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OzET

ISTANBUL’DA ONEMLI TARIHi ESERLERDEKi TAS MALZEMENIN
MIKROBIYOLOJiK BOZUNMASI

Aysun OZDEMIR

Cevre Mihendisligi Anabilim Dali

Ylksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof.Dr. Yasar NUHOGLU

Bu calismada; Yildiz Teknik Universitesi Yildiz kampiisii ve cevresinde bulunan tarihi
eserlerdeki tas malzemenin biyolojik bozunmasinda rol oynayan mikroorganizmalar
belirlenip biyolojik bozunmaya katkilari arastirilmistir. Tas yilzeyinde bulunan
mikroorganizmalar mikroskobik, klasik kilttirel ekim, 16 S rRNA gen analizine dayali
PCR, XRF ve SEM analizleri yapilarak tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara goére
orneklerin ¢cogunda alg, mantar ve siyanobakteriler olmak lizere ¢esitli mikroorganizma
turleri tespit edilmis, 1 gr. tas ornegindeki sayilari (CFU-1) belirlenmistir. XRF-SEM
calismalariyla taslarin minerolojik bilesenleri ile mikroorganizmalarin tasin ylzeyinde
ve gozeneklerindeki bulunma sekilleri ortaya konmustur. Mikroskobik calismalar ile
mikroorganizmalarin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiler tekniklerle 23 tir
bakteri/siyanobakteri tespit edilmistir. Klasik ekim yontemleri ile 17 tir seviyesinde, 9
cins seviyesinde mantar ve 4tir seviyesinde, 2 cins seviyesinde bakteri tespit
edilmistir. PCR analizleri ile taslarda yasayan mikroorganizmalarin filogenetik soy agaci
olusturulmustur.

Tim bu calismalarin sonucunda tarihi eserlerdeki tas malzemenin ylizeyinde olusan
fiziksel ve mekaniksel bozunmanin yaninda mikroorganizmalarin da metabolik
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faaliyetleri sonucunda olusturduklari asitler, pigmentler ve metobolitler ile tasin
bozunmasinda 6nemli bir etmen olduklari belirlenmistir.

Bu ¢alisma ile tarihi yapilarda olusan bozunmalarin 6nlenmesi ve tarihi eserlerin ayakta
kalmasini saglamak i¢in “T.C. Basbakanlk Vakiflar Genel Mudurligd”nin yaptigi
restorasyon ve onarim galismalarinin gok énemli gorilmustir.

Anahtar Kelimeler: Tarihi tas yapilar, mikroorganizmalar, biyolojik bozunma, molekdler
teknikler, istanbul
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ABSTRACT

BIODETERIORATION OF STONE MATERIALS IN IMPORTANT HISTORICAL
MONUMENT IN iSTANBUL

Aysun OZDEMIR

Department of Environmental Engineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Yasar NUHOGLU

In this study; microorganisms that play a role on the bio-deterioration of historical
stone materials were characterized and their contribution to the microbial degradation
was determined around Yildiz Campus in Yildiz Technical University. The
microorganisms on the stone surface were determined by microscopic investigation,
classic cultural method, microbial characterization based on denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) and PCR-amplified 16S rRNA gene fragments, X-ray
fluorescence (XRF) and scanning electron microscope (SEM) analyzes. The results from
this study indicated that most of the microbial communities were the group member
of algae, fungi, cyanobacteria and bacterial species. Moreover, the numbers of CFU
were calculated as colony forming unit per gram of sample. The mineralogical
components of the historical stones was analyzed by XRF, while the presence of
microorganism on the stone surface and pores were morphologically characterized by
SEM. Further, the morphological characteristics of microbes were carried out by using
the microscopic observation. The 23 species of bacterium/cyanobacteria were
detected by the molecular techniques based on PCR and DGGE, in addition 17 species
plus 9 genus of fungi and 4 species plus 2 genus of bacteria were cultivated by basic
bacterial cultivation methods. A phylogenetic tree was constructed for community of
microorganism living on stone surfaces via 16S ribosomal RNA (or 16S rRNA) gene
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sequencing results. The current work showed that microorganisms play an important
role in the deterioration of stone due to producing several acids, pigments and
metabolites besides the physical and mechanical degradation occurring on the surface
of stone materials in historical monuments. Therefore, it is concluded that the
restoration efforts by the "T.R. Prime Ministry Directorate General of Foundations" has
a vital role in order to prevent the deterioration of historical monuments and survive
historic buildings.

Keywords: Stone monuments, microorganisms, biodeterioration, molecular
techniques, istanbul
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kultirel varhklar, tarih 6ncesine dair yasamla ilgili bilgileri tasiyan énemli evrensel
degerlerdir. Gelecek nesillere, bu degerleri miras birakma agisindan kiltir degerlerinin
korunma bilincinin olusturulmasi oldukga dnemlidir. Bu eserlerin gesitli faktorlerden
olumsuz etkilenerek bozunmaya ugramasi kultlir varlklarina sahip ¢ikma bilincinin
gliclenmesine ve bu kiltir mirasinin kurtarilma/korunma yollarinin arastiriimasina
neden olmustur. Turli yapi malzemelerinden insa edilen anitlar bozunmadan
etkilenmektedir ve bu eserlerin birgogunun bozunma sureci kaygi verici durumdadir.
Bu bakimdan yapi malzemeleri bozunma mekanizmalarinin bilimsel yéntem ve

¢alismalarla arastirihp degerlendirilmesi gerekir [1-7].

Tarihi yapilar temel yapi elemani olarak tas ve ahsap malzemeden olusmakta olup
cogunlukla ana tasiyici iskeleti tas malzemeler olusturmaktadir. Yapilarin ana tasiyici
iskeleti olan tas malzemeler bulunduklari ortamda g¢evresel tehditlerle karsi karsiya
kalmaktadirlar. Bu tehditlerden 6nemli bir tanesi taslar lGizerinde gelisme g&stermesi
sonucu cesitli zararli etkilere neden olan bakteri, siyanobakteri, aktinomiset, alg,
mantar, liken ve protozoalardan olusan mikroorganizmalardir. Tarihi eserler émdrleri
boyunca canl organizmalarin blylimesi ve aktiviteleri vasitasiyla bozunmaya ve renk
degisikliklerine ugramakta; mikroorganizmalarin tas vylzeylerde metabolizma
gostermesi ile yapisal bozunma, parcalanma, ufalanma ve gorinislerinde estetik
acidan istenmeyen renk degisiklikleri olusmaktadir [1], [4], [8]. Istenmeyen bu

durumlari belirlemek ve ortadan kaldirmanin ilk kademesi taslarda bozunmaya neden



olan sebepleri tespit etme siirecidir. Bozulma tiirleri ve derecelerini belirleme tarihi
eserlerdeki tas malzemeleri koruma c¢alismalari agisindan 6nem teskil etmekte ve
boylece acil midahale kararlarinin alinabilmesi sayesinde bu bozulmalarin énlenmesi

mumkiin olmaktadir [3].

Tarihi yapilarda taslarin biyolojik bozunmasi uzun yillardir arastirilmasina ragmen genis
kapsamli ¢alismalar son otuz yildir yapilmakta ve taslarda olusan bozunma kapsamli

olarak ortaya konmaktadir [1-9 ].

Bircok arastirmaya gore, tarihi ve kilturel nitelikler barindiran eski yapilar Gzerindeki
taslarin bozunmasi fiziksel, kimyasal, biyolojik ve c¢evresel faktorlerin birlikteki
(sinergist) etkisi ile olustugunu gostermistir. Ve ¢ogu zaman hangisinin daha etkili
oldugu konusunda karar vermede zorluklarla karsilasilmaktadir. Tarihi eserlerdeki tas
malzemelerde olusan biyolojik bozunma ve bozunmayi olusturan mikroorganizma gruplari

Cizelge 1.1’de verilmistir [1-3], [10].

Cizelge 1.1 Tarihi eserlerdeki tas malzemelerde biyolojik bozunma olusturan
mikroorganizma gruplari ve biyolojik bozunma sekilleri [10]

Biyolojik Bozunma
Mikroorganizma Grubu Olusturan Canli Grubu Bozunma Tipi Bozunma $ekli / Mekanizmasi Kaynaklar
veya Faktor
Fotoototrof canlilar Mavi-Yesil Algler Estetik ve Kimyasal Biofilm olusumu, Renk degisimi, [1, 11-16]
Bozunma biyofilm olusumu, Kabuk olusumu,
Kalsiyum asindirmasi veya biriktirmesi
sonucu Biyolojik bozunma.
(Photoautotrophs)
Likenler Kimyasal ve mekanik Tas yuzeyinden minerallerin alinmasi, [1, 10, 17-
Bozunma okzalat olusumu, Karbonik asit olusumu, 21]
Kiglk gbozenek olusturma
Algler Estetik ve Kimyasal | Biyofilm olusumu; renk degisimi, [1,22-24]
Bozunma siyah kabuk olusumu
Yosunlar ve Egreltiler Estetik ve Kimyasal | Solma (renk degistirme), Yesil-gri | [23-24]
Bozunma noktalar
Kemoototrof Bakteriler Kikirt oksitleyen ve Kimyasal Bozunma Siyah Kabuk Olusumu [1,25-29]
nitrifikasyon Bakterileri
(Chemoautotrophs) (Sulfur-oxidizing,
Nitrifying bacteria)
Heterotrofik Bakteriler Estetik ve Kimyasal Kabuk olusumu, Mavi/kahverengi [1,25-27]
Kemoheterotrof (Heterotrophic Bozunma film olusumu, Pul-pul dékilme,
Mikroorganizmalar bacteria) renk degisimi
Dallanan Bakteriler Estetik Bozunma Beyaz-gri parcalanma, Mavi/kahverengi [1,3-7,
(Chemoheterotrophs) (Actinomycetes) film olusumu, Tas yiizeyinde tuz birikimi 28-30]




Cizelge 1.1 Tarihi eserlerdeki tag malzemelerde biyolojik bozunma olusturan
mikroorganizma gruplari ve biyolojik bozunma sekilleri [10] (devami)

Biyolojik Bozunma
Mikroorganizma Grubu Olusturan Canl Grubu Bozunma Tipi Bozunma $ekli / Mekanizmasi Kaynaklar
veya Faktor
Kemoheterotrof Mantarlar Estetik, Kimyasal, Karbonat birikimi, Renk degisimi,
Mikroorganizmalar Fiziksel ve Mekanik okzalat olusumu, Asit Olusumu ile
(Fungi) Bozunma bIYO|OjIk “b(')‘zunm'a, Asit olu'§un'.1u' ile [31-37]
mineral ¢dzinmesi, Mantar hiflerini tag
(Chemoheterotrophs) gozeneklerine girmesi ile kimyasal,
biyolojik ve fiziksel bozunma
Kemoorganotrof Kikdirt indirgeyen Kimyasal Bozunma Sulfatlarin silfitlere donustirilmesi [1-7,
bakteriler Bakteriler (Kukurt oksitleyen bakteriler besin 25,27]
(Chemoorganotrophs) (Sulfur-reducing kaynagi olusturmak igin)
bacteria)
Higher Plants Yiksek bitkiler Mekanik Bozunma Bitki koklerinin tas catlak ve oyuklarina [1,4,7]
(Higher Plants) girerek ¢atlatma, Tasin vylzeyinin
tahribi
Hayvanlar Bocekler, kuslar, diger Mekanik, estetik, | Tipik sekilli delikler, metabolit birikimi, [7,10]
hayvanlar kimyasal bozunma renklenme, Asit olusumu ile mineral
¢6zlinmesi, gatlaklar.
Diger Faktorler Cevresel Faktorler Estetik Bozunma Karbonat birikimi, toz ve diger partikal [ 38-42]
birikimi, Kukirt ve azot bilesiklerinin
(Environment Factors) pfxtj(;‘alally|C| etkl%l, Hava kirleticilerin
birikimi ve tahribi.

Cizelge 1.1'de goruldugu gibi mikroorganizmalar taslarin bozunmasinda 6nemli rol
oynayarak estetik, kimyasal, fiziksel ve mekanik olmak Uzere hemen hemen her cesit

bozunmaya neden olmaktadir.

Tim bu faktorlerin etkisine katki saglama agisindan hava kirleticiler ve yagislarin etkisi
de ayrica giindeme gelmektedir. Hava kirletici ve yagislarin katkisi tas ylizeyinde
gorilirken, ylzey ve taban sulari eski yapilarin zemin ve temel bolgelerinde
bozunmalari hizlandirmaktadir. Ozellikle kirectasi, kumtasi, kiifeki ve traverten gibi
gozenekli tortul taslarda yliksek oranda su emme ve buna bagli olarak gelisen donma
olaylari nedeni ile meydana gelen hasarlar ylksek boyutlardadir. Zemin bdlgesindeki su
gecirimliliginin neden oldugu, sodyum, kalsiyum, potasyum ve magnezyum klorir ile
sodyum ve kalsiyum siilfat ile sodyum karbonat gibi tuzlarin agiga ¢ikmasi da taglarin
zamanla genleserek ylizeysel erimelere ugramasina, tasin gézeneklerinde ve ylizeyinde
ufalanmalara, parcalanmalara neden olmaktadir [1], [25], [43], [44]. Tarihi taslarin yapi
malzemeleri ve karakteristik yapisal 6zellikleri de cok &nemlidir. Ornegin, islenip sekil
verilmesi kolay oldugundan kirectaslar tarihi yapilarda ¢ok yogun kullanilan malzeme

olmasina karsin gesitli dis etkenlerden en ¢ok etkilenen tas tiridiir. Bu konu Uzerine




yapilan bir ¢alismada Eskisehir kursunlu camii duvarlarinda nemliligin ¢ok dusuk
seviyelerde bulundugu bati cephesinde, hasara ugrayan tas sayisinin oldukga az,
nemliligin cok yuksek seviyelerde bulundugu dogu cephesinde ise, hasara ugrayan tas
sayisinin fazla oldugu tespit edilmistir. Cephe yiizeylerinin zemine yakin olan
bolgelerindeki kiregtasi bloklari lizerinde nem ve suyun etkisi ile mikrobiyolojik

olusumlarin gelisim gosterdigi belirtilmektedir [43].

Tarihi eserdeki tas malzemelerin bozunmasi lzerinde diger dnemli etkenler SO,, NOx
gibi hava kirleticiler ile partikiller, asitler, iklimsel bilesikler, mikrobiyolojik faktorler,
metal oksitlere benzer katalizorler ve organik maddelerdir [4], [6], [7], [45]. Kirleticiler
Ozellikle karbonatli yapi malzemelerinin kimyasini degistirerek bozunmasina sebep
olmaktadir. Bu kirleticilerden SO, ve NOy'ler tarihi yapilari olumsuz etkilemektedir.
Ornegin kirectasi atmosferde bulunan gazlardan en tehlikelisi olan SO,’ye karsi
duyarlidir [1], [3], [5], [40], [43]. SO2'nin tasa etkisinin Grind jipstir ve diger kirletici
gazlar ile tas ylzeyleri Gizerinde kuru ve yas depolanma sekilde birikme gosterirler. SO;
ve asit yagmurlarina maruz kalan karbonath kayaclarda kalsiyum (Ca) kaybi ve SOa
zenginlesmesi, bir¢cok arastirmaci tarafindan belirlenmistir [45-49]. Karbonath kayaglar
diger taslara oranla asitli ortamlara daha fazla duyarlidir, CaCOs3 iceren taslar hava
kirliliginden ve cevresel faktorlerden énemli derecede etkilenmektedir [48]. Atmosferik

parametreler ile yagmursuyu kirlenmede etkin faktorleri olusturmaktadir [7], [43], [44].

Yiiksek bitkiler, canlilar ve mikroorganizmalar kireg tasi, tugla ve har¢ bozulmalarinda
onemli bir rol oynar. Daha yiksek bitkiler genel olarak duvar catlaklarinda biylr. Bu
ylzden bu c¢atlaklarin onarimi ve sizdirmazhg saglanirsa bosluklarin daha fazla
blylmesi engellenmis olur [50]. Bitkilerin tarihi yapilar Gizerinde bliyiimesi o yapinin
korunma durumuna, yapl malzemesine ve iklime baghdir ve duvara tutunmasi 10

yildan fazla stirebilir [47], [48].

Son vyillarda tarihi eserler, anitlar ve ge¢misten kalan emanetlerin bozulmasinda
mikrobiyolojik faktorler olan bakteri, alg, mantar ve likenlerin 6nemli gorevler yaptigi
ve bozunmada ilk siralarda etki ettigi konusunda bircok arastirma yapilmistir [1-50]. Bu
durum, mikroorganizmalarin sadece biitiin organik maddelerin bozulma siireclerinde

degil ayni zamanda minerallerin, kayaglarin, cevher ve dogal ya da insan yapimi



camlarin ve metaller ile onlarin alasimlarinin bozunmasinda da ©nemli bir rol
oynadigini gostermektedir [50]. Bu calismalarda tas malzemelerin bozulmasi ile
baglantili olarak simdiye kadar bahsedilen mikroorganizma tirlerinin her zaman her

yerde gorilen hizla buylyen tirler oldugu belirtiimektedir.

Kiltirel mirasin bozulmasinda mantarlar da buyldk rol oynamaktadir. Muazzam
enzimatik aktiviteleri, diisiik ekolojik istekleri ve exterm kosullarda bliyime yetenekleri
sayesinde tarihi sanat eserlerinde kullanilan tas, ahsap, resim, dokuma kumaslar, kagit,
parsémen, deri, yaglh boya resim, kazein, tutkal ve diger malzemeleri rahatlkla
ayristirip curitebilmektedirler. Tas anitlarda epi- ve endolitic mantarlar 6énemli 6lglde
ayrismayi arttirmaktadirlar. Mizelerdeki sanat eserleri ile depolarda bekletilen
malzemeler ciddi mantar tehdidi altinda kalarak zarar gormektedir. Dis ortamlardaki
mantar ve likenler tas, harg ve sivadan yapilmis heykel ve tarihi eserlerin biyolojik
tahribinde 6nemli etken olarak goérev almaktadir. Mantarlarin yasayabildigi tim
objelerdeki organik ve inorganik madderi pargalayabilir oldugu kanitlanmistir. Tarihi
eser ve anitlarin yapildig materyaller Gzerinde sik karsilasilan mantarlar; Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Mucor sp., Paecilomyces sp.,
Cladosporium sp., Epicoccum sp., Phlebiopsis sp. cinlerine ait bircok tirden
olusmaktadir. Bu veriler 6zellikle 2000 yilindan beri tarihi yapilar, anitlar, heykeller ve
miuzelerde yirutilen calismalar ve ge¢cmis literatlirden elde verilere dayanmaktadir [1-

13], [51-53].

Mize ve anitlardaki biyolojik tahribat (izerine mikolojik arastirmalar hala agirlikh olarak
cesitli standart kiltlr ortamlari kullanilarak klasik ekim yéntemleri yaninda molekiler
tekniklere dayali PCR yontemleri, SEM VE XRF gibi hassas ayirim kabiliyetine sahip

modern tekniklerin kombinasyonu ile yirttiulmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda arkeolojik ylizeyler Gzerinde biyliyen bakteriyal
ve algsel biyofilmler ile olusmus mineral yapilar; c¢evresel taramali elektron
mikroskopisi (ESEM), X-1sini mikro kirinimi (XRD) ve X-isini floresans (XRF) ile birlesmis
enerji dagihmli X-isini spektroskopisi (EDS) metodlari, molekiiler tekniklere dayal
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemleri gibi hassas ayirim ozelligi gOsteren

cahismalar kullanilarak yapilmaktadir dayanmaktadir [1-5], [13], [51-53].



Yildiz Teknik Universitesi, Bilimsel Arastirmalar Koordinatérligi Kapsamli Arastirmalar
Projeleri ¢ergevesinde 2012-05-02-KAP-01 nolu proje kapsaminda vyiritilen bu
calismada tim bu yontemler kombine edilerek kullaniimis, elde edilen birgok veriden

se¢me yapilarak teze aktarilmistir. Birgcok veri de projede kullanilmistir.

1.2 Tezin Amaci

Tarihi yapilarda kullanilmis olan taslarda gérilen bozulmalarin nedenlerini ve tirlerini
o0grenmek; bu bilgilerin araciligiyla tarihi eserlerde gorilen bozulmalari ayirt edebilme

yetisi kazanmak.

1.3 Hipotez

Mikroorganizmalar malzeme vyizeyinde etkin bir biyofilm tabakasi olusturarak
biyokorozyon mekanizmalarinin gelisimine neden olmakla beraber zaman icinde ¢esitli
etkenlerden dolayi (biyolojik, kimyasal ve fiziksel) taslarda bozunma ve asinma
gorilmektedir. Biyolojik ajanlarin tasin bozulmasinda oynadiklari 6nemli rolleri
aydinlatmak igin ekim ve kiltiir ydntemleri ile bu mikroorganizmalarin varligini ortaya
koyarak, SEM (elektron mikroskobu) ve XRF analizlerinden destek alarak taslarin
mikroyapisal 6zelliklerini, mineralojisini belirleyerek bu biyolojik ajanlarla aralarinda
nasil bir baglanti oldugu saptanacaktir. Koruma onlemlerinin alinabilmesi icin tarihi
yapilar tGzerinde meydana gelen bu ayrisma dlizeylerinin neden kaynaklandigini bulmak
ve ona gore bir degerlendirme yapmak gerekmektedir. Bu nedenle PCR ¢alisma destegi
ile de tiur tespiti yoluna giderek hangi organizma tirl, nasil tasta, nasil etkilesim

icindedir arastirilacaktir. Biyolojik bozunmaya sebep olan faktorler tespit edilecektir.



BOLUM 2

ISTANBUL VE INCELENEN TARIiHi YAPILAR

2.1 istanbul’un Konumu ve Kiiltiirel Onemi

istanbul ili cografi konum olarak 28° 01' ve 29° 55' dogu boylamlari ile 41° 33' ve 40° 28'
kuzey enlemleri arasinda yer almaktadir. Eski Diinyanin merkezinde yer alan istanbul,
tarihi yapilari ve sahane doga manzaralari ile ¢ok 6nemli bir megapoldir. Asya ile
Avrupa Kitalari'nin dar bir deniz gecidi ile ayrildigi yerde, iki kita Gzerinde kurulu ve
diinya Uzerinde iginden deniz gegen tek sehirdir. 2500 yili asan bir tarihe sahip olan
istanbul, deniz ve karalarin kucaklastigi bu stratejik bolgede kurulusunu takiben énemli
bir ticaret merkezi olmustur [54]. Diinyada essiz bir yere sahip olan sehir; tarihiyle,
diinya capinda tarihi eserleriyle, miesseseleriyle, kiltir ve gelenekleriyle apayri bir
tarihi merkez konumundadir [55]. istanbul’'un uydu fotografi Sekil 2.1de

gorilmektedir.



Sekil 2.1 istanbul uydu gériintisii

Tarihi Bizans, Roma ve Osmanli imparatorluklarinin baskenti olan istanbul tarihi anit ve
yapilar bakimindan zengin bir sehirdir [48]. istanbul’daki sanayilesmenin hizla gelismesi

beraberinde tarihi eserlerde kullanilan taslarin da bozunmasina neden olmaktadir.

2.2 Yildiz Teknik Universitesi

Sekil 2.2 Yildiz Teknik Universitesi Yildiz Kampds, Besiktas

Yildiz Teknik Universitesi istanbul’da bulunan devlet tniversitelerinden biridir. Ayrica
1911’e uzanan tarihi ile Turkiye’nin en eski 2. teknik Universitesidir. Tlrkiye’nin en iyi

ve en kokll Gniversitelerinden biri olarak kabul edilmektedir [56].



2.2.1 VY.T.U. Yildiz Kampiis ve Gevresindeki Tarihi Yapilar

Yildiz Sarayi Sultan Abdilhamit déneminde yapilmaya baslanmis yapilar kompleksidir.
Baglica Buylk Mabeyn, Sale Koskii, Malta Koskl, Cadir Koski, Yildiz Tiyatro ve Opera
Evi, Yildiz Saray Miizesi ve imparatorluk Porselen Uretimevi, Muayede Késkii, Yaveran
Dairesi, Cit Koskii gibi binalardan olusmaktadir [57]. Universitenin kullandigi saray
bahgesinde sehzade ve sultan koskleri bulunmaktadir. Genellikle bu yapilar iki kath ve

kagir yapilardir.

YTU Yildiz Kampuisii Besiktas tepesindeki koruluk ilk kez I. Ahmed tarafindan kiiciik bir
kosk yaptirilarak avlanma amaciyla kullanilmistir. II. Abdilhamid tahta ciktiginda,
kardesinin ve amcasinin saltanatina son verildigi Dolmabahge Sarayini glivenli
bulmadigindan, 1877 vyilinda Yildiz Sarayi'na tasinmistir. Yildiz Sarayi, Osmanlh
padisahlarinin istanbul'da devaml oturdugu dérdiincii saray olup, Besiktas'ta sahilden
baslayarak kuzeybatiya dogru ylikselip sirt gizgisine kadar tiim yamaci kaplayan yaklasik
500.000 metrekare ylizolcimi olan bir bahce ve koruluk icine yerlesmis saraylar,
koskler, yonetim, koruma, servis yapilari ve parklar bltiininden olusmaktadir. Bu
birlesimin dnemli yapilari arasinda yer alan Hinkar Dairesi (Valide Sultan Koski veya
Hinkar Sofrasi adiyla da anilmaktadir.), 1937 vyilinda Yildiz Teknik Okulu'nun
kurulmasiyla okula verilmis olup, bugiin Yildiz Teknik Universitesi Rektérliik binasi
olarak kullaniimaktadir. Ayrica, Cukur Saray (Hanim Sultanlar Dairesi), Cit Kasri,
Sehzade Koskleri, Slinnet Koskli, Damatlar Dairesi, Agavat, Kileri-i Himayun da

Universite tarafindan kullanilan binalar arasindadir [57].

2.2.1.1 Biiyiik Mabeyn Koskii

Sarayin en ihtisamh kosktdir. Sultan Abdilaziz tarafindan 1866 yilinda Balyan Ailesi
mimarlarina insa ettirilmistir. Koskin dis cephesi yivli ve kompozit basliklar, sttunlar,
konsollu ve dilimli arsitravlarla bezenmistir. Kdskiin i¢ plani ise, eski mimari gelenege
dayalidir. Ust kat padisah tarafindan kullanilirken, diger béliimler ise iist diizey saray
gorevlileri tarafindan kullanilmistir. Sultan Il. Abdilhamid doéneminde (1876-1909)
devletin yonetim binasi olan kdsk, gerek Osmanli déneminde gerek Cumhuriyet’in

ilanindan sonra 6nemli davet ve ziyafetler icin kullaniimistir [58].



2.2.1.2 Cit Kasri

Sultan Abdiilaziz (1861-1876) ise Balyan ailesi mimarlarina Bliyiik Mabeyn Koski’ni
inga ettirmistir. Daha sonra da dis bahge denilen kisma Malta ve Cadir Kosklerini, asil

saray kismina ise Cit Kasri’'ni ekletmistir.

2.2.1.3 CGukur Saray

Cukur Saray binasi da sultan kosklerinden birisidir. Sultan Abdllmecid’in 1846-1847
yillarinda Cukur Saray adi verilen bir kosk yaptirarak gozdesi Yildiz't buraya yerlestirdigi
ileri stirilmektedir. Yildiz Sarayi’'na damgasini vuran ve adeta saray ile 6zdeslesen
Sultan Il. Abdilhamid’in kizlar ve kiz kardeslerinin oturdugu Cukur Saray, 19. ylzyil
mimari ozelligini tasimaktadir. Bina dikdortgen biciminde ve koridora acilan odalardan
olusan oldukca mitevazi bir yapidir [59]. 1970 yilina kadar {niversitenin yurdu olarak
kullanilan Cukur Saray binasinin, bodrum kati ise yemekhane olarak kullaniimistir.
Cukur Saray 1983 yilina kadar istanbul Devlet Mimarlik ve Miihendislik Akademisi’nin
idari binasi olarak hizmet vermistir. 1985 yilindan itibaren ise Sosyal Bilimler Enstitlsu

ve Fen Bilimleri Enstitlisii bu binada ¢alismalarini stirdiirmektedir [60].

2.2.1.4 Ertugrul Tekke Camii

Besiktas ilgesi Barbaros Bulvari, Yildiz Caddesi, Serencebey Yokusunda bulunan Ertugrul
Tekkesi icinde bulunan camidir. 1887 yilinda 2. Abdilhamid tarafindan Sazeli Tarikati
Medeni kolunun kurucusu Tunuslu Seyh Muhammed Zafiri Efendi icin yaptiriimistir.
Baslangicta cami-tevhidhane ve selamliktan olusan “tekke” 1905-1906 yilinda tlirbe
kitaplik ve ¢esme Ugllsu ile donatildi. Caminin adini Osmanl Devleti’nin kurucusu
Ertugrul Bey’den aldigi genel kabul goriir. Genel olarak kiilliye vazifesi géren binalarin
duvarlan kagir, catilari ahsaptir. Caminin minaresi tastandir. Tlrbe ve cesme beyaz
mermerden yapilmistir [61]. Son yillarda restore edilen yapi halen cami olarak islevini

sirdirmektedir [59].

2.2.1.5 Hamidiye Camii

Besiktas Barboros Bulvari’nin kuzey kesiminde, Yildiz Sarayi yolu lzerindedir. 1885-
1886 vyillari arasinda Sultan Il. Abdilhamid’in istegi Gzerine Serkis Balyan ve Dikran
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Kalfa tarafindan insa edilmistir. Tek serefeli minaresi vardir. Dort kalin demir sttun
Uzerine oturan ve etrafi 16 pencereli olan kubbesinin sagaklari oyma vyildizlarla
cevrilidir. Camide 17 pencere vardir. Asil adinin Hamidiye olmasina karsilik daha ¢cok
Yildiz Camii olarak bilinmektedir. Yildiz Camii, Il. Abdilhamid dénemi mimarlgi igin

onemli veriler barindiran 6rnek bir eserdir [59].

2.2.1.6 Sehzade Koskii

II. Abdilhamid tarafindan Yildiz Sarayi icerisine sehzadelerin yasamasi icin

yaptiriimistir.

2.2.1.7 Seyh Muhammed Zafiri Tirbesi

Besiktas Seyh Zafir Tirbe Besiktas Serencebey’de Ertugrul Camii arazisi Uzerinde
bulunmaktadir. Il. Abdilhamid tarafindan Mimar Raimondo d’Aronco’ya yaptirilan
tirbe 1904-1905 yilinda tamamlanmistir. Tirbe geleneksel ama batili tarzda bir mimari

yapi olarak karsimiza ¢itkmaktadir [59].
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BOLUM 3

KULTUREL MIRAS VE TARIHi YAPILARDA BOZUNMA

istanbul tarihi anit ve yapilar bakimindan zengin bir sehirdir. Endistrilesmenin hizla
artmasi ile istanbul’daki tarihi anit ve yapilarda kullaniimis olan tas malzemeler
kirlenme ve bozunmaya maruz kalmistir. Cevresel bircok faktor taslara etki etmektedir.
Bu etkilesimler taslarin mineralojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore degisim
gostermektedir. Bu eserlerin kirlenmesi ve ayrismalari kiiltlirel zenginliklerimizin tahrip
olmasina neden olmaktadir. Kiltiirel mirasin bozulmasi, 6zellikle dis ortam gibi fiziksel
hava kosullari, organizmalarin ayristirici 6zellikleri ile farkh abiyotik ve biyotik

faktorlerin etkilesimi sonucu olusur [10], [51].

Tarihi eserler ve tarihi binalarin biyolojik bozulma sirecinde, mikroorganizmalarin roli
uzun yillardir ¢alisilan bir konu olmasina ragmen son otuz yildir lzerinde yogun
arastirmalar  yapilmaktadir  [62]. Eserler, mikrobiyal gelisim periyodunda
mikroorganizmalar tarafindan c¢evresel faktorlerin de etkisiyle fiziksel ve kimyasal
zararlara  ugramaktadir.  Mikroorganizmalar tas ylizeylerin ayrismasi  ve
biyomineralizasyon  slreclerinde  aktif rol oynamaktadir [52]. Yasayan
mikroorganizmalarin blylmesi ve aktiviteleri sonucu kiltirel miras yapilari renk
degisimine ugrar ve bozunmalar meydana gelir [53]. Bu organizmalari iceren bakteriler
(aktinomisetler ve siyanobakteri dahil), mantar ve alglerin yanisira protozoa ve diger

kiicik hayvanlar da yapilara zarar vermektedir.

Tarihi yapilarda sliregelen bozulmalarda cevresel faktorler (sicaklik, 151k, nispi nem,

atmosferik kirleticiler, riizgar, yagis miktari) belirleyici bir rol oynamaktadir. Kiltirel
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miras Ozelligi tasiyan tarihi eserler Uzerinde yasamsal faaliyet gosteren
mikroorganizmalar ile biyolojik mekanizma agisindan atmosferik ve cevresel etkiler

arasinda paralel bir iliski vardir ve bir bitin olarak ele alinmalidir.

3.1 Bozulma Tirleri

Zaman icinde meydana gelen cesitli cevresel faktorler nedeniyle tarihi yapilar gesitli
bozulmalara maruz kalmaktadir. Bozunmaya neden olan bu faktorler fiziksel, kimyasal
ve biyolojik faktorler olarak siralanabilir. Dis faktoérler olarak da adlandirilan bu
faktorlere bagl olarak zamanla taslarin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinde kayiplar
meydana gelmektedir. Bunun yaninda i¢ faktorler olarak da adlandirilan tas ve tasin
yapisal 6zellikleri, bulundugu konum ve zeminin 6zellikleri, tas segimi, tas kullaniminda

yapilan hatalar da bozulmaya yol agmaktadir.

Tas malzemede meydana gelen bozunmalarin malzeme yapisindan, fiziksel, kimyasal
degisimlerden, cevresel faktorlerden, iklim degisikligi gibi sebeplerden ileri geldigi
dislinilmektedir [63]. Tarihi eserlerde meydana gelen bozunmalar Uzerine yapilan
arastirmalar ile mikroorganizmalarin tarihi eserlerdeki tas, ahsap ve metal malzemeler
Uzerindeki bozunmada 6nemli derecede roli oldugu ortaya koyulmustur. Mantarlar,
bakteriler, algler, likenler, protozoalar, bitkiler hatta kuslar ve bocekler tarihi eserlerde
bozulmaya neden olan baslica biyolojik etkenler olarak siralanabilir [63]. Bu
organizmalarin mekanik etkileri ile salgiladiklari asitlerin olusturdugu kimyasal

bozunmalar taslarda delikler, catlaklar ve oyuklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

Tas yapisinda bulunan tuzlar (suda ¢oziinebilir), nem ve sicaklik etkisiyle ¢ozlinerek
tastaki kilcal ¢atlaklar arasinda ilerleyerek farkli noktalara tasinirlar; tasindiklari yizey
Uzerinde ya da yizey altinda suyun buharlasmasi vasitasiyla kristalize hal alirlar bu
durum tas icinde gerilmelerin artmasina neden olur. Bu gerilme tasin derinliklerinde
gerceklesiyorsa catlaklar eger ylizeye yakinsa kilcal catlaklar, kabuk atma, pullanma ve
tozlasma gibi bozulmalar meydana getirmektedir. Kristallenme ylizey (zerinde
gerceklesirse kabuk olusumu goézlenir ve zamanla ufalanmalar ortaya cikar. Derinde
gerceklesen kristallesme tas yizeyinde beyaz renkli lekelenme olarak kendini
gostermektedir [1], [64]. Tas icerisinde ¢ozlinebilir tuzlarin bosluklarda kristallenmesi

seklinde goriilen ciceklenme de bir bozunma tiridir [64]. Taslarda olusan bozulma
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tipleri, bozulmaya neden olan etkenlere ve tasin cinsine bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Ornegin, hava kirliligi kirectaslarinda yiizeyde siyah bir kabuk

olustururken, volkanik tuf cinsi taslarda oyuklanma seklinde etkisini gosterir [65].

Hava kirliliginin yogun oldugu dénemlerde kabuklanma tiiri bozulma daha fazla
gorilmektedir. Taslarda gorilen silfatlasma olayi, kis aylarinda artmaktadir. Sulfir
dioksit kaynakli bozulmalar kalkerli ylzeyler Gizerinde beyaz, gri ve siyah bélge seklinde
kendilerini gostermektedir. Yagmur yagislarina maruz kalan eser yiizeylerinde beyaz
bolge, eserlerin 1slak olmayan alanlarinda jips’in meydana getirdigi gri bolgeler ve
siyanobakteriler ile algal kolonizasyonlar neticesinde 6l hicrelerin reaksiyonundan

gerceklesen renk degisimi de koyu kahverengi bolge olarak tarif edilmistir [65].

3.2 Biyolojik Bozunma Faktorleri

Tas yapilarda zaman icinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlerden dolay! cesitli
bozunmalar ve asinmalar olusmaktadir. Bu faktorlerden en onemlisi biyolojik
bozunmadir ¢linkli organizmalar her daim yapi taslari ile bir etkilesim iginde bulunarak
yasamlarini strdirmektedir. Biyolojik aktivite fiziksel faktorlerle etkilesim halinde

oldugunda taslarin bozunma sireci hizlanmaktadir.

3.2.1 Biyolojik Bozunmaya Neden Olan Organizmalar

Biyolojik bozunmaya neden olan organizmalar olarak; mantarlar, mavi-yesil algler dahil
algler, likenler, bakteriler, protozolar, virtsler, bitkiler, kuslar ve bocekler tarihi
eserlerde bozulmaya neden olan baslica biyolojik etkenlerdendir. Bu organizmalar
biyolojik bozunmanin en 6nemli sekli olan oyuklarin olusumunda rol almaktadir. Kayag
kristalleri arasinda blyliyen organizmalar solunumla ortama CO; verir ve bu CO;
kayaclar i1slak oldugunda suya gecerek, organizmayla dogrudan temas halindeki kaya
parcalarinin ¢dziinmesine neden olan zayif karbonik asidi (H,COs) olusturur. Boylece

kayaclarda ¢6ziinme ve mini oyuklar olusur [66].

Kemoorganotrofik bakteri, mantar ve kemolitotrofik nitrifikasyon bakterileri dogal yapi
taslarinin biyolojik bozunmasi Uzerinde en etkili epi ve endolitik mikroflorayi temsil

ederler [67]. Tarihi binalar, anitlar veya heykellerde biyolojik bozulmanin neden oldugu
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tehlikeyi degerlendirmek igcin bu mikroorganizmalari, neden oldugu tahribat tiplerini
bilmek gerekir. Bu tahrip tipleri ana hatlariyla Cizelge 1.1’de verilmistir. Organizmalar
biyolojik bozunmada 6nemli rol oynayarak estetik olmayan alterasyonlara neden

olmaktadirlar.

3.2.1.1 Heterotrof Organizmalar

Taslarda ortaya c¢ikan mikrobiyolojik bozunmalarda etkisi olduk¢a o6nemli olan
mikroorganizmalar bakterilerdir. Kimyasal aktivitelerinden dolay! tasla etkilesim icinde
bulunan bakteri faaliyetleri sonucu taslarda yapragimsi toz halinde parcalanmalar, pul
pul dokilmeler, siyah tortu tabakasi olusumlari gibi bir takim alterasyonlar meydana

gelmektedir.

Siyanobakteriler (mavi-yesil yosun), tas Uzerindeki bozulmaya sebebiyet veren
mikroorganizmalarin  basinda gelir ve biyofilm kolonisi olusturan en blylk
mikroorganizma grubudur. Siyanobakteriler diger organizmalarla birlikte kolayca tarihi
anitlarin dis yizeylerine kolonize olup, biyofilm olusturarak yapilarin gérinimuini
degistirir ve diger bozunma faktorlerinin gelismesi igin bir substrat olarak goérev

yaparlar [10].

Bakteriler ve mantarlar, 6rnegin biyolojik matrisi dogrudan goézlem yoluyla tespit

edilemeyen degisikliklere ( kohezyon kaybi, lekeler gibi) neden olmaktadirlar [70].

Mantarlar tas duvar yizeylerinde renk degisimleri, kararmalar seklinde alterasyonlara
neden olmaktadir. Ozellikle siyah renkli ve ¢ciplak gdzle gériilemeyen mikro mantarlar
tas yapi Uzerinde krater seklinde ¢ukurlar olusturarak tasin fiziksel gorintisinde renk
degisimlerine neden olmaktadir. Ayrica tasin Ust ylizeylerinde ufalanma ve parcalanma
gibi alterasyonlarla parca kayiplarinin meydana gelmesinde ciddi rol oynamaktadir

[44].

Silfat bakterileri (rettikleri SO4 ile bilesimi karbonat olan taslarda jips olusumuna
yardimci olan bir bakteridir. Nitrat bakterileri salgiladiklari enzimler sayesinde nitrat,
nitritleri meydana getirerek taslari kemirmektedirler. Bunlar Ca’lu mineralleri

kahverengi-pembe renklere dontstiirtirler [64].
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3.2.1.2 Ototrof Organizmalar

Bu grup canlilari olarak algler, likenler ve karayosunlari sayilabilir. Basit bitkilerden olan
yosun ve likenler atmosfere agik kayaglar Gzerinde belli bir adaptasyon saglayarak
gelisme gosterirler. Bunlar toz tanelerini yakalayip organik madde igerikli ince bir zar
olusturarak, kayanin dayanikliiginin azalmasina yol agmaktadir [71]. Likenler en extrem
kosullarda yasayabilen canlilar olup yapilarinda bulunan mantar hifleriyle asitler
salgilayarak kayaca sikica tutunurlar ve zamanla asinmaya neden olurlar [72].
Likenlerin vylzeyleri plrizli oldugundan ve siingersi yapilari nedeniyle suyu
hapsederek tas ylzeyinin devaml islak kalmasina neden olmakla birlikte bitki
koklerinin CO; ve asit liretmesi sonucu taslarda parcalanmalar olusmaktadir. Ayrica tas,
suyu ylizeyinden atamadigindan dolayl da ayrismaya baslar [48], [73]. (Cakar [73]),
Karatepe’de bulunan 8 adet bazaltik kayaclar lizerinde gelisme gosteren likenleri ve
ayrismaya olan etkilerini incelemistir. Yapilan mineralojik analizler neticesinde
kayaglarda liken kokenlerinin ylizeysel olarak kimyasal ayrismaya oranla fiziksel
ayrismaya etkin oldugu tespit edilmistir. Ayrica incelenen 6rneklerin bazisinda fiziksel
ayrismanin baskin oldugu ve kayaclarda buna bagh ufalanmalarin ortaya ciktig
belirtilmistir [73]. Yosunlarin tas ylizeylerini soldurma, gozeneklesme seklinde etkileri

vardir.

3.2.2 Gelismis Bitkiler

Substrat ve c¢evre kosullari elverisli oldugunda arkeolojik ve mimarideki tas eser
ylzeylerinde yayginca gelisirler [10]. Ozellikle tas duvar catlak ve yariklarinda biriken
topraklar bu bitkilerin tutunup gelismesine énemli katki saglar. Daha ¢ok bahar ve yaz
aylarinda geliserek biyolojik olusum gosteren bu otlar ve bitkiler estetik acidan
gorinimu etkilemektedir (Sekil 3.1) [65]. Bitki kok ve govdeleri taslarin arasindaki

bosluklarda geliserek taslarin catlamasina neden olur.

16



Sekil 3.1 Tarihi yapilarda taslarin arasindaki bosluklarda geliserek taslarin tahrip
olmasina yol acan bitkiler

3.2.3 Hayvanlar

Taslarin bozunmasinda rol oynayan faktorlerden birisi de hayvanlardir. Yapilara konan
yuva yapan kuslar diskilarini birakarak yapiyr kirletmekte, estetik deger kaybina yol
acmakta, renklenme ve taslarin ayrismasina neden olmaktadirlar. Kuslarin diskisinda
bulunan fosforik ve nitrik asitler kimyasal olarak tastaki karbonatlarla reaksiyona girip
kalsiyum fosfat ve bazi nitratlari olusturmakta, tasin bozunmasina neden olmaktadir.
Biyolojik oyuk olusumunda organizmalarin etkisi oldukca fazladir. Gulvercinler,
tirmanicilar, siriingen ve solucan gibi diger canlilar taslarda koti lekelenmeler, delikler

ve oyuklar olustururlar [10].
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BOLUM 4

MIKROBIYOLOJIK SAYIM YONTEMLERI

Tarihi eserlerindeki bozulmalari tespit etmek, bozunmalara karsi alinabilecek énlemleri
belirlemek icin bu eserler lzerinde yasayan ve bozunmaya yol acan bakteri, mantar,
mavi-yesil algler, protozoa, yosunlar gibi gesitli mikroorganizmalarin 6ncelikle tespit
edilmesi gerekmektedir. Zararin boyutu ile mikroorganizmalar arasinda iliskiyi
pekistirebilmek icin de tespit edilen bu organizmalarin yapi malzemesinin birim ylzeyi
ve hacimindeki miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Tag malzemelerde de rahatlikla
uygulanabilecek olan mikroorganizmalarin sayim yéntemleri sistematik olarak asagida

aciklanmigtir.

4.1 Klasik Kiiltiirel Sayim Yontemleri

4.1.1 Agarh Besiyerine Ekim ve Koloni Sayimi

Agarli besiyerinde kullanilan standart yéntemler siirme, dékme ve yayma olarak (¢ ana
grupta ele alinmaktadir [74]. Petri kutularina dokilen agarli besiyerlerine sirme,

yayma, dékme plak yontemlerinden birisi kullanilarak ekim yapilabilir.

4.1.1.1 Sirme YOontemi

Bu yontemle ekimde temel prensip malzemeden alinan her canli mikroorganizma
hicresinin inkiibasyon sonucu kati besi ortaminda bir (1) adet koloni olusturmasidir.
Petri kutusundaki kati besiyerinin belirlenen farkli bolgelerine numune ile temas

ettirilen 6zenin sirayla siridlmesiyle numunenin miktari ve icerdigi mikroorganizma
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sayisi giderek azalir ve bakterilerin her siirme alanina bir 6nceki alandan daha az sayida
dismeleri saglanir. Boylece son sirme asamasinda bakteri sayisi teke disip bu

bolgelerde ¢ogalarak tek koloni olusturur [75].

Agarli besiyerine ekimi yapilacak 6rnek 6ze veya pipet ile alinir ve 6ze ucunun 6rnek
alinan kismi agar yizeyinin secilen bélgesine temas ettirilir. Ornek hafifce ezilerek
yayilir, yayllma alanindan itibaren siirme islemine gegilir. Slirme islemi bitince petri

kutusu inkiibasyona birakilir.

STERIL OZE VEYA
iLK EKiM IGNE ILE IKINCI

53

|

INKUBASYON

TEK HOCREDEN STERIL OZE VEYA

KOLONI OLUSUMU IGNE iLE OGUNCD
cizim

Sekil 4.1 Stirme yontemi kullanilarak agarli besiyerine ekim

4.1.1.2 Do6kme (Plak) Yontemi

Analizi yapilacak olan o6rnekten, steril petri kutusuna 1 ml aktarilip Gzerine donma
sicakhginin biraz Uzerinde (yaklasik 45-50 °C) agarli steril besiyeri dokulir. Standart
petri kutulari icin bu miktar 12-15 ml kadardir [74]. Hemen sonrasinda diizglin bir
zemin Uzerinde dikkatli bir sekilde 3 kere 8 cizilerek petri kutusuna aktarilmis 6rnek ile
besiyerinin homojen karisimi saglanir. Agar donunca petri kutusu uygun sicakliktaki
inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan sonra petri kutulari koloni sayacina konarak -

varsa- (ireme olan koloniler sayilarak uygun bir sekilde degerlendirilir.
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4.1.1.3 Yiizeyde Kiiltiirel EkKim Yontemi

Petri kutusuna once besiyerinin dékilmesi, besiyeri donduktan sonra kiltliriin besiyeri

Uzerine pipetlenmesidir.

I.  Yayma Yéntemi

Steril petri kutusuna Once agarli steril besiyerinden en az 2mm kalinlikta olacak sekilde
dokulir. Besiyeri dokme sicakligl 45-50°C olmalidir. Besiyeri petriye dokildikten sonra
bir siire ylizeyin kurumasi beklenmelidir. Miteakiben 0.1 — 1 ml 6rnek besiyeri Gizerine
pipetlenir. %76'lk (v/v) alkolde en az 2 dakika bekletilerek steril edilen Drigalski spatili
alevden gecirilerek alkol uzaklastirilir ve spatil yardimiyla 6rnek tiim besiyeri ylizeyine
homojen bir sekilde yayilir. Veya petri kutusu laboratuvar tezgahi lzerinde yuvarlak
daire cizdirilecek sekilde hareket ettirilerek besiyeri Uzerine yayilmasi saglanir. Petri
kutular koloni sayacina konarak -varsa- ireme olan koloniler sayilarak uygun bir
sekilde degerlendirilir. Dokme ve yayma kdltirel sayim yontemlerinde glivenilir sayim
yapabilmek icin 9 cm capindaki bir petri kutusundaki koloni sayisinin 30 — 300 arasinda
bulunmasi gerekir. Koloni sayisi fazla olma ihtimaline karsi seyreltme yapilarak ekim
yapilir. Genellikle mikrobiyoloji laboratuarlarinda en yaygin olarak kullanilan yéntem

yayma yontemdir.

1. Damlatma Yoéntemi

Bu yOntemin esasi petri kutusundaki besiyeri (izerine 1'den fazla sayida 6rnegin
aktarilmasidir. Daha oOnceden dokilip kati hale gelmis besiyerine, yayma kultir
yonteminde oldugu gibi petri kutulari 37 °C 'da 24 saat sire ile tutularak hem ylizey
kurumasi saglanir hem de sterilite kontroll yapilir. Petri kutusunun alti, distan esit
olarak 6 ya da 8'e boliinir ve her bélme numaralandirilir. Daha sonra her bélmeye 6zel
mikro pipet (veya pastor pipeti) ile 0,02 ml érnek pipetlenir. inkiibasyon sonunda 2-3
cm capl (3-7 cm? alanli) bolgelere yayilmis olan koloniler sayilir [76]. Ancak, kolonilerin
saglikh bir sekilde sayilamamasi nedeni ile bu yontem hassas c¢alismalarda

kullanilmamaktadir [74].
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4.1.2 Koloni Sayim ve Hesaplanmasi

Besiyerinde sayim, canh hicrelerin koloni olusturmasi ve bu kolonilerin sayilarak
materyaldeki canli hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir. Bu amagla sayim
yapilacak materyalden belirli bir miktar alinir (6rnegin 0.1-1 ml) ve petri kutusundaki
besiyerine aktarilir. Yayma ve ekim islemleri yapilarak koloni olugmasi igin gerekli
inklibasyon suresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilarak -seyreltme varsa
seyreltme faktorii de dikkate alinarak- materyaldeki canli hiicre sayisi hesaplanir. Olii
hiicreler Ureyip koloni meydana getiremeyecegi icin bu yontemde sadece canl

hiicreler sayilir.

Sayim sonuglari kati materyalde ....adet/g seklinde verilmelidir. Materyalden 1 ml alinip
petri kutusundaki besiyeri ile karistirilarak, inkiibasyondan sonra petri kutusunda
olusan koloniler sayilir. Kati besiyerinde yapilan sayim sonuglari koloni olusturan birim

(Colony forming unit: Cfu) olarak verilir.

Petri kutularinda sayim inkibasyon sonunda hizla yapilmalidir. Sayim yapilamayacak

durumlar s6z konusu ise petri kutulari +4 °C'da en fazla 24 saat muhafaza edilebilir.

4.1.2.1 Diliisyon Teknigi

Mikroorganizmalarin standart kiltiirel yontemlerle sayiminda genellikle seyreltme
islemi uygulanir ve sayim sonuclari bir anlamda istatistik kurallara goére "kabul edilen
bir deger" olarak verilir [34]. Alinan numune ve kullanilan 6rnekte mikroorganizma
sayisi ¢cok fazla ise ve yapilacak olan ekimde petri kutusunda olusacak mikroorganizma
kolonisi 300 taneden fazla ise yapilacak sayimla dogru sonuglar elde edilmesi mimkin
olmayacagindan seyreltme yapilir. Petri kutusunda sayillmasi olanaksiz fazla sayida
koloni olmasindan dolayi canli mikroorganizma sayisi yiksek olan érneklerde dillisyon
(seyreltme) teknigi uygulanir. Teknigin amaci; materyaldeki hiicre sayisini bir seri
seyreltme yapilarak kademeli bir sekilde azaltmak ve mikroorganizmalarin asiri lreyip
fazla koloni olusturmasini engelleyerek sayim islemlerinde kolaylik saglamaktir.
Genellikle diliisyon 1:9 (10 misli) oraninda yapilir. Bu 1 birim 6rnek + 9 ml FTS (fizyolojik

tuzlu su) demektir.
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Bu calismayla tas orneklerindeki mikroorganizmalar sivi ortama (FTS) aktarildiktan
sonra icindeki mikroorganizma yogunlugu bilinmediginden 1/10 ve 1/100,

oranlarinda dilusyonlar hazirlanmaktadir. 1/100’ ik sispansiyondan steril bir pipetle
alinan 1ml’lik 6rnek 9 ml steril suya ilave edilerek 1/10 ve buradan alinan 1 ml’lik 6rnek
yine 9 ml suya konularak 1/100’lik sispansiyonlar elde edilir. Slispansiyonlar elde

edilirken tas pargaciklari dibe ¢gokmeden pipetle drneklerin alimi gergeklestirilir.

4.1.2.2 Koloni Sayim ve Degerlendirme

Farkh dilisyon tiplerinden elde edilen koloni sayilarinin degerlendirilmesi igin
seyreltilmis tliplerde yapilan ekim sonuglarina gére materyaldeki canli hiicre sayisi

asagidaki formille hesaplanir.

Ornekteki mikroorganizma sayisi (adet/ml) = (petri kutusundaki koloni sayisi X

seyreltme faktori) / diliisyon tUpinden petri kutusuna aktarilan hacim(ml)
Seyreltme Faktori =1/ Seyreltme orani

Ayrica, ekim yapilan en derisik seyreltide bile koloni gelismesi goriilmezse sayinin 0
(sifir) olarak verilmesi hatali olur. Petri kutularinda koloni gelismesi olmazsa, asagidaki

formiile gore hesaplanan deger analiz sonucu olarak verilir:

Sayi: < {1/ [(seyreltme faktori) x (petri kutusuna pipetlenen hacim)]}

4.1.3 Besiyerine Ekim ve inkiibasyon

Besiyerine ekim dillisyon islemi tamamlandiktan sonra yapilir. Sayim sonuglarinin
glvenilirligini artirmak icin paralel olarak ayni tipten 2 ya da tercihen 3 petri kutusuna
ekim yapilir. Sayim sonuclari paralel ekim sonuclari ortalamasi olarak verilir. Ekim
bitirildikten sonra vakit kaybetmeden petri kutulari inkiibasyona birakilmalidir.
Optimum gelisme sicakliklari farkh olabileceginden inkubasyon islemleri ayni anda
farkli sicaklik derecelerinde yapilabilir (yapilmasi uygun olacaktir). inkiibasyon
bittiginde petri kutularinda olusan kolonilerin hemen sayilmasi onerilir. Bununla
beraber herhangi bir nedenle koloniler hemen sayilamiyorsa petri kutulari en ¢ok 24

saat sire ile buzdolabinda (+ 4 °C) depolanabilir.
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4.1.3.1 Gahismada Kullanilan Bagslica Besiyerleri

Laboratuvar ortaminda, mikroorganizmalar dogal yasam alanlarina benzer besiyeri
denilen yapay ortamlarda retilirler. Uretildikleri besi ortamindan izole edilen
mikroorganizmalar farkh besiyerlerinde fizyolojik, morfolojik ve biyolojik o6zellikleri
incelenerek tanimlamalari yapilir. Mikroorganizmalarin tanimlamasinda,
bilesimlerindeki maddeler yoniinden farkliik gosteren cesitli besiyerleri kullanilir.
Mikroorganizmalarin beslenmeleri icin ihtiya¢ duydugu besin maddeleri de birbirinden
farklidir. Mikroorganizmalarin belirlenmesi, gelisimlerinin saglanmasi icin uygun

besiyerlerinin olusturulmasi gerekmektedir.
Arastirmalarimizda kullandigimiz besi ortamlari asagida kisaca agiklanmistir;

e Standart Plate Count Agar (SPCA) (Merck 1.05463)

e Malt Extract Agar (MEA) (Merck 1.05398)

e Dichloran Rose Bengal Chloromphenical Agar (DRBC) (Merck 1.00466)
e Dextrose-Casein-Peptone Agar (DCPA) (Merck 1.10860)

e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Merck 1.05438)

e Czapex Dox Agar (CZ)

Bunlardan Standart Plate Count Agar (SPCA) ve Dextrose-Casein-Peptone Agar (DCPA)
bakterilerin belirlenmesinde diger besiyerleri ise mantarlarin belirlenmesi icin tercih
edilmistir. Kullandigimiz bu besiyerleri hazir ticari kati besiyerleri (zerindeki
tarifnameye gore prospektiisiinde belirtilen miktarda saf su eklenerek hazirlanmis ve
kontaminasyon olmasinin engellenmesi igin otoklavda onerilen sicaklik-basing ve

sirede bekletilerek steril edilmistir.

I.  Standart Plate Count Agar

In vitro (canh hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde, toplam aerobik
mezofilik bakteri sayiminda kullanilan genel kati besiyeridir. Bazi mayalar da bu
besiyerinde geliserek bakteri sayisina dahil olabilir. Gereken miktar dehidre besiyeri
tartilip, Uzerine distile su eklenir. Otoklav ile sterilizasyon sonrasi agarli bu besiyeri
petri kutularina dokilerek farkh sicakliklarda inklibasyona birakilir. Hazirlanmis besiyeri

berrak renksiz sarimsi renktedir ve buzdolabinda 2 ay depolanabilir.
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Sterilizasyon islemleri bittikten sonra otoklav agilarak alinan besiyerinde mantar
(bakteri harici mikroorganizma) Gremesini engellemek icin aseptik kosullarda 50 mg/L
oraninda nystatin ilave edilerek calkalanip ve steril kosullarda bunzen beki alevi

esliginde steril petri kutularina ortalama 12-15 ml dokdlur.

Il.  Malt Extrakt Agar

Bircok mantari izole etmek ve Gretmek icin kullanilan bir besi ortamidir. Ticari dehidre
formulasyonlardan hazirlanan besiyeri kullanilir. Bu besiyeri, tzerindeki hazirlanis
tarifnamesine gore istenilen miktarda tartilarak ve gerekli hacimde (ml) distile suda

¢ozunduikten sonra otoklavda 121 °C’de steril edilmektedir.

Sterilizasyon islemleri bittikten sonra otoklav agilarak alinan besiyerinde bakteri
(mantar harici mikroorganizma) tremesini engellemek icin aseptik kosullarda 50 mg/L
oraninda streptomycin ilave edilerek calkalanip ve steril kosullarda bunzen beki alevi

esliginde steril petri kutularina ortalama 12-15 ml dokdalar.

lll.  Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar

Maya ve kiflerin gelistiriimesi ve sayllmasi amaciyla kullanilmaktadir. Granul halindeki
besiyeri karisiminin hazirlama tarifesi 31.6 g kuru besiyeri/L saf su’dur. Calisilacak
sartlara gore tespit edilen hacimde besiyeri hesaplanarak tartilip, ihtiyac duyulan
hacimde distile suda ¢ozlindlikten sonra mekanik karistirici-isiticida eritildikten sonra
otoklavda 121°C'de 15 dakika sire ile steril edilmektedir. Sterilizasyon islemleri
bittikten sonra otoklav acilarak alinan besiyerinde bakteri (mantar harici
mikroorganizma) uremesini engellemek icin aseptik kosullarda 50 mg/L oraninda
streptomycin ilave edilerek c¢alkalanip ve steril kosullarda bunzen beki alevi esliginde

steril petri kutularina ortalama 12-15 ml dokdlir.

IV.  Dextrose — Caseine-Peptone Agar

Standart mikrobiyolojik analizlerde Bacillus tiirlerinin belirlenmesi, izolasyonu ve sayimi

icin kullanilan kati besiyeridir.
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Dehidre besiyeri 27,0 g/L’dir. istenilen miktarlarin hesaplanmasi sonucu elde edilen su
ve besiyeri karisimi otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasi 45-50
°C’a sogutulup, steril petri kutularina 12,5'er ml dokdillr. Hazirlanmis besiyeri berrak ve

menekse renklidir.

V. Sabouraud Dextrose Agar

Yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde, maya ve kuflerin gelistiriimesinde kati
besiyeri olarak kullanilir. Eger bakteri kontaminasyonu yogun olan bir materyalden
izolasyon yapilmasi gerekli ise otoklav sonrasi besiyeri sicakhgl 45 °C sicakhigina
disince (mantar harici mikroorganizma) iremesini engellemek icin aseptik kosullarda
50 mg/L oraninda streptomycin ilave edilerek calkalanip ve steril kosullarda bunzen

beki alevi esliginde steril petri kutularina ortalama 12-15 ml dékulmektedir.

Dehidre besiyeri formiilii 47,0 g/L ‘dir. istenilen hacim distile su icinde hesaplanan
miktarda dehidre besiyerinin ¢6zillp, otoklavda 121°C’'da 15 dakika sterilize edilir ve
steril petri kutularina yaklasik 12,5'er ml dokdlir. Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi

kahverengidir.

VI, Czapex Dox Agar

Mikrofunguslar igin kullanilan izolasyon kiltir ortamlarindan biri de Czapek-Dox
Agar’dir. Czapek agari, ozellikle Aspergillus ve Penicillium tirleri icin tir tanisi yapmak
adina cok uygun bir gelistirme ortamidir [78]. Laboratuvar kosullarinda asagidaki

terkibe gbre hazirlanmistir.

Cizelge 4.1 Czapek-Dox Agar besiyerinin formuli

Kimyasal Formiil Formal Adi Gram
NaNO3 Sodyum Nitrat 2,0
KzHPO, Potasyum Hidrojen 1,0

Fosfat
KCl Potasyum Kloriir 0,5
MgS0..7H,0 Magnezyum Siilfat 0,5
FeSO, Demir Sulfat 0,01
C12H24012 Sukroz 30,0

25



Cizelge 4.1 Czapek-Dox Agar Besiyerinin Formili (devami)

Kimyasal Forml Forml Adi Gram
Agar Agar 15,0
H.0 Su 1000

Cizelge 4.1’de verilen kimyasallar tartihp, 1 litre hacimli cam malzemede magnetik
karistirici kullanilarak ¢oziindikten sonra, otoklavda 121 °C’da 15 dakika sire ile steril
edilir. Otoklav sonrasinda 45-50 °C’a sogutulup, 6 cm steril petri kutularina dokular.
Hazirlanmis besiyeri bulanik ve beyazimsidir. Katilasan besiyerine dnceden hazirlanmis
ve lUreme gergeklesmis olan besiyerlerinden isitilan 6ze yardimiyla sirtinme yoluyla
mikroorganizma alarak bu CDA’larin yizeyine ekim yapilarak inkiibasyona birakilir.

inkiibasyon sonucunda lireyen saf kolonilerden tir teshisi yapilmaktadir.

4.2 Ozel Kiiltiirel Sayim Yéntemleri

4.2.1 Bakteri Sayimi

Bakteri sayimi yayma ekim yontemiyle Standart Plate Count Agar ve Dextrose Casein-
Peptone Agar besiyerine uygun seyreltmeler yapilarak petrilerin 30 °C’da 48-72 saatlik

inkiibasyona birakilmasiyla gelisme gosteren kolonilerin degerlendirilmesi teknigidir.

4.2.2 Maya ve Kif Sayimi

Maya ve kif sayisi, disiik pH’ Il Malt Ekstrakt Agar ve Potato Dextrose gibi besiyerleri
kullanilarak dokme kdltirel sayim ya da standart yayma yontemleri ile yapilmaktadir.
Bu calismada en yaygin olarak kullanilan besiyerleri Potato Dextrose Agar, Malt Extract
Agar, Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar kati besiyerleridir. Kati
besiyerleri ile yiritilen klasik ekim yodntemlerinde bakterilerin gelismelerini
engellemek amaciyla antibiyotik kullaniimahdir. Maya-kiif sayimlarinda genellikle 20-25
°C'da yaklasik 5-6 giin siiren bir inkiibasyon siireci uygulanmaktadir. inkiibasyon

sonrasi petrilerde gelisme gosteren kolonilerin sayimlari gerceklestirilmektedir.
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4.2.3 Mantar ve Aktinomisetlerin Sayimi

Mantarlarin ve aktinomisetlerin koloni sayilarinin belirlenmesi, besiyeri sicakhgi 45 °C
sicakligina dislince mantar ve aktinomiset harici mikroorganizma Uremesini
engellemek icin aseptik kosullarda 50 mg/L oraninda streptomycin ilave edilerek
hazirlanmis Sabouraud Dextrose Agar, Potato Dextrose Agar, Malt Extract Agar ve
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar olmak lizere besi yerlerinde gelisen
kolonilerin sayilmasina baghdir. Mantar ve aktinomisetlerin optimum gelisme
sicakhklari farkh oldugundan 4, 20 ve 25 °C'da inklbasyona tabii tutulmasi sonucu
petrilerde olusan koloniler sayilmaktadir. Kati besiyerinde yapilan sayim sonuglar

koloni olusturan birim (Colony forming unit: Cfu) olarak verilir.

4.3 Molekiiler Tani Yontemleri ile Mikrobiyal Tiir Tayini

Molekiler tekniklerin mikrobiyoloji alaninda kullanimi, her gecen giin daha da
yayginlasmaktadir [70]. Mikroorganizmalarda genetik diizeyde teshisin yayginlasmasi
ile tlrlerin identifikasyonunu saglamakla beraber bakteri irklarinin da ayrilmasina

yardimci olmaktadir [77].

4.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR)'1 gerceklestirmek icin gerekli prosedir 1993 yilinda
Nobel 6dili kazanmis Kerry Mullis tarafindan ilk kez 1985 yilinda ortaya koyulmustur
[80]. Polimeraz zincir reaksiyonu hedef nikleik asit zincirlerinin, primerler ile isiya
dayanakli enzimlerin kullanilmasiyla laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasina dayanan bir
yontemdir [70]. PCR reaksiyonunun prensibi ¢ift zincirli DNA molekiline isil islem
uygulanarak zincirleri birbirine baglayan hidrojen baglarinin kopmasi mantigina
dayanmaktadir. Spesifik bir DNA’dan ¢ogaltilmak istenen boélgesinin iki ucuna 6zgi, baz
dizilerini tamamlayici oligontkleotid primerler kullaniimasi ve primerler tarafindan

yonledirilen genin DNA polimeraz enzimi tarafindan sentezlenmesi yontemidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, 3 temel adimdan olusmaktadir ve c¢ogaltilmis Griniin
miktari bu 3 déngiiniin tekrarlanmasindan meydana gelir. ilk adim denatiirasyon iki

zincirli olan DNA’nin yiiksek sicaklikta zincirlerinin birbirinden ayrilarak tek sarmal hale
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gelmesi, ikinci adim annealing (eslesme) primerlerin hedef DNA’ya uygun sicaklikta
baglanmalari (primer baglanmasi) ve Uglinci adim ise extension (uzama) primerler
tarafindan sinirlandirilmis olan boélgenin DNA’lar seklinde uzatilarak gogaltiimasidir. Her
bir reaksiyon asamasi farkli sicakhklarda dongiiler halinde tekrar edilir. Her PCR

dongusiinde DNA molekili Gzerinde ¢ogaltilmak istenilen bélge iki katina gikar.

1 dongiiniin 3 agamasi
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WWWW Hill e

(30-40 dongu)

LI T N ELERLILL | Asama 2: primer eslesmesi
g i | 3

45 saniye 54 °C

ileri ve geri primerler

S (YT TOvTT BB L - Asama 3:
~ | /l Nl om0 gL luLiLuJi_ALL s primer uzamasi
o Bl B Ly o /
0 B S w1 2dk. 72°C
M R ' 'S dNTP'ler
L) | i |

(Amdy Vierstracte | 909)

Sekil 4.2 PCR amplifikasyonu basamaklari [81]

Cift iplikcikli DNA molekilinin, yiksek sicaklikla (92-95 °C) 1-2 dakika tutularak
birbirinden ayrilmasindan sonra reaksiyon sicakhgi 37-65 °C’a dusurdlir ve
oligoniikleotid primerler ¢ogaltilmak istenen DNA pargasi lzerinde baz dizilimlerine
karsilik gelen eslenik sekanslara baglanirlar. Oligoniikleotid primerlerin acgilan DNA
zincirlerine yapismasi islemi 30-60 saniyede gerceklesmektedir [82]. Primerlerin DNA
zincirlerine baglanmasindan sonra DNA polimeraz enzimi (Taqg DNA polymerase) uygun
tampon ¢oOzelti ve dNTP varliginda uygun sicaklikta (72 °C) primerlerin 3’OH ucundan
uzamasini saglar. DNA polimeraz enzimi denatilirasyon sirasindaki yiksek sicaklikta (95
°C) calisabilmektedir. Yiksek sicakliga dayanikli bir enzimdir. Primerlerin uzatilip ve
arasinda kalan bdlgenin sentezlenmesi sonrasi DNA sarmallari tekrar denatiire edilir,
yeniden oligoniikleotidler baglanir ve ayni dongiide DNA sentezi tekrar etmektedir.

PCR amplifikasyonunda hedef DNA’nin c¢ogaltiimasi islemi 20-40 dongi arasinda
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gerceklesmektedir. PCR ile beklenen DNA fragmentlerinin ya da amplifikasyon
teknikleri kullanilarak sentezlenmis DNA pargalarinin  Uretilip Uretilmediginin
kontroliinli saglamak icin agaroz jel elektroforezi yapilir [72]. PCR Urinleri; ethidium
bromide (EtBr) ile boyanan agaroz veya poliakrilamit jellerde yiritildikten sonra

gozlemlenir [83].

PCR teknigi bazi dezavantajlari ve =zorluklarina ragmen glniimizde diagnostik

mikrobiyoloji ve diger alanlarda gittikce artan dnemde ve pratik bir yontemdir.

4.3.2 Denature Gradyan Jel Elektroforezi

Denature gradyan jel elektroforezi, mikrobiyal ¢calismalarda kullanilan ayni boyut fakat
farkli DNA dizilimlerine sahip ¢ift sarmalli DNA molekdllerinin ayrilmasini saglayan

elektroforetik bir yontemdir.

GUnumuzde hala en gok kullanilan metotlardan olan DGGE, biyolojik mikrobiyal
turlerin belirlenmesinde kdiltlrin hangi bakteri tiirlerinden olustugunu belirlemek
amaciyla 16SrRNA/16SrDNA hedef genlerinin incelenmesi islemine dayanir. Kullanilan
yontemlerin hemen hemen tamami hedef DNA'nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ile gogaltilmasini gerektirir.

4.3.3 Dizi (Sekans) Analizi

DNA dizi analizi, nikleotit baz dizilimlerinin belirlenmesi mikrobiyal tanimlamada
kullanilan en iyi genotipik yontemdir. Sekanslama ile bircok organizmanin genlerinin

yapisi ve mekanizmasi hakkinda énemli bilgiler saglanmaktadir.

Bakteriler ve diger mikroorganizma gruplarinin filogenetik iliskilerinin, molekiler
diizeydeki benzerliklerinin DNA'nin niikleotid dizilerinin belirlenmesi ile tespit edilebilir
oldugu ortaya koyulmustur [70], [84]. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi veya
siniflamadaki yerlerinin, nikleotit baz dizilimlerinin belirlenmesi acgisindan énemli bir

yontemdir.
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Cizelge 4.2 Bakteriyel tanimlama igin 16S rDNA gen dizilimi analizinin prosediirleri ve
calisma siireleri [70]

Adim | Prosedir Manuel galisma siiresi Cihazda gegen siire
Hicrelerin elde edilmesi 3-5 dakika
DNA ekstraksiyonu 30 dakika 10 dakika ve

3 dakika

3 PCR galismasi 30 dakika 2 saat

4 PCR Urtintiniin analizi 20 dakika 1 saat
Yiikleme, kosturma, jelin incelenmesi

5 Saflagtirma (PCR Urtinlerinin) 1 saat

6 Dongl dizilimi 30 dakika 3 saat

7 Saflastirma (PCR drinlerinin) 1 saat

8 16S rDNA geninin dizilenmesi, kapiler tepsinin | 1 saat 2.5 saat
yuklenmesi, kosturma

9 Analiz zamani 5-15 dakika/6rnek

10 Organizmanin veritabanina gore incelenip | 30 dakika
isimlendirilmesi

11 Elde edilen verilerin raporlanmasi

DNA dizileme galismasinda, PCR uygulamasi ile sicaklik yukseltilip DNA zincirlerinin
birbirinden ayrilmasi saglanir ardindan sicaklik distrilerek primerlerin baglanmasi
saglanmaktadir. Ortamdaki floresan isaretli dideoksi niikleotitlerin zincirlerin uzamasini
sonlandirmaya dayali dizilemede DNA polimeraz enzimi zincirlerin gogaltilmasini saglar.
Sentezin herhangi bir noktasinda zincire eklenen dideoksi baz varliginda zincirin uzama
reaksiyonu durur. Boylece farkli uzunluklarda DNA pargalari olugsmaktadir. Olusan
Urlinler poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak incelenir, farkli uzunluklardaki DNA
fragmentlerinin birbirlerinden ayrilmasi ve ayri konumlanmasi saglanmaktadir. DNA

dizisi jelden okunur [85].

4.3.4 Filogenetik Analizler

DNA ya da protein dizileri kullanilarak turler/organizma gruplar arasindaki genetik
benzerliklerin ve farkhliklarin belirlenmesi, taksonlarin tanimlanmasi ve uygun bir
siniflandirma sistemi dahilinde bu organizma gruplarinin birbirleriyle iliskilerinin,
evrimsel akrabaliklarinin arastiriimasidir. Genomik bilgi kullanilmasiyla canlilar
arasindaki iliskilerin molekiiler diizeyde incelenildigi bir cahismadir [86]. Dizi sekans
analizi ile elde edilen nikleotit dizilerine ait bilgilerin 6zetlenerek goérsel olarak ifade

edilebilmesi maksadiyla filogenetik agaclar olusturulmaktadir. Olusturulan bu
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filogenetik agac¢ ortak bir atadan gelen bireyler arasindaki evrimsel iliskileri

gostermektedir [86].
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BOLUM 5

MATERYAL VE METOD

Bu arastirmada; Yildiz Teknik Universitesi, Yildiz Kampiisii ve ¢evresinde bulunan tarihi
yapilardaki tas malzemelerdeki mikrobiyolojik hasari degerlendirmek icin, taslarin
bozulmasinda etkili olan mikroorganizma tirlerinin belirlenmesi ve mikrobiyolojik
olarak bozunmaya katkilari arastirilmistir. Bu calismanin ilk asamasinda Y.T.U. Yildiz
Kampisiinde bulunan tarihi eserlerden alinacak 6rnek alanlari tespit edilmistir. Taslarin
mikrobiyolojik bozunmasi Gzerinde iklim faktorleri, tagin gozenekliligi -minerolojik
yapisi, havada bulunan kirleticiler- diger etmenler etkili oldugundan arastirma alani

cevresindeki bu 6zellikler incelenmistir.

5.1 Arastirma Alaninin Meteorolojik Ozellikleri

Yildiz Teknik Universitesi, Yildiz Kampiisii ve cevresindeki klimatolojik faktorleri
belirlemek icin Meteoroloji Bolge Midiirliigd’ne bagli Besiktas Meteoroloji istasyonuna
ait veriler temin edilmistir. 2010-2015 vyillari arasindaki meteorolojik veriler Cizelge
5.1’de verilmistir. Cizelgede ayrica istanbul Biiyiiksehir Belediyesi Hava Kirliligi Olgiim

Istasyonuna ait hava kalitesi degerleri de verilmistir.
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Cizelge 5.1 Ortalama iklim ve hava kirliligi 6zellikleri, Besiktas-istanbul (2010-2015)

Meteorolojik Aylar Ort.
Parametreler
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sicaklik (°C) 6,5 7,1 9,1 12,9 18,6 22,8 26,3 26,9 22,6 16,7 13,3 8,6 15.95
Yagis (mm)*

104.4 78.2 71.5 46.1 34.2 359 325 40.1 60.6 87.8 101.2 122.7 815.2
Nem (%) 75,4 74,4 69,1 67,7 66,7 63,5 59,8 59,5 62,3 69,6 71,7 73,6 67.77
Ruzgar hizi 4,5 4,4 3,8 3,6 3,3 3,8 4,2 4,3 4,0 4,3 3,8 4,4 4.03
(m/s)
Hava Kirliligi Parametreleri (pg/m3)
Kukart 6,2 6,7 7,3 7,7 6,8 5,5 4,2 5,4 6,3 4,6 4,6 6,4 5.975
dioksit (SO,)
PM 47,3 51,6 52,9 52,9 51,9 42,8 41,5 44,9 43,8 40,2 53,9 51,7 47.95
(Partikuler
madde)
Azot oksitler 202,8 175,0 204,5 219,7 219,5 196,3 149,3 153 188,9 203,9 260,2 259 202.6
(NOx)

*Toplam

5.2 Arastirma Alanlari

Bu arastirma Y.T.U. Yildiz Kampiisii ve cevresinde bulunan 7 (yedi) adet tarihi yapida

gerceklestirilmistir. Arastirma alanlari Sekil 5.1‘de verilmistir.

Sekil 5.1 Arastirma alanlari

Arastirma alanlari ile ilgili detayli bilgi béliim 2, istanbul ve incelenen tarihi yapilar

bashg altinda verilmistir. Ayrica bazi arastirma alanlarindaki 6rnekleme noktalari Sekil

5.2 A(A1, A2), Sekil 5.3 B(B1, B2) ve Sekil 5.4 C(C1, D2)’ de gosterilmistir.




Sekil 5.2 A-Yildiz Sarayi Buylk Mabeyn A1-0.5m yiikseklige ait tas ylzeyi A2- 2m
yukseklige ait tas ylzeyi

Sekil 5.3 B-Seyh Muhammed Zafiri Trbesi B1-0.5 m yukseklige ait tas ylzeyi B2-2 m
yukseklige ait tas ylzeyi
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Sekil 5.4 C-D Cit Kasri C1-Cit Kasri 0.5 m yikseklige ait tas yiizeyi, D2-Cit Kasri 2 m
yukseklige ait tas ylzeyi gorintisi

5.3 Orneklerin Toplanmasi ve Analizi

Calismanin bu asamasinda oncelikle 6rnek alinacak deneme alanlari belirlenmis ve
orneklemenin yapilabilmesi icin yaklasik 10 deneme alaninin alinmasinin uygun olacagi
sonucuna varilmistir. Tarihi yapi 6zelligini tasimaya devam eden ve herhangi bir
restorasyon calismasi nedeniyle degisiklige ugramayan vyapilar belirlenmis, bazi
deneme alanlarinda tas yapi olmamasi nedeniyle 7 (yedi) deneme alanindan alinacak
orneklerin saghkh sonuglar verecegi gorulmuistir. Yildiz Kamplsi ve cevresinde
calisilmak Gzere tarihi eserlerden ylizeyleri sivali olan ve 6rnek almaya misait olmayan
binalar elimine edilmis ve 6rnek almaya uygun binalar olarak Cukur Saray, Sehzade
Koskd, Yildiz Hamidiye Camii, Yildiz Sarayi-Bliyik Mabeyn Koéski ve Yildiz Sarayi-Cit
Kasri, Ertugrul Tekke Camii, Seyh Muhammed Zafiri Tirbesi segilmistir. Secilen bu

alanlardan 0.5 metre ve 2.0 metre ylikseklikteki tas ylizeylerinden ornekler alinmistir.
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Her 6rnek noktasindaki tas ylzeyinde iki tip 6rnekleme yapilmistir. Birinci tip érnekler
tas ylzeyinde parcalanmakta olan kisimlar bistiri ile kazinarak, ikinci tip 6rnekler
parcalanmadan kiitle halinde alinarak steril-aseptik kosullarda petri kutusuna veya
steril klipsli posetlere konulmustur. Mikroorganizma tirlerinin tespiti ve taslarin
bozunmasindaki  rollerinin  belirlenmesi  ¢alismalarinda  birinci tip  Ornekler
besiyerlerinde mikrobiyal tiir tespitinde, ikinci tip 6érnekler SEM ve XRF analizlerinde

kullanilmistir. Ornekleme noktalari Cizelge 5. 2'de verilmistir.

Gizelge 5.2 Calismada incelenen 6rnek alanlar

No Ornek Alma Alanlari Yikseklik | Simgeler
1 Yildiz Sarayi, Sehzade Koskii 0.5m YS- SK1
duvari 20m YS- SK2
2 Yildiz Sarayi, Cukursaray 0.5m YS- ¢S1
20m YS- GS2
3 Ertugrul Tekke Camii 0.5m ETC1
20m ETC2
4 Seyh Muhammed Zafiri 0.5m SMZT1
Turbesi 2.0m SMZT2
5 Yildiz Sarayi, Cit Kasri 0.5m YS- CK1
20m YS- CK2
6 Yildiz Hamidiye Camii 0.5m HC1
20m HC2
7 Yildiz Sarayi, Blylik Mabeyn 0.5m YS- BM1
Koski 20m YS- BM2

Mikrobiyolojik analizi yapilacak tas 6rnekleri 2013-2014 ve 2015 vyillari Subat ve Mart
aylarinda; Sehzade Koski, Cukur Saray, Ertugrul Tekke Camii, Seyh Muhammed Zafiri
Turbesi, Yildiz Sarayi-Cit Kasri, Yildiz Hamidiye Camii, Yildiz Sarayi-Bliyik Mabeyn Koski
duvar yizeylerinden; zeminden 0.5 m ve 2.0 m yukseklikten bistiri ile kazinarak ¢ok
kiictk tas parcaciklari seklinde alinarak tarihi eserlere en ufak zarar verilmemistir. Tim
ornek alma ve laboratuvar ¢alismalari steril-aseptik sartlarda gerceklestirilmistir. Kati
besiyeri iceren ortamlara ekim yapabilmek icin laboratuvarda havanda ezilen toz
halindeki tas orneklerden birer gram tartilarak, tas 6rneklerindeki mikroorganizmalari
sivi ortama gecirebilmek amaciyla, icerisinde 100 ml steril fizyolojik tuzlu su (9 g/L
NaCl) bulunan erlenlere konulmus, calkalayicida 15 dakika karistirilmistir. Tas

orneklerindeki mikroorganizmalar sivi ortama (fizyolojik tuzlu su ortamina)
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aktarildiktan sonra icerisindeki mikroorganizma yogunlugu bilinmediginden bu
orneklerden 1/10, 1/100, 1/1000, ... oranlarinda dilusyonlar (seyreltmeler) hazirlanmis
ve bu dilusyonlardan 1'er ml. kati besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
besiyerleri 4, 20 ve 35°C'da inkiibasyona konulmustur. inkiibasyon sonucunda tiremeyi
gormek icin duruma gore 1-6 gilin slireyle her gin lreme gozlenmistir. Koloniler
olgunlasinca besiyerleri inkiibatérden alinarak koloni sayacinda sayim yapilmistir.
Yapilan sayimlarda tespit edilen kolonilerden seyreltme faktorlii dikkate alinmak
suretiyle 1 gr. tas 6rnegindeki mikroorganizma sayisi (CFU: coloni forming unit olarak)
hesaplanmistir. ikinci tip drnekler ise her yapinin yiizeyinden daha biyiik parcalar
seklinde o6zellikle dokilmekte olan vyerlerden alinarak yapinin dokusuna zarar

verilmemeye ¢alisiimistir. SEM ve XRF analizlerinde kullaniimistir.

Bu arastirmada yapilacak mikrobiyal analizlerde asagidaki yontemlerin kullanilmasi

planlanmistir.

Cizelge 5.3 Arastirmamizda kullanilan mikrobiyal analiz yontemleri

Mikroorganizma Analiz Yontemi

Grubu

Bakteriler Mikroskobik inceleme, PCR—genetik analiz
yontemi

Mantarlar Mikroskobik inceleme, Diagnostik inceleme,

Biyokimyasal testler

Mavi-yesil algler Mikroskobik inceleme, Diagnostik inceleme,

PCR—genetik analiz Yontemi

Taslarin bozunmasina etki edecek mikroorganizmalarin belirlenmesi, gelisimlerinin
saglanmasi icin uygun besiyerlerinin olusturulmasi ve sonrasinda tas bozunmasinda
aktif rol alan tirlerin tespiti calismasi yiratilmustir. Mikroorganizmalarin gelisimlerini
saglayacak hazir ticari besiyerleri olarak, mantarlarin belirlenmesi icin Malt Extract
Agar (MEA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Dichloran Rose Bengal Chloromphenical
Agar (DRBC) (Sekil 5.5) ve bakterilerin belirlenmesi icin Standart Plate Count Agar

(SPCA) ve Dextrose-Casein-Peptone Agar (DCPA) besiyeri kullanimi tercih edilmistir. Bu
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ticari kati besiyerleri Gzerindeki tarifnameye gore istenen ml saf su miktarina eklenip
hazirlanan besiyerleri magnetik-karistiricili 1siticida 50-60 °C‘da ¢ozindirildikten

sonra otoklavda steril edilmistir.

Sekil 5.5 a)1 gram tas 6rnegi/100 ml fizyolojik tuzlu su ortami, b)Hazir ticari besiyeri,
Dichloran Rose-Bengal Chloromphenical (DRBC) Agar

5.4 Mikroorganizmalari Tanimlamada Kullanilan Besiyerleri

Mikroorganizmalarin gelisimlerinin saglanmasi ve belirlenmesi icin Cizelge 5.4’deki

besiyerleri hazirlanmis ve kullanilmistir.

Cizelge 5.4 Kullanilan kati besiyerleri ve hazirlanisi

Kullanilan Ticari Kati | Kullanilan Otoklavda Sicakhk | pH
Besiyerleri Miktar (g/L) Kalma Siiresi | °C
(dakika)
Standart Plate Count 23,5 15 121 7,010,2
Agar (SPCA)*
Malt Extract Agar 48 10 121 5,6
(MEA)
Sabouraud 4% 65 15 121 5,6
Dextrose Agar (SDA)
Dichloran Rose Bengal 31.6 15 121 5,6
Chloromphecical Agar
(DRBC)
Dextrose Casein— 27 15 121 6,8
Peptone Agar (DCPA)

*Toplam bakteri sayisi tespiti igin kullanilan uygun kati besiyeri
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Bunlardan Standart Plate Count Agar (SPCA) ve Dextrose-Casein-Peptone Agar (DCPA),
bakterileri belirlemek amaciyla diger besiyerleri ise mantarlarin belirlenmesinde
kullanilmistir.  Granil-toz sekillerinde bulunan bu hazir ticari kati besiyerleri
tarifnamesinde belirtilen oranda steril saf su ile karistirilarak hazirlanmistir.
Mikroorganizma gelisimlerini saglamak igin gerekli kiltiir ortamlari hazirlanip her biri

otoklavda uygun kosullar saglandiktan sonra steril edilmistir.

5.5 Xlsini Floresans (XRF) Analizi

Taslarin mineralojik bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla ufalanmamis pargaciklar
seklinde, tasin ylizeyini temsil eden tas 6rnekleri T.A.E.K Cekmece Nukleer Arastirma ve
Egitim Merkezi ve I.T.U. MEMTEK-Ulusal Membran Teknolojileri Arastirma Merkezi

laboratuvarlarinda analiz edilmistir.

XRF analizleri Super Q software programiile kontrol edilen Axios Advanced dalga
boyuna (wavelength) sahip enerji dispersive X-Ray Fluorescence Spectrometry
(WDXRF) cihazinda analiz edilmistir. XRF cihazi 4kW gikisa sahip X-i1sini tlpu ile galisan

ylksek hassasiyete sahiptir.

5.6 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Tarihi yapilara zarar verilmeden her bir 6rnek alanindan alinan ufalanmamis pargaciklar
seklindeki tas ornekleri, sterilize edilmis pens yardimiyla steril torbalara konularak
laboratuvara getirilmistir. Taramali elektron mikroskobunda (SEM)
mikroorganizmalarin tas ylzeyde bulunma seklinin incelenmesi c¢alismalari T.A.E.K
Cekmece Niikleer Arastirma ve Egitim Merkezine ve i.T.U. MEMTEK-Ulusal Membran
Teknolojileri Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda yapilmistir. Analiz dncesi 6n
islemleri yapilan Orneklerin SEM analizleri JEOL JSM-6390LV Scanning Electron
Microscope cihazinda 10 kV ¢alisma voltaji, 100X-3000X biyitme glicii ve 100 um-5

pum objektif acikhigi bandinda goriintileri elde edilmistir.

5.7 Mikroskopta inceleme

Arastirmada Y.T.U. Cevre Mihendisligi Bolimi laboratuvarinda bulunan OLYMPUS
BX51 model flouresans mikroskobu kullanilmistir. Yapilan incelemelerde 10 x (10-100)
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blyitme yapilmistir. Isik siddeti ve 1sik dalga boyu ayarlanabilen bu mikroskop yuksek
¢ozunirlik ve renk kontrasti saglayarak objelerin ve organellerin ayirimini

yapabilmektedir.

Arastirma alanlarindan alinan tas ornekleri 1 gr tas/100 ml steril fizyolojik tuzlu su
olacak sekilde seyreltilerek taslarda bulunan mikroorganizmalar suya gegirilmistir. Her
bir numuneden mikro pipet yardimiyla alinarak hazirlanan preparatlar bilgisayar
destekli OLYMPUS BX51 model mikroskopta incelenmis, farkh isik spektumlari ve isik
siddetleri ile alinan cesitli bliylitme oranlarindaki goriintiler incelenerek bilgisayara

kaydedilmis ve degerlendirilmistir.

5.8 Kiiltiirel (Besiyeri) incelemeler

5.8.1 Toplam Bakteri Sayisinin Tespiti

Toplam bakteri sayisinin tespiti icin Standart Plate Count Agar ve Dextrose-Casein-
Peptone Agar (DCPA) besiyerleri kullanilmistir. Uzerindeki tarifnameye gére hazirlanan
besiyerlerine mantarlarin Gremesini engellemek igin igerisine 50 mg/L nistatin ilave
edilmistir. Sterilizasyon islemi sonucunda otoklavdan cikarilan besiyeri sicakligi 45 °C'a
ulasinca besiyerinden 12-15 ml steril petri kutularina dokilerek katilasmaya
birakilmistir. Oda sicakliginda katilasan besiyerine ispirto ocagi alevi ile aseptik hale
getirilmis laboratuvar kosullarinda tas orneklerinden izole edilmis FTS'lerden ekim
yapilmis, 4, 20, 30 ve 35 °C’da inkiibasyona konulmustur. inkiibasyon islemi sonucunda
olusan koloniler sayilip seyreltme oranlari dikkate alinarak tasin 1 gramindaki bakteri

sayisi asagidaki formile gore hesaplanmistir.

Ornekteki mikroorganizma sayisi (adet/gram) = (petri kutusundaki koloni sayisi X
seyreltme faktort) / dilisyon tiptinden petri kutusuna aktarilan hacim(ml) bagintisi ile

hesaplanmistir.

5.8.2 Mantar ve Aktinomisetlerin Tespiti ve Sayimi

Tarihi eserlerdeki tas orneklerindeki mantarlarin ve aktinomisetlerin koloni sayisinin

belirlenmesi amaci ile Malt Extract Agar (MEA), Sabouraud Dekstroz Agar (SDA),
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Dichloran Rose Bengal Chloromphenical Agar (DRBC) ve Potato Dextrose Agar (PDA)

kati besiyerleri kullaniimistir.

Her bir besiyerinden Cizelge 5.4 ‘de belirtilen miktarda tartilip saf su ile istenilen kiltir
ortamlari hazirlanmistir. Gerekli homojenlik saglandiktan sonra besiyeri Ulzerindeki
tarifnamedeki sicakliklara gore steril edilmek Gizere otoklava yerlestirilmistir. Otoklavda
121 °C'da 15 dakika silire ile steril edilmistir. Otoklav silreci tamamlanan
besiyerlerinden MEA, SDA, DRBC ve PDA besiyerlerine Mantar ve Aktinomisetler

sayillacagindan bakteri florasinin baskilanmasi i¢in 30 mg/L streptomycin ilave

edilmistir. Her besiyerine, dilusyonlardan 1'er ml ekim yapilarak 4, 20, 30 ve 35 "C’da
Ureme gercgeklesene kadar inkiibe edilmistir. Koloniler olgunlasincaya kadar her gin

kontrol edilerek 2-6 giin siiren bir inkiibasyona tabi tutulmustur.

inkiibasyon islemi sonucunda olusan kolonilerden faydalanarak tasin 1 gramindaki

mantar ve aktinomcetes sayisi asagidaki formule gore hesaplanmistir.

Ornekteki mikroorganizma sayisi (adet/gram) = (petri kutusundaki koloni sayisi X
seyreltme faktoru) / dilisyon tuptinden petri kutusuna aktarilan hacim(ml) bagintisi ile

hesaplanmistir. Sonrasinda bu petri kutulari 4°C’da muhafaza edilmistir.

5.9 Mikrobiyal Tiir Analizleri

Yildiz Teknik Universitesi, Yildiz Kampiisii ve cevresinde bulunan tarihi yapilara ait 7
ornek noktasindan alinan tas numunelerde DNA ekstraksiyon sonrasi 16S ribosomal
RNA genlerine PCR ve DGGE temelli molekiler teknikler uygulanarak bakteri ve mavi-

yesil alg tlrleri belirlenmistir.

Mikrobiyal tir teshisi; DNA ekstraksiyonu, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), DGGE
(Denatire Gradyan Jel Elektroforezi) ve Nukleik asit Dizi analizi asamalarindan
olusmaktadir. Arastirma alanlarindan alinan tas numuneleri molekiiler tekniklerde
kullanilmak Gzere hazirlanip numunelerdeki bakterilere ait niikleik asitler NucleoSpin®
DNA Isolation Kit kullanilarak ekstrakte edilip bir sonraki analiz asamasina kadar -
20°C’'da muhafaza edilmistir. PCR yontemi kullanilarak ekstrakte edilen nikleik
asitlerdeki 16S rRNA genleri, forward ve reverse primerler (357F-GC, 907R) kullanilarak

Termal dongii cihazi (Thermal Cycler) ile ¢cogaltilmistir. Mikrobiyal tir cesitliligini ortaya
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koymak adina DGGE ¢alismasi yapilarak Nikleik Asit Dizisinin belirlenmesi saglanmistir.
Molekuler teknik bazli yuratilen bu calismada; PCR (BIO-RAD T100™ Thermal Cycler
System) cihazi, Elektroforez Cihazi (SCIE-PLUS), DGGE (BIO-RAD D-Code™ Universal
Mutation Detection System) ekipmani ve Jel Goriintiileme Sistemi (WiseDoc)

kullanilmistir.

Analiz sonucu olusan bantlarin 16S ribosomal RNA nikleotit dizilimleri A-G-C-T dizin
dosyalari biciminde kopyalanip https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinde
BLAST programinda degerlendirilip muhtemel mikroorganizma tirleri tespit edilmistir.

islem asagida genisce aciklanmustir.

5.9.1 DNA Ekstraksiyonu

DNA izolasyonunda, arastirma alanlarindan temin edilen numuneler NucleoSpin®DNA
Isolation Kit prosediiriine uygun olarak saflastirilmistir. Tlr tespitleri NucleoSpin®
calisma prosediri takip edilerek yapilmistir. Son olarak; izole edilen DNA’lar -20 °C’da

PCR yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

e ﬁ —_— E [ > ) E [ s %]
o C 7

Tas ornedi Omeklerin Baglama Yikama Eliisyon
Pargalanmast .

Sekil 5.6 NucleoSpin® ¢alisma proseddiri

1

Sekil 5.7 Nucleospin bead tube gorintisi
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5.9.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR amplifikasyonu ile BIO-RAD Termal dongi cihazi kullanilarak 16S rRNA genleri

cogaltiimigtir.

PCR asamasinda kullanilan ileri-geri primerler ve diger kimyasallar Cizelge 5.5'de;
sicakhklar, dongl sayilari ve sireleri iceren isil gevrim prosediri Cizelge 5.7'de

gosterilmistir.

Cizelge 5.5 PCR isleminde kullanilan reaksiyon protokolii

Soliisyon Hacim (ul) | Fonksiyon

10X Buffer 2.5 Tampon ¢ozelti

dNTP (10mM) 0.25 Nikleotid karisimi

357F-GC (100uM) 0.12 Forward Primer

907R (100uM) 0.12 ReversePrimer

BSA 0.5 PCR inhibitor etkisini azaltma
dH20 20.46 Distile su

TagDNApol. 0.05 DNA ¢ogaltici enzim
Template 1 DNA

Toplam 25

Belirtilen reaksiyon protokolii ve PCR dongu kosullarinda gogaltilan DNA’lar %1’lik
agaroz jele yliklenerek 100 voltta 60 dakika boyunca yiritilmustiir. Gorlintilenmek
Uzere jel gorintileme sistemine aktariimistir. Burada UV isik altinda fotograflanarak

istenilen band goriintisi elde edilmistir.

5.9.2.1 Primerlerin Hazirlanmasi

Primerlerden Alpha DNA (kodu 584823) olan Universal 357F-GC (5’-
CCTACGGGAGGCAGCAG3')GCclampli(5'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGG
ACGGGGGG-3’') ve Alpha DNA (kodu 584821) olan Universal 907R (5
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT) Primerleri sirasiyla Alpha DNA protokoliine gore, 451 ul ve

811 ul molekiler biyolojik su eklenerek sulandirilmistir. Hazirlanan 100 pM
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konsantrasyonlarinda primerlerin ardindan master mix hazirlanmistir. Master mix igin

gerekli prosedir Cizelge 5.5’de verilmistir.

Cizelge 5.6 ileri-geri primerler

Primer Primer Dizini
Adi

357F-GC | 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGE
CCTAC GGGAGGCAGCAG-3’

907R 5" CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’

5.9.2.2 Amplifikasyon icin Master Mix Hazirlanmasi

Her 25 pl PCR reaksiyon ¢ozeltisi, 20.46 ul molekiler biyolojik suya 1 pul Template DNA,
0.12 pl 100 mM primer, 2.5 ul 10x buffer (tampon ¢ozelti), 0.25 pul 10 mM dNTP, 0.05
ul Tag DNA polymerase ve 0.5 pl bovine serum albumin (BSA) katilarak elde edilmistir.
Protokole gore, toplam hacmi 75 pl olacak sekilde biitiin sollisyonlarin hacimleri
ayarlanmistir. Calismada kullanilacak 9 tane 6rnege uygulanan DNA ekstraksiyon
Urlnleri olan sogutucuda muhafaza edilmis ve parcalanmis olan bakteri hiicreleri

cikartilip spin edilmistir.

Calisma boyunca dikkat edilmesi gereken 6nemli husus reaksiyona enzimin en son
katilmasidir. Enzim ve primerler reaksiyon siresince +4 °C’da muhafaza edilmelidir.
Ayarlanan hacimlerde master mix tlpline eklenen reaksiyon Urinleri ve son olarak
primerler ve enzimin de eklenmesi ile 10 saniye spin edilmistir. PCR tliplerine, master
mix tlplinden 72 ul koyulup ve spin down edilen DNA ekstraksiyon 6rneklerinden de
3’er pl eklenmistir. Bir tane de Negatif kontrol hazirlanmistir. Negatif kontrol, 6érnekler
arasi kontaminasyonu kontrol etmek amacl kalip DNA icermeyen bir tiip olacak sekilde
hazirlanir. PCR amplifikasyonu, BIORAD T100™ PCR Thermal Cycler cihaziyla Cizelge
5.7’de belirtilen sicaklikta ve silirelerde isleme tabi tutulur. PCR cihazinda uygun
programin ayarlanmasi icin sicakliklar, dongi sayilari ve siireleri asagida (Cizelge 5.7)

dizenlenmistir.
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Cizelge 5.7 Polimeraz zincir reaksiyon dongusi

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangic 95 5 dak 1
Denatirasyonu
Denatlirasyon 94 30 sn
Primer Baglanma 50 1 dak 30
Primer Uzama 72 2 dak
Son Uzama 72 10 dak 1
Saklama 4 oo 1

5.9.3 Agarose ve Akrilamid Jellerde Niikleik asitlerin Gozlenmesi

5.9.3.1 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Cizelge 5.8 Agaroz jel igin gerekli malzemeler

Malzemeler %1’lik 450 ml
Agaroz 45g

1 X TAE 450 ml

EtBr 4.5 ul

4.5 gram agaroz hassas terazi (Precisa-XB220A) ile tartilmistir ve Uzerine 450 ml 1X
Tris-Asetat-EDTA (TAE) tampon c¢ozeltisi eklenmistir. Mikrodalga firin yardimi ile
kaynatilarak agarozun ¢o6zliinmesi saglanmistir. Cozelti icerisine 4.5 pl Ethidium
Bromide (EtBr) eklenerek ve vyavasca calkalanarak homojenize hale gelmesi
saglanmistir. Cozelti jel tablasina yavasca dokilerek ve taraklar kaliba yerlestirildikten
sonra 20-30 dakika, oda sicakhginda jel donana kadar beklenmistir. %1’lik agaroz jel,

icerisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

5.9.3.2 DNA Marker Hazirlanmasi

100 bp 1 ul DNA Ladder Uzerine 1 pl 6X Loading Dye ve 4 ul distile su ilave edilmistir.

Vorteks (Labnet Vortex Mixer VX-200) cihazi yardimi ile yiksek hizda karistirilmistir.
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Cizelge 5.9 DNA markerinin hazirlanig proseddri

DNA Markorii 6l
Distile su 4 ul
6X blue yikleme boyasi 1l
100 bp DNA ladder 1l

5.9.3.3 Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Cizelge 5.10 Yikleme 6rneginin hazirlanma prosediri

Yiikleme ornegi 6 ul

6X yukleme boyasi 1l

Ornek 5ul

Parafilmden kiclik bir parca alinarak yiklenecek 6rnek sayisi kadar yikleme boyasi
(2’er pl) Ustiine koyulmustur. 5 ul DNA 6rnegi, 6X yikleme boyasi ile pipetaj yoluyla
karistirilip jele yiklenmistir. Her ornekten 6 pl birbirini izleyen kuyulara yiklenmistir.
ilk kuyuya da DNA marker (Cizelge 5.9) yiiklenen jel, elektroforez tankina aktarilarak

Uzerine jeli kapatacak sekilde, 1X’lik TAE tampon ¢ozeltisi eklenmistir.

5.9.3.4 Yiritme (Elektroforez)

DNA varligini gorintilemek icin jel elektroforezi yontemi kullaniimistir. Jel
Elektroforezine baslamadan Once agaroz jel ve gerekli c¢ozeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanmis olan jeldeki kuyulara, istenilen o6rnekler ve markerlarin ylklemesi
yapildiktan sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara
baglanarak (anottan katoda gidecek sekilde) 100 Volt (V) luk akimda 1 saat

yarGtilmustir.

5.9.3.5 Goriintileme

Gorintllenmek Uzere, 1 saat sonunda elektroforez islemi ardindan elde edilen jel
bilgisayara bagh durumdaki transilluminator cihazindaki uygun ylizeye yerlestirilerek,

jel goriintlileme sistemine aktarilarak UV 15181 altinda fotograflanip, degerlendirilmistir.
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PCR, jelin hazirlanmasi, Orneklerin ylUklenmesi, ylriitme ve gorintlileme islemleri
yukarida anlatilan prosedirlere gore uygulanmis ve degerlendirme sonucunda, 8.
banttaki 6rnegin pozitif bant verdigi gozlemlenmistir.  DNA’nin  var oldugu
gozlendiginden diger asama olan Denature Gradyan Jel Elektroforez teknigine

gecilmistir.

5.9.4 Denature Gradyan Jel Elektroforez (DGGE) Teknigi

Genetik yapisi birbirinin tipatip ayni olan canh topluluklarinin tir farkliliklari ve bu
farkhliklarin ayirt edilebilmesi dizi analizi dncesi denatiire gradyan jel elektroforezi
(DGGE) teknigi ile tespit edilmistir. DGGE, PCR amplifikasyonu ile Uretilen DNA
Urdnlerini ayiran molekiler genetik analiz yontemidir. Cevresel DNA'nin polimeraz
zincir reaksiyonu, baskin mikroorganizmalarin ¢ogunu temsil eden farkli DNA sekansi

kaliplarini Giretebilir [87].

Tez ¢alismasinda, PCR kademesinden sonra elektroforez goriintlisii alinan Uriinlerde

DNA varlig tespit edildiginden DGGE asamasina gecilmistir.

5.9.4.1 Poliakrilamit Jel Hazirlanmasi

DGGE jeli igin iki farkli yogunluga sahip jel (casting jel) hazirlanmis olup bu asamada

uygulanan prosedir Cizelge 5.11’de gosterilmistir.

Cizelge 5.11 DGGE jel hazirlama prosediri

Kimyasal Az yogun ¢Ozelti | Yogun ¢ozelti (%65)
(%25)

Ure 10.5¢ 27.3¢g

50X TAE 2 ml 2 ml

%40 Acrylamide/Bis(37,5:1) | 20 ml 20 ml

Formamide 10 ml 10 ml

dH20 100ml’e tamamlanir. | 100ml’e tamamlanir.

Hazirlanan ¢ozeltiye 7.5 pl TEMED ve 75 ul %20’lik APS (Amonyum persiilfat) eklenerek

karistirlmistir. DGGE camlari arasina doldurma islemi gerceklestirilerek beklemeye

birakilmistir. Jelin dizgilin sekilde donmasini saglamak icin havayla baglantisini kesmek

Gzere jel (izerine ultra saf su eklenebilir ve islem sonrasinda oncelikle jel (izerindeki saf

su alinir. Ardindan 6 pl TEMED ve 100 ul APS eklenmis stacking jel (Cizelge 5. 12), PCR
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Urinleri yliklenecek olan alanlari (kuyu) agmak igin gerekli taraklarin yerlestirildigi tarak

aralarina, casting jel tzerine pipet yardimiyla doldurulmustur.

Cizelge 5.12 Stacking jel prosediir

Kimyasal Miktar
%40 Acrylamide / bis, 2 ml

50X TAE 200 pl

Steril su 7.8 ml

30 dakika bekledikten sonra tarak oyuntulari 1XTAE ¢ozeltisi ile siringa yardimiyla
temizlenmistir. Kuyulara 75 pl 6rnek ve 15 ul boya (6X yikleme boyasi) karistirilarak
yuklenmistir. DGGE yuritme islemi oncelikle 60 °C'da 60 voltta 30 dk, ardindan 60
°C’'da 120 voltta 4 saat olarak uygulanmistir. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra
DGGE jeli 150 ml 1XTAE ve 50 ul SYBR GOLD karisimiyla 30 dakika boyanmistir. Daha
sonra Jel Gorintileme Sistemi (WiseDoc) kullanilarak gorintiileme islemi yapilmistir.
Elde edilen bantlar numaralandiriip tek tek kesilmistir. Molekiler biyolojik su
koyulmus PCR tlpleri icine, kesilen jeller koyulup ve tekrar PCR yapilana kadar -20

°C’da saklanmustir.

Sekil 5.8 DGGE jel yiukleme goriintiisti ve DGGE cihazi

5.9.5 DNA Dizi Analizi

Dizi analizinde kullanilacak PCR Urunlerinin saflastirilmasi islemine dayanmaktadir.
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5.9.5.1 DGGE Bantlarina PCR Uygulanmasi

DGGE’den kesilen bantlar 0,2 mL’lik mikrosantrifiij tliplerine konarak, her birine 20 uL
DNA’siz molekiiler biyolojik su eklenmis ve 24 saat 4°C’da inkiibe edilmistir. inkiibe
edilen her bir numuneye Cizelge 5.13’de gosterilen ileri — geri primerler kullanilarak
PCR2 ile ayni prosedir uygulanmistir. Dizi analizi 6ncesi DGGE Urlinlerine uygulanacak

PCR asamasinda kullanilacak primerler Alpha DNA protokoliine gére hazirlanmistir.

Cizelge 5.13 Galismada son PCR asamasinda kullanilan primerler

Primerler Sekans
907 R 5'CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’
357 F 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’

Protokolden primerlerin koduna goére ne kadar hacimde molekiler biyolojik su ile
sulandiriimasi gerektigine bakilarak 907R (Reverse primer); 811 pl molekiler biyolojik
su ile 357F (Forward primer) ise 451 pl molekiler biyolojik su ile sulandirilmistir. PCR

icin diger gerekli reaktiflere kullanmadan 6nce spin down yapilmistir.

Cizelge 5.14 PCR2 icin gerekli reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Miktar
()
357F (ileri primer) 0.12
907R (geri primer) 0.12
dNTPs 0.25
BSA 100X 0.5
Tag DNA polimeraz enzimi 0.05
10X Buffer 2.5
Template DNA 2
dH20 19.46

Cizelge 5.14’deki karisimdan her bir tipe 23 pl konulup lzerine 2 pl 6rnege ait
template DNA eklenerek toplam 25 pllik final hacim hazirlanmistir. Hazirlanan bu
ornekler saklanma kosullari saglanarak gerekli DNA dizilemenin yapilmasi icin, REFGEN
Gen Arastirmalart  ve Biyoteknoloji merkezine gonderilerek hizmet alimi
gerceklestirilmistir.  Bantlarda yeterli DNA bulunamadigindan PCR islemi

tekrarlanmistir. Reaktiflerin toplam hacmi 100 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Kigik
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PCR tuplerine 92 pl master mix'ten ve DGGE’den kesilen bantlardan 8 ul eklenmistir.
BIORAD T100™ PCR Thermal Cycler cihazina hazirlanmis set yerlestirilip ve uygun
program (Cizelge 5.7) ayarlanip cihaz calistiriimistir. 2 saat 40 dakikalik stire sonunda
PCR setleri uygun sogutma sartlari saglanarak REFGEN (Gen Arastirmalari ve
Biyoteknoloji Merkezi)’'nden dizi analizleri igin hizmet alimi gergeklestirilmistir. Elde
edilen veri sonuglart A-G-C-T dizin dosyalari bi¢iminde kopyalanarak,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinde BLAST tiir teshis programinda
degerlendirilip, veri tabaninda tanimlanmis olan mevcut tirlerin benzerlik derecesi

muhtemel farkliliklara gore de raporlanarak tir teshisi yapiimistir.

5.9.6 Filogenetik Analiz

Dizi analizi sonrasi elde edilen tiim 6rneklere ait diziler, Chromas 2.6.2, Unipro UGENE
yazilimlari kullanilarak siralanmistir. 16S rRNA geni baz dizileri elde edilmis ve BLAST
analiziyle tiplendirilmistir. Siralanan diziler BLAST programinda referans dizilerle
karsilastirilmis olup GenBank veri tabaninda kayith erisim numaralar (Cizelge 5.15)
belirlenmistir. Unipro UGENE yaziimi kullanilarak “neighbor-joining” metoduyla

filogenetik analizler gerceklestirilmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur.

Cizelge 5.15 Filogenetik agag olusturmak igin kullanilan tiirlere ait genbank erisim
numaralari

Tirlere Ait GenBank Erisim Numaralari

NR_117712.2 NR_125683.1 NR_125686.1 NR_102467.1 NR_102891.1
NR_102460.1 NR_117192.1 NR_125711.1 NR_114680.1 NR_118590.1
NR_102464.1 NR_112176.1 NR_112180.1 NR_074310.1 NR_116034.1
NR_102469.1 NR_074317.1 NR_026510.1 NR_102457.1 NR_112178.1
NR_117028.1 NR_074381.1 NR_042752.1
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BOLUM 6

BULGULAR VE DEGERLENDIRME

Tarihi eserlerde kullanilan taslar genellikle saglam yapili ve dayanakl bir malzeme
olmakla birlikte, dayaniklihgl tasin yapisina ve dis ortam kosullarina baghdir. Kayaglar
olusum sekline gore; magmatik, tortul ve metamorf olmak lzere 3 gruba ayrilir.
Magmatik kayaclarin biylk bir ¢ogunlugu sert, dayanikli ve yogun bir yapida
olduklarindan c¢ok iyi birer dogal tas ve agrega malzemesidirler. Ancak cok sert
olduklarindan dekoratif isleme yapilmasi zor bir islemdir. Baskalasim kayaclari orta
derecede dayaniklidir. Cokel kayaclar daha az mukavemetli olmasina ragmen Tifler ve
lavlar gaz kabarciklarindan dolayr gozeneklidirler. Bu kayaclar genellikle duslk
mukavemetlidir ancak yumusak olduklarindan dekoratif isleme yapilmasi kolaydir.
Mimar Sinan’in da cok kullandigi bir ¢dkel tas olan Kiifeki tasi (veya istanbul tasi) tas
ocagindan ilk cikarildiginda yumusak ve rahat islenebilir bir tas olmasina ragmen
bekleyip kuruyunca mukavemeti artmakta ve tarihi yapilarda tercih edilerek

kullanilmaktadir [88].

Mikroorganizmalar tarihi 6nemi olan bina ve anitlardaki taslar Gizerinde geliserek cesitli
zararl etkilere neden olurlar [71]. Bu durum, hem estetik olarak istenmeyen, hem de
tasin giderek sekil degistirmesine, dagilmasina neden olan ve malzemenin 6mrini
azaltan bir durumdur. Mikroorganizmalarin taslar izerindeki gelismeleri; iklim kosullari
ve atmosferik kirlilik gibi cevre faktorleri ile tasin yapisi ve besleyici maddelerin varhgi
gibi parametrelere baglidir [89]. Fosil vyakitlarin yanmasi, otomobiller ve
sanayilesmenin olusturdugu partikuller, kiikirtdioksitler ve azotoksitler (6zellikle NO>)

atmosferdeki konsantrasyonunu arttirmaktadir. Havadaki bu kirleticileri kullanan
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kikurt oksitleyici ve nitrifikasyon bakterileri atmosferdeki azot ve kikurt bilesiklerini
kullanarak nitrik ve silfirik asite dontstirmektedir. Asindirma derecesi yiiksek olan bu
asitler tastaki karbonatlari ¢ozerek tasi parcalamaktadir. Boylece taslarin ylizeyinde

gozenekler olusarak zaman igerisinde taslar estetik degerini kaybetmektedir [10].

istanbul’daki Besiktas ilcesine ait iklim sartlari ile kirlilik konsantrasyonlarinin
degerlendirilmesi neticesinde 2010-2015 yillari arasinda en distk ortalama sicaklik
degeri 6,5°C, en yilksek ortalama sicaklik degeri ise 26,9°C bulunmustur (Cizelge 5.1).
Sicaklk degerlerinin azalma gosterdigi aylarda kirletici konsantrasyonlarinin arttig
gorilmastir. Bu durum ise yakit tlketimine bagh olarak atmosfere daha fazla
kirleticinin salindiginin gostergesidir. Ayni zamanda sicakhkla-riizgar hizi arasinda
negatif bir iliski vardir. Sicaklik arttiginda rizgar hizinda azalmalar gorilmastir. Rizgar
hizinin en distk oldugu ay 3,3 m/s ortalama degeriyle Mayis, en yuksek goruldigi ay
ise 4,5 m/s ortalama degerle Ocak ayidir. Rizgar hizinin diismesiyle orada bulunan
kirleticilerin dagilimi etkilenmekte ve Kkirletici yogunlugu artmaktadir. Nem ile
kiikurtdioksit arasinda ise ters bir iliski oldugu belirlenmistir. Kis mevsiminde sicaklik
dismekte buna bagl olarak kirleticilerden SO, miktarinda artis meydana gelmistir.
Besiktas ilgesi icin diger aylarla karsilastirildiginda en yagish ay 122,7 mm olarak Aralik,
en kurak ay ise 32,5 mm olarak Temmuz ayinda gorulmuistir. Yagis kirleticilerin
atmosferden yikanip temizlenmesine katki sagladigindan buna bagh olarak kirletici
miktarlarinda azalma olmustur. SOz konsantrasyonu 4,2 pg/m?3, PM 41,5 ug/m3, NOy ise
149,3 pg/m? olarak bulundugundan klasik kiltirel ekim yodntemiyle analizi
gerceklestirilen tas oOrneklerin temmuz ayindaki koloni sayimlarinda atmosferdeki

kirletici miktarindaki azalmanin etkisiyle birey sayisi az bulunmustur.

Besiktas ilgcesinde, kisin nem ylzdesi diger aylarla karsilastinldiginda yliksek
gozlenmekle birlikte bu durumun tas malzemelerin nemli kalmasina yol acmasi tas
ylzey ve gozeneklerinde hem hava kirleticilerinin hem de mikroorganizmalarin
yerlesmesine uygun bir ortam sagladigl tespit edilmistir. Bu nedenle mikroorganizma
tdr sayisinin soguk aylarda az, birey sayisinin fazla oldugu, bunun aksine yaz aylarinda
tir sayisinin fazla, birey sayisinin az oldugu bulunmustur. Gelisme go6steren
mikroorganizmalar salgiladiklari enzimlerle ve diger metabolik aktiviteleri aktive
etmesiyle taslarin zaman icinde bozunmasina neden olmustur.
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Bir tas malzemenin biyolojik bozunmasinin incelenmesi, gergekte tek basina ele
alinabilecek bir konu degildir. Bu olay daima birbiriyle siki sikiya iliskili fiziksel, kimyasal
ve fiziko - kimyasal bozunma islemleri ile birlikte distntlmelidir. Tarihi binalardaki tas
ylzeylerinde biyolojik bozunmaya neden olan mikroorganizmalar olarak bakteriler,

aktinomisetler, algler, mantarlar ve likenler sayilabilir [90].

Tarihi eserlerdeki taslarda bulunan minerallerin ¢6ziinmesi ylzlerce hatta binlerce
yildir devam eden bir proses olup 6zellikle son 30 yilda Uzerine eginilen bir konudur.
Biodeterioration  (biyolojik  bozunma) olarak adlandirlan  bu  proseste
mikroorganizmalar taslarin ylizeyi ve gézeneklerinde yasayarak taslarda bozunmaya
neden olur. Mikroorganizmalarin taslardaki bozunmaya neden olan birgok
fonksiyonundan o6nemlileri olarak; asidoliz (bir asit reaksiyonu ile parcalanma),
kompleksasyon (olusturulan kompleks molekillerin iyonlara ayrismasi yoluyla

katyonlarin pargalanmasi), tas ylizeyindeki katyonlarin oksidasyonu olarak sayilabilir.

Bu calismada; istanbul’da 6zellikle Y.T.U. Yildiz kampiisii ve cevresinde bulunan
Sehzade Koski, Cukur Saray, Hamidiye Camii, Yildiz Sarayi-Cit Kasri, Ertugrul Tekke
Camii ve Seyh Muhammed Zafiri Tlrbesi eserlerindeki tag malzemenin bozunmasinda
etkin rol oynayan mikroorganizma tirleri belirlenerek mikrobiyolojik olarak bozunmaya

katkilari arastiriimistir.

Y.T.U. Yildiz kampiisii ve cevresinde bulunan tarihi eserlerdeki taslarin mikrobiyolojik
bozunmasinin arastirildigl bu calisma baslica 6 baslik altinda yiratalmistir. Elde edilen

bulgular asagida verilmistir.

6.1 XRF Galisma Sonuglari: Kullanilan Taglarin Bilesimi ve Mikroorganizma

Gelismesine Etkisi

Tarihi eserlerdeki taslarin sertligi ve gézenekliliginin yani sira tasin minerolojik bilesimi
de onemli bir faktor olarak karsimiza cikmaktadir. Tas lzerinde yasayan organizmalar
salgiladiklari enzimlerle taslarda bulunan mineral ve elementleri ¢6zerek yapilarina
almakta ve metabolizmalarinda kullanmaktadir. Bu nedenle taslarin minerolojik yapisi
mikroorganizmalarin gelismesi Gzerinde etkili faktorlerden birisidir. Bu etkilesimi

ortaya cikarabilmek icin arastirmamizda inceledigimiz taslarin elementel bilesimi
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arastirllmigtir. Bu arastirmada X-isinlari Floresans (XRF) spektroskopisi yontemi
kullanilmistir. XRF yéntemi materyallerin elementel kompozisyonun belirlenmesinde
kullanilan en hassas yontemlerden biridir. Arastirma alanlarindaki taslarin elementel
yapisini gosteren XRF spektrumlari sirasiyla Sekil 6.1-Sekil 6.5’de, 6rneklere ait deneme

alanlari Cizelge 6.1 ve XRF sonuglari Cizelge 6.2’de verilmistir.
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Sekil 6.2 Cukur Saray XRF spektrumu
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Gizelge 6.1 2014 Haziran ayi galismasinda incelenen 6rnekleme alanlari

Ornek Arastirma alani Yikseklik Simgeler

No (m)

1 Cukur Saray 0.5 CS1
2 Cukur Saray 2 CS2
3 Sehzade Koski 0.5 SK1
4 Sehzade Koski 2 SK2
5 Ertugrul Tekke Camii 0.5 ETC1
6 Ertugrul Tekke Camii 2 ETC2
7 Seyh Muhammed Zafiri Tiirbesi 0.5 SMZT1
8 Seyh Muhammed Zafiri Tlirbesi 2 SMZT2
9 Cit Kasn 0.5 CK1
10 Cit Kasn 2 CK2

Gunlimuzde bilinen 118 elementin 92 tanesi dogada bulunur ve bu elementlerden 26-
33 tanesi insan, hayvan ve bitki ve mikroorganizmalarin metabolizmasinda kullanilir.
Bunlar; C, H, O (temel bilesenler), N, P, K, S, Ca, Mg, Na, Cl, (makro Elementler), Fe, Mn,
Cu, Zn, Ni, Co, Se, Cr, I, F, Sn, Si, As, Bo, Mo, V (mikro elementler) olarak siralanabilir.
Mikroorganizmalar bu elementlerden (karbon, oksijen, hidrojen, nitrojen, silfir,
fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve demir) bazilarini ¢ok yogun olarak
kullanirlar. Ayni zamanda bunlara gereksinim duyduklarindan bulunduklari ortamdan
da fazla miktarlarda alirlar. Mikroorganizmalarin daha az ihtiya¢ duyduklari maddeler
arasinda manganez (Mn), cinko (Zn), kobalt (Co), nikel (Ni), molibden (Mo) ve bakir
(Cu) mikro elementlerdir. Ortamlarda ¢ok az bulunan ve hiicreler tarafindan da cok az

miktarda ihtiya¢ duyulan boyle elementler, iz elementleri olarak tanimlanmaktadirlar
[1], [3], [4], [5].

Tas ylzeyinde yasayan mikroorganizmalarin taslarda bulunan elementler ile iliskisini
aciklayabilmek icin arastirma alanlarindan alinan tas ornekleri XRF (X-Isini Floresans
Spektrometresi) analizi yapilmis ve bu elementlerin taslarda bulunma oranlari tespit
edilmistir. incelenen &rneklerin alindigi yiikseklikler Cizelge 6.1’de, yapilan XRF analiz
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sonuglari Cizelge 6.2’de verilmistir. Cizelgeler incelendiginde tarihi yapilardaki taslarda
Ca, K, Fe, Ti, Sr, Ni, Ba, Mn, Sn, Pb, W, Zr, Cu, Rb, Se, S, Bi, As, Co, Cl, Zn, V, Cr, P
elementlerinin oldugu tespit edilmistir. Bu tespitler sonucunda incelenen her arastirma
alanlarina ait tas numunelerinde Ca, Fe, K, Ti, Sr, Ba, Mn, Pb, Zr ve Rb elementleri
bulunarak bu elementlerin mikroorganizmal metabolizmada gorev aldig ve

mikroorganizmalarin tas ylizeyinde gelismesine katki sagladigi tespit edilmistir.

Cit Kasri’'nda yapilan analizlerde Sn (Kalay) oraninin diger érneklerle karsilastirildiginda
ylksek oldugu bulunmustur. Kalay’'in varligi numunenin alindigl ortamda korozyon
faaliyetinin oldugunu gostermektedir. Cukur Saray ve Sehzade Koski’'nin 0.5 m
ylksekliginde, Ertugrul Tekke Camii, Sehzade Koski, Seyh Muhammed Zafiri

Tirbe’sinin 2.0 m yiksekliginden alinan 6rneklerde Sn elementine rastlanmamistir.

Kalsiyum klorir (CaCl,), sodyum klortir, potasyum klorir gibi maddeler kaya icinde yer
aliyorsa su etkisiyle zaman igerisinde eriyerek kayag icerisinde bosluklar olusmasina
neden olurlar. Bunun disinda bosluklu ve goézenekli kayaclarin icerisine girip bu
bosluklari dolduran kalsiyum silfat (CaSOa) su ile reaksiyona girdigi zaman siser
bosluklarin ceperlerine basing yapar. Bunun sonucu once ince kilcal catlaklar daha
sonra bunlarin genisleyip kayactan parca kopmalari gorilir [91], [92]. 1 ve 3 numarali
tas orneklerde klor, potasyum ve kalsiyum bulunmasi halinde aktif bir bozunma
oldugu, klor olmadigi durumlarda ise pasif bozunmalar oldugundan bahsedebiliriz. 3
numarali 6rnek olan Sehzade Koskl’ne ait 0.5 m ylikseklikten alinan taslarda Pb degeri

diger taslardan daha yulksektir. Pb malzemenin yumusak ve esnek olmasini saglar.
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Cizelge 6.2 Tarihi eserlerdeki taglarin XRF analiz sonuglari
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Kemoliototrof mikroorganizmalar tastaki inorganik maddeleri okside ederek elde
ettikleri enerji ile metabolizmalarini ylritmektedir. Kati minerallerdeki metallerde
bulunan demir ve mangan gibi mineraller mikroorganizmalara solunum igin elektron
saglayicisi olarak gorev yaparlar. Bu mekanizma tas ylizeyindeki anoksik zondaki azot,
kiikirt ve karbon devri gibi biyojeokimyasal dolasimlari destekler. Pseodomonas,
basillus, argobakter gibi bakteriler mangan ve organik karbonu oksitleyerek anoksik
ortamda mangan(lV) rediksiyona ugratarak (indirgeyerek) karbon fiksasyonuna
katkida bulunur. Kati mineraller ayni zamanda kobalt, nikel ve demir gibi
mikronitrientlerin kaynagidir. Kobalt, metil transferaz mekanizmasinin énemli bir ko-
faktord olup metanogenik mikroorganizmalarin 6nemli bir hidrojen (hydrogenases
aktiviti) saglayicisidir. Demir ise cytochromes, nitrogenases ve monooxgenases gibi
metalo enzimlerin makronutrientlerinin 6nemli bilesinidir (keycomponents). Bu yollarla
mikroorganizmalar tas ylzeyinde onemli mineralleri temin ederler. Ayni zamanda
organik asit, karbosilik asitler ve siyanitler gibi mikrobiyal metabolitler tas ylzeyinde
minerallerin ¢dzlinmesini saglarlar [10], [93]. Boylece tas ylizeyinde “bio-pitting” olarak
adlandirilan ve siyah mantarlar tarafindan olusturulan bozunmalara neden olur. Bu
bozunmalar 6zellikle mermer ve kiregtasinda (limestone) cok yogun olarak gorulir.
Alternaria sp., Cladosporuim sp. ve Phoma sp. bu bozunmalara neden olan en 6nemli
mantar cinsleri olarak cinsleri gosterilir [94]. Mantarlar biyosferdeki canli
organizmalarin blytmesi icin gerekli olan nitrientler (C,N,P) ve metallerin (Na, Mg, Ca,
Mn, Fe, Cu, Zn, Co ve Ni) biyogeokimyasal donlisiminde de temel bir rol
oynamaktadir. Gerekli olmayan metallerin (Cs, Al, Cd ve Pb) harekete gecirilmesi ve

immobilizasyonu (sabitlestirme) icin de tamamlayici bir rol oynarlar [35], [95], [96].

Cozlnen tastaki fosfat, siilfat, iz elementler ve metabolitler tas ylzeyinde yasayan
mikrobiyal toplulugun (consortia) onemli besi maddeleridir. Bu maddeleri kullanan
mantarlar yiksek asindirici 6zellikte inorganik ve organik asitlerle ¢oziicller (chelating)

Ureterek tasin parcalanmasina neden olur [10].

Tasin yapisinda %3 den fazla CaCOs bulunmasi durumunda bakteriler ve diger
mikroorganizmalar tas ylizeyinde yaygin olarak geliserek yasama imkani bulurlar [1].
Bu anlamda kirectasi, mermer, kumtasi, kire¢ harclari bakteriler, likenler ve mantarlar
icin cok uygun ortamlardir. Ayni zamanda feldspar, kil ve demir mineralleri iceren

59



taslar icerdikleri nitrientlerden dolayi birgok mikroorganizma grubu igin ideal yasam
ortamlaridir. Bunun yaninda tarihi eserlerde kullanilan kireg bilesenli yapistirma harci
da mikroorganizmalar igin ideal Gireme alanidir. Hidrojen ve karbonu enerji kaynagi
olarak kullanan kemootrofik bakteriler kompleks asindirici organik asitler lreterek
demir ve mangan minerallerini okside etmektedir. Bakteriler kiregtaslarinda (Ca(NOs))2

kalsiyum nitrat olusmasinda rol almaktadir [48].

Eriyebilir tuz ve asili maddeler de tas ylizeyinde siyah kabuk olusturmaktadir [48]. Siyah
kabuk Ca, Si ve C bakimindan zengindir [97]. Tasin gozeneginde biriken tuzlarin (NaCl)
konsantrasyonu tasin su emme kapasitesini arttirir. Tuz konsantrasyonu koyu renkli

taslarda ciceklenme seklinde goriilmektedir [48].

6.2 Sem Caligma Sonuglari ve Kullanilan Taglarin Gozenekliligi ve Mikroorganizma

Gelismesine Etkisi

Mikroorganizmalarin tas malzemeyi biyolojik olarak bozmasi tasin sertligi, gdzenekliligi
ve minerolojik yapisiyla ilgilidir. Gozenekli ve yumusak tas malzeme islenerek tarihi
yapilarda kolay kullanilabilmesine ragmen tez bozunma 6zelligine sahiptir. Bu
arastirmada tasin sertligi, gézenekliligi ve minerolojik yapisini belirlemek igin SEM ve
XRF g¢alismalari yapilmistir. SEM ¢alismalari sonucunda elde edilen goérintilerden
bazilari asagida sunulmustur. Bu ¢alismalar tas malzeme lizerinde bozunma tespiti ve
bozunmalarin mikroorganizmalarla olan yapisal iliskilerini gorsel olarak incelenme

imkani saglamistir.

Taramal elektron mikroskop fotograflari incelendiginde, tarihi eserlerdeki biyolojik
bozulma taslarin ylzeylerinde acik olarak gorilmektedir. Sekil (6.6-6.7) incelendiginde
Cit Kasri ve Ertugrul Tekke Camiindeki kayaclarin gozenekli oldugu ve
mikroorganizmalarin yerlesmesine uygun ortam olusturdugu gortlmektedir. Sekil 6.2A
ve 2B, Sekil 6.3 C ve 3D’de tas ylizeyinde Penicillum sp. ve Micromycetes grubu
mantarina ait hif ve spor keselerinin yaygin oldugu gériilmektedir. Ozellikle
Basidiospor, Askospor ve Penicillum sporlari yaygin olarak goriilmektedir. D sikkinda ise
Micromycetes grubuna ait mantarlarin tas vylizeyinde bulundugu goérilmektedir.

Ozellikle A, B ve C’de olusan spor ve mikro mantarlarin tas gézeneklerinin icine dogru
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girerek gelistigi gorllmektedir. Mikroorganizmalarin  bu gelismesinin  tasin

bozunmasina katki yaptigi diisiinilmektedir.

SEM goriintileri incelendiginde Sekil 6.6A ve B, Sekil 6.9G ve Sekil 6.8E gortlintilerinde
mikrobiyal biyofilm net olarak gorilmektedir. Tas ylzeyinde olusan mikrobiyal
biyofilmde gelisen mikroorganizmalar tas yapisinda bulunan mineralleri enzimatik-
kimyasal yolla ¢ozerek tasi parcaladigi gibi diger taraftan tas ylizeyindeki bu mikrobiyal
tabaka; tasin dis ortam ile temasini kestigi igin tasin pargalanmasini engellemektedir.
Bu iki karsit tezin hangisinin agir bastigl glinimuzde tartigilmaktadir. Ancak baskin
gorils tas ylzeyinde olusan mikrobiyal biyofilmin tasi parcalama etkisinin daha fazla

oldugu yonindedir.

Sekil 6.6 A) Cit Kasri’na ait 2m yulkseklikten alinan 6érnegin SEM analizi, B) Cit Kasri’'na
ait 0.5m yukseklikten alinan 6rnege ait SEM analizi. Her iki 6rnekte de
Penicillum sp. hifleri, mikrobiyal biyofilm, askospor ve basidiosporlar
gorulmektedir.
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Sekil 6.7 C) Cit Kasri’nin Sol cephesine ait 6rnegin SEM goriintlsu, D) Ertugrul Tekke
Camii 2m yukseklikten alinan 6rnege ait SEM goriintis.

C oOrneginde Penicillum sp. hifleri, mikrobiyal biyofilm, askospor ve basidiosporlar
gorilmektedir. Ozellikle “mikrobiyal konsortia” adi verilen ortak yasam sekline
ornektir. D Ornegi yeni parcalanmis tasin kirilma halindeki gézenek olusumuna
ornektir, ancak kirilmadan 6nce blyuk gozeneklerdeki vegetatif mantar kisimlari

gorilmektedir.

Sekil 6.8 E) Seyh Muhammed Zafiri Tirbesi 2m yiksekligine ait 6rnegin SEM goriintisu,
F) Cukur Saray 2m yukseklikten alinan érnege ait SEM goriintiisi.

E orneginde dikkat ¢ceken en 6nemli 6zellik tas ylizeyinde olusan mikrobiyal biyofilmin
baskinhgidir. Biyofilmin icerisinde 0zellikle bakteriler olmak (zere yerlesmis
mikroorganizmalar vardir. F 6rneginde Penicillum sp. hifleri, askospor ve basidiosporlar

gorulmektedir. Ozellikle “microbial konsortia” adi verilen ortak yasam sekline drnektir.
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Sekil 6.10 i) Cit Kasri’ndan (2m) alinan érnegin SEM gériintiisi, J) Seyh Muhammed
Zafiri Turbesi’'nden alinan (2m) 6rnegin SEM gorintisa.

i. Tas yizeyinde Askospor (ascospore) ve cubuk seklinde basidiospor olusumu
gorilmektedir. J. Mikromantar (micromycetes) ve mikroorganizmalarin yaygin

gorinimu ve biyofilm tabakasi.
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Sekil 6.11 K) Cukur Saray (2m) duvar ylzeyinden alinan 6rnegin SEM gorintisu, L)
Ertugrul Tekke Camii (2m) duvar ylizeyinden alinan 6rnegin SEM gorintisd.

K o6rnegi mikrobiyal biyofilm olusumunu, L 6rnegi tas ylizeyinde olusan bozunma

gorilmektedir.

6.3 Mikroskopta inceleme Sonuglari

Mikroskobik incelemeler OLYMPUS BX51 model flouresans mikroskobu ile yapilmis
farkli 1sik spektumlari ve 1sik siddetleri ile alinan 400x buyltme oranlarindaki
gorlntiler incelenerek bilgisayara kaydedilmis ve degerlendirilmistir. Bu goriinttler

Sekil 6.12 - 6.15’de verilmistir.

Sekiller incelendiginde mikroskobik goriintilerde tek hicreli ve filamentli (ipliksi) mavi
yesil algler, mantarlar ve likenlerin oldugu goriilmektedir. Mikroskobik goériintiilerden
tlr tespit etmek zor olmasina ragmen Sekil 6.12 a’da liken, b’de filamentli mavi-yesil
alg (Oscillatoria veya Nostoc Sp), c’de Chroococcidiopsis, d’de Chitinophaga veya
Oscillatoria, Sekil 6.13 e ve g gorintilerinde filamentli mavi-yesil alg, f goriintilerinde
koloni halinde silisli alg ve h gorintilerinde dagildigi duistnilen spor keseleri

gorilmektedir.

(Sekil 6.14) 1, i, j ve k goriintilerinde tek hicreli ve koloni halinde yasayan mavi-yesil
alglere, ozellikle j gorintisiinde igerdigi silis géruntusiyle 1sik kirnimina neden olan

algin mevcut oldugu gorilmektedir.
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Sekil 6.15 I, m, n ve o goriintlilerinde Chlorogloeopsis sp., Gloeocapsa sp. cinslerine ait
mavi-yesil alglerin oldugu gorilmektedir. Ancak net tiir teshisleri ancak DGGE yontemi

ile verilebilir.

Sekil 6.12 Arastirma alanlarinda olusan mikroorganizmalarin mikroskop gorintileri

Sekil 6.13 Arastirma alanlarinda olusan mikroorganizmalarin mikroskop goértntuleri
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Sekil 6.15 Arastirma alanlarinda olusan mikroorganizmalarin mikroskop goértntuleri
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6.4 Besiyeri Calismalari: Taglarin Yiizeyinde Bulunan Mikroorganizmalarin Tespiti

Bu c¢alismadaki amag, tarihi eserlerde kullanilan tas malzemelerde olusan
bozunmalarda etkin olabilecek mikroorganizmalari belirleyip, tas malzeme Ulzerindeki
biyolojik bozulmaya katkilarini arastirmaktir. Calismanin ilk asamasinda o6zellikle;
taslarin biyolojik bozunmasinda rol oynayan mikroorganizma tirlerinin tespiti Gzerinde
durulmaktadir.  Bir sonraki asamasinda ise, PCR yontemi kullanilarak
mikroorganizmalarin (bakterilerin) tir tayini zerinde calismalarin gerceklestirilmesi

sOz konusudur.

istanbul'daki Yildiz Teknik Universitesi Kampiisii ve c¢evresinde bulunan tarihi
eserlerdeki tas ylzeylerinde bulunmakta olan mikroorganizmalari tespit etmek igin
yapilan bu arastirmada, 2013 yilindan itibaren Subat, Mart, Mayis-Haziran ve Temmuz,
Kasim-Aralik aylarinda Yildiz Sarayi (Blylik Mabeyn), Hamidiye Camii, Cukur Saray,
Sehzade Koski, Ertugrul Tekke Camii, Cit Kasri ve Seyh Muhammed Tirbesinden alinan
tas orneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizler ile 6rneklerin cogunda bakteriler,
aktinomisetler ve mantarlarin tasin 1 gramindaki sayilari, tirleri ve tas ylzeyindeki

kolonizasyon sekilleri tespit edilmistir.

6.4.1 Tagslarin Yiizeyinde Tespit Edilen Mikroorganizma Sayilari

Yapilan besiyeri calismalarinda taslarda mevcut mikroorganizmalardan bakteri ve
aktinomisetler ile mantarlarin tlr ve sayilarini tespit edecek besiyerleri kullaniimistir.
Bu calismalarla, 2013 Subat ayinda tarihi eserlerde tespit edilen bakteri ve mantarlarin
taslarin 1 graminda bulunan sayilari Cizelge 6.3’de verilmistir. Toplam mikroorganizma
sayisi olarak bakteri besiyerlerinde en fazla (ireme goérilen SPCA besiyerinde olusan
koloniler ile mantar besiyerlerinde en fazla lreme goérilen MEA besiyerindeki

kolonilerin toplami alinmistir.

Cizelge 6.3 2013 Subat ayinda tarihi eserlerden alinan tas 6rneklerinde farkl
besiyerlerinde tireyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni

besiyeri tard
SK1 SK2 C¢s1 Cs2 YS-BM1 YS-BM2 YS-CK1

DRBC 808 606 13736 3333 5050 1111 1919 Mantar
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Cizelge 6.3 2013 Subat ayinda tarihi eserlerden alinan tas érneklerinde farkh
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi) (devami)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri tird
SK1 sk2 cs1 cs2 YS-BM1 | YS-BM2 YS-CK1
SDA 505 505 17271 2525 4949 505 1212 Mantar
MEA 505 303 29997 5151 5151 707 4646 Mantar
DCPA 2222 404 12928 3434 4242 12928 1818 Bakteri
SPCA 25630 40265 126520 54234 60852 36780 52640 Bakteri
TOPLAM 26135 40568 156517 59385 66003 37487 57286
Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri i
YS-CK2 HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMZT1 SMzZT2
DRBC 1302 10908 606 - - = - Mantar
SDA 705 9999 1313 - - - - Mantar
MEA 4330 15554 5151 - - - - Mantar
DCPA 1080 6161 1212 2 - - - Bakteri
SPCA 6420 26580 12500 92700 65980 31650 22340 Bakteri
TOPLAM 10750 42134 17651 92700 65980 31650 22340

- : Ornek alinmamustir.

2013 Mart ayinda tarihi eserlerde tespit edilen bakteri ve mantarlarin taslarin 1
graminda bulunan sayilari Cizelge 6.4’de verilmistir. Bu c¢alismada optimum gelisme
sicakhgini tespit etmek igin 4, 20, 30 ve 35 °C’da ekimler yapilmis ve inkiibasyon
sonucunda en iyi (optimum) tGremenin 20 °C’da oldugu bulunmustur. Daha sonraki
calismalar Y.T.U. Yildiz kampiisii ve cevresi icin optimum gelisme sicakligi olan 20 °C’da

ylruttlmastar.

2013 Mart ayinda 0.5 m ve 2.0 m yiiksekliginden alinmis olan deneme alanlarindaki tas
orneklerde kiltirel ekim sonucu olusan koloniler incelendiginde kif kolonilerinde
genis bir renk acihimi spektrumuna rastlanmistir. Bir fungus tird farkh besiyerinde farkh

renkte koloni olusturmustur.
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Cizelge 6.4 2013 Mart ayinda tarihi eserlerden alinan tas 6rneklerinde farkli
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri tird
cs1 cs2 sk1 sk2 Ys-BM1 YS-BM2 | YS-CK1
DRBC 1212 1212 6161 10201 29088 1515 4949 Mantar
SDA 909 505 2424 10504 30704 5252 1313 Mantar
MEA 2020 707 4141 14544 9494 6969 2121 Mantar
DCPA 707 <10? 707 11413 3939 2929 1313 Bakteri
SPCA 47470 604990 518635 | 85345 93425 57065 8080 Bakteri
TOPLAM 49490 605697 522776 | 99889 102919 64034 10201
Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri tird
YS-CK2 | HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMzZT1 SMzZT2
DRBC 3111 4545 6767 6209 6605 2929 1870 Mantar
SDA 910 3636 8181 3122 2789 404 890 Mantar
MEA 1645 5151 11312 3500 2500 1717 2160 Mantar
DCPA 730 3636 7676 912 836 1313 1110 Bakteri
SPCA 6420 325725 138370 | 212350 172340 30300 26780 Bakteri
TOPLAM 8065 330876 149682 | 215850 174840 32017 28940

Malt Extract Agar besi ortaminda ve 25 °C’'da 5 ginliik inkiibasyon sonucunda ortaya
cikan beyaz koloni; hicbir Greme yapisi yok sadece hif olarak degerlendirilirken, pembe
koloni sadece hif, siyah koloni; Penicillium jensenii, simsiyah koloni; Alternaria
alternata kuflerine ait iken, DCPA besi ortaminda, simsiyah koloni olarak
adlandirdigimiz  tlir; Alternaria alternata, siyah renkteki koloni; Cladosporium
herbarum, beyaz koloni; Penicillium jensenii’dir. DRBC Agar besi ortaminda, siyah
koloni; Cladosporium herbarum, beyaz koloni; Penicillium jensenii ve grimsi-yesil koloni
ise Cladosporium sphaerospermum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica bazi tirler bazi
kiiltir ortamlarinda gelisme gostermemistir. Cizelge 6.4’de gosterilen Mart ayinda

alinan tas ornekleri czapek dox agara ekim yapilarak incelendiginde, bozunmus
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yuzeylerden alinan 6rneklerde 8 tane mantar turinin varlig Cizelge 6.5'de ortaya

konmustur.
Cizelge 6.5 Tas ylzeylerde tespit edilen mantar tirleri
ORNEKLEME ALANLARI
MANTAR TURLERI SK cs YS-BM YS-CK HC ETC SMZT

Alternaria alternata - + + + + - +
Penicillium jensenii + + + + + + +
Cladosporium herbarum + + + + + + +
Cladosporium sphaerospermum + + + + + + +
Penicillium E - + - - - +
brevi-compactum

Aspergillus flavus - + + + + - +
Trichoderma harzianum + - - - - + -
Aspergillus sp. + - + - - - +

(+): Tespit edildi, (-): Tespit edilemedi.

Cizelge 6.5 incelendiginde ornekleme alanlarinda Alternaria alternata, Penicillium
jensenii, Cladosporium herbarum, Aspergillus flavus, Cladosporium sphaerospermum,
Penicilliumbrevi-compactum, Trichoderma harzianum, Aspergillus sp. cins ve tirlerine
ait mantarlarin  bulundugu ve tasin mikrobiyolojik bozunmasina katki yaptigi

gorilmektedir.

Cizelge 6.3'e gore, en fazla mikroorganizma sayisina Cukur Saray (CS1) 0.5 m
yukseklikten alinan tas 6rneklerde rastlanmistir. En az ise Yildiz Sarayi Cit Kasri’'nda (YS-
CK2) goriulmektedir. Bunun nedeni olarak Cit Kasri 6rnekleme noktasinin acik alanda ve
riizgara acik olmasi nedeniyle tas vyilzeyinde olusan kurumalar nedeniyle
mikroorganizma gelismesinin sinirli kalmasi, Cukur Saray o6rnekleme noktasinin g
taraftan kapali ve durgun havaya sahip olmasi sonucu tas yizeyinin mikroorganizma

gelismesine uygun olmasi olarak aciklanabilir. Ayrica subat ayinda tas ylizeylerden
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alinan orneklerdeki koloni sayimlari ile mart ayinda alinan érnekler karsilastirildiginda
mart ayindaki mikroorganizma sayilarinin daha fazla oldugu gorilmektedir.
Mikroorganizmalarin gelisimlerini saglayan kosullar uygun olsa bile ortalama sicakligin
dismesi mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen sebeplerdendir. Mart ayinda
mikroorganizmalarin sayisinin fazla olmasi subat ayina nazaran hava sicakhginin yiksek

olmasi ile agiklanabilir.

Cizelge 6.4’e gore; Cukur Saray’dan alinan o6rneklerde olusan mikroorganizmalara
yaklasik olarak her iki ylikseklikte de rastlanmistir. Ancak 0.5 m yikseklikten alinan
orneklerde sayica daha fazladir. Ve en fazla mikroorganizma sayisi Cukur Saray 0.5m
ylksekliginden alinan taslarda goriilmektedir. En az ise Yildiz Sarayi Cit Kasri 0.5 m

ylksekliginde tespit edilmistir.

Cizelge 6.6 2013 Aralik ayinda tarihi eserlerden alinan tas 6rneklerinde farkl
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri T
SK1 sk2 cs1 cs2 YS-BM1 | YS-BM2 YS-cK1
DRBC 6902 1818 4135 5050 7654 6790 2963 Mantar
SDA 3131 2390 12255 5420 8514 7645 2222 Mantar
MEA 5454 2054 6329 7104 9980 7824 2289 Mantar
PDA 2828 0 5443 2626 4830 3856 1465 Mantar
DCPA 101 1044 3299 2592 12460 8760 1683 Bakteri
SPCA 141000 232000 39000 13635 480964 354520 39895 Bakteri
TOPLAM 146454 234054 45329 20739 490944 362344 42184
Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri tard
YS-CK2 HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMZT1 SMZT2
DRBC 23769 9540 8560 2150 1212 7320 6565 Mantar
SDA 19645 14530 12300 3250 2778 9834 8686 Mantar
MEA 38178 11654 9264 584 438 9430 8737 Mantar
PDA 7878 7860 5760 1860 1111 6300 4949 Mantar
DCPA 35114 9864 10250 830 606 10250 8838 Bakteri
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Cizelge 6.6 2013 Aralik ayinda tarihi eserlerden alinan tas 6rneklerinde farkli
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi) (devami)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
besiyeri tird
YS-CK2 HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMZT1 SMZT2
SPCA 397435 598654 650120 | 12430 12120 560250 545400 Bakteri
TOPLAM 435613 610308 659384 | 13014 12558 569680 554137

Cizelge 6.6 incelendiginde Aralik ayi verilerine gore genel seyir olarak Cukur Saray’dan
alinan tas orneklerde Sehzade Koski’ne nazaran daha fazla sayida mikroorganizma
kolonilerine rastlaniimistir. Cizelge 6.6 ‘da 1 gram tas malzemede tespit edilen koloni
sayilari hesaplarina gore, Hamidiye Camii’'nde daha fazla koloniler gelisme gdstermistir.
En az koloniler ise Ertugrul Tekke Camii’'nde gérilmektedir. Bunu nedeni olarak Cukur
Saray oOrnekleme noktasinin (¢ taraftan kapali ve durgun havaya sahip olmasi
nedeniyle tas ylzeyinin mikroorganizma gelismesine uygun olmasi olarak aciklanabilir.
Sehzade koskindeki 6rnek noktasindaki taslar Cukur Saray’dakilerden daha goézenekli
olmasina ragmen Cukur Saray’in kapali ve durgun havaya sahip olmasi olumsuz gelisme
kosullarini olumluya g¢evirmistir. Bu ornek tas ylzeyindeki mikroorganizmalarin

gelismesinin iklim faktorlerine birinci derecede bagh oldugunu géstermektedir.

Besiyeri calismalarinda tarihi yapilardaki mikroorganizmalarin optimum gelisme
sicakhiklarinin mikroorganizma tiriine gore birbirinden farkl olmasi g6z éniine alinmis
olup, yapilan c¢alismalarda 4, 20 ve 35 °C sicakliklarda ekimler yapiimistir. Boylece
degisik optimum sicakliklarda gelisen mikroorganizmalar belirlenmeye calisiimistir.
Farkh besi ortamlarinda ayni cinse ait mantar tirleri farkh sekil ve renklerde koloniler
olusturmustur. Sekil 6.16’da SDA ve DRBC besi ortamlarinda gelisme gosteren ayni tir
mantarlarin (Cladosporium cladosporoides) farkli renklerde koloni olusturdugu, SDA
kiiltlir ortaminda siyahimsi yesil koloniler seklinde, DRBC kiiltlir ortaminda ise acik yesil

koloni olusumlari gérilmustr.
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Sekil 6.16 iki farkli besiyeri ortamina (A- SDA besiyeri, B- DRBCA besiyeri) paralel Ekim
teknigi ile belirlenen Cladosporium cladosporoides tiirline ait koloni
farkhliginin makroskobik gorintisu.

Cizelge 6.7 2014 Haziran ayinda tarihi eserlerden alinan tas érneklerinde farkh
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni

besiyeri tird
SK1 SK2 cs1 cs2 YS-BM1 | YS-BM2 YS-CK1

DRBC 1616 4848 19493 6868 = - 1515 Mantar

SDA 2424 4343 14140 6565 - 2 1717 Mantar

MEA 2222 4949 5252 1313 - - 808 Mantar

PDA 1515 303 23230 5252 - - 1111 Mantar

DCPA 1212 5858 11918 3535 - - 1616

SPCA 900 1800 200 400 - - 1400

TOPLAM 3122 6749 5452 1713 - - 2208

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni

besiyeri taru
YS-CK2 | HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMZT1 SMZT2

DRBC 2727 - - 202 606 8080 3737 Mantar

SDA 2626 - - 909 505 2828 3131 Mantar

MEA 3838 - - 505 2828 5757 4848 Mantar

PDA 3030 - - 1818 1212 6060 1717 Mantar

DCPA 3535 - - 1212 2020 7878 5050 Bakteri

SPCA 1000 - - 200 1400 7200 900 Bakteri

TOPLAM 4838 - - 705 4228 12957 5748
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Cizelge 6.7’de Arastirma alanlarindan alinan 6érneklerin farkh kaltir ortamlarina ekimi
sonucu elde edilen haziran ayina ait sonuglar verilmistir. Daha 6nceki aylarda alinan
orneklerden elde edilen sonuglar Subat-Mart aylarinda elde edilen sonuglarla
karsilastirilarak degerlendirildiginde arastirma alanlari arasinda mikroorganizma sayi ve
turlerinin farkhhk gosterdigi gorilmektedir. Haziran ayinda arastirma alanlari
arasindaki tir cesitliligi fazla, ancak toplam mikroorganizma sayisi az olarak
bulunmustur. Bazi mikroorganizma tiirleri yaz sonlarina dogru en yilksek seviyeye
ulasmigtir. Ancak birey sayisi az olarak bulunmustur ki bu bulgu ekosistemlerdeki tir ve

birey iliskileri ilkesine uygundur.

Mayis-Haziran ayinda tarihi eserlerin 0.5 m ve 2.0 m yiksekliginden alinan 6rneklerin
kiiltirel ekim sonucu gelisme gosteren bakteri ve mantarlarin yapilan koloni sayim ve
tur teshisi calismalari ile tespit edilen mikroorganizmalarin biyolojik bozulmaya yol
acan mikroorganizmalar oldugu net bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Bu bozulmalarda aktif
rol oynayan mikroorganizmalar; mavi-yesil algler, aktinomisetler, mantarlar ve

bakterilerdir.

Mikroorganizmalarin CFU degerleri 0.5 m yikseklikten alinan 6rneklerde 2.0 m
ylkseklikteki tas ylzeylerden alinan orneklerden cogunlukla daha fazla bulunmustur.
Bunun nedeni olarak yer seviyesine yakin kisimlarda yagmur ve sigrama sonucu toprak
partikillerinin bulagmis olmasi ve bulasan bu partikillerin igerdigi organik ve anorganik
besi elementleri ile mikroorganizmalarin gelismesine olumlu yonde katki saglamasi

olarak agiklanabilir.
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Sekil 6.17 Kultlirel ekim teknigi ile Haziran ayinda ¢ farkli besi ortaminda (DRBC Agar,
MEA, SDA) gelisme gosteren koloni farkliliginin makroskobik goriintlsu.

A- Cukur Saray (2m): Aspergillus niger, Penicillium expansum, Aspergillus flavus var.
columnaris, Cladosporium cladosporoides. B- Cukur Saray (0.5m): Cladosporium
sphaerospermum. C- Cit Kasri (0.5m): Ulocladium alternaria, Penicillium expansum. D-

Cit Kasri (0.5m): Mucor sp. (Sekil 6.17).
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Sekil 6.18 Kultlrel ekim teknigi ile Subat ayinda g farkli besi ortaminda (DRBC Agar,
SDA, MEA) gelisme gosteren koloni farkliliginin makroskobik gorintisa.

E- Hamidiye Camii: Penicillium jenseni, F- Cukur Saray: Cladosporium sphaerospermum,
Cladosporium herbarum, G-Bliyik Mabeyn Koskli: Aspergillus flavus, Cladosporium

herbarum, H- Cit Kasri: Alternaria alternata, Aspergillus sp. (Sekil 6.18).

Cizelge 6.8 2014 Temmuz ayi tarihi eserlerden alinan tas 6rneklerinde farkl
besiyerlerinde treyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
. turd
besiyeri
SK1 SK2 cs1 Cs2 YS-BM1 YS-BM2 | YS-CK1

DRBC 5151 4444 26866 7878 58760 46210 1717 Mantar
SDA 3333 9898 20402 7676 274620 76345 1919 Mantar
MEA 2727 2424 28482 29290 | 183640 67520 2121 Mantar
PDA 2525 2929 20604 26058 | 4523 6534 3232 Mantar
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Cizelge 6.8 2014 Temmuz ayi tarihi eserlerden alinan tas érneklerinde farkl
besiyerlerinde Greyen koloni sayilari (koloni adeti (CFU)/1 gr. tas 6rnegi)(devami)

Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni
tard

besiyeri

sK1 sk2 (31 cs2 YS-BM1 YS-BM2 | YS-CK1
DCPA 4545 27270 9898 3232 73652 69620 3838 Bakteri
SPCA 31310 58580 1313 3939 2250 1406 33330 Bakteri
TOPLAM 34037 61004 29795 33229 185890 68926 35451
Kullanilan Ornekleme alanlari Koloni

o tard

besiyeri

YS-CK2 | HC1 HC2 ETC1 ETC2 SMZT1 SMzZT2
DRBC 6969 - - 4545 9393 62620 4242 Mantar
SDA 2525 - - 1212 1010 393900 3737 Mantar
MEA 3232 - - 1212 2626 292900 5151 Mantar
PDA 3737 - - 2929 5656 6262 2020 Mantar
DCPA 8282 - - 2222 6464 84840 7474 Bakteri
SPCA 3434 - - 21210 | 36360 2626 9898 Bakteri
TOPLAM 6666 - - 22422 | 38986 295526 15049

-Restorasyonda oldugu icin 6rnek alinamadi.

Temmuz ayinda yapilan koloni sayimlarina gore en fazla koloni Seyh Muhammed Zafiri
Turbesi 0.5 m yuksekliginden alinan tas 6rnekte, en az ise 0.5 m yuksekliginden alinan
Ertugrul Tekke Camii yan duvar tas orneginde rastlanilmistir. Bunun nedeni olarak
birincisi Seyh Muhammed Zafiri Tirbesi’'nin ¢ok gdzenekli ve yumusak bir tas olan
kifeki tasindan yapilmasi, Ertugrul Tekke Camii yan duvar taslarinin sert volkanik tas
olmasi ve ikincisi tas rlizgara tam acik alanda mikroorganizmalarin daha iyi gelismesi

olarak gosterilebilir.

Ihman iklimlerde hava kirliligi mikrobiyal biyolojik bozulmaylr 6nemli o&lglde
desteklerken, tropikal ve subtropikal iklimler, mikroorganizmalarin yikici aktivitelerini
arttirmaktadir [97]. Hava kirliligi 6zellikle kalsiyum karbonat iceren tas ylizeylerinde
tasin direncini dlsiren ve gozenekliligi arttiran jips olusturarak bozunmalara neden

olmaktadir. Ayrica, hava sirkilayonu olan bir ortamda kirlenme daha azdir ve fazla

77



yagis almayan nemli bolgeler 6zellikle daha fazla ayrisma, bozunmalarin gorildigu

yerlerdir ¢linkli yagmur suyu tasin ylzeyinin temizlenmesinde etkilidir [48].

Warscheid’e gore [98] de vyari kurak iklimler, daha az yagish ve daha yiksek
sicakliklarda, siyanobakteri, siyah maya ve likenler gibi daha 6zel mikroorganizmalarin
blylimesini desteklerken, dizenli yagis alan iliman iklimlere maruz kalan tas
ylzeylerde bir karisik mikroorganizmalarin konsorsiyumunun artisina neden olmaktadir
[98]. Tayler ve May tarafindan [99] da United Kingdom'da eski anitlarin kumtasindaki
mikrobiyal toplulukta kisin ve ilkbaharin erken dénemlerinde, yaz ve sonbaharin son
aylarina kiyasla daha yiliksek bakteri sayilarina neden olan mevsimsel degisiklerin
oldugu belirtilmistir. Mevsimsel iklim degisiklikleri, yaz aylarinda iliman iklim
kosullarinda gram pozitif bakterilerin sayisinin ve c¢esitliliginin artmasina neden
olmustur [99]. Wollenzien vd. tarafindan [100] de yiiksek nem ve daha az giines 1518
altinda hizla biylyen miyaljik mantarlarin 6zellikle Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Phoma sp. ve Ulocladium sp. cinsleri baskin, kurak mevsimde ise
nadiren bulunur [100]. Su rejimine olduk¢a bagimli oldugu bilinen nitrifikasyon
bakterilerinin kapali ortamlar ve vyagisli mevsimlerde daha bol bulundugu tespit

edilmistir [101].

6.4.2 Besiyeri Calismalarina Dayali Diagnostik inceleme Calismalari ile Tespit Edilen

Mantar Tiirii Analizleri

Kirlenmemis tas ylizeylerde mikrobiyal topluluk olusumu genellikle karbon ve ener;ji
kaynagi olarak atmosferdeki CO;’yi ve glines 1s1gin1 kullanan fototrofik organizmalarla
(alg, siyanobakteri) ile baslar [102-104]. Heterotrofik organizmalar blylumeleri igin
organik kaynaga ihtiyac duyarlar ve bu ihtiyaclari fototrofik organizmalarin
metabolitleri tarafindan saglanir [105]. Fototrofik mikroorganizmalardan alg ve
siyanobakterilerin  blylmesi taslarin dis yizeylerinde renk degisikligine ve
fizikokimyasal bozulmalara neden olabilir [106]. Taslarin estetik goriintlisiini bozan
yesil, kahverengi ve siyah siyanobakteriyel/algal matrixlerin blylk bolimlerini
olusturan siyah kabuklarda siklikla fototrofik mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu
bolimler blyldk oranda biyofilmlerden olusmaktadir [107]. Tas malzemelerin

ylzeyinde olusan biyofilmler algler, siyanobakteriler, heterotrofik bakteri, mantar,
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likenler, protozoa ve gesitli kiigiik hayvanlar, yosunlar ve bitkilerden olusan kompleks
yasam ortamlari (konsortia) icerir [106]. Biyofilmler ayni zamanda alt tabakada
(kuvartz, kalsiyum karbonat, kil) ve dokintiden (61U hiicreler, mikrobik yan Grlinler
vb.) kaynaklanan énemli miktarda absorbe edilmis inorganik materyaller de ihtiva eder
[107]. Tasta olusan biyofilmlerdeki EPS’ler hidrofilik 6zellik gostererek suyu absorbe
etmek suretiyle kuru havalarda mikroorganizmalarin gogalmasina imkan saglamaktadir.
Tasin yapisi ve cevresel faktorler biyofilm kolonizasyonunun ve biyolojik bozunma
sureclerinin boyutunu etkiler [97]. Tas Uzerindeki biyofilmlerin yapisinda gram-negatif

bakterilerin dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir [103].

Mikroorganizmalar taslardaki bozunmaya neden olan birgok fonksiyona sahiptir.
Mantarlarin tarihi eserlerdeki tas malzeme bozunmasi lzerindeki etkilerinin temel
mekanizmasi Urettikleri glukonik asit, sitrik asit, humarik asit, okzalik asit, malik asit ve
suksinik (succinic) asitlerle tastaki katyonlari c¢ozerek metabolizmasina almasi
yoluyladir. Bu asitler icerisinde en yaygin Uretilen asit, glukonik asit olarak
belirlenmistir. Sitrik asit, humarik asit, okzalik asit, malik asit ve suksinik gibi diger
asitler de Uretilmekle beraber glukonik aside karsi daha az miktarda Uretilmektedirler.
Bunun yaninda itakonik aside de nadir olarak rastlanmistir. Bu asidi Penicillium
requefortii, Aspergillus niger, Trichoderma sp. ve Penicillium sp. cins/tlru

mikroorganizmalar salgilamaktadir [1], [108], [110].

Filamentli mantarlar tas ylzeyinde gelisirken salgiladiklari asitlerle tastaki katyonlari
¢Ozerek metabolizmalarina almak suretiyle kullanmaktadir. Bu g¢alismada da tespit
ettigimiz Penicillum frequentans kumtasi (sadnstone), kirectasi (limestone) ve granitin
tozlastinlmis partikillerindeki katyonlari kullanarak glikoz ve nitrat asimile ettikleri
tespit edilmistir. Bu asimilasyonda yani gelismede en uygun tas tipi kirectasi

(limestone) olarak tespit edilmistir [109].

Yapilan bir laboratuvar calismalarinda mantarlarin Urettigi organik asitlerden oxalik,
glukonik ve sitrik asidin kumtasi, kirectasi ve granit olmak lzere (¢ tas tipinde de en
etkili ayristirici oldugu belirlenmis ve demir ve aliminyumu en rahat ¢6zdigl, bunun
yaninda sitrik asidin sodyumu, glukonik asidin kalsiyumu, oksalik asidin potasyumu

¢6zdigl bulunmustur [109]. Bu asitlerin her g tip tasta da ayni zamanda ¢ok miktarda
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kalsiyum ve magnezyumu da ¢06zdUglu bulunmustur. Bu mikroorganizmalarin
kullandiklari bu mekanizmalarla kumtasi ve granitte kil kisimlarinda bulunan silikat,
feldispat ve mika kisimlari, kirectasinda karbonat ve dolomit kisimlari tahrip ettigi
bulunmustur [109]. Arastirdigimiz tarihi yapilar igerisinde en ¢ok bozunmaya maruz
kalan Cit Kasri’'nda yap1 malzemesi olarak kirec tasi ve kumtasi benzer tas yaygin olarak
kullanilmistir. Sekil 6.11’de gorildugi gibi bu taslar mantar, bakteri ve mavi-yesil

alglerin yogun saldirisina maruz kalmis ve siddetli derecede zarar gérmiustdr.

Kemoorganotrofik mantarlar tas ylzeyi ve gozeneklerine yerleserek Urettikleri organik
asit ve enzimlerle demir ve mangan katyonlarini ¢ézerek mikroorganizmalar igin
kullanilir hale getirir. Bu konuda 6zellikle Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Aerobasidium sp., Ulacladium sp. ve Phoma sp. 6rnek gosterilebilir

[1].

Bu calismada tespit edilen mantar tirl analizleri diagnostik tanilama yontemi ile
yapilmis, bunun icin kiltir ortamlarina yapilan ekimler sonucu olusan kolonilerden
Czapek-Dox Agar besiyerine ekim yapilarak tani icin Kilis Yedi Aralik Gniversitesi, Fen
Edebiyat Fakiltesi, Ogretim Uyesi Prof. Dr. ismet Hasenekoglu hocamiza gdnderilerek

tir teshisi yapilmistir. Cizelge 6.9’da tanimlanan mantar tirleri gosterilmektedir.

Cizelge 6.9 Diagnostik tanilama ile belirlenen mantar tirleri

Aragtirma Alani Yerden Mantar Tiirii
Yiikseklik
(m)

Penicillium expansum
Penicillium jenseni
Scopulariopsis brevicaulis
Alternaria alternata
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium sphaeraspermum
Cladosporium herbarum
Sehzade Kogkii 0.5m Trichoderma koningii
Ulocladium alternaria
Geotrichum sp.

Alternaria sp.

Aspergillus sp.
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Cizelge 6.9 Diagnostik tanilama ile belirlenen mantar tirleri (devami)

Arastirma Alani Yerden Mantar Tiirii
Yiikseklik
(m)

Cladosporium cladosporoides
Cladosporium sphaeraspermum
Cladosporium herbarum
Penicillium expansum
Penicillium jenseni
Cunninghamella ramose
Sehzade Koskii 2m Alternaria alternata
Trichoderma harzianum
Geotrichum spp.

Fusarium spp.

Aspergillus sp.

Alternaria sp.

Cladosporium sphaeraspermum
Cladosporium cladosporoides
0.5m Ulocladium alternaria
Cladosporium herbarum
Alternaria alternata

Penicillium jenseni

Aspergillus flavus

Cukur Saray Geotrichum sp.

Ulocladium alternaria
Cladosporium cladosporoides
Aspergillus flavus var. columnaris
Penicillium expansum

2m Penicillium jenseni

Aspergillus niger

Alternaria alternata
Cladosporium sphaeraspermum
Cladosporium herbarum

Alternaria alternata

0.5m Penicillium jenseni
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaeraspermum
Yildiz Saray-Biiyiik Mabeyn Aspergillus flavus

Penicillium brevi-compactum
Cladosporium herbarum

2m Cladosporium sphaeraspermum
Aspergillus flavus

Alternaria alternata

Penicillium sp.

Aspergillus sp.

Penicillium jenseni
Ulocladium alternaria
Cladosporium cladosporoides
Yildiz Saray- Cit Kasri Cladosporium herbarum
0.5m Alternaria alternata
Cladosporium sphaeraspermum
Cunninghamella ramose
Mucor sp.

Aspergillus sp.

Geotrichum sp.

Fusarium spp.
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Cizelge 6.9 Diagnostik tanilama ile belirlenen mantar tirleri (devami)

Arastirma Alani Yerden Mantar Tiirii
Yiikseklik
(m)

Ulocladium alternaria
Penicillium expansum
Penicillium jenseni

Yildiz Saray - Cit Kasni 2m Trichoderma harzianum
Fusarium spp.

Aspergillus sp.

Cunninghamella sp.

Geotrichum sp.

Aspergillus flavus

Alternaria alternata
Cladosporium herbarum

0.5m Cladosporium sphaerospermum
Penicillium jenseni

Hamidiye Camii Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
2m Alternaria alternata

Aspergillus flavus

Penicillium jenseni

Penicillium sp.

Aspergillus sp.
Penicillium expansum
0.5m Penicillium steckii
Ertugrul Tekke Camii Geotrichum sp.
2m Penicillium expansum

Ulocladium alternaria
Geotrichum sp.
Penicillium expansum
Aspergillus niger
Geotrichum spp.
0.5m Ulocladium alternaria
Trichoderma koningii
Alternaria alternate
Seyh Muhammed Zafiri Penicillium expansum
Tiirbesi Penicillium frequentani
Penicillium jenseni
Ulocladium alternaria
2m Trichoderma koningii
Cladosporium sphaeraspermum
Alternaria spp.
Fusarium spp.
Mucor sp.
Cunninghamella sp.
Geotrichum sp.

Bu calismalar sonucunda arastirma alanlarinda haziran ayinda asagida belirlenen

mantar turleri tespit edilmistir:

Cladosporium sphaeraspermum, Trichoderma koningii, Penicillium expansum,
Scopulariopsis brevicaulis, Alternaria alternata, Ulocladium alternaria, Cladosporium
cladosporoides, Aspergillus flavus var. Columnaris, Aspergillus niger, Penicillium steckii,

Cunninghamella ramosa, Penicillium frequentani, Penicillium jenseni. Bunlarin yaninda
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asagidaki mantarlar da tir seviyesinde teshis edilemeyip cins seviyesinde tespit
edilmistir. Bu mikroorganizmalarin hemen hemen hepsi taslarda biyolojik bozunmaya

neden oldugu ispatlanan tirlerdir [108], [109], [110].

Fusarium spp. (cinsine ait tir teshisi yapilamayan iki ayri mantar), Mucor sp.,
Geotrichum sp. Geotrichum sp. Alternaria spp. Penicillium sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Alternaria sp., cins/tiri mantarlar tespit edilmistir. Haziran ayina ait
alinan orneklere uygulanan kiiltlirel ekim sonucu gelisme gosteren mantar tiirleri ve
gruplarinin ait oldugu tarihi eserler Cizelge 6.1’de, mantar tirleri Cizelge 6.10’da

verilmistir.

Cizelge 6.10 Tarihi eserlerde bozunmaya yol acan mantar tirleri

Tarihi Eserler

Tespit edilen mantar

tiirleri CS1 | ¢S2 | SK1 SK2 | ETC1 | ETC2 | SMZT1 | SMZT2 | YS-CK1 | YS-CK2

Cladosporium + + + - - - - + + -
sphaeraspermum

Trichoderma koningii - - + - = 3 + + - -
Trichoderma harzianum - - - - - - - - - +
Penicillium expansum - + + + + + + + = +
Scopulariopsis brevicaulis - - + - + - - - - R
Alternaria alternata - + + - - - + + + -
Ulocladium alternaria + + + - - + + + + +
Cladosporium + + + + - - - - + -

cladosporoides

Aspergillus flavus var. - + - - - - - - - -
columnaris

Aspergillus niger - + - - - - + - _ N
Penicillium steckii - - - - + - - - - -
Cunninghamella ramosa - - - + - - - - + +
Penicillium frequentani - - - - - - - + - -
Penicillium jenseni - - - - - - - + + +
Fusarium spp. - - - + - - - + + +
Mucor sp. - - - - - - - + + -
Geotrichum sp. + - + + + + + + + +
Alternaria spp. - - + + - - - + R -
Aspergillus sp. - - - + - - - - + +

83



Subat, Mart aylarinda belirlenen mantar tirleri; Alternaria alternata, Penicillium
jensenii, Cladosporium herbarum, Aspergillus flavus, Cladosporium sphaerospermum,
Penicillium brevi-compactum, Trichoderma harzianum, Aspergillus sp. cins/turl

mantarlardir.

Bakteriler ve mavi yesil algler gibi mantarlar da tarihi eserlerdeki taslarin ylzeyi, oyuk
ve catlaklarina girerek fiziksel, kimyasal pargcalanma, siyah kabuk ve renklenmeye
neden olmaktadir. Mantarlar tas ve minerallerin ylzeyinde ekstraselilar polimer
olusturmaktadir. Ekstraseliilar polimerlerdeki yiksek molekil agirhikl  asidik
polisakkaritler proton Ureterek mineral ylizeyiyle reaksiyona girmek suretiyle metal
iyonlarini metabolizmada kullanilabilir hale doénlstirmektedir. Ayni mekanizmayi
Nostoc punctiforme mavi vyesil algi ile ascomycetes grubu mantarlar da silika
minerallerinden kalsiyum ve magnezyumu aciga cikararak yapmaktadir. Bunun yaninda
bakteri biyofilmleri Ca, P, Cu ve As (asmiyum) minerallerini metabolizmada
kullanilabilir hale donustiirmektedir [10], [93]. Karbonatl taslar ve 6zellikle kireg tasi ve

dolomit mantarlarin yasamasi i¢in en ideal yasam ortamlaridir [10].

ORGANIK

Sekil 6.19 Mantarlarin tasin bozunmasindaki metabolizmasinin basit modeli [111].

1-Enzimler ve metabolitler (protonlar (HD), karbondioksit (CO,) ve organik asitler,
metabolizmanin sonucu olarak ortaya cikan fizikokimyasal degisiklikler) araciligiyla
organik ve inorganik donilsimler; 2-Organik substratlarin bozunmasi veya
metabolizmasi; 3-inorganik substratlarin metabolizmasi, emilmesi, birikmesi; 4-
Organik metabolitlerin iiretimi, ekzopolimerler ve biyokiitle; 5-inorganik metabolitlerin
Uretimi, ikincil mineraller ve donistiridlmis metaloidler; ve 6-Organik ve inorganik

maddeler arasindaki kimyasal etkilesimler (komplekslesme ve selasyon) [111].
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Yapilan laboratuvar deneylerinde Alternaria sp. cinsine ait mantarlarin gimento ve tas
yuzeyinde ilk gelisen mantar tirleri oldugu, olusturdugu misel ve hiflerle tas ylzeyini
kaplayarak catlak ve oyuklara girmek suretiyle tasin biyolojik bozunmasinda etki ettigi
ve olusturdugu organik maddelerle tas vyizeyinde daha sonra gelecek olan
mikroorganizmalara yasam alani sagladigi tespit edilmistir [112]. Diger besi
elementlerinin yaninda mangan (Mn) ve demir (Fe) de mikrobiyal metabolizma
Uzerinde etkili nutrientlerdir. Alternaria sp., Cladosporium sp., Phoma sp. organik
asitler ve ekstraseliilar enzimler Ureterek tas ylizeyindeki mangan ve demiri okside
edip ¢ozmek suretiyle kendilerinin ve diger mikroorganizmalarin metabolik gelismesine

katki saglamaktadir [113].

Cladosporium sp. ve Aspergillus sp. cinslerine ait mantarlar melanoid pigmentler
Ureterek ozellikle hava kirliliginin de oldugu alanlarda mikrobiyal ekzo polimerler ile
hava kirleticilerini yakalayarak siyah renk ve zamanla siyah kabuk olusturur. Siyah
kabuk diger mikroorganizmalara yasam alani teskil eder. Bu ortamda gelisen
mikroorganizmalar (thiobacillus, sulfobacillus, nitrosomonas ve nitrobakter) ¢ok distik
ph’larda yasayabilir ve tasin asinmasina neden olur. Ayni zamanda bazi mantarlar da
kiikart bilesiklerini oksitleyip asit (reterek tasin bozunmasina neden olur. Bircok
mikroorganizma karbondioksit lireterek zayif bir asit olan karbonik asidin olusmasina
neden olmak suretiyle taslarin bozunmasina katkida bulunur. Mantar hifleri tas ¢atlak
ve gozeneklerine girip gelismesi esnasinda taslarda mekanik bozunmaya neden olabilir.

(Sekil6.11’'deki L ye ait SEM gorlintlisti) [114].

Kisaca mantarlar, pigmentler ve organik asitler Gretmeleri nedeniyle tarihi eserlerdeki
farkl tas tlrlerinde meydana gelen renk kayiplari ve bozulmalarda onemli rol
oynamaktadir [104]. Urettikleri bu karbonik, nitrik, silfiirik, oxzalik, guluconik,
glucronik, laktik ve fumarik asitlerle tas yilizey ve oyuklarinda fiziksel ve kimyasal
parcalanmaya neden olur. Ayni zamanda silika, demir ve magnezyum mineralleri ile
biotite, olivine ve cesitli fosfat bilesiklerini ¢cozmek suretiyle tasin bozunmasina da

katkida bulunur [115].

Diagnostik tanilama yontemi ile yapilan ekimler sonucu besiyerlerinde lireyen mantar

kolonileri Sekil (6.20 ve 6.21)'de verilmistir.
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Sekil 6.20 Kultirel ekim yontemiyle farkli besi ortamlarinda saptanan gesitli kolonilerin
makroskobik gortntileri Al- Alternaria alternata, B2- Cladosporium cladosporioides,
C3- Scopulariopsis brevicaulis D4-Penicillium expansum E5,E6- Penicillium frequentans,
Cladosporium cladosporoides F7- Penicillium jenseni.
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Sekil 6.21 Kultlrel ekim yontemiyle farkl besi ortamlarinda saptanan gesitli kolonilerin
makroskobik gorintileri G8- Geotrichum sp. H9- Penicillium expansum 110-
Trichoderma koningii i11- Geotrichium sp. J12- Ulocladium alternaria. K13- Penicillium
expansum.
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Bu ¢alismada; Sehzade Koski, Cukur Saray, Yildiz Sarayi-Blyik Mabeyn, Yildiz Sarayi-Cit
Kasri, Hamidiye Camii, Ertugrul Tekke Camii ve Seyh Muhammed Zafiri Tirbesine ait
deneme alanlarinda Ulocladium Alternaria, Penicillium sp., Trichoderma sp., Fusarium
sp., Mucor sp. tespit edilmistir. Bu mantarlarin oxzalik, gulukonik, malik ve sitrik asit
gibi organik asitleri Ureten asidogenik mantarlar olup kalkerli kayalarda Urettikleri
asitlerle 6zellikle katyonlari ¢ozmek suretiyle tasi parcalayip gozenekli hale getirerek
tasin mikrobiyolojik bozunmasina neden oldugu tespit edilmistir. Sehzade Koski,
Cukur Saray, Yildiz Sarayi-Bliyik Mabeyn, Yildiz Sarayi-Cit Kasri, Hamidiye Camii ve
Seyh Muhammed Zafiri Tlrbesine ait deneme alanlarinda tespit ettigimiz Alternaria sp.
tasta bulunan mangan ve demiri oksidize etmek suretiyle biyolojik bozunmaya ve tasin
ylzeyinde kabuk olusmasina neden oldugu tespit edilmistir. Sehzade Koskil, Cukur
Saray, Yildiz SarayI-Cit Kasri, Ertugrul Tekke Camii ve Seyh Muhammed Zafiri Tlrbesine
ait deneme alanlarinda tespit ettigimiz Ulocladium sp. melanin lGretmek suretiyle tas
ylizeyinde renk bozunmasina neden olmaktadir [116]. Fusarium sp., Penicillium sp. ve

Aspergillus sp. tir gesitleri hidrokarbonlarin asimilasyonunda 6zellikle aktiftirler [107].

6.4.3 Besiyeri Calismalarina Dayali Diagnostik inceleme Calismalari ile Tespit Edilen

Bakteri Turu Analizleri

Tarihi eserlerdeki taslarin bozulmasina birgcok mikroorganizma tiri birlikte neden
olmakla beraber, bakteriler 6nemli etkiye sahiptir [1], [3-7]. Bakteriler, tasin
yapisindaki mineralleri ayristirmalari sirasinda ototrofik ve heterotrofik metabolik
faaliyet gosterirler. Bu arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarinin ilk asamasinda
mikroorganizmalardan bakteri, mavi-yesil alg ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin tas
malzemenin 1 graminda bulunan ve besiyerlerinde (ireme kabiliyetinde olanlarin
gelisen kolonilerden gidilerek sayilari tespit edilmistir. Miiteakiben tir veya cins tespiti
yaptimistir. Toplu 6rnek olmasi agisindan tiim mikroorganizmalarin sayilari Bolim 6’da
Cizelge 6.3, Cizelge 6.4, Cizelge 6.6, Cizelge 6.8’de verilmistir. Tim mikroorganizmalarin
topluca verildigi bu degerlerden bakterilere ait olanlar Cizelge 6.11-Sekil 6.15'de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 6.11 Arastirma alanlarinda tespit edilen bakteri sayilari (Subat ay1)

Subat Ayl
Ornekleme Alanlari
Kullanilan
Besiyeri SK1 SK2 C¢S1 ¢S2 YS-BM1 YS-BM2 YS-CK1
SPCA
25630 40265 126520 | 54234 60852 36780 52640
Kullanilan Ornekleme Alanlari
Besiyerleri
esIVerien | vs.ck2 | Hel HC2 ETC1 | ETC2 SMZT1 | SMZT2
SPCA 6420 26580 12500 92700 65980 31650 22340

Cizelge 6.12 Arastirma alanlarinda tespit edilen bakteri sayilari (Mart ayi)

Mart Ayi
Ornekleme Alanlari
Kullanilan
Besiyeri sK1 k2 cs1 cs2 YS-BM1 | YS-BM2 | YS-CK1
SPCA
47470 604990 | 518635 | 85345 93425 57065 8080
Kullanilan Ornekleme Alanlari
Besiyerleri
SSVEreM 1 ys.ck2 | HC1 HC2 ETC1 | ETC2 SMZT1 | SMZT2
SPCA 6420 325725 | 138370 | 212350 | 172340 30300 26780

Cizelge 6.13 Arastirma alanlarinda tespit edilen bakteri sayilari (Aralik ay1)

Aralik Ayl
Ornekleme Alanlari
Kullanilan
Besiyeri K1 k2 cs1 Cs2 YS-BM1 | YS-BM2 | YS-CK1
SPCA
141000 232000 39000 13635 480964 354520 | 39895
Kullanilan Ornekleme Alanlari
Besiyerleri
SSVETEN | vs.ck2 | Het HC2 ETC1 | ETC2 SMZT1 | SMZT2
SPCA 397435 598654 650120 | 12430 12120 560250 | 545400
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Cizelge 6.14 Arastirma alanlarinda tespit edilen bakteri sayilari (Haziran ayi)

Haziran Ayi
Ornekleme Alanlari
Kullanilan
Besiyeri SK1 SK2 C¢S1 ¢S2 YS-BM1 YS-BM2 YS-CK1
SPCA 900 1800 200 400 - - 1400
Haziran ayi
Kullanilan Ornekleme Alanlari
Besiyerleri
esVerien | vs.ck2 | Hel HC2 ETC1 | ETC2 SMZT1 | SMZT2
SPCA 1000 - - 200 1400 7200 900

Cizelge 6.15 Arastirma alanlarinda tespit edilen bakteri sayilari (Temmuz ayi)

Temmuz Ayi

Ornekleme Alanlari
Kullanilan
Besiyeri sK1 k2 Cs1 | ¢s2 YS-BM1 | YS-BM2 | YS-CK1
b 31310 58580 1313 3939 2250 1406 33330
Kullanilan Ornekleme Alanlari
Besiyerleri
eSVEreM 1 ys.ck2 | HC1 HC2 |ETCl | ETC2 SMZT1 | SMzT2
SPCA 3434 - - 21210 36360 2626 9898

Cizelge 6.11-6.15 incelendiginde taslarda yasayan mikroorganizmalarin 6zellikle suya
bagimhliginin 6n plana ¢iktig1 gorilmektedir. Yagmurun az oldugu haziran-temmuz
aylarinda mikroorganizma sayisi az oldugu, mart ve aralik aylarinda tas ylzeyinde ¢ok
daha fazla gelistigi goriilmektedir. Bunun nedeninin suyun tas ylzeyinde tutulma

kabiliyetinin zor olmasindan kaynaklandigi distintGimektedir.

Cizelgelere (Cizelge 6.11-6.15) bakarak su degerlendirme yapilabilir: Daha o6nceki
aylarda alinan orneklerden elde edilen sonuglar subat-mart aylarinda elde edilen
sonuclarla  karsilastirilarak  degerlendirildiginde  arastirma alanlari  arasinda
mikroorganizma sayi ve tirlerinin farkhlik gosterdigi gortilmektedir. Haziran ve temmuz
aylarinda arastirma alanlarinda arasinda gorilen tir cesitliligi fazla iken toplam
mikroorganizma sayisi az olarak tespit edilmistir. Bazi mikroorganizma tlrleri yaz
sonlarina dogru en vyiksek seviyeye ulasmistir. Ancak birey sayisi az olarak

bulunmustur ki bu bulgu ekosistemlerde genel kural olan “Yasam Birliginin Temel
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ilkeleri” kuralina uygundur. Bu kurala gére ekolojik kosullar ne kadar cesitli ise

ortamdaki tir sayisi fazla birey sayisi az olur.

Calismamiz esnasinda Cit Kasri 6rnekleme alanindan alinan 6rneklerde bakteri tir/cins
tespiti yapiimis ve tespit edilen bakteriler Cizelge 6.16’de verilmistir. Bu bakteriler cogu
yapilarda tespit edilmistir. Yapilan mikrobiyal ekim ve tani calismalari ile tarihi
eserlerde; Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus agri ve
Paenibacillus sp. ve Staphylococcus sp. bakterileri tespit edilerek, hava kirliginin
taslarin mikrobiyolojik bozulmasi Uzerinde etkili oldugu belirlenmistir. Taramali
elektron mikroskop fotograflari incelendiginde, biyolojik bozulma tarihi eserlerdeki
Bacillus sp. cinsine ait bakteriler taslarin ylizeyinde acik olarak goriulmektedir. Tespit
edilen bakteriler icerisinde Bacillus sp., Paenibacillus sp., Staphylococcus sp. taslarda

biyolojik bozunmaya katki saglayan bakterilerdendir.

Cizelge 6.16 Tas ylzeylerde tespit edilen bakteri turleri

DENEME ALANLARI
MIKROORGANIZMALAR SK (o) YS-BM | YS-CK HC ETC SMZT
Bacillus subtilis + + + + + + +
Bacillus licheniformis + + + + + + 3
Bacillus cereus + - + + + - +
Bacillus agri - + - + - + -
Paenibacillus sp + + + + -
Staphylococcus sp. - + - + + - +

Tas Uzerinde tespit ettigimiz bakterilerden bazilari, tarihi eserlerin biyolojik olarak
korunmasina katki saglamaktadir. Ornegin, Bacillus subtilis tasin su gegirgenligini
onemli 6lcide azaltir bu yizden de tas ylzeyleri yagmur ve kirli sularin asindiric
etkisine daha az maruz kalirlar. Bacillus cereus suslari anit 6zelligi tasiyan taslarin
glclendirilmesinde kalsit ¢okeltisinin saglanmasi icin biyolojik indiklemede aktif olarak
kullanilmaktadir [94], [117] ve Bacillus cereus muamelesi géren tasin 6nemli derecede
su kaybina ugradigi gorilmektedir. Ayni zamanda ylksek kalsiyum oksit nedeniyle
bakteri metabolizmalari sonucu 6zellikle B. cereus tarafindan tasta bir cimento tabakasi
(taslasma) olusturulmaktadir olusan bu cimento tabakasinin tas yiizeyinde meydana
gelmesi tasi fiziksel strese karsi daha direncli kilmaktadir [118]. Bacillus cereus

bakterilerinin indukledigi MCP (Microbial carbonate precipitation), Cr miktarini belirgin
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sekilde dustirmektedir bu da tasta meydana gelebilecek korozifligi azaltmaktadir [119].
Mikrobiyal karbonat ¢okelmesi (MCP), kalkerli anitlarin onarimi  amaciyla

kullanilmaktadir [120].

Bakteriler nemli ortamlarda gelisebilirler ve taslarin gozenekleri icinde biyofilm
olustururlarken kurak-yarikurak ortamlarda gelisimleri sinirlanmaktadir.
Kemoheterotroflar sadece tas asinmasinda bulunmazlar ayni zamanda bu
mikroorganizma gruplarinin  kalsiyum karbonat ¢Okelmesini arttirma ozelligi
olmasindan dolayi da kayalarin saglamlastirilmasi Gzerine etkileri oldugu gorilmektedir
[94]. Kemoheterotrofik bakterilerden olan Bacillus cereus kalsiyum karbonat ¢okeltisini
arttirarak siva ve kaya¢ konsolidasyonuna katilmaktadir [121-123]. Heterotrofik
bakteriler olan Bacillus sp., Paenibacillus sp., Staphylococcus sp. 06zellikle duvar

resimleri, magara ve yeralti mezarliginda sik rastlanan tirlerdir [94].

Cesitli Bacillus sp. suslari EPS ve mineraller Ureterek tas icerisindeki gbzenekleri tikarlar
[119]. EPS tasin mineral yapisinin gdzenekleri boyunca mekanik zorlamalara neden
olabilir [121]. EPS tarihi yapilarin yilizeyinde siyah renklenmeye neden olan hava

kirletici partikilleri yakalamaktadir.

Bacillus subtilis bakterileri plrizla biyofilmler olustururlar ve bu biyofilmden dolayi tas
ylzeylerde olusan renk degisimlerinin ¢iplak gozle gorilebilir oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bakteriyel biyofilmler sporlu yapilara donuserek kalsifikasyonu (kireclenme)
arttirmaktadir [69]. Bacillus subtilis bakterilerinin granit tas ylzeylerde goriinmesi
oncelikle granit mineral bilesenlerinin c¢ozinmesiyle baslar. Metabolitleri arasinda
oksalik asit varliginda Ca?* ve [C204]* iyonlari ylzey cozeltisinde gorilip oksalat
kristallesmesi baslar oksalit asitler Ca iyonlari ile birlesir CaOx kristallesmeleri ortaya
¢cikmaktadir. Ayrica mantar oksalagenesis yoluyla da salinan kalsiyum oksalat,

mantarlar ve oksalotrofik bakteriler tarafindan metabolize edilmektedir [124].

Bazi Bacillus sp. turleri kendiliginden emidilsiyonlastirici aktiviteye sahip ylzey aktif

maddeler ve asitler Ureterek tas bozunmasini hizlandiran bir etki gésterirler [125].
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6.5 PCR ve DGGE Galismalari ile Bakteri ve Mavi-Yesil Alg Turii Analizleri

Cahismanin bu asamasinda tarihi eserlerdeki tas malzemelerin bozunmalarina yol agan
bakteri tirlerini tespit etmek amaciyla PCR ve DGGE ¢alismalari yapilmistir. 7 arastirma
alanindan alinan orneklerde NucleoSpin® DNA Isolation Kit prosediri uygulanmistir.
Bu prosediirle ekstrakte edilen numuneler PCR asamasina alinmistir. PCR islemleri ile
elde edilen gogaltilmis DNA zincirlerine DGGE uygulamasi yapilmistir. PCR isleminden
sonra DNA’y1 gorintilemek icin agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmistir. Sekil
6.22’de gorildigi Gzere jel Uzerinde acilan kuyularda ilk kuyuya ait situna DNA
isaretleyici (Ladder) yliklenmistir. Ladder yliklenmis kuyudan sonraki kuyulara sirasiyla
Sehzade Koskii 0.5 m, Sehzade Koskii 2 m, Cukur Saray 0.5 m, Cukur Saray 2 m,
Ertugrul Tekke Camii 0.5 m, Seyh Muhammed Zafiri Tiirbesi 0.5 m, Yildiz-Hamidiye
Camii, Cit Kasri 0.5 m, Cit Kasri 2 m yiksekliklerinden alinan arastirma alanlarina ait

PCR 6rnekleri yiklenmistir.

Sekil 6.22 Agaroz jel elektroforezi goriintiisi

Calismada bu asamadan sonra DGGE kademesine gecilmis olup, DGGE asamasindan

elde edilen jelin goriintlsi Sekil 6.23’de gosterilmistir.
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Sekil 6.23 DGGE asamasindan elde edilen jel goriintisi
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YS-CK2 YS-CK1 HC1 SMZT1 ETC1 €S2 (CS1 $SK2 5K1

:

21 ———

az -

Sekil 6.24 Poliakrilamid jel Gizerinde goriintilenen DNA bantlari

Sekil 6.24’de de gorildigi Gizere poliakrilamid jel elektroforezi neticesinde bakterilerin
DNA’larinin yogunluguna gore olusan 27 bant tespit edilmistir. Tespit edilen her bir
bant kesilip PCR2 asamasi uygulanmistir. PCR islemi tamamlanan Grunler, nikleotit dizi
analizinin belirlenmesi icin REFGEN Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Laboratuvarina
gonderilmistir. Elde edilen DNA dizileri BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
programi kullanilarak Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi veritabanindaki mevcut dizi
bilgileri ile karsilastirilip; DGGE bant numaralari ile beraber gen bankasi sekans
dizilimleri erisim numaralari, mikrobiyal tiirler, benzerlik ylzdeleri raporlanmistir

(Cizelge 6.17).
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Cizelge 6.17 DGGE profillerinden 16S rRNA gen dizilerinin kismi tanimlanmasi

Gen Bankasi 16S rRNA
Bantlar Ornekler Blast Referans Suslari Erisim Benzerlik
Numaralari %
En yakin akrabalik susu Sus
(strain)
1 YS-CK1 Calochaete cimrmanii RKST551 NR_117712.2 94
2 YS-CK1 Cylindrospermum CCALA 989 | NR_125683.1 93
pellucidum
3 YS-CK1 Cylindrospermum CCALA 995 | NR_125686.1 93
licheniforme
4 YS-CK1 Microcoleus sp. PCC 7113 PCC 7113 NR_102467.1 92
5 YS-CK1 Calothrix sp. PCC 7507 PCC7507 | NR_102891.1 93
6 YS-CK1 Gloeocapsa sp. PCC 7428 PCC 7428 NR_102460.1 93
7 YS-CK1 Scytonema hofmanni PCC 7110 NR_112180.1 89
8 YS-CK1 Arthrospira platensis PCC 7345 NR_125711.1 91
9 YS-CK1 Lyngbya aestuarii PCC 7419 NR_114680.1 91
14 YS-CK1 Chitinophaga jiangningensis | JN53 NR_118590.1 90
15 YS-CK1 Chroococcidiopsis thermalis | PCC 7203 NR_102464.1 87
16 YS-CK1 Chlorogloeopsis fritschii PCC 6912 NR_112176.1 90
17 YS-CK1 Hassallia antarctica CCALA 957 | NR_117192.1 83
18 YS-CK1 Nostoc sp. PCC 7120 PCC 7120 NR_074310.1 82
19 YS-CK1 Brasilonema terrestre CENA116 NR_116034.1 94
YS-CK1, SK1, CS1,
20 ETC1, SMZT1,
HC1, SK2, CS2 Oscillatoria nigro-viridis PCC7112 NR_102469.1 91
YS-CK1, SK1, CS1,
21 ETC1, SMZT1,
HC1, Nostoc punctiforme PCC73102 | NR_074317.1 89
YS-CK2, SK2, €S2
22 YS-CK1 Halospirulina tapeticola CCC Baja- NR_026510.1 93
95 Cl.2
YS-CK1,5K1
23 CS1,ETC],
SMZT1,HC1 Anabaena cylindrica PCC7122 NR_102457.1 91
SK2, YS-CK2
24 YS-CK1 Fischerella thermalis PCC 7521 NR_112178.1 94
25 SK1,¢S1, Bacillus thermoamylovorans | LMG NR_117028.1 91
ETC1, 18084
SMZT1,HC1
26 YS-CK1 Truepera radiovictrix RQ-24 NR_074381.1 86
27 YS-CK1 Acidicaldus organivorans Y008 NR_042752.1 83
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Elde edilen tir teshisi sonuglarina gore tarihi yapilara ait taglar Gzerindeki bakteri
turlerinin degisimlerini gosteren DGGE profilinde (Sekil 6.24), en az mikroorganizma
turleri Sehzade Koskii (2 m) ve Cukur Saray (2 m) dis duvar yizeylerinden alinan
orneklerde gorilmustir. SK2 ve CK2 numarali situnlarda sadece 2 bakteri tiri
(sirasiyla 21, 23 ve 20, 21 bantlar) gortlmustir. Bu calismada tespit ettigimiz bakteri,
mavi yesil algler ve kahverengi pigmentli mantarlar tas ylzeyinde olusturduklari
biyofilm ile mikroorganizmalarin ihtiyaci olan besi maddelerinin tas vylzeyinde

depolanmasini saglayarak mikroorganizmalara uygun yasama ortami olustururlar [1].

Sehzade Koski 2 m yilikseklikteki duvar ylzeyinden alinan 6rnekte Nostoc punctiforme
strain PCC 73102 (bant 21) ve Anabaena cylindrica strain PCC 7122 (bant 23); Gukur
Saray’da ise Oscillatoria nigro-viridis strain PCC 7112 (bant 20) ve Nostoc punctiforme

strain PCC 73102 (bant 21) cinslerine ait siyanobakteriler tespit edilmistir.

Eslesme sonucuna gore 23 numarali bandin Anabaena cylindrica strain PCC 7122
(NR_102457.1) susu ile 24 niikleotit bakimindan farklhilik oldugu ve %94 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 6.18).

21 numarali bant %93 benzerlik orani ile Nostoc punctiforme strain PCC 73102
(NR_074317.1) susu oldugu tespit edilmistir. Cizelge 6.19’da referans susu ile 21 nolu

bant arasindaki 27 nikleotit farki belirtilmistir.
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Cizelge 6.18 23 numarali bandin Anabaena cylindrica strain PCC 7122 (NR_102457.1)
ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant23: 7 GCGT-CT-CCCAGGCGGGATACTTA-CGCGTTAGCTACGGCACAGCTCGGGTCGATACGA 63

L e O O
Ref: 836 GCGTACTCCCCAGGCGGGATACTTAACGCGTTAGCTACGGCACGGCTCGGGTCGATACAA 777

Bant23: 64 GCTACGCCTAGTATCCATCGTTTACGGCTAGGACTACTGGGGTATCTAATCCCATTCGCT 123

FETEEEEr e e e e e r e e e e
Ref: 776 GCCACGCCTAGTATCCATCGTTTACGGCTAGGACTACTGGGGTATCTAATCCCATTCGCT 717

Bant23:124 CCCCTAGCTTTCGTCCATGAGTGTCAGTTACGGCCTAGCAGAGCGCTTTCGCCACCGGTG 183

[
Ref: 716 CCCCTAGCTTTCGTCCCTCAGTGTCAGTTACGGCCTAGCAGAGCGCTTTCGCCACCGGTG 657

Bant23: 184 TTCTTCCCAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTGGGAATTCCCTCTGCCCCCACCGCA 243

Ref: 656 TTCTTCCTGATATCTACGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCCTCTGCCCCGAACGTA 597

Bant23:244 CTCTAGCTGTGTAGTTTCCACTGCCTGT-TCAGGGTTGAGCCCTGAC-CTTTGACAGCAG 301

RN R e e e R e R e e A R R RN
Ref: 596 CTCTAGCTCTGTAGTTTCCACTGCTTTTATCA-TGTTGAG-CATGACTCTTTAACAGCAG 539

Bant23:302 ACTTACACTGCCACCTGCGGACGCTTTACGCCCAATCATTCCGGATAACGCTTGCATCCT 361

CErrerr e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 538 ACTTACATGGCCACCTGCGGACGCTTTACGCCCAATCATTCCGGATAACGCTTGCATCCT 479

Bant23:362 CCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATGCTGATTCCTCAGGTACCGTCAT 421

CErrrrrrrrrrr e et rrr e e e e e et trrr e e e e
Ref: 478 CCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATGCTTATTCCTCAGGTACCGTCAT 419

Bant23:422 TGTATTCTTCCCTGAGAAAAGAGGTTTACGACCCAAGAGCCTTCCTCCCTCACGCGGTAT 481

e NN EEEEEEEEEEEEEE
Ref: 418 TTTTTTCTTCCCTGAGAAAAGAGGTTTACGACCCAAGAGCCTTCCTCCCTCACGCGGTAT 359

Bant23:482 TGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAAATTCCCCACTGCTGC 527

CEEEErrrrr et et e e e e e e e e e e et
Ref: 358 TGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAAATTCCCCACTGCTGC 313

Ref: Referans sus

98



Cizelge 6.19 21 numarali bandin Nostoc punctiforme strain PCC 73102 (NR_074317.1)
ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant21:12 ATGGGCG-CGGCCTGACGGAGC-ATACCGCGTGGGGGAGG-AGGCTCTTGGGTCGT-AAC 67

FEEEET N N
Ref: 341 ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAAC 400

Bant21:68 CTCTTTTCTCAGGGAAGAATACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG 127

N
Ref: 401 CTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCG 460

Bant21:128 TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAG 187

FEEEEEEEEEr e e e e e rrrrrrrrrrrrrere
Ref: 461 TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAG 520

Bant21:188 CGTCCGCAGGTGGCAGTGTAAGTCTGCTGTCAAAG-GTCAGGGCTCAACCCTGA-ACAGG 245

Ref: 521 CGTCCGCAGGTGGCAATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAG-CTCAACTA-GATACAAG 578

Bant21:246 CAGTGGAAACTACACAGCTAGAGTGCGGTGGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTG 305

FCErrrrrrerrrrr rerrrrrer e e e e e e rrr e
Ref: 579 CAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG 638

Bant21:306 AAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGA 365

Frrrrrrrerrerr rrrrrrer e e e et e e et
Ref: 639 AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGA 698

Bant21:366 CACTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGT 425

Ferr e et e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 699 CACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGT 758

Bant21:426 AAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTA 485

FErrrrrrerrrrrrerrer rer rrrrrr e e et e e e
Ref: 759 AAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTA 818

Bant21:486 AGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC 508

FEEEEEErrr et
Ref: 819 AGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC 841

Nostoc punctiforme nispeten yiiksek 1sik yogunlugu alan ylizeylerde yaygin olarak
bulunan bir cinstir [126]. Her ornek alanda tespit edilen bu tir baskin olarak
bulunmustur. Filamentli siyanobakterilerin bir tlri olan Nostoc punctiforme tas

eserlerin dis cephelerinde siyah-kahverengi biyofilm seklinde yiizeyi kaplamis olarak
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gorulmektedir [127], [128]. Nostoc sp. cinsine ait mavi-yesil algler metabolizmalari
esnasinda musilaj “yapiskan” maddeler reterek kendilerinin ve diger
mikroorganizmalarin tasin ylizeyine yapismasina olanak saglamakta ve Oscillatoria sp.
cinsine ait mavi-yesil alglerle beraber taslarin biyolojik parg¢alanmasinda goérev
almaktadir [2], [92]. Nostoc sp. siyanobakterileri nitrojen doniisiimiinde de 6nemli rol
oynamaktadir. Bir azot baglayici olarak bu bakteriler, beslenme kosullari ¢ok extem
olan yani besin maddeleri bulunmayan (¢cok az bulunan) taslarin yilizeyinde yasayan
diger mikroorganizmalara besin maddesi saglama gorevini Gstlenmektedir. Nostoc sp.
ayni zamanda karasal ekosistemlerde de azot baglayici olarak simbiyotik yasama
katilan mantar, liken, yosun ve egrelti otu da dahil olmak tzere diger canlilara yardimci
rol Ustlenmektedir [7]. Nostoc sp. (bant 18) ve Gloeocapsa sp. (bant 6) havanin azotunu
amonyum ve nitratlara donlstirerek fikse ettigi icin kendinden sonra tas ylizeyine
gelecek olan diger mikroorganizmalara ve heterotrofik bakterilere yasam alani
saglamaktadir [129]. Fototrof mikroorganizmalar ayni zamanda primer (retici
olduklarindan tas yuzeyi gibi ekstrem ekosistemlerde o6ncii canlilar olarak kabul
edilirler heterotrofik mikroorganizmalar bu canlilarin Urettigi ekstra seliilar polimerik
organik maddeleri kullanarak gelismelerini saglarlar. Ayni zamanda olen fototrofik
mikroorganizmalar da heterotroflara besin kaynagi teskil ederler. Bu nedenlerle tas
yuzeyindeki biyolojik bozunmayi arastiran birgok ¢alisma mavi yesil algler gibi

fotosentetik canlilar Gizerinde yogunlasmistir [129].

Bant 20 ve 21’e ait tlirler; Ertugrul Tekke Camii, Seyh Muhammed Zafiri Turbesi, Yildiz-
Hamidiye Camii ve Cit Kasri’'nin dis duvar ylzeylerinden alinan 6rneklerde de tespit
edilmistir. Sehzade koskii ve Cukur Saray tarihi yapilarina ait 0.5m ylkseklikteki
duvarlarindan alinan o¢rneklerde Nostoc punctiforme strain PCC 73102, Anabaena
cylindrica strain PCC 7122 ve Oscillatoria nigro-viridis strain PCC 7112 tiirleri 20, 21, 23
numarall bantlar ortak olarak bulunurken, Sehzade Koéski duvarinda buna ilave olarak
diger tarihi yapidan farkli 25 nolu bant ortaya ¢ikmistir. Bu bantta tiir olarak Bacillus
thermoamylovorans strain LMG 18084 susu tespit edilmistir. Tas ylizeyindeki Bacillus
tirleri metabolizmalari esnasinda organik asitler olusturmakta ve bu organik asitler
taslardaki Fe, Mg, Mn, Si, Al, Ca gibi elementleri ¢cozmektedir [130]. Cozlinen bu

elementler mikroorganizmalarin blyime ve gelismesinde kullaniimaktadir. Bu
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yapilarda ¢okga kullanilan kifeki tasi olarak bildigimiz kalker, silis ve fosil
cokeltilerinden olusan yapi malzemesi Bacillus sp. tiiri bakterilerin salgiladigl organik
asitlerle karsilasmadiklarinda ¢ok daha dayanikli olarak kalmaktadir. Literatir
¢alismalarinda da gorilmustir ki Bacillus sp. turd bakteriler kalkerli taslara zarar veren

mikroorganizmalarin basinda gelmektedir [130].

20, 21, 23 numarali bantlarda da fotosentetik bir bakteri grubu olan ve mavi-yesil alg
olarak  da adlandirilan siyanobakterilere (Cyanobacteria) rastlanmistir.
Siyanobakteriler; gram-negatif fotosentetik prokaryot mikroorganizma olup [131])'de
tas anitlarda 1si8a maruz kalan yuzeylerde koloni olusturan baslica organizmalardir [2].
Siyanobakteriler fototrofik mikroorganizma oldugu ve klorofil-a, betakarotin, flavianin,
fikosistein fotosentetik pigmentlerini tasidigi icin tarihi yapilarin dis yizeylerinde
bliyimesi esnasinda olusturdugu biyofilmler ile taslarda renk degisikligine ve fiziko-
kimyasal bozulmalara neden olmaktadir [132], [106]. Tarihi yapilarda tahrip olmus ve
tahrip olmamis taslar Uzerinde yasayan mikrobiyal toplulugun incelendigi bir
arastirmada hem bozulan hem de bozulmamis tas ylzeylerinde siyanobakterilerin
bulundugu ve bu ortamlardaki mikrobiyolojik aktivitelerde 6nemli derecede rol aldigi
ortaya konmustur. Ozellikle bozulmaya ugramamis yiizeylerde baskin organizma tiirii
Anabaena cylindrica, bozunmaya ugrayan vylzeylerde ise baskin organizma
Chroococcidiopsis sp. oldugu belirlenmistir [133]. Anabaena cylindrica (bant 23), tath
sularda yaygin olarak bulunan filamentli ve azot tespit eden bir mavi-yesil algdir. Azot
fiksasyonundan sorumlu olan bu mavi-yesil algler heterosit adi verilen 6zel kalin duvarli
hiicrelere sahip tirlerdir. 15 numarali bantta tespit edilen Chroococcidiopsis thermalis
strain PCC 7203 ise zorlu cevre sartlarina (6rnegin; asiri sicak ve soguk, kurak kosullar)
toleransli olan tek hiicreli bir Cyanobacterium'dur [133-135]. Chroococcidiopsis sp. gibi
kriptoendolitik siyanobakteriler kaya ylzeylerinin altinda kriptoendolitik likenler,

mantarlar ve bakteriler ile birlikte yasarlar [134], [135].

1 numaral bantta toprak ylizeylerinde yasayan filamentli bir siyanobakteri olan
Cyanophyceae sinifina ait Calochaete cimrmanii strain RKST551 16S tirl tespit
edilmistir. Bu mavi-yesil alg hidrate polisakkaritlerden (hydrated polysaccharides)
olusan yapiskan bir musilaj olusturarak hiicre disina vermektedir [136]. Olusan bu
musilaj tabaka icerisinde onlarca mikroorganizma tiriiniin barindigi kolonilerin
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olusmasina katki saglar [1]. Cizelge 6.20’de sekans analizi ile belirlenen dizinin referans

alinan dizi ile eslesme sonuglari verilmistir.

Cizelge 6.20 1 numaral bandin Calochaete cimrmanii strain RKST551 (NR_117712.2) ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bantl: 1 CTGACGGAGC-ATACCGCGTGAGGGAGG-AGGCTCTTGGGTCGT-AACCTCTTTTCTCAG 57

N N e
Ref: 28 CTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAG 87

Bantl: 58 GGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG 117

[
Ref: 88 GGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG 147

Bantl: 118 CGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTG 177

FErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 148 CGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTG 207

Bantl: 178 GCAGTGTAAGTCTGCTGTCAAAG-GTCAGGGCTCAACC-CTGAACAGGCAGTGGAAACTA 235

R N I ey
Ref: 208 GCTGTGTAAGTCIGCTGTTAAAGAGTGAGG-CTCAACCTCATAAGA-GCAGTGGAAACTA 265

Bantl: 236 CACAGCTAGAGTGCGGTGGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG 295

Ref: 266 CACAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG 325

Bantl: 296 ATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTCATGGACG 355

Ot rerrrrr e rrr e e e e rrr e e bt
Ref: 326 ATCAGGAAGAACACCGATGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACG 385

Bantl: 356 AAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA 415

FEEEEEE e et e e e e e b e e e e e e e e e e e
Ref: 386 AAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA 445

Bantl: 416 CTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT 475

FErrrrrr e rrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Ref: 446 CTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT 505

Bantl: 476 GGGGAGTACGC 486

ERERREEE
Ref: 506 GGGGAGTACGC 516

Ref: Refererans sus
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Eslestirme sonucuna goére 1 nolu bandin Calochaete cimrmanii strain RKST551
(NR_117712.2) susu ile arasinda 23 nikleotit bakimindan farkhlik oldugu ve %94

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmisgtir.

Cizelge 6.21 2 numarali bandin Cylindrospermum pellucidum strain CCALA 989
(NR_125683.1) ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant2: 1 CCTGACGGAGC-ATACCGCGTGAGGGAGG-AGGCTCTTGGGTCGT-AACCTCTTTTCTCA 57

Frrrrrrrerr rrrrrrrrrrrr e rrrr e e et e rr e e
Ref: 27 CCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTICTCA 86

Bant2: 58 GGGAAGAATACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC 117

R N RN
Ref: 87 GGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC 146

Bant2: 118 GCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGT 177

FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 147 GCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAARAGCGTCCGCAGGT 206

Bant2: 178 GGCAGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGGTCAGGGCTCAACCCTGAACAGGCAGTGGAAACTAC 237

e e e R
Ref: 207 GGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGCAAGGCTCAACCTTGTAAAGGCAGTGGAAACTAC 266

Bant2: 238 ACAGCTAGAGTGCGGTGGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA 297

N AnEEnEnEEEE RN
Ref: 267 ATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA 326

Bant2: 298 TTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTCATGGACGA 357

N N EEEEEEE RN
Ref: 327 TCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGA 386

Bant2: 358 AAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC 417

Frrrrrreerrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 387 AAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC 446

Bant2: 418 TAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTG 477

R
Ref: 447 TAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCIG 506

Bant2: 478 GGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAA-CTCAAAGGGAAATTGACGGG 520

R e
Ref: 507 GGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGG-AA-TTGACGGG 548
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Cizelge 6.21’de 2 numarali bantta yine topraklarda yasayan filamentli bir siyanobakteri
olan Cylindrospermum pellucidum strain CCALA 989 susu 29 nikleotit farki ile % 93
benzerlik oraninda tespit edilmistir. Sao Francisco kilisesinde endolitik mikroorganizma
blylmesinin arastinldigl calismada siyanobakterilerin granit tasta siyah bir patina
halinde blyume gosterdigi bulunmustur. Siyanobakteriler kaya yarik ve catlaklarinda
ve kumtasi, mermer gibi gozenekli seffaf kayaglarda olusan oyuklarda yasayabilir ancak
yogun koyu renkli volkanik kayaclarda bulunmayabilirler [134]. Calismada incelenen
yapilardan biri olan Cukur Saray duvarlari volkanik bir kaya¢ oldugundan siyanobakteri

turlerine daha az sayida rastlanmistir.

4 numarali bantta Microcoleus sp. PCC 7113 strain PCC 7113 susu tespit edilmistir.
Microcoleus sp. (bant 4), sularda yaygin olarak bulunan filamentli ve azot tespit eden
bir mavi-yesil algdir. Azot fiksasyonunda onemli gorev alan bu mavi-yesil alg tas
ylzeyinde yasayan "mikrobiyal mat" olarak da adlandirilan mikrobiyoal kolonizasyonun
gelismesinde o6nemli derecede etkilidir. Ayni zamanda olusturdugu fotosentetik
pigmentlerle taslarin bozunmasi lzerinde de etkilidir. Tas ylzeylerinde olusan renk
degisimleri tasin estetik goriinimiini bozmaktadir. Ozellikle siyahimsi renklerin ortaya
cikmasi  fototrofik biyofilm olusumlarina baghdir. Bu biyofilmlerin yagmurla
iIslanmasindan hemen sonra Hassallia sp., Tolypothrix sp., Scytonema sp., Lyngbya sp.
ve Calothrix sp. tirl siyanobakteriler ireyerek ortaya ¢ikmaktadir [137]. Calismada 5
numarali bant Calothrix sp. PCC 7507 strain PCC 7507, 17 numaral bant Hassallia
antarctica strain CCALA 957 ve 9 numarali bantta Lyngbya aestuarii strain PCC 7419, 7
numarali bantta da Scytonema hofmanni strain PCC 7110 tirleri tespit edilmistir.
Scytonema hofmanni cinsi mavi-yesil algler tas ylzeylerde, topraklasmis kabuklarda
gelisme gostermektedir [138]. Cit kasri 0.5 m yikseklikten alinan 6rnekte tespit edilen
Calothrix sp. (bant 5), tasin Ust ylzeylerinde diiz siyah bir biyofilm olusturan heterosit
yaplya sahip olabilen bir mavi-yesil algdir [139]. Literatlrde Hassallia Antarctica strain
CCALA 957 (bant 17) ile eslesen tir tanimlamalarina rastlanmamistir. Farkh
calismalardaki elde edilen bilgilere dayanarak tas yariklarinda yerlesme gosterdiginden
bahsedilmistir [139]. Siyanobakteriler arasinda en yaygin olanlari Nostoc sp., Calothrix
sp. ve Hyella sp.”dir [140]. Bu bakteriler, yeterince nemli olan ve giines i1sigina maruz

kalmayan bolgelerde lireme gerceklestirerek likenik formda da gorilmektedirler [141].
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Gahsmada incelenen tas yuzeylerde yaygin bir alg florasi tespit edilmis, bu alg florasina
da Oscillatoria sp. (bant 20) gibi hareketli alg Ornekleri gézlenmesinin yaninda,
Anabaena (bant 23) gibi hareketsiz formlar da gozlenmistir. Kurak kaya yuzeylerini
genellikle Cyanophyceae tirleri, nemli bolgelerde ise kaya ylizeylerini Gloeocapsa sp.
(bant 6) ve Nostoc sp. (bant 21) Uyeleri ortmektedir. Mavi-yesil algler icerisinde,
Anabaena sp., Nostoc sp., Cylindrospermum sp. gibi cinsler (tim Nostacaceae
familyasina ait 6rnekler) atmosfer azotunun fiksasyonunu saglamaktadir [7], [145].
Boylece mikroorganizma gelismesi icin uygun olamayan kosullar tasiyan tas ylizeyleri

mikrobiyal gelisme icin nispeten uygun ortamlar haline gelmektedir.

8 numarali bantta gorilen Arthrospira platensis strain PCC 7345 susu yiksek protein
icerikli azot baglamayan (non-nitrogen fixing), ortamdaki nitratlari kullanan ipliksi,
spiral sekilli prokaryotik bir organizmadir [143], [144]. Bunun gibi bircok
siyanobakteriyel tir nitrojenaz enzimine sahiptirler ve gelisimleri i¢in atmosferik azotu

fikse edebilirler [145].

Siyanobakteri siniflari arasinda kaya ve tas duvar vylizeylerine yapisik olarak
yasayanlarin c¢ogunlugunun genelde yuvarlak, renkli, yapiskan tabaka olusturan
heterosistik tiplerinin biyokitle acisindan baskin oldugu belirtiimektedir [146]. Organik
asit Uretme kabiliyetinde olan bu siyanobakteriler diger bakteri ve mantarlar igin
organik besinler de saglayarak tas parcalanma oranini daha da arttirmaktadir [147]. 6
numarall bantta tespit edilen ve kokoid bir siyanobakteri olan Gloeocapsa sp. PCC 7428
strain PCC 7428 susu Microcoleus sp. cinsleri gibi tim dogal ortamlarda (hava-su-
toprak) bulunan mavi-yesil alglerdir. Gloeocapsa sp. asiri renkli yogun jelatinli kiliflara
sahip oldugundan tas yizeylerine yapismasi kolay olmaktadir ve bu kilif kuru hava
sartlarinda dahi tas ylizeylerinde koloni olusturmalarina neden olmaktadir [134].
Gloeocapsa sp. ve Scytonema sp. cinsine ait mavi-yesil alglerin bulundugu ortamlarda
sicaklik, nem ve glines isinlari varliginda tas ylizeyinde bulunan bu mikroorganizmalar
siyah kabuk olusturan mikroorganizmalara yasam alani saglayarak tas ylizeyinde siyah
kabuk olusmasina neden olmaktadir [148]. Taslarin mikrobiyolojik bozunmasinin
gostergesi olan siyah kabugun baskin mikroorganizmalari; mantarlar olmasina karsin
yesil subarial noktalarin baskin mikroorganizmalari alglerdir [10], [93]. Siyah
kabuklarda olusan biyofiimlerde bol miktarda Chroococcales (Gloeothece sp.,
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Gloeocapsa sp., vb.) bulunmaktadir [149]. Yapilan bir arastirmada siyah kabuklarin
mineral iceriginin siyanobakterilerin gelisimini desteklemek igin yeterli oldugu ifade

edilmektedir [107].

Bu iki tlrin olusturdugu yasam alani ardindan gelecek olan ve “mikrobiyal konsortia”
adi verilen Scytonema sp., Asterocapsa sp., Calothrix sp., Gloeocapsa sp.,
Chroocococcus sp., Chroococcidiopsis sp., Cylindrospermum sp., Leptolyngbya sp.,
Pseudophormidium sp., Blennothrix sp., Plectonema sp., Tolypothrix sp., Hassallia sp.,
Coleodesmium sp. cinslerine ait mikroorganizmalarin ortama yerlesmesine oncilik
etmektedir [126], [136], [145]. 3 numarali bantta tespit edilen Cylindrospermum
licheniforme strain CCALA 995 Cyanophyceae grubunda bulunmaktadir. Bu tiir de tas
ylzeyinde vyer alan mikrobiyal ekosistemin 6nemli bireylerindendir. Yapilan bir
arastirmada tarihi eserlerdeki taslarin elemental bilesimi ile izerinde yasayan mikro-
makro organizma topluluklari arasinda pozitif iliski bulunmustur. Bu anlamda taslarda
bulunan Mg*?, Na*, K* elementleri, organik karbon, karbonat ve klor iyonlari ile mavi-

yesil algler arasinda pozitif iliski bulunmustur [79].

Tas yapitlarin Gzerinde olusan siyonabakterilerin tim tirleri azot baglama kapasitesine
sahiptir ve ¢oller ve tuzlu ortamlar da dahil tropik ortamin tiim kosullari altinda hayatta
kalabilmektedirler [126]. Kayaclarda yasayan siyanobakteriler ve yesil algler taslarin
kiicik parcalara ayrilmasi ve toprak olusumu saglayarak topragin su tutma kapasitesini
arttirmaktadir [134]. Siyanobakteri ve alglerin bliylimesiyle tas ylzeyinde olusan
kabuklar ve ayni zamanda tas yizeyindeki mikrobiyal ekosistem gézeneklerde bulunan
nemin disariya c¢cikmasini engelleyerek tasin daha uzun sire nemli kalarak tas

kolonizasyon potansiyelini arttirmakla sonuglanir.

Brasilonema terrestre strain CENA116, periyodik olarak islak kalan kayalar ve duvarlar
Uzerinde [150], Halospirulina tapeticola strain CCC Baja-95 Cl.2 tuzluluk orani yiksek
ortamlarda yaygin olarak karsilasilan bir mavi-yesil alg tirtdir [151]. Ayrica, Spirulina
sp. (Arthrospira), Oscillatoria sp. ve Anabaena sp. gibi hizli gelisen mavi-yesil algler;
protein, pigment, yag asitleri, karbonhidratlar gibi nitrientleri iretmektedir [142].
Tarihi eserlerdeki tas ylzeyindeki mikroorganizmalar konusunda yapilan calismalarda

Brasilonema sp. tiir ve suslarina zaman zaman rastlanmamustir. Literatliriin calismalari
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cogu agirhkli olarak avrupa'ya 6zgl siyanobakteriler lGzerinde yogunlasmistir. Cizelge
6.22’de tespit edilen 22 numarali bandin Halospirulina tapeticola ile 16S rRNA

eslestirme sonuclari gosterilmistir.

Cizelge 6.22 22 numaral bandin Halospirulina tapeticola CCC Baja-95 Cl.2
(NR_026510.1) ile 16S rRNA eslestirme sonuglari

Bant22:11 AATGGAGCG-AAGCCTGACGGAGC-ATACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGT-A 67

R R R R R R R R R N N N N R N
Ref: 314 AATGG-GCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAAGAAGGTCCTTGGATCGTAA 372

Bant22:68 ACCTCTTTTCTCAGGGAAGAA-TACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACT 126

R e T EEnEEEy
Ref: 373 ACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGTTC--TGACGGTACCTGAGGAATAAGCCTCGGCTAACT 430

Bant22:127 CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTA 186

Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrer e rer rerrr e e e e rr e
Ref: 431 CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA 490

Bant22:187 AAGCGTCCGCAGGTGGCAGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGGTCAGGGCTCAAC-CCTGAACA 245

R e R e e
Ref: 491 AAGCGTTCGCAGGTGGCTGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGGAGCTTAACTCCGGAA-A 549

Bant22:246 GGCAGTGGAAACTACACAGCTAGAGTGCGGTGGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGG 305

R N nnE Ry
Ref: 550 GGCGGTGGAAACTGAAGAGCTAGAGTGCGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGG 609

Bant22:306 TGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACT 365

FErrrrrrrrrrrrrer e rrr e e e e e e e et e e rr
Ref: 610 TGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTACTAGGCCGCAACT 669

Bant22:366 GACACTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCC 425

Ref: 670 GACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCT 729

Bant22:426 GTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGT 485

Ref: 730 GTAAACGATGGGTACTAGGCGTAGCTTGTATCGACCCGAGCTGTGCCGAAGCTAACGCGT 789

Bant22:486 TAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAA 529

FEEEEr rrrr e e et rerer e rrr e
Ref: 790 TAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAA 833
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Microcoleus sp., Anabaena Cylindrica suslarina benzer sekilde 16. Bantta tespit edilen
Chlorogloeopsis fritschii PCC 6912 susu, tas ortaminda uygun organik madde varliginda

gelisim géstermekte ve azot fiksasyonunda gorev almaktadir [152].

Chitinophaga jiangningensis strain JN53, potasyum igeren kayaglarda ayrismaya neden
olabilir ve Si, Al, K ve Fe'nin serbest birakilmasi saglanir. Oksidaz ve katalaz aktiviteler
icin pozitif reaksiyonlar gostermektedir [153]. Fischerella thermalis strain PCC 7521, 151k
kaynagina en yakin yerde biyofilm olusturarak biyolojik bozunmaya bir katkisi vardir
[10]. Cizelge 6.23’de 24 nolu bandin Fischerella thermalis ile 16S rRNA dizi eslestirme

sonuglari ve benzerlik orani ile niikleotit farklari gosterilmistir.
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Cizelge 6.23 24 numarali bandin Fischerella thermalis strain PCC 7521 (NR_112178.1)
ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant24:25 GCCTGACGGAGC-ATACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGT-AACCTCTTTTCTC 82
e
Ref: 242 GCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTC 301

Bant24:83 AGGGAAGAA-TACAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG 141
[ e e N
Ref: 302 AAGGAAGAAGTTC--TGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG 359

Bant24:142 CCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAG 201
FEEEEEEEEEr e e e e e rrrrrrrrrrrrrere
Ref: 360 CCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAG 419

Bant24:202 GTGGCAGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGG-TCAGGGCTCAACCCTGA-ACAGGCAGTGGARA 259
e e e A EEEE ey

Ref: 420 GTGGTTGTGTGTGTCTATTGTCAAAGCATCATG-CTTAACA-TGATAAAGGCAGTAGAAA 477

Bant24:260 CTACACAGCTAGAGTGCGGTGGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 319

Ferrrr et rrr e e e e et e e e e e
Ref: 478 CTACACGACTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 537

Bant24:320 GAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTCATGG 379

FErrr ot e e e e e e e e e e e e e
Ref: 538 GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG 597

Bant24:380 ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGG 439

CErrrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e e
Ref: 598 ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGG 657

Bant24:440 ATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCG 499

FEEEEEEErrr | ERREREEN PPt e e e e e
Ref: 658 ATACTAGGCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCG 717

Bant24:500 CCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAA-CTCAA-GGAA 535

FEEEEEErrr e vt verr e e el
Ref: 718 CCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAA 755

Ref: Refererans sus
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Cizelge 6.24 25 numarali bandin Bacillus thermoamylovorans strain LMG 18084
(NR_117028.1) ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant25: 12 ATGGACG-AAGTCTTGACGCAGC-CCGCCGCGTGAGTGATG-AGGTCTTCGGATCGT-AA 67

N L e o e e B B B B B O R
Ref: 355 ATGGACGAAAGTC-TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGYGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAA 413

Bant25:68 GCTCTGTTGTTAGGGACGATAATG-ATCGGAGG-AATGCCGGTACCTTGACGGTTCCTGA 125

FEEErrrrrrrrrerr e
Ref: 414 GCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATCGGAGGAAATGCCGGTACCTTGACGGTACCTGA 473

Bant25:126 CCAGAAAGCCACGGCTTACTACTTGCCACTAGCCTTGGTAATACTTACGTGGCATACGTT 185

e e B O O O O O O O B R R N B
Ref: 474 CGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 533

Bant25:186 GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTTCATCTGATGTGAAATCT 245

Ref: 534 GTCCGGAWTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAATCT 593

Bant25:246 TGCGGCTCAACCGCCTTCGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGT-GAAGAGGAAAAA 304

ERERRREEREEN FEErrrrrrr et rr e e rrr e
Ref: 594 TGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGC 653

Bant25:305 TTGAATTCATCTTGTAAGAGTGAAATGGGTAAAGATGTGGAAGAACACCCGTGGCTGAAG 364

FEEEEE il FEEErrrr e et trrrr et rerrr rrrd
Ref: 654 G-GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC-GAAG 711

Bant25:365 GCTGCTTTCTGGTCCGTAACTGACCCTCAGGATCAAATACCTGGGGAGCAAACGCGATTA 424

R e A e R R R R RN R
Ref: 712 GCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 771

Bant25:425 AATACCCTGGTAATCCACCCCGTAAACTATGAATGCTAAGTGTTGGAAGGTTTCCGCCCT 484

CErrrrrrerr rerer rerrer e rerr rrrrrr e et e e
Ref: 772 GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT 831

Bant25:485 TTC-TGCTGCGGCTAACGCGTTACACACTCCGCCTGGAGAGTACGTGTCGCGAAGACTGA 543

\ R R e R R R R R R R RN
Ref: 832 TCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG-GTCGC-AAGACTGA 889

Bant25:544 AACTCAAGGGAATTTGACGGG 564

FEEEEEE rrrrrt rrrrrd
Ref: 890 AACTCAAAGGAATT-GACGGG 909
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24 numarali bant %91 benzerlik orani ile 36 nikleotit farkiyla Fischerella thermalis
strain PCC 7521 (NR_112178.1) susu tespit edilmistir. 25 nolu banda ait izolatin Bacillus
thermoamylovorans strain LMG 18084 (NR_117028.1) susu ile 66 niikleotit bakimindan

farkhihk oldugu ve %86 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 6.25 27 numarali bandin Acidicaldus organivorans YOO8 (NR_042752.1) ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant27: 11 ATGGGCG-CAGCCTGATCCAGC-ATGCCGCGTGGGTGATGAAGGTCTTCGGATTGT-AAG 67

Ferrrrr e et rrrr e e e e e e
Ref: 284 ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAG 343

Bant27: 68 CCCTTTCGGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCTTGC 127

FErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
Ref: 344 CCCTTTCGGCGGGGACGATGGTGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGC 403

Bant27: 128 CGCCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTGGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGC 187

ot rr e e et e e e e e e e e e
Ref: 404 CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGC 463

Bant27: 188 GCGTAGGCGG-T-TCGTACAGTCGGGCGTGAAATTCCTGGGCTCAACCTGGGGACTGCGT 245

R e R R R R R RN RN
Ref: 464 GCGTAGGCGGCTCTCAT-C-GTCGGGCGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCGT 521

Bant27: 246 TCGAGACGTTTGGTCTAGAGTGGGGAATAGGGTCGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAA 305

R R R R R R R R R RN
Ref: 522 TCGATACGTGGGGGCTTGAGTGTGGGAGAGGGTCGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAARA 581

Bant27: 306 TTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCGACCTGGTCCTTGACTGACGC 365

FEEEEEE e e e e e e e e e et e e e e e e rr e
Ref: 582 TTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCGACCTGGTCCATGACTGACGC 641

Bant27: 366 TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTATGCCACGCCGTAARA 425

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e et b rrrd
Ref: 642 TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA 701

Bant27: 426 CGATGTGCGCTGGATGTTGGGCGGCTTACCCGCTCAGTGTCGTATCTAACTCGATAAGCA 485

R R N ey
Ref: 702 CGATGTGCGCTGGATGTTGGGTGGCGTAGCTGCTCAGTGTCGTAGCTAACGTGGTAAGCG 761

Bant27: 486 CACCGCCCGGGGAGTACGGCCGCC-GGTTGATA-TCAA 521

R
Ref: 762 CACCGCCTGGGGAGTACGCCCGCAAGGTTGAAACTCAA 799
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Cizelge 6.26 26 numarali bandin Truepera radiovictrix RQ-24 (NR_074381.1) ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari

Bant26:16 ATGGGCGC-ACCCTGACCGAGCGATCGCTCGCGTGAGTGATG-AGGTCTTCGGATTGTAA 73
L e e B e B e B e R N A N

Ref: 363 ATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGA-CACT-GCTTGAAGGATGAAGGTCTTCGGATCGTAA 420

Bant26:74 -CTTCTTTTCTCGGGGACGA-AATGACGGTACCCCGCT-TTAACCCCCGCCAACTTCCTG 130
[ N L e O O A B

Ref: 421 ACTTCTGAAC-CTGCGACGATCGTGACGGTAGCAGGCTAATAGCACCGGCTAACTCCGTG 479

Bant26:131 CCCGCCACCCCCGTTATTCCGAGGGGGGCTGCGTTTTCCCGAATCACTGGGCGTTAAGGG 190

L A O O O O A N
Ref: 480 CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATCACTGGGCGTARAGGG 539

Bant26:191 GGCGTAAGCGGTTTGTTAAGTTCGATGTTGGTGACCGAGGCTCAACCTCAACACGGCGTT 250

Ref: 540 CGCGTAGGCGGTTTGTTAAGTCCGATGTTAAAGCGTGGGGCTCAACCCCATCACGGCGTT 599

Bant26:251 GGATACTGGCAAGCTGGAAGGTTGGAGAGGAAGGTAGAATTACCAGTGTAGCGGTGGAAT 310

Ferrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 600 GGATACTGGCGAGCTAGACGGTTGGAGAGGAAGGTAGAATTACCAGTGTAGCGGTGGAAT 659

Bant26:311 GCCTAAATACTGGTAAGAATACCCATTGCCAAGGCAGCCTTCTGGACC-CACGTGACCCT 369

R R R R R R N R R R R R
Ref: 660 GCGTAGATACTGGTAGGAATACCCATAGCGAAGGCAGCCTTCTGGACAACACGTGACGCT 719

Bant26:370 TAAGCGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACCGGAATAAATACCCCGGTAATCCACCCCCTAAAC 429

Forrrrrrrrr rrrrr e e e e rrer e e rer e e
Ref: 720 GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCACGCCCTAAAC 779

Bant26:430 CAATCATACTTGGTGTCGGCCCGTTGGAGTCGGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATGCC 489

Fotrrrrrrrrrr e e rrrr e e e e e e e e e
Ref: 780 GATGCATACTTGGTGTCGGCCCGTTGGGGTCGGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATGCC 839

Bant26:490 GCCCGGCAGGTACGGACGCACGGTTGAAACT 520

R R R RN
Ref: 840 GCCTGGGAAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACT 870

Eslesme sonucuna gore bant 27’ye ait izolatin Acidicaldus organivorans Y008
(NR_042752.1) susu ile 35 nukleotit bakimindan farklilik oldugu ve %92 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir. 26 numarali bandin Truepera radiovictrix RQ-24
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(NR_074381.1) susu ile 78 niikleotit bakimindan farklihk oldugu ve %83 oraninda

benzerlik tespit edilmistir.

Acidicaldus organivorans strain Y008, Asidofilik heterotrofik bir Proteobakteri olan bu
tdr, literatlr ¢alismalarinda daha 6nceden tanimlanan tiim asidofilik proteobakterilere
kiyasla daha termofilik 6zellik gostermektedir [154]. Gelisme gosterdigi optimum
sicakhk 50 ve 55 °C arasinda maksimum sicakhk ise 65 °C‘dir. Asitofil, cesitli
monosakaritler, alkoller, amino asitler ve fenol de dahil olmak lizere bir dizi organik
substrat Uzerinde heterotrofik olarak biylmektedir. Ayrica oksijen yoklugunda ferrik
demir solunumu ile bliylyen fakiltatif anaerob mikroorganizma olan Y008, bircok

heterotrofik asidofil gibi demir ve kiikirt cevriminde rol oynamaktadir [154].

6%
%
11%
14%
34%
1. Mermer
0,
33% 2. Kiregtasl
3. Traverten
4, Kumtasl
5. Granit
m 6. Dolomit

Sekil 6.25 Siyanobakterilerin farkh tas malzemelerde olusum ylzdeleri [134].

Gozeneklilik, purazlilik, higroskopi ve kilcal su emme gibi durumlarin
mikroorganizmalarin tas ylzeylerde koloni olusturmalarinda biylik bir etkisi vardir [6],
[155]. Cok dusuk gozenekli ve ph'ya sahip granit tas, siyanobakterilerin gelisim
gostermeleri icin elverissiz bir tas ylizeyidir [9], [134]. Granit tas, kalker ya da mermer
ile karsilastirildiginda ¢ok daha az sayida farkh taksonla kolonize olmaktadir [134].
Yizey plrizIGlGgu arttikca mikrobiyal kolonizasyon orani da artmaktadir. Yiksek tas
gozenekliligi ve plrizli ylzey cevresel faktorlerle birlikte mikrobiyal olusumlarin

tesvikinde tasin mineral iceriginden daha 6nemli bir rol oynamaktadir [2].

Calismada elde edilen diger 10, 11, 12, 13 numarali bantlarda hizmet satin alinan firma

tarafindan tir tespit edilememis ve tanimlanmamistir. Bunun sebebi yeterli DNA
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olmamasindan kaynaklanabilir ya da UV gorintileme 15181 altinda galisilirken bakteri

DNA’lari UV isigindan zarar gérmiis olabilir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi kullanilarak yirdtilen c¢alismanin sonucunda
Mikrobiyal tir analizleri gergeklestirilen 6rnekleme alanlarinda bozunmadan sorumlu
bakteriler olarak Bacillus thermoamylovorans, Truepera radiovictrix, Acidicaldus
organivorans; mavi-yesil alg olarak ise Nostoc punctiforme, Anabaena cylindrica,
Scytonema  hofmanni, Calochaete cimrmanii, Cylindrospermum  pellucidum,
Cylindrospermum licheniforme, Arthrospira platensis, Lyngbya aestuarii, Chitinophaga
jiangningensis, Chroococcidiopsis thermalis, Chlorogloeopsis fritschii, Hassallia
antarctica, Brasilonema terrestre, Oscillatoria nigro-viridis, Halospirulina tapeticola,
Fischerella thermalis, Calothrix sp., Gloeocapsa sp., Microcoleus sp., Nostoc sp.

cinslerine ait tlrler belirlenmisgtir.

6.6 Filogenetik Agag

Dizi analizi sonugclariyla GenBank’dan bulunan tirlerin filojenisi UGENE 1.26.1 (Unipro
UGENE: Integrated Bioinformatics Tools) programi kullanilarak genetik iliskileri
gosteren filojenik agac olusturulmustur. Cizelge 6.17’de tiirlerin her birinin gen bankasi
erisim numaralarinin hangi tire ait oldugu verilmistir. Dizi analizi sonrasi elde edilen
16S rRNA geni nikleotit baz dizilimleri kromatografisinden 6rnekler (Sekil 6.26, 6.27)

Chromas version 2.6.2 programi kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 6.26 DNA dizilim analizi sonucu elde edilen 16S rRNA gen bolgesinin fragment
kromatografisinden bir 6rnek.
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Sekil 6.27 Bant 27’ye ait DNA dizilim sonucu niikleotit baz diziliminin fragment
kromatografisinden bir goriinti.

]

DNA dizilerinin karsilastiriimasiyla filogenetik analizler sonucunda tlrler arasindaki
evrimsel akrabalik iligskileri, organizmalar arasindaki genom benzerlikleri veya
farkhliklari ortaya koyulmustur. Bu bilgilerin kullaniimasiyla filogenetik agag
olusturulmustur. Filogenetik analizler Neighbor-Joining (NJ) modeline gore
UniproUGENE programinda yapilmis olup asagidaki (Sekil 6.28, Sekil 6.29 ve Sekil 6.30)

agaclar olusturulmustur.
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Sekil 6.28 Turlere ait Gen bankasi erisim numaralari ile olusturulan filogenetik agac
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- Clochetecnmani st ISTSS) (NR 117712

I Halospiruling tapeticala strain CCC Bajo-95 C1.2 VR, 026310)

--------- Hassalia antarcticastrain CCALA 957 NR_117192)
Oscillstoria igro-viridis strain PCC 7112 (NR_102469)

------------ Arthrospira platensisstrain PCC 7345 (NR_125711)
----------- Chitinaphaga jingningensis strain IN33 (NR_118590)

- Fischerelle thermalis strain PCC 7521 (NR_11217)

[==m=—————— Chroococeidiopsis thermalisstrain PCC 7203 (NR _102464)

[ peme—— Brasilonema terrestre strain CENAL16 (NR_116034)
| |_€_L Truepera radiovictix strain RQ-24 (NR_074%81)
Acidicaldus organivorans strain YOO8 (NR _042752)

I Nostoc punchiforme strain PCC 73102 (NR_074317)
[======-- Stytonema hofmanni strain PCC 7210 (R _112130)
-------- Cylindraspermum pellucidm strein CCALA 989 (NR_125683)
--------- Colothrisp. PC 7507 strain PLC 507 (VR 10288
Chlorogloeapsis fitsehi PCC 6912(NR_ 112176)
------- Bacillus thermoamylovorans strain LG 18084(NR_117028)
H— Anabaena cylindrica strain PCC 7122 (NR _102457)
------ Lynghye aestuarii strain PCC 7419 (NR_114630)
N Cylinakospermum liheniforme strain CCALA 995 (\R_125686)
Lemmm iocss 39. PCC 7113 strain PCC 7113 (\R_102467)
S Nasto sp. PCC 720strin PEC 120 R, 07431
m———————— Gloeaoapsasp. PCC 7428 strain PCC 7428 (NR_102460)

Sekil 6.29 Siyanobakteri/bakteri tlrlerinin Neighbor Joining (NJ) modeli ile elde edilen
filogenetik agaci.

Bu tilirler incelendiginde teshis edilen ¢ogu tirlerin tas malzemenin bozunmasinda

etkili oldugu goérilmektedir.
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Sekil 6.30 Siyanobakteri/bakteri turlerinin aralarindaki uzaklhigin gosterildigi filogenetik

agacl
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BOLUM 7

SONUGCLAR

Bu c¢alismada, morfolojik ve molekiler analizlerin kullaniimasiyla Yildiz Teknik
Universitesi  Yildiz Kampiis ve cevresindeki tarihi yapilardaki tas yiizeylerinde
mikrobiyolojik bozunmalara yol agan bakteri, mantar ve mavi-yesil alg toplulugu
karakterize edilerek birbirleriyle olan iliskileri ve ¢evresel faktorlerle olan baglantilari ve
bozunmaya olan  katkilari  degerlendirilmistir.  Tas  ylzeyinde  bulunan
mikroorganizmalar mikroskobik, klasik kulttrel ekim, 16 S rRNA gen analizine dayali

PCR, XRF ve SEM analizleri yapilarak tespit edilmistir.

Tas ylzeyindeki mikroorganizma sayilarini tespit etmek icin yapilan klasik kilttrel ekim
sonucu tas ylizeyinde mevsim ve aylara goére degismek lizere mantar sayisinin 300-400
000 C.F.U. /gr, bakteri sayisinin 400-700 000 C.F.U. /gr arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Optimum gelisme sicakligini tespit etmek icin 4, 20, 30 ve 35 °C’da ekimler yapilmis ve
inkiibasyon sonucunda en iyi (optimum) Gremenin 20 °C’'da oldugu bulunmustur. Daha
sonraki ¢alismalar Y.T.U. Yildiz kampiisii ve cevresi icin optimum gelisme sicakhigi olan
20 °C'da vyuratilmuistar. Optimum sicakligi belirleme calismalari ile elde edilen

bulgulara gore:

e 20 °C sicaklikta gelisme gosteren mantarlar olarak; Cladosporium
sphaerospermum, Trichoderma  koningii,  Penicillium  expansum,
Scopulariopsis brevicaulis, Alternaria alternata, Ulocladium alternaria,
Cladosporium cladosporoides, Aspergillus flavus var. columnaris, Penicillium
steckii, Mucor sp., Geotrichum sp., Alternaria sp. mantarlari,
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e 30 °C sicaklikta gelisme gosteren mantarlar; Ulocladium alternaria,
Cladosporium  cladosporoides, Cunninghamella ramose, Penicillium
expansum, Geotrichum sp.; 25 °C sicaklikta gelisme gosteren mantarlar

Penicillium frequentani, Penicillium expansum, Geotrichum sp. mantarlari,

e +4 °C'da gelisme gosteren mantar ise Alternaria sp., Penicillum sp.,

Cladosporium cladosporoides mantarlari tespit edilmistir.

Klasik ekim yontemleri ile 17 tir seviyesinde, 9 cins seviyesinde mantar ve 4 tir
seviyesinde, 2 cins seviyesinde bakteri tespit edilmistir. Taslarin bir graminda yaklagik
300-700000 arasinda mikroorganizma yasadigl, en fazla mikroorganizma Cukur
Saray’da, en az ise Yildiz Sarayi Cit Kasri’'nda yasadigi tespit edilmistir. Taslarda yasayan
mikroorganizmalarin 6zellikle suya bagimhliginin 6n plana ¢iktigi gorilmektedir.
Yagmurun az oldugu haziran-temmuz aylarinda mikroorganizma sayisinin az oldugu,
mart ve aralik aylarinda tas ylizeyinde ¢ok daha fazla gelistigi tespit edilmistir. Tas
ylzeyinde; Cladosporium sphaeraspermum, Trichoderma koningii, Penicillium
expansum, Scopulariopsis brevicaulis, Alternaria alternata, Ulocladium alternaria,
Cladosporium cladosporoides, Aspergillus flavus var. columnaris, Aspergillus niger,
Penicillium steckii, Cunninghamella ramosa, Penicillium frequentani, Penicillium jenseni
tirine ait mantarlarin gelistigi, bu mantarlarin hemen hemen hepsinin taslarda
biyolojik bozunmaya neden oldugu, ayni zamanda tarihi eserlerdeki taslarin ylizeyi,
oyuk ve catlaklarina girerek fiziksel, kimyasal parcalanma, siyah kabuk ve renklenmeye
neden oldugu, Bacillus subtilis bakterilerinin purizli biyofilmler olusturdugu ve bu
biyofiimden dolayi tas ylizeylerde olusan renk degisimlerinin ¢iplak gozle gorilebilir

oldugu tespit edilmistir.

Sicaklikla rGizgar hizi arasinda negatif bir iliski oldugu, sicaklik arttiginda riizgar hizinda
azalmalar oldugu gorilmuistir. Kis mevsiminde sicaklik azalmasina bagl olarak

kirleticilerden SO, miktarinda artis oldugu bulunmustur.

Yagislar kirleticilerin atmosferden temizlenmesine katki sagladigindan yagish havalarda
kirletici miktarlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Tas orneklerde temmuz ayindaki
koloni sayimlarinda atmosferdeki kirletici miktarindaki azalmanin etkisiyle

mikroorganizma sayisi az bulunmustur.
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Deneme alanlari gevresinde kis aylarinda nem ylzdesinin diger aylara oranla yiksek
oldugu, bu durumun tas malzemelerin nemli kalmasina yol ac¢tig ve tas ylizeyinde hem
hava kirleticilerinin hem de mikroorganizmalarin yerlesmesine uygun bir ortam
sagladigl tespit edilmistir. Bu nedenle mikroorganizma tir sayisinin soguk aylarda az,
birey sayisinin fazla oldugu, bunun aksine yaz aylarinda tir sayisinin fazla, birey

sayisinin az oldugu bulunmustur.

Yapilan XRF elementel analizleri ile tarihi yapilardaki taslarda Ca, K, Fe, Ti, Sr, Ni, Ba,
Mn, Sn, Pb, W, Zr, Cu, Rb, Se, S, Bi, As, Co, Cl, Zn, V, Cr, P elementlerinin oldugu tespit
edilmistir. Bu elementlerin mikroorganizmalara nitrient gorevi yaparak tas ylzeyinde
gelismesine katki sagladigi tespit edilmistir. Bu mineralden fosfat, siilfat, iz elementleri
tas ylizeyinde yasayan mantar ve diger mikroorganizmalar tarafindan metabolik olarak
kullanilarak tastaki yiksek asindirici 6zellikte inorganik ve organik asitlerle ¢ozlculer
Uretip parcalanmaya neden oldugu, eriyebilir tuz ve asili maddelerin tas ylzeyinde
siyah kabuk (Ca, Si ve C bakimindan zengin) olusturdugu, kalsiyum kloriir (CaCl2),
sodyum kloriir, potasyum kloriir gibi maddeler kaya icinde yer aliyorsa su etkisiyle
zaman icerisinde eriyerek kayac icerisinde bosluklar olusmasina neden oldugu, NaCl
tasin su emme kapasitesini arttirip, ciceklenme denilen deformasyona neden oldugu

bulunmustur.

Yapilan SEM calismalari ile mikroorganizmalarin tas ylzeyindeki yerlesim sekli ortaya
konmus, tasta olusan estetik ve yapisal degisiklikler gorsel olarak gosterilmistir.
Kullanilan taslarin goézenekliligi ve mikroorganizmalarin tas malzeme (izerinde
olusturdugu bozunmalar, tas vylzeyinde olusan estetik ve vyapisal degisiklikler,

mikroorganizmalarin tas ylizeyinde kolonizasyon ve tahribati ortaya konulmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiler tekniklerle 23 tir
bakteri/siyanobakteri tespit edilerek tasin mikrobiyolojik bozunmasina katkilari ortaya
konulmustur. Bu mikroorganizmalar salgiladiklari enzimlerle taslarda bulunan mineral
ve elementleri ¢6zerek yapilarina almak suretiyle taslarda biyolojik bozunmaya neden
olmaktadir. Olusturduklari biyofilmler ile taslarda renk degisikligine ve fiziko-kimyasal
bozulmalara neden olmakta, hidrate polisakkaritlerden (hydrated polysaccharides)

olusan yapiskan bir musilaj olusturarak hiicre disina vererek olusan bu musilaj tabaka
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icerisinde onlarca mikroorganizma tirinin barindigi ve kolonilerin olusmasina katki
saglamaktadir. Mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucunda olusturduklar
asitler, pigmentler ve metobolitler tasin bozunmasinda katki saglamakta, tas
yuzeylerinde renk degisimleri olusturarak tasin estetik gériiniminde bozunmalara
neden olmaktadir. Mantar, Siyanobakteri ve alglerin blylmesiyle tas ylzeyinde olusan
kabuklar tas ylzeyindeki bulunan nemin disariya ¢ikmasini engelleyerek tasin daha
uzun sure nemli kalarak tas Gzerindeki mikrobiyal kolonizasyon potansiyelini arttirdigi

tespit edilmistir.

Tas Uzerinde yasayan organizmalarin salgiladiklari enzimlerle tas ylzeyindeki mineral
ve elementleri ¢6zerek yapilarina almak suretiyle taslarda biyolojik bozunmaya neden
oldugu gorilmuistir. PCR ve DGGE dizi analizleri ile taslarda yasayan

mikroorganizmalarin filogenetik soy agaci olusturulmustur.

Sonu¢ olarak; tim bu calismalarin sonucunda tarihi eserlerdeki tas malzemenin
ylizeyinde olusan fiziksel ve mekanik bozunmanin yaninda mikroorganizmalarin da
metabolik faaliyetleri sonucunda olusturduklar asitler, pigmentler ve metobolitler ile
tasin bozunmasinda 6nemli bir etmen olduklari belirlenmistir. Bu ¢alisma ile tarihi
yapilarda olusan bozunmalarin 6nlenmesi ve tarihi eserlerin ayakta kalmasini saglamak

icin “T.C. Basbakanlik Vakiflar Genel MudurlGgi”niin yaptigl restorasyon ve onarim

calismalarinin gok 6nemli oldugu gérilmustar.
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