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YAPILARDAKI BiYODETERIORASYONUN ONLENMESI UZERINE
ARASTIRMALAR

Ozlem GULMEZ
Damisman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Amag¢: Erzurum ve ¢evresindeki tarihi tas yapilarda biyodeteriorasyona sebep olan
organizmalarin Ozellikle liken ve liken ekosisteminde bulunan mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal nitelikli borik asit ve boraks kullanilarak inhibisyonu dolayisiyla anti-
biyodeterioratif ajan olma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem; Toplanan liken 6rnekleri dncelikle steril saf su ile yikandiktan sonra, % 75°lik alkol
ile yitkanmistir. Daha sonra %2’lik HCI ¢ozeltisi icerisinde 3 dk. bekletildi. Bu zaman dilimi
sonunda likenler saf su ile iyice yikandi. Yikama isleminden sonra steril kurutma kagidi
arasinda kurutuldu. Steril fizyolojik su hazirlanarak igerisine 1cm? ‘lik pargalar steril bistirii ile
kesitler atilarak ve 24 saat boyunca 150 rpm’de ¢alkalandi. Steril diliisyon sivilari hazirlanarak
izolasyon islemlerine devam edildi. Bu amagla Triptik soy agar (TSA) ve Nutrient agar (NA)
hazirlandi. 10° ‘lik seri diliisyonlardan bu besi yerlerine 6rnek aktarilarak 20°C ve 30°C’de 24
saat inkiibe edildi. Daha sonra ayr1 diisen koloniler morfolojik yapilarina bakilarak saf kiiltiirler
olarak izole edildi. Siyanobakteriler i¢in; hazirlanan BG-11 Medyuma diliisyon sivisi
aktarilarak 21 giin boyunca 25°C’de foto periyodu 12 saat gece 12 saat giindiiz olacak sekilde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden akseniklestirme yapildi ve saf
kiiltirler elde edildi. Funguslar ise ilk 6nce %4 yeast extract ve 2% agar igeren besi yerine
diliisyon sivis1 aktarilarak 25 °C’de 15 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda koloni
olusturan funguslar Patates Dekstorz Agar (PDA) besi yerine aktarilarak saflastirildi. izole
edilen mikroorganizmalarin tiir teshisi i¢in; bakteri ve siyanobakterilerde 16S rDNA, funguslar
icin ITS dizi analizleri kullanildi. Borik asit (BA) ve boraksin (BX) biyosidal etkisi i¢in 0,1M
ve 0,5M konsantrasyonlar1 kullanildu.

Bulgular: Likenlerden 29 farkli bakteri (Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter, Agrococcus,
Enterococcus, Georgenia, Dermococcus, Planococcus, Peribacillus), 2 siyanobakteri
(Microcystis) ve 4 fungus tiirti (Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Trichoderma, Beauveria,
Cladosporium, Epicoccum, Scopulariopsis, Coniochaeta, Leucostoma) izole edildi. Izole
edilen mikroorganizmalarin {izerinde BA ve BX’in biyosidal etkisinin varlig1 tespit edildi. 0,5
M konsantrasyonun 0,1M’a karsi etkinliginin daha fazla oldugu belirlendi. BX’in biyosidal
etkisi BA’ya kiyasla daha etkin oldugu gézlemlendi.

Sonu¢: Tarihi tas yapilarin deteriorasyonuna sebep olan liken ve liken ekosistemlerin
antimikrobiyal bor bilesikleri kullanilarak deteriorasyonunun Onlenmesi amaglanan bu
calismada BA ve BX’in biyosidal etkisinin var oldugu tespit edildi. Elde edilen bulgular
dogrultusunda BA ve BX bu amagla kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Biyodeteriorasyon, liken, borik asit, boraks, antibiyodeteratif
Haziran 2023, 107 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. DISSERTATION

RESEARCH ON THE PREVENTION OF BIODETERIORATION OF HISTORIC
STONE STRUCTURES BY USING ANTIMICROBIAL BORON COMPOUNDS

Ozlem GULMEZ
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Purpose: It is aimed to determine the potential of organisms that cause biodeterioration in
historical stone structures in Erzurum and its surroundings, especially against microorganisms
found in lichen and lichen ecosystems, to become anti-biodeteriorative agents due to inhibition
by using antimicrobial boric acid and borax.

Method: The collected lichen samples were first washed with sterile distilled water and then
washed with 75% alcohol. Then in 2% HCI solution for 3 minutes. kept on hold. At the end of
this time period, the lichens were thoroughly washed with pure water. After washing, it was
dried between sterile blotting paper. Sterile physiological water was prepared and 1 cm2 pieces
were cut into it with a sterile scalpel and shaken at 150 rpm for 24 hours. Sterile dilution liquids
were prepared and isolation procedures were continued. For this purpose, tryptic soy agar
(TSA) and Nutrient agar (NA) were prepared. Samples were transferred from serial dilutions
of 106 to these media and incubated for 24 hours at 20°C and 30°C. Then, the separated colonies
were isolated as pure cultures by looking at their morphological structures. For cyanobacteria;
The dilution liquid was transferred to the prepared BG-11 Medium and incubated for 21 days
at 25°C with a photo period of 12 hours at night and 12 hours during the day. Axenicization
was performed from the colonies formed as a result of the incubation and pure cultures were
obtained. Fungi were first incubated at 25 °C for 15 days by transferring the dilution liquid to
the medium containing 4% yeast extract and 2% agar. After incubation, colony forming fungi
were transferred to Potato Dextorz Agar (PDA) medium and purified. For species identification
of isolated microorganisms; 16Sr DNA regions for bacteria and cyanobacteria and ITS regions
for fungi were identified. 0,1 M and 0,5 M concentrations were used for the biocidal effect of
boric acid (BA) and borax (BX).

Results: 29 different bacteria from lichens (Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Agrococcus, Enterococcus, Georgenia, Dermococcus, Planococcus, Peribacillus), 2
cyanobacteria (Microcystis) and 24 fungal species (Fusarium, Alternaria, Aspergillus,
Trichoderma, Beauveria, Clapsicoccus, Beauveria, Coniochaeta, Leucostoma) were isolated.
The presence of biocidal effects of BA and BX on the isolated microorganisms was determined.
It was determined that the 0.5 M concentration was more effective against 0.1 M. It was
observed that the biocidal effect of BX was more effective than BA.

Conclusion: In this study, which aims to prevent the degradation of lichen and lichen
ecosystems, which cause the deterioration of historical stone structures, by using antimicrobial
boron compounds, it was determined that BA and BX have biocidal effects. Based on the
findings, it was concluded that BA and BX could be used for this purpose.

Keywords: Biodeterioration, lichen, boron, antibiodeterative
June 2023, 107 pages
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Diinya tarihi boyunca insanlar saglam taslar kullanarak; siginaklar, saraylar, camiler,
kiliseler, kaleler gibi muhtesem yapilar insa etmislerdir (Kakakhel et al. 2019). Kiiltiirel miras
olan bu yapitlar insanlarin ge¢misleri, miithendislik becerileri ve tarihleri gibi bircok sey
hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica 6nemli bir turizm kaynagi olup ekonomik katki
saglamaktadir (Negi and Saethy 2019). Birlesmis Milletler Egitim, Bilim ve Kiiltiir Orgiitiiniin
(UNESCO) raporuna gore sadece 2005 yilinda 1,3 trilyon dolar diinya ekonomisine katkida
bulunan kiiltiirel tag yapilar, genellikle saglam kayalardan yapilmistir (Alexander and Schieser
2017). Bu taslar; bakir, nikel, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir ve aliiminyum

minerallerini igermektedir (Dakal and Camcohor 2012).

Tarihi tas yapilar ile ilgili en biiyiik endise, ¢evre sartlar1 ve canli organizmalardan
kaynaklanan bozulma ve yok olmalaridir (Crispim et al. 2003). Her ne kadar bu tarihi yapilar
periyodik olarak restorasyona tabi tutulsa da cevre kirliligi, biyotik ve abiyotik faktorler

yapilarin korozyonuna sebep olmaktadir (Kakakhel et al. 2019).

Ilk kez Hueck tarafindan tanimlanan biyodeteriorasyon (biyobozunma); canli
organizmalarin fiziksel ya da kimyasal olarak nesnelerin istenmeyen sekilde yapilarini
degistirmesidir. Biyodeteriorasyon ajani organizmalar; bakteriler, protozooalar, funguslar,
algler, likenler, bitkiler ve hayvanlardir (Allsopp et al. 2011; Longo and Viles 2020). Tablo

1’de bu organizmalarin tag ve tarihi yapilarda meydana getirdikleri olumsuz etkiler verilmistir.

Tablo 1. Cesitli Canli Gruplarinin Dogal ve Tarihi Tas Yapilar Uzerinde Olusturduklari
Zararlar

Organizma Fiziksel Zarar Zarar Verme Aktivitesi
Yiiksek Bitkiler Taglarin gatlama ve ayrilmas1  Organik asit sentezlemesi
Hayvanlar Delikler, kayiplar, ylizey Diski ve idrar
erozyonu ve parcalanma
Yosunlar Rhizoidleri tarafindan yapilan Mineral ekstraksiyonu ve karbonik asit
fiziksek hasarlar retimi
Likenler Catlaklar ve yariklar Yiiksek miktarda asindirici asit tiretimi
Alg ve siyanobakteriler Tasin ufanmasi Pigmentasyon ve asit iiretimi
Funguslar Tas yartlmasi, taglarin ufanmasi  Organik ve inorganik asitlerin {iretimi,

pigmentasyon ve metal selatlama
Protozooolar Tas ylizeyinin aginmast Metabolik atiklar

Bakteriler - Organik ve inorganik asitlerin iiretimi,
pigmentasyon ve biyofilm olusturma




Onceleri biyodeteriorasyonu sadece ototrof canlilarin yaptig1 diisiiniilmiis; fakat son
yillardaki calismalar ile heterotrof canlilarin da biyodeteriorasyona sebep olduklari ve
bozunmayi hizlandirdiklar: bulunmustur. Tablo 1°de verilen organizmalar tarihi tas yapilarin
hem estetik yapisini hem de fiziksel ve kimyasal yapisin1 bozmaktadir. Bozulmayi tirettikleri
enzimler ile veya metabolik faaliyetleri sonucu olusan organik ve inorganik maddeler ile
yapmaktadirlar. Biyodeteriorasyon ajanlarinin taglar iizerindeki kolonizasyonu tiirden tiire,
organizmadan organizmaya degismekle birlikte genellikle hayatta kalma sanslarini artiracak

adaptif gii¢leriyle en olumsuz sartlara bile uyum saglayabilecek sekildedir (Mascalhi 2015).

Tarihi tag yapilar, magaralar, metal anitlar ve degerli resimler gibi birgok kiiltiirel miras
biyobozunmadan mustariptir. Di Mortino’ya (2016) gore tarihi tas yapilarda 3 tip

biyodeteriorasyon goriilmektedir. Bunlar;

Estetik yiizey hasari; mikroorganizmalarin iirettikleri pigment ve biyofilmler ile tasin

dogal renginin ve yapisinin degismesi,

Kimyasal hasar; biyodeteriorasyon ajanlarinin metabolik faaliyetleri sonucunda

tirettikleri organik asitler ve mikrobiyal kaynakli tuz kristalleri ile tagin korozyonu,

Yapisal hasar; fungus hiflerinin tasa niifuz ederek tasi catlatmasi, ayirmasi ve su alarak

diger mikroorganizmalar i¢in gerekli sartlar1 saglamasidir.

Biyodeteriorasyonu ilk baglatan organizma gurubu alg ve likenlerdir (Nuhoglu et al.
2006). Algler taslarin yiizeyinde kimyasal ve mekanik olarak biyobozunmay1 baslatirlar.
Arkealar, siyanobakteriler ve algler tas yilizeylerde gelistiginde bu organizmalarin ardindan
hetotrofik bakteriler ve funguslarda tas yilizeyinde ¢ogalmaktadir (Cutler et al. 2013). Bu
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in potasyum (K) ve kalsiyum (Ca) iyonlarinin olmasi
yeterlidir (Mazzoli et al. 2018). Bunun yani sira taslarin yapisindaki mineraller; bakteri, fungus
ve likenlerin ¢ogalmasi icin yeterlidir. Biyobozunmaya(Biyodeteriorasyona) maruz kalmis bazi

yapilarin resimleri Sekil 1°de verilmistir.



Sekil 1. Biyodeteriorasyona Maruz Kalmis Bazi Tarihi Yapilar (Liu et al. 2020)

Biyodeteriorasyonun Onlenmesi

Tarihi tas yapilar kiiltiirel mirasimizin ve ekonomimizin 6nemli unsurlarindan biridir.
Bu yapilarin deformasyonunun oniine gecilmesi ve gelecek kusaklara aktarilmasi 6nem arz
etmektedir. Tarihi yapilarin bozunmasinin engellenmesi iki sekilde gergeklestirilir; fiziksel ve

biyokimyasal.

Fiziksel Uygulamalar

Tarihi yapilardaki mikrofloranin yillik olarak ¢esitli aletler ile (spatul, siipiirge ve
vakum makinesi) temizlenmesine dayanmaktadir. Son yillarda ise lazer teknolojisi kullanilarak
temizlenmektedir. Ancak bu metot taslar1 yiizeysel olarak temizlediginden, etkisi kisa siirelidir

ve dolayisiyla kullanish bir teknik degildir (Rivas et al. 2018).

Ayrica mikro floranin gelisimini engellemek veya tamamen durdurmak i¢in diistik
frekansli elektriksel akim, 1s1 ve ultraviyola (UV) 1sinlart da kullanilmaktadir. UV 1sinlar
mikroorganizmalarin ¢ogunu etkilese de uzun siireli olmadig1 ve uygulayanlar i¢in de zararl

oldugundan kullanimi1 pek fazla tercih edilmemektedir (Pfendler et al. 2018).



Biyokimyasal Uygulamalar (Biyosit Uygulamalari)

Biyositler; farkli canli gruplari iizerinde oldiiriicii etkiye sahip olan, organik ve
inorganik kimyasal maddelerdir. Biyositler tarihi yapilarda biyobozunmay1 engelleyici
maddelerdir. Aldehitler, fenol bilesikleri, amidler, asitler, alkoller gibi farkli bilesikler biyosit
olarak kullanilmaktadir. Biyositler mikroorganizmalart ¢esitli yonlerden etkileyerek (hiicre zari
parcalayarak, protein mekanizmasini veya DNA yapisini bozarak) gelisimini engellemektedir.
Biyosit olarak kullanilan bazi maddeler; titanium dioksit (TiO2), esansiyel yaglar, amonyum
bikarbonat, ¢inko oksit (ZnO), lipopeptid, amonyum bromit ve kolloidal giimiis gibi
maddelerdir (Stuper et al. 2014; Favero et al. 2018; Vannini et al. 2018; Kukakhel et al. 2019).
Biyosit kullaniminin en 6nemli dezavantaji ise diger canlilar iizerinde de toksik etki
gostermeleridir. Kiiltiirel mirasi ve tas anitlar1 korumak icin daha etkili biyositler aranmakta ve
giiniimiizde nanopartikiillerin biyosit olarak kullanilabilirligi arastirilmaktadir (Ali et al. 2018;

Ortega et al.2019).

Biyosit olarak altin, giimiis, demir, nikel, platin, civa, krom, talyum gibi metaller
kullanilmaktadir. Bu metallerin antimikrobiyal 6zellikleri olmasina ragmen insanlar ve diger
canlilar icin toksiktir. Ayrica bu metallerin mikroorganizmalarin {rettikleri asitler ile
selatlanma ve okside olma potansiyelleri yiiksektir. Fakat bu metallerin antimikrobiyal
ozelliklerinden yararlanilmis, toksik, maliyetlerinden dolay1 ucuz ve bu metallere gore toksik
olmayan ya da daha az toksisiteye sahip antimikrobiyal 6zelligi olan metaller aranmaktadir.
Ulkemizde diinya rezervinin biiyiik bir kismi1 bulunan bor elementi bu bakimdan degerlendirme
potansiyeli yiiksek olan bir elementtir. Bor elementi yiiksek gravimetrik ve hacimsel enerjiye
sahiptir. Ayn1 zamanda bor ¢ok yavas okside olur (Sangu et al. 2021; Wang et al.2022). Bu
ozelliklerinin disinda bor elementinin in vitro ve in vivo olarak antimikrobiyal etkisi
saptanmistir (Farfan-Garcia et al. 2023). Antimikrobiyal ve diger metallere gore avantajli
ozellikleri dikkate alinarak biyodeteriorasyonun onlenmesi i¢in kullanim potansiyeli olan bir

element olarak 6nem arz etmektedir.

Bor Elementinin Biyosit Olarak Kullanim Potansiyeli

Bor, periyodik tabloda B simgesi ile gosterilen, atom numarasi 5, atom agirligi 10,81
olan, metalle ametal arasi yari iletken 6zellige sahip bir elementtir. Periyodik cetvelin 3A
grubunun ilk ve en hafif iiyesidir. Borun saf elementi ilk kez, 1808 yilinda Fransiz kimyager
J.L. Gay-Lussac ve Baron L.J. Thenard ile Ingiliz kimyager H. Davy tarafindan elde edilmistir.
Bor, element olarak ¢ok cesitli bilesik yapma kapasitesine ve notronlari absorbe etme

0zelliginden dolay1 sanayinin vazge¢ilmez ham maddelerinden biridir.



Bor, yerkabugunda yaygin olarak bulunan 51. elementtir ve tabiatta higbir zaman
serbest halde bulunmaz. Dogada yaklasik 230 ¢esit bor minerali oldugu bilinmektedir. Yaygin
olarak bulunan bor minerallerinden biri, bir tiir aluminoborosilikat minerali olan ve yapisinda
%10’a kadar bor icerebilen Turmalin’dir. Modern Bor Endiistrisi, 13. yy’ da Marco Polo
tarafindan Tibet’ ten Avrupa’ya getirilmesiyle baslamistir. 1771 yilinda, Italya’nin Tuscani
bolgesindeki sicak su kaynaklarinda sassolit bulundugu anlagilmistir. 18. yilizyil baslarinda,
Ingilizler tarafindan “borik asit” denilen bor kaynakli bir asit {iretimi yapilmisti. Sonraki
yiizyilda ise Italya’da borik asit iiretimi baslad1 ve bdylece borun sanayideki 6énemi yiikseldi.

Ayni zaman diliminde 1852' de Sili’ de endiistriyel anlamda ilk boraks madenciligi baglamistir.

Diinya’daki 6nemli bor yataklar1 Tiirkiye, Rusya ve ABD’de olup diinya ticari bor
rezervleri 4 bolgede toplanmaktadir. Bu rezervler; ABD Kaliforniya Eyaletinin giineyinde yer
alan Mojave Colii, Giiney Amerika’da yer alan And Kemeri, Tiirkiye’nin de yer aldig1 Giiney-
Orta Asya Orojenik Kemeri ve Dogu Rusya’dir. Diinya bor rezervinin %73’ Tiirkiye
topraklarindadir. Bor rezervlerimizin 1978 yilinda 600 milyon ton oldugu bilinirken yapilan
arama caligmalar1 ile bugilin 3 milyar ton rezerve sahip oldugumuz tespit edilmistir. Rezerv
calismalar1 halen Eti Maden/MTA is birligi ile siirmektedir. Rezerv acisindan diinyada en ¢ok
tilkemizde bulunan bor cevherleri; tinkal (Na20.2B203.10H20) ve kolemanit
(2Ca0.3B203.5H20)’ tir. Tiirkiye’de onemli tinkal yataklar1 Kirka’da;(Eskisehir) kolemanit
yataklar1 ise Emet(Kiitahya) ve Bigadi¢(Balikesir) civarinda bulunmaktadir. Bunlara ilaveten,
Bigadi¢’te az miktarda tileksit rezervi mevcuttur Sekil 2°de bor elementinin farkli formlari

verilmistir.

Sekil 2. Bor Elementinin Farkli Formlari



Yirmi binden fazla tiiriiyle diinya yiizeyinin yaklasik %10’unu kaplayan likenler ¢cok
yavas biliylimelerine ragmen yiiz yillar boyunca canli kalabilirler. Bununla birlikte bir¢ok stres
faktoriine kars1 asir1 derecede direnclidirler. Ayrica liken birliginde sadece bir siyanobakteri ve
bir fungus bulunmaz, ¢ogu zaman bir alg bu birliktelikte yer alir. Son zamanlarda ise kaya
siiksesyonu veya toprak olusumu, dolayisiyla biyodeteriorasyonun baglamasi ve ilerlemesi i¢in
liken birliginde litotrofik, ototrofik, hetotrofik bakteriler, farkli funguslar (Zygomycota,
Ascomycota ve Basidiomycota gibi), protozoalar ve yosunlar hatta kiiciik omurgasiz hayvanlar
ile mikro ekosistem olusturdugu bilinmektedir. Likenlerin baslattigr biyodeteriorasyonun
ilerleyen zamanlarda farkli ekosistem elemanlarinin daha da ilerlettigi bilinen bir gergektir.
Sadece tarihi tag yapilarda degil ayn1 zamanda etrafinda bulunan ¢iplak taslarin yiizeylerinde
de yerlestikleri bilinmektedir (Seaward 2015; Mark et al. 2020; Ozyigitoglu 2020;
Thakhur et al. 2022).

Bu bilgiler goz oniine alindiginda tarihi tas yapilarin biyodeteriorasyonuna sebep olan
likenlerin bu kiiltiirel miraslarin etrafindaki diger tas yiizeylerindeki liken birliklerinin ve
ekosisteminde var olan diger mikroorganizmalarin gelisimini engellemek veya tamamen
durdurmak i¢in; bu c¢ahismada; Erzurum ve c¢evresindeki tarihi tas yapilarda
biyodeteriorasyona sebep olan organizmalarin 6zellikle liken ve liken ekosisteminde bulunan
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal nitelikli borik asit ve boraks kullanilarak inhibisyonu

dolayistyla antibiyodetoratif ajan olma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Kiiltiirel miraslar igerisinde gosterilen kaleler, hanlar, hamamlar, camiler, kiliseler,
heykeller, mozaikler, tablolar biyolojik bozunma ile kars1 karsiyadir. Biyolojik bozunma veya
diger ifadeyle biyodeteriorasyon farkli mikro- ve makro-organizmalarin biyolojik faaliyetleri
sonucunda meydana gelen yapisal olarak  bozunmasmi ifade  etmektedir.
Makroorganizmalardan ziyade mikroorganizmalarin (siyanobakteri, bakteri, alg, fungus gibi)
olusturdugu biyofilm, asitler, redoks tepkimeleri ve pigment olusturmalariyla kiiltiirel miraslar
korozyona hatta tamamen bozulmaya sebep olabilmektedirler (Corbu et al. 2022; Macchia et
al. 2022; Romani et al. 2022).

Tas yapilarda, biyodeteriorasyonun baglamas1 o6zellikle yiiksek kolonizasyon
kabiliyetleri ve korozyonuna sebep olmalari nedeniyle en 6nemli organizma grubu likenlerdir.
Bilindigi gibi likenler; siyanobakteri ve funguslarin olusturdugu mutualist birliklerdir. Son
yillarda likenler sadece siyanobakteri ve funguslarin olusturdugu bir birlik degil ayn1 zamanda
diger mikroorganizmalarinda yer aldigi ekosistemler olarak degerlendirilmektedir (Mart et al.
2020). Diinya ylizeyinin yaklagik %10’unu olusturan likenler, Bryophyta (kara yosunlari)
icerisinde incelenmesine ragmen sporla ¢gogalmalari sebebiyle fungus alemine de dahil edilirler

(Kiigiikkaya 2014; Goga et al. 2018).

Likenlerin olusum zamani1 600 milyon y1l 6ncesine dayanmaktadir. Bu birligin igerisine
alg, heterotrofik ve ototrofik bakteriler, epifitik ya da endofitik funguslar, protozoalar, civik
mantarlar ve kara yosunlari hatta kiiciik bocekler dahil olmasiyla bir ekosistem olustururlar
(Spriblle et al. 2016; Goga et al. 2018). Likenler; fotobiyont veya fikobiyont olarak
isimlendirilen Okaryotik algler, siyanobakteriler ve mikobiyont olarak isimlendirilen
funguslardan olugmaktadir. Likenlerin gelistikleri ylizeylerde goriinen kisimlarina tallus denir.
Tallus ise korteks ve medulla olarak iki kisma ayrilir. Korteks kisminda genellikle fotobiyont,

medullada ise funguslar bulunur (Sekil 3)
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Sekil 3. Likenin Genel Yapisinin Semast

Diger mikroorganizmalar i¢in oldukg¢a zorlayici bir ortam olarak ¢iplak kayalar izerinde
ve bir¢ok ekstrem ekosistemde yasayan likenler salgiladiklar asitlerle ile kayalarin aginmasina
ve siiksesyonun baglangicinda yer alarak toprak olusumuna katilmaktadirlar. Liken
birliktelikleri binden fazla sekonder metabolit liretmekte ve bu metabolitlerin ¢ogu da funguslar
tarafindan iiretilmektedir (Nash 2008). Bu sekonder metabolitleri gogunlugu organik asitlerdir
ve metal selatlama etkileri vardir. Bu etkiyle tas ylizeylerin kimyasal yapilarinin bozunmasina
sebep olur. Ayrica liken talluslarinda oksalatlar olusturulur ve bu oksalatlarin ¢ogu
magnezyum, kalsiyum ve bakir oksalatlar seklinde olugsmaktadir. Oksalatlar olustuktan sonra
oksalik asit tiretilir, tiretilen asit suda ¢ok iyi ¢oziiniir ve selatlamayr kolaylastirir (Seaward
2003). Bu asamadan sonra diger organik asitlerin iiretimi baglar ve tas yiizeylerde hem kimyasal
hem de fiziksel deformasyonlar gergeklesir. Bu deformasyonlar sonucunda tas yiizeylerinde
olusan bosluklara fungus hifleri yerlesir ve tasin i¢ taraflarina dogru biiyiime gosterir ve nihai
olarak diger mikroorganizmalarin yerlesmesiyle tag tamamen veya kismen korozyona ugrar
(Ozyigitoglu 2020). Likenler; organik asitler ve diger mikroorganizmalarin tiiketecegi karbon
kaynagi iireterek hem ekosistem olusturmakta hem de biyodeteriorasyona sebep olmaktadirlar
(Sekil 4). Liken ekosisteminde yer alan baslica organizmalar; algler, bakteriler,
siyanobakteriler, arkebakteriler, epifitik veya endofitik funguslar, civik mantarlar, protozoalar,
kara yosunlari ve kiiglik boceklerdir (Liicking et al. 2021; Ress 2021; Kidron and Kronenfeld
2022).
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Sekil 4. Likenlerin Toprak Siiksesyonundaki Mekanizmasi ve Biyodeteriorasyonu

Likenler kolonize oldugu tasin 6zelligine gore siniflandirilmaktadir. Yani kalkerli tas,
silikath tag gibi tas yiizeylerde olmalari tiirlerinin teshisinde kolaylik saglamaktadir. Bu tas
yiizeylerdeki likenler basit pH testi ile kismen karakterize edilebilmektedir. Bu yontemde ticari
satilan hipoklor6z asit kullanilir. Likenin bulundugu tas yiizeye hipoklordz asit dokiiliir,
kabarcik olusursa kalkerli tas yiizeyinde yasayan liken kabarcik olusturmuyorsa silikath tag
yiizeyinde yasayan liken olarak belirlenir. Bu islemden sonra morfolojik 6zelliklerine gore
teshis anahtarindan tiir teshisi yapilir. Likenin tiirii teshis anahtarinda; tallusun rengi, sekli tas
yiizeyle arasindaki mesafesi dikkate alinirak belirlenir. Giiniimiizde ise kismi veya tiim genom

analizi ile tiir teshisi yapilmaktadir (Khodosovtsev et al. 2022; Yang et al. 2022).

Tas ylizeyinden genellikle Aspicilia, Caloplaca, Caloplacaaurantia, Lecanora,
Squamarinacrassa, Thyrea, Verrucaria, Xanthoriaparietina, Acarospora strigata, Caloplaca
arenaria, Xantoparmelia verruculifera cins ve tiirlerine ait likenler izole edilmistir (Municchia
et al. 2018; Pinheiro et al. 2018).

Barinma ihtiyaclariin karsilanmasinda tas ve kayalar insanlar i¢in en yaygin kullanilan

dayanikli malzemelerdendir. Farkli kitalarda ¢esitli uygarliklar tarafindan sato, kale, heykel ve



ev yapmakta kullanilmistir. Bu yapilar ¢esitli cevresel faktorler (UV, yagmur, riizgar) ve bunun
yani sira makro ve mikroorganizmalarin faaliyetleriyle de karsilagsmaktadir. Cesitli sebeplerden
dolay1 tas yapilarin estetik, fiziksel ve kimyasal yapist bozulmakta ve dolayisiyla kiiltiirel
miraslarda zarar gérmektedir (Wu et al. 2021; Costa et al. 2021; Liu et al. 2022; Skipper et al.
2022).

Tas ve kaya iizerine yerlesen likenlerin Onciiliigiinde diger mikroorganizmalarda tas
yiizeyine hatta tas icerisine yerlesir ve biyodeteriorasyon hizlanir. Taglarin veya kayaclarin ana
yapisini veya baskin bilesenini silikatlar olusturmakla beraber tarihi tas yapilarda kullanilan
taslarin kimyasal yapisinda bakir, aliiminyum, demir, nikel, sodyum, kalsiyum ve magnezyum
gibi metaller bulunur. Ayrica karbonatlar, siilfatlar, nitratlar ve kloriirler gibi higroskopik
tuzlarda icerir. Bu durum bu ylizeylerde arkelerin 6zellikle halofilik arkeleri, siilfat ve nitrit-
nitrat bakterilerinin yerlesmesi i¢in avantaj saglamaktadir (Negi and Satevy 2019; Jurado et al.
2021). Bakteriler, kimyasal aktivitelerinden dolay1 taslarla etkilesim icindedirler. Azot fikse
eden bakteriler, kiikiirt bakterileri ve heterotrofik bakteriler, tasin yapisindaki organik ve
inorganik maddeleri kullanarak kolonize olurlar ve tasin yiizeyini agindirarak bu yapilara zarar
verirler. Urettikleri nitrik asit, siilfiirik asit, nitroz asit, sitrik asit ve laktik asit gibi metabolitler
ile tasin yapisin1 bozarlar (Meng et al 2017; Zhang et al. 2018). Thiobacillus, Bacillus,
Mixococcus, Thiothrix, Clostridium, Pseudomonas, Halococcus ve Beggiatoa gibi bakteri

gruplari, daha ¢ok tas ylizeyinde kolonize olan baslica bakteri cinsleridir.

Dogal veya sentetik; kumtasi, granit, kirectasi, dolomit, beton, har¢ ve tugla gibi
materyaller mikroorganizmalar i¢in 6zel habitatlardir. Bu habitatalar sicaklik, UV, riizgar ve
kuraklik gibi ekstrem kosullar olusturan abiyotik faktorler ile yiiz yiizedirler. Dogal veya
sentetik tas yiizeylerde yasayan organizmalar bu abiyotik faktorlere kars1 oldukga direnclidirler.
Ozellikle organik herhangi bir kaynak olmadan yasayan ototrofik mikroorganizmalar bu
alanlarda yasar ve diger organizmalarin yasamasina olanak saglar. Bu alanlarda yasayan
ototrofik organizmalarim basinda siyanobakteriler gelmektedir. Siyanobakteriler kaya ve tas
yiizeylerine biyofilm ve polisakkarit iireterek baglanir ve bu yapilarin deteriorasyonuna sebep
olur. Urettikleri karbonhidratlar diger organizmalar igin besin kaynagi oldugundan bu alanlarda
mikrobiyal kolonizasyonun olugmasini da saglarlar (Hauer et al. 2015; Negi and Sarethy 2019;
Keshar et al. 2021).

Siyanobakteriler tek basina yasayabildikleri gibi ekstrem ortamlarda yasama sanslarini
artirmak i¢in funguslar ile is birligi kurarak liken birliklerinde de yasarlar. Bu birliktelik her iki
organizma ic¢inde hayatta kalma basarisin1 artirmaktadir. Tas yiizeylerde liken, dolayisiyla

siyanobakteri ve funguslar biyodeteriorasyona sebep olarak kendi yasam alanlarini
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genisletmektedirler. Tas yilizeylerdeki liken birlikteligindeki siyanobakteriler daha ¢ok karasal
siyanobakteriler oldugu yapilan bir¢ok calisma ile belirlenmistir. Ozellikle heterosit yapida
(¢oklu sekil) siyanobakteriler (Nostoc, Syctonema, Tolyporix, Anobea), yuvarlak yapida
(Chroococcus, Gleocopsa, Aphanotheae) ve basit filamanetli yapidaki (Oscillatoria)

siyanobakteriler tas yapilarin bozulmasina neden olmaktadir (Mehta 2022).

Siyanobakterilerin ekstrem ortamlarda yasayabilmeleri; organik karbon kaynagi
olmadan kendi besinlerini inorganik karbon kaynagindan saglamalar1 ve UV, sicak, asir1 soguk
havadan etkilenmemeleridir. Ayrica iirettikleri ¢esitli sekonder metabolitler bu organizmalarin
yasam miicadelesini kazanmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Her ne kadar tek bir organizma
olarak yasayabilseler de ototrofik organizmalar oldugu i¢in iirettikleri karbonhidratlar Bacillus
gibi hetotrofik bakterilerin iiremesine neden olur. Bu sebepten dolay:r kiiltiire alinsada

akseniklestirme ve tiir teshisinde problem olusturmaktadir (Temraleva et al.2016; Walther et

al. 2020)

Ekstrem kosulara dayanikli ve biyodeteriorasyona sebep olan tiim prokaryotik
organizmalarin tas yiizeylerdeki korozyon mekanizmasi aynidir. Sekil 5’te bu organizmalarin
biyodeteriorasyon mekanizmasi 6zetlenmistir.

Hidrojen siilfiir Amonyak - Azot oksit Organik madde

Siilfir Tiyostilfat
Elementel siilfiir

Siilfiirik asit
Azot Bakterilen Heterotrofik Bakteriler
 /
Kiikiirt Oksitleyici Bakteriler Nitroz asit
Nitrik asit
Sitrik asit
v Laktk asit
Glukonik asit
Siilfiink asit Siiksinik asit
(H:S0,) \
TAS(CaCO3)
Kalsiyum Siilfat di hidrat Selat kompleksler

(CaSOy4 . 2H,0) Kalsiyum nitrit
Kalsiyum nitrat

Sekil 5. Biyodeteriorasyona Sebep Olan Prokaryotlarin Taslar1 Asindirma Mekanizmasi

Funguslar zorlayici ekolojik sartlara dayanabilen ve hayatta kalmak icin ¢esitli yapisal,

metabolik, morfolojik ve genetiksel yapilarinda degisiklik yapabilen ve diinya {izerinde hemen

11



her yerde bulunan hetotrofik organizmalardir. Tablolar, vazolar, ahsaplar, kitaplar, kayalar ve
metaller gibi farkli yiizeylerde kolonize olan funguslar yliksek biyodetaratif ajanlar olarak
bilinir. Ozellikle olumsuz gevre sartlariyla karsilasan tas yapilarda kolonize olmalari ve gesitli
metabolik faaliyetleriyle bu yapilarda estetik, fiziksel ve kimyasal bozunmalara sebep olurlar.
Diger mikroorganizmalar gibi Trettikleri asitler, pigmentler, sekonder metabolitler,
polisakkaritler ve selayatlayict maddeler ile deteriorasyona neden olurlar. Siyanobakteriler ile
liken birligi olusturarak deteriorasyonu baslatir ve devam ettirirler (Trovao et al. 2019; Trovao
et al. 2021; He et al.2022). ister epilitik (tas yiizyinde kolonize olan) isterse de endolitik (tas
igerisinde kolonize olan) fungus olsun tas yiizeylerde korozyona neden olur. Sicak ve nemli
bolgelerdeki tas yiizeylerde ipliksi funguslar, kurak ve yari kurak bolgelerdeki taslarda ise
mikrokolonyal funguslar bulunur (Selbmann et al. 2015).

Funguslar, tas matriksini eritecek hidrolitik enzimlere sahiptirler. Urettikleri sekonder
metaboliler (glukonik asit, oksalik asit, siiksiinik asit ve asetik asit gibi) yliksek agindiric1 etkiye
sahiptirler. Tas yapilarin bozulmasmi koordineli sekilde yaparlar. Biyojeofiziksel ve
biyojeokimyasal yolla tasin i¢ine hiflerini salarlar. Funguslarin tirettikleri ekzopolisakkaritler
vasitastyla tas ylizeyine kolayca yapisirlar ve bu maddeler funguslar1 mekanik basingtan korur.
Ayrica demir elementini selatlayarak tagin asinmasini hizlandirirlar (Boniek et al. 2017; Guerra
et al. 2019; Pinheiro et al. 2018). Tas yiizeylerinden izole edilen baslica funguslar; Aspergillus,
Penicillum, Trichoderma, Fusarium, Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, Phoma,
Ulocladium, Mucor, Epicoccum ve Aureobasidium’dur (Miller et al. 2012; Sterflinger et al.
2013; Cruzman et al. 2013; Farooq et al. 2015; Duan et al. 2018).

Insanlar tarafindan inga edilen kalic1 miras olan tas yapitlarin bozunmasinda tek hiicreli
protozoalarinda etkisinin oldugu Tiirkiye ve Brezilya’daki tas yapilarin incelenmesiyle son
yillarda bulunmustur. Tas ve tag yapilarin biyodeteriorasyonuna sebep olan protozooolar;
Taxoplasmida, Acrasea, Actinopyridae, Cavostelidae, Labyrinthulida, Urnulidae ve

Protococidae’dir (Falkiewiciz et al. 2015).

Mikroorganizmalar disinda yiiksek yapili organizmalarinda biyodeteriorasyona sebep
oldugu bilinmektedir. Ozellikle tas yiizeylerde rahatlikla yasamlarin siirdiirebilme yetenegine
ve basarisina sahip tohumsuz bitkiler hem pigmentasyonla hem de olusturduklar asitler ve
organik madde ile tas yiizeylerde korozyona ve estetik bozunmaya sebep olurlar. Tohumsuz
bitkilerden olan karayosunlari ise tas yapilarda genellikle estetik hasara sebep olurlar. Oldiikleri
zaman ise bulunduklar1 ortamin humus igerigini zenginlestirerek diger organizmalarin
gelismesi i¢in ortam hazirlarlar (Dakal and Cameotra 2012). Yiiksek yapili bitkiler farkli

ekolojik kosullarda yasamlarini siirdiirebilirler. Tarihi tas yapilar iizerinde veya etrafinda
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yetisen bitkiler tag yapilarin estetik, fiziksel ve kimyasal yapisin1 bozmaktadir hatta diger
organizmalara ev sahipligi yaptiklari i¢in tas yapilara verdikleri zarar daha da artmaktadir (Di
Carlo et al. 2017). Bitki kokleri tag yapinin i¢ine niifuz ederek organik madde ve besinleri
biriktirmesiyle ve mikroklimatik kosullar1 saglar ve diger mikroorganizma gruplari ig¢in
kolonizasyonu kolaylastirir. Boylelikle tasin fiziksel ve kimyasal yapisinin bozulmasini

hizlandirmaktadir (Motti and Bononami 2018).

Kiiltiirel miras olan tarihi tas yapilarin biyodeteriorasyonunda hayvanlarin rolii ise
dogrudan ve dolaylidir. Dogrudan verdikleri hasar, ezme ve kazima gibi eylemlerle fiziksel,
yiiksek miktarda nitrat ve fosfat igeren asitli digkilarin1 birakarak kimyasal hasar olustururlar.
Dolayli olarak verdikleri zarar ise yasamsal faaliyetleri sonucunda mikroorganizmalar igin

substrat olugturmalaridir (Allospp et al. 2004).

Somut kiiltiirel miraslar igerisinde yer alan; binalar, anitlar, dekoratif objeler, dogal
olusumlar ve kitaplar ¢cevresel faktorlerin etkisiyle biyolojik bozunma ile karsi karsiyadir ve bu
olgu halan tam ¢oziilememis 6nemli bir problemdir (Coutinho et al. 2020; Corba et al. 2022).
Kiiltiirel miraslar tizerindeki biyolojik kolonizasyonla miicadele i¢in; mekanik, fiziksel ve
kimyasal bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Mekanik uygulamada; nester, fircalar ile koloniler
uzaklastirilmaktadir. Fiziksel uygulamalarda ise UV, 1s1, radyasyon ve ses dalgalar1 gibi
islemler yapilmaktadir. Kimyasal uygulamalarda ise agir metaller, asitler, alkoller, flavonoidler
ve ¢esitli kimyasal bilesikler uygulanarak kolonizasyonlar yok edilmeye ¢alisilmistir. Mekanik
ve fiziksel uygulamalar kisa siire igin etkili olsa da uzun vadede etkili degil, uygulamasi zor ve
pahalidir. Kimyasal uygulama diger yontemlere gore daha etkin olsa da kullanilan kimyasallar
genellikle toksiktir ve biyodeteriorasyona sebep olan mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasina
sebep olur. Hatta ¢evresel faktorler (yagmur, riizgar ve hayvanlar ile taginim) ile suya topraga
karisan bu kimyasallar insanlar basta olmak {iizere bitki ve hayvan sagligini da olumsuz
etkilemektedir. Son yillarda ise biyodeteriorasyonun dnlenmesinde nanopartikiiller, farkl: bitki
ekstreleri ve esansiyel yaglart ve farkli metaller (Ag, Si, Ti) gibi materyaller kullanilmaktadir
(Coutinha et al. 2020; Cona et al. 2021; Romani et al. 2021; Corbu et al. 2022; Kang and Ye
2022). Esansiyel yaglar ve bitki ekstreleri toksik olmamalar1 nedeniyle biyodeteriorasyona karsi
kullanilsa da ag¢ik alanda kullaniminin zor ve etkisinin gériilemeyeceginden, nanopartikiillerin
tiretiminin ve kullanim1 ekonomik olmayacagindan daha az maliyetli ve biyosidal etkisi olan
kimyasallara gore daha az toksik ya da toksik olmayan kimyasallar kullanmak daha mantikli ve

surdiriilebilirdir.

Bor toprakta, suda ve havada bulunan atom numarasi 5 olan bir iz elementtir. Bor

metalle ametal arasinda yer alan yari iletken 6zelliklere sahip olan 230’dan fazla kimyasal
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bileseni ve tiirevi olan bir metaloid olarak bilinir. Bor, birgok bitkiler, bakteriler, funguslar ve
algler i¢in mikro besin elementidir. Ayrica bor yasamin kdkeninde ve evrimsel siiregte rol alan
onciil bir elementtir. Bor, karbon elementi gibi hem kendi kendisiyle hem de baska elementler
ile bilesik olusturabilme kapasitesiyle diger elementlerden ayrilir ve zengin bir bilesik

olusturma yetenegine sahiptir (Li et al. 2017; Fink and Uchman 2021; Temel et al. 2023).

Genellikle sodyum ve oksijen ile bilesik olusturan ve organoboratlar olarak
isimlendirilen bor bilesikleri organizmalar i¢in fizyolojik olaylarda kullanilir. Ozellikle borik
asit ve borun sodyum tuzu (boraks) yaygin olarak antiseptik, bakterisit, sabun, deterjan, yangin
geciktirici, giibre, pestisit ve herbisit olarak kullanilmaktadir. Ayrica cam, porselen, izolasyon
malzemesi ve metal alasimlar1 gibi endiistriyel kullanim alanlarida bulunmaktadir. Ayrica
stiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S transferaz ve glutatyon (GST ve GSH)
enzim aktivitelerini ylikselttigi, kanseri 6nledigi ve yliksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu

icin tipta ve eczacilikta kullanim1 mevcuttur (Uluisik 2018; Nielsen 2018).

Tiirkiye diinya bor rezervinin %72,1’ine karsilik gelen 1 milyon ton rezerve sahiptir.
Bor bilesiklerinin {ilkemizdeki bollugu, diisik maliyeti ve antimikrobiyal etkisi
diisiiniildiiglinde bu kiymetli metaloid farkli alanlarda kullanimi ve {ilkemize ekonomik olarak
katk1 saglayabilecegi yeni alanlarin ortaya ¢ikmasi kuvvetle muhtemeldir. Ozellikle tarihi
miraslarin korunmasinda antibiyodetoratif ajan olarak kullanimi yeni kiymetli bir olgu
olacaktir. Borun 230’dan fazla tiirevi mevcut olup ulasilabilirligi kolay, maliyeti ucuz olan
borik asit (BA) ve boraksin (BX) bu alanda kullanimi hem literatiire hem de {ilkemiz
ekonomisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bor ve bilesiklerinin antimikrobiyal etkisi
yapilan bir¢ok ¢alisma ile belirlenmistir. Bu 6zellikleri borun farkli boyutlarda farkli baglanma
ozellikleri gostererek organizmalarda farkli yapr ve enzimlere baglanarak sagladig
diisiiniilmektedir (Y1lmaz 2012). Ornegin; borik asidin zayif asit dzellik gdstermesi, suda kolay
¢oziinmesi ve yliksek konsantrasyonlarda toksik etki yaratmasi bu 6zelligini kanitlar niteliktedir
(Hernandez-Patlan et al. 2017). Borik asidin sodyum ile kimyasal etkilesimi ile olusan boraks,
diger bir ifadeyle borun sodyum tuzu olan boraksin antibakteriyal ve antifungal etkisi yapilan
bircok ¢alismayla kanitlanmistir. Ozellikle E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. pyogenes
bakterilerine ve C. albicans, A. niger gibi mikroorganizmalara kars1 yiiksek biyosidal etkiye

sahiptir (Qaiyyum et al. 2023).

Biyodeteriorasyona sebep olan mikroorganizmalara kars1 birgok biyosidal etkisi olan

kimyasallar kullanilmistir. Bu ¢alismalarin bazilar1 bu kisimda 6zetlenmistir.

2009’da Botrytis cinerea kursuni kiif hastaligina sebep olan fungusa kars1 Qin et al.

boraksin cesitli konsatrasyonlarmi (%0.05, 0,1, 0.2, 0.5 ve 1) denemisler ve spor
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germinasyonunu engelledigini tespit etmislerdir. Calisma sonucunda bor tiirevi olan boraksin

antifungal bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.

Cémara et al. (2011) yaptiklar1 calismada tas ocaginin duvarlarindaki mikroorganizma
bliylimesini engellemek i¢in li¢ farkli biyosit uygulamiglaridir. Bu biyositler; ACTICIDE®
LV706 2-n-octyl-3(2 H)- isothiazolone benzalkonium chloride, ACTICIDE® CF 2-n-octyl-3(2
H)- isothiazolone terbutryn ve ACTICIDE® 2-n-octyl-3(2 H)- isothiazolone (f)+3-
iodopropynyl butylcarbamate’dir. Bu biyositlerin tas ocaginin duvarlarindan izole ettikleri

mikroorganizmalarin gelisimini %80 oraninda durdurduklarini tespit etmislerdir.

Ulocladium chartarum ve Cladosporium cladosporium funguslarinin tas yiizeylerdeki
korozyonunu oOnlemek i¢cin Khamova et al.(2012) nanopratikiill karbon (nanodiamond)
kullanmislardir. Cesitli cihazlar ile (SEM, XRD) tas ylizeyindeki fungus hiflerinin
yogunlugunu ol¢miisler ve ¢alisma sonucunda nanopartikiil karbon ile kapli biyositlerin

biyodeteriorasyonu engelleyebilecegini bulmuslardir.

Biotin T ve Biotin R biyositleri Rios et al. (2012) tarafindan mekanik temizleme
uygulamasi ile birlikte ispanya’da bir kilisedeki biyobozunmaya sebep olan mikroorganizmalar
tizerinde denenmistir. Calisma sonucunda Biotin T’nin algler {izerinde, Biotin R’nin ise

funguslar tizerinde daha etkili oldugu saptanmastir.

2015°te Pointer ve ark. yaptiklari ¢alismada borik asidin Candida albicans tizerindeki
inhibitor etkisini belirlemislerdir. Izole ettikleri 76 susa kars1 borik asidin etkisini arastirmislar

ve en etkili konsantrasyonun %0, 1 oldugunu bulmuslardir.

Lavin ve arkadaglarinin 2015’te yaptiklar1 ¢alismada bahge kekigi (Thymus vulgaris) ve
kekik bitkisi (Origanum vulgare) ugucu yaglarinin biyodeteriorasyona sebep olan Fusarium ve
Scopulariopsis funguslari tizerindeki etkisini arastirmislardir. Calismanin sonucunda bu ugucu
yaglarin antifungal 6zelliklerinin oldugunu, dolayisiyla biyodeteriorasyonu engelleyebilecegini

belirtmislerdir.

Goffredo et al (2017) giimiis ve bakir ile kaplanmis TiO2 nanopartikiillerin
biyodeteriorasyon etikisini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada mikroalglerin biiyiimesini

siirladigini bulmuslardir.

Ahmed et al. (2017) yaptiklar1 calismada domateslerde yumusak ciiriikliige sebep olan
Pectobacterium carotovorum bakterisine kars1 sodyum tetra borat kullanmislardir. Calismada
100mM boraksin bu bakterinin biiylimesini ve gelisimini engelledigini belirlemislerdir.
Yaptiklar1 calisma sonucunda bu patojen bakteriye karsi etkili biyosidal olarak boraksin

kullanilabilecegini tespit etmislerdir.
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Borik asit ve bor tiirevi olan disodyum oktaborat tetrahidrat Sayin ve ark. 2016 yillinda
yaptiklar1 ¢alismada antibakteriyal ve antibiyofilm o6zelliklerinin  belirlenmesinde
kullanilmislar ve ¢alisma sonucunda Gram negatif ve pozitif bakterilerin gelisimini inhibe
ettigini bulmuslardir. Ayrica biyofilm yapilarin1 da bozdugunu tespit etmis, tibbi ve

farmakolojik alanlarda bor tiirevlerinin kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Krom metalinin biyodeteriorasyona sebep olan organizmalarin inhibisyon etkisi Zhang
et al. (2017) tarafindan ¢alisilmis ve kromun Penicillum kiifiiniin enzimatik reaksiyonlarini
hizlandirdigini ve biiylimesini tesvik ettigini bulmusglardir. Arastirma sonucuna gore; krom
uygulamas1 Penicillum kiifiiniin gelisimini artirmakta ve biodeteriorasyonu bu yolla

Onlemektedir.

Sa¢ kirana ve kasintiya sebep olan Trichophyton rubrum fungusuyla miicadelede
Schmidit (2017) borik asidi kullanmis ve c¢alisma sonucunda borik asidin antifungal madde
olarak kullanilacagini  %0.01 konsantrasyonda borik asidin T. rubrumun gelisimini
yavaslattigint ve %0.03 konsantrasyondaki borik asidin ise tamamen durdurdugunu

belirlemistir.

Matteuccil et al. (2019) yaptiklari ¢alismada bir biyosit ajan1 olan benzalkonium kloriir,
tarihi yapilarda bozunmaya sebep olan likenler tizerinde denenmis ve farkli konsantrasyonda

yar1 kurak iklimlere adapte olan likenler i¢in pek fazla etki etmedigini belirlemislerdir.

Lavandula angustifolia (lavanta) ve bahce kekigi esansiyel yaglart %10
konsantrasyonda biyobozunmaya sebep olan fototrofik mikroorganizmalar {izerinde
denenmistir (Bruno et al. 2019). Caligma sonucunda bu esansiyel yaglarm 15 dk sonunda

fotosentez mekanizmasini durdurdugu tespit edilmistir.

Erper et al (2019) yaptiklari ¢alismada bitkilerde patojen olan Rhizoctonia solani
fungusunun gelisimini inhibe etmek amaciyla borik asit ve bor tirevli maddeler
kullanmiglardir. 90,25 ve %0,5’lik konsantrasyonlarin bu fungusun gelisimini tamamen
durdurdugunu  belirlemislerdir. Calisma sonucunda borik asidin  biyosit olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

[lhan ve arkadaslar1 (2019); borik asidin (HsBOs) Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel etkinliinin belirlenmesi amaciyla calisma
yapmiglardir. Borik asidin minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve minimal bakterisidal
konsantrasyonu (MBK) L. monocytogenes igin 1/32 (1.93 mg/ml), S. aureus i¢in ise 1/16 (3.80

mg/ml) olarak belirlenmis ve sonug olarak, ililkemizin onemli yeralti zenginliklerinden bor
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madeninin bir yan iirlinii olan borik asidin, alternatif bir antibakteriyel olarak kullanilabilecegi

kanisina varmislardir.

In vitro olarak borik asit ve asetik asit karisimiin antibakteriyal etkisini belirlemeye
calisan Rafferty et al. (2019) piyasadaki 1slak mendillerin etkinligini artirmay1 amaclamigslardir.
Bu amagla borik asit/asetik asit karisimini disk difiizyon yontemiyle, Staphylococcus
pseudintermedius, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Malassezia pachydermatis bu
patojen bakterilere karsi denemislerdir. Deney sonucunda borik asit/ asetik asit karigimi in vitro
ortamda bu bakterilere karsi etkin oldugu ve daha fazla in vitro ¢alismalarin gerektigini

belirtmislerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Cahsilacak Alanin Fiziki ve Cografi Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanacagimiz liken tiirleri Dogu Anadolu Bolgesinden toplanmustir.
Likenlerin toplandig1 lokasyonlar; Erzurum Osvank Kilisesi, Erzurum HaHo Kilisesi (Meryem
Ana Kilisesi), Kars Ani Harabeleri, Bitlis Selcuklu Anit Mezarliklar1, Agr1 ishak Pasa Sarayz,
Ardahan Seytan Kalesi, Erzurum Kalor Tepesi, Erzurum Kalesi ve Ug¢ Kiimbetler’den

toplanmustir.

Bu bolgelerin krokisi GPS cihaziyla belirlenmis ve kayit altina alinmstir.

Likenlerin Toplanmasi ve Tiir Teshisi

Yukarida saydigimiz bdlgelerdeki tarihi eserlerin {izerinde bulunan likenler tas
yiizeylerin gerek estetik olarak gerekse fiziksel olarak biyolojik bozulmaya ugradig: diisiiniilen
kisimlarda tespit edilmis ve bu kisimlarda olan likenlerin fiziksel gériintiileri ayni olan likenler
bu bolgelerin etrafindaki taslardan steril bir raspa yardimi ile alinmistir. Kazintilar aseptik
sartlarda steril tlipler icerisine alinarak, laboratuvara getirilmis ve ¢aligma yapilincaya kadar

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Tiir teshisi: Toplanan likenler tiir teshisi i¢in liken bilimci Prof. Dr. Ali Aslan’a steril
tiip i¢inde alinan bolgelerin isimleriyle beraber gonderilmistir. Prof. Dr. Ali Aslan tarafindan

morfolojik ve bulundugu taslarin 6zelliklerine gore teshisi yapilmistir.

izolasyon I¢in Kullamilacak Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
Cozeltilerin hazirlanmasi

Fizyolojik su hazirlamisi; 9 g sodyum kloriir 1000 ml damitik su (saf su) iginde
¢ozlilmiis ve test tliplerine veya erlenmayere kaplara gerekli miktarlarda (9 ml) konularak
sterilize edilmistir. %3’liik KOH c¢ozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril saf su icerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim steril

saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi

Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 0,5 g KI tartildi, toplam hacim steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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Safranin: 1 g safranin, 10 ml % 95°lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim steril saf su ile

100 mI’ye tamamlandi.
Malasit yesili: 5 g malasit yesili, 100 ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

%5’lik H202 ¢ozeltisi: 17 ml % 30’luk H202’in hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Besiyerlerinin hazirlanisi

Nutrient agar (NA), Triptik Soy agar (TSA) ve Patates Dekstroz Agar gerekli

miktarlarda saf su igerisine konularak 121°C’de 1,5 atm basingta 15 dk sterile edilmistir.

BG-11 medyumun hazirlanisi: asagidaki malzemeler ultra saf su igerisine konulmus

ve 121°C ve 1,5 atm’de 30 dk sterilize edilmistir (Toulupakis et al. 2019)

Icindekiler g/1 BG11
NaNOs 1.5
CaCl2.2H20 0.036
MgS0O4.7H20 0.075
KH2PO4 0.04
Sitrik Asit 0.006
(NHa)2Fe(SO4)2 - 6H20 0.006
Na2,CO3 0.020
Na-EDTA 0.001
H3BOs 0.0028
ZnS04.7H20 0.00022
MnCl2.4H20 0.0018
NaMo004.2H20 0.00039
CuS04.5H0 0.00008
Co(NO3)3.6H20 0.00005

Water Agar %4 Medyum hazirlanisi: saf su igerisine % 4 agar konulmus 121°C ve
1,5 atm’de 30 dk sterilize edilmistir (Ahmadijan 1967; Yamamato et al.2002).

Malt Yeast Medyum hazirlamisi: 20 g malt ekstakt, 2 g yeast ekstrakt, 20 g agar 1000
ml saf su igerisine konulmus 121°C ve 1,5 atm’de 30 dk sterilize edilmistir (Ahmadijan 1967,
Yamamato 2002).
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Borik asit ve boraks iceren besiyerlerinin hazirlanmasi

Bakteriler i¢cin Nutrient Broth, Siyanobakteriler i¢in BG 11 medyum ve funguslar icin
Patates Dekstroz Broth kullanilmistir. Borik ast ve boraks miktarlar1 belirlnenen oranda bu

besiyerlerine konmus homojenize edilmistir.

Liken Birliginden Mikroorganizmalarin izolasyonu
Bakterilerin izolasyonu

Toplanan liken 6rnekleri dncelikle steril saf su ile yikandiktan sonra, % 75’lik alkol ile
yikanmistir. Daha sonra % 2’lik HCI ¢ozeltisi igerisinde 3 dk. bekletilmistir. Bu zaman dilimi
sonunda likenler saf su ile iyice yikanmistir. Yikama isleminden sonra steril kurutma kagidi

arasinda kurutulmustur (Guo et al. 2003; Vinayaka et al. 2016).

Steril fizyolojik su hazirlanarak igerisine 1cm? ‘lik parcalar steril bistirii ile Kesitler
atilmis ve 24 saat boyuinca 150 rpm’de ¢alkalanmistir. Steril diliisyon sivilari hazirlanarak
izolasyon islemlerine devam edilmistir. Bu amagla Triptik Soy Agar (TSA) ve Nutrient Agar
(NA) hazirlanmustir. 10° ‘lik seri diliisyonlardan bu besi yerlerine &rnek aktarilmis ve 20°C ve
30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra ayri1 diisen koloniler morfolojik yapilarina

bakilarak saf kiiltiirler olarak izole edilmistir.

Siyanobakterilerin izolasyonu

Hazirlanan BG-11 Medyuma diliisyon s1vist aktarilarak 21 giin boyunca 25 °C’de foto
periyodu 12 saat gece 12 saat giindiiz olacak sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda

olusan kolonilerden akseniklestirme yapilmis ve saf kiiltiirler elde edilmistir.

Siyanobakterilerin Akseniklestirilmesi
Filtrasyon, seri seyreltme

Saflastirilacak siyanobakteri tiirleri 6nce farkli gozenek ¢aplarina sahip membranlardan
stiziildii ve steril kiiltiir ortami ile yikanmistir. Siyanobakteri mukozasinda yabanci ve endojen
bakteriler ve funguslar bulundugundan mukozodaki organizmalar1 par¢alamak icin ultrasonik
ses dalgalariyla muamele edilmis ve daha sonra santrifiij yapilmistir. Bu 6n aritma islemleri ile
ortamdaki bakteri ve fungus yiikii azaltildiktan sonra steril BG 11 (NaNOs, 15; KoHPO4, 0.4;
MgSOs4-7H20, 0.75; CaCl,-2H,0, 0.36; Sitrik asit, 0.06; Demir (I111) amonyum sitrat 0.06; Nax-
EDTA, 0.01; Na,CO3, 0.2 g/L, 1 ml; iz element soliisyonu; (H3sBOs3, 61; MnSO4-H20, 169;
ZnS04:7H20, 287; CuSO4-5H20, 2.5; NH46M07024-4H20, 12.5 mg/l besiyerine alinmistir.
Daha sonra Senave ark. (2011) yaptiklar1 gibi seyreltme yapilarak 25 °C'de 20 pmol 151k siddeti

ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda siyanobakterilerin akseniklestirilmesi igin
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hazirlanan BG11 agara inokiilasyon yapilarak tekrar inkiibasyona birakilmistir (Biller et al.
2022).

Steril pipet yardimu ile saflastirma

15 giin boyunca BG 11 siv1 besiyerinde gelistirilen karisik kiiltiirden steril petrilere
alian bir miktar kiiltiir seyreltilmis (tek hiicre diisiinceye kadar) 1s1k mikroskobu altinda pastor
pipeti yardimiyla tek hiicre aktarimi yapilmaya calisilmistir. Fakat bu yontemle tek hiicre
aktarilamamustir (Ozturk et al. 2018).

Antimikrobiyal kimyasallar ile saflastirma

Siyanobakterileri akseniklestirmede ilk agsama olarak mekanik yontemlerin denemesinin
ardindan, bakterileri yok etmek igin antibiyotik (gentamicin, streptomicin ve ampicilin),
funguslar1 yok etmek igin ise fungusit (tioconazole) kullanilmis tek ya da kombinasyonlar
denenerek saflagtirma islemleri yapilmistir (Isleten-Hosoglu et al. 2013; Temraleeva et al. 2016;
Grossmann et al. 2020).

Seri ¢izgi ekim yoluyla saflagtirma

BG 11 agara ekilen siyanobakterilerden bir kez alinan 6rnek 8 ayr1 petri kabina ¢izgi
ekim ile ekilmis ve 2 hafta siire ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Her giin petriler

kontrol edilmis ve tek diisen kolonilerden yeni besi yerine ekim yapilmistir

Endofitik funguslarin izolasyonu

Toplanan liken 6rnekleri oncelikle steril saf su ile yikandiktan sonra, % 75’lik alkol ile
yikanmustir. Daha sonra % 2’lik HCI ¢6zeltisi igerisinde 3 dk. bekletilmistir. Bu zaman dilimi
sonunda likenler saf su ile iyice yikanmistir. Yikama iseminden sonra steril kurutma kagidi

arasinda kurutulmustur (Guo et al. 2003; Vinayaka et al. 2016).

Steril fizyolojik su hazirlanarak igerisine 1cm? ‘lik pargalar steril bistirii ile Kesitler
atilmis ve 24 saat boyuinca 150 rpm’de c¢alkalanmistir. Steril diliisyon sivilari hazirlanarak
izolasyon islemlerine devam edilmistir. Ilk &nce 0,4 yeast extract ve % 2 agar (50 mg/l) iceren
besi yerine diliisyon sivis1 aktarilmistir. 25 °C’de 15 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonucunda koloni olusturan funguslar PDA besi yerine aktarilarak saflastirilmistir.

Liken birligini olusturan funguslarin izolasyonu

Liken talluslar1 steril bigak ile tas ylizeyinden ayrildi. Ayrilan parga steril saf su ile 15
dk siire ile yikandi. Ardirdan Tween 80 ile (1:10) 30 dk boyunca yikandi. Bu islem ardindan

son kez steril saf su ile 15 dk siire ile yikandi ve streil igne 6ze ile Water Agar (WA) ve Malt-
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Yeast agar (MY) besi yerlerine konuldu. 20 °C’de 14:10 foto periyodunda 2 hafta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 3, 7, 10. ve 15. giin’de besi yerleri kontrol edilmis ve olusan
koloniler PDA besiyerine alinarak saflagtirillmistir (Yamamoto 2002; Muggia et al. 2016).
Saflastirilan izolasyonlarin ayni oldugunu kanitlamak i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmstir. Izole

edilen funguslarin Yamamoto (2002)’ya gore liken simbiyontlar1 oldugu varsayilmustir.

izole Edilen Bakterilerin Morfolojik ve Biyokimyasal Analizleri

Morfolojik olarak bakterilerin koloni sekilleri renkleri koloni biiyiikliikleri belirlenmis
ve saflastirma yapilmistir. Bakteri izolatlarinin Gram 6zellikleri hem Gram boyama ile hem de

KOH yontemi kullanilarak belirlenmistir.

KOH yontemi ile Gram o6zelliginin belirlenmesi; lam {iizerine, % 3’likk KOH
¢ozeltisinden bir iki damla konmus ve 6ze ile alinan bakteri KOH c¢ozeltisi ile 5-10 saniye

karistirildiktan sonra 6ze

Bakterilerin Gram boyanma o6zelliginin belirlenmesi

Gram 0zelligini belirlemek i¢in asagidaki protokol uygulanmistir.

e 24 saatlik genc kiiltlirlerden preparat hazirlanmis,

e  Once kristal viyole ile 1 dakika siireyle boyanmus,

e Boyanin fazlasi saf su ile giderilmis,

e Mordan etkisi i¢in 2 dakika siireyle liigol ¢ozeltisi uygulanmus,

e Safsuile boyanin fazlasi giderilmis,

e | dakika siireyle % 70’lik etil alkol uygulanarak birinci boyanin dekolorizasyon
islemi gergeklestirilmis,

e | dakika siireyle safranin ile boyanmus,

e Boyanin fazlasi gidermek i¢in saf sudan geg¢irilmis,

e Preparat kurutularak 100°liik ve immersiyon objektifkleriyle incelenmis,

e  Mor menekse renkli olanlar Gram pozitif, pembemsi veya kirmizi renkli olanlar ise

Gram negatif olarak kaydedilmistir.

Katalaz testi: Elde edilen izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklari bu testle
belirlenmistir. Bu nedenle test i¢in 24 saatlik bakteri kiiltliriinden bir 6ze dolusu alinip, {izerine
1 damla % 5’lik H20; ilave edilmistir. Kabarcik olusumu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Harley and Prescott 1996).
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izole Edilen Bakterilerin Farklh Ortamlarda Gelistirilmesi
Izole edilen bakterilerin farkh tuz oranlarinda gelisimlerin belirlenmesi

Calismada izole edilen bakterilerin farkli oranlarda tuz igeren besi yerlerinde
gelisiminin belirlenmesi i¢in Triytic Soy Broth (TSB) besi yeri kullanilmis ve bu besi yeri
icerisine 0,1 M ile 2 M arasinda degisen konsantrasyonlarda NaCl konmus pH 7 ‘ye ayarlanarak
30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Ayrica bu ¢aligmalarda kullanilan tiim bakteri suslarinin 18
saatlik aktif kiltiirleri kullanilmistir. 1. giin ve 2. giin sonunda spektorfotometrik (ODsoo) olarak
Olctimler alinmis ve bu kayitlara gore tuz direngleri belirlenmis ve bu sonuglar dogrultusunda

tiir teshislerinde faydalanilmistir (Koutsoumanis 2008).

izole edilen bakterilerin farkh sicakhklarda gelisimlerin belirlenmesi

Calismada izole edilen bakterilerin farkli sicakliklarda gelisiminin belirlenmesi igin
TSB besi yeri kullanilmis, pH 7°ye ayarlanmistir. 10- 50 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda spektrofotometrik 6l¢iimler alinarak kaydedilmistir (Gao et al.2011). Bu

sonugclar tiir teshisi i¢in kullanilmastir.

Izole edilen bakterilerin farkh pH arahklarinda gelisimlerin belirlenmesi

Calismada izole edilen bakterilerin farkli sicakliklarda gelisiminin belirlenmesi i¢in NB
besi yeri kullanilmig ve pH araliklar 3 ile 13 arasinda ayarlanmistir. Bu besiyerlerine inokiile
edilen bakteriler 72 saat oda sicakliginda 150 rpm’de inkiibasyona birakilmis ve bu siire

sonunda gelisimleri spektrofotometrik olarak kaydedilmistir

izole Edilen Siyanobakterilerin Farkh Ortamlarda Gelistirilmesi
Izole Edilen Bakterilerin Farklh Tuz Oranlarinda Gelisimlerin Belirlenmesi

Izole edilen siyanobakteriler 0,1 M ile 2 M arasinda degisen konsantrasyonlarda tuz
iceren BG11 medyuma konulmus 30 °C’de, pH 7°’de 12 saat gece 12 saat giindiiz foto
periyodunda 21 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda spektrofotometrik 6l¢iimler
alinarak kaydedildi (Rai and Abraham 1993).

Izole Edilen Siyanobakterilerin Farkli Sicakhklarda Gelistirilmesi

Siyanobakterilerin farkli sicakliklarda gelisimini belirlemek i¢in; BG11 hazirlanmistir.
Besiyerine inokule edilen siyanobakteriler 15 giinliik aktif kiiltiirlerdir ve 12 saat gece 12 saat
giindiiz foto periyodunda 21 giin farkli sicakliklarda (4-50) inkiibe edilmistir (Layden et al.

2021). inkiibasyon sonucunda spektrofotometrik dl¢iimler almarak kaydedilmistir.
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Izole Edilen Siyanobakterilerin Farkh pH Araliklarinda Gelisimlerin Belirlenmesi

Calismada izole edilen bakterilerin farkli pH’larda gelisiminin belirlenmesi igin BG11
medyum besi yeri kullanilmis ve pH araliklar1 3 ile 13 arasinda ayarlanmistir. Bu besiyerlerine
inokiile edilen bakteriler 15 giin oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda

gelisimleri spektrofotometrik olarak kaydedilmistir

izole Edilen Funguslarin Morfolojik Analizleri

izole edilen funguslar1 farkli besi yerlerinde gelistirilerek morfolojik yapilari
incelenmistir. Bu amagla; Czapek agar (CA), Sabroud Dekstroz Agar (SDA), Malt Ekstrakt
Agar (MA) ve PDA besi yerleri kullanilmistir. PDA iizerinde gelistirilen funguslar hazirlanan
bu besi yerlerine konulmus 25 °C’de 1 hafta inkiibe edilmistir.

Funguslarin hif ve spor yapilarini belirlemek i¢in laktofenol mavisi kullanilmis ve
100’1k objektifte goriintiileri ¢ekilmistir.
Izole edilen funguslarin farkl tuz oranlarinda gelistirilmesi

Izole edilen funguslar 0,1 M ile 2 M arasinda degisen konsantrasyonlarda tuz iceren
PDB medyuma konulmus 30°C’de, pH 5,5’de 130 rpm’de 15 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonucunda yas biyomaslari dlgiilerek tuz direnci belirlenmistir (Chen et al. 2016).

izole edilen funguslarin farkh sicakliklarda gelistirilmesi

Izole edilen funguslar PDB besiyerine ekilmis 10 — 50 °C’de 7 giin inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyon sonucunda yas biyomaslar 6l¢iilmiistiir (Hasanzadeh et al. 2012).

izole edilen funguslarin farkli pH arahklarinda gelisimlerin belirlenmesi

Calismada izole edilen funguslarin farkli pH’larda gelisiminin belirlenmesi i¢in PDB
besi yeri kullanilmis ve pH araliklar1 3 ile 13 arasinda ayarlanmistir. Bu besiyerlerine inokiile
edilen funguslar 96 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda gelisimleri

kaydedilmistir
Mikroorganizmalarin Teshisi

Bakterilerin tiir teshisi

Karsilastirmali DNA dizi analizi mikrobiyal tanimlamada en iyi genotipik yontemdir.
En yaygin olan yaklasim, 16S ribozomal RNA genin 1500 baz dizisinin bir boliimiiniin veya
hepsinin PCR ile ¢ogaltilmas1 ve DNA dizi analizinin yapilmasidir. Daha sonra, mikrobiyal baz

dizilerini i¢eren dizi, veri tabanlarindaki diziler ile karsilastirilmaktadir. Biitiin bakterilerde
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bulunan ve fonksiyonel olarak korunan bu gen dizisi kullanilarak tiir teshisi yapilabilmektedir.
Calismamizda izolatlarin 16S rRNA geni bakimindan analizi i¢in; BM Labroratuvar Sistemleri

firmasindan hizmet alim1 yapilmigstir.

Siyanobakterilerin tiir teshisi

PCR caligmasinda universal primer olarak EukA ve EukB primerleriyle, tiir tayini i¢in
hedeflenen gen bolgeleri cogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1 asagida
verilmistir. CYA 359F (5-GGGGAATYTTCCGCAATGGG -3') CYA 781R (5'-
GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT -3") » 95°C 5 dakika — initial denaturation * 30
dongii: — 95°C for 45 saniye - denaturation — 57°C for 45 saniye - annealing — 72°C for 90
saniye — extension * 72°C for 5 dakika — final extension ¢ Sicaklik 4°C’ye diisiiriilip PCR
tamamlanmistir. PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE
tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiildii
ve ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s1ginda goriintiisii alinmistir. Yaklasik 1800
bazlik bolgeyi ¢ogaltmak i¢in tek agamali PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunuz
Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle
gerceklestirilmistir. Ornekleriniz icin PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde edilerek, PCR
isleminin bagarili oldugu gozlemlenmistir. Bilesen Stok Kons. Reak. Kon. PCR Buffer 10X 1X
MgCI2 25mM 1,5 mM dNTP mix 20 mM 0,2 mM F. Primer 10 uM 0,3 pM R. Primer 10 uM
0,3 uM Taq DNA Polymerase 5U/ ul 2 U DNA template 3 pul PCR grade su ile35 pl’ye
tamamlanir. PCR iirlinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler i¢cin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System™ (AC-60005) saflagtirma kiti kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflagtirilmistir. 5) Sanger Dizileme O6rnekleriniz i¢in, Macrogen
Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems,
Foster City, CA). EukA ve EukB primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit

yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.

Funguslarin tiir teshisi

Fungus DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Plant & Fungi DNA izolasyon Kiti
(Polonya) kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra elde ettigimiz DNA’larin miktar ve
safligint1 kontrol etmek icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda

spektrofotometrik ol¢iim gerceklestirdik. PCR ¢alismasinda universal primer olarak ITS1 —
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ITS4 primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Kullanilan primer

dizileri ve PCR kosullar1 asagida verilmistir.
ITS15 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' ITS45 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3
* 95°C 5 dakika — initial denaturation

* 40 dongti: 95°C for 45 saniye - denaturation 57°C for 45 saniye - annealing — 72°C

for 60 saniye — extension ¢ 72°C for 5 dakika — final extension

* Sicaklik 4°C’ye diisiiriiliip PCR tamamlanmistir. PCR (kyratec thermocycler) ile elde
edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt
akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiildii ve ethidium bromide boyasi kullanilarak UV
1s1ginda goriintiisii alimmustir. Yaklagik 700 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak icin tek asamali PCR
islemi gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonunuz Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA
Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekleriniz icin PCR sonrasinda

agaroz jelde tek bant elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir.

Borik Asidin Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda borik asidin biyosidal etkisini belirlemek i¢in 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M,0,75
M,1M,1.25M,15M,1.75M, 2 M ve 2.5 M degisen konsantrasyonlar kullanilmistir.

Bakteri ve Siyanobakterilerin Borik Asit Toleransimin Belirlenmesi

Bakteriler ve siyanobakteriler i¢cin Agar Well difiizyon yontemi kullanilarak borik asidin
antibakteriyal etkisi belirlenmistir. Agarda (NA ve BG11) istenilen ¢apta delik olusturmak igin
agar delici (corkborer) kullanilmis ve her kullanista alkol i¢ine batirilip ¢ikarildiktan sonra
ateste yakilarak sterilize edilmistir. Sterilize edilmis agar delici ile istenilen boyutlardaki
kuyular agilmistir. Bu amagla gecelik kiiltiirden ekiivyon ile agar petrilere yayma ekim
yaptlmistir  (Giir 2016; EUCAST, 2019). Her kuyucuga yukarida belirtilen
konsantrasyonlardan 10-ul konulmus 30°C’de inkiibe edilmistir.

Funguslarin Borik asit Toleransinin Belirlenmesi

Yukarida belirtilen konsantrasyonlar PDA besi yerine konulmus ve katilasan agarlarin
tam ortasina 1 cm”lik aktif fungus kiiltiirleri (PDA {izerinde gelistirilen 4 giinliik kiiltiir)
konulmus ve 25 °C’de inkiibe edilmistir. Gelisim evreleri izlenmis (3. giin ve 7. giin) evreleri
kayit edilerek borik asidin antifungal etkinligi belirlenmistir (Castilo et al.2010; Kim et al.
2012).
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Boraksin (BX) Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda boraksin biyosidal etkisini belirlemek i¢in 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M, 0,75
M,1M,1,25M,15M, 1,75 M, 2 M ve 2,5 M degisen konsantrasyonlar kullanilmistir.

Bakteri ve Siyanobakterilerin Boraks Toleransinin Belirlenmesi

Bakteriler i¢in Agar well diflizyon yontemi kullanilarak borik asidin antibakteriyal
etkisi belirlenmistir. Daha sonraki asamada her petri i¢ine 8mm besi yeri konulmustur. Agarda
(NA) istenilen gapta delik olusturmak i¢in agar delici (corkborer) kullanilmis ve her kullanista
alkol i¢ine batirilip ¢ikarildiktan sonra ateste yakilarak sterilize edilmistir. Sterilize edilmis agar
delici ile istenilen boyutlardaki kuyular agilmistir. Bu amagla gecelik kiiltiirden ekiivyon ile
agar petrilere yayma ekim yapilmistir (Giir 2016; EUCAST, 2019). Her kuyucuga yukarida
belirtilen konsantrasyonlardan 10 pul konulmus 30°C’de inkiibe edilmistir.

Funguslarin Boraks Toleransinin Belirlenmesi

Yukarida belirtilen konsantrasyonlar PDA besi yerine konulmus ve katilasan agarlarin
tam ortasina lem?lik aktif fungus kiiltiirleri (PDA iizerinde gelistirilen 4 giinliik kiiltiir)
konulmus ve 25°C’de inkiibe edilmistir. Gelisim evreleri izlenmis (3. giin ve 7. gilin evreleri)

ve kaydedilerek boraksin antifungal etkinligi belirlenmistir (Castilo et al.2010; Kim et al. 2012).

Borik Asidin (BA) Bakteriler i¢in Biyosidal Etkisi

BX’in biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in sivi besi yeri kullanilmistir. Calisma
konsantrasyonlar1 0,1 M ve 0,5 M olarak belirlenmis ve tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.
Bakteriler i¢in ticari Nutrient Broth (NB) hazirlanmis ve belirlenen konsantrasyonda borik asit
eklenmis ve pH degerleri 7 olarak ayarlanmistir. Caligma esnasinda tiim bakterilerin 18 saatlik
aktif kilttirleri kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi yerleri 250 ml’lik
erlenlere 100 ml olacak sekilde konulmustur. Erlenlere her bakteri i¢cin daha 6nce NB iiretilen
bakterilerden 1ml inokiile edilerek 120 rpm’de oda sicakliinda 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda gelisim miktarlari 600 nm’de optik yogunluklart &lgiilerek

belirlenmistir (Ahmed and Fujiwara 2010; Raja and Omine 2013; Samreen et al. 2019).

Borik Asidin (BA) Siyanobakteriler I¢in Biyosidal Etkisi

BA’in siyanobakteriler iizerindeki biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in BG11 medyum
igerisine 0,1 M ve 0,5 M BA eklenmis, 30°C’de 150 rpm’de 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak
sekilde 21 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda ODggo ‘de spektro fotometrik 6l¢iim

alinarak kontrollerine gore biiylimesi karsilastirilmistir (Tadamal and Hideaki Shiraishi 2016).
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Borik Asidin (BA) Funguslar icin Biyosidal Etkisi

BA’in biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in sivi besi yeri kullanilmistir. Calisma
konsantrasyonlar1 0,1 M ve 0,5 M olarak belirlenmis ve tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.
Funguslar i¢in ticari Patato Dextrose Broth (PDB) hazirlanmis ve belirlenen konsantrasyonda
borik asit eklenmis ve pH degerleri 5 olarak ayarlanmistir. Calisma esnasinda tiim funguslarin
96 saatlik aktif kiilttrleri kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi yerleri 250
ml’lik erlenlere 100 ml olacak sekilde konulmustur. Erlenlere her fungus igin daha 6nce PDA
lizerinde gelistirilen funguslarda 1 cm?lik parcalar inokiile edilerek 120 rpm’de oda
sicakliginda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisim miktarlar1 yas biyomaslari

oOlgiilerek belirlenmistir (Tastan et al. 2016; Villarino et al.2017).

Boraksin (BX) Bakteriler i¢in Biyosidal Etkisi

BX’in biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in sivi besi yeri kullanilmistir. Calisma
konsantrasyonlar1 0,1 M ve 0,5 M olarak belirlenmis ve tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.
Bakteriler i¢in ticari Nutrient Broth (NB) hazirlanmis ve belirlenen konsantrasyonda borik asit
eklenmis ve pH degerleri 7 olarak ayarlanmistir. Calisma esnasinda tiim bakterilerin 18 saatlik
aktif kiiltiirleri kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi yerleri 250 ml’lik
erlenlere 100 ml olacak sekilde konulmustur. Erlenlere her bakteri i¢in daha 6nce NB iiretilen
bakterilerden 1ml inokiile edilerek 120 rpm’de oda sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda gelisim miktarlari 600 nm’de optik yogunluklari 6lgiilerek

belirlenmistir (Ahmed and Fujiwara 2010; Raja and Omine 2013; Samreen et al. 2019).

Boraksin (BX) Siyanobakteriler icin Biyosidal Etkisi

BX’in siyanobakteriler iizerindeki biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in BG11 medyum
igerisine 0,1 M ve 0,5 M BA eklenmis, 30°C’de 150 rpm’de 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak
sekilde 21 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda ODggo ‘de spektro fotometrik 6l¢iim

alinarak kontrollerine gore biiylimesi karsilastirilmistir (Tadamal and Hideaki Shiraishi 2016).

Boraksin (BX) Funguslar icin Biyosidal Etkisi

BA’in biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in sivi besi yeri kullanilmistir. Calisma
konsantrasyonlar1 0,1 M ve 0,5 M olarak belirlenmis ve tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.
Funguslar i¢in ticari Patato Dextrose Broth (PDB) hazirlanmis ve belirlenen konsantrasyonda
borik asit eklenmis ve pH degerleri 5 olarak ayarlanmistir. Calisma esnasinda tiim funguslarin
96 saatlik aktif kiiltiirleri kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi yerleri 250

ml’lik erlenlere 100 ml olacak sekilde konulmustur. Erlenlere her fingus i¢in daha 6nce PDA
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iizerinde gelistirilen funguslarda 1 cm? ‘lik parcalar inokiile edilerek 120 rpm’de oda
sicakliginda 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisim miktarlar1 yas

biyomaslari 6l¢iilerek belirlenmistir (Tastan et al.2016; Villarino et al. 2017).

istatiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler SPSS 22 paket programi kullanilarak varyans analizi yapilmistir.

Elde edilen sonuglar p < 0.05 6nem seviyesine gore degerlendirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Calisma boyunca Erzurum ve c¢evresindeki tarihi tas yapilarin  bulundugu
lokasyonlardan likenler toplanmigtir. Likenler aseptik kosullarda toplanmis ve bu sartlara
uygun olarak laboratuvara getirilmistir. Toplanan likenler bu tarihi yapilarin etrafindaki
taslardan alinmistir. Toplamda 17 liken 6rnegi toplanmis olup bunlarin sekizinin tiir teshisi
yapilmustir. Tir teshisi yapilamayan liken topluluklarindan da bakteri ve fungus izolasyonu

yapilmistir. Likenlerin toplandig1 yerler ve bu yerlere ait bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada Kullanilan Likenlerin Toplandig1 Yerler ve Koordinasyon Bilgileri

Likenin Toplandig1 Yer Koordinat Bilgileri

Erzurum Kalesi Yikseklik: 1919 m
N 39°54'30.813"
E 41°16'47.406"
N 39°54.513'
E 41°16.790'

Erzurum Ug Kiimbetler 1922 m
N 39°54'17.392"
E 41°16'48.787"
N 39°54.289"'
E 41°16.813'

Erzurum Kalor Tepesi Yiikseklik: 1768 M
N 40°3'19.238"
E 41°17'45.515"
N 40°03.320'
E 41°17.758'

Erzurum Osvank Kilisesi Yiikseklik: 1309 m

N40°36'54.480"
E41°32'39.135"
N40°36.908'
E 41°32.652'

Erzurum Haho Kilisesi Yikseklik: 1464 m

(Meryem Ana Kilisesi ) N 40°30'54.712"
E 41°26'58.309"
N 40°30.911"
E 41°26.971
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Toplanan Likenlerin Tiir Teshisi

Toplanan likenler tiir teshisi igin etiketlenmis ve likenbilimci Prof. Dr. Ali Aslan’a
gonderilmistir. Likenler gonderilmeden once hipoklordz asit ile muamele edilerek hangi tas
yiizeyde oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler ile Prof. Dr. Ali Aslan tarafindan likenlerin tiir teshisi
gerceklestirilmistir. Tanimlanan liken tiirleri Sekil 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 14’de

gosterilmistir.
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Sekil 6. Kalor Tepesinden Toplanan Xanthoria elegans (Link) Th. Fr.

Xanthoria elegans; liken talluslari yapraksidir. Merkezden bakilinca kabuksu halde
bulunur. Genellikle 5 cm boyutunda veya daha kiigiik olabilir. Turuncu, sari ve kirmizi
tonlarinda degisen renklere sahiptir. Hem kalkerli hem de silisyumlu kayalarin iizerinde
bulunur. Zor sartlara adapte olan bir liken tiirtidiir. 160 nm dalga boyundan daha asagidaki
dalga boyunu absorbe eder ve dolayisiyla UV radyasyonuna direngli bir tiirdiir. Bu liken;
Ascomycota boliimiindeki Lecanoromycetes sinifina ait, ¢ogunlukla liken olusturan

mantarlarin genis bir ailenin tiyesidir (Aubert et al.2007).

Sekil 7. Kalor Tepesinden Toplanan Protoparmeliopsis muralis (Schreb.) M. Choisy, (syn.
Lecanora muralis (Schreb.) Rabenh.).
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Protoparmeliopsis muralis = Lecanora muralis; sarims1 yesil renkte kabuksu bir
likendir. Bazalt, kireg tasi, granit, kum tas1 gibi kayalar tizerinde yasayan kozmopolit bir tiirdir.
1,5- 3,5 cm genisliginde olabilmektedir (Krzeminska, and Woergoetter 2013).

Sekil 8. Kalor Tepesinden Physcia caesia (Hoffm.) Hampe ex Fiirnr.

Physcia caesia; Mavimsi gri renkte yapraksi liken tiiriidiir. Genellikle kiregli taglarda
yasamasina ragmen bazalt ve silisyumlu kayalar iizerinde de yasar. Bu liken tiirii toprak ve aga¢
kabuklarinda da yasayabilmektedir. 2-3 cm tallus boyuna sahip rozet seklindedir (Rankovié, et
al. 2007).

Sekil 9. Kalor Tepesinden Circinaria calcarea (L.) A. Nordin, Savi¢ & Tibell (Syn. Aspicilia
calcarea (L.) Korb.)

Circinaria calcarea= Aspicilia calcarea; diinyanin her yerinde bulunan bu liken tiirii

kalkerli, kalsiferli ve bazik kayalarda yetisir (Owe et al. 2011).

32



Sekil 10. Kalor Tepesinden Rhizoplaca melanophthalma (DC.) Leuckert

Rhizoplaca melanophthalma; yapraksi liken tiiriidiir. Genellikle kalsiyumca fakir olan
bazalt, granit kayalar tizerinde gelisir. Fakat kalsiyumca zengin kaya ve aga¢ kabuklarinda da

gelistigi goriilmiistiir. Bu liken tiirii kurak bolgelere adapte olmustur (Leavitt et al. 2011).

Sekil 11. Kalor Tepesinden Lecanora rupicola (L.) Zahlbr

Lecanora rupicola; kabuksu liken tirtdiir. Acik griden koyu griye kadar
renklenebilirler. Genellikle silisli kayalarda bulunur (Grube et al. 2004).
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Sekil 12. Kalor Tepesinden Lecidea atrobrunnea (Lam. & DC.) Schaer.

Lecidea atrobrunnea; koyu kahveremgi kabuksu liken tiirtidiir. Biiyiikligi bulundugu

yere gore degisebilmektedir (Favero-Longo et al.2005).

Sekil 13. Kalor Tepesinden Rhizocarpon geographicum (L.) DC.

Rhizocarpon geographicum; bu liken tiirii silisli kayalarda ve genellikle soguk
bolgelerde yasar. Ozellikle hava kirliliginin olmadig: daglik alanlardaki kayalar iizerinde yasar.
Parlak yesil renktedir. Siyah fungus hifleri ile sinirlar ¢izilmis sekilde goziikiir (Bradwell and
Armstrong 2007).
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Toplanan Likenlerden izole Edilen Mikroorganizmalar

Tez galismasi1 boyunca toplanan likenlerden bakteri, siyanobakteri ve funguslar izole
edilmistir. Hangi liken tiirlinden ne kadar mikroorganizma izole edildigi belirlenmistir.
Xanthoria elegans’tan 17 bakteri, 1 siyanobakteri ve 10 fungus izole edilmistir.
Protoparmeliopsis muralis=Lecanora muralis ten 15 bakteri, 1 siyanobakteri ve 13 fungus,
Physcia caesia’dan 14 bakteri 8 fungus izole edilmistir. Circinaria calcarea= Aspicilia
calcarea’dan 3 bakteri 5 fungus, Rhizoplaca melanophthalma’dan 18 bakteri, 1 siyanobakteri
ve 15 fungus, Lecanora rupicola’dan 16 bakteri 1 siyanobakteri ve 12 fungus, Lecidea
atrobrunnea’dan 12 bakteri, 1 siyanobakteri ve 11 fungus ve son olarak Rhizocarpon

geographicum’dan ise 5 bakteri 6 fungus izole edilmistir.

Bakterilerin izolasyonu, Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Toplanan liken 6rneklerinden toplamda 100 bakteri izole edilmistir. Izole edilen
bakteriler renk, koloni, morfolojisi, Gram &zelliklerine gore benzer olanlardan tek drnek olarak
kabul edilmistir. Boylelikle izole edilen bakteri sayisi 50’ye indirilmistir. Tez ¢alismasinin
stirdiiriilmesi i¢in hazirlanan proje kapsaminda 30 tanesi tiir teshisine gonderilmistir. Teshise
gonderilmeden izole edilen bakteriler morfolojik ve bazi biyokimyasal testlere tabi tutulmustur.
izole edilen bakterilere kod olarak OG harfleri verilmistir. Tiir teshisine gonderilen 30 bakteri

orneginden bir tanesi tanimlanamamis ve 29 6rnege ait sonuglar Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Izole Edilen Bakterilerin Baz1 Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Bakteri Koloni Rengi Hiicre Sekli Hareket Gram Katalaz
Kodlar yetenegi Ozeligi Aktivitesi
0Gl1 Krem Basil + + +

0G2 Beyaz Basil + + +

0G3 Beyaz Basil + + +

0G4 Sari Basil + - +

OG5 Koyu sar1 Basil + - +

0OG6 Acik turuncu Kokobasil + + +

0oG7 Krem Basil + + +

0G8 Krem Basil + + +

0G9 Sar1 Kokobasil - + -

0G10 Turuncu- sari Kok - + +
0OG11 Parlak sar1 Kok - + -

0G12 Turuncu Kokobasil + +
0G13 Krem Basil + + +
0G14 Sar1 Kokobasil - + +
0OG15 Parlak turuncu Kok - + +
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Tablo 3. (Devami)

0G16 Krem Basil + + +
OG17 Beyaz Basil + + +
0G18 Krem Basil + + +
0G19 Mat turuncu Basil + - +
0G20 Krem sar1 Basil + - +
0G21 Acik sar1 Basil + - +
0G22 Krem sart Basil + - +
0G23 Sarims1 krem Basil + + +
0G24 Beyaz Basil + + +
0G25 Sar1 krem Basil + + +
0G26 Beyaz Basil + + +
0G27 Sar1 Kok - + -
0G28 Sar1 turuncu Oval + + -
0G29 Turuncu Oval + + -

Izole edilen bakterilerin 23’ii Gram pozitif, 6’s1 Gram negatif ozellikte oldugu
belirlenmistir. Bu bakterilerin ¢ogu hareket yetenegine sahip oldugu ve hiicre sekillerinin ise

genellikle basil oldugu goriilmiistiir (Tablo 3).

izole Edilen Bakterilerin Farkl Ortamlarda Gelistirilmesi

Izole edilen bakteriler farkli ortamlarda gelistirilmis ve tiir teshisi i¢in bu ortamlardaki
gelisimleri kaydedilmistir. Bakterilerin farkli tuz konsantrasyonlardaki (0,1 — 2 M) gelisimi
incelenmistir. Belirtilen tuz konsantrasyonlarindaki gelisip gelismedikleri not edilmigtir.
Cizelgede gelisen konsantrasyonlara + gelismedikleri konsantrasyonlara — igareti konmustur

Tablo 4).

Tablo 4. Izole Edilen Bakterilerin Farkli Konsantrasyonlardaki Tuz Ortaminda Gelismesinin
Belirlenmesi

Bakteri 0,lMNaCl 05MNaCl 1M NaCl 1,5M NaCl 2 M NaCl
kodu

0G1 + + + - -

0G2 + + + + +

0G3 + + + + +

0G4 + + + + -

0G5 + + + + +

0OG6 + + + - -

0OG7 + + - - -
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Tablo 4. (Devami)

0G8 + + + - -
0G9 + + + - -
0G10 + + + - -
0OG11 + + + + +
0G12 + + + - -
0G13 + + + + +
0G14 + + - - -
0OG15 + - - - -
0G16 + + + - -
0G17 + + + + +
0G18 + + + + -
0G19 + + + + -
0G20 + + + - -
0G21 + + £ - -
0G22 + i + + -
0G23 + + + + +
0G24 + + + - -
0G25 + + + - -
0G26 + + + - -
0G27 + + + - -
0G28 + + + + -
0G29 + + + + -

Tablo 4’de goriildigii gibi bakterilerin 28’i 1 M tuzda gelismektedir. Yine biiyiik bir
coginlugu 1,5 M tuzda gelismekte fakat 2 M tuzda 7 tanesi gelismistir. Bunun sebebi likenlerin
ekstrem kosullarda yasayabilmeleri dolayisiyla bu birliktelikten izole edilen bakterilerinde bu

sartlara adaptasyon sagladigi diigiiniilmektedir.

Izole edilen bakteriler farkli sicakliklarda gelistirilmis (10 - 50 °C) ve sonuglar var veya
yok seklinde kaydedilmistir. Bakterilerin ¢ogu 10 °C’de gelisim gostermis sadece OG9, OG15
ve 0G24 kodlu bakteriler gelisme gdstermemistir. Ayni zamanda tiim bakteriler 20 ve 30 °C’de
gelisim gostermis, 40 °C’de birkag bakteri disinda gelisim olmus ancak 50 °C’de 11 bakteri
gelisim gostermistir (Tablo 5.).
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Tablo 5. izole Edilen Bakterilerin Farkl1 Sicakliklarda Gelisimlerinin Belirlenmesi

Bakteri kodu 10°C 20°C 30°C 40°C 50°C
0G1 + + + + +
0G2 + + + + +
0G3 + + + + +
0G4 + + + + -
0G5 + + + + -
0G6 + + + - -
0OG7 + + + + -
0G8 + + + + +
oG9 - + + + -
0G10 + + + + -
0G11 + + + + +
0G12 + + + - -
0G13 + + + + +
0G14 + + pr - -
0G15 - + + + -
0G16 + + + + +
0G17 + + + + +
0G18 4 + + + -
0G19 + + + + -
0G20 + + + + +
0G21 + + + + -
0G22 + + + + +
0G23 + + + + +
0G24 - + + + -
0G25 + + + - -
0G26 + + + + +
0G27 + + + + +
0G28 + + + + -
0G29 + + + + -

Tablo 5’de goriildiigii gibi izole edilen bakteriler psikrotolerant ve mezofil bakterilerdir.
OG1, 2, 3, 11, 13, 16, 17,20, 22, 23, 26, 27 kodlu bakteriler ise termotolerant olduklarini
belirlenmistir. Bu bakteriler hem psikrotolereant hem de termotolerant olduklarindan eurytherm
olarakta tanimlanabilir. Kaya likenleri asir1 soguk ve sicak havaya dogrudan maruz kaldiklar
icin bu likenlerden izole edilen bakterilerin ¢ogu psikrotolerant ve termotolerant oldugu

sOylenebilir.
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Izole edilen bakteriler farkli pH’larda gelistirilmistir. pH aralign 3 ile 13 olarak
denenmistir. En diisiik pH olan 3’te hi¢bir bakteri gelismemistir. Tiim bakteriler 5, 6, 7 ve 8
pH’da gelismistir. Ayrica en yiiksek pH 13’te de herhangi bir bakteri gelisimi goriillmemistir.
Bu sebeple en diisiik 4, en yiiksek 11 pH arasindaki degerler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. izole Edilen Bakterilerin Farkli Ph’larda Gelisimlerinin Belirlenmesi

Bakteri kodu 4pH 9pH 11pH
0OG1 + + +
0G2 + + +
0G3 + + +
0G4 - + -
OG5 - + -
OG6 - + -
OG7 + + +
0G8 + + +
0G9 + + -
0OG10 + + -
OGl11 + + -
0G12 - + =
OG13 + + +
0G14 + + +
OG15 - - -
OGl6 + + +
OG17 + + +
0OG18 + + +
0OG19 + + -
0G20 + + -
0G21 + + -
0G22 + + -
0G23 + + -
0G24 - + -
0G25 + + -
0G26 + + -
0G27 + + +
0G28 - + -
0G29 - + -
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pH 9’da tiim bakteriler gelismis, asidik ve bazik pH’larda gelisen bir¢cok bakteri tiirti
olmustur. Genis pH’larda gelismesi bu bakterilerin degisen pH’lara kars1 direncinin oldugunu

gostermektedir. Genis pH toleransi izole edilen yerden dolay1 olabilir.

Siyanobakterilerin Izolasyonu, Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Liken birliginden toplamda 5 siyanobakteri izole edilmistir. izole edilen bu
siyanobakterilerin morfolojik tanis1 yapilmistir. Iclerinden bir tanesinin filamentli digerlerinin
kok seklinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 14). Gram ozelliklerine bakilmis ve negatif olduklari
belirlenmistir. Tiir teshisine bes siyanobakteride gonderilmistir. Fakat sadece ikisinin tiir teshisi
yapilabilmistir. Tez calismasinda sadece tiir teshisi yapilan tiirlerin bulgular1 verilmistir. Izole
edilen siyanobakterilere kod olarak OG harfleri verilmistir. Sekil 14’de tez galismasinda izole
edilen ve sekilde verilen kodlarla belirlenen siyanobakterilerin morfolojik goriintiileri

verilmistir.

Sekil 14. Saflastirilan Siyanobakterilerin Mikroskobik Goriintiileri
izole Edilen Siyanobakterilerin Farkh Ortamlarda Gelistirilmesi

Izole edilen siyanobakteriler farkli tuz konsantrasyonlarinda, sicakliklarda ve pH’larda

gelistirilmistir.

Izole edilen siyanobakteriler 0,1 M ve 2 M tuz konsantrasyonlarinda yetistirilmistir. 1
M konsantrasyona kadar gelisim gozlemlenmis fakat bu degerin iistiindeki konsantrasyonlarda

herhangi bir gelisme gbzlenmemistir (Tablo 7.).

Tablo 7. izole Edilen Siyanobakterilerin Farkli Konsantrasyonlardaki Tuz Ortaminda
Gelismesinin Belirlenmesi

Bakteri 0.1 M NaCl 0.5M NacCl 1M NaCl 1.5M NaCl 2M NaCl
Kodlan

0G1 + + + - -

0G2 + + + - -
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Farkli tuz konsantrasyonlarda gelistirilen siyanobakterilerin 0,1 ve 0.5 M tuz
oranlarinda ¢ok iyi gelisme gosterdigi ve 1 M ‘da bu konsantrasyonlara gore gelisimin az

oldugu belirlenmistir.

Sicaklik araligi 10 ve 50 °C sicaklik araliginda olacak sekilde siyanobakteriler bu

ortamlarda gelistirilmistir. Sadece 50 °C’de gelisim gozlenmemistir (Tablo 8.).

Tablo 8. izole Edilen Siyanobakterilerin Farkl1 Sicakliklarda Gelismesinin Belirlenmesi

Bakteri kodlar1 10 °C 20°C 30°C 40 °C 50 °C
0G1 + + + + -
0G2 + + + + -

Izole edilen siyanobakteriler psikrofil ve mezofil ozellik gdstermesine ragmen

termofilik 6zellik gostermemistir.

Farkli pH (3-13) araliginda gelistirilen siyanobakteriler 3 pH’ da gelismemis ve pH 4
ile 9 arasinda gelisim gostermistir. Gelisimin en iyi oldugu pH degerinin 8 ve 9 oldugu
goriilmistir (Tablo 9). Spektrofotometrik  Olglimler  yapilarak — gelisim  siirecleri

degerlendirilmistir.

Tablo 9. izole Edilen Siyanobakterilerin Farkli pH’larda Gelisimlerinin Belirlenmesi

Bakteri kodlar: pH4 pH 9 pH 11
0OG1 + + -
0G2 + + -

Farkl1 ortamlarda gelistirilen siyanobakterilerin hemen hemen her ortamda gelismesi ve
bu ortamlara uyum saglamasi ekstrem kosullarda yasayabilen kaya likenlerinden izole edilmesi

olabilir.

Funguslarin izolasyonu, Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Liken birliklerinden toplamda 80 farkli fungus tiirii izole edilmistir. Bu funguslarin 30
tanesi tiir teshisine gonderilmis 24 tanesi tanimlanmistir. Calismada tiir teshisi yapilan 24 tiiriin
verileri verilmistir. izole edilen funguslar koloni rengi, sekline gére saflastirilmis 3. ve 7. giin
hif ve spor yapilar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 10 ’da verilmistir. izole edilen

funguslara kod olarak OG harfleri verilmistir.
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Tablo 10. izole Edilen Funguslarin Morfolojik Analizleri

Fungus kodlar1 Hif yapis1 Spor yapis1
0G1 Bolmeli Oval

0G2 Bolmeli Oval

0G3 Boélmeli Yuvarlak
0G4 Bolmeli Yuvarlak
OG5 Bolmeli Oval

0G6 Bolmeli Yuvarlak
0oG7 Bolmeli Yuvarlak
0OG8 Bolmeli Yuvarlak
0G9 Bolmeli Oval

0OGl10 Bolmeli Oval

OG11 Bolmeli Oval

0G12 Bolmeli Oval

0OG13 Bolmeli Yuvarlak
0G14 Bolmeli Oval bolmeli
0OG15 Bolmeli Oval

OGl6 Bolmeli Oval bolmeli
0G17 Bolmeli Yuvarlak
0G18 Bolmeli Yuvarlak
0G19 Bolmeli Oval bolmeli
0G20 Bolmeli Oval

0G21 Bolmeli Yuvarlak
0G22 Bolmeli Yuvarlak
0G23 Bolmeli Oval

0G24 Bolmeli Yuvarlak

izole Edilen Funguslarin Farkli Ortamlarda Gelistirilmesi

Izole edilen fungus tiirlerinin farkli ortamlarda gelisiminin belirlenmesi amaciyla
besiyerlerinin fiziksel yapis1 ve igerigi degistirtilmistir. Bu ortamlarda funguslarin gelisme
gosterip gostermedikleri belirlenmis ve tiim ¢izelgelerde var veya yok anlamini tasiyan var ise

(+) , yok ise (-) konmustur.

Izole edilen funguslar farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilmis ve biyomas

miktarlart karsilagtirilmistir. Yapilan ¢alismada 4 fungus tiirii en yiiksek oran olan 2 M tuz
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igeren besiyerinde gelismistir. 1M tuz i¢eren besiyerinde bir tiir hari¢ hepsi gelismistir (Tablo
11).

Tablo 11. izole Edilen Funguslarin Farkli Konsantrasyonlardaki Tuz Ortaminda Gelisiminin
Belirlenmesi

Fungus 0.1M 0.5M 1M NacCl 1.5M NaCl 2MNaCl
kodlari NaCl NacCl

0OG1 + + + + -
0G2 + + + - -
OG3 + + + - -
0G4 + + + - -
OG5 + + + + +
0OG6 + + + + +
OG7 + + + + +
0G8 + + + + -
0OG9 + + + - -
0G10 + + - - :
0OG11 + + + - -
0G12 + + + + -
0OG13 + + + - -
0G14 + + + + +
0OG15 + + + + -
OG16 + + + - -
OG17 + + + - -
0G18 + + + - -
0OG19 + + + + -
0G20 + + + + -
0G21 + + + - -
0G22 + + + - -
0G23 + + + - -
0G24 + + + + -

Bu sonuglar dogrultusunda liken birliginden izole edilen funguslarin tuz toleranslarimin
oldugu goriilmektedir. Tuz toleransina sahip olmalar1 bu organizmalara hayatta kalma veya

diger tiirlerle rekabetinde avantaj sagladigi sdylenebilir.
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Izole edilen funguslarin tiir teshisine yardimci1 olmast igin farkli sicakliklarda (10 - 50
°C) gelistirilmistir. Funguslarin hemen hemen hepsi 40 °C’de gelistigi goriilmiistiir. Higbir
tiiriin 50 °C’de gelismedigi belirlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12. izole Edilen Funguslarin Farkli Sicakliklarda Gelisiminin Belirlenmesi

Fungus kodlar 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C
0OG1 + + + + -
0G2 + + + + -
0G3 + + + - -
0G4 + + + + -
0G5 + + + + -
0G6 + + + + -
OG7 + + + + =
0G8 + + + + -
0G9 + + + + -
0G10 + + + - -
0OG11 + + + - -
0G12 + + + + -
0OG13 + + + + 3
0G14 + + + + -
0G15 + + + + -
0G16 + + + - -
0G17 + + + - -
0G18 + + + - -
0G19 + + + + -
0G20 + + + + -
0G21 + + + - -
0G22 + + + - -
0G23 + + + + -
0G24 + + + + -

Elde edilen sonuglara gore funguslar psikrotolerant ve mezofil 6zellik tasimaktadirlar.
Ayrica genel bilginin aksine tiim funguslar optimum gelisim sicakliginin (30 °C) tizerindeki bir
sicaklikta gelistiklerini gostermektedir. Bu da bu funguslarin izole edildigi ortamdaki sartlara

uyum saglayip bu sicakliklar tolere edebildiklerinin bir kanit1 niteligindedir.
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Calismada funguslarin farkli pH’larda gelisme yeteneklerini belirlemek amaciyla 4 ve
12 pH aralig1 denenmistir. Bilinen genel bilgilerle paralel olarak 4, 5, 6, 7 pH’larda gelisme ve
bliylime goriilmiistiir. Sasirtic1 olarak 8, 9, 10 hatta 12 pH’larda gelisme kaydedilmistir. Bu
sonuglar en diisiik 4 en yiiksek 12 olacak sekilde Tablo 13’de sunulmustur. Cizelgede tim

araliklar degil en diisiik, orta ve en yiiksek olacak sekilde verilmistir.

Tablo 13. izole Edilen Funguslarin Farkli Ph Araliklarinda Gelisiminin Belirlenmesi

Fungus kodlar: 4 pH 7 pH 12 pH
OG1 + + +
0G2 + + -
0OG3 + + -
0G4 + + +
OG5 + + +
0OG6 + + +
OG7 + + +
0GS8 + + +
0G9 + + -
0G10 + + +
0G11 4 + -
0G12 + + -
0G13 + + +
0G14 + + +
0G15 + + +
0OG16 + + +
0G17 + + -
0G18 + + +
0G19 + + +
0G20 + + +
0G21 + + +
0G22 + + -
0G23 + + +
0G24 + + +

Tez calismasi boyunca tiim mikroorganizmalar farkli ortamlarda yetistirilmis ve bu
organizmalarin bulunduklar1 ortam kosullarina adaptasyon yetenekleri belirlenmistir. Elde

edilen sonuclar ile farkli ¢aligmalarda bu organizmalar kullanilmigtir. Ayrica adaptasyon
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yeteneklerinin bulunduklar1 liken ekosisteminden kaynaklandigi ve diger ortamlardan izole

edilenlere gore bu yeteneklerinin iistiin oldugu kanisina varilmistir.

izole Edilen Mikroorganizmalarin Tiir Teshisi
Bakterilerin tiir teshis sonuclari

Liken birliginden izole edilen bakterilerin 30’u tiir teshisine gonderilmis 29 tanesinin
tir teshisi yapilmistir. Tiir teshisinin sonucuna gore; 29 bakterinin 12’si Bacillus, 4t
Pseudomonas, 3’ii Enterococcus, 2’si Planococcus, 2’si Pantoea, 2’si Georgenia cinsine ait
bakteriler oldugu belirlenmistir. Ayrica birer tane Arthrobacter, Agrococcus, Peribacillus ve
Dermococcus cinsi bakteriler tespit edilmistir. Bu bakterilerin % 87’si toprak bakterisi olup %
13’1 ise fekal kaynakli bakterilerden olusmaktadir. Tiir tespiti yapildiktan sonra National
Center for Biotechnology Information (NCBI) giris yapilarak tiim bakteriler i¢in kabul

numarasi alinmistir. Bakterilerin bilimsel isimleri ve kabul numaralar1 Tablo 14°te verilmistir.

Tablo 14. izole Edilen Bakterilerin Tiir Teshis Sonuglar1 Ve izole Edilkleri Liken Tiirleri

Bakteri Bilimsel Ad Kabul izole Edildigi Liken Tiirii

Kodu Numarasi

0G1 Bacillus pumulis 0Q283776 Circinaria calcarea= Aspicilia
calcarea

0G2 Bacillus paramycoides OR229768 Rhizocarpon geographicum

0G3 Bacillus cereus 0Q231483 Rhizocarpon geographicum

0G4 Pantoea septica 0Q231487 Xanthoria elegans

0G5 Pantoea agglomerans 0Q231488 Xanthoria elegans

0G6 Planococcus glaciel 0Q231603 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0oG7 Bacillus pumulis 0Q256796 Physcia caesia

0OG8 Bacillus pumulis 0Q256797 Lecanora rupicola

0G9 Enterococcus mundtii 0Q256818 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G10 Agrococcus jenensis 0Q256821 Lecanora rupicola

0G11 Enterococcus sp. 0Q256981 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G12 Planococcus glaciel 0Q283786 Rhizocarpon geographicum

0G13 Bacillus toyonensis 0Q283832 Xanthoria elegans

0G14 Arthrobacter flavus 0Q283842 Xanthoria elegans

0G15 Dermacoccus 0Q283844 Xanthoria elegans

nishinomiyaensis
0G16 Bacillus pumulis 0Q283849 Xanthoria elegans
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Tablo 14. (Devami)

0G17 Bacillus mojavensis 0Q300399 Rhizoplaca melanophthalma
0G18 Bacillus safensis 0Q Rhizoplaca melanophthalma
300401

0G19 Pseudomonas synxantha 0Q300402 Rhizoplaca melanophthalma

0G20 Stutzerimonas stutzeri 0Q300403 Lecanora rupicola
(Pseudomonas stutzeri)

0G21 Pseudomonas fluorescens  0Q300404  Rhizoplaca melanophthalma

0G22 Stutzerimonas stutzeri 0Q300405 Rhizoplaca melanophthalma

0G23 Bacillus thuringiensis 0Q300406 Xanthoria elegans

0G24 Bacillus wiedmannii 0Q300504 Rhizoplaca melanophthalma

0G25 Peribacillus 0Q300437 Lecidea atrobrunnea
frigoritolerans

0G26 Bacillus australimaris 0Q306543 Physcia caesia

0G27 Enterococcus durans 0Q301546 Lecidea atrobrunnea

0G28 Georgenia soli 0Q301639 Protoparmeliopsis muralis

Lecanora muralis
0G29 Georgenia satyanarayanai  0OQ301549 Protoparmeliopsis muralis

Lecanora muralis

Izole edilen bakterilerin yaklasik %90’ninin toprak bakterisi olmasi tesadiif degildir.
Likenler toprak olusumunu sagladigi i¢in bu birlikteligin ekosisteminde bu bakterilerin olmasi
dogal bir siiregtir. Fekal kokenli bakterilerin olmasi ise toplanan likenlerin etrafinda

hayvanlarin olmasi sebebiyle oldugu diistiniilmektedir.

Siyanobakterilerin tiir teshis sonuclari

Iki farkli liken tiiriinden izole edilen siyanobakterilerin Gram negatif olduklar:
belirlenmistir. Morfolojik olarak yuvarlak ve tek hiicre yapisina sahip oldugu goriilmiistiir.
Fakat bir siimiiksii bir tabaka i¢inde gruplar halinde bulunduklar tespit edilmistir. Ayrica tez
calismasinda izole edilen 5 siyanobakteriden en hizli iireme kapasitesine sahip 3 tiirden 2’si
oldugu da belirlenmistir. izole edilen siyanobakterilerin bilimsel adi ve NCBI’dan alinan kabul

numaralart Tablo 15°te verilmistir.

Tablo 15. izole Edilen Siyanobakterilerin Tiir Teshis Sonuglar1 Ve izole Edilkleri Liken Tiirleri

Bakteri Bilimsel Ad1 Kabul Numaras1  izole Edildigi Liken Tiirii

Kodu

0G1 Microcystis aeruginosa ORO046312 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G2 Microcystis aeruginosa OR179928 Lecanora rupicola
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Iki farkl1 liken tiiriinden aym1 tiir siyanobakterinin izole edilmesi ayn1 tiir bakterilerin

farkl1 liken olusturabilme yeteneklerinin oldugu kanisina varmamiza neden olmustur.

Funguslarin tiir teshis sonu¢lari

Liken birliklerinden izole edilen funguslarin tiir teshis sonuglarina goére; yirmi dort
fungusun dokuzu Fusarium, besi Aspergillus ve ikisi Alternaria cinsine, sekizinin ise farkl
cinslere ait tiirler oldugu goriilmiistiir. Funguslarin bilimsel ad1 ve NCBI daki kabul numaralari

Tablo 16°da verilmistir.

Tablo 16. izole Edilen Funguslarmn Tiir Teshis Sonuglar1 Ve izole Edilkleri Liken Tiirleri

Fungus Bilimsel Ad1 Kabul Izole Edildigi Liken Tiirii

Kodlan Numarasi

0G1 Fusarium torulosum 0Q975298 Physcia caesia

0G2 Fusarium tricinctum 0Q975731 Physcia caesia

0G3 Cleistothelebolus 0Q975314 Xanthoria elegans

nipigonensis

0G4 Beauveria bassiana 0Q975728 Lecanora rupicola

0G5 Fusarium redolens 0Q975730 Rhizocarpon geographicum

0G6 Trichoderma simmonsii 0Q975677 Rhizocarpon geographicum

0G7 Fusarium oxysporium 0Q975301 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G8 Aspergillus flavus 0Q975299 Lecidea atrobrunnea

0G9 Fusarium solanii 0Q975313 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G10 Fusarium oxysporium 0Q975306 Rhizoplaca melanophthalma

0G11 Fusairum nisikadoi OR052079 Lecanora rupicola

0G12 Cladosporium limoniforme  0Q979048 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G13 Aspergillus aflatoxiformes  OR018349 Lecidea atrobrunnea

0G14 Alternaria alternata ON878366 Xanthoria elegans

0G15 Fusarium languescens OR018527

0G16 Alternaria sorghi OR018535 Xanthoria elegans

0G17 Epicoccum nigrum OR018536 Lecanora rupicola

0G18 Scopulariopsis brevicaulis  OR018537 Rhizoplaca melanophthalma

0G19 Coniochaeta discospora OR018538 Protoparmeliopsis muralis

Lecanora muralis
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Tablo 16. (Devami)

0G20 Leucostoma cinctum OR018541 Lecanora rupicola

0G21 Aspergillus chevolieri OR025449 Protoparmeliopsis muralis
Lecanora muralis

0G22 Aspergillus flavipes OR025512 Xanthoria elegans

0G23 Fusarium OR025584 Lecidea atrobrunnea

chlamydosporum
0G24 Aspergillus niger OR025893 Rhizoplaca melanophthalma

Yapilan aragtirma sonuglari, ¢alismada izole edilen mantarlarin tamaminin Ascomycota
sinifina ait oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, likenlerin % 50'sinin Ascomycota sinifindaki
mantarlarla simbiyotik iligki icerisinde oldugunu agikca kanitlamaktadir. Bununla birlikte, bu
veriler, ekosistemdeki mantarlarin ¢ogunun da Ascomycota sinifina ait oldugunu
gostermektedir. Bu durum, sadece liken birliklerinde degil, ayn1 zamanda ekosistemdeki mantar

toplulugunun da genel olarak Ascomycota sinifina ait oldugunu gdostermektedir.

Borik Asidin (BA) Antimikrobiyal Etkisi

Bu amag¢ dogrultusunda literatiir taramas1 yapilmis ve birgok ¢alismada antimikrobiyal
etki caligmalarinda molar cinsinden konsantrasyonlar denendigi gdzlenmistir. Bu sebeple
caligmada 0,1 M’den baslayarak 2,5 M‘e kadar doz denenesi yapilmistir. Ayrica 0,1 M’dan
daha diisiik dozlarda herhangi bir etki goriilmedigi icin 0.1 M {istii denenmistir. On ¢alismalar
yapildiktan sonra BA’e karsi ¢ogu organizmanin kat1 vasatta direng gosterdigi goriilmiis ve ayni
oranlar sivi besiyerinde de denenmistir. Kat1 vasatta elde edilen sonuglarin aksine 0,1 M ve 0,5
M BA konsantrasyonunda antimikrobiyal aktivite goriilmiis ve bu dozlar kullanilarak ¢aligmada

izole edilen tiim organizmalara kars1 aktivitesi belirlenmistir.

Bakteri ve Siyanobakterilerin Borik Asit Toleransinin Belirlenmesi

Calismada siyanobakteriler ve bakteriler igin 0,1 M’den baglayarak 2,5 M’e kadar artan
konsantrasyon miktarlar1 denenmistir. Calismamiz esnasinda 1 M borik asit (BA)
konsantrasyonundan sonra hazirlanan sollisyonlarda BA'nin ¢oktiigii gozlemlendi bu
problemde soliisyonlarin 1sitilmasiyla asilmigtir. Tiim prokaryotlarda 0,1 ve 0,5 M BA
konsantrasyonunda biiyiime ve gelisme etkilenmemistir. Genel itibariyle 0,75 M’den sonra BA
bu organizmalarin biliyiimesini engellemistir. Ancak bazi tiirlerin en yiiksek dozdaki BA kars1

direng gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. BA'nin Antibakteriyal Etkisi A: Cesitli Konsantrasyonlardaki Etkisi, B: Tim
Konsantrasyonlarda Antibakteriyal Etki Goriilmedigi Bakteriler

BA’in antimikrobiyal etkisini belirlemede Agar Kuyucuk Diflizyon yontemi
kullanilmistir. Calismada BA'ya kars1 bazi bakterilerin direng gosterdigi belirlendiginden bu
bakterilerin BA toleransini belirlemek amaciyla 6 Gram pozitif 6 Gram negatif bakteri se¢ilmis
ve denemeler yapilmistir. Yapilan deneme sonuglart Tablo 17‘de verilmistir. Ayrica
siyanobakteriler icinde ayni konsantrasyonlar kullanilmis ve siyanobakterilerinde 1 M’den

itibaren gelismedigi belirlenmistir.

Tablo 17. BA’ya Kars1 Bakterilerin Toleransinin Belirlenmesi

Bakteri 0,iM 0,25M 05M 0,75M 1M 125M 15M 1,75M 2M 25M
kodlan

0G2(-) - - - - - - 1 1.2 15 2
OG3(-) - - - - - - 1.2 1.7 21 3
OGI(+) - - - 1 13 18 2 2.4 29 35
OGl11(+) - - - - - 2 2.3 2.7 3 3.25
OG16(+) - - - - - - -- - - -
0G18(+) - - - - - - - - - -
OG19(-) - - - - - 1.2 1.8 2.1 24 34
0G20(-) - - - - - 13 1.7 2.4 3 3.8
0oG21(-) - - - - - 1.2 1.9 2.6 35 4
0G22(-) - - - - - 1 15 2.8 35 4
OG25(+) - - - 1 14 23 2.7 3.3 4 4.2
0G28(+) - - - - 13 19 2.4 3.3 36 4
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Elde edilen sonuglara gore OG16 ve OG18 kodlu bakteriler BA ‘ya karsi en direngli
tirler oldugu tespit edilmistir. Gram 6zelliklerine gore degerlendirildiginde benzer tepkiler
verdikleri gézlenmistir. En direngli organizmalar kontrol edildiginde Bacillus cinsine bakteriler
oldugu belirlenmistir. Ayrica kullanilan dozlar yiiksek olmasina ragmen BA 'ya kars1 direng
gostermeleri bu organizmalarin bagka metallere karsi direng gdosterebilecegi yargisina

ulasmamizi saglamstir.

Funguslarin Borik Asit Toleransinin Belirlenmesi

Funguslarin BA toleransinin belirlenmesi i¢in; 1 M’den sonras1 denenmistir. Cilinkii 6n
denemelerde 0,1 M ile 1 M arasinda antifungal etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu nedenle
calismalarda 1 M konsantrasyondan sonrasi denenmis olup inkiibasyonun 3. giinii ve 7. glinii
biiyiime ¢aplar1 not edilmistir (Tablo 18). On deneme sonuclarinda calismada izole edilen
funguslarin hepsi denense de toleranslarini gostermek igin 14 fungus se¢ilmis ve 1 M’den

sonraki konsantrasyonlara kars1 toleranslari kat1 vasatta Agar Dilisyon yontemi denenmistir.

Funguslarin BA’e kars1 toleransinin belirlenmesinde 1 M’dan sonraki konsantrasyonlar
(1,25, 1,5, 1,75, 2 ve 2,5 M) denenmis ve 1 tiir hari¢ tiim funguslar I M BA ‘da gelisim
gostermistir. OG12 (Cladosporium limoniforme), OG14 (Alternaria alternata) ve OG16
(Alternaria sorghi) funguslari her konsantsayonda gelisim gdstermistir (Tablo 18). izole edilen
funguslarin ¢ogu 1,25 ve 1.5 M BA’da, OG2 (Fusarium tricinctum), OG5 (Fusarium redolens)
kodlu funguslar ise 1,75 M’de gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica OG11 (Fusarium
nisikodoi) kodlu fungus ise 1 M 'den baslayark herhangi bir dozda gelisim gostermemistir
(Cizelgel8).

Tablo 18. BA’ya Kars1 Funguslarin Toleransinin Belirlenmesi

Fungus kodlar1 Kontrol 1M 125M 15M 1,75M 2M 25M
/ Giin

OG1/3.GUN 45 25 2 2 - - .
OG1/7.GUN 6 47 4 4 - - -
0G2/3.GUN 55 1.8 12 1.2 1.2 - -
OG2/7.GUN 7 35 23 2 2 - -
OG3/3.GUN 2 15 15 - - - .
OG3/7.GUN 4 3 3 - - - .
OG4/3.GUN 2 12 1 - - - .
0G4/7.GUN 3.2 1.8 13 - - - .
OG5/3.GUN 6 3 15 15 1 - -
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Tablo 18. (Devami)

OG5/7.GUN 9 6 4 4 2 - -
0G6/3.GUN 6 - - - - - -
0G6/7.GUN 9 1.8 13 - - - .
OG7/3.GUN 35 - - - - - -
OG7/7.GUN 7 15 - - - - .
0G10/3.GUN 45 - - - - - .
0G10/7.GUN 75 2 - - - - .

OG11/3.GUN 6 - - - - - B
OG11/7.GUN 7.5 - - - - - B

0G12/3.GUN 5 4 4 3 2.5 2 1.8
0G12/7.GUN 9 8 6 6 4 3.5 3
0G14/3.GUN 4 35 3 3 2 1.7 1.3
OG14/7.GUN 9 8 6 6 4 3 2
0G16/3.GUN 4 3 3 2 2 1.5 1.5
0G16/7.GUN 7.8 6 6 3 3 2.5 2
0G19/3.GUN 2 - e p - - -
0G19/7.GUN 4 2 - - 5 : -
0G20/3.GUN 3 1.5 15 1.5 - - -
0G20/7.GUN 5 24 2 2 - - -

Tablo 18’de gorildiigi gibi borik asidin her dozunda gelisen tiirler mevcuttur. Ayni
cinisin farkli tiirleri arasinda tolerans kabiliyetleri birbirlerinden farklilik gostermektedir.
Ancak liken birliginden izole edilen tiirlerin cogunun borik aside kars1 tolerans gostermelerinin
sebebi kaya likenlerinden izole edilmesi diger bir deyisle ekstrem kosullarda yagamaya uyum

saglamis tiirler olmasindandir.

Funguslarin BA’ya Kars1 toleranslarini belirlerken kati vasat kullanilmig ve 3. giin ve 7.
giin gelismeleri incelenmistir. 3. giin ve 7. giin koloni ¢aplari dl¢iilerek kargilagtirilmigtir. Tablo
18’de koloni ¢aplari dlgiilen funguslarin koloni biiyiikliikleri Sekil 16, 17, 18, 19, 20 ve 21°de

verilmistir. Sekillerde A; 3. gilin gelismeleri, B;7. gilin gelismelerini géstermektedir
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Sekil 18. OG10 (Fusairum oxysporium) BA Toleransinin Belielenmesi
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Sekil 21. OG16 (Alternaria sorghi) BA Toleransinin Belirlenmesi

Ayni cinsin farkl: tlirleri BA’ya karsi her dozunda tolerans gosterdigi gibi ayni cinsin

farkli tiirleri tolerans gostermeyebilir (Sekil 16, 17, 18, 19, 20 ve 21).

Bu bulgular ayni ekosistemde yer alan funguslarin farkli ¢evresel kosullara farkli
adaptasyon mekanizmalarinin oldugunu ve bu mekanizmalarin onlarin bu kosullarda

yasayabilme ve tiirlerinin devamliligi igin bir basar1 olugturdugunu gostermektedir.
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Boraksin (BX) Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda boraksin biyosidal etkisini belirlemek i¢in 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M, 0,75
M,1M,1,25M,15M,1,75M, 2 M ve 2,5M degisen konsantrasyonlar kullanilmistir.

Bakteri ve Siyanobakterilerin Boraks (BX) Toleransimin Belirlenmesi

Prokaryotlarin BX'e karsi toleranslarinin belirlenmesi i¢in kati vasatta denemeler
yapilmistir. Bakteri ve siyanobakterilerin higbiri herhangi bir dozda gelisimi gézlenmemistir.
Bunun sebebinin BX'in molekiil agirhiginin 381,37 g/mol olmasidir. Ayrica litrede ¢oziinen

madde miktarinin borik asitten kat ve kat fazla olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Funguslarin Boraks (BX) Toleransinin Belirlenmesi

Izole edilen funguslarin BX’a kars1 toleransini belirlemek igin belirtilen (0,1 M-2.5 M)
konsantrasyonlar denenmistir. izole edilen higbir tiir gelisim gostermemeistir. OG12
(Cladosporium limoniforme), OG14 (Alternaria alternata), OG16 (Alternaria sorghi) 1 ve 1,25
M ‘de spor ¢cimlenmesi goriilmiistiir. Ayrica bu funguslarin morfolojik ve koloni renklerinde

degisim gbézlenmistir. Prokaryotlar i¢in yaptigimiz yorum funguslar i¢inde gecerlidir.

Borik Asidin (BA) Bakteriler Iicin Biyosidal Etkisi

BA biyosidal etkisinin belirlenmesinde s1v1 kiiltiir kullanilmistir. Kati vasatta belirlenen
dozlar 6ncelikle denenmistir. Fakat belirlenen dozlar ( 0,1 -2,5 M) arasinda 1 M’den yliksek
dozlarda herhangi bir gelisimin goriilmemesi tizerine doz araliklar1 1 M altina ¢ekilmistir. Bu
sebeple s1vi besi yerlerinde 0,1, 0,5, 0,75 ve 1 M denenmistir. Denemeler sonucunda 0,75 M ile
1 M konsantrasyondaki besi yerlerinde herhangi bir biiylime ve gelisme tespit edilememistir.
0.1 M ve 0,5 M arasindaki gelisme miktarlar1 Tablo 19’da verilmistir. Sonuglar 0,5 Mc

Farland’a gore hesaplanmugtir.

Tablo 19. Borik Asidin (BA) Bakteriler I¢in Biyosidal Etkisi

Bakteri  Bilimsel ad1 Kontol (CFU/mI-10")  0,A1M (CFU/ml- 0,5M

kodlar 107) (CFU/mI-107)

0G1 Bacillus pumulis 37.51+0,61defg 5.02+0,58fghijk  2.61+0,47efgh

0G?2 Bacillus 34.94+0,42jk 3.62+0,571jklm  2.89+0,48defg
paramycoides .

0G3 Bacillus cereus 33.33+0,58kl 7.43+0,41de 1.104+0,45h1

0G4 Pantoea septica 36.74+0,38efgh1 3.82+0,50hijklm  1+0,43fgh1

0G5 Pantoea 35+0,541 4.02+0,47ghijkl  3.01+0,48cdef
agglomerans m
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Tablo 19. (Devami)

0G6
OG7
0OG8
0G9

0G10

0G11
0G12
0G13
0G14
OG15

0G16
OG17
0G18
0G19

0G20

0G21

0G22

0G23

0G24

0G25

0G26

0G27

0G28
0G29

Planococcus glaciel

Bacillus pumulis
Bacillus pumulis

Enterococcus
mundtii

Agrococcus
jenensis

Enterococcus sp.

Planococcus glaciel
Bacillus toyonensis

Arthrobacter flavus

Dermacoccus
nishinomiyaensis

Bacillus pumulis

Bacillus mojavensis

Bacillus safensis

Pseudomonas
synxantha

Stutzerimonas
stutzeri(

Pseudomonas
fluorescens

Stutzerimonas
stutzeri

Bacillus
thuringiensis

Bacillus
wiedmannii

Peribacillus
frigoritolerans

Bacillus
australimaris

Enterococcus
durans

Georgenia soli

Georgenia
satyanarayanai

35.74+0,47ghy
39+0,44cd
38.15+0,57cde
27.31+0,52n

27.71+0,62n

31,6£0,54lm
37.31+0,51defg
37+0,51defgh
35.14+0,47hyj
36.5+0,32fghij

31.13+0,60m
41.5+0,50b

36.54+0,52efghi

37.55+0,53cdef

32+0,54Im

42.2+0,52b

31.33+0,57m

45.18+0,52a

39.35+0,53¢

25.1+0,570

38.35+0,58cde

26.9+0,55n

37.75+0,51efgh
27.51+0,52n

3.424+0,46jklm
4.52+0,52ghijkl
5.62+0,57efg
5.02+0,55fghyjk

2.51£0,58mn

5.83%0,52fghijk
2.51+0,53mn
7.63+0,49cd
6.77+0,48def
1.21£0,51n

5.18+0,50efghij
8.72+0,51¢
10.84+0,55b
4.82+0,47fghijk

8.86+0,48cd

12.85+0,48b

3.26+0,50klm

14.5+0,51a

9+0,55¢

5.02+0,54fghijk

5.7+0,51efg

5.5+0,53efgh

2.82+0,561m
5.82+0,56efghi

1+0,51fgh
2,3+0,51fgh
3.03+0,58cdef
2.75+0,57defgh

1+0,52fgh

3.01+0,55cdef
1+0,49fgh1
3+0,50cdef
2.19+0,54fgh
0.2+0,551

2.1+0,48fgh
4.34+0,45bcd
6.22:£0,48ab
4.62+0,56bc

4.26+0,54bcde

4.24+0,52bcde

2.19£0,52fgh

6.43+0,54a

4.02+0,50cde

2.41+0,48fgh

3.03+0,49cdef

1.2140,48ghi

2.65+0,51defgh
1.04+0,55fgh1

Farkl1 harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli farki ifade eder. £ SE anlamina gelir
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Tablo 19’da goriildiigii tizere 0,1 M BA'nin biyosidal etkisi tiim bakteriler i¢in % 90
oranindadir. 0,5 M BA’nin biyosidal etkisi ise % 99’lara ¢ikmistir. Calismada izole edilen
Bacillus cinsi bakterilerin ¢gogu 0,1 M ve 0,5 M BA’da diger bakterilere oranla direnci daha
fazladir. Bunun yansira Pseudomonas cinsi bakterilerde Bacillus cinsi bakteriler gibi ayni
dirence sahip oldugu belirlenmistir. Her iki cins bakterinin diger bakterilere oranla metal ya da
agir metal direnci gosterdigi bilinmekte ve bu bulgular bu savi desteklemektedir. Ayrica kati
vasatta 2,5 M’ye kadar artan dozlar denenmis ve bazi Bacillus cinsi bakterilerin yiiksek
dozlarda bile iireme sagladig1 goriilmiistiir. Sasirtict bir sekilde 2,5 M’den daha diisiik dozlarda
%90 oraninda gelisimleri engellenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda kat1 ortamda metal alinimi
ile s1v1 ortamda metal alinimi farkli olmali ki bu kadar farkli sonuglar elde edilebilsin goriisiine
ulasilmistir. Nitekim diisiik M’lardaki BA’nin bakteriler lizerindeki biyosidal etkisinin var
olmasi ¢alismamizin Onemini daha da artirmaktadir. Ciinkii biyodeteriorasyonun

engellenmesinde maliyetin ve toksik etkinin diisiik olmasi bir avantaj saglamaktadir.

Borik Asidin (BA) Siyanobakteriler I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

Calismada izole edilen siyanobakteriler tizerine BA’ nin biyosidal etkisinin belirlenmesi
icin 0,1 ve 0,5 M BA besiyerleri icine konmug 15 gilin boyunca optimum sartlarda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda optik yogunluklar1 &lgiilerek BA biyosidal etkisi
belirlenmeye ¢alisilmistir. Calisma sonucunda her iki konsantrasyondaki BA siyanobakterilerin
gelisimini olumsuz etkilemis ve kontrole kiyasla yaklasik 0,1 M i¢in % 88 0,5 M i¢inse % 94
azaltmistir (Tablo 20).

Tablo 20. Borik Asidin (BA) Siyanobakteriler igin Biyosidal Etkisi

Bakteri  Bilimsel Adi Kontrol 0.1M (CFU/ml- 0.5M (CFU/ml-
Kodlar (CFU/ml- 107) 107)

10°)
0oG1 Microcystis aeruginosa 35.74+0,47a  4.58+0,47a 2,114+0,43a
0G2 Microcystis aeruginosa 37.79+0,45a  5,2+0,41a 2.35+0,44a

Farkli harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli olmayan fark: ifade eder. £ SE anlamina
gelir

Borik asit siyanobakterilerin gelismesi i¢in gerekli bir iz element olsa da her maddenin

coklugu gibi borunda fazlaliginda da siyanobakterilerin gelisimi durmaktadar.

Borik Asidin (BA) Funguslar I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

BA’nin funguslar tizerindeki biyosidal etkisini belirlemek i¢in iki farkli doz uygulanmis
ve sonuclar kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Yirmi dort fungusun tamami 0,1 M BA’da

biyokiitle olusturdugu goézlenmistir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda tiim funguslarin
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biyokiitlesi % 80 azalmigtir. OG5, OG9, 0G12, 0G14, OG15, 0G16 ve OG19 kodlu funguslar
harig higbir fungus 0,5 M BA’da biyokiitle olusturamamistir (Tablo 21).

Tablo 21. Borik Asidin (BA) Funguslar i¢in Biyosidal Etkisi (Biyomas Miktarlarinm

Karsilagtirilmast)
Fungus Bilimsel Ad1 Kontrol (g) 0.1 M BA (9) 0.5MBA(9)
Kodlar
0G1 Fusarium torulosum 6.9+0,51ghij 2.1+0,49fgh 0+0,0d
0G2 Fusarium tricinctum 9.5+0,55de 2.51+0,54efgh 0+0,0d
OG3 Cleistothelebolus 4+0,521 1+0,54gh 0+0,0d

nipigonensis

0G4 Beauveria bassiana 6+0,5215k 1.83+0,51gh 0+0,0d
OG5 Fusarium redolens 7.3+0,51fgh1 2.9+0,47efgh 1.8+0,51c¢
0OG6 Trichoderma simmonsii 5.45+0,56jkl 1.254+0,49gh 0+0,0d
OG7 Fusarium oxysporium 10.83+0,54cd 4+0,51bed 0+0,0d
0G8 Aspergillus flavus 8.8+0,58def 3.2+0,49cdef 0=+0,0d
0OG9 Fusarium solanii 11+0,52bc 3.54+0,55bcde 1.52+0,49¢
0G10 Fusarium oxysporium 6.43+£0,55ghijk 040,01 0+0,0d
0OGl11 Fusairum nisikadoi 6.2+0,531jk 1.2+0,53h1 0+0,0d
0G12 Cladosporium limoniforme 4,540,521 2+0,53fgh 0.5+0,46d
0G13 Aspergillus aflatoxiformes 7.5+0,56fgh1 3.24+0,50def 0+0,0d
OG14 Alternarla alternata 9.4+0,58def 5+0,51b 2.7+0,53b
0OG15 Fusarium languescens 8+0,57efg 2.75+0,52defg 14+0,52¢
0OG16 Alternaria sorghi 10+0,55¢d 8+0,48a 5+0,54a
OG17 Epicoccum nigrum 5.6£0,50km 1.24+0,49gh 0+0,0d
0G18 Scopulariopsis brevicaulis 7.8+0,50ghij 4+0,49bcd 0+0,0d
0G19 Coniochaeta discospora 8.2+0,57fgh 4.5+0,50bc 14+0,48¢
0G20 Leucostoma cinctum 7.8+£0,57fgh1 2.4+0,52efgh 0+0,0d
0G21 Aspergillus chevolieri 12+0,59b 54+0,56b 0+0,0d
0G22 Aspergillus flavipes 10+0,58¢cd 2.74+0,54defg 0+0,0d
0G23 Fusarium chlamydosporum 16+0,52a 2.8+0,51defg 0+0,0d
0G24 Aspergillus niger 9.65+0,56def 2.68+0,55defg 0+0,0d

Farkl1 harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli farki ifade eder. £ SE anlamina gelir

Boraksin (BX) Bakteriler i¢cin Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

BX biyosidal etkisinin belirlenmesinde sivi1 kiiltiir kullanilmistir. Kati1 vasatta belirlenen

dozlar denenmis fakat belirlenen dozlar (0,1 — 2,5 M) arasinda 1 M’dan yiiksek dozlarda
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herhangi bir gelisimin goriilmemesi tizerine doz araliklar1 1 M altina ¢ekilmistir. Bu sebeple
s1v1 besi yerlerinde 0,1, 0,5, 0,75 ve 1 M denenmistir. Denemeler sonucunda 0,75 M ile 1 M
konsantrasyondaki besi yerlerinde herhangi bir biiyiime ve gelisme tespit edilememistir. Bu
sebeple BX’in bakteriler iizerine biyosidal etkisinin hangi dozdan basladigini belirlemek i¢in

0,1 M ve 0,5 M BX kullanilmistir. Sonuglar 0,5 Mc Farland’a gore hesaplanmustir.

BX’1n bakteriler lizerindeki biyosidal etkisi degerlendirildiginde; yimi dokuz tiirden
sadece Dermococcus nishinomiyaensis tiirii 0,1 M BX’te gelismedigi belirlenmistir. Bunun
sebebi insan ve hayvanlari dogal mikrobiyotasinda bulunan bir bakteri oldugundandir. Bunun
yani sira yirmi sekiz bakteri 0.1 BX’ta kontrole kiyasla az da olsa gelisim oldugu goriilmiistiir.
0.1 M BX’m bakteriler iizerindeki biyosidal etkisi %80’in iizerindedir. 0.5 M BA dozu
degerlendirildiginde; tiim bakteriler ilizerinde %95 oraninda biyosidal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ayni cinse mensup bakterilerin benzer tepkiler verdigi gozlenmistir (Tablo

22).

Tablo 22. Boraksin Bakteriler I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

Bakteri  Bilimsel Adi Kontrol 0,1M 0,5M (CFU/mlI-
kodlar (CFU/mI-107)  (CFU/mI107)  107)
0G1 Bacillus pumulis 38.65+0,29bc 4.35+0,35n 0.86+0,241jklm
0G2 Bacillus paramycoides 34.54+0,28h 5.62+0,39kl 0.444+0,21mn
0G3 Bacillus cereus 33.33+0,39j 7.43+0,40hyj 1.10440,26hij1
0G4 Pantoea septica 39.40+0,28ab 2.75+0,410 0.9+£0,411jklm
0G5 Pantoea agglomerans 37.89+0,31def 2.56+£0,510 0.56+0,26klmn
0OG6 Planococcus glaciel 31.21+0,301 4.5+0,52mn 0+0,0n
OG7 Bacillus pumulis 37.54+0,34f 9.36+0,48ef 0+0,0n
0G8 Bacillus pumulis 36.36+0,40¢g 10.46+0,48¢ 0.540,40lmn
0OG9 Enterococcus mundtii 32.00+0,38kl 6.75+0,53jk 2.17+0,35gh
0G10 Agrococcus jenensis 32.04+0,281jk 8.75+0,52fg 3.55+0,51c
0G11 Enterococcus sp. 34.84+0,31h 9.40+0,47de 2+0,50h1
0G12 Planococcus glaciel 33+0,381jk 4.21+0,44mn  1.84+0,34h1
0OG13 Bacillus toyonensis 37.77+£0,30ef 5.72+0,44kl 2.8+0,52fg
0G14 Arthrobacter flavus 37.31+0,39cdf  8.05+0,49gh 4.58+0,47b
0G15 Dermacoccus 32+0,35jk 0+0,0p 0+0,0n
nishinomiyaensis
0OG16 Bacillus pumulis 40.36+0,31a 7.55+0,38hij 3.01+0,39¢cde
OG17 Bacillus mojavensis 35.14+0,35h 7.7+0,39gh1 2.2340,36efg
0OG18 Bacillus safensis 38.20+0,29¢cde 5.8+0,41kl 1.6+0,3%h
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Tablo 22. (Devami)

0G19 Pseudomonas synxantha 37.20+0,32ef 9.48+0,48¢f 2.6+0,47def
0G20 Stutzerimonas stutzeri( 38.37+0,33cdf 5.5+0,521m 0.90+0,4515klm
0G21 Pseudomonas fluorescens 37.80+0,32cdf  6.85+0,561j 1.34+0,42hij
0G22 Stutzerimonas stutzeri 27.69+0,38m 13.69+0,51b 6.18+0,45a
0G23 Bacillus thuringiensis 37.89+0,38def  7.77+0,55ght  0.9+0,50jklm
0G24 Bacillus wiedmannii 32.33+0,34jkl 8.69+0,48efg 3.55+0,52cd
0G25 Peribacillus frigoritolerans 31.54+0,37kl 10+0,49¢d 0.8+0,461jklm
0G26 Bacillus australimaris 38.15+0,39cdf  17.79+044a 3.13+0,39cd
0G27 Enterococcus durans 38.23+0,35cd 8.03+0,39fg 4.44+0,38b
0G28 Georgenia soli 35.34+0,36gh 8.37+0,43gh 2+0,40h1
0G29 Georgenia satyanarayanai 33.47+0,341 6.21+0,52jk 1.2+0,45hijk

Farkli harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli farki ifade eder. + SE anlamina gelir

Boraksin (BX) Siyanobakteriler I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

BX’1mn siyanobakteriler tizerindeki biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in 0,1 ve 0,5 M
konsantrasyon denenmistir. Bu konsantrasyonlarin her ikisinde de izole edilen siyanobakteriler
icin biyosidal etkisi mevcuttur. Siyanobakterilerin gelisimi i¢in 0,03 g/L yeterli oldugu
bilinmektedir. Calisma sonuglarina bakildiginda gelisimlerini saglayan dozdan yaklasik 15 kat
yiiksek olan dozda (0,1 M) gelisimleri kontrole gore % 90 oraninda azalmistir. 0,5 M’de ise
%100’k bir orana wulagsmis ve herhangi bir gelisimin goriilmemistir. Ayrica
biyodeteriorasyonun 6nlenmesi i¢in kullanilan BX bu organizmalar i¢in biyosidal etkisinin her
iki dozda var oldugu belirlenmistir (Tablo 23). Yine Tablo 23’de goriildiigii gibi izole edilen

siyanobakteriler ayni tiir olmasina ragmen BX’e kars1 kiigiik farkliliklar gostermistir.

Tablo 23. Boraksin (BX) Siyanobakteriler I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

Bakteri  Bilimsel Ad1 Kontrol 0,iM (CFU/ml- 0,5M
Kodlar: (CFU/mI-10°%) 107) (CFU/mI-107)
0G1 Microcystis aeruginosa 32.12+0,47a 3.24+0,47a 0+0,0b

0G2 Microcystis aeruginosa 33.27+0,45a 3.56+0,48a 0.5+0,41a

Farkli harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli olmayan farki ifade eder. £ SE anlamina
gelir

Boraksin (BX) Funguslar Icin Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi

BX’in funguslar iizerindeki biyosidal etkinin belirlenmesinde 0,1 ve 0,5 M BX
kullanilmistir. Kontrole goére yas biyomaslar1 kiyaslanarak biyosidal etkinin varlig

belirlenmeye ¢alisgilmistir. 0,1 M BX’te 24 fungusun 9’u gelismemistir. Gelisen 15 tiir ise
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kontrolleriyle kiyaslaninca % 75 oraninda biyomas azalisi belirlenmistir. 0,5 M BX’te
funguslarin tamaminda herhangi bir gelisme belirlenememistir. Bunun sebebinin suda ¢éziinen
madde miktarina bagli olarak artan pH oldugu disiiniilmiistiir. Funguslarin optimum 5-6
gdz Onene alirsak gelismemelerinin  pH ile 1ilgili

pH’larda gelistigini oldugunu

degerlendirebiliriz (Tablo 24).

Tablo 24. Boraksin (BX) Funguslar I¢in Biyosidal Etkisinin Belirlenmesi (Biyomas

Miktarlariin Karsilagtirilmasi)

Fungus Bilimsel Ad1 Kontrol (g) 0,1M (g 0,5M (g)
kodlar

0G1 Fusarium torulosum 7+0,57g1j 0+0,0f 0+0,0
0G2 Fusarium tricinctum 9+0,55bcd 2.54+0,51cd 0+0,0
0OG3 Cleistothelebolus nipigonensis 5+0,38klm 0+0,0f 0+0,0
0G4 Beauveria bassiana 8+0,39fgh1 0+0,0f 0+0,0
OG5 Fusarium redolens 8.6+0,34cdef 0+0,0f 0+0,0
0OG6 Trichoderma simmonsii 8.2+0,34cdefg 0+0,0f 0+0,0
OG7 Fusarium oxysporium 9.5+0,28bc 0+0,0f 0+0,0
0G8 Aspergillus flavus 740,29h1j 2+0,53de 0+0,0
0OG9 Fusarium solanii 7.6+0,35efght 2.4+0,46¢cde 0+0,0
0OG10 Fusarium oxysporium 9+0,34bcde 0+0,0f 0+0,0
OG11 Fusairum nisikadoi 5+0,37m 2+0,35¢ 0+0,0
0G12 Cladosporium limoniforme 8.5+0,32cdef 1.7+0,38de 0+0,0
0G13 Aspergillus aflatoxiformes 6.4+0,3 11k 0+0,0f 0+0,0
0G14 Alternarla alternata 6.5+0,2915k 2+0,28de 0+0,0
0OG15 Fusarium languescens 10+0,29b 2.540,34cd 0+0,0
OG1l6 Alternaria sorghi 12+0,44a 3.5+0,29b 0+0,0
OG17 Epicoccum nigrum 5+0,511m 0+0,0f 0+0,0
0G18 Scopulariopsis brevicaulis 8+0,42defgh 3+0,35bc 0+0,0
0G19 Coniochaeta discospora 6+0,46jkl 2.5+0,33de 0+0,0
0G20 Leucostoma cinctum 9.3+0,29bc 4.5+0,31a 0+0,0
0G21 Aspergillus chevolieri 8.5+0,44cdef 3.2+0,41bc 0+0,0
0G22 Aspergillus flavipes 10+0,51b 3.5+0,41bc 0+0,0
0G23 Fusarium chlamydosporum 640,505kl 2.4+0,39cde 0+0,0
0G24 Aspergillus niger 8+0,51defgh 3.7+0,38b 0+0,0

Farkl1 harfler, P<0.05 anlamlilik diizeyinde gruplar arasindaki anlamli fark: ifade eder. + SE anlamina gelir
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Tez cgalismasi boyunca BA ve BX’in farkli konsantrasyonlardaki biyosidal etkisi
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Bu amagla 0,1 M’den baslayarak artan dozlarda 2,5 M’ye kadar BA
ve BX’in mikroorganizmalar tizerindeki 6limciil etkisi belirlenmeye ¢aligilmigtir.  Yapilan
caligmalar ile 1 M iizerindeki dozlarin Sliimciil oldugu goriilmiis ve daha diisiik dozlarin
calisilmasina karar verilmistir. 0,1 -1 M arasinda her iki bor bilesiginin biyosidal etkisi
belirlenmistir. 0,75 ve 1 M ‘nin bile mikroorganizmalar iistiinde 6liimciil etkiye sahip oldugu
bulunmustur. 0,1 M ve 0,5 M olan dozlar her iki bor bilesigi i¢in tim tez boyunca biitiin

mikroorganizma gruplarinda denenmistir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde; her iki bor bilesiginin hem prokaryotlar
hem de 6karyot iizerinde biyosidal etki gosterdigi tespit edilmistir. Her iki bor bilesiginin tiim
organizmalar lizerinde biyosidal etkisi olsa da ayni dozlar i¢in boraksin borik asitten daha giicli

bir biyosidal etkiye sahip oldugu goériilmiistiir.
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TARTISMA ve SONUC

Kiiltiirel miraslar igerisinde gosterilen kaleler, hanlar, hamamlar, camiler, kiliseler,
heykeller, mozaikler, tablolar biyolojik bozunma ile kars1 karsiyadir. Biyolojik bozunma veya
diger ifadeyle biyodeteriorasyon farkli mikro- ve makro-organizmalarin biyolojik faaliyetleri
sonucunda meydana gelen yapisal olarak  bozunmasmi ifade  etmektedir.
Makroorganizmalardan ziyade mikroorganizmalarin (siyanobakteri, bakteri, alg, fungus gibi)
olusturdugu biyofilm, asitler, redoks tepkimeleri ve pigment olusturmalariyla kiiltiirel miraslar
yi1gilma, renklenme, korozyon hatta tamamen bozulmaya sebep olabilmektedirler (Corbu et al.
2022). Tas yapilarda biyodeteriorasyonun baglamasi igin Ozellikle yiiksek kolonizasyon
kabiliyetleri ve korozyona sebep olmalari nedeniyle en énemli organizma grubu likenlerdir.
Bilindigi gibi likenler; siyanobakteri ve funguslarin olusturdugu mutualist birliklerdir. Son
yillarda likenler sadece siyanobakteri ve funguslarin olusturdugu bir birlik degil ayn1 zamanda
diger mikroorganizmalarinda yer aldig1 ekosistemler olarak degerlendirilmektedir (Mart et al.
2020; Macchia et al. 2022; Romani et al. 2022). Liken ekosisteminde bulunan baslica
mikroorganizmalar; bakteriler, siyanobakteriler, funguslar ve mikroskobik alglerden
olusmaktadir. Biyodeteriorasyonu baglatan likenlerin ekosisteminde yer alan bu
mikroorganizmalar ile korozyonu daha da ileri safhalara gotiirdiigii bilinmektedir. Bu
caligmada tarihi tas yapilarda biyodeteriorasyona sebep olan likenler toplanmig ve liken
ekosisteminde var olan mikroorganizmalar izole edilmistir. Likenlerden siyanobakteriler,
bakteriler ve funguslar saf kiiltiir olarak elde edilmistir (Tablo 3, 7 ve 10). Toplanan likenlerden
tic farkli organizma grubu izole edilmis ve bu sonug likenlerin sadece siyanobakteri ve
fungustan degil ayn1 zamanda bakteri ve epifit (birlik olusturmayan) funguslardan olustugu yani

likenler bir mikro ekosistem oldugunu desteklemektdir.

Siyanobakteriler, diinya capinda kutup bolgeleri, ¢oller, kaplicalar, okyanuslar ve
kayalar gibi asir1 ekstrem yerlerde bulunan hem sucul, hem de karasal ortamlarda yasayan
fotosentetik mikroorganizmalardir. Siyanobakteriler tek basina yasayabildikleri gibi ekstrem
ortamlarda yasama sanslarini artirmak i¢in funguslar ile is birligi kurarak liken birliklerinde de
bulunabilirler. Bu birliktelik her iki organizma i¢inde hayatta kalma basarisini artirmaktadir.
Tas yiizeylerde liken, dolayisiyla siyanobakteri ve funguslar biyodeteriorasyona sebep olarak
kendi yasam alanlarim1  genisletmektedirler. Tas yiizeylerde liken birliklerindeki
siyanobakteriler daha ¢ok karasal siyanobakteriler oldugu yapilan birgok calisma ile

belirlenmistir. Ozellikle heterocytous yapida (¢coklu sekil) siyanobakteriler (Nostoc, Syctonema,
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Tolyporix, Anobea), yuvarlak yapida (Chroococcus, Gleocopsa, Aphanotheae) ve basit

filamanetli yapidaki (Oscillatoria) siyanobakteriler tas yapilarin bozulmasina neden
olmaktadir (Mehta 2022).

Literatiir taramas1 yapildiginda genellikle biyodeteriorasyona sebep olan siyanobakteri
tirleri bir dnceki paragrafta verilen cinsleri icermektedir. Fakat Lamboardozzi et al.2012’de
yaptiklar1 ¢alismada biyodeteriorasyona sebep olan 249 6rnek toplanmis ve bir programla
bunlar1 analiz etmislerdir. Sasirtic1 bir sekilde 249 6rnekten sadece bir Mycroctis cinsi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada ise biyodeteriorasyona sebep olan likenlerden Microcystis aeruginosa

tiirti siyanobakteri izole edilmistir (Tablo 15).

Liken briliginin bir diger iiyesi olan funguslar; zorlayici ekolojik sartlara dayanabilen
ve hayatta kalmak i¢in ¢esitli yapisal, metabolik, morfolojik ve genetiksel yapilarinda degisiklik
yapabilen ve diinya iizerinde hemen her yerde bulunan hetotrofik organizmalardir. Tablolar,
vazolar, ahsaplar, kitaplar, kayalar ve metaller gibi farkl yiizeylerde kolonize olan funguslar
yiiksek biyodeterioratif ajanlar olarak bilinir. Olumsuz gevre sartlariyla karsilasan tag yapilarda
kolonize olmalar1 ve g¢esitli metabolik faaliyetleriyle bu yapilarda estetik, fiziksel ve kimyasal
bozunmalara sebep olurlar (Trovao et al. 2019; Trovao et al. 2021; He et al. 2022). Diinya
tizerindeki likenlerin biiyiik cogunlugu Ascomycota sinifinin iiyeleriyle olusurken ¢ok az kismi
Basidiomycota iiyelerinden olusmaktadir (Stocker 2008). Biyodeteriorasyona sebep olan liken
birlikteliklerinden izole edilen funguslarin hepsi Ascomycota sinifina ait oldugu belirlenmistir
ve bu bulgular literatiir bilgisiyle uyusmaktadir (Tablo 16). Funguslar zorlayici ekolojik sartlara
dayanabilen ve hayatta kalmak i¢in cesitli yapisal, metabolik, morfolojik ve genetiksel
yapilarinda degisiklik yapabilen ve diinya lizerinde hemen her yerde bulunan hetotrofik
organizmalardir. Bu 6zelliklere sahip olan funguslar tas ve kaylar gibi ekstrem ekosistemlerde
bulunduklart bilinmektedir. Tas yiizeylerinden izole edilen baglica funguslar; Aspergillus,
Penicillum, Trichoderma, Fusarium, Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, Phoma,
Ulocladium, Mucor, Epicoccum ve Aureobasidium ’dur (Miller et al. 2012; Sterflinger et al.
2013; Cruzman et al. 2013; Farooq et al. 2015; Duan et al. 2018). Yapilan ¢alismada Fusarium,
Trichoderma, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium gibi cinslere ait tiirler izole edilmistir.
Elde edilen tiirler ile daha onceki ¢alismalarin verileri benzerlik gosterdigi tespit edilmistir

(Tablo 16).

Tas ve kaya iizerine yerlesen likenlerin Onciilii§iinde diger mikroorganizmalarda tas
yiizeyine hatta tas igerisine yerleserek biyodeteriorasyonu hizlandirir. Tasin fiziksel ve
kimyasal yapisina gore diger mikroorganizmalar faaliyetlerine baglarlar. Tas ylizeylerde

arkean, bakteriler seklinde sirayla yerlesirler. Ister arkean ister bakteri olsun tasin yapisindaki
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organik ve inorganik maddeleri kullanarak kolonize olurlar ve tasin ylizeyini asindirarak bu
yapilara zarar verirler. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda likenlerin kolonize oldugu tas
yiizeylerden Thiobacillus, Bacillus, Mixococcus, Thiothrix, Clostridium, Pseudomonas,
Halococcus ve Beggiatoa gibi bakteri gruplari, daha ¢ok tas yilizeyinde kolonize olan baslica
bakteri cinsleridir (Meng et al 2017; Zhang et al. 2018). Tez ¢alismas1 boyunca 100 bakteri
izole edilmis fakat sartlar geregince sadece 30 bakteri izolat1 tiir teshisine gonderilmistir. Tiir
teshisleri sonucunda; Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter, Agrococcus, Enterococcus gibi
cinslere ait bakteriler oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar gosterdiki izole edilen tiirler daha
onceki ¢alismalarda izole edilen tiirler ile paralellik gostermektedir. Fakat ¢alisma boyunca
arkebakteri izole edilememistir. Bu elde edilen bulgular arkebakterilerin bu birliktelikte
olmadigin1 gostermez sadece tlir teshisine gonderilen tiirlerin sayist fazla olsaydi bu

bakterilerden de goriilme ihtimalinin artabilecegi diistiniilmektedir (Tablo 14).

Tas ve kaya yiizeyleri (icleri) gibi ekstrem ortamlar istisnai 6zelliklerine sahip bir¢ok
mikroorganizmay1 barindirirlar. Bu mikroorganizmalar yiiksek UV, sicaklik, kuraklik,
tuzluluk, metal yiikii ve pH degisimine adapte olmus ve gelistirdikleri mekanizmalar ile hayatta
kalmislardir (Antranikian et al. 2005; Dib et al. 2008; Gaeta et al. 2020). Bu ekstrem sartlardan
biri olan tuzluluk hem yiiksek yapili organizmalarin hem de mikroorganizmalarin gelisimini
etkilemektedir. Mikroorganizmalarin tuza tolerans gostermesi hayatta kalma sanslarini
artirmaktadir. Tag ve kaya lizerinde yasayan bakterilerin tagin yapisina bagli olarak ¢oziiniir
tuzlar ile stirekli karsilagsmakta ve bu yogun tuz miktariyla yasayabilmek, diger organizmalar
ile rekabeti kazanmak i¢in modifikasyon ve adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmektedirler.
2013’te yapilan bir ¢alismada tuzlu habitatlardan izole edilen bakterilerin %15 konsantrasyonda
NaCl miktarinda gelistigi belirlenmistir. Bu ¢alismada izole edilen tiirler arasinda Bacillus cinsi
bakterilerin oldugu goriilmiistiir (Ramadoss et al. 2013). Yine tuzlu toprak yapisina sahip olan
Thar Coliinden izole edilen Bacillus cinsi bakterilerin hem tuz hem de sicaklik toleransinin
oldugu tespit edilmistir (Verma et al. 2020). Ekstrem habitatlardan biri olan okyanuslarin tuz
konsantrasyonlar1 bilindigi gibi yiiksektir. Bu ortamdan izole edilen Pseudomonas 'larin yiiksek
tuz miktarlarinda gelisebildigi bulunmustur (Bollinger et al. 2018). Fan ve arkadaslarinin
(2016) tuzlu ve alkali topraklardan Arthrobacter ve Bacillus cinsi bakterilerin yiiksek tuz
toleransina sahip oldugu ve bu organizmalar1 tuz stresi altindaki bitkiler i¢in kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Tuz konsantrasyonun fazla oldugu bir ekstrem habitat ise tuz golleridir. Bu
alandan izole edilen Planococcus cinsi bakterilerin tuz toleransinin oldukg¢a yiiksek oldugu
belirlenmistir (Hassan et al. 2020). Tiim bu bilgiler 151g81nda ekstrem ve tuzcul ortamlardan izole
edilen bakterilerin tuz toleranst oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda kaya

likenlerinden izole edilen bakterilerin 0.1 M ile 2 M arasinda degisen konsantrasyonlarda NaCl
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toleranslar1 belirlenmistir. 29 tiirden hemen hemen hepsinin 1 M tuza kadar olan
konsantrasyonlarda gelistikleri goriilmiistiir. OG2, OG3, OG5, OG11, OG13, OG17, OG22,
0G23, 0G28 ve OG29 kodlu bakteriler 1.5 M ve 2 M’da da gelistigi gézlenmistir (Tablo 4).
Calismada ekstrem habitat olan kaya yiizeylerinden izole edilen Bacillus, Pseudomonas,
Arthrobacter, Planococcus cinsi bakterilerin tuz toleranslarinin oldugu belirlenmis ve bu
sonuclar kayalarin asinmasiyla ortaya ¢ikan tuz miktartyla miicadele etmek igin tolerans

kazandiklar1 hatta sadece tuza degil metal direnglerininde var oldugu diisiiniilebilir.

Bakteriler diinya iizerindeki hemen hemen her ekosistemde yasayan ve yasadiklari
bolgenin getirdigi sartlara iyi uyum saglayabilen canlilardir. Okyanus diplerindeki hidrotermal
bacalar, kaplicalar, ¢oller, yanardag kiyilari, kutuplar, tundralar ve kayalar bakterilerin
bulundugu bazi ekstrem alanlardir. Bu alanlarda yasayan bakterilerin ¢eper yapisi,
morfolojileri, enzimleri, lrettikleri sekonder metabolitleri, pigmentleri, kendilerini sicak
velveya soguktan koruyacak kabiliyetlere sahip olduklari bilinmektedir (Gayar et al.2017;
Penhallurick et al. 2021; Castel et al. 2022). Yapilan bir¢cok ¢alismada mezofil degerlerin
disinda yer alan bolgelerden Bacillus, Pseudomoas, Enterobacter, Arthrobacter gibi tiirler izole
edilmistir (Khan et al. 2023).

Gezegenimizin % 20’ si 5 °C ve altinda sicaklik ortalamasina sahip habitatlar bulunur.
Bu habitatlarin basinda; okyanuslar, derin denizler ve kutup bolgeleri gelmektedir. Belirtilen
habitatlarda yasayan organizmalar zorlu sartlar ile yiizlesmektedirler. Bu zorluklar; ytiksek
tuzluluk, diisiik sicaklik, besin kitlig1 ve basingtir. Sayilan kosullar ile yasayabilmeleri igin
ceperlerinde, enzimlerinde, irettikleri yag asitlerinde ve pigmentlerinde degisiklik ile
morfolojik sitoplazmalarinda antifriz bilesikler ve buz ¢ekirdekleri olusturmalariyla fizyolojik
adaptasyon mekanizmalar gelistirmiglerdir. Ekstremofil olarak adlandirilan arkebakterilerin
bu alanlarda yasamasi aligilagelmis bir olgudur. Arkealarin disinda Bacillus, Pseudomonas,
Planococcus, Arthrobacter, Enterococcus, Agrococcus gibi bakterilerin yasamasi herkes igin
sasirticidir. Bu bakterilerin yliksek adaptasyon mekanizmalariyla bu ekstrem habitatlarda
yasamlarini siirdiirdiikleri bilinmektedir (Yadav et al. 2017; Urbanek et al. 2018; Touchete et
al. 2020; Paun et al. 2021).

Tas ve kaya yiizeylerimde asir1 sicak ve asir1 soguk olan eurytherm habitatlardir. Bu
bolgelerde yasayan mikroorganizmalar sicaklik farki fazla olmasina ragmen gelistirdikleri
mekanizmalar ile bu alanlarda yasamaya adapte olmuslardir. Yapilan calismada kaya
likenlerinde izole edilen bakterilerin sicaklik toleransi belirlenmis ve 10 °C ile 50 °C arasindaki
kosullarda gelistirilmistir. Izole edilen bakterilerin hepsi 10 °C’de gelistigi goriilmiistiir ve bu

bakterilerin psikrotolerant oldugu kanisina varilmistir. 20, 30 ve 40 °C’de gelisimin 10°C’den
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daha fazla oldugu belirlenmistir. En yliksek sicaklik olan 50°C’de ise 13 tiir gelisim
gostermistir. Ayrica OG6 (Planococcus glacei), OG12 (Planococcus glacei) ve OG25
(Peribacillus firigotolerans) bakterileri 40°C ve 50 °C’de gelismedigi kaydedilmistir (Tablo
4.4). Bunun sebebinin ilgili tiirlerin psikrofil 6rnekler olarak degerlendirilmis ve buna uygun
sekilde isimlendirilmistir (Yadav et al. 2015). Ayrica literatiir bilgilerinde ekstrem sicak ve
soguk bolgelerden izole edilen cinsler; Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter ¢alismamizda da
izole edilmistir (Tablo 14). Yapilan ¢alismanin ekstrem sicaklik farki olan boélgelerden izole
edilen bakteriler ile benzerlik gostermis ve bu bulgular ilerideki calismalar i¢in kaynak
olusturacagi Ongoriilmektedir. Dahasi hem soguk hem de sicak toleransi olan Bacillus,
Pseudomonas cinslerine ait tiirler tespit edilmistir. Bu bakteriler arasinda tiir ve izolat farki yani
ayni tiiriin farkli sicakliklarda gelisebildigi gozlenmistir (Tablo 5 ve 14). Hindistan’da bulunan
ve soguk ¢ol olan Leh Ladakh ¢oliinden soguga adapte olmus Bacllus, Planococcus,
Pseudomonas, Arthrobacter, Exiguobacterium, Alishewanella, Brachybacterium, Providencia,
Janthinobacterium, Sphingobacterium, Kocuria, Aurantimonas, Citricoccus,
Cellulosimicrobium, Brevundimonas, Desemzia, Flavobacterium, Klebsiella, Paracoccus,
Psychrobacter, Sporosarcina, Staphylococcus, Sinobaca, Stenotrophomonas, Sanguibacter,
Vibrio cinslerine ait bakteriler izole edilmistir. izole edilen bu bakterilerin farkli sicakliklardaki
toleranslar1 belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore Bacillus, Psdudomonas, Arthrobacter
cinsilerine ait bakterilerin farkli sicakliklarda yasama Ozelliklerini kullanarak bitki

uygulamalarinda bu bakterilerin kullanilacagini belirtmistirler (Yadav et al. 2015).

Bakteriler, optimum fizyolojik sartlar1 igeren ortamlarda verimli islev gorecek sekilde
uyarlanmistir. Optimum c¢evresel kosullardan asir1 varyasyon, bakteriyi strese sokar ve bu da
bliylimesinin inhibisyonuna, diisiik biiyiime hiziyla gecikme siiresinde bir artisa veya nihai
Olimiine neden olur. pH degisimi bakterilerin gelisimini etkileyen onemli bir faktordiir.
Bildigimiz gibi ¢ogu bakterinin optimum gelisim pH’s1 alkalidir yani 7 ve 9 arasindadir. Asiri
sicakliklarda gelisen mikroorganizmalarin kesfi gibi, asir1 pH degerlerine sahip ekosistemlerde
bakteri ve arkeler de bulunmustur. Bakteriler ve arkeler, asir1 asitlik (<pH 2) veya alkalilik (>pH
10) ile basa ¢ikmak icin ¢esitli yollar gelistirmistir. Hem asidofillerin hem de alkalifillerin
karsilagtig1 zorluk, ndtre yakin bir hiicre i¢i pH'y1 korumaktir. Hiicre i¢i dengeyi saglamak i¢in
farklt mekanizmalar gelistirdikleri bilinen bir gergektir (Silliakus et al. 2017; Triptahi et al.
2018; Chowdhury et al. 2021). Fermente gidalar, maden ligi yapilan alanlar, asitli goller gibi
birgok asidofil alanda yasayan mikroorganizmalar vardir. Ozellikle Bacillus ve Pseudomonas
gibi toprak kaynakli ve genis yasam aralig1 olan bakteriler bu alanlarda da bulunabilen 6nemli
cinslerdir (Liang et al. 2019). Yik ve arkadaslarmin 2018’te yaptiklar1 ¢alismada maden direnaj

alanindan izole edilen Bacillus’larin diisiikk pH’larda yasamlarini siirdiirdiiklerini gérmiislerdir
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(Yik et al. 2018). Fermente edilmis gidalarin bulundugu yerlerden de diisiik pH’larda yasayan
Bacillus cinsi bakteriler izole edilmistir (Ragul et al. 2017). Asidofil olan Bacillus tiirlerinin
yaninda yiiksek pH’larda yasayan alkalifil olan Bacillus tiirleride yaygindir (Liu et al. 2019).
Sadece Bacillus cinsleri degil ayn1 zamnada yiiksek alkali ortamlarda yasayan bakteri tiirleri de
mevcuttur. Soda gollerinde yasayan Pseudomonas, Arthrobacter, Brevibacterium bu olguya
ornek verilebilir ( Shilova et al. 2021). Bu calismada 3 ile 13 pH araligindaki bakterilerin
biiyiime ve gelismesi gozlenmistir. 3 ve 13 pH’da herhangi bir bakteri gelisiminin olmadig1
goriilmiistiir. En diisiik pH olarak 4 en yiiksek 11 segilmis ve denemeler yapilmistir (Tablo 6).
Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde en diisiik pH 4’te izole edilen bakterilerin %751
gelismistir. pH 9°da sadece OGI15 kodlu Dermacoccus nishinomiyaensis bakterisi
gelismemistir. En yiikksek pH 11°de ise on bir bakteri tiirti gelismistir (Tablo 6). Genis pH’larda
gelismesi bu bakterilerin degisen pH’lara kars1 direncinin oldugunu gostermektedir. Elde edilen
sonuclar ise genis pH araliginda yasayabilen bakterilerin var oldugu bilgisiyle tamamen
uyusmaktadir. Ayrica izole edilen bakteriler arasinda Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Enteroccus cinsine ait bakterilerdir. Bu tiirler arsinda asidolifik ve alkalifilik bakteriler tespit
edilmistr. Ekstrem ortamlarda izole edilen tiirlerin genis bir pH toleransinin oldugu gozlenmis

ve literatiir ile paralel sonuglardir.

Siyanobakteriler benzersiz morfoloji ve fizyolojiye sahip fotosentetik prokaryot
grubudur. Bu asir1 uglar da dahil olmak iizere ¢esitli ekolojik habitatlarda hakim olmalarina izin
verir. Bu alanlar; ¢6ller, kaplicalar, asir1 tuzlu ve alkali havzalar, volkanik yiizeyler olabilir
(Temraleeva et al. 2016). Ekstrem ortamlar bir organizmanin katlanabileceginden fazlasi olarak
tanimlanabilir. Ekstrem ortamlarda yasayan ve ekolojik olarak basari saglamis en eski
gruplardan biri siyanobakterilerdir. Siyanobakteriler; okyanuslardan tatli suya, topraktan ¢iplak
kayalara, ¢6llerden buz raflarina, asir1 tuzludan alkalin gollere, yliksek metal konsantrasyonlari
olan direnaj alanlarinda basarili bir sekilde hayatta kalabilir hatta iireyebilirler (Singh et al.
2017). Sucul ve karasal siyanobakteriler ve tiim canlilar i¢in tuzluluk 6nemli bir abiyotik
strestir. Tuzlulukta olusan ozmotik basinci azaltabilmek icin diger organizmalar gibi
siyanobakterilerden cesitli metabolik ve morfolojik degisimler gostererek bu alanlarda
yasayabilirler (Pade and Hagamen 2015). Yogun tuz igeren ekosistemlerden izole edilen
siyanobakteriler; Leptolyngbya, Oscillatoria, Nodosilinea, Anabaena, Geitlerinema,
Gloeocapsa, Microcystis, Nostoc, Synechococcus, Chroococcus oldugu 2021°de yapilan bir
calismada kaydedilmistir (Bowange et al. 2021). Bu ¢alismada izole edilen siyanobakterilerin
tuz toleranslarinin oldugu belirtilmistir. Ozellikle tatli su ekosistemlerinde alg patlamasina
sebep olan Microcystis aeuriginosa tiirii tizerinde tuzlulugun etkisi belirlenmeye calisilmis ve

bu tiriin %15 tuz konsantrasyonunda yasayabildiklerini gosteren birden fazla c¢alismada
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vurgulanmistir (Tanabe et al. 2018; Georges des Aulnois et al. 2019). Bu tez ¢alismasinda da
M. aueriginosa siyanobakterisinin tuz konsantrasyonu belirlenmeye ¢alisiimis ve elde ettigimiz
bulgular bu tiirin %10 konsantrasyondaki tuz miktarinda gelistigini bu konsantrasyonun
iistlinde gelisimin olmadig: belirlenmistir (Tablo 7). Bulgularimiz sunulan ¢alismalarla benzer
nitelik tasimaktadir. Kaya yiizeylerinde yasayan likenlerden izole edildigi i¢in bu miktardaki
tuz konsantrasyonunda da gelistigi diisiiniilmektedir. Tiim canlilar gibi siyanobakterilerinde
gelisim ve yagsama sicakliklari vardir. Siyanobakterilerin optimum gelisme sicakligi 20°C {istii
oldugu bilinmektedir (Kumari et al. 2023). 30 ve 35 °C’de biyokiitlelerinde patlama yasandigi
40 °C’de bu biiyiimenin durdugu da yapilan calismalar ile tespit edilmistir (Tang et al. 1997,
Mohanty et al. 2022). Calismamizda izole edilen M. aueriginosa siyanobakterisi farkli
sicakliklarda gelistirilmis ve sicaklik toleransi belirlenmistir (Tablo 8). En yiiksek sicaklik
degeri olan 50°C’de gelisim goriilmemistir. Fakat literatiir bilgisinde 38 ve 40°C’de gelisimin
durdugu soylenmistir ¢alismamizda izole edilen M. aueriginosa 40 °C’de gelisim
gozlemlenmistir. Ayrica optimum gelisim sicakliginin 20 ve istii dereceler oldugu
vurgulanmigtir. Aynmi sekilde ¢alismada izole ettigimiz M. aueriginosa 10 °C’de gelisim
gosterdigi kaydedilmistir (Tablo 8). Bunun sebebinin likenin bulundugu alanda sicaklik
farklarinin asir1 olmasi ve genis sicaklik araliklarina adaptasyon yetenegi gelistirmesinden
oldugu ongorilmektedir. Fiziksel biliyime faktorii pH siyanobakterilerin de biiyiime ve
gelismesini  etkiler. Siyanobakteriler genellikle alkalifik bakterilerdir. Yani optimum
geligsmeleri 7-8.5 pH’da olmaktadir. Cok az bir tiir 6 pH’da gelisebilmektedir. Bu pH’ nin altinda
gelisim gostermezler veya asidofil degildirler (Padisak and Flores 2021). Bu ¢alismada izole
edilen siyanobakterilerin farkli pH’larda gelisme potansiyelleri belirlenmis ve 9 pH’da
rahatlikla gelistigi goriilmiistiir (Tablo 9). Bu veride literatiirdeki alkalifil olmasi durumunu
kanitlar niteliktedir. Ayrica ¢alismamizda izole edilen M. aueriginosa 4 pH ‘da gelismistir
(Tablo 9). Bu da ekstrem ortamlardan izole edilen organizmalarin farkli sartlara uyum saglar

hipotezine uygundur.

Ekstrem habitatlarda filamentli funguslar ile mayalarin yasadiklar1 bilinmektedir. Bu
funguslar; ytiksek - diistik sicaklik, UV, osmotik basing, tuzluluk, farkli pH seviyeleri, diisiik
besin miktar1 gibi ekstrem sartlarda yasayabilmeleri i¢in yiiksek genetik plasititeye sahiptirler
yani bu zorlu sartlarla basa c¢ikmak i¢in morfolojik ve fizyolojik olarak uyum saglama
kapasitesine sahiptirler (Rosa et al. 2019; Chung et al. 2019; Ibrar et al. 2020). Okyanuslar gibi
tuzluluk seviyesi yliksek ortamlardan Stelletta, Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Beauveria,
Penicillium, Cladosporium ve Trichoderma gibi funguslar izole edilmistir. Geg¢misten
giiniimiize kadar farkli tuzlu habitatlardan bir¢cok fungus izole edilmis ve bu funguslarin %25

konsantrasyondaki tuz miktarina toleranslarinin olduklarini tespit edilmistir. Her ne kadar bu
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konsantrasyonda hayatta kalsalarda daha diisiik olan %15 tuz konsantrasyonunda hayatta
kalmalarinin yanisira biiylime ve gelismelerini devam ettirdikleri tespit edilmistir (Batista-
Garcia et al. 2017; Chung et al. 2019). Bu funguslara halofilik veya halotolreant funguslar
denmektedir. Funguslar genis habitatlarda yasayabilmek icin farkli enzimlere ve sekonder
metabolitlere sahiptirler. Ozellikle ¢iplak kayalar gibi ekstrem ortamlarda yasayabilmek igin
tirettikleri hidrolitik enzimler ve organik asitlerini kullanirlar. Bu yolla tag yiizeyleri agindirir
ve tastaki tuzlarin minerilizasyonu saglayarak cesitli tuzlari olustururlar. Bu farkli tuz
konsantrasyonlarinda yasayabilirler. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda kayalardan, Aspergillus,
Alternaria, Penicillum ve Fusarium gibi funguslarin izole edildigi ve bu funguslarin tuz direnci
oldugu belirlenmistir (Chung et al. 2019; Muggia et al. 2021). Bu ¢alismada kaya likenlerinde
izole edilen funguslarin farkli miktarlarda (0.1M - 2M ) tuz konsantrasyonlarinda gelisimi
belirlenmistir. Hepsinin 0.1 - 0.5 ve 1 M tuz da gelistikleri goriilmiistiir. izole edilen funguslarin
11’inin 1.5 M tuzda gelistigi belirlenmistir. 4 fungusun ise en yliksek konsantrasyon olan 2
M’da gelistigi goriilmiistiir. En yiliksek konsantrasyonda gelisen tiirlerin Fusarium, Tricoderma
ve Alternaria oldugu goriilmiistiir (Tablo 11-16). Bu sonuglar dogrultusunda kaya likenlerinden
izole edilen funguslarin tuz toleransinin oldugu ve bu o6zelligi sahip olmalarinin bu
organizmalara hayatta kalma ve diger tiirler ile rekabetinde avantaj sagladig1 sOylenebilir. Elde
edilen sonuglar daha 6nceki ¢aligmalarla benzerlik gostermis olup ekstrem habitatlardan izole
edilen funguslarin farkli zorluklarla basa ¢ikabilme kapasitelerinin oldugu gorisiinii kanitlar

niteliktedir.

Mikroorganizmalarin en biiyiileyici Ozellikleri diger organizmalarin yasayamadigi
ekstrem ortamlarda yasayabilmeleridir. Fiziksel ve kimyasal kosullar ekstremite yaratirken bu
kosullarda mikroorganizmalarin hayatina yon vermektedir. Ozellikle sicaklik biyomolekiillerin
yapisii ve islevini korumasi igin dnemli bir faktdrdiir. Okaryotlarin yasayabildigi maksimum
sicaklik seviyesi 62°C oldugu bilinmektedir (De Oliveira and Rodrigues, 2019). Yapilan bir
calismada ¢olden izole edilen Aspergillus, Alternaria, Chaetomium, Penicillium ve Nigrospora
cinsi funguslarin termotolerant oldugu bulunmustur. Gelisim sicakliklarinin 40 °C’ye ulastigi
hatta bazi Aspergillus tiirlerinin 45 °C’de gelisebildikleri gozlenmistir. Bilindigi gibi
funguslari optimum gelisim sicakliklar1 25 - 30 °C’dir (Sangamesh et al. 2018). Yapilan bu
calismada ¢ollerden izole edilen funguslarin optimum gelisim sicakliklarindan farkli bir
sicaklikta gelisebildikleri kanitlanmistir. Funguslar 40 °C’de gelisim gosteriyorsa termofilik
fungus olarak tanimlanmaktadir. Termofilik funguslarin izole edilebilecegi ortamlardan biri
kaya yiizeyleridir. Kayalar farkli sicakliklarla giindiiz gece ve mevsimler gibi farkli zamanlarda
yiizlesmektedirler. Bu ortamda yasayan funguslar sicaklik farkliliklarina karsi adaptasyon

mekanizmasi gelistirerek hayatta kalabilmektedirler. Bu tez ¢alismasinda izole edilen funguslar
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farkl sicakliklarda gelistirilmis, 40 °C’de hemen hemen tiimii gelismistir. Bakteriler i¢in uygun
deger sayilabilecek bu sicaklik funguslarin gelisimi icin yiiksek bir sicakliktir (Tablo 12). Bu
sicakliklarda gelisen fungus tiirleri; Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Cladosporium,
Alternaria, Coniocheata, Leucostoma cinslerine ait tiirlerdir (Tablo 16). Ayrica izole edilen
funguslarin hicbiri hipertermofilik degildir. Okaryotlarin en yiiksek gelisme sicakliklar1 61°C
oldugu bilinmektdir. Funguslarin ise en yliksek gelisim sicakliginin 50 °C oldugu yapilan
caligmalar ile belirlenmistir ve bu ¢ok istisnai bir durum olup sadece Aspergillus fumigatus
kiifiinde rastlanmistir. Yapilan ¢alismalar ile funguslarin ¢ogu 40 - 45 °C’’de yasayabilir ve
termofilik olarak isimlendirilirler bu sicakligin iistiinde yasayan funguslar hipertermofilik
olarak kabul edilirler (Maheshwari et al. 2000; de Oliviera et al. 2019). Yapilan bu tez
caligmasinda da izole edilen funguslarin termofilik oldugu ama higbirinin hiper termofilik
olmadig1 goriilmistiir (Tablo 12). Yiiksek sicakliklara adapte olmus termofilik funguslar
oldugu gibi 20 °C’nin altinda yasayabilen psikrofil funguslarda mevcuttur. Diinyanin biiytik
¢ogunlugu su, buzullar ve kayalar ile kapli oldugunu diisiiniirsek bu alanlarda da yasayabilen
ekstromofil funguslarin varligi bizleri sasirtmamaktadir. Yapilan birgok ¢alismada 20 °C’nin
altinda varligini siirdiirebilen hatta tireyebilen funguslar; genellikle Basidiomycota ve
Ascomycota sinifinin iiyeleri oldugu belirlenmistir (Nikitin 2023). Yapilan bu ¢alismada 10 ve
20 °C’de kaya likenlerinden izole edilen funguslar gelistirilmis ve elde edilen sonuglarda tiim
funguslarin bu sicakliklarda gelistigi gortilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde ise izole
edilen funguslarin psikrofil 6zellik tasidig diistiniilmistiir (Tablo 12). Ayrica tez ¢alismasinda
izole edilen funguslarin hepsinin Ascomycota sinifina ait olmasi ve farkli sicakliklarda gelisim

gosterdigi bizden onceki ¢alismalarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 16).

Daha onceleri yagsanmaz, yasanmasi imkansiz olarak adlandirilan ekstrem habitatlarin
yapilan ¢aligmalarla biyogesitliligin beklenenden fazla olmas1 bilim insanlarini sagirtmistir. Bu
alanlarda yasayan organizmalarin 6zellikleri iizerine birgok ¢alisma yapilmis ve bu alanlardan
izole edilen mikroorganizmalari gesitli biyoteknolojik siireclerde kullanilabilme potansiyelleri
kesfedilmistir. Daha oOnce bahsedildigi gibi funguslar ¢ok farkli ortamlarda bulunur ve
kolaylikla yasamlarin siirdiirebilirler. Diisiik pH’ya sahip ve metal iyonlarinin yogunlugunun
fazla oldugu asidofil habitatlarda funguslarin bulunmasi istisnai bir durum degildir (Tiquia-
Arashiro and Rodrigues 2016). Funguslarin ¢ogu asidotoleranttir, mutlak asidofil degildirler.
Diisiik pH’larda yasamlarini stirdiirebilirler. Funguslarin genis bir pH toleranslar1 vardir. Bu
tolerans araligi 1 ile 11 arasinda degismektedir. Metal drenajlarinda, volkanik kaynaklarda
(kayalar) ve asidik endiistriyel alanlarda Penicillum, Candida, Aspergillus, Phoma,
Rhodotorula gibi sayisiz fungus izole edilmistir (Aguilera and Gonzalez-Toril 2019). Tez

calismasinda izole edilen funguslarin asidotolerant 6zellikleri belirlenmis ve Tablo 13°te
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sunulmugtur. Bu sonuglara gore izole edilen funguslarin hepsinin asidotolerant oldugu
goriilmiistiir. Bakterilere kiyasla alkalifil sayis1 az olan funguslarda mevcuttur. Alkalifil
mikroorganizmalar 9-11 pH araliginda kolaylikla gelisebilen ve metabolik aktivitelerini
sorunsuz gergeklestirebilirler. Genellikle funguslar asidik yada nétr pH’larda gelisirler.
Simdiye kadar alkalifilik ortamlarda gelisen 30 fungus tiirii kesfedilmis ve bu funguslarin
hepsinin Ascomycota siifina ait oldugu bulunmustur (Kuvarina et al.2022). Alkalifil olan
funguslar arasinda Fusarium, Trichoderma, Acremonium, Verticillium yer almaktadir.
Yaptigimiz c¢alismada kaya likenlerinden izole edilen funguslar pH 12°de gelistirilmis ve
kaydedilmistir (Tablo 13). Sonuglar degerlendirildiginde Kuvarina ve arkadaslarinin yaptigi
calisma ile benzer sonuclarin oldugu, 12 pH ’da gelisen funguslarin tamaminin Ascomycota
sinifina ait oldugu belirlenmistir (Tablo 16). Elde ettigimiz sonuglar ile kaya likenlerinden izole
edilen funguslarin 11 pH degil 12°de gelistigini ve alkalifillikten 6te hiperalkalfil oldugunu
sOyleyebiliriz. Ayrica referans gosterdigimiz c¢alismada alkalifil olan tiirlerin, Fusarium,
Trichoderma cinslerinin oldugu belirtilmistir (Kuvarina et al. 2022). Yaptigimiz ¢alismada da
Fusarium, Trichoderma cinslerine ait funguslarin 12 pH’da gelistigi gozlemlenirken bunlarin
disinda Beauveria, Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Scopulariopsis, Coniochaeta,
Leucostoma cinslerine ait funguslarin alkalifil oldugu belirlenmistir (Tablo 13 ve 16). Bu
sonuglar 15181nda soyleyebiliriz ki kaya likenlerinden izole edilen funguslar hem asidofil hem

de alkalifil nitelikte genis bir pH araliginda yasamaktadir.

Dogada her yerde bulunan bakteriler, par¢alanma, dongiiler gibi yagsamin hemen hemen
tim biyolojik siireglerinde yer alir. Metallerin, bakteriler tizerine farkli metabolik siireglerde
dogrudan veya dolayli olarak onemli bir rol oynadig:i bilinmektedir. Metallerin bir¢ogu
bakterilerin biiylime ve gelismesi i¢in lazimken siilfiir bakterilerinin ise hayatta kalmalar1 igin
enerji kaynaklarini olusturmaktadir. Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, Arthrobacter
Esherichia gibi bakterilerin bircok metal ve agir metale karsi toleranslarinin oldugu yapilan
caligmalarla kanmitlanmistir. Bu organizmalarin metallere karst direng gostermeleri
gelistirdikleri mekanizmalar ile gergeklesmektedir. Bu mekanizmalar arasinda; hiicre zar1 ve
¢eperi arasinda veya ilizerinde tutma, sitoplazma i¢inde bu metalleri ¢oktiirme 6rnek verilebilir
(Rizvi et al. 2020; Nanda et al. 2019; Abdulrasheed et al. 2020; Biswas et al. 2021). Metallere
benzer 6zellikte olmakla beraber yar1 metal 6zellik gdsteren ve bulundugu grubun en hafif tiyesi
olan bor elementi bitkiler basta olmak {izere bir¢ok organizmanin gelisimi i¢in mikro besin
elementidir. Birgok sektorde farkli amaglarla kullanilmakla beraber biyolojik olarak
antimikrobiyal ve bocek oldiiriicti gibi ozellikleri de dikkat cekmekte ve ¢ok sayida ¢alisma
yapilmaktadir. Bor mikro besin elementi olsa da yiiksek dozlarda bakteriler ve diger

organizmalar i¢in toksik etki olusturmaktadir. Borun (6zellikle borik asit) toksik etkisi veya
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bakterilerin bor toleransi iizerine oldukg¢a fazla calisma yapilmis ve bora direngli bakteri
tirlerinin varhigr tespit edilmistir. Bu bakterilerin Bacillus, Pseudomonas, Enterococcus,
Actinobacter cinslerine ait tiirler oldugu goriilmiistiir (Samreen et al. 2019; Yaman et al. 2019;
Senetal. 2022; Pan et al. 2022). Bu tez ¢alismasinda kaya likenlerinden izole edilen funguslarin
bora kars1 toleranslarinin olup olmadigi belirlenmeye ¢alisilmis ve 0.1 M ile 2 M arasinda artan
dozlarda borik asit ve boraks kullanilmistir. izole edilen tiim mikroorganizmalarin her iki bor
bilesigine karsi toleransinin belirlenmesinde kat1 vasat kullanilmistir. Bora (Borik asit igin)
direngli tiirlerin Bacillus, Enterococcus, Pseudomoas cinslerine ait bakteriler oldugu
belirlenmistir (Tablo 14 ve 17). Elde edilen sonuglara gére OG16 (Bacillus pumulis) ve OG18
(Bacillus safensis) kodlu bakteriler BA’ya karsi en direngli tiirler oldugu tespit edilmistir. Tim
bakteriler arasinda en direngli organizmalar kontrol edildiginde Bacillus cinsine bakteriler
oldugu belirlenmistir. Ayrica kullanilan dozlar yiiksek olmasina ragmen BA'ya kars1 direng
gostermeleri bu organizmalarin baska yar1 metal, metal elementleri ve tuzlarina kars1 direng
gosterebilecegini diislindiirebilir. Tablo 17°de borik asite karsi bakterilerin direnci goriiliirken
boraksa karsi higbir bakterinin direngli olmadig1 belirlenmistir. Bunun sebebinin iki farkl: bor
bilesiginin molekiiler agirliklarinin farkli oldugu diisiiniilmistiir. Borik asitte 1 L’de ¢odziinen
madde miktarin yaklagik 63 gr iken boraksta yaklasik 382 g olmasi bakterilerin direncini
etkileyen bir faktor oldugunu diisiindiirmiistiir. Bir baska ifadeyle borik asitte (H3BOs) 1
molekiil bor atomu varken boraksta (Na;B4O7.5H>0) 4 molekiill bor atomu olmasiyla
antimikrobiyal etki gostermis olmasidir. Bagka bir neden ise literatiir taramasinda en fazla 300
mM bor kullanilmisken biz caligmalarimizda en diisiik doz olarak 0.1 M kullanmis
olmamizdandir. Bir diger neden ise boraksta borik asit disindaki metallerin olmasi (Na) ile

multipli etki yaptig1 diistiniilmistiir (Glindiiz et al. 2022; Iyigundogdu and Saribas 2022).

Toprak ve suyun temel mikroorganizmalarindan olan funguslarin metallere karsi
direngli oldugu bilinmekte ve bu &zellikleri biyoremediasyon, biyosorbsiyon gibi biyolojik
stireglerde kullanilmaktadir. Funguslarin Hg, Cd gibi agir metallere kars1 oldukga yiiksek
direnglerinin var oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Lin et al. 2020). Funguslar
metalleri trettikleri polisakkaritler ile selatlayarak, ya da c¢eper yapilarinda hapsederek ¢ogu
metale karst direng gelistirdikleri sdylenmektedir. Metal direnci olan tiirler arasinda;
Penicillum, Aspergillus, Geotrichum, Fusarium, Monilia, Trichoderma, Alternaria
ve Rhizopus bulunmaktadir (Lin et al. 2020). Funguslarin bor bilesiklerine karsida
toleranslarinin oldugu belirlenmistir. Cladosporium cinsi fungusun %5°lik borik asite karsi
direng gelistirdigi, yine Paxillus cinsi fungusun 20 ppm’e kadar borda gelisebildigi yapilan
calismalarla belirlenmistir. Ancak her ne kadar bora karsi toleransh tiirler olsada bor miktari

artiginda biiytime ve gelismelerinin engelllendigi de goriilmistiir (Estevez-Fregoso et al.
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2021). Yapilan bu tez ¢alismasinda kaya likenlerinden izole edilen funguslarin bor toleransini
belirlemek icin 0.1 M ile 2.5 M arasindaki konsatrasyonlar denenmistir. Bu amagla borik asit
ve boraks kullanilmistir. 0.1 M ile 1 M arasinda kayda deger bir degisim olmadig1 i¢in 1M {istii
dozlar denenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore; OG12 (Cladosporium limoniforme), 0OG14
(Alternaria alternata) ve OG16 (Alternaria sorghi) funguslar1 her konsantsayonda gelisim
gdstermistir (Tablo 18). izole edilen funguslarin ¢ogu 1.25 ve 1.5 M BA’da, OG2 (Fusarium
tricinctum), OG5 (Fusarium redolens) kodlu funguslar ise 1.75 M’da gelisme gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica OG11 (Fusarium nisikodoi) kodlu fungus ise 1 M'dan baslayarak herhangi
bir dozda gelisim gostermemistir (Tablo 18). Sekil 16, 17, 18, 19, 20 ve 21’de goriildiigi gibi
liken birlikteliginden izole edilen funguslarin borik asite karsi toleranslarinin oldugu tespit
edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar dikkate alinirsa daha onceki calismalarla paralel oldugu
goriilmektedir. Fakat boraksa kars1 funguslarin toleransi belirlenmis ve OG12 (Cladosporium
limoniforme), OG14 (Alternaria alternata),0G16 (Alternaria sorghi) 1 ve 1.25 M ‘da spor
cimlenmesi gortilmustiir. Ayrica bu funguslarin morfolojik ve koloni renklerinde degisim
gozlenmistir. Diger mikroorganizmalar gibi farkli bor bilesiklerine farkli tolerans gostermeleri

benzer sebeplerden dolay1 oldugu diistiniilmektedir.

Bor toprakta, suda, kayalarda ve havada bulunan atom numarasi 5 olan bir iz elementtir.
Bor metalle ametal arasinda yer alan yari iletken 6zelliklere sahip olan 230’dan fazla kimyasal
bileseni ve tiirevi olan bir metaloid olarak bilinir. Bor, bitkiler, bakteriler, funguslar ve algler
icin mikro besin elementidir. Ayrica bor yasamin kdkeninde ve evrimsel siirecte rol alan 6nciil
bir elementtir. Bor, karbon elementi gibi hem kendi kendisiyle hem de baska elementler ile
bilesik olusturabilme kapasitesiyle diger elementlerden ayrilir ve zengin bir bilesik olusturma
yetenegine sahiptir (Li et al. 2017; Fink and Uchman 2020; Temel et al. 2023). Ozellikle borik
asit ve borun sodyum tuzu (boraks) yaygin olarak antiseptik, bakterisit, sabun, deterjan, yangin
geciktirici, giibre, pestisit ve herbisit olarak kullanilmaktadir. Ayrica cam, porselen, izolasyon
malzemesi ve metal alagimlar1 gibi endiistriyel kullanim alanlarida bulunmaktadir. Borun 19 ve
20. yiizyilda toksik etkisin oldugu fark edilmistir. Fakat 21. yiizyilda bu iz elementin basta
bitkiler olmak iizere bircok organizma igin yararli oldugu gosterilmistir. Borun cesitli
mikroorganizmalara kars1 biyosidal etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur.
BA’in Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Aeromonas,
Lactococcus, Yersinia gibi bakteri cinslerine karsi biyosidal etkisinin oldugu belirlenmistir.
Borik asidin biyosidal etkisinin %2 ile %5 oraninda oldugu belirlenmistir (Zan et al. 2013;
Prasad et al. 2014; Youn et al. 2016; Biswal et al. 2018; Sana et al. 2021). Boraksin bakteriler
tizerine borik asit gibi biyosidal etkisinin oldugu yapilan birka¢ ¢alisma ile belirlenmistir.

Literatiir taramas1 yapildiginda boraksin tek basina biyosidal etkisi belirlenen pek fazla
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calismanin olmadig goriilmiistiir. Genellikle bor nitrir, borotli cam veya nanapartikiillii boraks
seklinde kullanimlar goriilmiistiir. Kaya ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptigi calismada %1
ile %3 boraksin hem bakteriler hem de funguslar iizerinde biyosidal etkisinin oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica bu calismada boraksin bakterilerden ise funguslar iizerine etkisinin
daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir (Kaya et al.2023). Yaptigimiz tez ¢alismasinda kaya
likenlerinden izole edilen 29 bakteri tiirline karsi borik asit ve boraksin biyosidal etkisi
belirlenmistir. Tez ¢alismasinda mikroorganizmalarin toleranslarini 0.1 M ile 2.5 M arasinda
degisen bor bilesikleri ile denemistir. Ancak biyosidal etki ¢alismalarinda 0.1 ile 1M arasindaki
konsantrasyonlar denenmis ve 0.75 ile 1M arasinda herhangi bir gelisim olmadig1 goriiliince
tez caligmasi boyunca sivi kiiltiirde 0.1 ve 0.5 M bor bilesikleri kullanilmigtir. Bu durumun
sebebi olarak metal iyonlarina kars1 kat1 ortamlardan ise sivi ortamlarda maru kalma oraninin
daha yeksek olmasidir (Kumar et al. 2014). Tablo 19’da goriildiigii tizere 0.1 M BA'in biyosidal
etkisi tiim bakteriler i¢in %90 oranindadir. 0.5 M BA’in biyosidal etkisi ise %99’lara ¢ikmistir.
Calismada izole edilen Bacillus cinsi bakterilerin ¢ogu 0.1 M ve 0.5 M BA’da diger bakterilere
oranla direnci daha fazladir. Bunun yansira Pseudomonas cinsi bakterilerde Bacillus cinsi
bakteriler gibi ayn1 dirence sahip oldugu belirlenmistir. Her iki cins bakterinin diger bakterilere
oranla metal ya da agir metal direnci gosterdigi bilinmekte ve bu bulgular bu savi
desteklemektedir. Ayrica kati vasatta 2.5 M’e kadar artan dozlar denenmis ve bazi1 Bacillus
cinsi bakterilerin yiiksek dozlarda bile lireme sagladigi goriilmiistiir. Sasirtict bir sekilde 2.5
M’den daha diisiik dozlarda %90 oraninda gelisimleri engellenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
kat1 ortamda metal alinimi ile s1vi ortamda metal alinimi1 farkli olmali ki bu kadar farkli sonuglar
elde edilebilsin goriisiine ulagilmistir. Nitekim diisiik M’lardaki BA’in bakteriler tizerindeki
biyosidal etkisinin var olmasi c¢alismamizin Onemini daha da artirmaktadir. Ciinkii;
biyodeteriorasyonun engellenmesinde maliyetin ve toksik etkinin diisiik olmas1 bir avantaj
saglamaktadir. Borik asidin biyosidal etkinsin var oldugu yapilan tez ¢aligmasinda
belirlenmistir. 0.5 M BA’nin 0.1 M BA’ya gore bakteriler {izerinde daha fazla biyosidal
etkisinin var oldugu tespit edilmistir (Tablo 19). OG3 (Bacillus cereus), OG13 (Bacillus
toyonensis), OG17 (Bacillus mojavensis), OG18 (Bacillus safensis), OG20 (Stutzerimonas
stutzeri), OG21 (Pseudomonas fluorescens), OG23 (Bacillus thuringiensis), 0G24 (Bacillus
wiedmannii) bakterilerinin her iki doz borik asite kars1 direnglerinin var oldugu gorilmiistiir.
Ayrica Tablo 19’da goriildiigii gibi Gram pozitif bakterilerin Gram negatiflere gore borik asite
kars1 direnglerinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Sonuglarimiz literatiir bilgileriyle
ortiismektedir. Boraksin bakteriler lizerine biyosidal etkisi belirlenmis ve borik asit sonuglarina
benzer sonuglar elde edilmistir. 0.5 M BX’in 0.1 M BX’e kars1 daha yiiksek biyosidal etkisinin
oldugu goriilmiistiir. BX’1in bakteriler iizerindeki biyosidal etkisi degerlendirildiginde; 29
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tirden sadece Dermococcus nishinomiyaensis tiirii 0.1 M BX’te gelismedigi belirlenmistir.
Bunun sebebi insan ve hayvanlart dogal florasinda bulunan bir bakteri oldugundandir. Bunun
yant sira 28 bakteri 0.1 BX’te kontrole kiyasla az da olsa gelisim oldugu goriilmiistiir. 0.1 M
BX’mn bakteriler iizerindeki biyosidal etkisi %80’in {izerindedir. 0.5 M BA dozu
degerlendirildiginde; tiim bakteriler lizerinde %95 oraninda biyosidal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ayni cinse mensup bakterilerin benzer tepkiler verdigi gézlenmistir (Tablo
22). Yine Gram pozitif bakterilerin Gram negatiflere gore daha direngli oldugu tespit edilmistir
(Tablo 22). Yaptigimiz ¢alismada ilk defa saf boraksin bakteriler {izerine biyosidal etkisi

kanitlanmistir. Elde ettigimiz sonuglar literatlire bu anlamda katk1 saglayacaktir.

Bor diinyada saf halde bulunmayan bir metaldir. Genellikle oksijen ya da diger
elementler ile bilesikler olusturarak bulunur. Okyanuslarda litrede 5 mg, tatli sularda litrede 0.5
mg bor bulunur. Borun diinya iizerinde en ¢ok bulunan hali borik asit ve digeri ise borakstir.
Bor bitkiler, algler ve siyanobakterilerin gelismesi ve savunma mekanizmalar1 i¢in gerekli bir
iz elementtir. Ozellikle siyanobakteriler bor elementini hiicre membalarinin yapisina katarak
tuzluluk stresi ile miicadele etmede kullandiklar1 bilinmektedir. Bunun yani sira boru
olusturduklar1 antimikrobiyal maddelerin yapisina katmaktadirlar. Yapilan bir calismada borik
asidin Microcystis aeruginosa siyanobakterisinin gelisimine etkisi belirlenmistir. Bu ¢aligmada
16 mg/L borik asidin bu siyanobakterinin gelisimini inhibe ettigi bulunmustur (Zhang et al.
2021). Bu tez galismasinda izole edilen siyanobakteriler {izerine BA’in biyosidal etkisinin
belirlenmesi i¢in 0.1 ve 0.5 M BA besiyerleri i¢cine konmus 15 giin boyunca optimum sartlarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda optik yogunluklar1 dlgiilerek BA biyosidal etkisi
belirlenmeye calisilmistir. Calisma sonucunda her iki konsantrasyondaki BA siyanobakterilerin
gelisimini olumsuz etkilemis ve kontrole kiyasla yaklasik %88 ve %96 azaltmistir (Tablo 20).
Buldugumuz sonu¢ Zhang ve arkadaslarmmin 2021°de yaptigi c¢alismayla Ortligmektedir.
Boraksin siyanobakteriler {izerindeki biyosidal etkisinin belirlenmesi tizerine herhangi bir
literatiir verisine ulasilamamistir. Ancak aril borat ad1 verilenen bor bilesigi boraksin yapisina
benzemektedir ve bu maddenin siyanobakteriler iizerindeki biyosidal etkisi belirlenmistir. Bu
caligmada; Arthrospira, Anabaena ve Chroococcidiopsis cinsi siyanobakteriler {izerinde
inhibisyona sebep oldugunu bulmuslardir (Niemczyk et al. 2020). BX’in siyanobakteriler
tizerindeki biyosidal etkisinin belirlenmesi i¢in 0.1 ve 0.5M konsantrasyon denenmistir. Bu
konsantrasyonlarin her ikisinde de izole edilen siyanobakteriler i¢in biyosidal etkisi mevcuttur.
Siyanobakterilerin gelisimi i¢in 0.03 g/L yeterli oldugu bilinmektedir. Calisma sonuglarina
bakildiginda gelisimlerini saglayan dozdan yaklasik 15 kat yiiksek olan dozda (0.1 M)
gelisimleri kontrole gore %90 oraninda azalmistir. 0.5 M’da ise %100’liik bir orana ulagsmis ve

herhangi bir gelisimin goriilmemistir. Ayrica biyodeteriorasyonun onlenmesi i¢in kullanilan
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BX bu organizmalar i¢in biyosidal etkisinin her iki dozda var oldugu belirlenmistir (Tablo 23).
Yine Tablo 23°de goriildiigii gibi izole edilen Siyanobakteriler ayni tiir olmasina ragmen BX’a
kars1 kiigiik farkliliklar gostermistir. Ayrica saf boraksin siyanobakteriler lizerindeki etkisi i¢in

ilk calisma niteligi tasimaktadir.

Binlerce yildir hayatimizda yer alan funguslar zorlayici ekolojik sartlara dayanabilen ve
hayatta kalmak i¢in ¢esitli yapisal, metabolik, morfolojik ve genetiksel yapilarinda degisiklik
yapabilen ve diinya tiizerinde hemen her yerde bulunan hetotrofik organizmalardir.
Biyodegradasyon, biyosorbsiyon, biyolojik dongiileri, besleyicilik 6zellikleri gibi ¢ok yararl
olmalarinin yani sira bitki ve insanlarda hastalikta yapabilirler. Funguslarin olusturdugu
hastaliklar ile miicadelede farkli fungusitler kullanildig: bilinmektedir (Lai et al. 2016; Estevez-
Fregoso et al. 2021) Bu amagla bir¢ok calismada borik asit kullanilmig ve Pencillium
Aspergillus, Candida, Cladosporium, Choletrotichum, Saccharomyces, Fusarium gibi
funguslar {izerinde biyosidal etkisinin oldugu belirlenmistir. 2016’da yapilan bir ¢calismada %
0.5” lik borik asitin Penicillum expansum kiifiiniin spor ¢imlenmesini 6nledigi bulunmustur.
Bagka bir ¢alismada ise %0.04’liik borik asitin Trichophyton fungusunun spor ¢imlenmesini ve
biyomas gelisimini engelledigi belirlenmistir (Lai et al. 2016; Schimidth 2017). Yapilan bu
calismada BA’in funguslar {izerindeki biyosidal etkisini belirlemek icin iki farkli doz
uygulanmis ve sonuglar kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Izole edilen yirmi dort fungusun
tamami 0.1 M BA’te biyokiitle olusturdugu go6zlenmistir. Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda tim funguslarin biyokiitlesi %80 azalmistir. OG5 (Fusarium redolens),
OG9 (Fusarium solanii), OG12 (Cladosporium limoniforme), OG14 (Alternaria alternata),
OG15 (Fusarium languescens), OG16 (Alternaria sorghi) ve OG19 (Coniochaeta discospora)
kodlu funguslar harig¢ hi¢bir fungus 0.5 M BA’te biyokiitle olusturamamustir (Tablo 21). Elde
edilen sonuglar daha Onceki calismalar ile karsilastirildiginda benzer sonuglar oldugu
goriilmiistiir. Ancak calismada uygulanan dozlar diger caligmalardakinin kat kat fazla olmasina
ragmen bazi tiirlerin BA’e karsi toleranslarinin oldugu yargisina varilmigtir. Borik asidin
funguslar tizerindeki antifungal etkisi goriildiiglinden borun farkl: bilesikleri olan ¢esitlli tiirleri
olan boraksinda antifungal etkiye sahip olacag: diisiiniildiigiinden birka¢ ¢aligma yapilmistir.
Potasyum borat, sodyum borat ve ortho boratlarin biyosidal etkisinin oldugu belirlenmistir.
Boraksin farkli formlarinin; Colletotrichum, Perenniporia, Gloeophyllum, Aspergillus niger ve
Fusarium gibi funguslarin gelisimini engelledigi kaydedilmistir (Saita et al. 2011; Li et al.
2012; Shi et al. 2012). Tez caligmasinda; BX’in funguslar {izerindeki biyosidal etkinin
belirlenmesinde 0.1 ve 0.5 MBX kullanilmistir. Kontrole gore yas biyomaslar1 kiyaslanarak
biyosidal etkinin varlig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. 0.1 M BX’ta yirmi dort fungusun on dordii

gelismemistir. Gelisen 15 tiir ise kontrolleriyle kiyaslaninca %75 oraninda biyomas azalisi
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belirlenmistir. 0.5 M BX’te funguslarin tamaminda herhangi bir gelisme belirlenememistir.
Bunun sebebinin suda ¢éziinen madde miktarina bagl olarak artan pH oldugu diisiiniilmiistir.
Funguslarin optimum 5-6 pH’larda gelistigini géz 6nene alirsak gelismemelerinin pH ile ilgili
oldugu diisiincesinin kaniti oldugunu gorebiliriz (Tablo 24). Sonuglarin daha O6nceki
calismalarla benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Saita et al. 2011; Li et al. 2012; Shi et al.
2012).

Kiiltlirel miraslar listesinde yer alan tarihi tas yapilar insanlarin gegmisleri, kiiltiirleri
gelismiglik diizeyleri bilgi ve becerilerinin gdstergesi olmakla birlikte 6nemli bir turizm
kaynag1 olusturarak ekonomiye 6nemli katkilar saglamaktadir. Gegmisten gliniimiize kaleler,
saraylar, hanlar hamamlar ve giiniimiiz mimari drneklerinden olan binalar tas, granit, ¢cimento
gibi dayanikli malzemelerden yapilmistir. Kullanilan yapt malzemeleri genellikle giiclidiir ve
bakir, nikel, kalsiyum, sodyum, magnezyum, demir ve aliiminyum gibi bircok mineral igerir.
Bu tarihi binalarla ilgili en biiyiik endise, ¢evreden ve canli organizmalardan kaynaklanan bir
dizi bozucu etkiye maruz kalmalar1 ve dolaysiyla bozulmalaridir. Basit bir ifadeyle bu taslar
zamanla kum ve topraga dontiserek dogal bir geri doniisiim siireci olmakla birlikte kalic1 bir
miras kaybina neden olmaktadir. Bu tarihi yapilar periyodik olarak yenilemeye tabi tutulsa da,
cevre kosullar1 biyotik veya abiyotik faktorlerle hava kosullarina bagli olarak siire¢ tekrar basa
sarar ve kaldig1r yerden bu yapilarin korozyonuna devam eder. Sanayilesmenin artmasi ile
ortama salinan amonyak, fosfat gibi bilesiklerin salinimi ile mikroorganizmalarin besin
maddesine ulagsmasini kolaylastirarak deteriorasyonu hizlandirmaktadir. Bu tas yapilarin
tizerinde veya iglerinde yasayan mikroorganizmalar {irettikleri kimyasallar, pigmentler gibi
bilesiklerle bu yapilarin estetik, fiziksel ve kimyasal yapisin1 bozmaktadirlar. Deteriorasyonun
onlenmesinde Oncelikle mekaniksel olarak mikroorganizmalar temizlenmektedir. Basingli su
ve buharli su kullanilarak mikroorganizmalar temizlenmektedir. Bu islem baslangicta
mikroorganizmalar1  temizliyor  gorlingede suyun etkisiyle tasin  derinliklerine
mikroorganizmalarin yerlesmesini saglamaktadir. Bir diger mekaniksel temizleme yotemi ise
fir¢a ve spatiiller ile kazima islemidir. Bu yontem uygulamasi zor ve tarihi eserlerin aginmasini
kolaylastirmaktadir. Son yillarda ise lazer, UV, ses dalgalari ile biyodeteriorasyonu onleme
caligmalar1 yapilmaktadir. Biyodeteriorasyonun dnlenmesinde fiziksel ve mekaniksel 6nleme
caligmalar1 yetersiz ve etkisiz kaldigindan kimyasal Onleme c¢aligmalar1 daha ¢ok
uygulanmaktadir (Negi and Sarethy 2019; Favero-Longo and Viles, 2020; Sanmartin et al.
2020; Romani et al. 2021; Jhahan et al. 2022).

Antibiyodeterioratif ajan olarak kullanilan kimyasallara biyosit denilmektedir ve tas

yiizeylerdeki mikro ve makroorganizmalarin dldiiriilmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla;
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alkoller, aldehitler, organik asitler, karbonik esterler, fenoller, antibiyotikler, fungusitler ve agir
metaller gibi kimyasallar kullanilmaktadir. Biyodeteriorasyonun 6nlenmesinde simdiye kadar
yapilan ¢alismalarda; nikel, demir, civa, giimiis, ¢inko, kobalt, mangan, magnezyum, titanyum
gibi metaller kullanilmistir. Kullanilan bu metaller deteriorasyona sebep olan bakteri,
siyanobakteri ve funguslar1 Oldiirmiistiir. Her ne kadar deteriorasyona neden olan
mikroorganizmalari saydigimiz metaller 61diirmiisse de yagan yagmur ile topraga ve suya ulagir
bu alanlarda birikerek insanlar basta olmak iizere diger canlilarinda hayatin1 tehdit etmektedir.
Tas yapilarin yilizeylerine uygulanirken toksik etki gosterebilirler ve uygulamasi pahalidir.
Ayrica uygulanan bu metallere karst mikroorganizmalar diren¢ kazanarak varliklarini
stirdiirebilir hatta eskisinden daha etkin hale gelebilirler (Coutinho et al. 2020; Vela-Cano et al.
2021; Romani et al. 2022). Daha sonraki yillarda agir metallerin yerine bu agir metallerin veya
diger metallerin nanopartikiiller ile biyodeteriorasyonla miicadele edilmis etkin sonuglarda
alinmistir. Nanopartikiillerin kullanilmasi pahali ve tekrar eden bir siire¢ oldugundan kullanimi
sartlar disiiniildiigiinde uygun olamayacagi asikardir (Piana 2022). Biyodeteriorasyonun
onlenmesinde daha g¢evreci yaklagimlar benimsenmis ve bu amagla bitki esansiyel yaglari,
ekstreleri, eksudatlari, mikro ve makroorganizmalarin sekonder metabolitleri gibi bircok dogal
tirtin kullanilmaktadir (Oliva et al. 2022; Corbu et al. 2022). Cevreci bir yaklasim olmakla
beraber bitki esansiyel yaglar1 gibi bilesikler bitki sekonder metabolitleri, mikrobiyal sekonder
metabolitler insanlar ve hayvanlar igin toksik etki yaratabilir, kimyasal biyositlere gore daha
cabuk bozulabilir ve eldesi ekonomik olmadig1 gercekleriyle tercih edilmemektedir. Sentetik
biyositlere ve dogal biyositlere alternatif kullanimi olan, insan - hayvan ve ¢evre sagligina zarar
vermeyen borun bu alanda kullanimi degerlendirilebilir. Nitekim yapilan bu ¢alisma ile diisitkk
konsatrasyonlarda kullanilsa bile bor bilesiklerinin kiiltiirel zenginligimiz olan tarihi tas

yapilarin korunmasinda faydali olabilecegi goriilmektedir.

Sonug ve Oneriler

Bu ¢alismada; Erzurum ve cevresindeki tarihi tas yapilarda biyodeteriorasyona sebep
olan organizmalarin Ozellikle liken ekosisteminde bulunan mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal nitelikli borik asit ve boraks kullanilarak inhibisyonu dolayisiyla
antibiyodetoratif ajan olma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda tarihi tag yapilarin etrafindaki tas yiizeylerden likenler toplanmus tiir teshisleri
yapilmustir. Daha sonra liken birlikteligini olusturan siyanobakteriler, funguslar ve bakteriler

izole edilmis ve tiir teshisleri yapilmistir.

Tez calismasi boyunca liken birliklerinden izole edilen mikroorganizmalara karsi BA

ve BX’ 1 farkli konsantrasyonlardaki biyosidal etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla 0.1
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M’dan baslayarak artan dozlarda 2.5 M’a kadar BA ve BX’1n mikroorganizmalar {izerindeki
olumciil etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.  Yapilan calismalar ile 1 M iizerindeki dozlarin
Olimciil oldugu goriilmiis ve daha diisiikk dozlarin calisilmasina karar verilmistir. 0.1 -1 M
arasinda her iki bor bilesiginin biyosidal etkisi belirlenmistir. 0.75 ve 1 M ‘i bile
mikroorganizmalar {istiinde 6liimciil etkiye sahip oldugu bulunmustur. 0.1 M ve 0.5 M olan

dozlar her iki bor bilesigi i¢in tiim tez boyunca biitiin mikroorganizma gruplarinda denenmistir.
Elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde;

e Tez calismamizda lilkemizde ilk defa liken ekosisteminden bakteri, siyonaobakteri
ve filamentdz funguslar ¢aligilmistir.

e Liken birliginden siyanobakteri ve birligi olusturan fungus ile ekosistemin gegici
veya kalic1 pargasi bakteriler izolasyonu yapilmaistir.

e Siyanobakterilerin akseniklestirilmesi ile tiniversitemizde ilk defa siyanobakteri saf
kiiltiir eldesi bu caligmada yapilmastir.

e Siyanobakterilerin akseniklestirme yontemi modifiye edilerek yeni bir metot
olusturularak kullanilmistir.

e (Calismada izole edilen mikroorganizmalarin gesitli fizyolojik sartlara toleranslari
belirlenmis ve elde edilen sonuclar ile ektremofil olarak degerlendirilebilecek
mikroorganizmalar farkli calismalar i¢in kiiltiir koleksiyonuna alinmistir.

e Her iki bor bilesiginin (BA ve BX) hem prokaryotlar hem de Okaryot {izerinde
biyosidal etki gosterdigi tespit edilmistir.

e Boraksin, borik asitten daha gii¢lii bir biyosidal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

e Diisiik dozlarda bile her iki bor bilesiginin antideterioratif ajan olarak
kullanilabilecegi bulunmustur.

e Ulkemizin degerli elementi bor igin yeni kullanim alan1 6nerilmistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ¢alismamizin temel amaci olan biyodeteriorasyona sebep
olan organizmalarin bor bilesikleriyle bilyiime ve gelismesini durdurarak tarihi tag yapilarin
uzun zamanlar bozulmadan deforme olmadan kalmasini saglayabiliriz. Ayrica iilkemizin
ekonomisine borun yeni kullanim alam1 ile katki saglayacagimiza ve diinyadaki

biyodeteriorasyon c¢aligmalarina katki saglandigi diisiintilmektedir.

Oneriler;

e Ucuz ve kolay elde edilebilir olan borik asit ve boraksin fiziksel ve mekaniksel

uygulamalar ile birlikte kullanimi lizerine arastirmalar yapilabilir.
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e 0.75 M ve 1M konsantrasyondaki bor bilesikleri likenlerin iizerine uygulanabilir ve
likenlerin gelisim diizeyleri tespit edilebilir.

e (alismada kullanilan bor bilesiklerinin mikroorganizmalar {lizerisindeki yikici etkisinin
sebepleri iizerine ¢alismalar yapilabilir.

e Tez calismasinda kullanilan bor bilesikleri disinda farkli bor bilesiklerinin

mikroorganizmalar tizerindeki biyosidal etkisi belirlenebilir.
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