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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Termal Kaynak Mikrobiyomunun Cevresel DNA Metabarkodlama ile Belirlenmesi
Isilay Celik
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Emre Keskin

Belirli bir habitat igerisinde yasayan mikroorganizmalarin (bakteri, arke, viriis vs.)
genomlart mikrobiyom olarak tanimlanmaktadir. Evrensel primerler araciligiyla gevresel
DNA o6rnegi igerisinden birden fazla tiire ait kisa niikleotit dizilerinden olusan ve tiirler
aras1 farklilik gosteren barkod bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi teknigi
eDNA metabarkodlama olarak isimlendirilmistir. Son zamanlarda daha dogru ve detayli
mikrobiyom analizlerinin gergeklestirilmesi icin yiiksek verimli DNA dizileme
teknolojilerine basvurulmaktadir. Bir¢ok mikroorganizmanin habitati olan ve ekstrem
kosullara sahip termal kaynaklar, heniiz tam olarak kesfedilmemis biyolojik cesitlilik
barindirir. Termal kaynaklardaki yasamin ¢esitliliginin kiiltiir gibi konvansiyonel
tekniklerle tespiti, bu kaynaklarin fizikokimyasal yapilarindan &tiirli simiile edilmesi zor
ortamlar olusturmasindan dolayr oldukc¢a simirhidir. Bu ¢esitliligin tespiti  6zellikle
biyoteknoloji alaninda olasi arastirma ve gelistirme potansiyelleri i¢in Onem arz
etmektedir. Bu tez ¢aligmasi ile termal kaynak mikrobiyomunun bu kaynaklardan izole
edilen ¢evresel DNA’larin metabarkodlamasiyla tespit edilmesi, sicaklik ve kimyasal
icerikten kaynaklanan farkliliklarin mikrobiyoma yansimasmin ortaya konmasi ve
biyoteknolojik arastirmalarda kullanilmak tiizere bir veri tabam1 olusturulmasi
amaclanmistir. Boylece Tirkiye’de eDNA metabarkodlama yontemi kullanilarak termal
kaynak mikrobiyom tespitinin yapildig: ilk ¢aligma olmakla beraber diinya literatiiriine bu
alanda ham verilerin analizine yonelik yeni bir biyoinformatik is akist ve
metabarkodlamaya uygun referans veri tabani olusturulmustur.

2021, 115 sayfa

Anahtar kelimeler: Mikrobiyom, Cevresel DNA (eDNA), Metabarkodlama, Termal
kaynak, Yeni nesil dizileme.



ABSTRACT
Msc Thesis
Identification of Thermal Spring Microbiota with Environmental DNA Metabarcoding
Isilay Celik
Ankara University Biotechnology Institute
Emre Keskin

The genomes of microorganisms (bacteria, archaea, virus, etc.) living in a particular habitat
are defined as the microbiome. The technique of amplifying the barcode region, which
consists of short nucleotide sequences belonging to more than one species and differs
between species, from the environmental DNA sample through universal primers, by
polymerase chain reaction is called eDNA metabarcoding. Recently, high-throughput DNA
sequencing technologies have been used to perform more accurate and detailed
microbiome analyzes. Thermal springs, which are the habitat of many microorganisms and
have extreme conditions, contain biodiversity that has not yet been fully explored.
Detection of the diversity of life in thermal springs by conventional techniques such as
culturing is very limited due to the physicochemical (temperature, heavy metal content,
pH, etc.) conditions in these places. Detection of this diversity is especially important for
possible research and development potentials in the field of biotechnology. In this thesis, it
is aimed to determine the thermal source microbiome by metabarcoding of environmental
DNA isolated from these sources, to reveal the reflection of differences caused by
temperature and chemical content on microbiome, and to create a database to be used in
biotechnological research. Thus, as well as it is the first study in Turkey to detect the
thermal source microbiome using the eDNA metabarcoding method, a new bioinformatics
workflow for the analysis of raw data in this field and a reference database suitable for
metabarcoding provided to the world literature.

2021, 115 pages

Keywords: Microbiome, Environmental DNA (eDNA), Metabarcoding, Thermal spring,
Next generation sequencing.
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1. GIRIS

Belirli bir nis igerisindeki mikroorganizmalarin tiim genetik materyali mikrobiyom olarak
tanimlanmaktadir. Besin dongiisiinden insan sagliginin korunmasina kadar genis bir
ekosistem yelpazesindeki birgok siirecin kilit noktasin1 olusturduklarindan dolay1
mikrobiyomlarin tespiti ve tanimlanmasi biiyiik bir 6nem tegkil etmektedir (1). Bu siiregte
kiiltiir gibi konvansiyonel yontemlerin yani sira 16S ribozomal RNA analizi gibi molekiiler
teknikler de kullanilmaktadir. Cevresel Orneklerde yapilacak mikrobiyal cesitlilik
caligmalarinda molekiiler teknikler, konvansiyonel tekniklere kiyasla daha kapsamli sonug
vermektedir. Bu molekiiler tekniklerden biri olan metabarkodlama, birden ¢ok taksonu
barindiran kaynaklarin molekiiler tanimlamasini yapmak icin kisa niikleotid dizilerinden
olusan belirtec bolgeleri kullanir. Bu belirte¢ bolgelerin evrensel primerler ile
cogaltilmasiyla elde edilen milyonlarca DNA pargasinin analizi yeni nesil dizileme

teknolojileriyle yapilir (2).

20°C’nin lizerinde sicakliga sahip yeralt1 kaynak sular1 termal kaynak olarak isimlendirilir.
19. yiizyildan beri iizerinde aragtirmalar yapilan bu kaynaklarin mikrobiyal icerikleri 1950
yilindan itibaren tanimlanmaya baslamistir. Ideal kiiltiir kosullarinin saglanmasindaki
teknik sorunlardan dolay1 bir¢ok mikroorganizmanin habitati olan bu yeralt1 sulari, hala
tam olarak simiflandirilamamis bir biyolojik ¢esitlilik barindirir. Bu biyolojik c¢esitliligi
tanimlamak hem olast yeni mikroorganizma tiirlerinin tespiti hem de tespit edilen
mikroorganizmalarin 6zgiin islevlerinin (fermentasyon, enerji liretimi, biyolojik aritim) ve
rettikleri  bilesiklerin (biyoaktif bilesikler, asit, enzim, pigment) biyoteknolojik
arastirmalarda kullanilmast i¢in olduk¢a Onemlidir. Termal kaynaklarda yasayan
mikroorganizmalar, bu kaynaklardan izole edilen DNAlarin metabarkodlanmas: ile tiir

seviyesinde belirlenebilir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. MIKROBIYOM

Mikrobiyom, bir habitat icerisindeki mikroorganizmalar1 (bakteri, arke, viriis vs.), bu
mikroorganizmalarin genomlarin1 ve ¢evre kosullariin tiimiinii ifade eder. Klinik veya
cevresel veriler ile metagenomik, metabonomik, metatranskriptomik veya metaproteomik
gibi yontemlerin birlikte kullanilmasi veya uygulanmasi, mikrobiyomun karakterize
edilmesini saglar (1). Mikrobiyal topluluklar, diinyanin en eski sakinlerini temsil eder ve
memeli sindirim sisteminden hidrotermal bacalara kadar gesitli ortamlarin dinamiklerini
sekillendirir (2). Bu sebeple, belirli bir ¢evrede yasamlarini siirdiiren ve birlikte ¢alisan bu
topluluklarin tespiti, smiflandirilmasi ve analizi klinik c¢alismalardan biyoteknolojik
uygulamalara kadar genis bir c¢alisma yelpazesi igerisinde Onem kazanmaktadir.
Mikrobiyom arastirmalarinda kullanilan yontemler genel olarak ikiye ayrilmistir:

konvansiyonel ve molekiiler teknikler (3).

Kiiltiir, mikroskop ve serolojik arastirmalar gibi yontemlerin kullanildigi caligsmalar
konvansiyonel teknikleri olusturmaktadir. Molekiiler filogenetik calismalar, herhangi bir
gevresel  Ornekteki  bakteriyel  gesitliligin =~ %1’inden  azimmin  laboratuvarda
kiiltiirlenebilecegini gdstermistir. Konvansiyonel tekniklerin en dnemlilerinden biri olan
kiiltiir yontemi ile yasanacak olan bu ¢esitlilik kaybi, mikrobiyal popiilasyonlarin
analizlerinde sorun yaratacaktir (4). Bu sorunu asmak igin yeni molekiiler teknikler
gelistirilmistir. Bu yeni teknikler, 16S rRNA gen ¢ogaltilmasi, klonlama ve denatiire edici
jel elektroforezi (DGGE) gibi yontemleri igerir ve bir ortamda yasayan tim
mikroorganizmalarin tanimlanmasma yardimci olabilecek metagenomik yaklagimla
biyolojik c¢esitliligin arastirilmasina olanak saglar (5). Modern mikrobiyom g¢aligmalari
genellikle bakteri ve arke suslarinin taksonomik olarak tanimlanmasi igin 16S rRNA
dizilerinin analizine dayanmaktadir. Bu tiir analizler prokaryotik taksonomi ig¢in bir
standart haline gelmistir (6). Son yillarda yeni metotlarla beraber kullanilan yiiksek verimli
DNA dizileme ve veri analizi teknolojilerindeki gelismeler sayesinde mikrobiyom
analizleri daha dogru ve detayl gergeklestirilmektedir (7). Yiiksek verimli DNA dizileme
ile birlestirilmis 16S rRNA geninin ¢ogaltilmasi teknigi, mikrobiyal topluluklar iizerinde

derin aragtirmalara izin verir (8).



2.2. CEVRESEL DNA (EDNA), BARKODLAMA VE METABARKODLAMA

Konvansiyonel teknikler, tiir cesitliligi ve zenginliginin arastirilmasinda, taksonomik ve
siibjektif tanimlama ile sinirlandirilmis olmasi, habitatlarin bozulmasina veya tahrip
olmasma sebep olabilmesi, kii¢ilk veya zor tiirlerin tespit edilmesinin zor oldugu
yontemlere dayanmasi ve yalnizca kiiltiiri yapilabilen mikroorganizmalar1 tespit
edebilmesi sebebiyle glinlimiizde yerini molekiiler tekniklere birakmistir. Belirli bir
cevresel Ornekten elde edilen DNA’nin dogrudan sekans analizi, konvansiyonel
tekniklerdeki gibi se¢im veya zenginlestirme icermedigi ve teknik hatalari en aza
indirgediginden dolay1r o Ornegin mikrobiyal topluluk yapisini degerlendirmek icin en

kullanigh yontemlerden biridir.

Cevresel DNA (eDNA), herhangi bir canli organizmaya direkt ihtiya¢c duymadan, ¢evresel
orneklerden (toprak, hava veya su gibi) izole edilen, mukus, deri, disk1 veya biyofilm gibi
organik atiklardan elde edilen DNA’y1 ifade eder. eDNA, coklu tiir tespiti ve tiir
zenginligini arastirmak i¢in hizli, ekonomik ve etkili bir yontemdir. eDNA analizinin son
derece limit verici bir yani, bu yontem ile morfolojik olarak birbirine benzeyen tiirleri
kolayca ayirt edilebilmesidir. Orneklemenin basitligi ve iyi kurulmus bir laboratuvar is
akis1 tutarli sonuglar saglayabilir ve 6rnekleme faaliyetinin hedef tiir popiilasyonlar1 veya
habitatlar1 lizerindeki etkilerini en aza indirebilir (9). Ayrica mikrobiyal tiirlerin tespitinde
rutin olarak kullanilir ve konvansiyonel kiiltiir bazli metotlarin gii¢lii bir tamamlayicisidir.
Bir¢ok calisma eDNA’nin konvansiyonel yontemlerden ¢ok daha iyi bir biyo-izleme araci
olabilecegini gostermistir (10). Genetik materyali ¢evresel ortamdan izole etmek ve
tanimlamak, arastirmacilara, biyolojik ¢esitliligin, geleneksel yontemlere kiyasla artan hiz
ve diisiik maliyetle degerlendirmek i¢in benzersiz bir firsat sunar. Sagladigi bu avantajlar
ile eDNA metodu, mikrobiyom analizi i¢in kullanilabilecek en iyi yontemlerden biri haline

gelmistir.

Elde edilen eDNA orneklerinden tiir tespiti yapabilmek icin barkodlama yontemi siklikla
kullanilmaktadir. DNA’nin ¢ogaltilmasi ve dizilenmesi i¢in ¢ekirdek ve organel DNA’lar1
tizerinde belirli bolgeler belirlenmis ve ‘DNA barkodlama’ ad1 altinda standartlastirilmistir.
Literatiirde en ¢ok kullanilan ve standartlasmis DNA barkod bolgeleri hayvanlar igin
mitokondriyal sitokrom c¢ oksidaz I (COI) geni, bitkiler igin ribuloz 1,5-bifosfat



karboksilaz (rbcL) ve maturaz K (matK) genleri, mantarlar i¢in ITS geni ve
mikroorganizmalar igin 16S ribozomal RNA (rRNA) genidir (11). Mikrobiyom
analizlerinde siklikla kullanilan 16S rRNA geni yaklagik olarak 1500 baz cifti
uzunlugundadir. Bu gen, genellikle bakteri ve arke tiirleri arasinda ¢esitlilik gosteren ve
tirlerin tanimlanmasinda kullanilabilecek dokuz asir1 degisken bolge igerir (12). Yiiksek
oranda korunmus bir bolge olan 16S rRNA geni ¢evresel mikrobiyoloji, molekiiler evrim,
mikroorganizma  simiflandirilmast  ve  filogenetik  analizlerde yaygin  olarak
kullanilmaktadir. eDNA barkodlama yontemi ile canli grubuna 6zel olarak tasarlanmis
primerler aracilifiyla ¢evresel DNA 6rnegi igerisinden tek bir tiire ait ilgili barkod bdlgesi
polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilir ve qPCR, Sanger dizileme gibi yontemler
kullanilarak tiir tespiti yapilir. Birden fazla tiiriin tespiti ise daha kisa bolgeleri hedefleyen
evrensel primerler araciligiyla yapilir ve bu metot ‘eDNA metabarkodlama’ olarak
isimlendirilir. Bu primerlerle kurulan polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltilan ve
barkodlama yontemine kiyasla daha kisa ve fazla sayida olan DNA, yeni nesil dizileme
teknolojileri kullanilarak analiz edilir. Bu metot bir analizde filogenetik olarak genis
taksonlarin DNA dizileme verilerini elde etmemizi saglar (9). Toplam biyogesitlilik ve
topluluk kompozisyonunu degerlendirmek i¢in kapsamli ve etkili araglar sunan eDNA
metabarkodlamanin hiz, O6rnek basina maliyet, taksonomik uzmanligin kapsami ve
bagimsizligt agisindan geleneksel konvansiyonel temelli metotlara kiyasla biiyiik

avantajlar1 vardir (13).

2.3. YENI NESIL DiZILEME

Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme metotlar1 birinci nesil dizileme teknolojileridir ve bu
metotlardan sonra gelistirilen her teknoloji yeni nesil dizileme bagliginda toplanmistir. 454
Roche, lonTorrent, lllumina gibi platformlar ikinci nesil; PacBio ve Oxford Nanopore
platformlari ise iiglincii nesil dizilemeyi olusturmaktadir. Yeni nesil dizileme teknolojileri
icin siirekli olarak platform, reaktif ve protokol giincellemeleri yapilmaktadir ve bdylece
her gegen giin karmasik topluluklarin profillemesi stireci daha hizli1 ve detayli bir sekilde
yapilmaktadir. Bu teknolojiler sayesinde in situ kosullarda topluluklarin gen, transkript ve
proteinlerinin ve bu topluluklarda bulunan canlilarin birbiriyle olan etkilesimlerinin
etkilerinin analizi dogrudan yapilmaktadir (14). Bunlarin yani sira yeni nesil dizileme

teknolojileri, ayn1 anda milyonlarca okuma yapabildigi, ¢iktilar1 dogrudan algilanabildigi



ve ilk nesle kiyasla daha diisiik maliyetli ve hizli oldugu icin 16S rRNA kullanilarak
yapilan mikrobiyom metabarkodlama ¢alismalarinda en uygun yontem haline gelmektedir.
DNA metabarkodlama caligmalar1 i¢in secilecek yeni nesil dizileme teknolojisi, barkod
uzunlugu, kullanilan barkod sayisi ve analiz edilmesi gereken O6rnek sayisi gibi ¢esitli
parametrelere baglidir. Bu parametrelerin belirlenmesinin ve en uygun platformun
secilmesinin ardindan ilgili barkodlar1 igeren bir kiitiiphane olusturulur. DNA
barkodlarinin kullanilacak olan platform ile uyumlu bir forma doniistiiriilmesi, kiitiiphane
olusturmanin temel basamagidir. Kiitiiphane, adaptor sekanslarinin DNA sekanslarina
enzimatik olarak baglanmasi veya polimeraz zincir reaksiyonuyla ilave edilmesi ile
olusturulur. Se¢ilen platform tarafindan belirlenen bu adaptorler, olusturulan kiitliphanenin
cogaltilmasi igin gerekli spesifik dizilerden olusur (15). Cogu yeni nesil dizileme
teknolojileri dizilenecek DNA barkod bolgelerini adaptorler araciligiyla saglam bir yiizeye
veya destege tutturur veya sabitler. Bdylece ayni anda binler ve milyarlar arasinda degisen
reaksiyon sayisi ile dizileme islemi gergeklesmis olur (16). Bu asamalar sonucunda

evrensel primerler ile cogaltilmis milyonlarca DNA parcasinin dizilerini elde etmis oluruz.

24. TERMAL KAYNAKLAR

Tiirkiye, tektonik olarak aktif olan Alp-Himalaya Kusagi lizerinde yer alir. Yiiksek sayida
geng fay hatt1 ve volkanik olusumlari beraberinde getiren bu tektonik aktivite Tiirkiye’deki
jeotermal potansiyelin olusumuna da sebep olmaktadir. Cikis noktasindaki sicaklik degeri
20°C’den yiiksek olan sular termal kaynak olarak isimlendirilmistir. Ulkemiz geneline
yayilmis, farkli ozelliklere (sicaklik, debi, radyoaktivite, eriyik mineral oranlar1 ve
ulasilabilirlik) ve sicakliklara sahip, dogal ¢ikigh yaklasik 1000 adet termal kaynak
bulunmaktadir. Say1 ve niteliklerinden o6tiirli termal kaynak bakimindan Tiirkiye Avrupa’da
birinci; diinyada ise ilk bes iilke arasindadir. Ulkemizde bu kaynaklar genel olarak termal
otel ve kaplica seklinde kullanima agilmisken yliksek sicakliga sahip olanlar ayn1 zamanda
1sinma ve enetji iiretimi i¢in de kullanilmaktadir. Termal kaynaklarin zengin bir mikrobiyal
cesitliligi  destekledigi ve termofilik (>50°C) ve hipertermofilik (>80°C) gibi

mikroorganizmalar i¢in dogal nis olusturan ekosistemler oldugu bildirilmistir (17).

Termal kaynaklar fizikokimyasal (sicaklik, agir metal igerigi, pH vb. 0&zellikler)
yapilarindan Gtiirii kiiltlir ile simiile edilmesi zor ortamlardir. Bu sebeple termal

kaynaklardaki mikrobiyal cesitliligin kapsamli ve dogru tespiti konvansiyonel yontemlerle
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oldukca zordur. Bu ¢esitliligin tespiti 6zellikle biyoteknoloji alaninda olasi arastirma ve
gelistirme potansiyelleri i¢in 6nem arz etmektedir. Bu konudaki en bilindik 6rnek ise
polimeraz zincir reaksiyonunun gerceklesmesini saglayan ve laboratuvar ortaminda siklikla
kullanilan Taq polimeraz enzimidir. Yellowstone Ulusal Parki’nda bulunan termal
kaynaklardan izole edilmis (18) Thermus aquaticus’a ait olan ve yiiksek sicakliklarda
caligabilen bu enzimin kesfiyle ekstrem kosullarda yapilan yasam aragtirmalarinin sayist
ciddi oranda artmistir. Taq polimerazin yani sira termofil canlilardan elde edilen amilaz,
lipaz, proteaz gibi termostabil enzimler biyoteknoloji alaninda ve endiistriyel siireclerde

genis bir kullanim alanina sahiptir.

Diinya tizerindeki en eski yasam formlarinin ekstrem kosullarda yasamaya uyum saglamis
canlilar oldugu diistiniildiigiinde, ekstrem kosullara sahip termal kaynaklar yasamin kdkeni
ve erken evrimi hakkinda bilgi saglayabilir. Ayn1 zamanda yasamin siirdiiriilebilecegi
siirlarin tanimlanmasinda da yardimci olur (4). Bu sebeplerden otiirii termal kaynak

mikrobiyomunun belirlenmesi biiyiik bir 6nem arz etmektedir.



3. GEREKCE VE AMAC

Diinya literatiirii incelendiginde, 20. ylizyilin basindan beri termal kaynaklarda yasayan
mikroorganizmalar hakkinda yapilan caligmalarin biiyiik bir kisminin konvansiyonel
tekniklere (kiiltiir, mikroskop gibi) dayandigi, klonlama ve tiim 16S rRNA dizileme gibi
molekiiler tekniklerle de desteklendigi goriilmiistiir. eDNA metabarkodlama yonteminin
kullanildig1 c¢aligmalar ise yalnizca toprak bakteriyel topluluklarin tespit edildigi veya
siirl sicakliklara sahip su 6rneklerinde yapilmis ¢alismalar ile kisithidir. Siyanobakteri ve
algler gibi belirli gruplar lizerine yapilmis arastirmalar ve belirli tiirlerden kiiltiir ve
klonlama teknikleriyle enzim eldesi gibi sinirli ¢alismalar Tiirkiye’nin termal kaynaklari

hakkinda yapilmis biyolojik arastirmalarin biiytik bir kismini olusturmaktadir.

Tiirkiye’de eDNA metabarkodlama yontemi kullanilarak termal kaynak mikrobiyom
tespitinin yapildigi ilk ¢alisma olan bu tez ile birden fazla zorlu kosulu birlikte barindiran
ve bir¢ok mikroorganizmanin habitati olan bu kaynaklarin biyolojik ¢esitliliginin ortaya
cikarilmasi amaclanmaktadir. Calisma siirecince diinya literatiiriinde bu alanda kullanilan
mevcut filtrasyon, eDNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu protokolleri
gelistirilecek, bu calismalar sonucu elde edilecek dizi verilerinin analizinde kullanilmasi
amactyla yeni biyoinformatik is akislar1 ve benzer metabarkodlama c¢alismalarinda
kullanilmak iizere referans veri tabani olusturulacaktir. Her arazi ¢alismasinda farklilik
gosteren fizikokimyasal yapiin mikrobiyoma yansimasi ortaya konacaktir. Elde edilecek
sonuclarla ortaya cikarilacak olan mikrobiyom igerigi ile biyoteknoloji alaninda
kullanilmak {izere yeni tiirlerin, enzimlerin, proteinlerin ve metabolik fonksiyonlarin
belirlenmesine yonelik bir 6n ¢alisma gergeklestirilecek olmasi bu tez galismasini birgok

alanda onemli kilmaktadir.



4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Arazi ve laboratuvarda kullanilan materyallerin listesi Cizelge 4.1.de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Arazi ve laboratuvar materyalleri

Arazi

Laboratuvar

Kuru buz

Sterivex filtre (0.22 um por ¢apli)

Steril 2 litrelik sigeler

Giris-¢ikis kapaklari

Defter Longmire koruma soliisyonu
Kalem Peristaltik pompa
Makas Steril hortum

Kuru buzdan koruyucu materyal

Baglanti aparati

Sicak ve soguk eldiveni

Cam termometre

Cam termometre Distile su

Nitril eldiven Parafilm

Sicaga dayanikli plastik beher Nitril eldiven
Beher

Pipet ve pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl)

0.2 mL tiip




42. YONTEM
4.2.1. ARAZI CALISMASI

Tez arazi ¢calismasi Kasim 2019 tarihinde Nevsehir-Kozakli bolgesinde baglamis olup Mart
2021’e kadar sirasiyla Ankara-Kizilcahamam, Yozgat-Bogazliyan ve Mugla-Dalaman’da
gergeklestirilmistir. Nevsehir, Yozgat ve Mugla arazilerinde ikiser litrelik steril sigselerde 3
sise halinde toplam 6 litre; Ankara arazisinden 4 sise halinde 8 litre su 6rnegi alinmistir.
Her arazi dncesinde laboratuvarda hazirlanan UV’ye maruz birakilmig 2 litre saf su negatif
ornek olarak kullanilmis olup peristaltik pompa, bu pompaya uyumlu steril hortum ve
baglant1 aparatlar1 kullanilarak 0.22 pm porlara sahip kapali sistem sterivex filtrelerden
gecirilmistir. Ardindan ayni ekipman kullanilarak arazilerden getirilen su ornekleri ayni

sekilde filtre edilmistir.

Sekil 4.1. Nevsehir-Kozakli 6rnekleme alani



Sekil 4.2. Ankara-Kizilcahamam 6rnekleme alani

Sekil 4.3. Yozgat-Bogazliyan 6rnekleme alant

10



Sekil 4.5. Mugla-Dalaman 6rnekleme alani, 2
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Asagida verilen arazi protokolii uygulands;

. Sicak eldiveni kullanilarak su O6rnegi steril siselere alinir, suyun sisenin agzina

temas1 miimkiin oldukc¢a engellenir.

. Sicaga dayanikli plastik behere alinan su 6rneginin sicakligi cam termometre ile
Olciiliir ve kaydedilir.
. Siselerin agz1 kapatilir, parafilmlenir ve kuru buz igeren kutunun igerisine arada

yalitim malzemesi olacak sekilde yerlestirilir ve laboratuvara getirilir.

Arazi 6rnek bilgi cizelgesi Cizelge 4.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Arazi 6rnek bilgileri

Ornek numarasi Ornek aciklamasi
3668 Nevsehir-Kozakli Negatif longmire

3669 Nevsehir-Kozakl Negatif sterivex Filtre
3670 Nevsehir-Kozakli 1. filtre longmire

3671 Nevsehir-Kozakli 1. filtre sterivex

3672 Nevsehir-Kozakli 2. filtre longmire

3673 Nevsehir-Kozakli 2. filtre sterivex

4232 Ankara-Kizilcahamam negatif sterivex filtre
4233 Ankara-Kizilcahamam 2 mL liziz soliisyonlu sterivex filtre
4234 Nevsehir-Kozakli longmiresiz sterivex filtre
4235 Ankara-Kizilcahamam 1. filtre sterivex
4236 Ankara-Kizilcahamam 2. filtre sterivex
4237 Ankara-Kizilcahamam 3. filtre sterivex
4242 Yozgat-Bogazliyan negatif sterivex filtre
4243 Yozgat-Bogazliyan 1. filtre sterivex

4244 Yozgat-Bogazliyan 2. filtre sterivex

4245 Yozgat-Bogazliyan 3. filtre sterivex

4297 Mugla-Dalaman negatif sterivex filtre

4298 Mugla-Dalaman 1. filtre sterivex

4299 Mugla-Dalaman 2. filtre sterivex

4300 Mugla-Dalaman 3. filtre sterivex
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4.2.2. LABORATUVAR CALISMASI

4.2.2.1. Longmire Koruma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Filtre igerisinde bulunan DNA’nin uzun siire korunmasi amaciyla Longmire soliisyonu

hazirlanmis ve her sterivex filtrenin igerisine 2 ml aktarilmistir.

1 litre Longmire DNA koruma soliisyonu hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar Cizelge

4.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Longmire soliisyonu hazirlamak i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari

Kimyasal adx Kimyasal miktari
2M Tris-HCI, pH 8.0 50 mL
0.5M EDTA, pH 8.0 200 mL

5 M NaCl 2mL

%20’lik SDS 25 mL

Kimyasallar 1000 mL’lik meziire aktarildiktan sonra 1 litreye kadar saf su ile tamamlanir.

Daha sonra hazirlanan karigim cam siseye alinir.

Yalnizca Nevsehir-Kozakli arazisine ait negatif drnekle beraber toplamda 3 filtreye 2 mL
Longmire koruma soliisyonu eklenmistir. Izolasyon asamasinda Longmire eklenmis

orneklerin izolasyonu hem bu koruma soliisyonu hem de filtreden yapilmustir.

4.2.2.2. eDNA Orneklemesi
Asagidaki verilen eDNA 6rnekleme protokolii uygulands;

1. Laboratuvara getirilen orneklerin sicakligi cam termometre ile tekrar dlgiiliir, 45°C’nin

altina inmesi beklenir.

2. Doku odasina filtrasyon i¢in peristaltik pompa, steril hortum, baglanti aparati, 0.22 pm
Sterivex filtreler, girig ve ¢ikis kapaklari, pipet, pipet ucu, distile su (negatif 6rnek icin),

koruma soliisyonu, beher (filtre edilen su miktarini1 6lgmek igin) getirilir.

3. Once negatif 6rnegin daha sonra ayn1 malzemelerle asil 6rneklerin filtrasyonu yapalir;
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4. Hortumun bir ucu su sisesine diger ucu ise Sterivex filtrenin giris kismina yerlestirilir.

5. Her bir filtre i¢in esit miktarda su filtrelendikten sonra filtre icerisinde kalan su

peristaltik pompa araciligiyla bosaltilir ve ¢ikis kapagi kapatilir.
6. Hortum ¢ikarilir, 1000 uL pipet ile koruma soliisyonu ¢ekilir.

7. Filtrenin girisine pipet ucu sokularak egilir ve koruma soliisyonu eklenir (filtre hacmi

2000 uL oldugu icin tekrarlanir).

8. Filtre girisi kapatilir.

9. Filtrenin dis1 dna decon veya lab cleanerla temizlenir ve kurulanir.
10. Filtre parafilmlenir ve kilitli posete yerlestirilir.

11. Longmire eklenmis Ornekler -30°C’ye konur, eklenmemis olanlarin izolasyonuna

beklemeden baslanir.
4.2.2.3. eDNA izolasyonu

Bu ¢alismada kullanilan eDNA izolasyon protokolii, Spens vd. (2016) tarafindan DNeasy®
Blood & Tissue kit (QIAGEN, Stockach, Germany) kullanilarak uygulanan protokolden
gelistirilmistir. Longmire eklenen drneklerin izolasyonu hem Longmire koruma soliisyonu

hem de sterivex filtreden yapilmistir.
Longmire’dan izolasyon;

1. Longmire’in aktarimi i¢in filtrenin inlet kismi steril Sml’lik tiipiin igerisine geg¢irilip

parafilmlenir ve 50 ml’lik falkon igerisine yerlestirilir. 2000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

2. 5 mL’lik tliplere aliman koruma soliisyonu 6000xg (8000 rpm)’de 45 dakika

santrifiijlenir. Ardindan s1v1 faz dokiiliir ve ¢okelti kurumaya birakilir.

3. Her ornek i¢in 180 plL ATL tamponu ve 20 pL proteinaz K karisimi hazirlanir.

Hazirlanan karisim ¢okeltiye eklenir ve 15 saniye vortekslenir.

4. Ornekler doner halde, 56 °C’de 24 saat inkiibe edilir.
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5. Ornekler 15 saniye vortekslenir.

Bundan sonraki basamaklar sterivex filtrelerinden izolasyon protokoliiniin 8.

basamagindan itibaren ortaktir.
Sterivex filtrelerinden izolasyon;

1. DNA kaybin1 ve kontaminasyonu engellemek icin filtre kapsiil igerisinde kalacaktir.
Giris ve cikis kapaklar ¢ikarilir, filtreler giris kismi agsagida olacak sekilde kurumasi igin

¢eker ocaga konur. Damlayan su i¢in 6rneklerin altina pecete yerlestirilir.

2. Her 6rnek igin, 450 uL ATL tampon, 50 uL proteinaz K ve 1500 uL saf sudan olusan

liziz soliisyonu hazirlanir.

3. Cikis kapagi kapatilir. 1000 uL steril pipet ucuyla filtrenin dist ve kapsiil duvarinin
arasina gelecek sekilde liziz soliisyonu eklenir. Giris kapagi kapatilir ve parafilmlenir.

Birkag saniye giiclii bir sekilde ¢alkalanir.
4. Ornekler déner halde 56°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilir.
5. Kapsiiller bes kez gii¢lii bir sekilde galkalanir.

6. Sterivex filtre kapsiiliindeki soliisyonu aktarmak i¢in filtrenin giris kismi1 5 mL steril
tiipe gegirilir, sikica parafilmlenir ve 50 mL falkona yerlestirilir. 5.500xg (4.200 rpm)’de 1

dakika santrifiijlenir.

7. Ornekler birkag saniye vortekslenir.

8.200 uL AL tampon eklenir ve 56°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilir.

9. Ornekle aym hacimde %99 soguk etanol eklenir.

10. Ornekler giiclii bir sekilde calkalanur.

11. Bir defada en fazla 650 uL alinir ve 2 mL DNeasy Mini Spin Column’a aktarilir.
12. 4°C ve 6.000xg (8.000 rpm)’de 1 dakika santrifiijlenir.

13. Sivi1 faz atilir.
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14. 10-12. basamaklar tim hacim filtrelenene kadar tekrar edilir.

15. DNeasy spin columnlar yeni 2 mL tiipe aktarilir, 500 uL AW1 yikama tamponu
eklenir, 6.000xg (8.000 rpm)’de 1 dakika santrifiijlenir. Stv1 faz atilir.

16. DNeasy spin columnlar yeni tiipe aktarilir, 500 uL AW2 yikama tamponu eklenir,
20.000xg (14.000 rpm)’de 3 dakika boyunca santrifiijlenir. Siv1 faz atilir. DNeasy spin
columnlar tiipe aktarilir ve 17.000xg (13.000 rpm)’de 1 dakika santrifiijlenir.

17. DNeasy spin columnlar kapaklari ¢ikarilmis yeni 1.5 ya da 2 mL tiiplere aktarilir.
18. Spin columnlara 50 uL AE tamponu eklenir.

19. Ornekler 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.

20. Ornekler 6.000xg (8.000 rpm)’de 1 dakika santrifiijlenir.

21. Spin columnlar atilir.

22. DNA onceden isaretlenmis kapakl tiiplere aktarilir ve -30°C’de saklanur.

Elde edilen DNA izolatlarinin DNA miktar ve kaliteleri Colibri Microvolume

Spektrometre cihazlari ile 6l¢iilmiistiir.

4.2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak reaktif karisimi igin enzim, primer, uygun
sicaklik, dongii sayist ve ornek diliisyon optimizasyonlari dnce pozitif kontroller ardindan
asil Ornekler ile gercgeklestirildi. eDNA izolasyonu yapilan kalip DNA’lar bakteri ve
arkeler i¢in evrensel metabarkodlama primerleri kullanilarak pzr ile ¢ogaltildi. Belirtilen
sartlarda ve pozitif ve negatif kontrol kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonlar sonrasinda
cogaltilan pzr iriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 120 voltta 45 dakika yiiriitiildii.
Ardindan UV goériintiileme sisteminde uygun bant boyu ve negatif kontrol bakimindan

degerlendirilerek kiitliphane islemi dncesinde pozitif kontrol saglandi.
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4.2.2.5. DNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

Kiitliphane hazirliginin tamamlanmast ig¢in Once tiim O6rneklerin indeksli primerlerle
polimeraz zincir reaksiyonu kuruldu. Daha sonra iiretici firmanin kit yonergeleri takip
edilerek kiitiiphane olusturuldu. Olusturulan kiitiiphane Illumina NextSeq 550 cihazi ile

ornek bast 100.000 okuma ile dizilenmistir.

4.2.2.5.1. indeks PZR

4.2.2.4°te elde edilen en uygun enzim, sicaklik ve ornek diliisyon sonuglarina gore yine
ayn1 basamakta belirlenen primerlere Illumina NextSeq 550 yeni nesil dizileme
platformuna uygun adaptor dizileri eklenmis ve indeksli polimeraz zincir reaksiyonu
kurulmustur. Cogaltilan pzr triinleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 120 voltta 45 dakika
yiritiliip UV goriintiilleme sistemiyle uygun bant boyu ve negatif kontrol bakimindan
kontrol edilmistir. Ayn1 arazi ¢calismasina ait pzr iirlinleri birlestirildikten sonra QubitTM

3.0 Florometre ile kalite ve miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

4.2.2.5.2. Kiitiiphane Basamag

Kiitiiphane olusturma basamaginda Illumina Nextera DNA Prep Library Prep Kit
kullanilmigtir. Oncelikle indekli pzr sonrasinda elde edilen iiriinlerin temizligi ‘AMPure
XP Beads’ ile iiretici firma protokoliine uygun bir sekilde tamamlanmistir. Daha sonra
indeks dizileri ile Illumina dizileme adaptérlerini birlestirmek icin kit i¢erisinde bulunan
uygun enzim ve primerlerle polimeraz zincir reaksiyonu kurulmustur. Bu asamada elde
edilen pzr iriinleri tekrar AMPure XP Beads kullanilarak temizlenmis ve kiitiiphane
olusturmaya uygun hale getirilmistir. Kiitliphane validasyonunun yapilmasi i¢in 1:50 diliie
edilmis kiitiiphane 6rneklerinden 1 pL alinarak Bioanalyzer DNA 1000 ¢ipi araciligiyla
iriin boyu kontrol edilmistir. Bu dl¢limden elde edilen sonug kullanilarak asagidaki formiil

ile DNA konsantrasyonu hesaplanmistir;

Konsantrasyon (%)

DNA konsantrasyonu (nM) = * 106

660 -2 « ortalama kitiphane boyu
mol

Kiitliphane, resiispansiyon soliisyonu ile DNA konsantrasyonu 4 nM olacak sekilde diliie

edilmistir. Diltie edilen kiitliphane 0.2 N NaOH soliisyonu ile denatiire edilip,
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hibridizasyon soliisyonu ile tekrar diliie edildikten sonra sicaklik denatiirasyonu yapilmistir
(19). Kiitiiphane olusturma asamasi bittikten sonra drnekler Illumina NextSeq 550 cihazina

2x150 okuma uzunlugu ile yiiklenmistir.
4.2.3. BiYOINFORMATIK ANALIZLER

Biyoinformatik analizler Linux/Unix tabanli igletim sisteminin terminali araciligiyla
tamamlanmistir. I[llumina NextSeq 550 cihazindan ¢ikan ve “.fastq” formatiyla elde edilen
ileri ve geri okumali dizilerin kalite kontrolleri FASTQC programiyla kontrol edilmistir.
16sV3F-R ve 515F-806R primerleri ile ¢ogaltilan dizilerin analizi iki ayr1 koldan

yuritilmistir.
16sV3F-R primerleri ile ¢cogaltilan ileri ve geri dizilerin analizi i¢in olusturulan is akist;

1. “illuminapairedend” kodu ile kalitesi 30’dan biiyiik olacak sekilde hizalanip ve

birlestirilmistir.
2. Obigrep komutu ile 1. asamada birlestirilemeyen okumalar filtrelenmistir.

3. Tagcleaner programu ile her iki ugtaki ileri ve geri yonlii primerler maksimum 3 yanlis

eslesmeye izin verilerek ¢ikarilmistir.
4. Obiunig komutu ile tekrar eden veriler temizlenmistir.
5. Obiannotate komutu ile her 6rnek baslhigindan bulunan gereksiz veriler temizlenmistir.

515F-806R primerleri ile ¢ogaltilan ileri ve geri dizilerinin analizi birbirinden ayri olarak

yapilmis olup akis semasi agagidaki gibidir;

1. Trimmomatic programi kullanilarak dizilerin kalitesi 30’dan biiyiik olacak sekilde
filtrelenmistir (20).

2. Tagcleaner programi ile her iki ugtaki ileri ve geri yonlii primerler maksimum 3 yanlis

eslesmeye izin verilerek ¢ikarilmistir.
3. Obiuniq komutu ile tekrar eden veriler temizlenmistir.

4. Obiannotate komutu ile her 6rnek basligindan bulunan gereksiz veriler temizlenmistir.
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Bu is akist sonucu elde edilen tiim dizi verilerinde ‘uniq’ ifadesi kullanilmigtir. Bu
basamaktan sonra 3 farkli filtre uygulanmstir. ilk filtrelemede uniq dizilerin okunma
tekrar1 10’dan fazla olanlar1 kaydedilmis ve bunlar i¢in ‘c10’ kisaltmasi kullanilmistir.
Ikinci filtrelemede ilk filtreleme sonrasi elde edilen uniq diziler, pzr ve dizileme
hatalarindan temizlenmis ve ‘uniq.clean’ olarak kaydedilmistir. Son filtrelemede ise ilk
filtreleme sonucu elde edilen ‘c10’ dizilerinden pzr ve dizileme hatalarindan temizlenerek
‘cl0.clean’ dizileri elde edilmistir. Her bir primer ve arazi 6rnegi i¢in uniq, c10, uniq.clean
ve cl0.clean olmak lizere 4 farkli veri elde edilmis olup ayni primer ve ayni filtreleme
basamaklarindan gecen veriler ¢evrimic¢i analiz sistemi olan ‘SILVAngs’e yiiklenmistir.
16sV3F-R primerleri ile ¢ogaltilip analizi tamamlanan 6rneklerin ismi ‘16sV3-arazi adr’
seklinde ifade edilirken, 515F-806R primerleri ile gogaltilan ve ileri-geri okumalari ayri
analiz edilen Orneklerin isimleri °‘515-okuma yonii-arazi adi’ olarak belirtilmistir.
SILVAngs sistemine yiiklenen dizileme dosyalar1 sirasiyla hizalama, kalite kontrold,
tekrarli dizilerin temizlenmesi, %98’den fazla benzerlik gosteren dizilerin gruplandiriimasi
ve BLASTN veri tabaniyla eslestirilmesi basamaklarindan gegerek dizileme verilerine ait

Ozet sonug dosyalar1 ve Krona pasta grafikleri olusturulmustur.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. SUORNEKLERINININ FiZIKOKIMYASAL ANALIZi

Arazi ¢alismalarinda alinan su 6rneklerinin fizikokimyasal analizi Maden Tetkik Arama,
Halk Sagligi gibi kurumlarda daha 6nceden yapilmis olup, elde edilen sonuclar asagida

verilmistir.

Cizelge 5.1. Nevsehir-Kozakli termal kaynak fizikokimyasal analiz sonucu

Parametre | Ol¢iim degeri
Sicaklik 89.1°C
pH 7.5
Bikarbonat 555.1 mg/L
Kloriir 730 mg/L
Floriir 3.35 mg/L
Siilfat 587 mg/L
Nitrat 13.7 mg/L
Silikat asidi 72.1 mg/L
Arsenik 0.226 mg/L

Cizelge 5.2. Ankara-Kizilcahamam termal kaynak fizikokimyasal analiz sonucu

Parametre | Olciim degeri
Sicaklik 86°C
pH 7.2
Bikarbonat 1586 mg/L
Klortir 229.14 mg/L
Floriir 1.57 mg/L
Siilfat 100.78 mg/L
Nitrat 8.44 mg/L
Silikat asidi 69 mg/L
Borik asit 38.22 mg/L
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Cizelge 5.3. Yozgat-Bogazliyan termal kaynak fizikokimyasal analiz sonucu

Parametre | Olciim degeri
Sicaklik 52°C
pH 6.25
Bikarbonat 852 mg/L
Klortir 1180 mg/L
Floriir 1.98 mg/L
Silikat asidi 51.3 mg/L
Sodyum 667 mg/L
Kalsiyum 276 mg/L

Cizelge 5.4. Mugla-Dalaman termal kaynak fizikokimyasal analiz sonucu

Parametre | Ol¢iim degeri
Sicaklik 26.9°C
pH 6.54
Bikarbonat 857 mg/L
Siilfat 1014 mg/L
Kloriir 8463 mg/L
Silikat asidi 16 mg/L
Sodyum 4092 mg/L
Arsenik 0.22 mg/L

Fizikokimyasal analiz sonuglarina gore Nevsehir ve Kizilcahamam termal kaynaklarinin
cok sicak, Yozgat’in sicak ve Dalaman’in ise diisiik sicaklia sahip oldugu; sicaklik
faktoriiniin yanm1 sira bikarbonat, siilfat, nitrat gibi parametreler bakimindan da bu

kaynaklarin ekstrem ortam olusturdugu goriilmiistiir.
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5.2.

MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI

5.2.1. SPEKTROFOTOMETRE SONUCLARI

4.2.2.3.’te belirtilen sekilde yapilan DNA izolasyonunun ardindan Colibri Microvolume

Spektrometre cihazi ile spektrofotometrik Glgiimler tamamlanmistir. Her bir araziye ait

6l¢tim sonuglar1 Cizelge 5.1.’den 5.4.’e kadar gosterilmistir.

Cizelge 5.5. Nevsehir-Kozakli 6rneklerinin spektrofotometrik dlgtimleri

Sample no 3668 3668 3669 3669 3670 3670 3671 | 3671
Konsantrasyon | 2.483 2.312 1.893 1.838 0.205 0.200 | 0.742 | 0.744
A260/A280 1.553 1.724 1.923 1.248 1.253 1.254 | 1.248 | 1.250
A260/A230 1.754 1.763 2.416 4.279 0.795 0.799 | 0.793 | 0.791
Sample no 3672 3672 3672 3673 3673 3673 4234 | 4234
Konsantrasyon | -0.755 | -0.176 | -0.563 | -0.694 | -0.582 | -0.424 | 0.219 | 0.238
A260/A280 0.967 1.500 0.630 0.712 1.419 0.863 | 1.165 | 1.179
A260/A230 0.982 0.127 0.335 0.083 0.066 0.045 | 0.983 | 0.993
Cizelge 5.6. Ankara-Kizilcahamam 6rneklerinin spektrofotometrik dlgtimleri
Sample no 4232 | 4232 4233 4233 4235 4235 4236 4236 4237 4237
Konsantrasyon | 1.681 | 1.926 | 117.380 | 116.856 | 94.829 | 95.126 | 109.318 | 109.097 | 74.264 | 73.989
A260/A280 1.212 | 1.355 1.340 1.347 1.355 1.343 1.355 1.359 1.358 1.353
A260/A230 0.595 | 0.568 | 0.703 0.702 0.727 0.728 0.727 0.728 0.713 | 0.720
Cizelge 5.7. Yozgat-Bogazliyan 6rneklerinin spektrofotometrik 6lgtimleri
Sample no 4242 4242 4243 4243 4244 4244 4245 4245
Konsantrasyon | 0.845 | 0.794 | 445.926 | 444.701 | 484.956 | 485.360 | 321.704 | 320.432
A260/A280 1.348 | 4.479 1.400 1.393 1.394 1.393 1.403 1401
A260/A230 0.923 | 0.836 0.850 0.849 0.864 0.867 0.798 0.796
Cizelge 5.8. Mugla-Dalaman 6rneklerinin spektrofotometrik 6lgiimleri
Sample no 4297 4297 4298 4298 4299 4299 4300 4300
Konsantrasyon | 4.449 | 3.643 | 17.937 | 18.364 | 17.614 | 16.937 | 30.356 | 32.453
A260/A280 1972 | 1.992 1.982 2.028 1.986 2.011 1.953 2.012
A260/A230 1.049 | 1.066 2.357 2.185 2.130 2.315 2.047 1.679
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5.2.2. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU SONUCLARI

1:10 ve 1:20 diliie edilmis bakteri ve arke pozitif kontrol DNA’lar1 kullanilarak Cizelge
5.9.da wverilen primerlerin enzim ve sicaklik optimizasyonlar1 yapilmistir. Rutin
laboratuvar ¢alismalarinda 515F-806R ve 16sV3F-R primerleri 53°C; 341F-785R primeri
48°C’de Promega GoTaq Flexi marka enzimle kullanildigindan dolay1 bu primerler i¢in

enzim ve sicaklik optimizasyonu yapilmamaigtir.

Cizelge 5.9. Primer tablosu

) o Hedef Gen
Primer adi Primer dizisi . Referans
organizma | bdlgesi
SSULATrF (459) TCCGGTTGATCCYGCBRG Arke V1-Vv2 (21)
SSU520R (460) GCTACGRRYGYTTTARRC Arke V1-V2 (21)
Pro341F (461) CCTACGGGNBGCASCAG Prokaryot | V3-V4 (22)
Pro805R (462) GACTACNVGGGTATCTAATCC | Prokaryot | V3-V4 (22)
S-D-Arch-0519-a-S-15
CAGCMGCCGCGGTAA Arke V4-\/6 (23)
(463)
S-D-Arch-1041-a-A-18
(464) GGCCATGCACCWCCTCTC Arke V4-V6 (23)
S-D-Arch-0349-a-S-17
GYGCASCAGKCGMGAAW Arke V3-V4 (23)
(465)
S-D-Arch-0786-a-A-20
(466) GGACTACVSGGGTATCTAAT Arke V3-V4 (23)
515F-Y GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Bakteri V4 (24)
806R-B GGACTACNVGGGTWTCTAAT Bakteri V4 (25)
16sV3F ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT Bakteri V3 (26)
16sV3R ACCGCGGCTGCTGGCAC Bakteri V3 (26)
341F CCTACGGGNGGCWGCAG Bakteri V3-V4 (22)
785R GACTACHVGGGTATCTAATCC Bakteri V3-V4 (22)

Enzim optimizasyonunda 2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix, 5x Firepol Master Mix,
Ampligon Tag DNA Polymerase 2x Master Mix Red, Q5 Hot Start High-Fidelity 2X
Master Mix, ve Promega GoTaq Flexi kullanilmistir. Sirasiyla her bir enzimin reaktif

protokolii ve reaksiyon profili Cizelge 5.10.’dan Cizelge 5.19.°a kadar gosterilmistir.
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Mix Sul
Primerler | 0.6 pl
Su 34wl
DNA 1ul
Toplam 10 pl

Cizelge 5.10. 2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix reaktif protokolii

Cizelge 5.11. 2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix reaksiyon profili

On Denatiirasyon

98°C 3dk
Denatiirasyon 98°C 20 sn
Primer Baglanmas1 | 48-60°C 15sn 35 dongii
Sentez 72°C 15sn
Son Sentez 72°C 1dk
Bekleme 4°C &)
Cizelge 5.12. 5x Firepol Master Mix reaktif protokolii
Mix 2 ul
Primerler | 0.2 pl
Su 7.3 ul
DNA 0.5 ul
Toplam 10 pl
Cizelge 5.13. 5x Firepol Master Mix reaksiyon profili
On Denatiirasyon 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 30sn
Primer Baglanmas1 | 48-60°C 45 sn 30 dongii
Sentez 72°C 2dk
Son Sentez 72°C 10 dk
Bekleme 4°C )

Mix Sul
Primerler | 0.8 pl
Su 3.7 ul
DNA 0.5 ul
Toplam 10 pl
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Cizelge 5.14. Ampliqon Taqg DNA Polymerase 2x Master Mix Red reaktif protokolii




Cizelge 5.15. Ampliqon Tag DNA Polymerase 2x Master Mix Red reaksiyon profili

On Denatiirasyon 95°C 3dk

Denatiirasyon 95°C 30sn

Primer Baglanmas1 | 48-60°C 30sn 30 dongii

Sentez 72°C 30 sn
Son Sentez 72°C 5dk
Bekleme 4°C 00

Cizelge 5.16. Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix reaktif protokolii

Mix Sul
Primerler | 1 pul
Su 3ul
DNA 1 pl

Toplam 10 pl

Cizelge 5.17. Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix reaksiyon profili

On Denatiirasyon 98°C 30 sn
Denatiirasyon 98°C 5sn
Primer Baglanmas1 | 48-60°C 10sn 30 dongii
Sentez 72°C 20 sn
Son Sentez 72°C 2dk
Bekleme 4°C 0

Cizelge 5.18. Promega GoTaq Flexi reaktif protokolii

5X Buffer | 2 pul
MgCL2 | 1npl
dNTP | 0.8l

Primerler 1 ul

Polimeraz | 0.1 ul
Su 4.6 ul
DNA 0.5 ul

Toplam 10 pl
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Cizelge 5.19. Promega GoTaq Flexi reaksiyon profili

On Denatiirasyon 94 °C 2 dk

Denatiirasyon 94 °C 1dk
Primer Baglanmas1 | 48-60 °C | 45sn 30 dongii
Sentez 72 °C 1dk
Son Sentez 72°C 5dk
Bekleme 8°C 0

Sicaklik optimizasyonu 48-60°C arasinda yapilmis olup, elde edilen pzr iriinleri %2’lik
agaroz jelde 120 voltta 45 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Her bir enzimin jel goriintiisii

sonuclar1 Sekil 5.1.°den Sekil 5.3.°e kadar gosterilmistir.

20201209 459-460&461-462 KAPA HS Gradient Per 20201209 463-4648465-466 KAPA HS Gradient Per -

L

“ M3 W4 W2 W W W W e W e W ME M W W

L L

(f

20201209 459-4608461-462 Firepol Gradient PCR 20201209 463-4648465-466 Firepol Gradient Per

LRI L

Sekil 5.1. 2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix ve 5x Firepol Master Mix Gradient PZR Jel
Gorlintiisii, N: Negatif kontrol
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20201209 459-4608&461-462 Ampliqon Gradient Pcr 20201209 463-4648465-466 Ampliqon Gradient Per

— = —
- —
@ wmr 4w WMe W W © @ oma M W BA W M W
“ - w - oar e “ “
= =
= =
20201207 463-4648465-466 Gradient PCR
20201207 459-4608461-462 Gradient PCR
S g i g =
- —— — — =
—_
" - Mo W m oms e W M W W
T v v e w— — — — —— N ————
B L ape—— —— - - - ——

Sekil 5.2. Ampligon Tag DNA Polymerase 2x Master Mix Red ve Q5 Hot Start High-
Fidelity 2X Master Mix Gradient PZR Jel Gortintiisii, N: Negatif kontrol

20201209 459-4608461-462 Promega Gradient Pcr 20201209 463-4648465-466 Promega Gradient Per

o ar s

—_
L e e — - —— —————— — —

Sekil 5.3. Promega GoTaq Flexi Gradient PZR Jel Goriintiisii, N: Negatif kontrol, segilen
sicakliklar kirmizi gergeve ile belirtilmistir.
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461-462 numaralariyla ifade edilen Pro341F-Pro805R primerleri ve Promega GoTaq Flexi

ile kurulan gradient pzr tekrarlanmis olup jel goriintiisii Sekil 5.4.‘te gosterilmistir.

20201218 461-462 Promega Gradient Pcr

Sekil 5.4. Pro341F-Pro805R (461-462) Primeri Promega GoTaq Flexi Gradient PZR Jel
Goriintiisii, N: Negatif kontrol, se¢ilen sicakliklar kirmizi ¢ergeve ile belirtilmistir.

3668-3673 numarali Nevsehir orneklerinin polimeraz zincir reaksiyonlari, laboratuvarda
bulunan Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix ile optimize edilmis 515F-806R ve

16sV3F-R primerleri ile kuruldu. Reaksiyon sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 5.5.’te

gosterilmistir.
20200220 3668-3673 515F-806R&16sV3F-R Q5
3668 3669 3670 3671 3672 3673 N 3668 3669 3670 3671 3672 3673 N

Sekil 5.5. 3668-3673 numarali 6rneklerin 515F-806R ve 16sV3F-R primerleri ve Q5 Hot
Start High-Fidelity 2X Master Mix ile kurulmus pzr sonucu. N: negatif kontrol.

Cikmayan 3670 ve 3671 Ornekleri i¢in farkli diliisyonlar denendi. Ayni sartlar altinda

kurulan pzr sonucu Sekil 5.6.’da gosterilmistir.
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20200309 3668-3673 515F-806R&16sV3F-R Q5

3668 3669 3670 3671
1:10  1:100

50-500 kb

500
400 S—

250 —

3672

3673

N

3668 3669

3670 3671 3672 3673 N

Sekil 5.6. 3668-3673 numarali 6rneklerin 515F-806R ve 16sV3F-R primerleri ve Q5 Hot
Start High-Fidelity 2X Master Mix ile kurulmus pzr sonucu. 3670 numarali 6rnek 1:10,
3671 numaral1 6rnek 1:100 diliie edilmistir. N: negatif kontrol.

Sekil 5.5. ve 5.6.’da elde edilen sonuglara gére 3670 numara 6rnek 1:10, 3671 numaralt

ornek 1:100 diliie edilerek diger orneklerin ise diliie edilmeden kullanilmasina karar

verildi.

Sekil 5.1.°den Sekil 5.4.’e kadar gosterilmis enzim optimizasyon sonuglarina gére enzim

olarak Promega GoTaq Flexi kullanilmasina karar verilmistir. Jel goriintiileriyle tespit

edilen uygun primer baglanma sicakliklar1 Cizelge 5.20.‘da gosterilmis olup bu sicakliklar

kullanilarak asil 6rneklerle pzr kurulma asamasina gecilmistir.

Cizelge 5.20. Primer baglanma sicakliklar

Primer cifti Baglanma sicakhgi
SSU1ArF- SSU520R (459-460) 49°C
Pro341F- Pro805R (461-462) 53°C
S-D-Arch-0519-a-S-15- S-D-Arch-1041-a-A-18 (463-464) 59°C
S-D-Arch-0349-a-S-17- S-D-Arch-0786-a-A-20 (465-466) 53°C
515F-806R 53°C
16sV3F-R 53°C
341F-785R 48°C
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Uygun enzim ve baglanma sicakliklarinin secilmesinin ardindan Cizelge 5.18. ve Cizelge
5.19.°da belirtilen Promega GoTaq Flexi reaktif protokolii ve reaksiyon profiline gore
4232-4237 aras1 Orneklerle polimeraz zincir reaksiyonu kurulmustur. Elde edilen {iriinler
%2’lik agaroz jelde 120 voltta 45 dakika yiritilmistir. Jel sonuglart Sekil 5.7.°de

gosterilmistir.

20210119 4232-4237 Promega
515F-806R, 165v3, 3I41F-785R, 459-460

QN A OM N an w "~ ~N QN UNn M un uas uw ~ ~

LPRSEE FARS R VAL IRE FALUNE YA P ”~ N QN N UM un usm v ~ N

il

20210119 4232-4237 Promega
461-462, 463464, 465466

4232 Q233 QM A5 QM A7 W N 4232 4233 A2ML A23S 46 A3 ™ N

= — 5 By
. *

A232 A233 4234 4235 XM 297 X

N
Saan A rep—rep
&7 —_
—_— - o=
- o RS

Sekil 5.7. 4232-4237 numarali 6rnekler ve Cizelge 5.16.’da belirtilen primerlerle kurulan
pzr sonucu. PK: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol
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459-460, 461-462, 463-464 ve 465-466 numarali primer ¢iftleri bant vermedigi i¢in; 341F-
785R primer ¢ifti ise yeni nesil dizileme i¢in uzun iiriin boyu olusturdugundan dolay1
calismadan c¢ikarildi. Elde edilen bu sonuca gore calismanin devaminda 515F-806R ve
16sV3 primerlerinin kullanilmasina karar verilmis olup sonraki asamada bantlari

giiclendirmek i¢in 6rnek DNA’larinda diliisyona gidilmistir.

1:10 diliie edilmis 4232-4237 ve izolasyon c¢alismasi tamamlanan 4242-4245 numarali
Yozgat-Bogazliyan arazisi orneklerinin 515F-806R primerleri ve Promega enzimi ile

kurulan pzr sonucu Sekil 5.8.‘de gosterilmistir.

20210127 1:10 Diluted DNA 4232-4245 515F-806R Promega

4232 4233 4234 4235 4236 4237 4242 4243 4244 Q45 PX N

Sekil 5.8. 1:10 diliic edilmis 4232-4237 ve 4242-4245 numarali orneklerin 515F-806R
primerleriyle kurulan pzr sonucu. PK: pozitif kontrol, N: negatif kontrol

1:10 diliie edilmis 4232-4237 ve 4242-4245 numarali 6rneklerin 16sV3F-R primerleri ve

Promega enzimi ile kurulan pzr sonucu Sekil 5.9.da gosterilmistir.

20210127 1:10 Diluted DNA 4232-4245 16sV3 F-R Promega

4232 4233 4234 4235 4236 4237 4242 4243 4244 4245 PK N

Sekil 5.9. 1:10 diliie edilmis 4232-4237 ve 4242-4245 numarali orneklerin 16sV3F-R
primerleriyle kurulan pzr sonucu. PK: pozitif kontrol, N: negatif kontrol

Silik bantlarin giiclendirilmesi i¢in 4232-4237 numarali 6rnekler 1:100 diliie edildi ve
16sV3F-R primerleri ve Promega enzimi ile pzr kuruldu. 1:10 diliie edilmis 4242-4245

numarali 6rneklerin pzr’u tekrar edildi. Jel goriintiisii Sekil 5.10.’da gosterilmistir.
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20210204 4232-424516sV3 Promega

1:100 Diluted DNA 1:10 Diluted DNA
4232 4233 4234 4235 4236 4237 4242 4243 4244 4245 PK N
bp ng/0.5pg % :
1000 30 £
500 75 115
40X 30 6
AR — — — o

100 35

Sekil 5.10. 1:100 diliic edilmis 4232-4237 ve 1:10 diliic edilmis 4242-4245 numarali
orneklerin 16sV3F-R primerleriyle kurulan pzr sonucu. PK: pozitif kontrol, N: negatif
kontrol

Elde edilen sonuglara gére bundan sonraki asamalarda 16sV3F-R primerleri i¢in 4232-
4237 numarali orneklerin 1:100 diliie DNA’larinin; 4242-4245 numarali 6rneklerin 1:10

diliie DNA’larinin kullanilmasina karar verildi.

4235-4237 numarali Orneklerinin asil DNA ve 1:10 dilie DNA’lar1 ile 515F-806R
primerleri ve Promega enzimi kullanilarak tekrar pzr kuruldu. Sekil 5.8. ve Sekil 5.11°de
elde edilen sonuglara gore S15F-806R primerleri i¢in 1:10 diliie DNA’nin kullanilmasina

karar verildi.
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20210217 4235-4237 515F-806R Promega

4235 4236 4237 4235 4236 4237 PK N

Base Palrs  Mass (ng]
- 1517 45

—1.200
-1,000 95
- 800 7
- 800 24
- 700 21

— 500 18
- 500/517 97 R —
— 400 38
— 300 20

— 200 25

- 100 48

Sekil 5.11. Diliie edilmemis ve 1:10 diliie edilmis 4235-4237 numaral1 6rneklerin 515F-
806R primerleriyle kurulan pzr sonucu. PK: pozitif kontrol, N: negatif kontrol

4297-4300 numarali Dalaman arazisi 6rneklerinin 515F-806R ve 16sV3F-R primerleri ile

Promega enzimi kullanilarak kurulan pzr sonucu Sekil 5.12.”de gdsterilmistir.

20210324 4297-4300 515F-806R & 16sV3 PROMEGA

4297 4298 4299 4300 PK N 4297 4298 4299 4300 PK N

bp ng/0.5pg %

Sekil 5.12. 4297-4300 numarali orneklerinin 515F-806R ve 16sV3F-R primerleri ve
Promega enzimi ile kurulan pzr sonucu. PK: pozitif kontrol, N: negatif kontrol

Elde edilen pzr sonuglarina gore indeksli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak olan
DNA’larin uygun diliisyonlarina karar verildi. Segilen diliisyonlarin listesi Cizelge 5.21.’de
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore ayni arazi ve primere sahip Orneklerin DNA’lar1 arazi

negatifleri ayr1 tutularak diliisyondan sonra birlestirilmistir.
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Cizelge 5.21. Diliisyon oranlar1

. 515F-806R 16sV3
Ornek ad1
Diliisyon orani Diliisyon orani

3668 1 1
3669 1 1
3670 1:10 1
3671 1:100 1
3672 1 1
3673 1 1
4232 1 1:100
4233 1 1:100
4234 1 1:100
4235 1:10 1:100
4236 1:10 1:100
4237 1:10 1:100
4242 1:10 1:10
4243 1:10 1:10
4244 1:10 1:10
4245 1:10 1:10
4297 1 1
4298 1 1
4299 1 1
4300 1 1

5.2.3. INDEKSLi POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU SONUCLARI

Elde edilen {iriinlerin dizileme isleminin yapilabilmesi i¢in 5.1.2.’de ¢alismanin devami
i¢in kullanilacak primerlerin 6niine Illumina adaptorlerinin eklenmesiyle indeksli primerler

olusturuldu. Indeksli primerlerin dizileri ve iiriin boylar1 Cizelge 5.22.”de gdsterilmistir.
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Cizelge 5.22. Indeksli primer listesi

) o Baglanma .
Primer ad1 Primer dizisi Uriin boyu
sicakhig
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA
515F Index 53°C 350 bp
CAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG
806R_Index 53°C 350 bp
ACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA
16sV3F_Index 53°C 200 bp
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
16sV3R_Inde | (1 oTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG s30C 200 b
X ACAGACCGCGGCTGCTGGCAC P

Cizelge 5.18.

ve 5.19.°da belirtilen protokollere gore indeksli primerlerle 53°C’de

polimeraz zincir reaksiyonu kuruldu. %2’lik agaroz jelde 120 voltta 45 dakika

yuritiildiikten sonra elde edilen jel goriintiileri Sekil 5.13. ve Sekil 5.14.‘te gosterilmistir.

Her bir arazi bolgesi altinda bulunan N, o arazilerin negatif drneklerini temsil etmektedir.

bp ng/05pg %

20210416 515F-806R w/index PROMEGA

PK N

Sekil 5.13. 515F _Index ve 806R_Index pzr sonucu, PK:Pozitif kontrol, N:Negatif kontrol
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20210420 16sV3 w/index PROMEGA

Kizilcahamam

bp ng/05pg %

Sekil 5.14. 16sV3F_Index ve 16sV3R_Index pzr sonucu, PK:Pozitif kontrol, N:Negatif
kontrol

Her bir arazi i¢in elde edilen pzr iirlinleri birlestirildi. Her araziye ait negatif 6rnekler de
birlestirilerek tez c¢alismasimnin negatif kontrolii olusturuldu. Kiitiiphane basamagina

gecilmeden once 6rneklerin kalite ve miktarlar1 QubitTM 3.0 Florometre ile 6l¢iildii.

Cizelge 5.23. Birlestirilen 6rneklerin kalite ve miktar degerleri

Ornek adi Konsantrasyon (ng/mL)
16sV3 Negatif 114
16sV3 Nevsehir 151
16sV3 Kizilcahamam 648
16sV3 Yozgat 553
16sV3 Dalaman 145
515F-806R Negatif 109
515F-806R Nevsehir 223
515F-806R Kizilcahamam 421
515F-806R Yozgat 139
515F-806R Dalaman 186
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5.3. BIYOINFORMATIK BULGULAR

4.2.3.’te elde edilen ve SILVAngs sistemine yiiklenen dizilerin sayis1 Cizelge 5.24.’ta
gosterilmistir. 515F-806R primerleri ile elde edilen dizilerin ‘unig.clean’ asamasinin
analizleri ileri ve geri okumalar tek dosyada birlestirildikten sonra yapilmistir. Diger

asamalarda ileri ve geri okumalar ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Cizelge 5.24. Dizilenen verilerin sayilari, * ile belirtilmis uniq.clean verilerinde 515F-

806R primerleri ile elde edilen ileri ve geri okumalar tek bir dosyada birlestirilmistir.

Ham veri uniq c10 | unig.clean* | c10.clean
16sV3 negatif 583.888 | 101.556 | 3.076 60.381 434
16sV3 Nevsehir 605.608 | 133.918 | 2.836 100.436 371
16sV3 Kizilcahamam 447.082 | 88.635 | 2.376 53.302 536
16sV3 Yozgat 534.612 | 95.848 | 2.147 62.367 453
16sV3 Dalaman 520.465 | 135.927 | 3.462 92.058 960
515-leri negatif 292.293 | 47.431 | 1.757 203.530 328
515-fleri Nevsehir 290.537 | 32.613 | 1.496 223.855 135
515-ileri Kizileahamam | 350.295 | 58.716 | 2.007 280.199 486
515-leri Yozgat 320.533 | 52.562 | 1.287 262.888 481
515-ileri Dalaman 336.626 | 81.386 | 2.047 252.385 808
515-Geri negatif 292.293 | 78.029 | 997 203.530 532
515-Geri Nevsehir 290.537 | 54.294 | 1.409 223.855 459
515-Geri Kizilcahamam | 350.295 | 99.389 | 1.862 280.199 1527
515-Geri Yozgat 320.533 | 84.737 | 1.551 262.888 1154
515-Geri Dalaman 336.626 | 116.659 | 1.531 252.385 1262
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SILV Angs sistemine yiiklenen dizilerin dizi sayilari, operasyonel taksonomik birim (OTU)

sayilar1 ve oranlari, veri tabaniyla eslesmeyen dizi sayilar1 ve oranlar1 dzetlenmis ve

Cizelge 5.25., 5.26. ve 5.27.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.25. 16sV3 analiz 6zeti

yiizdesi

16sV3 16sV3-c10 | 16sV3-clean 16sV3-c10-clean
Dizi sayisi 555.884 13.897 368.544 2.754
OTU sayisi 141.564 1.347 143.174 1.380
OTU yiizdesi %25.47 9%9.69 9%38.85 9%50.11
Eslesmeyen dizi
61.683 924 41.943 97
sayisl
Eslesmeyen dizi
%11.10 %6.65 9%11.38 %3.52

Cizelge 5.26. 515-F analiz ozeti, * ile belirtilmis 515-F-clean verileri ileri ve geri
okumalarin tek bir dosyada birlestirilmesinden olusturulmustur.

yiizdesi

515-F 515-F-c10 | 515-F-clean* 515-F-c10-clean
Dizi sayisi 272708 8594 1.222.857 2238
OTU sayis1 56391 864 590.520 856
OTU yiizdesi %20.68 %10.05 %47.83 %38.25
Eslesmeyen dizi
28524 622 401.719 136
sayisi
Eslesmeyen dizi
%10.46 %7.24 %32.85 %6.08

Cizelge 5.27. 515-R analiz Ozeti, * ile belirtilmis 515-R-clean verileri ileri ve geri
okumalarin tek bir dosyada birlestirilmesinden olusturulmustur.

yiizdesi

515-R 515-R-c10 | 515-R-clean* 515-R-c10-clean
Dizi sayisi 433108 7350 1.222.857 4934
OTU sayis1 80964 307 590.520 284
OTU yiizdesi %18.69 %4.18 %47.83 %5.76
Eslesmeyen dizi
5224 66 401.719 66
sayisi
Eslesmeyen dizi
%1.21 %0.90 %32.85 %1.34
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SILVAngs sisteminden ¢ikan cins seviyesindeki eslesmeler tablo haline getirilmistir.
Verilen cinsler pasta grafiginde en ¢ok yer kaplayan cinslerden olusmaktadir. Arazi
caligmalar1 sonucu elde edilen cinsler yazilirken negatif 6rneklerden elde edilen sonuglar
cikarilarak yalnizca belirtilen kaynaklarin mikrobiyom listesi olusturulmus oldu. Tablolar

olusturulurken ayn1 zamanda tespit edilen cinslerin belirgin 6zellikleri de not diisilmustiir.

Cizelge 5.28. Negatif 6rneklerin cins listesi

Negatif Ozellikleri
Methylorubrum Yaygin cins (27)
Bosea Yaygin cins (28)
Rhizobium Yaygin cins, filtrelenmis atik suda bulunur (29)
Mesorhizobium Yaygin cins, filtrelenmis atik suda bulunur (29)
Ensifer Toprak bakterisi (30)
Bradyrhizobium Yaygin cins, filtrelenmis atik suda bulunur (29)
Sphingomonas Yaygn cins, filtrelenmis atik suda bulunur (29)
Caoulobacter Yaygin cins, tath suda bulunur (31)
Reyranella Tatli suda bulunur (32)
Acinetobacter Yaygin cins, filtrelenmis atik suda bulunur (29)
Pseudomonas Yaygin cins (33)
Aeromonas Cogu patojen, tatl suda bulunur (34)
Sediminibacterium Sediment bakterisi (35)
Edaphobaculum Toprak bakterisi (36)
Bacillus Yaygin cins (37)
Legionella Patojen, su hatlarinda ve igme suyunda yasayabilir (38)
Clostridum sensu strico 1 Su ve sedimentte bulunur (39)
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Cizelge 5.29. Nevsehir-Kozakli 6rneklerinin cins listesi

Nevsehir-Kozakh

Ozellikleri

Caldimicrobium

Termofil (40)

Geothermobacterium

Hipertermofil (41)

Hydrogenobacter

Hipertermofil (42)

Sulfurihydrogenibium

Termofil (43)

Geobacillus

Termofil (44)

Thermus

Termofil (45)

Thermodesulfobacterium

Hipertermofil (46)

Deinococcus

Termofil (47)

Thiobacter

Termofil (48)

Hydrogenophilus

Termofil (49)

Cizelge 5.30. Ankara-Kizilcahamam 6rneklerinin cins listesi

Ankara-Kizilcahamam

Ozellikleri

Ignisphaera

Hipertermofil (50)

Nitrospira

Nitrit oksidasyonu (51)

Thermoflexus

Termofil (52)

Hydrothermae Termofil, hidrotermal kaynakli (53)
Pirellula Genellikle atik sularda, yaygin cins (54)
Hydrogenobacter Ekstremofil (42)
Thermus Termofil (45)
Limisphaera Termofil (55)

Algoriphagus

Ekstremofil (56)

Silanimonas

Ekstremofil (57)

Denitratisoma

Denitrifikasyon (58)

Hydrogenophilus

Termofil (49)

Vulcaniibacterium

Termofil (59)
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Cizelge 5.31. Yozgat-Bogazliyan 6rneklerinin cins listesi

Yozgat-Bogazhiyan

Ozellikleri

Nitrospirota

Siilfat indirgeme (51)

Methylothermus

Kismen termofil (60)

Ignavibacteriales

Kismen termofil (61)

Desulfotomacuila

Kismen termofil (62)

Acetothermiia

Termofil (63)

Thermoanaerobaculum

Hipertermofil (64)

Aminicenantales

Termofil (65)

Candidatus Nitrosotenuis

Amonyum oksidasyonu (66)

Micrarchaeales

Asidofilik, yaygin cins (67)

Cizelge 5.32. Mugla-Dalaman drneklerinin cins listesi

Mugla-Dalaman

Ozellikleri

Arcobacter Baz tiirleri aerotolerant/halotolerant (68)
Malacobacter Halofil (69)

Sulfurovum Siilfiir oksidasyonu (70)
Sulfurimonas Siilfiir oksidasyonu (71)

Thiovulum

Siilfiir oksidasyonu (72)

Desulfocapsa

Siilfat indirgeme (73)

Planktothricoides SR001

Deniz suyu ve tath suyun karistig1 yerlerde (74)

Thioflexothrix

Siilftr bakterisi (75)

Hydrogenovibrio

Ekstremofil (76)

Thiomicrorhabdus

Siilfiir oksidasyonu (77)

Annwoodia

Kismen termofil (78)

Oceanospirillum

Halofil (79)

Halomonas

Tuz tolarasyon (80)

Motiliproteus

Nitrat indirgeme (81)

Hypnocyclicus

Termofil, kismen halofil (82)

Sulfurospirillum

Toksik materyalde (arsenik gibi) biiyiliyebilme (83)

Hydrogenimonas

Termofil (84)

Halarcobacter

Halofil (69)
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinin temel olarak {i¢ amaci vardir; ¢evresel DNA metabarkodlama yontemi
kullanilarak termal kaynak mikrobiyomunun ¢ikarilmasi, sicaklik ve kimyasal igerik
farkliliklarinin mikrobiyoma yansimasinin tespiti ve yapilan bu ¢alisma ile biyoteknolojik
aragtirmalarda kullanilmak tizere literatiire yeni bir is akisinin sunulmasi. Biyoinformatik
analizler sonucu elde edilen ve SILVANgs sisteminde analizi tamamlanan dizilerin Krona

pasta grafiklerinin incelenmesi ile amaclara ulasildigi sonucuna varilmaktadir. Krona

grafikleri Sekil 6.1.’den 6.55.” kadar gosterilmistir.
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Sekil 6.1. 16sV3 Negatif ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.2. 16sV3 Negatif ‘c10’ drnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.3. 16sV3 Negatif ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.4. 16sV3 Negatif ‘cl10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

‘cl0’ filtresi uygulanmis verilerin Krona grafiklerinde ‘no relative’ olarak ifade edilen;
veri tabaninda hicbir diziyle eslesmemis dizilerin oraninin azaldigr goriinmektedir.
Uygulanan filtrelerin sayisi arttikga grafikteki dilim sayilar1 da artmistir. Elde edilen

eslesmelerin su ve toprakta siklikla karsilasilan cinslere ait oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 6.5. 515 Negatif F ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.6. 515 Negatif R ‘uniq’ drnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.5. ve 6.6.’da gosterilmis olan 515 Negatif ‘uniq’ O6rnegine ait Krona grafikleri
incelendiginde ileri ve geri okumalarin analizlerinde belirgin bir fark olmadig:

gbzlemlenmistir. ‘uniq’ filtresi genellenmis bir eslesme sonucu vermistir.
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Sekil 6.7. 515 Negatif F ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.8. 515 Negatif R ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.7. ve 6.8. incelendiginde ‘uniq’ filtresine kiyasla ‘no relative’ eslesmelerin
neredeyse ortadan kalktig1 gézlemlenmistir. ‘c10’ filtresi ile singleton olarak adlandirilan
veri setinde bir kez goriilmiis ve muhtemel hatalardan olusan dizilerin kendi veri
setimizden ¢ikarilmasi igslemi gergeklestirilmistir. Bundan dolay1 ‘no relative’ oraninin
azalmasi beklenmektedir. Ayni zamanda arke eslesmelerinin de olmadigi, bunun da

sebebinin c10 filtresi ile hatal1 pozitiflerin ¢ikarilmasi oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 6.9. 515 Negatif ‘unig.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.9.°da gosterilen Krona grafiginde 515 Negatif Ornegine ait ‘uniq’ ve ‘cl0’
filtrelerine kiyasla eslesmedeki ¢esitlilik sonuglarinda azalis ve ‘no relative’ oraninda artig
gbzlemlenmistir. ‘uniqg.clean’ veri dosyasi, eslesen ileri ve geri okumalar ve eslesmeyenler
dizilerden olugmaktadir. 515F-806R primer ¢ifti yaklasik 300 baz ¢ifti ¢ogaltirken bu tez
calismasinda kullanilan NextSeq cihazi 2x150 baz ¢ifti okumaktadir. Bundan dolay1 ileri
ve geri dizilerin saglikli bir sekilde birlestirilememesi beklenmektedir. Elde edilen
cesitlilik azalmasi ve ‘no relative’ oraninin artmasi beklentiyi karsilamaktadir. Daha

detayli ve dogru bir sonug i¢in ileri ve geri dizilerin analizi ayr1 ayr1 yapilmalidir.

50



%,
%

7%
*,

%,
K
x,
- 58 No Relative 0.8% .
,

Methylobacterium-

Methylorubrum 3 e g %@
L—s

Sekil 6.10. 515 Negatif F ‘cl10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.11. 515 Negatif R ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.10. ve 6.11.’de elde edilen ‘cl0.clean’ grafikleri diger 515 Negatif grafiklerine
kiyasla ‘no relative’ baglaminda daha temiz sonu¢ vermistir. ileri ve geri okumalar
kiyaslandiginda ise ileri okumanin daha fazla cins seviyesinde eslesme verdigi

gbzlemlenmistir.

Negatif 6rneklerin her iki primerle dizilenmesi sonucunda birgok cins seviyesinde eslesme
ile karsilasilmistir. Eglesen cinsler toprak ve su gibi ¢evresel drneklemelerde yogunlukla
bulunan cinslerdir. Bu sonuglar UV’ye maruz birakilan saf suda bile mikroorganizmalara
rastlayabilecegimizi gostermektedir. Mikrobiyal cesitliligin kaynagi saf su cihazinin

filtresinden, kullanilan sigelerden, laboratuvar ekipmanindan veya deneyde kullanilan
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kimyasallar olabilir. Arazi Orneklerine ait sonuglarin daha iyi degerlendirilmesi icin

mutlaka negatif 6rneklerin de dizilenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Sekil 6.12. 16sV3 Nevsehir ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.13. 16sV3 Nevsehir ‘c10’ drnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.14. 16sV3 Nevsehir ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.15. 16sV3 Nevsehir ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

16sV3F-R primerleri ile c¢ogaltilmis Nevsehir oOrneklerinden elde edilen grafikler
sonucunda ‘c10’ filtresi uygulanmig verilerde uygulanmayanlara kiyasla ‘no relative’ dizi
oranlarinin azaldig1 gériinmektedir. Uygulanan filtrelerin sayisi arttik¢a grafikteki dilim
sayilar1 da artmistir. Caldimicrobium, Hydrogenobacter, Sulfurihydrogenibium, Thermus

gibi habitat1 yiiksek sicaklik olan ve bu kaynaktan ¢ikmasi beklenen cinslere rastlanmistir.
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Sekil 6.16. 515 Nevsehir F ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.17. 515 Nevsehir R ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.16. ve 6.17. kiyaslandiginda elde edilen sonuglarin neredeyse ayni oldugu
gozlemlenmistir. Caldimicrobium, Hydrogenobacter, Sulfurihydrogenibium, Thermus gibi
habitat1 yiiksek sicaklik olan ve bu kaynaktan ¢ikmasi beklenen cinslere bu primerlerin

analizi sonucunda da rastlanmistir.
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Sekil 6.18. 515 Nevsehir F ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.19. 515 Nevsehir R ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

‘cl0’ filtresi uygulanmis 515 Nevsehir dizilerinin ileri ve geri okumalar1 kiyaslandiginda
geri yondeki okumalarda ‘no relative’ oraninin sifirlandigi ve hipertermofilik ve termofilik

gruplarin daha iyi ayrildig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 6.20. 515 Nevsehir ‘uniq.clean’ drnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.20.’de gosterilen Krona grafiginde 515 Nevsehir ornegine ait ‘uniq’ ve ‘cl10’
filtrelerine kiyasla hipertermofilik gruplarin oraninda azalig, ‘no relative’ ve arke oraninda
artis gozlemlenmistir. ‘uniq.clean’ veri dosyasi, eslesen ileri ve geri okumalar ve
eslesmeyenler dizilerden olustugu i¢in hipertermofilik gruplardaki azalis ve ‘no relative’
oranindaki artig beklenen bir sonu¢ olmustur. Daha detayli ve dogru bir sonug i¢in ileri ve

geri dizilerin analizi ayr1 ayr1 yapilmalidir.
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Sekil 6.21. 515 Nevsehir F ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.22. 515 Nevsehir R ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.21. ve Sekil 6.22. incelendiginde, uygulanan diger filtrelere kiyasla, ‘c10.clean’
filtresinin beklenen gruplar iizerinde daha gesitli ve net sonuglar verdigi gézlemlenmistir.
Ileri ve geri okumalar kiyaslandigina ise ileri yonlii dizi analizinde Thermoprotei gibi yine

bu arazi ¢alismasinda beklenen bir eslesme sonucu alinmistir.
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Sekil 6.23. 16sV3 Kizilcahamam ‘uniq’ drnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.24. 16sV3 Kizilcahamam ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Archsea 0.04% -
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Sekil 6.25. 16sV3 Kizilcahamam ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.26. 16sV3 Kizilcahamam ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

16sV3F-R primerleri ile ¢ogaltilmig Kizilcahamam o&rneklerinden elde edilen grafikler
sonucunda, Nevsehir orneklerinde oldugu gibi, ‘c10’ filtresi uygulanmig verilerde
uygulanmayanlara kiyasla ‘no relative’ dizi oranlarinin azaldig1 gériinmektedir. Uygulanan
filtrelerin sayisi arttikca grafikteki dilim sayilar1 da artmistir. Ancak yiiksek sicaklarda
yasadig1 ve verilerde elde edilmesi beklenen hipertermofil ve termofil cinslerine diigiik

oranda rastlanmustir.
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Sekil 6.27. 515 Kizilcahamam F ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.28. 515 Kizilcahamam R ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.27. ve Sekil 6.28. incelendiginde Hydrogenophilus, Hydrogenobacter, Geobacillus
gibi termofil gruplarin tespit edildigi goriilmiistiir. Tleri ve geri yonde okuma sonuglari
arasinda biiyiik bir fark olmamakla beraber geri yonde okuma grafiginde daha detaylanmis

bir sonug elde edilmistir.
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Sekil 6.29. 515 Kizilcahamam F ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.30. 515 Kizilcahamam R ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

‘c10’ filtresinin uygulanmastyla beraber daha cesitli Krona grafikleri elde edilmistir. fleri
ve geri yonde okumalarin grafigi kiyaslandiginda ise Sekil 6.30.’da goriildiigii gibi arke
eslesmelerinde biiyiik oranda bir artis olmustur. Bu sonugla beraber geri yonde okuma

verisi grafiginde daha fazla dilime yani eslesme gesitliliginde artisa rastlanmustir.
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Sekil 6.31. 515 Kizilcahamam ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

515 Kizilcahamam oOrnegine ait ‘uniq’ ve ‘clQ’ filtrelerine kiyasla genel olarak tespit
edilen cinslerin sayisinda ve arke oraninda azalis ve ‘no relative’ oraninda artig
gbzlemlenmistir. ‘uniq.clean’ dosyasi negatif ve Nevsehir verilerinde oldugu gibi eslesen
ileri ve geri okumalar ve eslesmeyenler dizilerden olustugu i¢in, bu analiz beklendigi gibi
sonuglanmistir. Termofil ve ekstrem gruplar1 daha detayl tespit edebilmek i¢in ileri ve geri

yonde okumalarin ayr1 ayr1 analiz edilmesi gerekmektedir.

72



Z
8
=5

Allorhizobium-Neorhizobium- '3'
Pararhizobium-Rhizobium %

Sekil 6.32. 515 Kizilcahamam F ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.33. 515 Kizilcahamam R ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.32. ve 6.33. incelendiginde geri yonde okuma verilerinin analizi sonucunda elde
edilen arke oraninin ileri yondekine kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir. Bakteri verisi
yoniinden gozle goriiliir bir fark bulunmamaktadir. Arkelerin tespitinde geri yonde yapilan
okumalarin daha bagarili oldugu, bunun sebebinin 806R primerinin V4 bdlgesini
okumasindan kaynaklandigi ve bu bolgenin arke gesitliliginin ortaya konmasinda etkili

olabilecegi sonucuna varilmstir.
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Sekil 6.34. 16sV3 Yozgat ‘uniq’ drnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.35. 16sV3 Yozgat ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.36. 16sV3 Yozgat ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.37. 16sV3 Yozgat ‘cl10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

16sV3F-R primerleri ile ¢ogaltilmis Yozgat 6rneklerinden elde edilen grafikler sonucunda,
negatif, Nevsehir ve Kizilcahamam orneklerinde oldugu gibi, ‘c10’ filtresi uygulanmis
verilerde uygulanmayanlara kiyasla ‘no relative’ dizi oranlarinin azaldigi goriinmektedir.

Uygulanan filtrelerin sayisi arttik¢a grafikteki dilim sayilari da artmistir.
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Sekil 6.38. 515 Yozgat F ‘uniq’ drnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.39. 515 Yozgat R ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.38. ve Sekil 6.39. incelendiginde geri yonde okuma verilerinin hem ‘no relative’
hem de tespit edilen arke yiizdesi bakimindan ileri yonde okuma sonuglarindan olduk¢a
farkli oldugu goriilmektedir. Grafikler detayli incelendiginde geri yonde okumalarin biiyiik
bir ylizdesini Parcubacteria ailesine ait cinsler olustururken, ileri ydnde okuma
grafiklerinde bu aileye rastlanmamustir. Bu ailenin V4 bolgesinin eslestirilen veri tabaninda
bulunmasi veya 806R primerinin bu aile bakimindan daha segici olmasinin bu duruma yol

actig1 sonucuna varilabilir.
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Sekil 6.40. 515 Yozgat F ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.41. 515 Yozgat R ‘c10’ drnegine ait Krona pasta grafigi

‘c10’ grafikleri incelendiginde, elde edilen sonucun ‘uniq’ grafiklerinde elde edilenlere
benzedigi goriilmektedir. Arke oranindaki artis ve ‘no relative’ oraninda azalis yine geri
yonde okuma verilerinden elde edilmistir. Parcubacteria ailesinin yalnizca geri yonde

okuma verilerinden elde edilmesi de benzerlik gosterilmistir. Bunlarin yani sira

Thermoanaerobaculum, Methylothermus gibi termofilik cinsler ile Denitratisoma,

Aminicenantales, Candidatus Nitrosotenuis gibi ekstremofiller de suyun fizikokimyasal

yapisi itibariyle beklenen cinsler olup bunlarin da tespiti ger¢eklesmistir.
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Sekil 6.42. 515 Yozgat ‘uniq.clean’ drnegine ait Krona pasta grafigi

‘uniq.clean’ verisinden elde edilen sonu¢ Onceki analizlerde oldugu gibi ‘no relative’
oraninda artis, kalan gruplarin ¢esitliliginde azalis ile sonuglanmustir. ileri ve geri

okumalarin birlestirilmeden ayr1 ayr1 analiz edilmesi gerektigi bir kez daha goriilmektedir.
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Sekil 6.43. 515 Yozgat F ‘cl10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.44. 515 Yozgat R ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
Sekil 6.43. ve Sekil 6.44. incelendiginde ‘uniq’ ve ‘c10’ filtrelerinde oldugu gibi geri

yondeki okumalarin sonucunda arke oranindaki artis ve ‘no relative’ oraninda azalig
gbzlemlenmistir. Ancak ileri yondeki okumalarin analizinde geri yondekilere kiyasla daha
edilmistir. ~ Thermoanaerobaculum,  Thermodesulfitimonas,

fazla  grup tespit
Methylothermus, Denitratisoma, Aminicenantales, Candidatus Nitrosotenuis gibi termofil

ve ekstremofil cinsler bu filtre ile daha net ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 6.45. 16sV3 Dalaman ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.46. 16sV3 Dalaman ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

87



Sulfurimonas

H
3
g
&

Sekil 6.47. 16sV3 Dalaman ‘uniq.clean’ dérnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.48. 16sV3 Dalaman ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

16sV3F-R primerleri ile c¢ogaltilmis Dalaman 06rneklerinden elde edilen grafikler
sonucunda, diger Orneklerde oldugu gibi, ‘cl0’ filtresi uygulanmis verilerde
uygulanmayanlara kiyasla ‘no relative’ dizi oranlarinin azaldigi goriinmektedir. Uygulanan

filtrelerin sayis1 arttik¢a grafikteki dilim sayilar1 da artmustir.

89



é

Sekil 6.49. 515 Dalaman F ‘uniq’ drnegine ait Krona pasta grafigi

90



55
3 2
g 5
f(

Sekil 6.50. 515 Dalaman R ‘uniq’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.49. ve 6.50. incelendiginde geri yonde okuma verisinden elde edilen grafikte ‘no

relative’ oraninin azaldigir goriilmektedir. Kalan eslesmelerde ise ileri ve geri okuma

arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 6.51. 515 Dalaman F ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.52. 515 Dalaman R ‘c10’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

‘c10’ grafikleri incelendiginde geri yonde okuma sonucunda ‘no relative’ ve arke oraninin
stfirlandigi ve diger eslesmelerin ileri yonde okumaya kiyasla daha net agildigi
gozlemlenmistir. Dalaman termal kaynaginin sahip oldugu fizikokimyasal ozellikler
nedeniyle beklenen Sulfurovum, Sulfurimonas, Thiovulum, Arcobacter, Malacobacter,
Thiomicrorhabdus, Halomonas gibi siilfiir oksidasyonundan sorumlu ve tuza kars1 direng

saglamis bakteri cinsleri Krona grafikleri sonucunda elde edilmistir.
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Sekil 6.53. 515 Dalaman ‘uniq.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Bu c¢alismadaki tiin ‘uniq.clean’ verileri gibi Dalaman’a ait bu veride de ‘no relative’
oraninda biiylik bir artis ve kalan gruplarin cesitliliginde de azalis gozlemlenmistir. Bu
veriyle birlikte 515F-806R okumalari igin ileri ve geri dizilerinin ayri olarak analiz

edilmesinin gerekliligi net bir sekilde ortaya konmustur.
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Sekil 6.54. 515 Dalaman F ‘cl10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi
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Sekil 6.55. 515 Dalaman R ‘c10.clean’ 6rnegine ait Krona pasta grafigi

Sekil 6.54. ve Sekil 6.55. incelendiginde geri yonde okuma grafiginde ‘no relative’ ve arke
oraninin tamamen ortadan kalktigi goriilmektedir. Diger cinsler bakimindan ileri yonde

okuma daha fazla cins ile eslesme verirken geri yonde okuma grafigi genellenmis bir sonug

ortaya koymaktadir.
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6.1.1. CEVRESEL DNA METABARKODLAMA ILE TERMAL KAYNAK
MIKROBIYOMUNUN CIKARILMASI

Bu tez ¢alismasina 3 arke, 3 bakteri ve 1 prokaryot olmak iizere 7 ¢ift primerle baslanmis
olunup 2 bakteri primeri ile analizler tamamlanmustir. izolasyon tekniginin arkelere uygun
olmamasi, DNA kirliliginin yliksek olmasindan dolay1 polimeraz zincir reaksiyonunun
inhibe olmasi1 veya izole edilen arke DNA miktarinin pzr’de ¢ogaltmak i¢in yeterli
olmamasi gibi sebeplerden otiirii arke ve prokaryot primerleri ile kurulan reaksiyonlardan
sonu¢ alinamamis olabilir. Mikrobiyom ¢alismalarinda siklikla kullanilan 16sV3F-R ve
515F-806R primerleri ¢cogalttiklar: bolge bakimindan (sirasiyla V3 ve V3-V4) cesitliligi en
iyl yansitan primerlerdir ve bu tez caligmasinda en iyi sonucu vermislerdir. 16sV3F-R
primer ¢ifti, bakteri eslesmelerinde daha fazla cins ile eslesme verirken 515F-806R primer
cifti cogu arazi Orneklemesinde 16sV3F-R’e yakin sayilabilecek bir oranda bakteri
eslesmesi vermesinin yani sira arkelerle de eslesme sonucu vermistir. 515F-806R
primerleri ile elde edilen sonuglar dikkatli incelendiginde geri yonlii okumalar yani V4
bolgesine ait okumalar ileri yonlii okumalara kiyasla daha fazla eslesme vermistir. Ancak
OTU sayis1 bakimindan incelendiginde ileri yonlii okumalarin oranlart geri yonli
okumalardan daha fazladir. Arke bakimindan incelendiginde ise Kizilcahamam ve Yozgat
arazilerinde geri yonlii okumalar daha iy1 arke sonucu verirken Nevsehir arazisinde ileri
yonlii okumada daha fazla arke eslesme yiizdesine rastlanmistir. Tiim bunlardan varilacak
sonu¢ 16sV3F-R primer ¢ifti kullanilmasina karar verilmesi halinde arkelere
ulasilamayacagir ve 515F-806R primer ¢ifti kullanilmasi halinde ileri ve geri yonli

okumalarin ayr1 ayr1 analizinin yapilip yorumlanmas: gerektigidir.
6.1.2. FIZIKOKIMYASAL FARKLILIKLARIN MIKROBIYOMA YANSIMASI

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen 4 araziye ait sularin fizikokimyasal analiz sonuglari
5.1. basamagindaki cizelgelerde belirtilmistir. Ozetle; Nevsehir-Kozakli ve Anakra-
Kizilcahamam termal kaynaklarinin hipertermofillere, Yozgat-Bogazliyan termal
kaynaginin termofil ve siilfat/nitrat oksidasyonu yapan bakterilere ve Mugla-Dalaman
termal kaynaginin halofil ve ekstremofillere ev sahipligi yaptig1 hipotezi kurulmustur.
SILVAngs c¢evrimigi sistemi yardimiyla elde edilen eslesmelere gore bu hipotez

dogrulanmis olup sonuglarin listesi 5.3. basamagindaki Cizelge 5.29.’dan Cizelge 5.32.’ye
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kadar her bir arazi i¢in Ozetlenmistir. Nevsehir orneginden elde edilen sonuglar bu
kaynaktaki mikrobiyal yasamin Caldimicrobium, Geothermobacterium, Geobacillus,
Thermodesulfobacterium  ve  Deinococcus gibi  hipertermofil  ve  termofiller,
Kizilcahamam’da Ignisphaera, Nitrospira, Hydrothermae, Hydrogenobacter, Denitratisoma
gibi hipertermofil, termofil ve nitrat bakterileri, Yozgat’ta Nitrospirota, Methylothermus,
Desulfotomacuila, Aminicenantales, Candidatus Nitrosotenuis gibi termofil ve silfiir
bakterileri ve Dalaman’da Malaoiobacter, Sulfurovum, Arcobacter, Hyprocyclius,
Halarcobacter gibi halotolerant ve siilfiir bakterilerince baskin oldugu sonucuna varilmistir.
Bu sonuglardan hareketle termal kaynak sularinda meydana gelen sicaklik veya kimyasal

igerik farkliliklarinin mikrobiyomu nasil etkiledigi gosterilmistir.
6.1.3. BIYOINFORMATIK i$ AKISI

Elde edilen ham veriler kalite kontrolleri yapilip primerlerinden temizlendikten sonra
bir¢ok filtreleme parametresi kullanilmistir; tekrar eden dizilerin ¢ikarilmasi (uniq), 10’dan
daha az tekrar1 olan dizilerin veri setinden ¢ikarilmasi (c10), tekrar eden dizilerden pzr ve
sekanslanma hatalarinin temizlenmesi (uniq.clean) ve 10°dan daha fazla tekrar1 olan
dizilerden pzr ve sekanslanma hatalarinin temizlenmesi (c10.clean). Her bir arazi ve primer
icin ayri ayrt uygulanan bu 4 filtrenin analizleri SILVAngs sistemi aracilifiyla
tamamlanmistir. Bu tez calismasinin dizileme agamasinda Illumina NextSeq 550 cihazi ve
2x150 bp okuma boyu kullanilmasindan 6tiirii yaklagik 200 bp uzunlugunda iirlin veren
16sV3F-R primerleri ile ¢ogaltilmis dizilerin ileri ve geri yonde okumalari
birlestirilebilirken yaklasik 300 bp uzunlugunda {irin veren 515F-806R primerleri ile
cogaltilmis dizilerin ileri ve geri yonde okumalarmin diisik bir yiizdesi
birlestirilebildiginden dolay1 uniq.clean digindaki tiim filtrelerin analizleri ileri ve geri
okumalar ayr olacak sekilde tamamlanmistir. Tiim arazi sonuglarinda goriilmektedir ki
16sV3F-R primerine ait analizlerde ‘clO.clean’ filtresi daima daha temiz sonuglar
vermistir. 515F-806R primerleri ile elde edilen analizlerde ise sonuglarin arazilere gore
farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Genel bir ¢ergeveden bakildiginda OTU ve eslesmeyen
dizi sayis1 bakimindan 16sV3 sonuglarinda oldugu gibi ‘cl0O.clean’ filtresinin daha iyi
sonug verdigi diisiiniilebilir. Ancak her bir arazi ¢ift yon olarak tek tek incelendiginde ileri
yonde okumalarda daha cesitli bakteri sonucu alinirken geri yonde okumalarda ‘no

relative’ olarak ifade edilen veri tabaniyla eslesmeyen dizilerin oraninda gozle goriiliir bir
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diisiis gézlemlenmistir. Kizilcahamam ve Yozgat 6rneklerinde geri yonlii okumalarda arke
oranlar1 artmig, Nevsehir 6rneginde ise ileri yonlii okumalarda arke tespit edilmistir. ‘c10’
filtresi her arazinin mikrobiyom cesitliligi i¢in daha genel bir tablo ortaya koyarken
‘cl0.clean’ filtresi cok daha detayli ve anlasilmasi zorlasan bir grafik olusturmustur. Elde
edilen farkli arazi, farkli primer ve farkli biyoinformatik filtrasyonlar sonucunda
olusturulacak biyoinformatik is akiginin arastirma sorusuna bagli olarak secilmesi gerektigi
diisiiniilmektedir. Bir ekosistemdeki mikrobiyom cesitliligini bakteri 6zelinde genel
hatlartyla ortaya c¢ikarmak isteyen arastirmaci 16sV3F-R primerleri ve ‘cl10’ filtresini
kullanabilecekken; prokaryotlarin detayli listesini ¢ikarmak isteyen arastirmaci 515F-806R
primerleri ve ‘cl0.clean’ filtresini kullanarak yapacagi ileri ve geri yonlii okumalarinin ayri

ayr1 analizleri ile hedefine ulasabilecektir.

6.2. SONUC

Yasamin sinirlarin1 hem fiziksel ve cografik hem de degisime uyum saglama kapasitesi
acisindan degerlendirebilmek icin ekstrem ortamlarin incelenmesi biiyiik bir 6nem teskil
etmektedir. Diinya {izerindeki ekstrem yasamin simirlarini anlamak gezegenimizdeki
yasamin kokenlerini aydinlatmanin yani sira endiistriyel olarak fayda saglayacak yeni
tirlerin kesfinde de belirgin bir rol oynamistir (85). Dogalar1 geregi ekstrem ortamlar,
iclerindeki biyolojik yasami incelemenin zor oldugu ortamlardir. Bu zorluklarin sebebi
ortamlara ulasmadaki zorluklardan veya sahip olduklar1 jeokimyasal o6zelliklerden
kaynaklanir (86). Termal kaynaklar diinya tizerindeki ekstrem ortamlardan biridir. Bu tez
caligmasi ile ekstrem ortam olarak nitelendirilen ve birbirinden fizikokimyasal yapilar
itibariyle farkli olan 4 termal kaynagin mikrobiyomlar: ¢ikarilmis olup her bir kaynaktan
elde edilen sonuglara gore bu ortamlarin birden fazla ekstremofil mikroorganizma cinsine
ev sahipligi yaptig1 ortaya cikarilmistir. Nevsehir ve Kizilcahamam termal kaynaklar
yaklasik 90°C’ye sahip olup burada yasayan mikroorganizmalarin hipertermofil ve
termofil cinslere ait oldugu gozlemlenmistir. Yozgat termal kaynagi 52°C’ye sahip olup
silikat asidi, bikarbonat gibi kimyasallar bakimindan da zengindir. Burada tespit edilen
cinsler termofil ve siilfat, nitrat, amonyum gibi bilesiklerin indirgenmesinde rol oynayan
bakterileri kapsamaktadir. Dalaman termal kaynagi ise diger kaynaklara kiyasla daha
soguk (yaklasik 30°C) olup sodyum, kloriir, siilfat ve arsenik bakimindan zengin bir

kaynaktir. Burada tespit edilen cinsler ise siilfiir okside edebilme, tuza kars1 tolerasyonu
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yiiksek olma ve toksik materyalde biiyiiyebilme oOzelliklerine sahiptir. Bu kaynaklarda
yapilacak kapsamli ¢aligmalar ile gerek bilim diinyasina gerekse endiistriyel alanlara
katkida bulunabilecek bir¢ok mikroorganizma tespit edilip faydali araclara

doniistiiriilebilir.

Mikrobiyal yasam var olmak i¢in birden fazla yolda evrilmis ve bilinen hemen hemen her
ortamda karsimiza ¢ikmistir. Yapilan ¢alismalar ile yalnizca ¢evrenin ekstrem ortamdaki
yasami etkilemedigini, ayn1 zamanda mikrobiyal topluluklarin da ¢evreyi manipiile ettigini
anladik¢a ekstrem ekosistemlerin biyolojik aktiviteler ve c¢evresel faktorlerin geri
bildirimiyle olugsmus dinamik sistemler oldugu ortaya ¢ikmaktadir (87). Termal kaynak
mikrobiyomlar1 jeotermal ekosistemlerin sekillenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Termal kaynaklarda yasayan mikrobiyal topluluklarin yapilar ve islevleri, toprak, deniz ve
insan mikrobiyomu gibi jeotermal olmayan g¢evre mikrobiyomlarina kiyasla daha fazla
benzersiz Ozelliklere sahiptir (88). Bu ¢alisma kapsaminda tespit edilen ekstremofil
mikroorganizmalar yalnizca o ortamlarda yasamakla kalmayip azot ve kiikiirt dongiilerinde

de 6nemli roller oynamaktadirlar.

Son 30-40 yildir yapilan calismalar ekstrem ortamlardaki yasam anlayisimizi
sekillendirmekte ancak kesfedilmeyi bekleyen daha bir¢ok sey bulunmakta. Termal
kaynaklar gibi ekstrem ortamlarda yasamaya uyum saglamis canlilarin fizyolojik ve
metabolik adaptasyonlarinin kesfi bir yana hala bu ortamlardaki canlilarin bir listesi bile
cikarilmig degil. Son yillarda yeni nesil dizileme teknolojilerinin sagladigi destek
sayesinde herhangi bir nis igerisinde yasayan karisitk mikrobiyal topluluklarinin
taksonomik bilesimleri kiiltiir yontemine basvurulmaksizin tespit edilmektedir. Bu
yaklasim ekstrem ortamlardan gida sektoriine insanlar dahil olmak {iizere Okaryotik

organizmalar ile su ve toprak gibi habitatlarin analizi i¢in basartyla uygulanmaktadir (89).

DNA barkodlama tiirlerin taninmasi i¢in kisa ve standartlastirilmis DNA dizilerinin
kullanimini ifade eder. Arastirmacilar, DNA dizi bilgisinin ucuz ve kolay eldesini
saglayabildigi ve yeni nesil dizileme teknolojileri ile birlikte karmasik morfolojik
ozelliklere agina olmasini gerektirmeden organizmalara taksonomik isimlerini atayabildigi
icin DNA barkodlama teknigini artan bir hizla birgok biyolojik alanda kullanmaktadir (90).

Bireylerin orneklenmesinden (DNA barkodlama) topluluklarin &rneklenmesine (DNA
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metabarkodlama) geciste ¢evresel DNA (eDNA)’nin hedeflendigi, kiiltiir ve yakalama
metotlarinin  kullanilmadig1 yaklagimlarin  kullanilmas1 gerekir. Mikrobiyal cesitliligi
degerlendiren mevcut geleneksel yontemler, dogru taksonomi tanimlamasi ile yiiksek
verimli verileri belirleyemez. Ornegin, kiiltiir ydntemleri, yalnizca kiiltiire edilebilir
suslarin izolasyonuna yoneliktir; denatiire edici gradyan jel elektroforez yontemi, ¢ok
saylda bulunan mikroorganizmalari tanimlamaya meyillidir ve terminal-kisitlama fragman
polimorfizmi, birgok operasyonel taksonomik birimi tespit eden ancak operasyonel
taksonomik birimlerin taksonomilerini tam olarak tanimlamayan yiiksek verimli bir
yontemdir (91). DNA metabarkodlama ve yeni nesil dizileme teknolojilerinin birlikte
kullanilmasi ile elde edilen 16S rRNA klon kitapliklarinin dizilimi, yiiksek verimli veriler
tiretir ve yeterli taksonomik bilgi saglar (92). Bu teknolojilerin is birligi sayesinde,
geleneksel morfolojik yaklasimlarla elde edilecek taksonomik verilerden ¢ok daha hizli
veri elde ederek, ¢aligmalar1 ¢cok daha biiyiik taksonomik gruplar ve daha genis cografi
bolgeler arasinda Olgeklenebilir hale getirmistir (93). Yapilan bu tez galismasi ekstrem
ortamlardaki mikrobiyal ¢esitlilik listelerinin ¢ikarilmasi i¢in 6n deneme niteliginde olup
cevresel DNA metabarkodlama ve yeni nesil dizileme teknolojisinin bu alanda basari

gosterdigini agikca ortaya koymaktadir.

Mikrobiyom profili olusturmada kullanilan metotlar numune toplama asamasindan
baslayip topluluklarin hesaplamali nicellestirilmesine kadar siiren is akisindaki her adimda
cesitlendiginden dolay1 uygulanan her bir protokolii optimize etmek ve uygun analizlere
karar verip birlestirmek biiyiik bir 6nem tagimaktadir (94). Hem arazi hem deneysel hem
de hesaplamali protokollerdeki varyasyonlar, calisma yapilacak ortam, canli gruplart ve
teknolojik imkanlar ile sekillendiginden otiirii ‘mikrobiyom metabarkodlama’ iizerine
olusturulmus sabit bir is akis1 bulunmamaktadir. Yapilan bu tez ¢alismasi ile mikrobiyom
metabarkodlama lizerine ¢alismak isteyen arastirmacilar i¢in arazi se¢imi ve 6rneklemesi,
primer se¢imi, arastirma sorusuna uygun bir bigimde manipiile edilebilecek biyoinformatik

15 akis1 segcenekleri sunulmustur.
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The damage caused by non-native and invasive species to the local fauna, flora, ecosystem and
socio-economic structure has been well known for many years and the studies conducted on this
subject have increased significantly in recent years. In this sense, it is essential to identify potential
non-native species that may pose a threat, to continuously monitor, to carry out risk analyses and to
keep them under control.

The aim of the study is to determine native, non-native and invasive fish species located in
Turkey’s inland waters using traditional and molecular tools, assess their risks and develop a real-
time web-based database and monitoring map to maintain proper control and management of these
species. For this purpose, water samples were taken from 54 different points of 10 rivers using
peristaltic pump and disposable sterile filters with a pore size of 0.22/0.45 pum. The PCR
amplifications of the eDNA extracted from the filters were performed with tagged MiFish-U F/R
(12S rRNA) primers, indexed via adaptor ligation and aligned with reference sequences from NCBI
GenBank and European Freshwater Fish Local Database using the processed pair-ended reads
obtained from 500K read per sample high throughput sequencing. The risk analysis of the
identified species was performed with the AS-ISK (Aquatic Species Invasiveness Species Risk)
software.

As a result, a total of 232 species detected in this study to determine invasiveness levels of non-
native and invasive species were successfully analysed using AS-ISK program for Turkey inland
waters. eDNA metabarcoding of the species, especially the ones that has not been reported before
using traditional sampling is one of the most important outcomes of this project. In this regard, it is
necessary to create and implement emergency management plans for some species which are not
reported previously.

Keywords: AS-ISK, Environmental DNA, Freshwater Fish, Invasive Species.
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