konmustur.
2.8. BIYOINFORMATIK

Biyoinformatik, biyolojik makromolekuller (DNA, proteinler, ...) ile iliskili bilgileri anlamak
ve diizenlemek i¢in hesaplama tekniklerinin uygulanmasi olarak tanimlanabilir.
Biyoinformatik, verileri arastirmacilarin mevcut bilgilere erismesine izin verecek sekilde
diizenlemeyi amaclar. Ayrica verilerin analizine yardimci olabilecek araclar ve kaynaklar
gelistirme amacina da sahiptir. Son olarak, biyoinformatik, verileri analiz etmek i¢in bu araglar
kullanmay1 ve ayni zamanda sonuglar1 biyolojik olarak anlamli bir sekilde yorumlamay1
hedefler. Biyoinformatikte kullanilan araglarin, bazilar1 FASTA, QIIME ve PSI-BLAST
programlaridir (Luscombe ve dig., 2001).

2.9. OPERASYONEL TAKSONOMIK UNITE (OTU) VE OTU ISTATISTIKLERI

Operasyonel Taksonomik Unite (OTU), genetik olarak birbirine benzeyen marker dizi
gruplarindan olusan taksonomik topluluklardir (Teresita ve Hajibabaei, 2018). Bakterilerde
kullanilan yaygin bir benzerlik esigi, cogu susun % 97 16S rRNA sekans benzerligine sahip
oldugunu gosteren deneysel bir ¢alismadan tiiretilen% 97'dir (Nguyen ve dig., 2016).
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2.9.1. Temel Komponent Analizi (PCA)

Temel Komponent Analizi (PCA), veri setindeki varyasyonlarin ¢ogunu korurken verilerin
boyutlarin1 azaltan matematiksel bir algoritmadir (Jollife, 2002). Bu indirgemeyi, verilerdeki
varyasyonun maksimal oldugu ana bilesenler ad1 verilen yonleri belirleyerek gerceklestirir.
PCA analizinin amaci sahip olunan verinin daha az sayida degiskenle belirtilebilecegi en iyi
doniisiimii saglamaktir. Ornekler daha sonra grafige doniistiiriilebilir, bu da rnekler arasindaki
benzerlik ve farkliliklar1 gorsel olarak degerlendirmeyi ve Orneklerin  gruplanip
gruplanamayacagini belirlemeyi miimkiin kilar (Ringner, 2008). Grafiklerde birbirine yakin
olan ornekler, OTU igerigi bakimindan diger Orneklere goére daha benzer olduklarini

gostermektedir.
2.10. CESITLILIK ANALIZLERI

Cesitlilik analizi, “bir 6rnekte kag tiir var?”, “bir 6rnek digerlerinden ne kadar farkli?” ve
“ornekler ne  kadar  benzer?”  gibi  g¢esitlilikle ilgili  sorular1  inceler
(https://driveS.com/usearch/manual/ pipe diversity.html). Cesitlilik analizi hem alfa hem de
beta cesitliligi yoluyla yapilabilir. Ekolojik mikrobiyal ¢esitlilik calismalarinda, bu g¢esitlilikler
tir zenginligi, esitligi ve dagilimi agisindan iki veya daha fazla yeri karsilastirmak icin
kullanilir. Hem alfa hem de beta ¢esitlilik 6l¢iimleri, bir OTU (Operasyonel Taksonomik Birim)

tablosuna gore hesaplanir.

Alfa gesitliligi, tek bir bolge veya belirli bir topluluk igindeki taksonlarin zenginligini inceler.
Alfa gesitlilik endeksleri, tiirlerin ekolojik kaynaklar1 nasil paylastigini yansitir (Sepkoski,
1988). QIIME paketi gibi bazi biyoinformatik programlar araciligiyla farkl cesitlilik 6lculeri
hesaplanabilir. Bir yerin alfa gesitlilik hesaplamalari Chaol, Shannon ve Simpson indeksleri
araciligiyla gerceklestirilebilir. Chaol indeksi, bir bolgede bulunan tiirlerin zenginligini
belirler. OTU sayisina dayanilarak dlglim yapar ancak az sayida elemana sahip taksonomik
uniteleri de hesaplamanin igerisine diizeltme faktorii olarak katar. Boylece dominant olmayan
tirlerin gesitliligi yiiksek gostermesine engel olur. Shannon indeksi, bir 6rneklemdeki veya tek
bir topluluktaki tiir gesitliligini belirleyen bir ¢esitlilik 6lctisudir. Tir sayisinin haricinde
tiirlerin homojen bir dagilima sahip olup olmadigini da hesaplamanin igine katar. Hem tiir
¢oklugu hem de taksonlarin homojen bir sekilde dagilmis olmasi ile cesitlilik

tanimlanabilmektedir. Simpson, OTU frekansinin OTU'larinin toplami olarak hesaplanan alfa
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cesitliliginin bir esitlik 6lctsudur. Simpson endeksi, OTU'larin bir bolge ig¢inde nasil

dagildigina odaklanir (https://drive5.com/usearch/manual/alpha_metrics).

Beta c¢esitliligi, topluluklar veya bolgeler arasinda fauna veya floranin taksonomik
farklilasmasin1  degerlendirir. Cevresel gradyanlar boyunca tir kompozisyonundaki
degisikliklerini degerlendirmek i¢in kullanilabilir (Sepkoski, 1988). Bir beta ¢esitlilik dlgiitii,
orneklerin ne kadar benzer veya farkli oldugunu belirtmek igin segilen tek bir sayiyi
hesaplayarak iki veya daha fazla Ornekteki OTU  bollugunu karsilagtirir
(https://drive5.com/usearch/manual/beta_metrics.html).

2.11. SICAKLIK HARITASI (HEATMAP)

Farkli tlirler veya hiicreler arasindaki iligskiyi gostermek icin kullanilan bagka bir yontemdir.
Dziuda, (2009) sicaklik haritasini, bir matristeki tek tek degerlerin renkler olarak temsil edildigi
verilerin grafik bir temsili olarak tanimlar. Sicaklik haritalari, bir alandaki noktalarin, hiicrelerin
veya tiirlerin yogunlugunu gosterir. Renkler, bir tiiriin bir alanda ne kadar bol oldugunu gdsterir
(DeBoer, 2015). Veri matrisinin karsilik gelen 6gesinin degerini belirlemek icin her bir
désemenin bir renk dlgeginde golgelendirildigi dikdortgen bir ddsemeden olusur. Désemenin
siralari (siitunlart), benzer sttunlar birbirine yakin olacak sekilde siralanir. Désemenin dikey ve
yatay kenarlarinda hiyerarsik kiime agaglari yer alir (Wilkinson ve Friendly, 2009). Bu analiz,
ornek gruplarinin birbiri ile Ortiigiip Ortiismedigini veya ayri kiimeler olusturup olusturmadigini

gérmemizi saglar.
2.12. TEMEL KOORDINAT ANALIZI (PCOA)

PCOA, verilerin benzerliklerini veya farkliliklarini aragtirmak ve gorsellestirmek igin kullanilan
bir yontemdir. PCoA ornekler arasi farkliligi gostermektedir. Genelde filogenetik ya da mesafe
matrix bilgileri kullanarak 6rneklerin karsilagtirilmasini saglar yani birkag boyutta bir dizi nokta
arasindaki mesafelere gore mesafelerin/farkliliklarin bir matrisini yaklastirmak ic¢in spektral
ayrisma kullanan bir 6l¢ekleme yontemidir. PCoA, degiskenler veya gozlemler lizerine
uygulanabilir. PCoA igin kullanilan diger isimler metrik ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme ve klasik
Olceklendirmedir (Zuur ve dig., 2007).


https://drive5.com/usearch/manual/alpha_metrics
https://drive5.com/usearch/manual/beta_metrics.html

20

2.13. KUMELEME ANALIZi (CLUSTER)

Kime analizinde, 6rnek verileri hiyerarsik olarak kiimelenir ve birbirleri ile olan iliskileri
tanimlanarak gruplanir. Bir grup igindeki benzerlik ne kadar yiiksekse iki 6rnek arasindaki
mesafe o kadar yakin, gruplar arasindaki fark ne kadar fazlaysa mesafe o kadar uzaktir
(Steinbach ve dig., 2005). Kiimeleme analizi metagenomik analizlerde mikrobiyom profilinin

aydinlatilmasinda kullanilmaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MORCA DUDENI’NIN KESIF TARiHI/ HIKAYESI

Morca Dideni, 1989-1996 yillar1 arasinda Bogazici Universitesi Magaracilik Kuliibii
tarafindan diizenlenen Cukurpinar kesif seferleri sirasinda, gruba rehberlik eden bir koylii
tarafindan gosterilen magaralardan biridir. Ancak 2012 yilina kadar o bdlge tekrar
arastirtlmamistir. 2012 yilinda tas atma testi ile heyecanlandiran Morca Diideni’ne ilk arastirma
gezisi Ender USULOGLU nun baskanlhiginda 2013 yilinda yapilmis ve -120 metreye inilmis
sonucunda da daha derine inme beklentisini olusturmustur. 2014 yilinda haritalanmasina
baslanmig ve -427 metre derinlige kadar kesif gergeklestirilmistir. Bir sonraki kesif seferi 2018
yazinin sonunda yapilmis ve Morca -919 metre derinligi ve yaklasik 3 km uzunlugu ulasilmistir.
2019 yilinda 6rneklememizi yaptigimiz kesif seferinde 1210 metre derinlige 4 km uzunluga

ulasilarak Tiirkiye’nin en derin 3. Magarasi olarak teyit edilmistir.

Tiirkiye'nin en derin iki magarasiyla (en derin magara EGMA Peynirlikonu -1429 metre en
derin ikinci magara ise Kuzgun Diideni -1400 metre) Morca magarasi Taseli (Taslarin Evi) ad1
verilen yiiksek bir plato olan Orta Toros daglarinda bulunmaktadir. Bu plato yaklasik 900
km?dir. Ayrica Morca magarasi, Tiirkiye'nin en derin iki magarasmin aym jeolojik
olusumunda, her ikisine kiyasla 200 metre yiikseklikte bir giris ile yer almaktadir. Teorik olarak
-1600 metre derinlige ulasabilir. Tiirkiye'nin ve diinyanin ilk 10 derin magaras: arasinda en

derin magara olma potansiyeline sahiptir.
3.2. MORCA DUDENI KONUM VE OZELLIKLERI

Morca Dudeni, Alp-Himalaya orojenik kusagi iizerinde bulunan Toroslar’in orta kesiminde
(36° 18’ 34.37>’ K, 32° 39’ 37.10” D koordinatlarinda) ve Tageli Platosu giineyinde yer
almaktadir (Sekil 3.1). Taseli Platosu yapisal bir diizliik olup genel olarak kuzeybati dogrultulu
faylarla sekillenmistir. Taseli platosu yaklasik 1600 metreye varan bir kalinlikta farkli yaglarda

kirectaslar1 bulundurmaktadir.
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Sekil 3.1: Taseli Platosu (http://aspeg.org.tr/).

Taseli Platosu Uzerinde bulunan Morca Diideni ise platonun giineye yakin kesiminde miyosen
ile Jura-Kretase yasl kiregtaslarinin dokanaginda bulunmaktadir (Sekil 9). Bu alan Kuzey-Bati
yonu tektonik hatt1 tarafindan kontrol edilen fay, bindirmeye bagli fay, kivrim ve sistemli eklem
takimlarmin gelistigi genel olarak Kuzey-Dogu egimli kirectasi, killi kiregtasi ve self
cokellerini barindirmaktadir. Butin Kuvaterner buzul donemlerinden etkilenen magara,
olusumunu kar ve yagisla siirdiirmektedir. Bunun yani sira hidrotermal ergiyik izleri tasiyan 6z
sekilli kuvars minerallerinin bulundugu catlak yiizeyleri gézlemlenmistir. Magara, yagis ve kar
erimesine bagli olarak siirekli -80, -120, -1030, -1040 ve -1015 metre su girisleriyle beslenir.
Magaranin 1120 metre derininde bulunan sifon ile son bulan koldaki saftta yaklasik 68 metre

yiikseklikten dokiilen sular magaranin diger 6nemli su kaynagini olusturmaktadir.
3.3. ORNEKLEME

Calisma kapsaminda, Morca Diideni’nden magaracilarin kesfe devam edebilmeleri icin kurulan
kamp alanindan, kamp kurulmadan 6nce ve kamp kaldirildiktan sonra A, B, C, D, E, ve F
noktalardan toprak/sediment ve siiriintii 6rnekleri steril kaplara aseptik kosullarda alinmus,
soguk zincir ile en kisa siirede mikrobiyoloji arastirma laboratuvarina ulastirilmistir. Ornekleme
noktalar1 Tablo 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir. Ornekleme alaninin nem ve sicaklik degerleri
tagmabilir sicaklik/nem oOlger cihazi (EcoSense® DO200A) ile olgulerek sonuglar
kaydedilmistir.


http://aspeg.org.tr/

Tablo 3.1: Ornek ve 6rnekleme noktalart.
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b

Ornegin tipi Ornek kodu Ornekleme zamani Ornekleme yeri
Yiizey NAR 1 Kamp Oncesi Kamp alam
A
Ylzey NAR?2 Kamp Sonrasi Kamp alam
Sediment NAR3 Kamp Oncesi Kamp alani
} B
Sediment NAR4 Kamp Sonrasi Kamp alam
Sediment NAR5 Kamp Oncesi Tuvaletl
C
Sediment NARG6 Kamp Sonrasi Tuvaletl
Sediment NAR9 Kamp Oncesi Tuvalet2
} D
Sediment NAR10 Kamp Sonrasi Tuvalet2
Yiizey NAR11 Kamp Oncesi Insan etkisinden uzak
Ylzey NAR12 Kamp Sonrasi Insan etkisinden uzak
Sediment NAR13 Kamp Oncesi Insan etkisinden uzak
Sediment NAR14 Kamp Sonrasi Insan etkisinden uzak

Fo

3.4. DNA IZOLASYONU VE NANODROP OLCUMESI

Alnan toprak ve yilizey orneklerindeki DNA “FastDNA Spin Kit For Soil” kiti kullanilarak

1zole edilmistir. Asagida “FastDNA Spin Kit For Soil” kit prosediiriine gore gerceklestirilen

DNA izolasyonu basamak basamak agiklanmustir.

1. a) Toprak ornekleri aseptik kosullar altinda yaklasik 500 mg tartilmis ve kitin ‘Lysing

Matrix E’ tiiplerine konmustur.

b)

orneklerinin

ekiivyonlar

vortekslenerek

ekiivyondaki

mikroorganizmalarin steril serum fizyolojik tuzlu suya geg¢mesi saglanmig ardindan

mikroorganizmalarin bulundugu sivi steril ependorflara paylastiritlmis ve 5 dk 14000 rpm
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de santrifiij edilmistir. Ust s1v1 dikkatli sekilde atilmis ve dip kisim aseptik kosullar altinda

‘Lysing Matrix E’ tiiplerine transfer edilmistir.

10.

11.

U%ut Kampi
A -1040

Sekil 3.2: Ornekleme noktalar1 (ASPEG (yesi Umit Giinhan tarafindan cizildi).

Orneklerin alindig1 ‘Lysing Matrix E’ tiiplerine 978l sodyum fosfat tamponu ve 122pl
MT tamponu eklenmistir.

Tiipler vortekslenmis ardindan FastPrep-24™ (MP Biomedical) cihazinda 40 saniye,
6.0 m/s hiz ile homogenize edilmistir.

Ardindan tiipler (15 dk, 14000 rpm ) santrifiij edilmistir.

Siipernatant dikkatlice steril 2ml lik tiiplere transfer edilmis. Uzerine 250ul PPS
(Protein presipitasyon soliisyonu) eklenmis ve tiipler 10 defa agag1 yukari ¢evrilmistir.
Ardindan tiipler (5dk, 14000 rpm) santrifiij edildikten sonra {ist kistm 15ml lik steril
tiiplere transfer edilmistir.

Kitteki ‘Binding Matrix’ siispansyonu yavasca karigtirilarak homojenize edilip
1000ul’si 15 ml’lik tiiplere alinmugtir.

Tupler 2dk siirece asagi yukari dikkatlice cevrilerek DNA’larin  baglanmasi
saglanmugstir. Tiipler 3 dk oda 1s1sinda bekletilmistir.

Tiipiin altindaki ¢okeltiye dokunmadan 500pl tistteki sivi alinmig ve atilmistir.
Ardindan tiipte kalan Binding Matrix soliisyonu pipet ile silispanse edilmis ve bu
karisimin yaklasik 600 ul'si bir “SPIN” filtre iceren tiiplere aktariimistir. Santrifiij (2 dk,
14000 rpm) edildikten sonra sivinin biriktigi alt kisim atilip filtreler yeni tiiplere (Catch
Tube) yerlestirilmistir. Kalan karisim da filtreye eklenmis ve tekrar santriflij edilmistir.
Alttaki tiipler yeniden degistirilmistir.

SEWS-M soliisyonundan 500ul filtreye eklenmis ve 2dk santrifiij edilmistir. Filtreler

yeni tiiplere konmustur. Tiipler yeniden 2dk santrifiij edilmistir.
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12. Spin filtreler steril ependorflara konmus oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir.

13. 30ul DES (DNase/Pyrogen-Free Water) soliisyonu (Eliisyon tamponu) filtreye eklenmis
ve 15 dk oda sicaklginda bekletildikten sonra 2dk santrifiij edilmistir. Ependorf tiipe
biriken s1v1 izole edilen DNA’y1 icermektedir.

14. Nanodrop cihaz1 kullanilarak DNA konsantrasyonu belirlendikten sonra tipler 4°C’e

kaldirilmastir.
3.5. 16S RRNA AMPLIiKON ANALIiZi

izole edilen DNA &rneklerinden 16S rRNA gen bolgesi V4-V5 degisken bolgesi Bacteria ve
Archaea’ye 0zgii universal 515F (5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) ve 926R (5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3') primerleri Parada (2015) ve Walters ve dig. (2015)
metodlarina gore ileri ve geri primerlere eklenmis barkod dizileri ile amplifiye edilmistir. PZR
amplifikasyonlar1 bu kiitiiphane hazirlama kiti kullanilarak, PZR cihazinda 94°C’de 3 dakika
baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 28 dongii 94°C’de 30 saniye, 53°C’de 40 saniye ve
72°C’de 60 saniye, sonrasinda son uzatma asamasi olarak 72°C’de 5 dakika bekletilerek
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon sonrast PZR uUrunleri %2’lik agaroz jelde ydurdtilerek
amplifikasyon kontrol edilmis, her 6rnege ait iiriinlerin konsantrasyonlari 6l¢tilmiis ve iki molar
miktarda karistirilmistir. Birlestirilen amplikonlar kit igerigindeki AMPure XP (Beckman
Coulter, USA) manyetik boncuklar1 kullanilarak saflagtirllmistir. Elde edilen birlestirilmis ve
saflastirilmig Ornekler, DNA kiitiiphanesi hazirlama kiti protokollerine gore, kuttiphane
kantifikasyonu da yapilarak, dizilemeye hazir hale getirilmistir. Yeni nesil DNA dizileme (Next
Generation Sequencing - NGS) hizmeti i¢in, MiSeq cihazinda her 6rnek igin ortalama 50.000

okuma (2x300 bp) elde edilecek sekilde hizmet alimi gergeklestirilmistir.
3.6. BIYOINFORMATIK VE ISTATISTIK ANALIZLER

Dizileme sonrasinda elde edilen tim dizinin kalite kontroli FASTQC programinda
gerceklestirilmistir. 16S rRNA amplikon verisi, QIIME (Caporaso ve dig., 2010) yazilim paketi
kullanilarak analiz edilmistir. Ik olarak demultipleksleme islemi ile dizilerdeki barkod bilgisi
kullanilarak her 6rnege ait ileri ve geri diziler ayrilmistir. Bu asamada ileri/geri primer ve
barkod dizilerinin tamaminin eslesmedigi fragmanlar analiz dis1 tutulmus ve fragmanlardaki
adaptor ve barkod dizileri kesilerek analize hazir hale getirilmistir. Her fragmanin ileri ve geri

dizileri en fazla %20 farklilik orani ile birlestirilmistir. Fragmanlar UCLUST (Edgar, 2010)
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yazilmi ile %97 benzerlik seviyesinde OTU (operational taxonomic unit) birimlerine
kiimelendirilmistir. OTU tespiti i¢in %97 benzerlik orani ile agik referansli OTU se¢imi
(pick_open_reference otus.py) protokolii isletilmistir. Her OTU’yu temsil eden dizi segilerek
PYNAST (DeSantis ve dig., 2006) yazilimi kullanilarak, Greengenes veri tabanina hizalamasi
(alignment) gerceklestirilmistir. Ayrica yalnizca 1 dizi igeren OTU birimleri tespit edilerek
analizden degerlendirme dis1 birakilmistir. Daha sonra, drneklerin her OTU kimesindeki
dizilerinin miktarlar1 belirlenerek OTU tablosu olusturulmustur. OTU tablosundaki OTU
birimlerinin taksonomik siniflandirmasi yine Greengenes veritaban1 ve UCLUST algoritmasi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Taksonomik seviyelerin gorsellestirilmesi bar ve alan
grafikleri seklinde yapilmustir. Orneklerin alfa-cesitlilik analizleri yine QIIME yazilim1 ile OTU
tablosu kullanilarak belirlenmis olup, gesitlilik seviyelerini belirten Chaol, Shannon, Simpson

ve observed_otus indekslerinin hesaplanmasi yapilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. NANODROP SONUCLARI

Tablo 4.1: Elde edilmis DNA konsantrasyonlari

Ornek DNA konsantrasyonu
NAR 1 2,5 ng/ul
NAR 2 3 ng/ul

NAR 3 1,7 ng/ul
NAR 4 3 ng/ul

NAR 5 2,6 ng/ul
NAR 6 2,9 ng/ul
NAR 9 1,9 ng/ul
NAR 10 3,4 ng/ul
NAR 11 4,1 ng/ul
NAR 12 3,1 ng/ul
NAR 13 3,8 ng/ul
NAR 14 2,2 ng/ul

4.2.ORNEKLEME ALANLARININ TAKSONOMISIi VE ALFA CESITLILiGi

Morca magarasinin kamp kurulan bolgesinin yerli mikrobiyal toplulugu, kamptan 6nce alinan
NAR1, NAR3, NAR5, NAR9, NAR11 ve NAR13 6rnekleriyle belirlenmistir. Kamp alaninda
hem Bacteria hem de Archaea domaini tespit bulunmustur. Bununla birlikte, kamp bdlgesinde
Bacteria grubunun Archaea grubuna gore baskin oldugu belirlenmistir. En yiiksek oranda
Thaumarchaeota, ardindan Euryarchaeota ve Nanoarchaeacota olmak tizere toplam 3 Archaea
filumu tespit edilmistir. Her filumun bir sinifla temsil edildigi gézlemlenmistir. Cins diizeyinde,
bu mikroorganizma tiiyelerinin bazilarinin tanimlanamadigi, cogunun ise kiiltiire edilemeyen
Archaea oldugu belirlenmigtir.  Tanimlanan tek cins Thaumarchaeota filumu,

Nitrososphaeraceae familyasina ait Candidatus Nitrososphaera olarak kayitlara ge¢cmistir.

Ote yandan, magaranin kamp yapilan bu béliimiinde, her 6rnegin en az 8 filum igerdigi toplam
filum sayisinin ise 20 oldugu tespit edilmistir. Bu calismada en yiiksek oranda bulunan Bacteria
filumlar1 Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes,
Gemmatimonadetes ve Acidobacteria liyeleri olarak belirlenmistir. Bu filumlarin her bir
ornekte farkli oranlarda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica incelenen alt1 6rnekte kalan 12

filumdan en az biri gézlemlenmistir.
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Tablo 4.1 kamptan dnce ve sonra her 6rnekleme alanindaki mikrobiyal dagilimi géstermektedir.
Her alanin alfa ¢esitliligi, Chaol, Shannon indeksi ve Simpson indeksi ile degerlendirilmistir.
Chaol indeksi tur zenginligini gosterirken, Shannon indeksi ve Simpson indeksi mikrobiyal
cesitliligin varyasyonunu gostermektedir. Shannon indeksi, hem tiir zenginligini hem de esitligi

dikkate alirken, Simpson indeksi, ¢evredeki tlirlerin baskinligiyla dogrudan iligkilidir.
4.2.1. Kamp yiizey olusum alan1 (NAR1 ve NAR?2)

Dizileme sonuglart incelendiginde kamptan 6nce alinan NAR1 6rneginde toplam 143 OTU
tespit edilmistir. Gozlemlenen OTU sonuglarina géore NAR1 ve NAR?2 arasinda énemli bir fark
olmadig ortaya konmustur. OTU'larin % 100'UG Bacteria yelerinden olusurken, bu 6rneklerde
Archaea belirlenememistir (Sekil 4.1). NAR2 6rnegindeki Bacteria NAR1’e gore % 39,17
oraninda artmistir. NAR1 6rneginde, Proteobacteria (% 75), Firmicutes (%10), Bacteroidetes
(% 8) ve Actinobacteria (% 3,6) basta olmak tizere 9 filum tespit edilmistir. Ayni sekilde NAR2
orneginde de Proteobacteria (% 52) ve Firmicutes (% 44) en baskin filumlar olarak
belirlenmistir. Ancak NAR2’de Proteobacteria iiyelerinde % 23 oraninda bir diisiis
belirlenirken Firmicutes Uyelerinde % 34 oraninda artig tespit edilmistir. Ayrica, NAR2
orneginde Bacterioidetes ve Actinobacteria tiyelerinin azaldig1 da kaydedilmistir. Tespit edilen
Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes ve Patescibacteria
filumlarinin %]1°den diisiik oranda bulunmustur. Yiiksek oranda olmasa da (% 0,8), kamptan

sonra alinan NAR2 6rneginde NAR1'de gériinmeyen Dependentiae filumu belirlenmistir (Sekil
4.2).

Tablo 4.2: Orneklerin mikrobiyal alfa cesitliligi.

Ornek ad1 observed_otus Chaol Shannon Simpson
NAR1 143 143,84 4,33366683 0,89642167
NAR2 141 141,073171 3,21232636 0,77297703
NAR3 181 181,714286 5,55291075 0,94545035
NAR4 338 342,185567 5,57312221 0,92961233
NARS 248 253,470588 5,29015907 0,91483449
NARG6 534 539,181818 6,58862234 0,96356608
NAR9 433 438 6,6201419 0,9687542




Tablo 4.2 (devam): Orneklerin mikrobiyal alfa ¢esitliligi.
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Ornek ad1 observed_otus Chaol Shannon Simpson
NAR10 259 260,971015 5,85763549 0,9538749
NAR11 99 99,3225807 2,72164891 0,70017731
NAR12 68 69,75 3,34706149 0,8126361
NAR13 457 461,093023 6,3075618 0,95749345
NAR14 580 585,948276 6,77339731 0,96690015

NARI 6rneginde yiiksek oranda tanimlanan siniflar, Proteobacteria filumuna ait olan Gamma-
proteobacteria (% 46) ve Alphaproteobacteria (% 29), Bacilli (% 10), Bacteroidia (% 8) ve
Actinobacteria (% 2) olarak tespit edilmistir. Kamp sonrasi alinan NAR2 6rneginde ise Gama-
proteobacteria ile birlikte Bacilli sinifi ayni oranda (% 44) bulunmustur. Alphaproteobacteria
tiyeleri NAR2'de % 7,4 oranina diigmiistiir. Ayrica, Firmicutes filumuna ait Clostridium (%
0,02) Negativicutes (% 0,02) smiflart NAR1'de tespit edilmezken bu siniflar NAR2 6rneginde
bulunmustur. Her iki 6rnekte de tanimlanan diger siiflar % 1 oraninin altinda bulunmustur

(Sekil 4.3).

Proteobacteria filumuna ait Acinetobacter, NAR1 6rneginde en baskin cins (% 23) olarak
bulunurken, onu Alphaproteobacteria sinifina ait Brevundimonas cinsi (% 19) izlemistir.
Acinetobacter tyeleri (% 30) NAR2'de % 7 oraninda artmis olsa da, bu cins Bacilli sinifina ait
Exiguobacterium (% 35) cinsinin gerisinde kalarak ikinci baskin cins olarak belirlenmistir.
Betaprotebacteria sinifina ait Massilia, Pseudomonas, Noviherbaspirillum ve Wb1-P19, Bacilli
smifina ait Aerococcus ve Exiguobacterium, Bacteroidetes sinifina ait Flavobacterium
NARZ1'de bulunma oranlari % 1-10 araliginda olan diger cinslerdir. Ayrica, Brevibacillus, kamp
oncesi alinan NAR1 orneginde tespit edilmemisken NAR2'de gozlenmistir. NAR2 6rneginde
ise NAR1 orneginden farkli olarak Flavobacterium ve Pseudomonas cinsi tespit edilememis
ayrica en baskin cins Exiguobacterium olarak kaydedilmistir. Bunun disinda bulunan cinsler
ise dnemli bir fark olmaksizin tanimlanmistir. Diger tanimlanan cinslerin her birinin bulunma

orant her iki drnekte de % 1 oranindan disiiktiir (Sekil 4.4).

Bolgenin tiir bollugunu gosteren Chaol, bu alanin kamp 6ncesi mikrobiyal tiirler acisindan
bolluk anlaminda zengin oldugunu gdstermistir. Buradan alinan 6rneklerin Shannon indeksi ve
Simpson indeksi degerleri, bu alandaki en yliksek c¢esitliligin kamp Oncesi oldugunu

goOstermektedir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.1: Orneklerdeki Bacteria ve Archaea bulunma yiizdeleri.

4.2.2. Kamp alam1 (NAR3 & NAR4): Sediment ornekleri

Kamptan sonra alinan NAR4 6rneginde % 100 oraninda Bacteria, kamptan 6nce alinan NAR3
orneginde ise % 99,6 oraninda Bacteria ve % 0,35 Archaea tespit edilmistir (Sekil 4.1). NAR3
orneginde Euryarchaeota (% 0,2) ve Thaumarchaeota (% 0,1) tespit bulunmustur. Tespit edilen
bu filumlarin ise birer smif ile temsil edildigi (Euryarchaeota'ya ait Thermoplasmata ve
Thaumarchaeota filumuna ait Nitrososphaeria) belirlenmistir (Sekil 4.2). Cins dlzeyinde ise

tanimlanamayan bir susun yaninda iki kiiltiire edilemeyen Archaea oldugunu tespit edilmistir.

NAR3 orneginde Bacteria domainine ait Proteobacteria (% 60), Actinobacteria (% 22,8),
Acidobacteria (% 4,3), Rokubacteria (% 2,9), Planctomycetes (% 2,7) ve Chloroflexi (% 2,4)
baskin olmak tizere 13 filum tespit edilmistir. Diger filumlar % 1 oranindan kiguk ya da % 1
olarak bulunmustur. NAR4 6rnegindeki Bacteria filum sayisi1 18 olarak tespit edilmis ve kamp
oncesi ayn1 noktadan alinan NAR3 6rnegine gore filum sayisinin fazla oldugu belirlenmistir.
NAR3 6rneginde oldugu gibi NAR4 6rneginde de Proteobacteria (% 70) en baskin filum olarak
tespit edilmistir. Ayrica, NAR4 o6rneginde Acidobacteria Uyeleri % 4,33 ve Bacteroidetes
tyeleri % 1,89 oraninda 6nemli bir artig gosterirken, Actinobacteria % 15,4 ve Chloroflexi

tiyeleri % 2,35 oraninda diisilis gostermislerdir (Sekil 4.2).

Hem NAR3 hem de NAR4 orneklerinde sirasiyla % 47 ve % 58,9 oranlartyla
Gammaproteobacteria sinif {iyelerinin hakim oldugu belirlenmistir. % 16,6 ile Actinobacteria

NAR3 o6rneginde ikinci baskin sinif iken, bu siifin tiyeleri NAR4 6rneginde % 11,25 diisiis
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orantyla biiyiik 6l¢iide azalmistir. Alphaproteobacteria, NAR3 6rneginde % 13 ile Gglncu
baskin siif iken NAR4 6rneginde % 3 oraninda diisiis gdstermesine ragmen ikinci baskin sinif
olarak kayitlara ge¢mistir (Sekil 4.3). NAR3 6rnegine Pseudomonas (% 17) ve Acinetobacter
(% 14) cinsi hakim olurken, NAR4 6rnegine Wb1-P19 (% 17,6) ve Limnobacter (% 15,7) cinsi
hakim olmustur. Ayrica NAR4 6rneginde bulunan Acinetobacter ve Pseudomonas uyelerinde
NAR3 6rnegindeki oranlarina gore sirasiyla % 4 ve % 15,3 oraninda diisiis belirlenmistir (Sekil

4.4).

Alfa ¢esitlilik indekslerinin (Chaol, Shannon ve Simpson indeksleri) degerleri, kamptan sonra
alian 6rnek olan NAR4'lin en yiiksek tiir bolluguna ve en diisiik mikrobiyal cesitlilige sahip
oldugunu gostermistir (Tablo 4.2).

4.2.3. Tuvalet alam1 1 (NARS5 & NARG)

Calisilan tiim 6rnekler iginde en yiiksek Archaea % 3,7 oraniyla kamptan once alinan NARS
kodlu ornekte gozlenmistir. Kamp sonrasi alinan NAR6 oOrneginde Archaea uyelerinin ve
cesitliliginin azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.1). NARS 6rneginde % 2,95 orani ile baskin olan
Euryarchaeota filumu disinda Thaumarchaeota (0.75 %) ve Nanoarchaeaeota (0.06 %)da tespit
edilmistir ( Sekil 4.2). NARS 6rnegi Archaea domainine ait Thermoplasmata, Woesearchaeia
ve Nitrososphaeria siniflari ile temsil edilmistir. Sonuglar incelendiginde NARS5 6rneginde
Candidatus Nitrososphaera cinsi % 0,1 oraninda bulunurken bu Ornekte tanimlanan
Archaea’larin ¢ogunun kiiltiire edilemeyen Archaea oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). Diger
yandan, Thaumarchacota NAR6 Orneginde en baskin filum olarak belirlenirken

Nanoarchaeaeota filumu bulunamamistir (Sekil 4.2).

NARS orneginde Actinobacteria (% 42,85), Proteobacteria (% 28,85), Rokubacteria (% 7,4),
Acidobacteria (% 4,3) ve Chloroflexi (% 3,7) olmak (izere Bacteria domainine ait 18 filum
belirlenmistir. NARG6 6rneginde tespit edilen filum sayisi da 18 olarak bulunmustur. 15 filumun
NARS ornegindeki filumlar ile ortak oldugu belirlenmistir. NAR6 6rnegindeki {i¢ yeni filum
Dadabacteria, Verrucomicrobia ve Zixibacteria olarak tespit edilmistir. Kamp 6ncesi alinan
NARS oneginde Firmicutes % 1 oraninda bulunurken kamp sonrast NAR6 orneginde
Firmicutes % 53 olarak tespit edilmistir. NAR6 6rneginde Proteobacteria % 19,14 oraninda

bulunmus yani NARS 6rnegine gore % 9,71 azalma oranmi belirlenmistir (Sekil 4.1). Benzer
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olarak Actinobacteria (yelerinde de NARS5 Ornegine gore onemli bir disis (% 35,17)

gozlenmistir.

NARS 6rneginde Actinobacteria (% 39) ve Gammaproteobacteria (% 25) siniflar1 baskin olarak
belirlenirken, NAR6 6rneginde Bacilli (% 45) ve Gammaproteobacteria (% 14) smiflariin
hakimiyeti tespit edilmistir (Sekil 4.3). Burada, kamptan sonra alinan Ornekteki
Gammaproteobacteria sinifindaki % 11 oramindaki diisiis dikkat c¢ekicidir. Ayrica NARS
orneginde bulunmayan NARG6 6rneginde bulunan Clostridia sinifi liyelerinin % 8,49 oraninda
tespit edilmesi ilgingtir. NARS 6rneginde Nocardioides cinsi iiyeleri (% 19,5) en baskin cins
olarak tanimlanirken, NAR6 6rneginde Exiguobacterium (% 14,7) ve Brevibacillus (% 12,1)
en fazla bulunan cinsler olmustur. Her iki 6rnekte de tanimlanmus cinslerin oran1 % 10'dan daha

az olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Toplam gozlenen OTU tiirleri ve bu alanda alinan &rneklerin Chaolindeksine gore kamptan
sonra alinan NAR6 Orneginde mikrobiyal tiir zenginliginin arttig1 belirlenmistir. Simpson ve
Shannon indeks degerleri de paralel olup kamp déneminden sonra mikrobiyal gesitlilik artigin

gostermektedir (Tablo 4.2).
4.2.4. Tuvalet alam 2 (NAR9 & NAR10)

Bu ornekleme alaninda kamptan once alinan 6rnekte (NAR9) Archaea iiyeleri sadece % 0,2
oraninda belirlenmistir (Sekil 4.1). Euryarcheaota, Thaumarchaeota ve Nanoarcheaota
filumlar ile temsil ettigi gézlenmis ve en baskin filum Thaumarchaeota olarak tespit edilmistir.
Archaea toplulugunun, tanimlanan her bir filum igin bir sinif, bir ordo, bir familya ve bir cins
ile temsil edildigi belirlenmistir. Tanimlanan cinslerin kiiltiire edilemeyen Archaea oldugu
tespit edilmistir. Kamptan 6nce alinan 6rnekle karsilastirildiginda, NAR10 6rneginde Archaea
domainine ait iyelerde bir artis gézlemlenirken sadece Thaumarchaeota ve Euryarcheaota
filumlarin icerdigi belirlenmistir. Euryarcheaota % 0,67 bulunma oran1 ile NAR 10 6rneginin
baskin filumu olarak kaydedilmistir (Sekil 4.2). Bu drnekteki filum diizeyi NAR9 6rnegine gore

azalmis olsa da simif ve ordo diizeyinde daha ¢esitli oldugu tespit edilmistir.

NARO9 6rneginde tanimlanan mikroorganizmalarin yaklasik% 99'unu Bacteria iiyelerinin temsil
ettigi belirlenmistir. NAR9 6rneginde 19 filum tespit edilmistir. Proteobacteria (% 60) en
baskin filum olarak bulunmus onu sirasiyla Firmicutes (% 9,6), Acidobacteria (% 7,9),
Rokubacteria (% 6), Actinobacteria (% 3,8), Planctomycetes (% 3,1), Chloroflexi (% 2) ve
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Bacteroidetes (% 1,3) izlemistir. NAR10 orneginde sadece Arkaea cesitliliginin filum
duzeyinde azalmasi degil aym1 zamanda Bacteria domaininin de 14 filuma distigii tespit
edilmistir. NAR9 6rneginde oldugu gibi, NAR10 6rneginde de Proteobacteria (% 44,23) ve
Firmicutes (% 21,10) baskin olarak bulunmustur. NAR10 6rneginin Firmicutes iiyelerinde %
11,49, Actinobacteria Uyelerinde % 11,2 artis oran1 belirlenirken, Proteobacteria tiyelerinde ise
% 16,98 oraninda azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Hem NAR9 hem de NAR10 6rneginde baskin siniflar Gammaproteobacteria ve Bacilli olarak
gozlemlenenmistir. Gammaproteobacteria Uyelerinin kamptan sonra alinan NAR10 6rneginde
azaldigi, Bacilli ve Actinobacteria iiyelerinin ise arttigini belirlenmistir (Sekil 4.3). NAR9
orneginde Wb1-P19 (% 9,1) ve Pseudomonas (% 9,9) baskin cinsler olarak tespit edilmistir. %
1 oraninin tizerinde bulunan diger cinsler ise Massilia (% 4,4), Bacillus (% 4,4), Candidatus
Methylomiralibis (% 3,4), Brevibacillus (% 2,7), Lysobacter (% 2), Acinetobacter (% 2),
Variovorax ( % 1,4), Brevundimonas (% 1,3), Noviherbaspirin (% 1) ve Shingomonas (%
1)’dir. Kamptan sonra alinan NAR10 6rneginde Acinetobacter (% 16) en baskin cins olarak
kaydedilmistir. Bunun yaninda Acinetobacter'in aksine Pseudomonas cinsinin % 3,65 oraninda

azaldig1 tespit edimistir (Sekil 4.4).

Bu alandan alinan iki ornek incelendiginde, bu alanin kamptan 6nce yuksek tiir zenginligi
(Chaol index) igerdigini gbzlemlenmistir. Ayrica, Alpha ¢esitliliginin hem Shannon hem de
Simpson indeksleri, en yiiksek mikrobiyal ¢esitliligin kampin kurulmasindan 6nce (NARY)
oldugunu gostermektedir (Tablo 4.2).

4.2.5. Kamp alaninin uzagindan alinan yiizey érnekleri (NAR11 ve NAR12

Yiizey orneklemesi yapilan bu alanda ne kamp 6ncesi ne de kamp sonrasi yapilan drneklerde
Archaea tespit edilmemistir (Sekil 4.1). Tanimlanan tiim mikroorganizmalar Bacteria
domainine ait bulunmustur (Sekil 4.1). Kamptan 6nce alinan 6rnekte (NAR11) en baskin filum
Proteobacteria (% 95) olarak belirlenmistir. 12 filum igeren NAR11 6rneginin ikinci baskin
filumu % 1,6 oraniyla Actinobacteria’dir. Kamptan sonrasi alinan NAR12 6rneginde 8 filum
belirlenmistir. Bu alandaki bacteria zenginligi ve ¢esitliliginde bir azalma oldugu tespit

edismistir.
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Sekil 4.2: Orneklerde bulunan Bacteria ve Archaea filumlari.

Kamp sonrasi alinan NAR12 6rneginde en baskin filum Firmicutes (% 49) ve Proteobacteria
(% 46) olarak belirlenmistir. Kamptan sonra aliman NARI12 06rneginde Proteobacteria
uyelerindeki diisiis, Firmicutes ve Actinobacteria iiyelerindeki artis kayit altina alinmustir (Sekil
4.2).

Gammaproteobacteria (% 69) ve Alphaproteobacteria (% 26) en baskin siniflar olarak NAR11
orneginde gozlenmistir. Bununla birlikte, NAR12 6rneginde % 49 orani ile Basilli sinifi en
baskin olarak belirlenirken Gammaproteobacteria (% 37,9), Alphaproteobacteria (% 8,4) ve
Actinobacteria (% 2,3) gbzlenenen diger siiflardir. Kamptan sonra alinan NAR12 6rneginde
Gammaproteobacteria ve Alphaproteobacteria tyelerinde bir azalma gozlenirken, Bacilli ve
Actinobacteria Uyelerinde artis kaydedilmistir (Sekil 4.3). Kamptan 6nce alinan 6rnekte cins
dizeyine % 56 oraninda Proteobacteria iiyesi olan Acinetobacter hakim olurken, bunu
Brevundimonas (% 23), Massilia (% 7,7), Wb1-P19 (% 1,5), Enhydrobacter (% 1,2) ve
Noviherbaspirillum (% 1,15) takip etmistir. Kamptan sonra, cins diizeyinde Acinetobacter %
28’lik oranla baskin olmaya devam etse de, bu cinste % 28 oraninda dnemli bir azalma tespit

edilmistir (Sekil 4.4).

Alfa gesitlilik tahminlerinin sonuglarina gore, bu alan incelenen tiim magara noktalar1 arasinda
en diisiik tiir zenginligine ve en diisiik tiir cesitliligine sahip oldugunu gostermistir. Iki 6rnek
karsilastirildiginda, bunlarin Chaol indeks degerleri, bu alanin kamptan Once tiir agisindan
zengin oldugunu géstermistir. Bununla beraber Shannon ve Simpson indeksleri kamp sonrasi

mikrobiyal ¢esitliligin arttigin1 gostermistir (tablo 4.2).
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Sekil 4.3: Bacteria ve Archaea sinif ¢esitliligi (A) ve en baskin bulunan siniflar (B).
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4.2.6. Kamp alamimin uzagindan alinan sediment érnekleri (NAR13 ve NAR14)

NAR13 0Orneginde bulunan Archaea’nin tamami Thaumarchaeota filumunun kiiltlire
edilemeyen lyeleri olarak tanimlanmis ve % 0,02 oraninda tespit edilmistir. Kamptan sonra
alinan NAR14 6rneginde ise tanimlanan Archaea’larin kiiltiire edilemeyen Euryarcheaota ve
Thaumarchaeota filumlarina ait oldugu belirlenmistir. Bu tespit edilen her filum ise sirastyla
Thermoplasmata Nitrososphaeria siniflart ile temsil edilmektedir (Sekil 12). Kamptan sonra
alinan NAR14 6rneginde filum sayisinin artmasi ve Archaea tiyelerinin de % 0,46 oraninda
arttiginin  bulunmasi nedeniyle bu alanda archaea cesitliligi ve zenginliginin arttigini

sOyleyebiliriz.

NAR13 6rneginde Proteobacteria'nin (% 66) baskin oldugu 17 farkli filum belirlenmistir. Diger
yandan, NAR14 6rneginde 19 bacteria’nin filumu tespit edilmis ve bu filumlardan Firmicutes
(% 36), Proteobacteria (% 24) ve Actinobacterianin (% 18) baskin oldugu bulunmustur.
NAR13 o6rneginde % 1 oranindan fazla olan diger filumlar ise Actinobacteria (% 7,3),
Firmicutes (% 7,1), Bacteroidetes (% 5,6), Acidobacteria (% 3,7), Planctomycetes (% 3),
Rokubacteria (% 2,3), Gemmatimonadetes (% 1,9) ve Chloroflexi (% 1,4) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1-4.2). Kamptan sonra alinan NAR 14 6rneginde bulunan Proteobacteria (%
24) ve Bacteroidetes (% 0,3)’te diisiis belirlenmistir. NAR 14 6rneginde bulunan Patescibacteria
(% 0,04), Omnitrophicaeota (% 0,02) ve Deinococcus-Thermus (% 0,02) filumlar1 NAR13

orneginde tespit edilememistir.
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NAR13 orneginde simf diizeyinde  Gammaproteobacteria (% 54)’nin baskin oldugu
belirlenmistir. % 1 oranindan fazla olarak bulunan diger siniflar Alphaproteobacteria, Bacilli,
Bacteroidia, Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Thermoleophilia ve
Deltaproteobacteria olarak tespit edilmistir. NAR14 6rneginde ise Bacilli (% 36) smifinin
baskin oldugunu ve 6rnekte bulunan diger siniflarin ise Actinobacteria, Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria ve Planctomycetes oldugunu belirlenmistir. Firmicutes ve Actinobacteria
uyelerinde siras1 % 28.8 ve % 10,81 oranlarinda artis gozlemlenirken Proteobacteria Uyelerinde
% 41,19 oraninda bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 4.3). Bu ornekleme alaninda NAR13
orneginde Wb1-P19, NAR14 6rneginde ise Wb1-P19 ve Bacillus cinslerinin baskin oldugu
belirlenmistir. Massilia, Acinetobacter, Terimonas, Bacillus, Sphingomonas, Brevundimonas,
Pseudomonas, Lysobacter, Variovorax, Paenisporasarsaina, Brevibacillus ve Candidatus
Methylomirabilis iiyeleri NAR13 6rneginde % 1 oranindan fazla bulunmaktadir. NAR14
orneginde belirlenen cins g¢esitliligine ragmen, en fazla tanimlanan cinslerin % 1 oraninin

altinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Chaol indeksine gore 6rnek NAR14'te (kamp sonrasi) yiiksek tiir zenginligi gozlemlenmistir.
Ayrica alpha gesitliliginin Shannon ve Simpson istatistik degerleri dikkate alindiginda en
yuksek mikrobiyal gesitlilik de ayn1 ornekte de gézlenmistir. Bu alanda kamp sonrasi hem

mikrobiyal biyokutlenin hem de ¢esitliliginin arttig1 gosterilmistir (Tablo 4.2).

Sekil 4.4: Orneklerde tespit edilen cins gesitliligi (A) ve en baskin bulunan cinsler (B)

8
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada magaracilarin magarada gerceklestirdigi aktiviteler ile magaralarin mikrobiyal
cesitliligi (Bacteria ve Archaea) tizerine nasil etkileri oldugu degerlendirilmistir. Kendilerine
uygun bir ortamda bulunan ve yasamlarini siirdiiren canli organizmalar sicaklik, karbondioksit,
besin, nem gibi ekolojik faktorlerinin degismesinden etkilenirler. Bu degisim mikrobiyolojik
duzeyde cok daha etkilidir hatta mikrobiyal topluluklarin degisimine de neden olabilir.
Insanlarin mikrobiyal gesitlilik iizerindeki etkisinin de aslinda onlarin bu ekolojik faktdrlerde
neden oldugu degisimlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. insanlar bu kapali ekosistemlerin
karbondioksit oranini, kesif siirecinde nefes alarak veya 1sinmak igin ates yakarak arttirabilir.
Ayrica, insan, magara kesfi sirasinda magaraya dis ortamdan mikroorganizmalar tasiyabilir.
Bunun yaninda ¢esitli organik maddeleri, giysi / ayakkabi, sa¢ teli, camasir tiftigi, yiyecekler

veya digki ile magara ekosistemine tagiyarak magaradaki organik madde miktarini arttirabilir.

51. MORCA MAGARASI'NIN -1040 M DERINLIGINDEKI MIiKROBIiYAL
CESITLILiGI

Bu ¢alisma, Morca Magarasi'nin ilk mikrobiyolojik ¢alismasidir ve magaranin ilk kez girilen
yeni kesfedilmis bir boliimiinde yapilmistir. Calismamiz magaracilarin mikrobiyal gesitlilik
tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amaglasa da, ayn1 zamanda Morca Magara’sinin -1040
metre derinliginde bulunan Bacteria ve Archaea gesitligine de 1sik tutmaktadir. Kamp
kurulumundan once alinan NAR1, NAR3, NARS5, NAR9, NAR11 ve NARI13 6rneklerinde
belirlenen Bacteria ve Archaea topluluklari, Morca Magara’sinin -1040 metredeki yerli
mikroorganizmalart olarak kabul edilebilir. Alinan 6rneklerde hem Bacteria hem de Archaea

topluluklar1 tespit edilmistir ve Archaea’nin Bacteria’dan daha az oldugu belirlenmistir.
5.1.1. Archaea

Bacteria topluluguna kiyasla Archaea'nin az olmasi diger magara c¢alismalarinda da
gozlenmistir. New Mexico'daki Fort Stanton Magarasi'nda yapilan bir ¢alismada, mikrobiyal
toplulugun % 88'ini Bacteria, % 8,5'ini ise Archaea topluluklarinin olusturdugu tespit edilmistir
(Kimble ve dig., 2018). Calismamizda yiiksek orandan diisik orana gore sirayla
Thaumarchaeota, Euryarchaeota ve Nanoarchaeaeota filumlari tespit edilmis, ayrica her bir

Archaea filumunun tek sinifla temsil edildigi belirlenmistir.
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Bu c¢alismada tamimlanan tek cins Thaumarchaeota filumuna ait Nitrososphaeraceae
familyasindan Candidatus Nitrososphaera olarak kayitlara girmistir. Bu Archaea cinsi
amonyum oksitleyici roliyle bilinmektedir (Kimble ve dig., 2018; Marques ve dig., 2018;
Bagkaran ve dig., 2020 ). Rui ve dig. (2017), magara ekosistemi gibi oligotrofik bir ortamda,
Candidatus Nitrososphaera’nin, ayni ortamdaki diger mikrobiyal topluluklara azot saglayan
baslica kemolitotroflardan biri oldugunu bildirmistir. Ayrica c¢alismalarinda alkali magara
cokeltilerindeki amonyak oksitleyen topluluklardan amonyak oksitleyen Archaea’larin baskin
oldugunu gostermislerdir. Thaumarchaeota iiyelerinin farkli magara nislerinde bulunduklari
cesitli calismalarda bildirilmistir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016). Bu filum Gyelerinin
amonyum oksitlenme reaksiyonunda oOnemli bir rol oynadiklari dolayisiyla da magara
ekosistemlerinde nitrojen ve karbon dongiisiine katildiklari tespit edilmistir (Zhao ve dig., 2017;
Anda ve dig., 2017).

5.1.2. Bacteria

Morca Magarasi 6rnekleme bolgesi toplam 20 farkli filum igermektedir. Bu bdlgenin Bacteria
toplulugu bakimindan fakir oldugunu sdyleyemeyiz. Bu ¢alismada en ¢ok tanimlanan Bacteria
filumlarinin, tiim orneklerde farkli oranlarda gdzlenen Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes, Gemmatimonadetes ve Acidobacteria oldugu tespit
edilmistir. Bu filumlar ¢ok c¢esitli magara ortamlarinda hem yaygin hem de baskin olarak
gosterilmistir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016 ve Candiroglu ve D. Giingér, 2020).
Proteobacteria (yeleri bu oligotrofik magara ekosistemlerinde bulunan ¢ok sayida organik
materyali parcalayabildigi i¢cin kemoototrofik rolleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Barton ve dig., 2007;
Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016).

Proteobacteria’nin iiyeleri, Actinobacteria Gyelerinin baskin oldugu NARS5 6rnegi disinda,
caligmamizin tiim Orneklerinde (sediment ve yiizey) baskin olarak tespit edilmistir.
Acinetobacter, Pseudomonas, Wh1-P19, Brevundimonas ve Massilia bu 6rneklerde en baskin
belirlenen cinsler olmuslardir. Bu cinsler ¢ok sayida karstik magaralardan da gesitli
aragtirmacilar tarafindan izole edilmistir (Barton ve dig., 2007 ve Li ve dig., 2004).
Acinetobacter ve Pseudomonas tiirlerinin, kalsiyum karbonati ¢okeltme kabiliyetine sahip
olmasi nedeniyle magara ve speleothem olusumlarina katki sagladigi diisiniilmektedir (Lia ve
dig., 2019 ve Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016). Ote yandan, Massilia tiirleri cok sayida

karbonhidrat ve diger organik bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Bu
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reaksiyonlar, magara olusum siirecleri sirasinda karstik kayalarin ¢oziinmesinde etkili oldugu

diisiiniilen asitlerin iiretilmesine neden olmaktadir (Barton ve dig., 2007; Dworkin, 1998).

Actinobacteria karstik magaralarin sediment ve ylizeylerinden izole edilen ve en ¢ok galisilan
magara bakteri topluluklar1 arasinda yer alir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016). Bu filum,
antimikrobiyal maddeler, endiistriyel enzimler ve diger biyoaktif bilesikleri iiretme kabiliyetine
sahip liyeleri igerir. Ayrica iyi kalsit ¢okeltme 6zellikleri ve pigment Uretmeleri nedeniyle de
onemli bir yere sahiptir (Cuezva ve dig., 2012; Ghosha ve dig., 2017). Calismamizda
Actinobacteria'nin en baskin cinsi Nocardioides olarak kaydedilmistir. Bu cinsin tiirleri,
ornegin N. allogilvus sp. nov., N. cavernae sp. nov. ve N. speluncae sp. nov farkli karstik
magaralardan izole edilmistir (Zhang ve dig., 2018; Han ve dig., 2017; Fang ve dig., 2019). Bu
cinsin Uyeleri ayrica toksik biyo-bilesikleri pargalayan bakteriler olarak da tanimlanmaktadir
(Yoon ve dig., 1999).

5.2. BACTERIA VE ARCHAEA CESITLILiGi UZERINDEKI iNSAN ETKIiLERI

Bu yeralt1 ekosistemlerindeki mikrobiyal ¢esitliliginin azalmasimin antropojenik etkilerden
kaynaklandigi belirtilmektedir (Ikner ve dig., 2007). Calismamizin sonuglar1 kamp sonrasi
tuvalet 2 alanindan (NAR10) ve kamp alanindan (NAR2 yiizey 6rnegi) alinan 6rneklerdeki
mikrobiyal ¢esitliligin, kamp kurulumundan dnce alinan sirasiyla NAR9 ve NAR1 6rneklerine
gore azaldigina isaret etmektedir. Kamp alanindaki mikrobiyal ¢esitlilik azalmasinin, incelenen
diger alanlara kiyasla bu alanda gozlemlenen yiiksek insan aktivitelerinden kaynaklandigini

diisinmekteyiz.

NARG6 6rnegi, kamptan dnce ayn1 bolgeden alinan NARS 6rnegi ile karsilastirildiginda NAR6
orneginin NARS oOrnegine gore diisiik bir Archaea ¢esitliligine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica kamp alanindan kamp 6ncesi alinan 6rnekte (NAR3) Archaea bulunurken ayni noktadan
kamp sonrasi alinan NAR4 6rneginde ise hi¢ Archaea tespit edilememistir. Alonso ve dig.
(2019), Lascaux Magaras1i’nin mikrobiyal ¢esitliligini insan etkisinin oldugu turistik magaralar
ve sadece kesif i¢in insanin girdigi 2 magaray1 referans alarak degerlendirdiklerinde bizim
sonuglarimiza benzer sonuclar elde etmislerdir. Arastirmacilar, Lascaux Magarasi’nda, insan
etkisinin oldugu referans magarasina gore daha diisiik bir Archaea cesitliligi bulmuslardir.
Magaracilarin faaliyetlerinin sinirli oldugu diisiiniilen noktalarda ise mikrobiyal gesitlilik

azalmasi goriilmedigini belirtmislerdir (Alonso ve dig., 2019). insanlarin soluk alip vermesinin,
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bu tiir ekosistemlerdeki goreceli karbondioksit miktarini artirarak magara ortaminin atmosfer
sistemini etkiledigi bulunmustur (Kurniwan ve dig., 2017). Atmosferdeki inorganik karbonun
daha fazla olmasi, ¢evrede bulunan kemoototrof mikroorganizmalarin azalmasia ya da yok
olmasina neden olabilir veya enerji eldesi i¢in organik bilesiklerin par¢alanmasindan olusan

metabolik aktivitelerini azaltabilir (Barton ve Jurado, 2007).

Ayrica magaracilar ile magaraya giren organik maddeler oligotrofik ortamdaki karbon
miktarini arttirir. Ortama giren fazla organik maddeler geri doniistiiriilemeyebilir ve bu durum
Proteobacteria gibi Gram negatif bakterilerin yok olmasma Firmicutes gibi Gram pozitif

bakterilerin ise artisina neden olabilir (Kukla ve dig., 2018).

Calismamizda, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin arttigi kamp alani (sediment
ornegi) disinda, kamptan sonra alinan tiim orneklerde, Firmicutes iiyelerinde bir artisa karsi
Proteobacteria iiyelerinde bir azalma oldugu ortaya konmustur. Kartchner Magarasi’nda da
turistlerin diisiik ve orta diizeyde etkiledigi magara alanlarinda yiliksek oranda Firmicutes
Uyeleri tespit edilmistir (Ikner ve dig., 2007). Firmucutes {iyelerinin insan etkilerinin diisiik
veya orta dereceli oldugu bolgelerde neden yiiksek oranda bulundugu heniiz belirlenememistir,
ancak insan etkisinin orta diizeyde oldugu turistik Yarasa Magarasi'ndan alian Grneklerin
metagenomik analizlerine gore de Firmucutes iiyelerinin baskinligi ortaya konmustur (Urzi ve
dig., 2010 ve Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016)

Protobacteria iiyelerinin azalmasi magara ekosistemindeki besin zincirini etkileyebilir. Clnkd,
daha onceki c¢alismada gosterildigi gibi, Proteobacteria iiyeleri genellikle magara
ekosistemlerinin birincil Greticileridir (Tomczyk-Zak ve Zielenkiewcz, 2016). Magarada
bulunan organik bilesikleri parcalayarak enerji kazanirlar ve diger mikroorganizmalara
inorganik karbon ve azot saglarlar. Kamptan Once alinan tiim orneklerdeki Protobacteria
tiyelerinin bulunma oranlari, Morca Magarasi’nin bu boliimiinde yagam kaynagi olarak énemli

bir konumda olduklarina isaret etmektedir.

Ote yandan Ikner ve dig. (2007), Kartchner Magaras1’nin insan aktivitelerinden yiiksek diizeyde
etkilenen bolgelerindeki Proteobacteria yogunlugunun, magaralarin en c¢ok ziyaret edilen
bolgelerindeki organik madde girdisi ile iliskili oldugunu géstermistir. Bu, ¢alismamizda en
aktif galisma alanindaki iplik, sa¢ gibi organik madde girdisinin yiiksek olmasi nedeniyle, kamp

alaninda (sediment Ornekleri) gozlemlenen Proteobacteria {iiyelerinin artis1 ile agikca
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goriilebilir. Ayrica Ikner ve dig. (2007) tarafindan incelenen magaralarin insan etkisinin yiiksek

oldugu alanlarinda Bacteroidetes tiyeleri de izole edilmistir.

Caligmamizda, kamp sahasindan alinan sediment Orneklerinin yapilan metagenomik analizi
sonucunda Bacteroidetes iiyelerinde kamp sonrast % 1,89 oraninda artis goriiliirken, diger
bolgelerde bu filum tiyelerinin azaldig: tespit edilmistir. Tuvalet 2 alaninda ise Bacteroidetes

tiyelerinde artis goriilmiis ancak istatistiksel analizlere gore bu artis anlamli bulunmamustir.

Lavoie ve Northup (2006), E. Coli, Staphylococcus aureus gibi insan mikrobiyota Uyeleri ile
termotolerant Bacillus sp.’nin magaradaki insan etkilerinin gostergeleri oldugunu bildirmistir.
Bu tiirler 6zellikle turizme agilan ve insanlarin girdigi diger magaralarda da g6zlemlenmekte
ve magara ortamlarinin mikrobiyal toplulugu {izerindeki insan etkisinin derecesini
belirlemektedir (Leuko ve dig., 2017). Ayrica Propionibacterium gibi insanla iligkili diger
bakterilerin de magaralardaki insanlarin kural ihlallerinden kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir

(Alonso ve dig., 2019).

Calismamizda kamp sonrasi tuvalet alanlar1 olarak belirlenen bdlgelerden alinan 6rneklerde
fazla oranlarda insan gostergesi olan mikroorganizmalar bulacagimizi tahmin etmistik. Ancak,
bu gostergelerin hicbiri kamp sonrasi alinan 6rneklerde tespit edilememistir. Bunun nedent,
magaracilarin  tuvalet olarak kullanilan alanlart  kurallara uygun kullanmalarinda
diisiinmektedir. Cilinkii digkilar magracilar tarafindan bu alanlara dogrudan birakilmamis, poset

veya baska malzemeler kullanilarak biriktirilmis ve sonunda magaradan disar1 ¢ikarilmistir.

Insan gostergelerin ortaya ¢itkmamasinin bir bagka nedeni de, bu mikroorganizmalarin Morca
Magara’sinin ekstrem ¢evre kosullarina uyumsuzlugu ve kisa bir stire sonra 6limeleri olabilir.
Ayrica magaranin daha az kontamine olmus boéliimlerinde, magaranin dogal
mikroorganizmalarimin antimikrobiyal bilesikler veya enzimler gibi farkli biyoaktif maddeler
salgilayarak bu mikroorganizmalar1 ortadan kaldirdigi ve magaranin kendi kendine

biyoremediasyonunu gergeklestirdigi ileri siiriilmektedir (Jhonston ve dig., 2012).

Magaracilarin kamp alan1 olarak belirledikleri bolgeye ilk kez girip orada kamp yapmalari ve
orada gegirdikleri siirenin Morca Magarasi’nin kendi kendine biyoremediasyonu igin ideal

oldugunu diisiinmekteyiz.
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5.3. MAGARALARIN KORUNMASI

Insan arastirmalar1 olmadan doganin gizlerini ortaya Gikarmamiz miimkiin degildir. Ancak

bunu yaparken de doganin en az sekilde etkilenmesini saglamali ve bunun igin g¢aba

gostermeliyiz. Bununla beraber yine de doganin kaynaklarindan yararlanabilmek igin

incelenmesi gereken alanlar insan etkisi altinda kalmadan incelenmelidir. Magaralarin

korunmasi, endiistriyel ve biyoteknolojik dogal kaynaklarin siirekliligi i¢in magara kullanimlar1

bir protokol olusturularak detaylandirilmalidir. Bazi tilkeler magara dernekleri araciligiyla, bu

tiir ortamlarin korunmasi igin gerekli yasalari ve kosullar1 zaten olusturmuslardir. Magaralarin

mikrobiyal ¢esitliliginin korunmasi i¢in sunlar 6nerilebilir

>
>

Magaralara giren magaraci sayis1 ve magarada gegirilecek siire sinirlandirilmalidir.
Magaralarin bagli oldugu kurumlar, magaralarin icindeki yapay iyilestirmelerden
kaginmalidir.

Magaralarin ve magara mikrobiyal ¢esitliliginin 6nemi egitimler ve konferanslar
araciligiyla insanlara anlatilmalidir.

Magaralarin bagli oldugu kurumlar, magaracilar ve bilim insanlar1 (6zellikle
mikrobiyologlar) arasinda isbirligi kurulmalidir.

Magaracilar veya magaraya girenler magara i¢inde hi¢ atik birakmamaya 6zen
gostermelidir. Atiklar torbalara konulmali ve magaradan ¢ikarilmalidir.

Magaracilar ya da bilimsel gruplar tarafindan magara i¢inde kurulan kamplar
olabildigince kii¢lik alana yayilmali ve arastirma i¢in kullanilan yeni teknikler miimkiin
oldugunca magaralarda gegirilecek zamani kisaltilacak sekilde gelistirilmelidir.
Magaracilar, 6zellikle bir magaradan digerine gecerken magara giysilerini ve botlarini
degistirmeli veya yikamalidir.

Magara icindeki her dokunus veya yliriime adiminin gériinmeyen magara mikrobiyal
yapisininin bozulmasina neden oldugu unutmamalidir.

Magara iginde 1sinmak veya sigara icin ates kullanilmasi CO; artis1, organik madde
girisi ve toksik madde girisinin kaynagi oldugu icin yasaklanmalidir.

Bugune kadar ¢ok az sayidaki magara mikrobiyolojisi ¢alismalari yapilmis oldugundan
mgaralardaki mikrobiyoloji ¢alismalart tesvik edilmelidir. Bunun i¢in magara

derneklerinin ¢ogalmasi, farkl iilkelerdeki derneklerin isbirligi yapmasi gerekmektedir.
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5.4. SONUC

Magaralar, sinirli besin, yiiksek nem, diisiik fakat sabit sicaklik ve derinlik arttikga azalan
atmosferik oksijen gibi ekstrem kosullar nedeniyle ekstrem ekosistemler olarak kabul edilir. Bu
ekstrem kosullara ragmen, ekstrem mikroorganizmalar i¢in bdyle bir ekosistemde yasam
imkansiz degildir. Bu tiir mikroorganizmalarin ekstrem kosullara adaptasyonu oldukga ilgi
cekicidir ve biyolojik evrimi aydinlatmak igin bu konuda yapilan galismalar oldukga 6nemlidir.
Yapilan mikrobiyal calismalar, bu ekosistemlerin olusumunda ve evriminde tanimlanan bazi
mikroorganizmalarin 6nemli rollerini, bunun yaninda giiniimiizde biyoteknoloji ve endstriyel

kullanimlarda bu mikroorganizmalarin potansiyellerini gostermistir.

Bu nedenlerle bu dogal ekosistemlerin ve biyocesitliligin korunmasi hayati bir 6nem
tasimaktadir. Bu c¢alismada, magara kesfi sirasinda magaracilarin mikrobiyal ¢esitlilik
tizerindeki olast etkileri, kamp alaninin farkli noktalarindan kamp kurulumu oncesi ve kamp
sonrast alinan 6rnekler analiz edilerek incelenmistir. Kamp yapildiktan sonra alinan 6rneklerde
insan indikatér mikroorganizmalari (Bacteria ya da Archaea) tespit edilmemistir. Ancak,
magaracilik faliyetlerinin olumsuz etkileri tuvalet alanlarinda ve kamp alanlarinda
biyogesitliligin azalmasi, Firmicutes iiyeleri dahil olmak tizere Gram-pozitif bakterilerde
onemli artis ve kamp alan1 toprak 6rneginde gozlenen Bacteroidetes filum iiyelerinin artisi ile

ortaya konmustur.

Shannon indeksine gore, magara faaliyetlerinin oldugu her Ornekleme noktasinda
biyogesitliligin azaldig1 belirlenmistir. Morca Magarasi’nda kurulan kamp dort giin siirmiistiir.
Elde edilen sonuclar, insan gostergesi mikroorganizmalarin tanimlanmamasi nedeniyle yuksek
derecede insan etkisi olmadigini, ancak ozellikle kamp alanlar1 ve tuvalet alanlarinda
mikrobiyal ¢esitliligin azalmasi, magaracilarin neden oldugu diisiik bir etkiye isaret etmektedir.
Magaracilarin magara ekosistemine zarar vermeden iceride ne kadar siire kamp yapmalari
gerektigini belirlemek i¢in hem farkli zaman dilimlerini kapsayan kamp siireleri hem de kamp
sonras1 farkli donemlerde (aylar ve yillar sonra) alinan orneklerin incelenerek daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir. Bu ileri ¢alismalar, genel olarak magara ekosistemlerinin ve

Ozellikle magara mikrobiyal ¢esitliliginin korunmasina katkida bulunacaktir.
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