T.C
KIRIKKALE UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi

YARASA GUANOSUNDAKI BAZI MIKROORGANIZMALARIN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

YAGMUR YUK

ARALIK 2016



Biyoloji Anabilim Dahnda Yagmur YUK tarafindan hazirlanan  YARASA
GUANOSUNDAKI BAZI MIKROORGANIZMALARIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU adli Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali standartlarina uygun

oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Ilhami TUZUN
Anabilim Dali Bagkani

Bu tezi okudugumu ve tezin YUksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine getirdigini

onaylarim.
Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
Danigsman
Juri Uyeleri:
Bagkan : Prof. Dr. Aysun ERGENE
Uye  : Prof. Dr. irfan ALBAYRAK
Uye :Dog. Dr. Hikmet TURK KATIRCIOGLU
R S S

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans

derecesini onaylamustir.

Prof. Dr. Mustafa YiGITOGLU

Fen Bilimleri Enstitt Mudiri



OZET

YARASA GUANOSUNDAKI BAZI MIKROORGANIZMALARIN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

YUK, Yagmur
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
Aralik 2016, 53 sayfa

Bu caligma Mayis 2015 ve Eyliil 2016 tarihleri arasinda Kirikkale’de bulunan
bir yapay galeride yasayan yarasalarin guano Orneklerinin molekiiler ve
mikrobiyolojik analizine dayanmaktadir. Tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan
guano Onemli mikro fauna elemanlari barindirmaktadir. Guano 6rnekleri galeri
zemininden falkon tuplerine alinarak laboratuarda -20 °C muhafaza edilmistir. Yapay
galeriden alinan orneklerin DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen bakterilerin gen
dizilimleri incelenmis ve 16S rDNA sekans analizi yapilarak bu bakterilerin
molekiiler karakterizasyonlart tanimlanmistir. 16S rDNA analizi sonucunda elde
edilen izolatlara YA1, YB2 ve YE3 olarak kodlanmistir. Y1A izolatlar ile %100’e
yakin oranda Bacillus simplex ile homoloji gosterdigi belirlenmistir. YB2 izolatlar
ile %100’¢ yakin oranda Bacillus cereus, ve %99’a yakin oranda Bacillus
thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides ve Bacillus weihwnstephanensis
ile homoloji gosterdigi saptanmistir. YE3 izolat1 ile de %100’e yakin oranda Kurthia

gibsonii, %99 oraninda ise Kurthia sibirica ile homoloji gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Yarasa, Guano, Bakteri, Turkiye, Mikrobiyoloji, Bacillus

simplex, Bacillus cereus, Kurthia gibsonii



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERISTICS OF SOME
MICROORGANISMS IN BAT GUANO

YUK, Yagmur
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
December 2016, 53 pages

This study is based on the molecular and microbiological analysis of bat
guano samples that live in an artificial gallery in Kirikkale between the dates May,
2016 and September, 2016. Guano, widely used in agricultural areas, contains
important micro fauna elements. Guano samples were taken from the gallery floor to
the falcon tube and kept at -20 °C in the laboratory. DNA isolation of samples from
the artificial gallery was made. The obtained gene sequences of bacteria were
examined and molecular characterization of these bacteria is described by 16S rDNA
sequence analysis. Isolates obtained as a result of 16S rDNA analysis were coded as
YAL, YB2 and YE3. YAL isolates showed nearly 100% homology with Bacillus
simplex. It was found that YB2 isolates showed nearly 100% homology with Bacillus
cereus isolates, and nearly 99% homology with Bacillus thuringiensis, Bacillus
anthracis, Bacillus mycoides and Bacillus weihwnstephanensis. It was also noted that
YE3 isolates showed nearly 100% homology with Kurthia gibsonii and nearly 99%

homology with Kurthia sibirica.

Key Words: Bat, Guano, Bacteria, Turkey, Microbiology, Bacillus simplex, Bacillus
cereus, Kurthia gibsonii
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

M Mikro

dNTP Deoksinukleotittri fosfat
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1. GIRIS

Koloni olusturan yarasalarin, bazi deniz kuslar1 ve fok gibi bazi memeli
hayvanlarin digkilart uzun yillar birikerek guano denilen giibre yigmlarini olusturur.
Yarasalar magara ekosisteminin dominant hayvanlar1 olup tiineklerinde olusan
guanolar tarim alanlarinda kullanilmaktadir. Gubre mikrobiyolojik reaksiyonlar
sonucu azot gibi elementlerin artisin1 saglamakta ve onlarca hatta binlerce yil adeta
taslasarak olusan guanolar verimli birer maden haline gelmektedir.

Guano igerigi elementlerce ¢ok zengin bir madde oldugu icin farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Azot ve fosfor gibi elementler nedeniyle de bazi patlayici
maddelerin yapimi1 da miimkiin olmaktadir. Bunun yaninda igerisinde bakteriler ile
endiistriyel atiklarin zehirli etkisi guano ile yok olmaktadir (iliker ve Albayrak,
2013).

Guano, Giiney Amerika’da ¢ok eski Peru medeniyetlerinde tarim yapilan
alanlarda kullanilmistir. Bu anlamda Inka medeniyetinde guano bir maden olarak
deger bulmustur. Alexander von Humbold (1804) Giiney Amerika’dan Avrupa’ya
donerken yaninda kus guanosu getirmistir. Daha sonra guano Ingiliz ciftliklerinde
aranan bir iriin haline gelmistir (Anonim, 1). Diinyada guano ile ilgili birgok
arastirma yapilmistir. Bocek yiyen yarasalarin beslenme 6zelliklerini belirlemek icin
Myotis lucifugus (kahverengi yarasa) tiiri 15 bocek tiirii ile beslenmistir. Bu
yarasalarin guanolari toplanarak analizi yapilmistir (Thomas ve ark., 1983). Yarasa
guanosundaki azot, sodyum, kalsiyum, magnezyum, demir ve potasyum dizeyleri
yaz mevsiminde analiz edilmistir (Studier ve ark., 1991). Japonya’da yarasa
tineginden almman guano Orneklerinden 9 farkli Trichosporon species izole
etmislerdir (Sugita ve ark., 2005). Bes bitki tiirlinde biiyiimeye yonelik yapilan
aragtirmada yarasa guanosu kullanilmis ve bu bitkilerde etkili bir biiyiimenin oldugu
goriilmiistiir (Sothearen ve ark., 2014).

Tiirkiye’de Adana, Kirklareli, Aydin ve Corum’daki baz1 magaralardan alinan
yarasa guano numunelerinin analizi sonucu basta N, P, K olmak iizere Ca, Mg, Cl,
Na ve Fe elementleri tespit edilmistir ve N, Mg, Fe, Cu, Pb ve organik madde
yoniinden bazi farkliliklar kaydedilmistir (Altintas ve ark., 2005).



Balikesir Havran’da yarasalar i¢in insa edilen bir magaraya ikinci yil {ireme
amaciyla gelen ve koloni olusturan Vespertilionidae familyas1 mensubu Myotis
myotis ve Myotis blythii tiirlerinin giibresi analiz edilerek bazi ekolojik parametre ve
element degerleri kaydedilmistir (Albayrak, 2012).

Bu ¢alismanin amaci; yarasa guanosunun mikrobiyolojik yonden incelenmesi
ve yarasa gubresinde hangi tlr bakterilerin bulundugunu tespit etmektir. Bu anlamda
bazi bilesiklerin indirgenmesinde veya bilesiklerin olusumunda rol oynayan
bakterilerin  kimliginin  belirlenmesi de bu arastirmanin diger amacini

olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yarasalarin Genel ve Fiziksel Ozellikleri

Hayvanlar (Animalia) aleminde, memeliler (Mammalia) en son sinif olarak
yer almaktadir. Memeliler (Mammalia) sinifinda ugus 6zelligini gercek anlamda
gosteren tek takim yarasalardir. Yarasalar (Chiroptera)’in subesi, Kordalilar
(Chordata)‘a aittir. Yarasalar Yunanca alfabesinden alinan Cheiros (el) ve Pteros
(kanat) kelimelerinden tiiretilmistir. Bununla beraber “eli kanatlilar” diye tabir edilen
“Chiroptera” olarak bilinirler (Albayrak, 2000).

Yarasalarin ugabilme yeteneklerini 3. zamanin Eosen alt devrinde
kazandiklar1 varsayilmis olmakla birlikte ugma yetenekleri bakimindan kendilerine
benzer canli olan Dermoptera (ucan lemurlar) iiyelerinden farkli hatlar halinde
gelistikleri One siirtilmektedir (Albayrak, 2000). Yarasalar bu ugus oOzeliklerini
metacarpus ve On {iiyelerindeki parmak kemiklerinin uzamasi sonucu kazanmistir.
Yarasalarin kanat yapilar1 kuslardaki gibi degisim gecirmis 6n kollardir. Fakat kus
kanadindaki tiiylere karsilik, yarasa kanadi ¢iplak deriden ibarettir (Hill ve Smith,
1984).

Yarasalarin esnek yapida olan u¢ma derisi ikinci ve besinci parmaklarin ara
kisminda gergin sekilde bulunmaktadir. Kisa ve serbest halde bulunan birinci bazen
de ikinci parmagmn u¢ kisminda tirnak vardir. Yarasalarin gogiis kafesleri oldukga
saglam ve dayaniklidir. Yarasalarin 6zellikle arka bacaklar1 ince ve kisadir, bas asagi

durmalarini saglayan uzun kivrik tirnaklart vardir (Hill ve Smith, 1984).

2.1.1. Deri-Kanat Yapis1

Yarasalarin dakikada kanat ¢irpma sayis1 biiytik tlrlerde 10-12, bu say1 kiigiik
tiirlerde 80’1 bulmaktadir. Yarasalarda ugusu hizli olan tiirlerde kanat ince ve uzun,
yavas olan tiirlerde ise genistir. Yarasalarin deri sistemi ve u¢masini saglayan kanat
yapist farklidir. Bu deri sistemi ile meydana gelen kanat yapis: tiirlere gore farklilik
gosterir. Bagparmak deri disinda olup serbesttir. On iiyede kanat 2. ve 5. parmak

arasinda ve 5. parmakla viicut arasinda kalan deri parcalaridir. Bu parcalar



propatagium, chirapatagium, plagiopatagium, uropatagium olarak adlandirilir (Sekil
2.1).

. Dactylopatagium minus

Dactylopatagium brevies

Propatagium

Dactylopatagium

Plagiopatagium

Uropatagium

Sekil 2.1. Bir yarasada kanadi olusturan deri yiizeylerinin adlar1 (Foto: Y. YUK)

Propatagium on kola dogru uzanmakta olup boyundan bagparmaga kadar
uzanir. Chiropatagium basparmaktan besinci parmaga kadar uzanmakta olup her
parmak arasinda farkli isimlendirilmistir. Plagiopatagium, besinci parmaktan
viucudun yan kismina, sirtin orta kismina ve bacagin arka tarafina uzanir.

Uropatagium arka iki bacak arasina uzanmakta olup kuyrugu da icine almistir (Sekil
2.2).

2.1.2. Ses - GOrme

Yarasalarda genis bir ses spektrumu vardir. Bazi diisiik frekansli mirildanma
sesleri her zaman aktif kolonilerden duyulur. Bu sesler aksamizeri disar1 ¢ikistan
Once yogun olarak ortaya cikar. Bu seslerin fizigi lizerinde ¢ok az ¢alisma yapilmistir
(Griffin, 1958). Ekolokasyon sesleri ¢ok dikkatli sekilde ¢ikarilirken yer bulma

seslerinde ayn1 hassasiyet gosterilmeyebilir.



Sekil 2.2. Yarasalardaki kuyruk ve kuyruk membrani: Rhinolophidae (A),
Vespertilionidae (B) ve Molossidae (C) (Foto: Y. YUK)

Megachiroptera mensubu meyve ile beslenen yarasalar gozleri diger gececil
canl tiirlerde oldugu gibi biiylik ve gelismistir. Gozleri gelismis olmasima ragmen
geceleri yonlerini saptayamazlar. Biiylik yarasalar hafif karanlik yerlerde daha
aktiftir. Microchiroptera mensubu bdcekler ile beslenen yarasalarin gozleri kuguktir.
Bazi tiirlerinin toplu ignenin basi kadar gozli olmasina ragmen ¢ok karanlik olan
gecelerde dahi gozleri rahatlikla gormekte ve ucan bocekleri yakalayarak

beslenmektedir.

2.1.3. Ekolokasyon

Yiizyi1l Onceye dayanan yarasalarin ekolokasyon sistemine ait deneyi
gergeklestiren Italyan Spallanzani, bir odaya dikey olarak gerdigi birgok iplik arasina
biraktig1r bocek yiyen yarasalarin bu ipliklere hi¢c carpmadan ¢ok rahat bir sekilde
ucgtuklarin1 gozlemlemistir. Yarasalarin gozlerini kapattiginda da bu iplerle gerili
ortamdaki u¢ma yeteneklerinde herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir. Fakat
yarasalarin  kulaklar1 kapatildiginda gergin iplere carparak yere diistiikleri
g0zlemlenmistir. Spallazzi’nin deneyinden sonra 1930 yilinda Dijkgraaf ve Griffin
Spallazani’ye gore daha teknolojik yontemler kullanarak deney gerceklestirmislerdir.
Kullandiklar1 teknikler sayesinde bocek ile beslenen yarasa tiirlerinin yiiksek

frekansli ses dalgalar olusturduklar1 anlasilmistir (Corcoron ve Conner, 2014).



Yarasalar agizlar1 agik ugarken, ses sinyallerini verir. Baz1 yarasalar bu sesleri
burun deliklerinden bazilar1 agiz ve bazilar1 da burun ve agizdan birlikte verir.
Yiiksek frekansli ses dalgalari etraftaki cisimlere carparak geri yansir ve yarasa
kulaklar1 bu dalgalar1 alarak beyinde cismin yeri saptanir. Yarasadaki bu sistem yani
ekolokasyon mekanizmasi bir nevi sonar sistemine benzer (Demirsoy ve ark., 2000).
Bu algilama mekanizmas1 “sekli duyma” olarak da tabir edilebilir. Zira geriye dogru
yanstyan ses dalgalariyla yarasa cismin biiylikliigl, yeri, sekli gibi 6zellikleri de
aninda saptar.

Yarasalar bu ses yanki sistemine sahip olduklarindan canli radar olarak da
nitelendirilir. Yarasalar bu yuzden gozle gérme yerine daha ¢ok radar sistemini
kullanir. Yarasalar yiiksek frekansli saniyede 20.000 - 160.000 kez titresim olusturur.
Titresimler yani frekanslar Microchiroptera mensubu tiirler arasinda ve tiirler icinde
farklilik gosterir. Ornegin; Vespertilionidae 30.000 ile 100.000 arasinda kisa dalgali
sesler meydana getirir. Yarasa seslerinin 6zelligi, kabiliyeti, frekansi, sekli, degisik
mesafelerden Uretilen ekolar belirler (Hill ve Smith, 1984).

Farkli ekolokasyonlara sahip farkli tiirlerin, farkli habitatlarda yasama ve
farkli tiirlerle beslenme davranislari ortaya c¢ikmaktadir (Hill ve Smith, 1984).
Ekolokasyon davranisinda yarasalar birbirlerinin seslerini duyabiliyor ya da
anlayabiliyorlar. Ancak yarasalarin tiir i¢cindeki farklilik gosteren sesleri de vardir.
Ornegin; bu sesler anne yavru iletisiminde ya da ciftlesme doneminde de
kullanilabilir (Koopman, 1994). Yarasalarin ekolokasyon sistemi his organiyla
kontrol edilmektedir. Bu ekolokasyon sisteminin benzeri olan sonar ve radar sistemi
bundan esinlenerek gelistirilmistir. Yarasalarin sonar ve radar sistemine goére bir
milyar kez hala hassas ve etkili oldugu ifade edilmektedir (Boynukara ve ark., 2013).

Yarasalardaki ekolokasyon 6zelligi ¢cok dnemli bir yasam stratejisidir. Biitiin
Microchiroptera tirleri kuvvetli bir sekilde yon bulma ve besin arayislarini
ekolokasyon ile gerceklestirmektedir. Ekolokasyon ve gérme arasindaki islevsel fark,
ekolokasyon algisinin aktif ve gérme algisinin pasif olmasindan kaynaklanmaktadir.
Gorme algis1 birgok canlida oldugu gibi 151k enerjisine baghdir, fakat ekolokasyon
hayvanlarin kendileri tarafindan saglanir. Yarasalar avlarimin yerini tespit ederken
ornegin; boceklerin kum {izerinde yiirlimesi, kurbagalarin ses c¢ikarmalar1 gibi
seslerde oldugu gibi av kaynakli sese bagl olarak “pasif ekolokasyon” kullanirlar
(Vaughan ve ark., 2000).



Memelilerde olan feromon ve koku belirtecleri yarasalarda da énemli bir yere
sahiptir. Koku belirteci iireme durumunda ya da yarasa grubunu tanimada kullanilir.
Yarasalarin baz tiirleri 6zellesmis koku bezlerine sahiptir. Ornegin; Embollonuridae
familyas1 mensuplar1 “kese kanatli yarasalar” adin1 almaktadir. Bunun sebebi ise bir

koku kesesinin bulunmasidir (Behr ve ark., 2004).

2.1.4. Burun - Kulak Yapisi

Yarasa familyalarmin karakteristik burun ve kulak yapilari vardir. Bazi
yarasa familyalarinda “tragus” yapis1 bulunmaktadir. Tragus bulunmayan familyalar
Rhinolophidae ve Pteropodidae’dir. Tragusu bulunmayan tiirlerde antitragus

bulunmaktadir. Bazi tiirlerde ise yarasalarin kulaklari birbirine yapigiktir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Rhinolophidae (A), Vespertilionidae (B), Emballonuridae (C),

Molossidae (D) familyasi yarasalarin kulak ve burun yapisi
(Boynukara ve ark., 2014)



2.1.5. Basin Anatomik Yapisi

Yarasalarda kafatasi yapisi, kuslarin kafatasi yapisina gore daha narindir.
Yarasalarin bazi tlirleri hari¢ ergin bireylerde kafatasi kemikleri birbirine
kaynasmistir. Megachiroptera’da kafatasi premaksiller gevsek, baglantili veya
kaynagmistir. Microchiroptera alt takiminda ise premaksiller gevsek, hareketli veya
kaynagmustir. Yarasalarin ¢enelerinin kuvvetli ve sert besin pargalari ile beslenenler
(sert meyve, sert kabuklu bdcekler) daha kuvvetli ve kisa ¢eneye sahiptir. Yumusak
besin ile beslenenler (nektar, kelebek, olgun meyve vb.) zayif ve uzun ceneye
sahiptir (Koopman, 1994) (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Yarasalardaki kafatasi ve ¢ene iskeleti; Vespertilionidae (A),
Rhinolophidae (B) (Foto: Y.YUK)

2.1.6. Beslenme Ozellikleri

Microchiroptera bu alt takim besinlerini ugarken yakalarlar (Kuru, 1987).
Microchiroptera tiirleri besin kaynaklarina gore farklilasmislardir. Baz tiirler etcil,
bazilar siiriingenler, baliklar ve kuslar tzerinden beslenmektedirler (Vaughan ve
ark., 2000). Besin bulamadiklari durumda meyve ile beslenirler. Balik ile beslenenler
uzun arka bacaklarini suya batirarak besinlerini yakalarlar. Kisin yiyecek bulma

noktasinda sikinti ¢ekeceklerinden kis uykusuna yatarlar. Yaz giinleri de ¢ok sicak



oldugunda uykuya dalarlar tipki kisin oldugu gibi metabolizmalar1 yavaslar. Bunun
sebebi enerji kaybini 6nlemektir (Kuru, 1987).

Yarasa turleri iginde ¢ok ilging olan (¢ tlr vampir yarasalar sadece
omurgalilarin kani ile beslenir. Vampir yarasalar disleri ile avlarinin derilerinde kesik
meydana getirerek kan emerler. Vampir yarasalarin ikisi, Diaemus youngi ve
Diphylla ecaudata nin kuslar tizerinden kan emme Ozelligi gelismistir. Diger tiir,
Desmodus rotundus memeli kani emer. Memelilerden kan emen Desmodus
rotundusen yaygin vampir yarasa tardir. Vampir yarasalar Neotropiklerde bulunur.
Yarasa turlerinden biri olan Mystacina tuberculata Yeni Zelanda kiigiik kisa
kuyruklu yarasa, hem etcil hem de otcul olarak beslenir (Vaughan ve ark., 2000).
Bunun diginda bocekle beslenen Microchiroptera mensubu yarasalar, 6zellikle sitma
hastaliginin tasiyicisi olan sivrisineklerle ve daha bir¢ok zararli boceklerle beslenerek

bu bdceklerin ¢ogalmasini 6nler ve bdylece dogal dengenin korunmasinda rol alir

(Hill ve Smith, 1984).

2.1.7. Habitata

Yarasalar genellikle tropikal ormanlar, ¢éller, agik araziler ve yerlesim yerleri
gibi farkli karasal habitatlarda yasar. Yarasalar kutup bolgelerinde yoktur. Yarasalar
beslenmede oldugu gibi yasam alanlarinin tercihinde de cesitlik gosterirler (Vaughan
ve ark., 2000). Yarasa tiirleri barinak durumuna gore de farklilik gosterirler ve kiitiik
altlar1 aga¢ kovuklar1 gibi yerlerde de faaliyet gosterip tiineyebilirler. Ayrica
yarasalar farkli zamanlarda farkli barinma yontemini kullanabilirler. Ornegin;
herhangi bir tir kis doneminde magarada hibernasyonu gegirmekte iken, sicak

aylarda aga¢ kovuklarindaki yariklara tiinerler.

2.1.8. Ureme Ozellikleri

Yarasalarin beslenme 06zelliklerinde oldugu gibi ciftlesme ozellikleri de
tirlere gore farklilik gostermektedir. Bircok yarasa mevsime gore reme
gostermektedir. Yarasalar hibernasyon oncesi ciftlesmekteyken tropikal bolgelerde
yasayan yarasa tiirleri ise mevsime gore iireme gostermektedir. Mevsimlere gore

tiremeyen yarasalar tropiklerde yasarlar ve iireme cesitliligi 1liman bolgelerde



yasayanlar kadar farklilik gostermemektedir. Mevsimsel iiremenin bir baska faydasi
ise bazi tiirler karmasik olan {ireme fizyolojisini yani sperm depolama,
yumurtlamanin geciktirilmesi, déllenmenin geciktirilmesi gibi gelisimler gostermistir
(Hill ve Smith, 1984).

Yarasalarin ¢ogunlukla tireme mevsimleri sonbahar ve ilkbahar donemlerinde
gerceklesmektedir. Yarasalarin sonbahardaki iiremeleri sonucu zigot meydana
gelmez ve spermler disinin fallopi borusunda saklanir. Devaminda ilkbaharda bu
spermler, zigotu meydana getirmek iizere aktif olurlar. Sonbaharda ¢iftlesme
potansiyeli olan fakat ¢iftlesmeyen erkek bireylerin spermleri epididimiste saklanir
ve miiteakip c¢iftlesme periyodunda bu spermler kullanilir. Yarasalarda gebelik stiresi
bir ile iki ay arasinda degisim gostermektedir. Yarasalarin kendileri arasinda degisim
gosteren bir baska Ozellik ise, cogu sene icerisinde bir yavru meydana getirirken
bazilari siirekli olarak ikiz yavru meydana getirir (Albayrak, 2000).

Microchiroptera mensubu olan erkek bireylerden bir ya da iki tanesi
disilerden olusan bir haremin savunmasini yapmaktadir. Erkek bireyler haremde
bulunan disiler ile ¢iftlesme donemlerini ve korumalarini bir baska erkek birey
gelene kadar sirdirmektedirler (Hill ve Smith, 1984). Yarasalarin bazi tiirleri
rastgele ¢iftlesirken, bir kism1 ¢ok esli olarak ¢iftlesmektedir. Buna ragmen tek esli
olan yarasa tiirleri de vardir. Megachiroptera mensubu olan Hypsignatus monstrosus
tiirli kur yaparak ciftlesme yapmaktadir. Ciftlesme yapacak olan erkek bireyler bos
bir alanda toplanarak disi bireylere kur yaparlar ve disi en fazla istedigi erkek bireyi
ciftlesmek i¢in seger (Hill ve Smith, 1984).

Yarasalar memeye sahiptir ve yavrularinm siit ile besler. Yeni dogan bireyler
hizli bir gelisim siiresi gosterdiginden emme donemleri kisa siirmekte olsa da
metabolik olarak ihtiyaglar1 devam etmektedir (Hill ve Smith, 1984). Erkek ve disi
bireyler sadece c¢iftlesme zamani bir araya gelirler ve ¢iftlesme bittikten sonra erkek
disiyi terk eder. Erkek bireyler korunmasina ve beslenmesine katki bulunmak disinda
diger tiim bakim disiler tarafindan yapilmaktadir. Yeni dogan yavru ugma yetenegine
sahip degildir. Bundan 6tiirli yavru ugma yetenegine iki ya da dort hafta icerisinde
kavusur. Yavru yarasalar ugmaya baslayana kadarki donemde annelerine yapisik
halde ugarlar ya da tiineklerinde kalirlar (Nowak, 1983).

Yarasalarin bir diger 6nemli 6zelligi ise sosyal hayvanlar olmalaridir. Sosyal

olarak adlandirilmasinin sebebi disi yarasa dogum yaparken yakinlarindaki diger disi
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yarasalar ona yardim ederler. Bu yardimlagsma insanlar ve yarasalar haricinde baska

higbir canlida goriilmez.

2.1.9. Yasam Siireleri

Memelilerin Omiir uzunluklari, kuguk ve blyik memeli tirlerine gore
farklilik gostermekte olup ¢ogu memelilerde yasam siiresi viicut biiyiikliigii ile dogru
orantili iken yarasalarda ters orantili olarak tespit edilmistir. Buna gore kiglk bir
yarasa tiirli daha biiyiik bir yarasa tiiriinden daha fazla yasamaktadir (Wilkinson ve
ark., 2002). Yarasalarin yaklasitk 20 yil omiir uzunluklari vardir. Ancak Myotis
luciferus, en fazla yasayan bir tiir olarak tespit edilmistir. Bu anlamda isaretlenen

birey 33 yil aradan sonra tekrar yakalanmistir (Kurta, 1995).

2.1.10. Avlan ve Diismanlari

Yarasalar genelde geceleri ugarak bocekleri avlayan bir avcidir. Yarasalarin
en biiyiik besin kaynagini1 Chrysopidae, Hemerobiidae, Dictyopterous, Dipterous tlr(
mensubu bocek ve sivrisinekler olusturmaktadir. Ornegin; tek basina blylk
kahverengi bir yarasa, bir gecede 3000 ile 7000 arasinda sivrisinek yiyebilmektedir
(Alp, 2009).

Yarasalarin avladigi hayvanlar oldugu gibi yarasalari da avlayan hayvanlar
vardir. Yarasalar1 avlayan tiirler baykus, aver kuglar, yilan ve bazi etcil tiirlerdir.
Yilan ve baykus gibi aver tiirler yarasa tiineklerinin girisinde bekleyerek disar1 ¢ikan
yarasalar1 ustalikla avlar. Bazi yarasa tiirleri de diger yarasa tlrleri (zerinden
beslenmektedir. Bu yarasalar; Yeni Diinya mensubu olan Vampyrum spectrum ve
Chrotopterus auritus ve Megaderma cinsindeki iki Eski Dunya turleridir (Hill ve
Smith, 1984).
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2.1.11. Korunmasi

Vampir yarasalar yuzinden tiim yarasa tiirlerinin kan emen yarasalar oldugu
inancinin aksine, yarasalar sira disi Ozelliklere sahip, zararsiz ve oldukg¢a sosyal
hayvanlardir. Uluslararas1 Doga Koruma Birligi (IUCN) yarasalarin sayilarinin hizla
azalmasimin 6nlenmesi i¢in ¢ok 6nemli adimlar atilmasinin geregini vurgulamaktadir.
Diinyadaki 1165 yarasa tiiriiniin yaklasik dortte birinin tehdit altinda oldugu kabul
edilmektedir. Bugiline kadar 12 yarasa tiiriiniin yok oldugu rapor edilmistir. Yarasa
populasyonunun azalmasinin baslica sebepleri habitatlarinin tahrip edilmesi, tlinek
yerlerinin yok edilmesi ve insanlar tarafindan siirekli taciz edilmesidir. Bunun
Onlenmesi i¢in yarasalarin dogal yasam alanlarinin koruma altina alinmasi
kaydedilmektedir (Jones ve ark., 2003). Diger yandan insan girislerini onlemek
amaciyla magara giriglerinin yarasalarin gegebilecegi araliklara sahip demir

parmakliklarla kapatilmasi giderek yayginlasmistir (Fenton, 1997).

2.1.12. insanlar Uzerindeki Etkileri

Yarasalarin, diger hayvanlarda oldugu gibi kuduz viriisii tasiyan bazi tiirleri
vardir. Vampir yarasalar sigirlara hastalik bulastirdigindan sigir yetistiricileri igin
biiytik bir risk olusturmaktadir (Vaughan ve ark., 2000). Diger yandan yarasalar i¢ ve
dis parazit tagiyicilaridir ve ayrica sitmaya neden olan bazi bir hiicreli canlilarin da

barinagidirlar (Hill ve Smith, 1984).

2.2. Yarasalarin Sistematigi

Yarasalar memeliler sinifinda yer almaktadir. Memelilerin ilk siradaki takimi
2272 tiirle Rodentia (kemiriciler)’dir (Albayrak, 2015). Ikinci sirada 5116 tiirle
Chiroptera (yarasalar) gelmektedir. Bu da memeli tiirlerinin %20’sini gercek ucus
ozelligi gosteren yarasalar olusturur demektir. Yarasalar (Chiroptera) diinya tizerinde
202 cins ve 1116 tir ile temsil edilmektedir (Wilson ve Reeder, 2005).

Yarasalar buyik yarasalar (Megachiroptera) ve Kkiglk yarasalar
(Microchiroptera) olmak iizere iki alttakimi olusturur (Vaughan ve ark., 2000).

Yarasalar daha oOnceki yillarda yapilan arastirmalarda Pteropodidae familyasi
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mensubu olan Megachiroptera’nin Microchiroptera’dan ziyade primatlarla kardes
oldugu yorumu yapilmistir. Bunun konu edilmesinin altinda yatan neden ise bu iki
grubun yani Primatlar ve Megachiroptera’nin morfolojik olarak birbirine yakinlik
gOstermesidir. Bu hipotez vicutta bulunan molekiiler diizeydeki arastirmalar ile
curiimustiir (Telling ve ark., 2001). Yarasalarin tek ve ortak bir atadan evrimlestigini
gostermektedir. Yarasalarin en son karar verilen iki alt takimi dogrusal olarak bir soy
agaci gostermis olmalarina ragmen aralarinda bazi ekolojik farklar vardir (Van den

Bussche ve ark., 2004).

2.3. Magara Ekosistemi

Magaralar karanlik, yiikksek nem ve diigiik sicaklik gibi 6zelliklere sahiptir ve
cevremizde gordiglimiiz diger ekosistemlerden farkli Ozellikler tasir. Magaralar
hassas ekosistemler olduklart i¢in, dis kaynakli etkilerle daha c¢ok tahrip olur.
Magaralar jeolojik, cografik, speleolojik olarak 3 farkli sekilde tanimlanir. Cografik
olarak magaralar insanlarin ge¢misinde barinak olarak kullanilan insanlarin
yasayabilecegi kaya¢ kovuklaridir. Jeolojik olarak tanim; karst bolgelerinde kireg
taglarinin erimesiyle olusan birbirine bagl biiyiikk yer kovuklaridir. Speleologlara
gore ise magaralar, en az bir insanin siirlinerek dahi olsa gecebilecegi genislikte ve

yukseklikte olan yer alt1 bosluklaridir (Ozansoy ve Mengi, 2006).

2.3.1. Magaralarin Siniflandirilmasi

Magaralar fiziki yapisi itibariyle yapay, yar1 dogal ve dogal magaralar olarak
U¢ sinifa ayrilmastir.

a) Yapay magaralar: Bu tip magaralar insanlar tarafindan yapilmaigstir.
Ornegin; barinak, sigmak, ibadethane, mezar yeri

b) Yar1 dogal magaralar: Dogal magaralarin insanlar tarafindan kendi
ithtiyaclarini kullanmak tizere modifiye edilmis hali

c¢) Dogal magaralar: Kayaclarda belirli dogal etkenler sonucu olusan bosluklar
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2.3.2. Magara Canhlarimin Siniflandirilmasi

Magaralarda yasayan ve magaralari kullanan canlilar da kendi aralarinda
belirli derecelere gore smiflandirilmistir. Magarada yasayan canlilar; goélge
hayvanlari, alacakaranlik hayvanlari, karanlik zon hayvanlar1 ve sarkitlarin tizerinde
yasayan hayvanlar olmak Uzere dort gruba ayrilir (Schiddte, 1849). Daha sonralar1 bu
simiflandirilma magarada yasayan canlilarin magaralara bagimlilik derecesi
nispetinde degistirilmistir. Yeni siniflandirilmada; Troglobit, Troglofil ve Trogloksen
olarak adlandirilmistir (Schiner, 1854).

Magaralarin sucul canlilar1 i¢in yapilan siiflandirmaya goére Stygobit,
Stygofil ve Stygoksen olarak ii¢ grup ayirt edilmistir (Poulson ve White, 1969).
Troglobit (zorunlu-ger¢ek magara canlilar1) canlilar: Troglobit canlilar, magara
disina ¢ikmayan ve magaraya tamamen bagimli olarak yasayan yarasa gibi
canlilardir (Schiner, 1854). Bu grubun suya bagimli olarak yasayanlar1 ise Stygobit
olarak adlandirilir (Poulson ve White 1969). Troglofil (magara sevenler) canlilar:
Troglofil canlilar yasam dongiilerini magara icerisinde tamamlarlar. Magara disinda
yerylziinde de, yasam alanlarina yakin ¢evre kosullarinda da yasayabilme ozelligi
gostermektedirler. Bu ylizden “magara seven canlilar” olarak gruplandirilmistir
(Schiner, 1854). Bu canli grubunun suda yasayanlart ise Stygofil olarak
adlandirilmigtir. Bu gruba 6rnek olarak magara cekirgeleri ve bir¢ok bocek tiirii
ornek verilebilir (Poulson ve White 1969). Trogloksen (magara ziyaretgileri) canlilar:
Trogloksen olarak adlandirilan canli grubu hem yeryiiziinde hem de magaralarin giris
zonlarinda yasamsal faaliyetlerini gdsterirler. Dis ortama bagimli olarak
yasadiklarindan “magara seven canlilar” olarak gruplandirilmistir (Schiner, 1854).
Bu canli grubunun suda yasayanlar1 ise Stygoksen olarak adlandirilmistir. Bu gruba
ornek olarak kig uykusu i¢in magaralar1 kullanan ayilar verilebilir (Poulson ve White
1969).

Magaralarda yasayan canlilar genel olarak ise; bitkiler, hayvanlar, mantarlar
ve Dbakterilerdir. Bitkiler; yosunlar, ciger otlart gibi nemli yerlerde biiyiimeye
elverisli olanlar yasamaktadir. Hayvanlar ise; omurgali hayvanlar arasinda en fazla
adapte olmus canli yarasalardir. Yarasalarin disinda ise kuslar, siiriingenler gibi
hayvanlar da vardir (Yamag, 2003). Magaralarda omurgali hayvanlar kadar

omurgasiz hayvanlar da bulunmaktadir. Mantarlar, magarada saprofit ve patojen
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olarak yasamaktadir. Bundan dolayr magara ekosisteminde etkili olmaktadir.
Mantarlar diger magara canlilar1 iizerinde parazit olarak yasarlar (Nieves-Rivera,
2003). Bakteriler ise iki sekilde nitelendirilir. Bunlar gegici ve kalic1 bakterilerdir.
Gegici olan bakteriler riizgar yani hava akimi, su akintisi, yarasa ve bocekler gibi
cesitli yollarla tasinarak girerler. Kalic1 olan bakteriler ise, magaranin dogal
canlilaridir.  Yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri i¢in dis ortamdan besin

kaynaklarina ihtiyaglar yoktur (Yamag, 2003).

2.4. Yarasa Gubresi (Guano)

Tarim en temel ihtiya¢ olan ve canliligin devam etmesi i¢in gerekli olan
beslenmenin saglanmasi i¢in ¢ok blyuk bir 6nem arz etmektedir. Organik Urtnlerin
iretimine baslanmasinin  kimyasallarin uzak tutularak tarim c¢alismalarinin
yapilmasinin yani sira verimin de artmasi i¢in ¢alismalar yapilmistir (Karagoz,
2014).

Organik maddenin topraktaki kaynagi, bazi islemlerden gecen hayvan
giibreleri (ahir giibresi, tavuk giibresi, kus giibresi) ve bazi evsel atiklar olabilir.
Gilibrenin tarmmsal iiretimde payr yaklasik olarak %50-60 arasindadir. Giibreler
yararli mikroorganizmalar igerir ve bununla beraber giibre toprakta kimyasal, fiziksel
ve biyolojik etkiye sahip oldugundan olumlu sonuglar birakir. Giibreler arasinda en
fazla azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) bulunduran yarasa gubresi en verimli

gubredir.

2.5. Bakteri

Canlilar bes grupta, Monera, Protista, Fungi, Plantea ve Animalia olarak
smiflandirilmistir. Daha sonra canlilar Archea, Bacteria ve Eucarya olarak 3
“domain” altinda toplanmistir (Sekil.2.5).

1676 yilinda, Antonie van Leeuwenhoek kendi icat ettigi tek mercekli
mikroskopla bakterileri gozlemlenmistir. Leeuwenhoek, bakterilere ilk olarak
“animalcules” (hayvancik) admi vermistir (Porter, 1976). Bakteriler birkac
mikrometre uzunlugunda ve farkli gesitleri, sekilleri vardir. Sekilsel olarak bakteriler,

spiral, ¢ubuksu ve virgiil seklinde olabilir. Her ortamda bakteri bulunur; toprak,
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okyanus, deniz, yer kabugu, hayvan derisi, bagirsak florasi, su kaynaklari yani her
yerde kendi sartlarinda icinde biiyliyen bakteri tiirleri vardir (Fredrickson ve ark.,
2004). Bakteriler diinyada biyokiitlenin ¢ok biiyilk bir boliimiinii olusturur.
Yaptiklar1 calismada bir gram toprak 6rneginde bulunan bakteri sayis1 40 milyon, 1
mL tatli su 6rneginde ise 5x10% bakteri bulundugunu sdylemektedir (Whitman ve
ark., 1998). Bakterilerin insan viicudundaki sayisi ise, insan hiicre sayisinin kati
kadar oldugu bilinir. Bakteriler insan viicudunda deride ve sindirim kanali yolu
lizerinde bulunur (Sears, 2005). Insan viicusunda bulunan bakterilerin ¢cogunlugu
bagisiklik sistemine zararsiz ve koruyucu etkisi olmasinin yani sira, bir kismi da
probiyotik yani yararli, bazilar1 ise patojen ve enfeksiydz hastaliklara sebep olan
etkileri vardir. Bu bakteriler arasinda en zararli ve 6liimciil hastaliklara sebep olan
bakteriler solunum yolu enfeksiyonuna neden olur. Bakterilerin hastalik sebebi
oldugu aragtirmacilar tarafindan 19. yiizyilda bilinmekteydi fakat tedavi igin
herhangi bir antibakteriyel bulunmamaktadir (Thurston, 2000). 1910 yilinda Paul
Ehrlich, Treponema pallidum 'u tespit edebilen segici tanimlamayan ve boyamaya
yarayan boyalarda degisiklikler yaparak bu patojeni segici olarak yok eden yani
oldiiren bilesikler elde etmistir ve bdylece ilk antibiyotigi gelistirmistir (Schwartz,
2004).

DOMAINLER ALEMLER
BACTERIA EUBACTERIA
ORTAK
ATA ARCHAFA ARCHEABACTERIA
—— PROTISTA
EUKARYA PLANTAE
FUNGI
ANIMALIA

Sekil.2.5. Canlilarin (i¢ domain halinde diizenlenen siniflandiriimasi
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2.5.1. Bakteri Tanimlanmasinda Kullanilan Geleneksel Teknikler

Saf kdlturlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve biyokimyasal temellere
dayanan geleneksel mikrobiyolojik teknikler kullanilarak mikrobiyal ¢esitlilik ile
ilgili bilgiye ulasilabilir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarin ekosistemdeki
roliinii algilamaya yonelik ¢alismalarda tek basina yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu
yontemlerin ¢ogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayli yollardan 6lgen yontemlerdir ya da
ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yasam ortami
disinda teshis edilmektedir. Ayrica, klasik yontemlerde saf kiiltiir elde etme
asamasinda, mikroorganizmalarin yasam ortamlari tam olarak temsil edilemedigi
i¢cin, ortamda istenmeyen baska tiirler olusabilmektedir. Ekosistemdeki bakteriyel
cesitliligin fazlalig1 g6z onilinde bulunduruldugunda, klasik yontemlerle tespit edilen
prokaryotik tiirlerin sayis1 (bakteri ve arkeler) oldukga azdir. Simdiye kadar yaklasik
7000 bakteri tiirii tespit edilmistir (Akin, 2014).

2.6. Yarasa Guanosunda Bulunan Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan

Molekiler Yontemler

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tamimlanmasinda kullanilan
klasik teknikler sinirlidir. Bu baglamda, mikrobiyal gesitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgiler olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolay1, sadece morfolojik yapilarina gore siniflandirma yapilamaz.
Metabolik ve biyokimyasal oOzelliklere dayanan siniflandirmada karsilasilan en
bliylik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarini yansitan
kiiltiir ortamlarinda yetistirilmesi gerekliligidir. Termal su kaynaklari, sediment
yapilar, magara icleri ve deniz suyu gibi farkli habitatlardan alinan numunelerde,
molekiiler tekniklerin temelini olusturan (16S rDNA pargalarinin kopyalanmasi gibi)
yontemlerle yapilan ¢aligmalar sonucunda, mikrobiyal ¢esitliligin bildigimizden ¢ok
fazla oldugu ve klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldig1 anlasilmistir.
Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gercektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tiirden tiire degisen kistmlar bulunur. 16S rDNA molekill, yasayan tiim

canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur. Bu 06zellik
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organizmalarin karsilastirilmasini, hatta ayni tiirdeki farklilasmalarin (strain) tespitini

saglamaktadir.

2.6.1. 16S rDNA Dizi Analizi

16S rDNA dizi analizi, gen bolgesi filogenetik iligkilerin belirlenmesinde ve
bakterilerin tanimlamasinda son yillarda yaygin olarak kullanilir. 16s rDNA yiiksek
nitelikte korunmus bolgeleri igerdigi i¢in 16S rDNA gen bolgesi tiirlerin
tamimlanmasinda etkilidir (Brown-Elliot ve ark., 2006). Ribozomal RNA’lar oldukca
biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel olarak yaygin molekiillerdir. Tiim hiicrelerde
niikleotid dizisinin korundugu ¢ok sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda 5S, 16S ve
23S biytikliginde ¢ ¢esit ribozomal RNA molekiilii yer alir. Giiniimiizde
bakterilerin molekiler yontemlerle tanimlanmasinda 16S rDNA geni hedef olarak
secilen dnemli gen bolgelerinden biridir. 16S rDNA gen dizisi, tiim canlilarda yiiksek
derecede korunmus gen bolgesidir. Genomda bu rDNA bolgesinde hem bakteriye
0zgl ¢ok iyi saklanmis diziler yer alir, hem de tiire gore degisken olan diziler
bulunur. Bu boélgelere 6zgii primerler kullanilarak PZR islemi gerceklestirilerek
sekanslama islemi neticesinde sonuca gidilebilir (Leblond-Bourget, 1996). Sekans
analizi, DNA birincil (temel) yapilarinin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. DNA
dizi analizi, bir ucu ayni olan ve bir niikleotid farki ile uzunluklari degisen
oligoniikleotidleri ayirabilme teknigine dayanir (Sanger, 1977). Bir oligonikleotidi
dizilemek i¢in iki farkli yontem gelistirilmistir. Sanger ve arkadaslarmin (1977)
gelistirdikleri yontemde, DNA niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in enzimatik
teknikler ve sentezin 2,3-dideoksiniikleotidtrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak belli
bazlarda sonlandirilmasi prensibine dayanir. Buna karsilik Maxam ve Gilbert (1977)
ise kimyasal bir yontem gelistirmiglerdir. Bu teknikte kullanilan kimyasal maddeler
oldukga toksik maddelerdir. Ayrim giicii yiiksek, fakat uygulama kolayligi olmayan
ve degerlendirme asamasi son derece uzun bir yontemdir. DNA dizi analizi ile bir¢ok
organizmanin genlerinin yapist ve organizasyonu hakkinda onemli bilgiler elde
edilmistir (Monis, 2002).

DNA tiplendirme yontemleri, bakteriyel DNA’daki farkliliklarin ayrimi
iistine kurulmustur. izolatlarin ayrimi icin DNA sekanslamanin kullanilmasi en

uygun yol olarak goriilmesine karsin, her izolatin tim genomunun sekanslanmasi
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pratik degildir. 16S rDNA sekanslarinin veri bankalar1 olusturulmustur ve bu
sekanslarin karsilastirilmasi, tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Aslinda 16S
rDNA sekanslart bakterilerin taksonomik ¢alismalart i¢in oldukga kullanighdir. Bu
sekanslara gore evrimsel agacglar kurulmus olup bakteriyel tiirlerin filogenetik

iliskileri belirlenmektedir (Akin, 2014).

|
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Sekil.2.6. Bakterilerin 16S rDNA sekansina dayali molekiiler tanimlanmasi
(Eskin, 2014)

2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide uygulanan yaygin bir
tekniktir. Niikleik asitlerin in vitro kosullarda g¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, cift iplikli bir DNA molekulinde hedef dizilere iki
oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Oligoniikleotit
primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten
sonra, tek iplikli DNA molekdlleri Gzerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle
baz eslesmesi yapar. Primerlerin 6zgiin olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik

sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
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¢esit deoksiriboniikleozidtrifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA molekiilii
sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama
olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur. Bu ii¢ asamanin 25-30 tekrar1 ile bir tek
DNA pargasindan teorik olarak 68 milyar kopya elde edilebilmektedir (Sekil 2.6).
Art arda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi
evreleriyle DNA pargalar iissel olarak artar (Sekil 2.7). Bu iis cinsinden artigin
sebebi, bir dongil sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik dongiide diger primerler igin
kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PZR dongilisii, DNA molekiilii lizerinde
istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. PZR’nin temel bilesenleri, kalip
olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, primerler, ANTP karisima,

tampon ve MgCl,’dir.

Polimeraz zincir reaksiyonu

| 3 adim, 30-40 kere tekrar eder |

mw%”“"ﬁﬂt - Birinci adim:

Ayrilma fazi

T l (Denatiirasyon)

ikinci adim:
Baglanma fazi
(Annealing)
Bu fazda primerler
kendi bolgelerine

baglanirlar
§ i | | | T3 m m 3 B =
N R > m< Ugiincii adim:
s £ | e LS o ¥ Uzama faz
= : - | g ’
* Ty [Br"’ g B ] (Extension)
3 Wl $

(Andy Viersiaese 1999,

Sekil 2.7. PZR asamalar1 (Anonim, 2)
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Kalip DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj
DNA, ¢esitli genler ve hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. Bu
kalip DNA molekiilleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklar
halinde ya arastirma laboratuarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir.
PZR’de kalip olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’nin yani1 sira RNA da kullanilabilir
(Anonim, 3).

Polimerazlar: Taqg DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir
DNA ipligi meydana getirmek iizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak
dort cesit deoksiriboniikleozittrifosfattan uzun poliniikleotit zincirin sentezini kataliz
ederler. Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici diziye
baglanan kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yoni 5’ugtan
3’uca dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP ile arasina
niikleotitler eklenerek, fosfodiester baglar1 katalizler. Sicakliga dayanikli DNA
polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus izolatindan
elde edilen Tag DNA polimerazidir (Anonim, 3).

Primerler: Gen cogaltilmasi dahil PZR’nin bircok uygulamas: i¢in kalip
DNA’ya tamamen tamamlayict olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak
kullanilan kalip ile yliksek oranda baglanma saglamak {izere primerler 20-30
niikleotit  uzunlugundadir.  OligonUkleotitprimerler, primer sentezi  yapan
laboratuvarlardan ya da ticari olarak elde edilebilirler. Bu primerler genellikle
olusumu bilinmeyen ¢esitli nokta mutasyonlarinin oldugu bdlgelere baglanma
amaciyla segilir (Anonim, 3).

dANTP Karisimi: Deoksiriboniikleozidtrifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
yuksek saflikta ya tek tek ya da dortli karisim halinde ticari olarak saglanir. Taq
DNA polimeraz diisik ANTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) kaliba uygun dogru
bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100 uM dNTP
konsantrasyonu ile gergeklestirilir (Anonim, 3).

Tamponlar ve MgClz: PZR’de kullanilan gesitli tamponlar arasinda en ¢ok
kullamlam1 Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tamponlardir. Mg?* iyonlari
dNTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve
cift iplikli DNA’nin Tm degerini 1 arttirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini
saglarlar. (Tm degeri: Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ciftlerinin
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yarisinin ortadan kalkmasina yol acan sicaklik derecesi) Bu nedenle MgCl,’iin PZR

0zgulligi ve tiriin verimi tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisi vardir (Anonim, 3).

2.6.3. 16S rDNA Analizinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin
baz dizilerinde tiirden tiire degisiklik gosteren kisimlar vardir. 16S rDNA molekili
yagayan tiim canlilarda bulunmakla beraber evrim siireci boyunca korunmustur
(Yilmaz ve Temiz, 2003). Evrim siireci boyunca bu &zelligin  korunmasi
organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilagmalarin (strain)
tespitine imkan vermektedir. Dahas1 gen dizilimi ile istatistiki olarak, ilgili verilerin
elde edilmesi miimkin olabilmektedir.

Tlm organizmalarda fazla miktarda bulunan ribozomlarin iiretilmesinden
sorumlu olan 16S ve 23S rDNA genleri molekiler teknikler kullanilarak yapilan
arastirmalarda en fazla kullanilan genlerdir. Ayrica ¢ok fazla mikroorganizmanin,
16S rDNA geninin dizi analizi bilgilerini iceren ve giin gectikce buylyen bir veri
bankasiin bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alaninin
artmasini saglamistir. 16S rDNA dizini bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda,
diinyada genis capta kullanilan bir biyo belirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi
olan organizmalarin istatistiksel olarak karsilagtirilmasina da olanak saglar. Buna
ragmen nispeten pahali olabilir, dikkatli ve hassas c¢alisma gerekebilir ve

sekanslamada turler arasi yiiksek oranda benzerlik ¢ikabilir (Cole, 2003).

2.6.4. Tiirlerin Filogenetik Analizi ve Filogenetik Agacin Olusturulmasi

Tarlerin birbirleri ile arasindaki iligskiyi inceleyen bilim dali filogeni
isimlendirilmistir. Bakteri gibi organizmalarin yakinlik iliskilerinin belirlenmesi ve
soylar1 bakimindan sistematik olarak konumlandirilmasidir. Analiz sonucunda
yapilan filogenetik agaclar hangi organizmalarin ne kadar yakin iligki igerisinde
oldugunu, hangilerinin uzak oldugunun tayinini yapmaktadir. Niikleik asit veya
aminoasit dizisi filogenetik analiz i¢in en fazla kullanilan molekiillerdir. Niikleik asit
veya aminoasit dizisi elde edildikten sonraki asama Basic Local Alignment and
Search Tool (BLAST) otomatik olarak verilerin yiiklii oldugu sistemdir. BLAST
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sisteminden faydalanilarak yapilan ¢alismada, bulunan en yakin diziler elde edilir
(Lepp ve Relman, 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Besiyeri

Indikatér veya inhibitér icermeyen, birgok mikroorganizmanin gelisebilmesi
icin yeterince zengin besin maddesi iceren genel kullanim amacgh besiyeridir. izole
edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde hazirlanmasinda kullanilmistir. Kullanilacak
miktarda besiyeri, 6ncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm basingta steril edilmistir. Bu

arastirmada bilesimi asagida belirtildigi gibi Muller Hinton Agar (MH) Besiyeri

kullanilmastir.
Bilesimi a/lL
Pepton 5.0
Et 6z(td 2.0
Kazein hidrolizat 17.5
Nisasta 15
Agar 13.0

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

3.1.2.1. Kullamlan Kimyasallar

Calisma siiresince kullanilan kimyasallar Merk ve Sigma firmalarinda temin

edilmistir.
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3.1.2.2. Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.1.2.2.1 Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.1.2.2.1.1. Tris/ EDTA Tamponu (250 mL)

Bilesimi asagida verildigi gibi toplam hacim 250 mL olacak sekilde distile su
ile tamamlanmistir (pH8.0).

Bilesimi g/L
Tris 0.3
EDTA 0.008

3.1.2.2.1.2. %10°luk SDS Tamponu (100 mL)

Bu tampon igin 10 gram SDS tartilarak 100mL distile suda ¢oziilmiistiir.

3.1.2.2.1.3. Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (10 mL)

Proteinaz-K icin 0.0384 g CaCl,2H>0 tartilarak 5 mL gliserol ve 100 pL 1M
Tris-HCI (pH8.0) ile ¢6ziilmiistiir. En son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su
eklenmistir. Hazirlanan bu c¢ozeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz-K

¢Ozlilmiistiir.

3.1.2.2.1.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

NaCl tamponu i¢in 20 g NaCl tartilarak, 100 mL distile su ile ¢oziilmistiir.
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3.1.2.2.1.5. CTAB/NaCl tamponu (100 mL)

CTAB/NaCl tamponu i¢in 4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢ozlerek
ve 10 g CTAB yavas bir sekilde solisyona eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmistir. Son

hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmustir.

3.1.2.2.1.6. Kloroform/izoamil Alkel Tamponu (100 mL)

Kloroform/izoamil alkol tamponu i¢in 96 mL kloroform, 4mL izoamil alkol

ile karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmustir.

3.1.2.2.1.7. Kloroform/izoamil Alkol/Fenol Tamponu (100 ml)

Kloroform/izoamil alkol/fenol tamponu 48 mL kloroform, 2 mL izoamil alkol

ve 50 mL fenol ile karigtirilarak 100 mL tampon hazirlanmistir.

3.1.2.2.1.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL alinarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmastir.

3.1.2.2.1.9. %70’lik Etil Alkol (100 mL)

Bu ¢ozelti icin 70 mL %100’liik etil alkol ile 30 mL distile su karistirtlarak

hazirlanmustir.

3.1.2.2.1.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)

Tris-HCI tamponu igin 70 mL %100’lik etil alkol ile 30 mL distile su

karistirilarak hazirlanmistir.
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3.1.2.2.1.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

Tris-HCI tamponu igin 0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suda

¢Oziilmiistiir.

3.1.2.2.1.12. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama
Asagida belirtilen bilesim tamamlandiktan sonra toplam hacim 1000 mL

olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir.

Bilesimi a/L
Tris 242
Na,EDTA-H,0 37.2

Glasiyal Asetikasit 57.17

3.1.2.3. PZR Amplifikasyonu I¢in Orneklerin Hazirlanmasi
PZR amplifikasyonu i¢in 16S rDNA orneklerini amplifiye etmek icin standart
16S rDNA gen sekansina (GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel

oligoniikleotid primerler kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler ve dzellikleri

Primer | Dizi (5’- 3") Ozellik Tm(°C) | Referans
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | Obakteriyel, diiz | 48° Britscgi ve
Giovannoni
1492R | ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43° Edgcomb ve
digerleri

Primerler; 27 F forwardprimer: 5-CCGAATTCGTCGACA
ACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Britscgi ve Giovannoni, 1991) ve 1492 R
reverseprimer:  5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'
kullanilmistir (Edgcomb ve ark., 2002). PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100
pL PZR karigimi i¢in 10 pL. kromozomal DNA (100 ng), 5 uL 16S Forward Primer
(20 pmol), 5 pL. 16S Reverse Primer (20 pmol), 4 uL 5 mM 4 dANTP karigimi, 4 pL
50 mM MgCly, 10 puL 10x Taq Buffer (Taq DNA polymerase igeren), 61.5 uL steril
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distile su, 0.5 pL (2.5U) Taqg DNA polymerase karistirilip santrifiijlenmistir.
Thermalcycler da 30 dongii ile gogaltilan 6rnekler sekans analizi yapilana kadar -
20°C’de saklanmistir (Zolgharnein ve ark., 2010).

3.2. YOontem

3.2.1. Calisma Alani

Guano 6rnegi Kirikkale Keskin ilgesinin Kirsehir ¢ikisinda bulunan Keskin
Meslek Yiiksek Okulu arazisindeki bir galeriden alinmistir (Sekil 3.1). Bu galeri
merkezi 1sitma sistemi i¢in yapilmis yaklagik 300 metre uzunlukta, 2 metre
yikseklikte ve 1,5 metre genisliktedir. Bu galeri, nisan aylarinda yarasalar tarafindan
ziyaret edilerek yavrulama kolonileri i¢in kullanilir. Kasim ayindan itibaren yarasalar
kislama tiineklerine go¢ ederek galeriyi terk ederler. Galeri bazen tarim yapilan genis
bir arazi i¢inde yer almaktadir. Galeri girisleri tistten 1 metrekareli demir kapilar ile
kapatilmistir. Zaman iginde galeride gogiikler olusmustur ve yarasalar giris

cikiglarini buradan yapmaktadir. Kigin ocak ayinda ortalama sicaklik 15 °C kadardir.

Sekil 3.1. Yarasalarin yasadig: bir galerinin konumu (Sar1 ¢izgi)
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3.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Yaz aylarinda yavrulama yeri olarak kullanilan ve insanin rahatlikla
yiiriiyebilecegi boyutlarda, tamamen karanlik olan bir galerideki giibre 6beklerinden
guano Ornegi alinmustir (Sekil 3.2). Ornekler sadece falkon tiipiiniin agiz kismi

kullanilarak alinmis ve agz1 kapatilmistir.

Sekil 3.2.Falkon tipi ile guano yigimindan 6rnek alinisi

3.2.3. Gubrede Bulunan Bakterilerin izolasyonu Ve Tanmimlanmasi

Guanoda bulunan bakterilerin izolasyonu icin Muller Hinton agar (MA)
ortamlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan besi ortamlarina alinan guano 6rnekleri
seyreltilerek ekim yapilmistir. 24 saatlik inkiubasyon suresi sonunda petriler
ortamdaki iireme ¢esidi bakimindan incelenmistir. Segici ortamda izole edilen farkl
koloniler, saflastirma igin ayni ortamda tekrar kiiltiire edilmistir (Vandz urova ve
ark,. 2013). Kati besiyerinde biiyiitillen saf suslarin koloni morfolojisi ve gram

ozellikleri belirlenmistir.
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3.3. Koloni Morfolojisi

Guanoda bulunan bakterilerin izolasyonu i¢in Muller Hinton agar ortamlari
hazirlanmis ve ekim yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler ortamdaki iireme
¢esidi bakimindan incelenmistir. Segici ortamda izole edilen farkli koloniler
saflagtirma i¢in ayn1 ortamda tekrar ayn1 kultlrlerin olusumu gozlenmistir.

Kati1 agarda biiyiitiilen saf suslarin koloni morfolojisi Pelczar ve Reid’e

(1958) gore yapilmstir (Pelczar ve ark,. 1958).

3.4. Hicre Morfolojisi

Hicrelerin, Gram boyama yontemi kullanilarak incelemesi yapilmistir. Gram
boyama en sik kullanilan islemlerden biridir. Gram boyama yontemi 1844 yilinda H.
Christian Gram tarafindan gelistirilmistir (Kruzcak-Filipov ve Shively, 1992). Gram
boyama ile Kkilturlerde Ureme goOsteren bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin
degerlendirmesi yapilir. Degerlendirilmesi yapilan bakteriler hiicre duvarlarinin
yapisina gore “gram pozitif” ve “gram negatif” olarak adlandirilirlar (Koneman ve
ark., 1992).

Gram pozitif bakteri tiirlerinde hiicre duvarlarinda boya kalir ve bakteri koyu
menekse rengini alir. Gram negatif tirler ise peptidoglikan yapisina sahip
oldugundan alkol ile islem gordiiglinde zarar goriir ve zit renkte pembemsi bir renk
alir (Anonim, 4). Bu tespit islemleri ise mikroskop (immersiyon yagiyla ve 100
biiylitmeli objektifle) altinda incelenmis Gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekilleri

ve hiicrelerin diizenlenmesi gozlenmistir.

3.5. Bakteriyel Kiiltiirden Genomik DNA izolasyonu

Yarasa gubresinden izole edilen bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu
Cutting ve Horn (1990) protokoliine gore yapilmistir (Cole ve ark., 2009). 15 mL
Nutrient sivi besiyerine tek koloniden ekim yapilip 150 rpm’de 37°C’de 1 gece
inkiibe edilmistir. Bir gecelik bakteri kiiltiirleri 1.5mL’lik epondorf tliplere koyularak
10.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Ust kisim uzaklastirildiktan sonra pelletler 567 pL
TE tamponu i¢erisinde mikropipet yardimiyla ¢oziindiiriiliip ve iizerlerine 30 uL. SDS

ve 3 uL proteinaz K ¢ozeltileri eklenerek vortekslenmistir. 37°C’de 1 saat bekletilen
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hiicrelere 100 puL. NaCl ekleyerek tekrar vortekslenmistir. 800 uL. CTAB/NaCl
coOzeltisi ekledikten sonra tiipler vortekslenip ve 65°C’de 10 dk tutulmustur. Tiiplerin
lizerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenerek tekrar vortekslenmistir.
10.000 rpm’de 5 dk santrifujlenen tlplerin Ust fazlari, temiz satriflij tlplerine
almmarak ve esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol karisimindan ekleyerek
vortekslenmistir. 10.000 rpm’de 5dk. santrifllj edildikten sonra Ust fazlar dikkatlice
temiz tliplere alinarak ve 0,6 hacim izopropanol eklenmistir. Ardindan DNA
cokinceye kadar tiipler vortekslenip 15.000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Tiiplere
50 puL % 70 etanol eklenerek DNA’lar yikanip ve tiipler hemen ters cevrilip alkol
uzaklastirilmistir. Tipler agz1 agik durumda oda sicakliginda bir siire (10-15 dk)
veya 60°C’de birka¢ dakika bekletilerek alkoliin tamamen ugurulmasi saglanmistir.
Pelletlerin Gzerine 50-100 uL. TE tamponu ekleyip, tiiplere parmakla yavasga
vurularak DNA’lar ¢ozdiiriilip, DNA safligi Nanodrop cihazi (Invitrogen) ile
Olglilmiistiir. Her jelde molekiiler marker olarak 1 kb DNA Ladder kullanilmigtir ve
DNA % 0,7’lik agaroz jelde (w/v) 80 voltta 3 saat boyunca elektroforezde

yirltilmistir. Jel, gel red ile boyanarak UV altinda goriintiilenmistir.

3.6. PCR Amplifikasyonu ve PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR amplifikasyonu igin standart 16S rDNA gen sekansina (GenBank) goére
sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotidprimer ¢ifti, 27 F forwardprimer: 5'-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve 1492 R
reverseprimer: 5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGT TACGACTT-3
kullanilmistir (Edgcomb ve ark., 2002). Ayrica PCR Urinleri amplifiye edildikten

sonra uygun saflastirma kitler ile saflastirilmistir.

3.7.16S rDNA Sekanslamasi ve Bakterilerin Tanimlanmasi

Izolatlarla yapilan PCR calismalar1 ile elde edilen Griinlerin 16S rDNA
sekans analizleri yapilmustir. Saflastirilmis PZR iiriinleri, sekans analizi i¢in Istanbul
Medsantek firmasina gonderilmistir. Sekans analiz sonuglarina gore elde edilen dizi
analizi verileri, A-G-C-T dizin dosyalart bi¢ciminde kopyalanarak, 16S rDNA

sekanslar1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinde, BLAST programinda

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

degerlendirmeye alinmis ve bu veri tabaninda bulunan Gen Bankas1 sonuglarina gore
% benzerlikleri tanimlanmis olmakla beraber mevcut tirlerle olan muhtemel

farkliliklar incelenmistir.

3.8. Filogenetik Soyagaclarimin Olusturulmasi
16S rDNA gen sekanslama sonuglarina gore izolatlarin MEGA 7 programa ile

filogenetik soyagaglari olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Izolasyonu

Kirikkale Keskin ilgesinin Kirgehir ¢ikisinda bulunan Keskin Meslek Yiiksek
Okulu arazisindeki bir galeriden alinan guanoda bulunan bakterilerin izolasyonu igin
Muller Hinton (MH) besiyerleri hazirlanmis ve ekim yapilmistir. 3 adet farkli bakteri
izole edilmistir. Bakteri suslari, YA, YB2 ve YE3 olarak kodlanmistir (Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. Bakteri kilturlerinin koloni morfolojisi (Tek Koloni)

4.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda énemli olan gram boyama islemi
sonucunda deneylerde kullanilan YAI, YB2 ve YE3 izolatlarinin mor renklerde
goriilmelerinden dolayr Gram (+), morfolojilerinin de basil olduklar1 tespit edilmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. YAL izolatinin Gram (+) mikroskop gorintisu

4.3. YA1 Kodlu Susun PZR ve 16S rDNA Sekans Analizi

Analiz icin 16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltma isleminden sonra % 1°lik
agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde yaklasik olarak 1000 baz
ciftine karsilik gelen bolgeler oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). YA1 kodlu susa ait
primer baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri gorilmektedir. Spesifik olmayan
baglanmalarin en az oldugu sicakligin 58°C oldugu goriilmektedir. Spesifik

baglanmalarin en az oldugu MgClz konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir.
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M 569C. 57°C S8°C  59°C " 60°C

1000 bp we——

Sekil 4.3. Farkli primer baglanma sicakliklarinda YA1 kodlu susun
PZR urunleri

4.3.1. YA1 Kodlu Susun Tanimlanmasi ve Filogenetik Analiz Sonugclari

YAL kodlu susun tanimlamak i¢in 16S rDNA sekans analizi sonucunda elde
edilen niikleotid dizileri, National Center of Biotechnology Information’in web
sayfasindaki BLAST programmin verdigi sekanslarla karsilastirilmistir. Gen
Bankasinda yapilan BLAST analizine gore YAl kodlu susun %100 oraninda
Bacillus simplex ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu tiir ile ilgili gen
bankasindan NJ115064 kodu alinmistir. YA1 kodlu susun filogenetik agaci, 16s
IDNA gen sekans analizi kullanilarak, MEGA 7.0 programinda veriler yiiklenerek
neighbour-joing metodu kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.4). Gortldigi gibi YAl

kodlu susun gosterdigi ilk 15 Dbakteri ile soy agact olusturulmustur.

35



Y41 (NR115064)
_|: Bacillus simplex strain DSM 1321 (NR042136)
Bacillus ginsengisoli strain DCT33 (NRI09038)
Bacillus butanovalivorans strain K9 (NR0O44170)
Bacillus psychrosaccharolvticus strain NBRC 101233 (NR113992)
Bacillus purgationivesistensis strain DS22 (NR108492)
Bacillus pocheonensis strain Gsoil 420 (NRO41377)
Bacillus horneckiae strain IP0ISC (NR116474)
Bacillus huizhouensis strain G5503 (NR133974)
Bacillus psvchrosaccharalvticus strain ATCC 23296 (NR0O40703)
Bacillus muralis strain LMG 20238 (NR042053)
Bacillus simplex strain LMG 11160 (NR114919)
_|: Bacillus simplex strain NBRC 15720 (NRI12716)

— Bacillus massiliogorillae strain AP8 (NRI125629)
L Bacillus massiliogarillae strain G2 (NR13029)

1 1 1 1
200 150 1.00 05D 0.00

Sekil 4.4. YA1 kodlu susa ait neighbour-joing metoduyla olusturulan dendogram

Soy agacini desteklemek i¢in uzaklik matriksleri (distance matrix) Mega 7.0
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Filogenetik analizler sonucunda YA1

kodlu susa en yakin tiiriin Bacillus simplex oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. YAL kodlu susun 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Turler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. YAL (NR115064)
2. Bacillus muralis strain LMG 20238 (NR042083) 4.773
3. Bacillus simplex strain LMG 11160 (NR114919) 4501 1.906
4. Bacillus simplex strain NBRC 15720 (NR112716) 4501 1.906 0.000
5. Bacillus simplex strain DSM 1321 (NR042136) 3.285 4.426 4.441 4441
6. Bacillus butanolivorans strain K9 (NR044170) 4197 4495 3569 3.569 3.513
7. Bacillus psychrosaccharolyticus strain NBRC 101233 (NR113992) 4,137 3.405 3.488 3.488 4.402 3.033
8. Bacillus psychrosaccharolyticus strain ATCC 23296 (NR040793) 4416 4.020 3.041 3.041 4.343 4.250 4.086
9. Bacillus huizhouensis strain GSS03 (NR133974) 3.314 3922 4492 4492 4499 4.098 3.847 4.128
10. Bacillus purtigaoniresistens strain DS22 (NR108492) 3.508 3.510 2.953 2.953 3.273 3.128 3.116 4.158 4.560
11. Bacillus massilioanorexius strain AP8 (NR125629) 3.077 3.393 4.016 4.016 3.544 4319 4.105 4.439 4.451 3.927
12. Bacillus horneckiae strain 1P01SC (NR116474) 4.029 3.256 4.299 4.299 4581 4.452 3.241 3.469 3.576 3.652 2510
13. Bacillus massiliogorillae strain G2 (NR133029) 3.625 3.216 3.056 3.056 4.665 4.460 3.857 4.371 4504 4.419 0.115 2.740
14. Bacillus ginsengisoli strain DCY53 (NR109058) 2.710 3.764 4.394 4394 3.792 2929 3.324 4.437 4978 3.106 3.045 3.455 3.016
15. Bacillus pocheonensis strain Gsoil 420 (NR141377) 4145 3.208 4581 4581 3.168 3.076 4.175 3.123 4.644 3902 3.617 4.369 3.750 3.602
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4.4. YB2 Kodlu Susun PZR ve 16S rDNA Sekans Analizi

YB2 kodlu susun PZR i¢in 16S rDNA bolgeleri PZR’ de ¢ogaltma
isleminden sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistir. Agaroz jel elektroforezinde
yaklasik olarak 1000 baz ciftine karsilik gelen bolgeler oldugu goriilmektedir (Sekil
4.5). YB2 kodlu susa ait primer baglanma sicakliklarindaki PZR f{irtinleri
gorulmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az oldugu sicakligin 58°C oldugu
gorilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu 2 mM

olarak belirlenmistir.

1000 bp i

Sekil 4.5. Farkli primer baglanma sicakliklarinda YB2 kodlu

susun PZR urinleri

4.4.1. YB2 Kodlu Susun Tanimlanmasi ve Filogenetik Analiz Sonug¢lar:

16S rDNA sekans analizi sonucunda elde edilen nikleotid dizileri, National
Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programinin
verdigi sekanslarla karsilagtirilmistir. Gen Bankasinda yapilan BLAST analizine gore

YB2 kodlu susun % 100 oraninda Bacillus cereus ve %99 oraninda Bacillus
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thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides ve Bacillus weihwnstephanensis
ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu tiir ile ilgili gen bankasindan
NRO074540 kodu alinmistir. YB2 kodlu susun filogenetik agaci, 16s rDNA gen
sekans analizi kullanilarak MEGA 7.0 programinda veriler yiiklenerek neighbour-
joing metodu kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.6). Gortldiigi gibi YB2 kodlu susun
gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agaci olusturulmustur.

Bacillus cereus stram AIM 12605 (NR113326)
{ Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 (NR11399])
Bacillus cereus strain JCM 2152 (NR113266)
Bacillus mycoides strain NBRC 101228 (NR11399()
Bacillus thuringtensis strain IAM 12077 (NR043403)

[ Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 (NR112780)
S Bacillus cereus stram NBRC 15305 (NRI112630)
Bacillus cereus strain CCM 2010 (NR115714)
[ Bacillus cereus strain ATCC 14579 (NRI14382)
L Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 (NR114381)
EBacillus myeoides strain 273 (NRO36880)
—— YB2 (NR074540)

_|: Bacillus ceveus ATCC 14579 (NRO74340)
Bacillus wethenstephanensis strain DSM 11821 (NR024697)

Bacillus mycoides strain ATCC 6462 (NR113993)

Sekil 4.6. YB2 kodlu susa ait neighbour-joing metoduyla olusturulan dendogram

Soy agaci desteklemek icin uzaklik matriksleri (distance matrix) Mega 7.0
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Filogenetik analizler sonucunda YAl

kodlu susa en yakin tiiriin Basillus cereus oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. YB2 kodlu susun 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tarler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 YB2 (NRO074540)
2 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 (NR114581) 0.001 0.000
3 Bacillus thuringiensis strain IAM (NR043403) 0.001 0.000
4 Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 (NR112780) 0.001 0.000
5 Bacillus thuringiensis Bt407 0.001 0.000 0.000 0.000
6 Bacillus cereus strain ATCC (NR114582) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
7  Bacillus cereus strain JCM 2152 (NR113266) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000
8 Bacillus cereus strain CCM 2010 (NR115714) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.000
9  Bacillus cereus strain NBRC 15305 (NR112630) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.000 0.000
10 Bacillus cereus strain ATCC 14579 (NR114582) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000
11 Bacillus cereus strain 1AM 12605 (NR115526) 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000
12 Bacillus anthracis strain Ames strain Ames (NR041248) 0.005 0.004 0.004 0.004 0.004 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 o0.001
13 Bacillus mycoides strain NBRC 101228 (NR113990) 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006
14 Bacillus mycoides strain ATCC 6462 (NR15993) 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.000
15 Bacillus weihwnstephanensis strain DSM 11821 (NR024697) 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.000 0.000
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4.5. YE3 Kodlu Susun PZR ve 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA bolgeleri, PZR’ de gogaltma isleminden sonra % 1°lik agaroz jelde
yuriitilmistir. Agaroz jel elektroforezinde yaklasik olarak 1000 baz ciftine karsilik
gelen bolgeler oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7). YE3 kodlu susa ait primer baglanma
sicakliklarindaki PZR {irtinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az
oldugu sicakligin 58°C oldugu goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu

MgCl; konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir.

1000 bp —s

Sekil 4.7. Farkli primer baglanma sicakliklarinda YE3 kodlu susun PZR tirtnleri

4.5.1. YE3 Kodlu Susun Tanimlanmasi ve Filogenetik Analiz Sonug¢lar:

YE3 kodlu sus i¢in 16S rDNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid
dizileri, National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST
programinin verdigi sekanslarla karsilastirilmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST
analizine gére YE3 kodlu susun %100’e yakin oraninda Kurthia gibsonii ve %99
oraninda ise Kurthia sibirica ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu tiir ile
ilgili gen bankasindan NR025628 kodu alinmistir. YE3 kodlu susun filogenetik
agaci, 16s rDNA gen sekans analizi kullanilarak, MEGA 7.0 programinda veriler
yuklenerek neighbour-joing metodu kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.8). Gorildigi
gibi YE3 kodlu susun gosterdigi ilk 20 bakteri ile soy agact olusturulmustur.
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Kurthia sibirica
4|£ Kurthia sibirica strain NBRC 101530
Rummeliibacillus pycnus strain NBRC 101231

Viridibacillus neidei strain BD-87
YE3 (NR025628)

Kurthia massiliensis strain JC30

—|: Kurthia gibsonii
Kurthia gibsonii strain NBRC 15534
Kurthia gibsonii strain NCIMB 9758

Chryseomicrobium imtechense strain MWW 10
Kurthia sibirica strain 13-22

Paenisporosarcina indica strain PN2
Lysinibacillus contaminans strain FSt3A
—|: Sporosarcina antarctica strain N-05
Bacillus tianshenii strain YIM M13235
Paenisporosarcina macmurdoensis strain CMS 21w
E\ﬁridibacillus arvi strain LMG 22165
Viridibacillus arenosi strain LMG 22166

—— Paenisporosarcina quisquiliarum strain SK 55
[ Psychrobacillus psychrodurans strain 68E3

Sekil 4.8. YE3 kodlu susa ait neighbour-joing metoduyla olusturulan dendogram

Soy agaci desteklemek i¢in uzaklik matriksleri (distance matrix) Mega 7.0
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Filogenetik analizler sonucunda YE3

kodlu susa en yakin tirin Kurthia gibsonii oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. YE3 kodlu susun 16S

rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Turler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 YE3(NR025727)
2 Viridibacillus arenasi strain LMG 22166 (NR025628) 0.7596
3 Viridibacillus neidei strain ED-87 (NR025029) 5776  5.816
4 Kurthia sibirica (NR118297) 2106  2.020 0534
5  Kurthia sibirica strain NBRC 101530 (NR11262 2106 2.020 0.534 0.000
6  Kurthia sibirica strain 13-22 (NR042214) 5549 6.468 4.500 5.480 5.480
7 Rummelibacillus pyncus strain NBRC 101231 (NR041521) 3.654 3622 0391 0.114 0.114 4546
8  Kurthia gibsoni strain NCIMB 9758 (NR119002) 5.632 4228 3.921 3.957 3.957 5320 4.009
9 Kurthia gibsoni (NR118298) 4110 3,555 2527 3.648 3.648 5473 2228 4.414
10 Kurthia gibsoni strain NBRC 15534 (NR041520) 4110 3555 2527 3.648 3.648 5473 2228 4.145 0.000
11 Paenisporosarcina guisguiliarum strain SK 55 (NR043720) 3934 3402 4215 3260 3.260 6.185 3.321 4.181 3.951 3.951
12 Paenisporosarcina irdica strain PN2 (NR108473) 4180 3.645 5.146 3.817 3.817 3.158 3.958 4.329 5535 5535 5.376
13 Kurthia macmurdoensis strain CMS 21w (NR025573) 3.645 4.063 5481 5562 5562 3911 5.679 4.332 3969 3.969 4.080 4.414
14 Kurthia massilensis strain JC30 (NR118218) 4099 3483 2520 3.727 3.729 5351 2165 4.403 0.031 0.031 4.043 5600 3.905
15 Rummelibacillus stabekisi strain NBRC 104870 (NR114270) 4089 3621 2482 3591 3591 5351 2025 4266 0.033 0.033 3961 5387 3.987 0.038
16 Lysinibacillus contaminons strain FSk3A (NR109740) 3.826 3.698 5523 4.334 5125 5225 4443 4443 5559 3683 3.683 3.683 4.612 4.395 4.365
17 Sporosarcina antarctica strain N05 (NR044122) 4418 5561 5352 50988 5988 3.806 5.873 4.211 4205 4.205 3.764 3.433 4.002 4.169 4.168 3.273
18 Psychrobacillus psychrodurans strain 68E3 (NR025409) 3.989 3401 3823 3271 3271 5711 3242 5594 3940 3940 0.118 4.157 4532 4.060 4.094 5640 4.154
19 Chryscomicrobium imtechense strain MW10 (NR117419) 5481 6.023 3491 3.797 3501 3.872 3599 3588 3.588 4.248 4.052 5411 5411 3.886 3.835 5932 5391 4.364
20 Bacillus tianshenii strain YIM M13235 (NR133704) 3.628 5583 4361 5540 5540 4431 5445 4242 3966 3527 3.607 3.635 3.635 4.058 4.099 4.186 4.439 3.337 4.242
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5. TARTISMA

Yarasa guanosu, biyoremidasyon yapan mikroorganizmalarca zengin bir
yapiya sahiptir. Ornegin; 100 mL yarasa guanosunda yaklasik bir milyar bakteri
bulunur. Bakteriler topraktaki toksinleri parcalar ve boylelikle toprak kalitesi artar
(Altintas ve ark., 2005). Yarasa giibresi T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
tarafindan yayinlanan Organik Tarim Y6netmeligi’nde, organik Gretim igin uygun bir
organik madde kaynagi olarak da tanimlanmaktadir. Yarasa giibresinin igeriginin
ortaya kondugu c¢alismalardan elde edilen veriler dogrultusunda, icerisindeki yiksek
oranda organik madde ve bitki besin elementleri dolayisi ile hayvan giibresinin
kullanildig: biitiin tarimsal iiretim faaliyetlerinde yer almasi 6nerilmektedir (Karagoz,
2014).

Yarasalar bazi kuslar gibi toplu yasadiklarindan uzun yillar sonucunda
giibreler birikir. Tarimsal iiretimde verim ve siirdiiriilebilirlik, topragin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yapisiyla yakindan iliskilidir. Topragin yapisini diizeltmede ve
tyilestirmede kullanilan en yaygin yontem topraga organik madde ilavesidir (Alagoz
ve ark., 2006).

Magaralarda yasayan canlilar genel olarak bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve
bakterilerdir. Bu ekosisteme en fazla uyum saglayan canli tiirii yarasadir. Diger canli
tiri olan bakteriler ya hava akimi, su akintisi, yarasa, bocekler gibi cesitli
tastyicilarla magaraya tasinabilirler ya da yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri i¢in
dis ortamdan besin kaynaklarina ihtiyaglar1 olmayan kalic1 tiirlerdir (Yamag, 2003).
Bu tez ¢alismasinda, Kirikkale ili Keskin il¢esinde bulunan Myotis myotis ve Myotis
blytii tiirlerinin yasadigi magara ekosisteminde, yarasa diskis1 yiginindaki toprak
orneginde bulunan bakterilerin 16S rDNA yontemiyle molekiiler tanimlamasi
yapilmistir.

Magara iginden alinan toprak oOrneklerinden YA1, YB2 ve YE3 kodlu
bakteriler izole edilmistir. Izolasyon islemi aerobik sartlarda, 37° C’ de 24 saat
Muller Hinton Agar kullanilarak gergeklestirilmistir. Benzer calismada Vandzurova
ve arkadaslar1 (2013) guanodaki bakterileri tanimlama igin aldiklar1 Ornekleri
Nutrient agara yayma yontemi ile ekerek aerobik sartlarda, 37° C’ de 24 saat

inkiibasyona birakmislardir.

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vand%C5%BEurov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23462520

Elde edilen izolatlara yapilan biyokimyasal testlerden Gram boyama islemi
ile YA1, YB2 ve YE3 kodlu suslarin Gram (+) 6zellik gosterdikleri belirlenmistir.
Sharmin ve Rahman (2007)’in Bacillus sp. FS-1 ile gergeklestirdikleri ¢alismada
uyguladiklart Gram boyama islemi sonucunda izole ettikleri tirin Gram (+)
oldugunu belirlemistir.

YA1 kodlu susta yapilan mikrobiyolojik analizde %99 oraninda Bacillus
simplex ile homoloji kurdugu saptanmistir. Bacillus simplex Gram (+) o6zelligi
gostermektedir (Anonim, 5) . Bu bakterilerin hiicre yapist diiz ¢ubuk halindedir.
Aerobik yapidadir yani oksijene bagimli yapiya sahiptirler (Anonim, 6).

YB2 kodlu susun % 99 oraninda Bacillus cereus ile homoloji gosterdigi
saptanmigtir. Bacillus cereus, Gram (+) 6zelligi gostermektedir. Bu bakterilerin genel
yapist diiz ya da diize yakin yapiya sahiptir. Cok sicak derecelerde yasamsal
faaliyetlerini strdirebilme yetenekleri gosterirler. Genel olarak beyaz ya da krem
renkli koloniye sahiptirler (Ocalan, 2012). Kapsiilsiiz, sporlar1 terminal ya da
subterminal yapidadir. Aerob ve basil yapidadir. Oda sicakliginda iireyebilme
yeteneklerine sahiptirler (Anonim, 7).

YE3 kodlu susun %99 oraninda Kurthia gibsonii ile homoloji gosterdigi
saptanmigtir. Kurthia gibsonii, Gram (+) ozelligi gostermektedir. Bu bakterilerin
hiicre morfolojileri yuvarlak, diiz ve dallanmis ¢ubuk yapisindadir. Kurthia gibsonii,
cevrede yaygin olarak bulunur ve ¢iftlik hayvanlarmin diskilari, siit, toprak, yilizey
sular;, soguk depolamadan sonraki et ve et {irlinlerinde yaygindir. Yasam
gosterdikleri sicaklik 20-30°C ‘de yasam faaliyeti gosterirler. Aerobik yapidadirlar
(Anonim, 8).

VandZzurova ve arkadaslar1 (2013) yaptiklart benzer ¢alismada, izolatlarin
16S rDNA sekans analizi ile Staphylococcus nepalensis tespit edilmistir. Borda ve
arkadaglar1 (2014) Romanya’da bulunan magaralarda yapilan yarasa giibre
yigmlarindan alman &rneklerin RIDA®COUNT analizinde segici besi yerlerinde
yetistirilerek Staphylococcus and Streptococcus elde etmislerdir. Chronakova ve
arkadaglar1 (2009) yaptiklar1 ¢alismada 16S rDNA ve CARD-FISH yo6ntemini
kullanarak Slovakya’daki Dominica Magarasi’'nin Arke bakteri toplulugunu

tanimlamisglardir.
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Literatiirde Tiirkiye’de magara i¢i guano yigmindaki bakterilerin molekiiler
tanimlanmasi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle yaptigimiz

calisma 6zgiin bir nitelik tagimaktadir.
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