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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Metabarkodlama ve Biyoinformatik Entegrasyon ile Yiiksek Verimli Bocek Biyoizleme
Metehan Arikan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Emre Keskin

Belirli bir habitatta yasayan canli ¢esitliligini arastirmak ve o habitatin yapisini ¢6zmek hep
bir merak odagi olmustur. Glinlimiizde diinya {izerinde bir¢ok arastirmaci tarafindan
yiiriitiilen ¢aligmalarda tanimlanan tiirler ve tiirler arasi iligkiler ortaya konmaktadir. Son
yillarda canlilarla yapilan ¢aligmalarda molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler
sayesinde faunayi, taksonomi uzmani olmaksizin mevcut yontemlerden daha hassas ve daha
hizli bir sekilde listelemek miimkiin olmaktadir. Bu calismalar icerisine bocek tiirlerinin
tespitinde gdorece uzun siiren arazi ¢aligmalari, tiir teshislerindeki zorluklara karst yeni bir
protokol gelistirilmesi ve mevcut DNA referans kiitliphanelerinde kayit altina alinmasi
ulusal ve uluslararasi diizeyde onem tasimaktadir. Bu noktadan hareketle bu calismada
biyolojik cesitlilik acisindan Onemli olan bdcekler {iizerinden yeni bir protokol
olusturulmustur. Bu protokol ile c¢evre aragtirmalarinda hizli bir sekilde sonug

alinabilecektir.
2021, 123 sayfa

Anahtar kelimeler: Metabarkodlama, Biyoinformatik, Yiiksek Verimli Dizileme,

Bocekler, Biyolojik Izleme
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ABSTRACT
MSc Thesis
High Throughput Insect Biomonitoring with Metabarcoding and Bioinformatics
Metehan Arikan
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Emre Keskin

Researching the diversity of species that living in a particular habitat and solving the
structure of that habitat has always been a focus of interest. Today, the defined species and
inter-species relations are revealed in studies carried out by many researchers around the
world. In recent years, molecular methods have been used in research with species. Thanks
to these methods, it is possible to list the fauna more precisely and faster than the existing
methods without a taxonomy expert. Among these studies, relatively long field studies in the
detection of insect species, developing a new protocol against the difficulties in species
identification and recording it in existing DNA reference libraries are of national and
international importance. From this point of view, in this study, a new protocol was created
on insects, which are important in terms of biological diversity. With this protocol, it will be

possible to get results quickly in environmental research and the results will be recorded.
2021, 123 pages

Keywords: Metabarcoding, Bioinformatics, High Throughput Sequencing, Insects,

Biomonitoring
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1. GIRIS

Tarih boyunca insanlar etkilesimde bulunduklar1 c¢evre hakkinda devamli bir merak
icerisindedir. Bu merak ile canlilar1 gézlemlemis, kayit tutmus ve onlar1 isimlendirmistir (1).
Canlilar arasinda birey ve tiir sayis1 bakimindan en zengin takson olarak bocekler yer
almaktadir (1-3). Bu 6zellikleri sayesinde diinyanin her cografyasinda ve her ekosistemde
boceklerle karsilagsmak miimkiindiir. Omurgasiz canlilar arasinda Arhtropoda subesinde
Insecta simifinda yer alirlar. Morfolojik ve gelisimsel Ozelliklerine (6rn. kanat yapisi,
embriyonik olarak kanat bulundurup bulundurmama, baskalasim tipi), fiziksel yapilarina

(ag1z yapisi, viicut segmentleri, kanat yapilar1) gore farkli takimlara ve familyalara ayrilirlar.

Bocekler yasadiklart habitatta birgok farkli canliyla etkilesim halinde bulunurlar. Bu
etkilesim av-avci iliskisinden, parazitlige kadar genis yelpazede degerlendirilebilir. Diger
canlilarla etkilesimlerinin yani1 sira bocekler kendi icinde de etkilesimde bulunurlar.
Canlilarin birbiriyle olan etkilesimlerini anlamak, diinyanin igleyis dinamiklerini 6grenmek
ve olas1 gelecek senaryolarini ¢izebilmek agisindan 6nemlidir. Bu nedenle diinyada yasayan
canlilarin en kalabalik smifi olan bdceklerin biyolojilerini, ekolojilerini ve dogal
smiflandirilmalarint anlamak, insan ic¢in hayati olarak adlandirilabilecek iklim degisimi,
tarim, bulasici hastaliklar gibi bir¢ok etkeni anlayabilmek icin kilit rol oynar. Giinlimiizde
canli taksonomisi ve canli davranislari, boceklerin siniflandirilmasi ve sistematiginde klasik
verilerle birlikte biyocografya, ekoloji, genetik, molekiiler biyoloji gibi biyolojinin temel alt
disiplinleri kullanilarak aragtirtlmaktadir. Tarihsel gelisim siirecinde Carl Von Linneaus’den
bugiine gelen, canlilart morfolojik goézleme dayali siniflandirma, gelisen teknoloji ve bilgi
birikimi ile canlilarin genetik materyalleri kullanilarak yapilan molekiiler genetik analizler
ile hizl1 ve pratik olan ve insanin dogasi geregi var olan ikilemleri ortadan kaldiran bir sistem
olarak yapilabilme olanag1 sunmaktadir. Gelisen bilgi ve teknolojik olanaklar klasik takson
tanim1 anlayigini sorgulamis olup morfolojik tiir anlayisindan filogenetik tiir yaklagimina
dogru evrilen ve farkli canli gruplarinin taksonomik problemlerine ¢6ziim iireten gesitlilikte
tir tanimlart ortaya c¢ikmistir. Gelinen noktada canlilarin DNA’s1  kullanilarak
tiir/cins/familya diizeyinde tanimlama yapabilen filogenetik benzerlik ile ilisik gen bolgeleri
kullanilmaktadir (4-7). Bu sekilde tanimlama yapmayr saglayan yontemin adi DNA
barkodlamadir. DNA barkodlama/Metabarkodlama yontemi ile yapilan analizlerin sonucu

genlere ait dizilerin giiniimiiz teknolojisi ile dizilenmesiyle elde edilen veri diinyanin tiim
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her yerinden arastirmacilara agik platformlarda paylagilmas: hem bilimsel dogrulama
ortamini olusturmak hem de diinya ve canlilar1 anlayabilmek adina gerekli bilgi birikimini

olusturmak ag¢isindan olumlu bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Metabarkodlamanin cevap iiretmeye ¢alistig1 sorular sunlardir;

- Tim canlilarin DNA barkod dizileri ortaya ¢ikarilabilir mi?
- Taksonlara iliskin tanim ve siniflandirma girisimlerini sadece DNA dizilerine gore
yapabilmek olast midir?

- Biyogesitliligi dijital kayitlar haline getirebilir miyiz?

Bu tezde ornekleme i¢in Bozalan/Mugla bolgesi secilmistir. Bu bolge canli cesitliligi ve
bollugu agisindan zengin bir bolgedir. Ayn1 zamanda biyolojik sicak nokta olarak
nitelendirilen Akdeniz kiyisindadir (8). Ancak gelisen turizm, artan niifus ve termik santral
gibi olasi ekosistem harabiyetine neden olan bdlgelerin ortasinda yer almaktadir. Bu
sekildeki koruma gereksinimi bulunan bdolgeleri izlemek ve ¢evre degisikliklerini yakindan
takip edebilmek amaciyla cevre arastirmalarinin 6nemi artmaktadir. Gerekli koruma
planlarinin olusturulmasi i¢in biyoizleme c¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu nedenle Bozalan *da
bocek ¢esitliligi ve bollugunu 6grenmek amaciyla, vejetasyon doneminde Malaise tuzagi
(Malaise trap) kullanilarak 6rnekleme yapilmistir. Ayn1 zamanda bu tezde gelistirilen yeni
protokol denenmistir. Bu Ornekleme sonrasinda DNA Metabarkodlama ydntemi

kullanilmistir. Bu yontem ile bdlgeye ait tiir bilgi listesi ¢ikarilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. TAKSONOMI VE TUR ADLANDIRMALARI

Diinya gezegeninde insan var oldugundan bu yana ¢evreyle hep etkilesim halinde olmustur.
Yasadig1 cografyaya uyum saglamis ya da yasamin daha kolay oldugu bolgelerde
poplilasyon olusturmustur. Bu sliregte besin olarak kullanmak basta olmak {izere
faydalanmak ve kullanmak i¢in canlilarla i¢ i¢ce olmuslardir. Bu etkilesim siirecinde belirli
kelimeler ve sesler ile canlilar1 adlandirmiglar ve tanimlamaya ¢aligmiglardir. Bilim tarihine
bakildiginda ise M.O. 4. Yiizyillara dayanan canli canli siniflandirma girsimi karsimiza
¢ikmaktadir. ilk olarak Yunan filozof Aristo g¢evresinde gordiigii canlilar belirgin
farkliliklarina gore adlandirmis ve bunlar1 kayit altina almigtir. Bu siniflandirma oldukga
basit olup sadece canlinin 6zelligini tagiyan bir sisteme dayanir. (boy, kilo, ayak sayis1 vb.)
Tarihsel siiregte biyoloji bilimi agisindan ¢ok 6nemli bir olgu olan Carl von Linné tarafindan
ortaya atilan binomial (ikili) adlandirma kullanilmaya baslamistir (9). Tiir ve cins ismi olarak
iki kelimeden olusan bu isimlendirme sonrasi taksonomi bilimi gelismeye baslamistir.
Cevrede goriilen canlilarin siniflandirilmasi ne i¢in kullanilabilecegi, morfolojik 6zelligi,
yasadig1 ekosistem dahil olmak iizere bir¢cok parametrede canlilar adlandiriimaya
baslanmistir. Daha sonralar1 Alexander von Humboldt ile beraber canlilarin diinya {izerinde
dagilimlar1 ve benzer iklim kosullarinda benzer canlilarin goriilmesiyle biyocografya bilimi
kesfedilmistir (10, 11). Bu gelismeler sayesinde taksonomi ve canlilar evrensel bir aragtirma
noktasina gelmistir. Zamanla diinyadaki canlilarin bircogu adlandirilmis ve benzerlik

iligkilerine gore akrabalik durumlari ortaya konmustur.

2.2. DNA BARKODLAMA

Canlilarin genetik materyali kullanilarak yapilan tiir, cins, familya diizeyinde molekiiler
teshis yontemi DNA barkodlama olarak adlandirilir (12). Canli DNA’smin laboratuvar
kosullarinda elde edilmesinin ardindan tiire 6zgii ya da evrensel primerlerle barkod bdlgeleri
sentetik olarak ¢ogaltilir. Bu barkod bdlgelerini ¢ogaltmak i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi kullanilir. Cogaltilan barkod bdlgelerinin dizilenmesi sonucu niikleotid
dizileri elde edilmis olur. Tek bir birey tlizerinden devam eden bu is akisi sonucu o bireye ait

barkod bolge dizisi ortaya ¢ikarilmis olur. Bu asamadan sonra barkodlama, canlinin tiir



bilgilerini bir barkod dizisine entegre edilerek olusturulur. Barkod dizisine tiiriin adi,
familyasi, yasadig1 bolge ve popiilasyon bilgileri entegre edilerek barkod indeks bilgileri
(BIN) olusturulur. Bu barkod dizileri daha sonra arastirmalarda kullanilmak iizere dijital
olarak veri tabaninda saklanir. Bu sekilde daha sonra yapilan arastirmalarda canlilarin
yalnizca barkodlar1 kullanilarak bilgilerine ulasilir. Bu yontem insan kaynakli ikilemleri

ortadan kaldirarak canli arastirmalarinda biiytik kolayliklar saglar.

DNA barkodlamada COI, COI2, 16S, 12S gibi gen bdlgeleri kullanilir (7, 13, 14). Bu
bolgelerin secilmesinin asil amaci tiir i¢i niikleotid dizilerinin ayni olmasi, tiirler arasi
farkliliklarin bulunmasidir. Dolayisiyla bir canlinin tiir ad1 ve cins adina erisebilmek i¢in
elde edilen barkod boélge dizileri o canliyr diger yakin tiirlerden ayirabilecek 6zgiinliikte
olmalidir. Bu 6zgiinliiglin bulundugu bolgelere gore tek zincirli, barkod bolgesine uygun
primerler tasarlanir. PZR yontemiyle ¢ogaltilan bolgeler sonucunda da tiirler hakkinda

yorum yapilabilir, yeni arastirma sorulari olusturulabilir.

2.3. DNA METABARKODLAMA

Tek bir canli birey iizerinden isleyen DNA barkodlama yontemi, ayni anda birden ¢ok
bireyle caligmaya uyarlanirsa bu yontem DNA Metabarkodlama olarak adlandirilmaktadir
(15, 16). DNA Barkodlamada tek bir bireye ait DNA dizileri ve Sanger dizileme metodu
kullanilir. Bu metotla sentetik olarak c¢ogaltilan barkod bdlgelerinin niikleotid dizisine
ulagilmis olur. Fakat birden ¢ok bireyle, farkli DNA dizileriyle, calismak icin Sanger metodu
yetersiz kalmaktadir (17). Sanger metodu ayni diziden olusan tek tip DNA ile ¢alisabilir.
Bunu asmak i¢in Illumina, PacBio, lon Torrent, Oxford Nanopore gibi Yiiksek Verimli
Dizileme Sistemleri kullanilmaktadir (18-22). Bu sistemler sayesinde karisik bircok
DNA/RNA dizi bilgileri ayn1 anda, tek bir reaksiyon sonunda 6grenilebilir (19, 23). Bu
nedenle barkodlama tek bir bireyle smirli kalirken, metabarkodlamada g¢alisilacak canli
sayisinin bir sinir1 yoktur. Tiim bu istilinliikleri ile Metabarkodlama, ¢evre ve ekosistem
aragtirmalarinda biyocesitliligi ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilabilecegi gibi saglik ve tip

alaninda mikrobiyom caligsmalarinda da agirlikli olarak kullanilmaktadir (24-26).



2.4. BOCEKLERDE METABARKODLAMA

Canlilarin niikleotid dizilerinin kullanilmasiyla yapilan tanimlamalarin sayis1 giin gectikce
artmaktadir. Okaryotik canlilardan prokaryotlara ve hatta viriisler de dahil olmak {izere
metabarkodlama yapilabilmektedir. Boceklerde metabarkodlama da ¢okca caligilmaktadir.
Bu ¢aligmalar bolgeye 6zgii veya tiire 6zgii olabilmektedir. Baz1 soyu tiikenmekte olan
boceklerle de bu galismalar gerceklestirilebilmektedir. Bu calismalarin sonucunda elde
edilen dijital veriler ve molekiiler kayitlar canliy1 izleme ve gelecek senaryolar1 olusturma
acisindan &nemli olmaktadir. Ornegin diinya popiilasyonunun riskte oldugu yusufguk
tirleriyle (Dragonfly) yapilan ¢alismalarla popiilasyon tahminleri yapilmakta ve tehlikede
olan tiirler net bir sekilde ortaya konabilmektedir (27, 28). Boceklerin gdzlenmesi ve
yakalanmas1 uzun siliren ve is giicii isteyen arazi caligmalarini gerektirmektedir. Bu
gereksinim nedeniyle arazide tiim bdcekleri kapsayacak sekilde tiir tanimlamalar
yapilamamaktadir. Bu durumun yami sira taksonomistler genis gruplarin taksonomik
problemlerinin ¢éziimiiniin uzun zaman almasi gibi giicliikkler nedeniyle takim diizeyinde
uzmanlasabilmektedir. Cok fazla ¢esitlilik barindiran canlilar olmalar1 ve sibling tlrler veya
filogenetik olarak yakin zamanda ayrismaya baslamig tirlerde taksonlar ayirma gibi
sorunlarla birlikte insan bilgi birikiminin bu cesitlilie yetemeyecegidir. Hatta arazi
sartlarinda tanimlama yapilamayacak derecede mindr farkliliklar barindiran tiirler
bulunmaktadir. Bu sebeple laboratuvar altyapis1 gerekebilmektedir. Mikroskop altinda
yapilan morfolojik tiir tanimlamalarinda ¢ok kiigiik fiziksel detaylar tiirleri birbirinden
ayirmaktadir. Bu nedenle her takimin kendi i¢inde tiir teshisi yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica tiirlerin yasadiklar1 cografyaya gore farkliliklar1 bulunmakta tiir teshislerinde
ikilemler yaratabilmektedir. Molekiiler teshis yontemleriyle yalnizca boceklerde degil diger
tiim canlilarin teshisinde ikilemleri ortadan kaldirmaya yonelik sistemler gelistirilmektedir.
Metabarkodlama g¢aligmalarinda en onemli asamalardan biri canlilardan DNA eldesidir.
Boceklerde yapilan c¢alismalarda boceklerin antenleri, bacaklari veya tiim viicutlar
kullanilmaktadir (29). Karisik olan 6rneklerden DNA elde edebilmek i¢in her bir canlidan
doku Orneginin tekrar bir karisim haline getirilerek izolasyon gerceklestirilebildigi gibi
direkt canlinin kendisi homojen bir yapiya getirilerek de izolasyon gerceklesebilmektedir
(30). Bu noktadan hareketle boceklerde de diger dkaryotlarda oldugu gibi 12S, 16S, COI,
COX2 gen bolgeleri kullanilmaktadir. Bu bolgelerden bazilar1 sadece belirli taksonlar igin

tanimlayiciyken bazi bélgeler tiir diizeyinde tanimlamalar yapabilmektedir. Yapilacak
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calismanin amacia ve niteligine gore uygun primer se¢imi yapilmasi calismanin
sonuglandirilmas: agisindan 6nem arz etmektedir. Dizileme kisminda ise yogun olarak
[Nlumina platformu kullanilmasinin yaninda PacBio ve Oxford Nanopore ile yapilan
caligmalar da giin gectikge artmaktadir. Bu sekilde ¢oklu platformlarla yapilan ¢aligmalar

neticesinde veri dogrulugu birkag farkli kanaldan saglanmaktadir.

2.5. PRIMER TASARIMI VE PZR

Barkodlama ve Metabarkodlama yontemlerinde, barkodlanacak canlilarin taksonomik
siiflarina gére daha dnceden tasarlanmis evrensel primerler kullanilir ya da ¢alismaya
Ozglin primerler tasarlanir (7, 31, 32). Bu primerler ¢alismanin niteligine gore secilir.
Ornegin, baliklar i¢in yapilan ¢alismada yalnizca balik tiirlerini molekiiler olarak birbirinden
ayirmay1 saglayan primerler kullanilabilir (33). Ya da ¢evresel drneklerin (su, diski, toprak
vs.) omurgasiz canli kompozisyonu 6grenilmek istenirse omurgasiz canlilara 6zgiin evrensel
primerler kullanilabilir. Evrensel primerler subeye veya sinifa 6zgili olabilir. Yalnizca o
taksona ait tiirleri ortaya ¢ikarabilirken diger taksonlarda gerekli islevi gormez. Bu sayede
verimli ¢aligan bir primer kullanilmis olur. Barkodlama i¢in tasarlanan primerler kisa
bolgelere (~100-300 bp) 6zgii olabilecegi gibi genellikle uzun boélgelere (~500-1000 bp) de
Ozgii olabilir (12). Kisa bolgeler genellikle metabarkodlama i¢in kullanilir. Cilinkii yiliksek
verimli dizileme i¢in Illumina platformu bir standart haline gelmis ve bu platformun kendi
icinde sinirlamalar1 nedeniyle kisa bolgeler tercih edilmektedir. Literatiirde bu sekilde

onceden tasarlanmis birgok primere ulagsmak miimkiindiir.

2.6. YUKSEK VERIMLIi DIiZILEME

Insan genom projesiyle birlikte biiyiik bir teknoloji ihtiyacinin oldugu fark edildi ve buna
paralel olarak bir¢ok bilimsel disiplin ayni amag¢ ugruna birlesmis oldu (34). Bu sayede
gelistirilen bir¢cok yeni teknoloji biyoloji, biyoteknoloji arastirmalarinda kullanilabilmistir.
Gen, genom dizilerinin bilinmesi bir¢ok yeni bilimsel bulusa da katki saglanmistir. Ornegin
insan genomunun bilinmesiyle nadir hastaliklarda rol alan genler tanimlanmis ve molekiiler
tedavi yontemleri gelistirilmistir (35). Ayni sekilde insan disindaki tiim canlilarin genetik
analizlerinin yapilabilmesi, insanin ¢evreyi anlayabilmesi ve sorunlara ¢6ziim iiretebilmesi
acisindan c¢ok biiyiikk rol oynamaktadir. Niikleotid dizilemenin son geldigi teknoloji

glinlimiizde yiliksek verimli dizileme olarak adlandirilmaktadir. Cok yiiksek ¢iktilar



vermesinden ve biiyiik boyutta veri saglamasindan dolayi is yiikiinii azaltmis ve sonuca
varma siirecini kisaltmistir. Buna da en iyi 6rnek insan genom projesi siirecinde her bir gen
bolgesinin ayr1 ayri dizilenmesi ve daha sonra uygun genom bdlgesine yerlestirilmesi isi
yiiksek verimli dizilemeyle giiniimiizde saatler hatta dakikalar almaktadir (36). Giiniimiizde
kullanilan yiiksek verimli platformlart su sekilde iireticilerinin isimleriyle bilinmektedir;
[llumina, IoN Torrent, Oxford Nanopore, PacBio. Her yiiksek verimli dizileme
platformlarinin kendine 6zgli yontemleri bulunmaktadir. Fakat hepsinin ortak noktasi
yiiksek verimle ve yiiksek ¢iktiyla (0.1 GB- 6 TB) gen ve genomu dizileyebilmeleridir (37).
Giinlimiizde en ¢ok kullanilan ve kullanici tarafindan da en ¢ok gelistirilen dolayisiyla altin
standart haline gelmekte olan Illumina platformudur. Bu platform tip, saglik, ¢evre gibi

bir¢ok alanda rutin olarak kullanilmaktadir (38).

Yiiksek verimli dizileme sayesinde c¢ok nadir dizileri tespit edebilmek miimkiin hale
gelmistir. Karisik DNA oOrneklerinin dizilenmesi sonucu karigim i¢inde yogunlugu diisiik
olan dizilerin de tespiti miimkiin hale gelmistir. Cevresel DNA caligmalarinda bu kullanim
epey kullanisli olmaktadir. Ornegin bir gdlden elde edilmis su 6rneginde gorece az sayida
ve bollukta bulunan canlilarin ortama biraktiklart DNA’y1 (eDNA) tespit etmek i¢in yliksek

verimli dizileme platformlar1 yol gdsterici konumdadir.
2.7. VERITABANLARI

Genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik gibi yontemlerin en 6nem arz eden kismi
elde edilen verileri dijital olarak depolamak, daha sonraki caligmalarda kullanilabilir
durumda saklamak ve ayni zamanda bu verilerin hem giivenirligini hem giivenligini
saglamaktir. Bunun i¢in birtakim otoritelerce evrensel olarak arastirmacilarin kullanimina
acik dijital veritabanlar1 kurulmustur. Bu veritabanlarinin diinya c¢apinda en ¢ok
kullanilanina 6rnek olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Saglik Enstitiisii’niin
(NIH) bir birimi olan National Center for Biotechnology Information (NCBI) verilebilir. Bu
veri tabaninda gen, genom, transkriptom, proteom vb. gibi ¢aligmalara ait verilere erismek
ve verileri saklamak miimkiindiir. Ayn1 zamanda bu veri tabaninda yer alan verilere dayali
yeni ¢aligmalar tasarlamak, veri madenciligi gibi uygulamalar yapilabilmektedir. Insan
disindaki tiim canlilara ait coklu omik veriye ulasilabilir. Bu gibi faydalartyla ¢evre ve diger
canlilar igin yapilan ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Ornegin canlilarin barkodlanmasi

siirecinde genomik bilgilerin burada depolanmasi ve analizler sonucu elde edilen barkod
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dizisinin karsilastirilmasi sonucu diziye ait bireyin taksonomik tiim bilgilerine erisebilmek

miumkindir.

Genel veri tabanlarin yani sira tek bir amaca 6zgii veri tabanlar1 da gelistirilmistir. Tek bir
canliya, tek bir gene, tek bir bolgeye ait bir¢ok veri taban1 bulunmaktadir. Aragtirmacilar

caligmalarini bu veri tabanlarini kullanarak tasarlamaktadir.

2.8. BiYOINFORMATIK

Genomik veri iiretimi giinden giine artmaktadir. “Astronomik veri” kullanimi artik
“genomik” kelimesiyle yer degistirmis ve hesaplamali bilimlerde yeni alanlarin olugmasina
ve rekabetin artmasina neden olmustur (39). Uretilen her yeni veri tipi ve veri say1si arttik¢a
yeni ihtiyaglar ortaya c¢ikarmaktadir. Bu ihtiyaclarin karsilanmasi i¢in bilgisayar
bilimlerinden faydalanilir. Yiiksek islem kapasiteli bilgisayarlar kullanilarak biyolojik veri
anlamlandinlir. Bilgisayar biliminin gelismesi ve biyolojik bilginin insan tarafindan
hesaplanamaz duruma gelmesiyle biyoinformatik disiplini geligmistir (40). Biyoinformatik
kisaca sayisallastirilmis biyolojik veriyi anlamlandirma olarak tanimlanir. Bunun i¢in birgok
farkli islemciler, igletim sistemleri, farkli kodlama dilleri kullanilmaktadir. Bunun sebebi her
yazilim ve donanimin belirli kisitlamalarinin olmasidir. Genellikle UNIX tabanli sistemler
gelistirilmektedir. A¢ik kaynak kodlu olmasi, ¢coklu dosya islemlerini saglamasi ve basit bir
kullanic1 ara ylizii olmasi nedeniyle gelistiriciler tarafindan tercih edilmektedir (41).
Genomik veri analizi i¢in ise dizileme platformlarina goére tasarlanmis araglar kullanilir.
Ornegin Illumina platformu icin fastq formatinda calisabilir araglar gelistirilmistir. Diger

platformlara 6zgii ¢iktilar i¢in de her gegen giin yeni araglar gelistirilmektedir.
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Sekil 2.1. Uretilen genomik verinin zamansal degisimini gdsteren sekil (39)

Metabarkodlamada  kullanilan  biyoinformatik  araglar baz1  kiiclik  farkliliklar
barindirmaktadir.  Verilerin  kalitesi  tliir tamimlamalarinin  yiiksek  dogrulukla
gergeklesebilmesi agisindan ¢ok dnemlidir. Aksi durumda tiir tanimlamalari hatali sonuglar
verecek ve galismalar farkli sekilde yorumlanabilecektir. Hatta farkli is akislariyla analiz
edilen verilerde dahi farkli sonuglar elde etmek miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle belirli
optimize edilmis ya da yalnizca metabarkodlamaya 6zgii biyoinformatik is akislar1 veya
araglar gelistirilmektedir. Metabarkodlama yapilan canlilarin barkod dizilerinin, benzerlik
derecesiyle tiir tanimlar1 yapilmaktadir. Bu noktadan hareketle dizileme sonuglarindaki
okumalarin ¢ok kritik parametrelerle filtrelenmesi gerekmektedir. Ornegin benzer okumalar
cihaz kaynakli sorunlar, PZR hatalari, DNA kontaminasyonu gibi durumlar neticesinde
olugmus olabilir ve tiir eslesmelerinde hatali ve beklenmeyen sonuglar verebilmektedir.

Biyoinformatik is akisinda bu hatalar tespit edip ayiklayabilmek ¢ok dnemlidir.



3. GEREKCE VE AMAC

Bocekler diinya tizerinde her ekosistemde yasayabilen canlilardir. Diinya iizerinde yasayan
boceklerin tespiti ve ekolojik niglerinin ortaya ¢ikarilmasi ekosistemleri anlamak agisindan
oldukga énemlidir. Boceklerin nisleri ekosistemde belirleyici rol oynayabilir. Ornegin belirli
bir bitki tiirliniin {iremesini saglayan polen tasiyabilen bdcek tiirii, bolgede bitkinin
dagilimmi ve popiilasyon biiyiikliigiinii etkileyebilir. Ayn1 zamanda vejetasyon kaynakli
iklimsel kosullar1 da etkileyebilir duruma gelecektir. Kuslarin, siirlingenlerin, memelilerin,
diger omurgasiz gruplarmin ve hatta bocek yiyen bitkilerin beslenmesinde besin kaynagi
gorevi gormelerinden dolayr da biyogesitliligi etkileyebilecek konumdadirlar. Boceklerin
kendi icindeki iligkileri de gbz Oniine alinirsa tiir ve birey bazinda gevreye olan etkileri
oldukca fazladir. Boceklerin gesitliligini 6grenmek ise o bolge ve ekosistem hakkinda bilgi
verici olmaktadir. Belirli tiirler hakkinda ¢ikarimlar yapilmakta, diger canlilar ile olan
iligkileri agiga c¢ikarilabilmektedir. Bocek biyogesitliligini ortaya c¢ikarabilmek icin arazi
caligmalarinda morfolojik gozlem yapilmaktadir. Arazi sartlarinda bocekleri tanimak ve
tanimlamak yiiksek bilgi birikimi ve tecriibe gerektirmektedir. Ciinkii boceklerin var olan
yiiksek cesitliligi uzmanlarin her bdcegi tanimasinda ve tanimlamasinda zorluklar

yasatmaktadir.

Bu aragtirmada bdoceklerin arazideki dagilimlari ve tiir kompozisyonlarini tespit ve tayin
etmek amaciyla metabarkodlama yontemiyle sonu¢ elde etmek amacglanmistir. Son
yillardaki g¢aligmalar geleneksel morfolojiye dayali biyocesitlilik tayini ile ekosistem
caligmalarinin zorluguna bir ¢6zlim olarak gelistirilmis olan barkodlama ve metabarkodlama
yontemleri kullanilmaktadir (13, 30, 42-45). Bu dogrultuda molekiiler genetik analizler
yapilmistir. Bu analizler neticesinde elde edilen veriler daha sonra gergeklestirilecek

biyoizleme ¢alismalarinda kullanilabilecektir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

Tezde kullanilan 6rnekler Sekil 4.1.°de gdsterilmis olan Malaise tuzagi kullanilarak elde
edilmistir. Malaise tuzag1 ¢adir tipli kurulumu kolay bir tuzaktir. ik olarak Rene Malaise
tarafindan 1934 yilinda icat tasarlanmistir. Bu tuzak agirlikli olarak ugucu bocekler igin
tasarlanmistir. Ornegin Neuroptera, Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera takimlar1 bu tuzakla
kolaylikla yakalanabilen takimlardir. Baz1 6rneklemelerde Arthropoda subesine ait bazi
gruplar, Coleoptera gibi takimlarin da yakalandigi bildirilse de anlamli sonuglar
vermemistir. Malaise tuzagi boceklerin ucus davranislarina gore tasarlanmistir. Siyah i¢
kisim ve 15181n geldigi beyaz bir kisimdan olugmaktadir. Bu sekilde ugucu bocekler 1s18a
(glinese) dogru ve yercekimine zit yonde hareket ettikleri i¢in en {iist kisimda bulunan
toplama sisesinde toplanirlar. Bu arastirmada Malez tuzagindaki toplama sisesi %96’lik etil
alkol barmmdirmaktadir. Bu sayede toplama sisesinde toplanan bdcekler ve genetik
materyalleri 6rnekleme periyotlar: boyunca biyolojik bozunmadan korunmuglardir. Malaise
tuzag1 Bozalan/Milas bolgesine kurulmustur. Bu bolgeden tek lokasyonda 14 giinliik 2 farkli

orneklemeyle bocekler toplanmistir. Toplanan bocekler analiz i¢in laboratuvara taginmistir.

Sekil 4.1. Malaise tuzaginin teknik 6zelliklerini gdsteren sekil (46)
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Cizelge 4.1. Arazide kullanilan malzeme listesi

Adet Miktar
Absolute Etanol 1 25L
Kiit Uglu Pens 2 2
50 mL Falcon Tiip 1 25 pes
Nalgene Bottle 500 mL 5 5
Plastik 6rnek kabi 1 1
Atrap 1 1
Kurutma Kagidi 4 4
Malaise Trap 1 1

Malaise tuzagindan elde edilmis 6rneklerin korunmasi bu asamada ¢ok dnemlidir. Bunun
icin Ornekler Nalgene siselerde %96’lik etil alkol igerisinde -30 °C’de saklanmistir. Bu

kosullar genetik materyali ve bocekleri deneyin yapilacagi vakte kadar korur.

42. YONTEM
4.2.1. ARAZI CALISMASI

Arazi 6rneklemesi tuzagin kuruldugu 14 Haziran 2021 tarihinden itibaren iki haftalik siireyi
kapsamaktadir. Orneklemeler 21 ve 28 Haziran 2021 tarihinde gerceklestirilmistir. Bu
donem Bozalan bolgesinde yaz mevsimi ve boceklerin ugus donemi oldugu i¢in arastirma
icin uygun olacagi ongoriilmiistiir. Deniz formasyonuna yakinligi, ormanlik alan ve sulak

alanlar1 igcerdiginden dolay1 bu aragtirma i¢in Bozalan/Mugla bolgesi secilmistir.
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Cizelge 4.2. Arazi planlamasini gosteren ¢izelge

1.Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 5. Giin 6.Giin 7.Giin
. Malaise | Malaise |Malaise |Malaise |Nalgene
Malaise Tra Tra Tra Tra iselerin

Malaise Trap | Trap rap rap rap rap s15¢ie
N ornek ornek ornek ornek malaise

Kurulmast ornek - - sunluk sunluk

yogunluk yogunluk |yogunluk |yogunluk |yogunluk |traptan
1.Hafta kontrolii | kontrolii | kontrolii | kontrolii | alinmasi.
Malaise Malaise | Malaise | Malaise |Malaise |Malaise |Nalgene
Trap’e  yeni | Trap Trap Trap Trap Trap siselerin
alkol igeren | 6rnek ornek ornek ornek ornek malaise
sisenin yogunluk |yogunluk |yogunluk |yogunluk |yogunluk |traptan

2.Hafta | yerlestirilmesi | kontrolii | kontrolii |kontrolii | kontrolii | kontrolii | alinmas.

Sekil 4.2. Malaise Tuzaklarinin kuruldugu bolgeleri gosteren sekil

Sekil 4.3. Ornekleme bolgesi denize yaklasik 3,6 km uzaklikta ve ~500 m rakimdadir
(37°02°44°N 27°49°08°E)
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Tuzak, en st kismi ve ayn1 zamanda 6rnek toplama kabinin bulundugu kisim giiney yoniine
bakacak sekilde kurulmustur. Bu sekilde yerlestirilmis tuzak Orneklem sayisinda artig
saglamaktadir. Tuzak igerisine giren bocekler en {ist kisimda bulunan toplama kabinda
toplanirlar. Boylece kabin belirli araliklarla kontrolii, 6rnekleme kolayligi saglamaktadir.

Daha sonra 6rnekler 500mL’lik plastik siseler icerisinde muhafaza edilmistir.

Sekil 4.4. Araziden alinan 6rneklerin fiziksel gbzlemi sirasinda ¢ekilmis goriintii

Laboratuvara getirilen 6rnekler 6nce morfolojik olarak gozlenmistir. Belirli familya ve tiirler
g0z ile teshis i¢in kontrol edilmistir. Alkol igerisinde bekleyen drnekler depigmentasyona
ugramistir. Tiir teshisi i¢in bireylerin 151k mikroskobunda detayli incelemesi yapilmis ve
fotograflanmistir. Bu fotograflar aragtirma sonucunda molekiiler olarak tespit edilecek tiirler
icin kayit olusturmustur. Ayrica arastirma sonucunda veri dogrulugunu karsilastirmali olarak

gerceklestirmeyi saglamistir.

Orneklerin tek tek fotograflanmasinin ardindan karisik olarak DNA izolasyonu asamasina
gecilmistir. Bu asamada kritik olan islem bocek Orneklerinin homojen bir yapi haline
getirilmesidir. Bunu saglamak i¢in her bireyin DNA’simn1 esit miktarda alabilmek

gerekmekteydi. Bu sebeple sert kitinize dokular1 parcalamak ve her viicut par¢asinit homojen
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hale getirebilmek i¢in blender kullanilmistir. Blender sayesinde dokular yiiksek hizda donen

bicaklarla parcalanmis ve homojen bir yap1 haline getirilmistir.

Sekil 4.5. Vejetasyonun zengin oldugu Malaise tuzaginin kurulu oldugu bolgeden ¢ekilmis

goruntu
4.2.2. DNA iZOLASYONU

Homojen hale getirilmis Orneklerden DNA eldesi i¢cin EuRX Tissue&Bacterial Kiti
kullanilmistir. Stire¢ icin kite ait {iretici protokolii aynen izlemistir. Dort farkli tekrarla
izolasyon gerceklestirilmistir. Karisim doku igerisinden Ornekler tartim kabina alinmistir.
Tekrarlar hassas terazide 6l¢iimii ger¢eklestirilen 60 mg, 50 mg, 35 mg ve 33 mg agirliktaki
homojen doku Ornekleriyle yapilmigtir. Bu noktada tekrarli 6rneklerin benzer agirlikta

olmas1 gerekmektedir.
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Sekil 4.6. Tekrarli DNA izolasyonu doku goriintiileri

Izolasyon protokolii iiretici protokolii ile aynidir ve su sekildedir;

1- DNA Binding Spin Column’larmn filtre kismi1 40 pl Buffer T kullanilarak aktive edilir.
2- 20-50 mg olan doku 6rnekleri 2mL’lik tiiplere koyulur.

3- Her bir 6rnege 350 ul Lyse T Buffer eklenir.

4- 2 ul RNaseA ve 20 pl Proteinase K eklenir.

5- Karigim vortexlenir ya da alt iist edilir.

6- Dokular seffaflagincaya kadar 56°C’de 1-3 saat inkiibe edilir.

7- Inkiibasyondan sonra 350 ul Sol T Buffer eklenir.

8- Karisim 70°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

9- 350 pl %96°1ik absolute etanol eklenir.
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10- Karigim 12.000 rpm 1 dakika santrifiijlenir.

11- Siipernatanttan 600 pl i¢erisinde DNA Binding Spin Column bulunan tiiplere aktarilir.
12- 12.000 rpm 1 dakika santrifiijlenir (

13- Spin Column ¢ikarilir, fazla siv1 dokiiliir, geri yerlestirilir.

14- DNA binding spin-column iizerine 500 pul Wash TX1 buffer eklenir.

15- 1 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenir.

16- DNA binding spin-column iizerine 500 pul Wash T s2 buffer eklenir.

17- 2 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenir.

18- DNA binding spin-column yeni 2 ml’lik tiipe aktarilir.

19- 50 pl Elution Buffer eklenir.

20- 3 dakika oda sicakliginda bekletilir.

21- 1 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenir

22- DNA binding spin-column ¢ikartilir, kapak kapatilir, +4 veya -20’de saklanir.
4.2.3. PZR

Tiim polimeraz zincir reaksiyonlari icin New England Biolabs Q5 High-Fidelity 2X Master
Mix kullanilmistir. Primerlerin in silico baglanma sicakliklarindan emin olmak ig¢in
kademeli sicaklik degisimiyle PZR yapilmistir. Reaksiyonlar 200ul’lik seffaf tiiplerde
gerceklestirilmistir. Toplam hacim 10ul ve primer son konsantrasyonu 0,5 uM olacak
sekilde DNA orneklerinden bir 6rnek ile PZR yapilmistir. Her bir primer i¢in 48 ve 60 derece
arasinda degisen 12 farkli baglanma sicaklik derecesi kullanilmistir. PZR sonuglar1 %2’lik
ve etidyum bromiirlii agaroz jelde UV 1sik altinda goriintiilenerek kontrol edilmistir. PZR
bantlarinin biiyiikliigiine gére ve bantlarin yogunluguna gore degerlendirme yapilmistir. Bu
PZR sonuglarina gore primerlerin en uygun baglanma sicakliklart tespit edilmis ve ileri

analizlerde kullanilmak tizere optimize edilmistir.
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Primerlerin sicakliklar1 optimize edildikten sonra Cizelge 4.4.’teki indeksli primerlerle de
ayni sekilde kademeli sicaklikli PZR yapilmis ve indeks eklenmis primer dizilerinin
baglanma sicakliklar1 tespit edilmistir. Ayni sekilde tek bir DNA 6rnegi alinarak 10 uL
toplam hacimde reaksiyon gerceklesmistir. PZR sonuglar1 %2’lik etidyum bromiirlii agaroz
jelde UV 1sik altinda kontrol edilmistir. Bu kontrol sonucunda istenmeyen bantlar
gozlenmistir. Bu bantlardan kurtulmak ve verimli PZR gerceklestirebilmek i¢in protokolde
farkliliklar yapilmistir. Bu farkliklar toplam hacimdeki primer konsantrasyonunu yariya
diistirmek olmustur. 10uL toplam hacimde 0.25 uM son primer konantrasyonu olacak sekilde

yeniden PZR yapilmis ve etidyum bromiirlii agaroz jelde UV 151k altinda goriintiillenmistir.

Musca

16.108 Baz

Sekil 4.7. Bocekler igin literatiirde bulunan ve bu arastirmada kullanilan primerlerinin
Integrative Genome Browser (IGV) (47) yazilimi kullanilarak, Musca domestica genomu
izerinde fiziksel olarak lokasyonlarini gostmektedir. Bazlarin sayisal lokasyonlarina gore

primerin ¢ogalttig1 bolgelerin uzunlugu hesaplanmigtir
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Cizelge 4.3. Kullanilan primerler ve primerlere ait bilgiler

Primer Primer Dizisi gg?gesi Referans ggi@;mgl
INS F RGACGAGAAGACCCTATARA [16S (48) ~157 BP
INS R ACGCTGTTATCCCTAARGTA [16S (48) ~157 BP
Ins16S 1 TRRGACGAGAAGACCCTATA |16S (49) ~216 BP
Ins16S 1 R [TCTTAATCCAACATCGAGGTC|16S (49) ~216 BP
Hex12SF2 ACTWTGTTACGACTTDTY 128 (49) ~391 BP
Hex12SR2 [AGGATTAGATACCCTDBT 128 (49) ~391 BP
HEXCOIF4 |[HCCHGAYATRGCHTTYCC COI (49) ~322 BP
HEXCOIR4 |[TATDGTRATDGCHCCNGC COI (49) ~322 BP
HEXCOX2F3 [ GGNCRHCARTGRTAYTGA COX2 | (49) ~260 BP
HEXCOX2R3 [RATYTCDGARCAYTGNCC COX2 | (49) ~260 BP

Cizelge 4.4. Indeks dizilerinin bulundugu primerlerin listesi

Primer Dizisi

INS F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGRGACGAGAAGACCCTATARA
INS R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACGCTGTTATCCCTAARGTA
Insl6S 1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTRRGACGAGAAGACCCTATA
Insl6S 1 R | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTAATCCAACATCGAGGTC
Hex12SF2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTWTGTTACGACTTDTY
Hex12SR2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGGATTAGATACCCTDBT
HexCOIF4 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGHCCHGAYATRGCHTTYCC
HexCOIR4 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTATDGTRATDGCHCCNGC
HexCOX2F3 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGNCRHCARTGRTAYTGA
HexCOX2R3 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGRATYTCDGARCAYTGNCC
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Cizelge 4.5. Q5 High-Fidelity 2X Master Mix PZR protokolii

Mix 5ulL
Primerler |1 uL
Su 3ul
DNA 1 ulL
Toplam 10 uL

Cizelge 4.6. PZR kosullar1

On Denatiirasyon |98°C 30 sn

Denatiirasyon 98°C 5 sn

Primer Baglanma | 48-60°C 10 sn 30 dongii
Sentez 72°C 20 sn

Son Sentez 72°C 2 dk

Bekleme 4°C 00

4.2.4. DIZILEME

Dizileme kiitliphanesi olusturmak i¢in Illumina Nextera DNA Library Prep Kit
kullanilmistir. Barkod primerleriyle gerceklestirilen PZR reaksiyonu sonunda enzimler ve
istenmeyen diger tirlinleri uzaklagtirmak ve niikleotit dizilerini saflastirmak icin AMPure XP
Beads kullanilmistir. Kit i¢indeki polimeraz enzimi kullanilarak PZR ile indeks dizileriyle
[lumina adaptorleri birlestirilmistir. Tekrar AMPure XP Beads kullanilarak piirifikasyon
gerceklestirilmistir. Bu asamada PZR iiriinleri kiitiiphane olusturmaya hazir durumdadir
Daha sonra BioAnlayzer cihazinin DNA 1000 ¢ipi kullanilarak PZR {iriinlerinin boyutlari
tespit edilmistir. DNA konsantrasyonu hesaplanarak kiitiiphane hazirlanmistir. Bu asamada
0,2 N NaOH ve hibridazsyon soliisyonu kullanilmistir. Kiitliphane hazirlandiktan sonra PZR

ornekleri cihaza ytliklemek i¢in hazir duruma gelmistir.

[llumina NextSeq cihazinda 100.000 okuma ve 2x150 uzunlukta dizileme gerg¢eklesmistir.
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4.2.5. BiYOINFORMATIK

Dizileme sonucu ileri ve geri okumalara ait “.fastq” uzantili dijital veri elde edilmistir. Bu
veri ¢oklu islem yapabilen bilgisayar ortaminda analiz edilerek yorumlanmistir. Python
tabanli gelistirilmis olan OBITools (50) is akisi kullanilarak UNIX/LINUX isletim sistemi
arayliziiyle veriler analiz edilmistir. Analiz oncesi okumalarin kalitesi FASTQC (51)
programi kullanilarak kontrol edilmistir. Bu is akis1 kalite kontrol, ileri ve geri okumalarin
birlestirilmesi, tekrarli okumalarin birlestirilmesi, hatali/eksik-fazla okumalarin
filtrelenmesi ve taksonomik eslesmenin yapilmasi gibi basamaklari igermektedir. Bes farkli

primer i¢in dizilenmis veriler i¢in asagidaki is akis1 uygulanmistir.
1- 1leri ve geri okumalar illuminapairedend komutu kullanilarak birlestirilir.
2- Birlesmeyen okumalar obigrep komutu kullanilarak veriden ayiklanir.
3- Tagcleaner programi kullanilarak primer dizisi okumalardan silinmistir.

4- Tekrarli ve ayni okumalar obiuniq komutu kullanarak tek bir okuma haline

getirilmistir.

5- Bukisimda okumalarin header kisminda bir takim istatistiksel bilgiler mevcuttur. Bu

bilgilerin yalnizca count sayilarini alabilmek i¢in obiannotate komutu kullanilir.

6- Primerlerin ¢ogalttig1 bolgeye ve count sayilarina gore bir filtreleme i¢in obigrep

komutu kullanilmistir.

7- Verinin en temiz haline ve asil dizilere erismek i¢in obiclean komutu kullanilarak

okumalar arasindaki %99,5 benzerlik oranina gore temizlenmistir.

Bu asamada veriler temizlenmis durumdadir. Verilerin daha kaliteli eslesmeler verebilmesi
icin bu is akisi kullanilmistir. Daha sonra her okuma BLAST algoritmas: kullanilarak
taksonomik eslesmeler gergeklestirilmistir. Bu eslesmeler igin NCBI veri tabanindaki
niikleotid veri tabani kullanilmistir. Bu eslestirmelerin benzerlik oranlarina gore tiir/takim
listesi olusturulmustur. BLAST sonuglarinda yer alan tiirlerin veri tabanindaki giris
numaralart kullanilarak NCBI Entrez komut sistemi kullanilarak tiirlerin taksonomik

siniflandirma bilgileri elde edilmistir. Bu sekilde bir takim listesi olusturulmustur (52).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Islak laboratuvar uygulamalar1 ve bilgisayar sistemlerinde yapilmis olan analiz sonuglari
gorsellestirilmistir. PZR asamasi igin jel goriintiileri Sekil 5.1’den Sekil 5.4.°.e kadar

eklenmisti. Tiim analizler sonucu tespi edilen tiirler primerlere gore listelenmistir.

Cizelge 5.1. Izole edilen DNA’larin spektrofotometre sonuglart

Ornek 1 2 3 4
Konsantrasyon | 78,945681 | 26,657592 | 24,979793 | 39,534708
A260/A280 2,066649 | 2,013053 1,817465 1,92809
A260/A230 1,785694 | 2,129584 1,111302 1,255057

Ins_16S_1 F/R: ~216 bp

|
-
g
-
.
-

50-500 bp
i
H

Hex12SF/R : ~391 bp
HexCOIF4/R4 :~ 322 bp
HexCOX2F4/R4 : ~260 bp

Q5 High Fidelity
19.10.2021

Sekil 5.1. Bes farkli primer ile yapilmis gradient PZR jel goriintiisii
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Ins_16S_1 F/R: ~216 bp / 60 C°
Hex12SF/R : ~391 bp / 50 C°
HexCOIF4/R4 :~ 322 bp / 50 C°

HexCOX2F4/R4 : ~260 bp / 50 C9

Q5 High Fidelity
19.10.2021

Sekil 5.2. Sicakliklar1 optimize edilmis primerlerle yapilmis PZR jel goriintiisii

Primer baglanma sicakliklarina karar verildikten sonra 4 ornek icin PZR yapilmistir. Jel

gorlintiisti Sekil 5.2. ‘deki gibidir.

Ins_16S_1F/R: ~216 bp / 60 C°
Hex12SF/R : ~391 bp / 50 C°
HexCOIF4/R4 :~ 322 bp / 50 C°

HexCOX2F4/R4 : ~260 bp / 50 C¢

Q5 High Fidelity

26.10.2021

Sekil 5.3. Indeksli primerlerle yapilan PZR jel goriintiisii
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11N 1 1IN 1 1IN 1 1IN1N

Ins_16S_1F/R:~216 bp / 62C°
Hex12SF/R : ~391 bp / 53C°
HexCOIF4/R4 :~ 322 bp / 53C°

HexCOX2F4/R4 : ~260 bp / 53 C¢

Q5 High Fidelity

27.10.2021

Sekil 5.4. Indeksli primer konstantrasyonunun yartya indirilmesiyle gergeklesen PZR jel

goruntisu
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Cizelge 5.2. INS primeriyle tespit edilen tiirlerin listesi

Tiirler Eslesen Bolge Eslesme Oram
Palpares libelloides 177 96,045
Eupholidoptera smyrnensis 176 99,432
Oedipoda charpentieri 176 94,318
Empusa sp. 175 96,571
Chorthippus biguttulus 175 98,286
Melanotus okinawensis 175 93,714
Comptosia sp. 188 90,426
Oedemera sexualis 173 87,861
Dermestes laniarius 173 94,220
Oedemera testaceithorax 117 88,889
Diptera sp. 184 88,043
Sciaridae sp. 128 85,156
Trox strigosus 179 86,592
Papilio antonio 181 82,320
Oecanthus sinensis 177 94,350
Anaspis sp. 176 90,909
Bothrideridae sp. 183 80,328
Psorodonotus specularis 176 93,182
Melipotis sp. 180 92,778
Dryopomera kurosai 119 88,235
Parapholidoptera distincta 176 92,045
Cicadellidae sp. 114 85,965
Parapholidoptera spinulosa 178 89,326
Eupholidoptera hesperica 176 94,886
Psorodonotus davisi 176 86,364
Psorodonotus sp. 176 92,045
Eupholidoptera magnifica 176 95,455
Eupholidoptera marashensis 100 99,000
Ceracris pui 177 92,090
Japanagallia neohamata 36 97,222
Empusa guttula 175 94,857
Psophus stridulus 139 94,245
Cis nitidus 138 81,884
Empusa pennicornis 175 94,429
Medetera signaticornis 178 95,506
Caledopteryx sp. 39 94,872
Microserica sp. 180 87,222
Phytocoris nowichy 176 93,182
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Larinus turbinatus 175 94,286
TPA asm: Pheidole 179 83,799
Deraeocoris sp. 184 93,478
Gomphocerippus rufis 174 98,851
Lampyris noctiluca 159 93,711
Paracymoriza distinctalis 181 85,083
Scymnus sp. 175 89,714
Ronderosia piceomaculata 117 100,000
Divales haemorrhoidalis 175 91,429
Bootettix argentatus 94 96,809
Spondylis buprestoides 178 87,079
Dasyhippus peipingensis 74 95,946
Gelechiidae sp. 181 88,398
Ochterus sp. 119 84,034
Bombus securus 178 80,899
Calliteara taiwana 186 87,634
Megochterus occidentalis 121 81,818
Nanos vadoni 99 81,818
Melanostoma mellinum 177 98,870
Chorthippus hammarstroemi 175 98,286
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Cizelge 5.3. INS16S primeriyle tespit edilen tiirlerin listesi

Tiirler Eslesen Bolge Eslesme Oram
Oedipoda charpentieri 237 95,359
Oedipoda caerulescens 238 97,479
Eupholidoptera smyrnensis 236 99,153
Chorthippus biguttulus 233 93,562
Empusa pennicornis 238 96,639
Ceracris pui 238 93,277
Oedipoda coerulescens 240 94,583
Hoplomachidea consors 236 91,102
Calliptamus barbarus 236 99,576
Melanotus similis 232 93,534
Chorthippus albonemus 236 96,610
Dermestes laniarius 232 95,259
Larinus turbinatus 234 95,726
Eupholidoptera bimucronata 236 98,305
Palpares libelloides 236 96,186
Eupholidoptera danconai 174 100,000
Empusa guttula 238 93,697
Xyela sp. 177 89,266
Comptosia sp. 211 90,521
Chorthippus sp. 176 98,864
Melanotus okinawensis 200 92,500
Oedemera manicata 237 89,873
Eupholidoptera hesperica 236 96,610
Choroedocus robustus 238 93,277
Anaspis sp. 235 93,191
Eupholidoptera megastyla 236 95,339
Eupholidoptera marashensis 224 95,536
Chrysobothris affinis 235 94,894
Acmaeodera lugubris 219 88,128
Eupholidoptera magnifica 236 96,186
Diptera sp. 245 89,388
Iris oratoria 237 93,249
Xylotrechus grayii 212 87,264
Mantis religiosa 124 97,581
Eupholidoptera uvarovi 180 91,667
Yemmalysus parallelus 239 87,029
Eupholidoptera mersinensis 225 95,556
Leptopeza flavipes 181 92,818
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Parapholidoptera signata 238 90,336
Musca vitripennis 239 99,163
Mioscirtus wagneri 237 89,873
Choroedocus violaceipes 236 96,610
Catocala electa 242 93,388
Salentia mongolica 241 90,871
Adelphocoris suturalis 178 98,876
Kingdonella pienbaensis 236 94,068
Parepistaurus sp. 175 97,714
Oedipoda fuscocincta 233 90,987
Iselma lorenzettii 178 87,079
Eupholidoptera garganica 239 89,540
Sinodendron rugosum 176 87,500
Gomphocerippus rufis 232 99,569
Eupeodes luniger 237 96,624
Psorodonotus venosus 236 91,949
Embiidae sp. 241 86,722
Dasyhippus barbipes 153 97,386
Empusa sp. 226 96,903
Oedemera podagrariae 235 94,894
Macroxyela ferruginea 179 89,944
Medetera saxatilis 240 97,500
Austracris guttulosa 120 95,000
Ronderosia piceomaculata 176 97,727
Chorthippus hammarstroemi 236 93,220
Agrilus hyperici 236 98,305
Stomoxys calcitrans 244 86,066
Bryodema gebleri 227 90,308
Elimaea cheni 178 91,011
Qecanthus sinensis 238 95,378
Drino sp. 237 94,093
Flexamia abbreviata 240 85,000
Panorpa nebulosa 194 84,536
Ronderosia forcipata 238 93,277
Chorthippus maritimus 236 97,034
Phytomia errans 239 92,469
Araneus angulatus 191 91,099
Spondylis buprestoides 241 83,402
Anthrax proconcisus 246 89,837
Alsophila japonensis 248 88,710
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Epistrophe lamellata 237 100,000
Bothrideridae sp. 242 83,058
Mythicomyia sp. 185 87,568
Thraulus sp. 110 84,545
Bryodema kozlovi 178 96,629
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Cizelge 5.4. HEX12SF2 primeriyle tespit edilen tiirlerin listesi

Tiirler Eslesme Bolgesi Eslesme Oram
Epacanthaclisis banksi 151 88,079
Dermestes dimidiatus 133 97,744
Eupholidoptera smyrnensis 107 100,000
Gomphocerippus rufis 152 100,000
Pedicia sp. 151 93,377
Oedipoda coerulescens 151 96,689
Eupholidoptera megastyla 147 100,000
Zichya tenggerensis 132 93,182
Botanophila fugax 156 99,359
Movdellidae sp. 135 86,667
Rivellia syngenesiae 125 89,600
Musca vitripennis 164 98,171
Calliptamus barbarus 157 99,363
Malus domestica 28 100,000
Peribatodes rhomboidaria 28 100,000
Pterostichus oblongopunctatus 159 93,082
Uvaroviola multispinosa 136 93,382
Delia platura 156 99,359
Wohlfahrtia magnifica 138 92,754
Metatropis longirostris 132 84,091
Chironomus flaviplumus 141 93,617
Sphingonotus tsinlingensis 147 89,116
PREDICTED: Stegodyphus 32 100,000
Polystoechotes punctatus 148 86,486
Autographa pulchrina 248 85,081
Melanotus sakishimensis 128 96,875
Melanotus villosus 156 96,154
Metrioptera ussuriana 154 92,208
Chorthippus aethalinus 119 96,639
Acanthoscelides anoditus 147 91,156
Gomphocerus sibiricus 166 97,590
Gampsocleis gratiosa 137 91,241
Chrysoteuchia culmella 140 84,286
Empusa pennicornis 133 99,248
Dolichopus latilimbatus 151 98,675
Osmylus atomatus 152 90,789
PREDICTED: Acyrthosiphon 137 96,350
PREDICTED: Nomia 153 92,810
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Locusta migratoria 133 87,970
Dermestes maculatus 110 99,091
Isoptericola sp. 150 100,000
Sarcophaga peregrina 151 91,391
Libelloides macaronius 216 88,889
Vespa crabro 292 85,616
Goniophyto honshuensis 152 99,342
Oedipoda charpentieri 144 97,917
Eupholidoptera bimucronata 147 98,639
Therioaphis trifolii 133 100,000
Lixus subtilis 109 95,413
Orinhippus tibetanus 117 96,581
Ctenochauliodes yangi 149 89,933
Scaphoideus nigrivalveus 139 88,489
Osmylus zheanus 152 90,789
Ocypus olens 30 100,000
Psorodonotus venosus 131 92,366
Ennomos fuscantarius 62 95,161
Brunneria borealis 134 87,313
Bittacomorpha clavipes 148 91,892
Nysson spinosus 43 93,023
Osmia bicornis 178 87,640
Sisyra aurorae 165 87,879
Cerapanorpa obtusa 136 92,647
Trupanea amoena 134 96,269
Angaracris barabensis 136 93,382
Eupholidoptera magnifica 150 97,333
Spilosoma lubricipeda 97 92,784
Empis livida 152 88,816
Diamphipnopsis sp. 137 92,701
Rickettsia felis 184 96,739
Augilina triaina 41 95,122
Tachina fera 184 82,065
Pseudomictis brevicornis 131 88,550
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Cizelge 5.5. HexCOIF primeriyle tespit edilen tiirlerin listesi

Tiirler Eslesen Bolge Eslesme Oram
Palpares libelluloides 151 94,040
Chorthippus brunneus 124 100,000
Oedipoda miniata 123 99,187
Eupholidoptera megastyla 132 99,242
Caelifera sp. 124 100,000
Empusa pennicornis 133 93,985
Catocala nymphagoga 151 98,013
Araneus uyemurai 132 91,667
Eupholidoptera smyrnensis 151 97,351
Musca vitripennis 133 100,000
Araneus angulatus 178 92,135
Chorthippus yersini 124 100,000
Malthodes sp. 134 90,299

Cizelge 5.6. HexCOX2F primeriyle tespit edilen tiir listesi

Tiirler Eslesen Bolge Eslesme Orani
Araneus ventricosus 269 90,706
Agelena silvatica 260 91,154
Gomphocerippus rufis 149 98,658
Chorthippus maritimus 149 97,987
Bactrocera albistrigata 71 83,099
Erragonalia choui 247 78,543
Dipseliopoda biannulata 284 78,873
Argiope catenulata 216 83,796
Velamysta pupilla 143 76,923
Pholis gunnellus 29 100,000
Drabescus ineffectus 147 84,354
Eutomostethus vegetus 127 86,614
Dolichopus latilimbatus 290 82,759
Psorodonotus venosus 281 81,139
Oryzaephilus surinamensis 69 88,406
Argiope perforata 217 87,558
Pirata subpiraticus 271 80,074
Myrmeleon immaculatus 279 82,437
Dendarus zariquieyi 41 92,683
Nesophrosyne sp. 279 77,061
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA
6.1.1. ARAZi CALISMASI VE TUZAK VERIMLILiGi

Arazi sartlarinda Malaise tuzagiyla 6rnek alinmasi ugucu boceklerin birgogunu yakalamak
icin ideal yontemlerden biridir. Arazide gecirilen zaman ve is giiciinii en aza indirir. Bu tez
caligmasinda gergeklestirilen arazi calismasi Haziran ayinda yapilmistir. Bu ay genellikle
bocekler i¢cin ugus donemidir ve bu sayede drneklem sayisi yiiksek ve ¢esitlilik ¢ok olmustur
(53, 54). Farkli zaman dilimlerinde 6rnekleme yapmanin yakalanan boceklerin ¢esitliliginde
etkisi olacaktir. Fakat hedef tiir veya taksona gore bocegin biyolojik olarak aktif oldugu
donemler secilebilir. Yalnizca belirli bir mevsim ya da belirli bir zaman dilimi igerisinde
orneklemenin yapilmasi gerekiyorsa Malaise tuzagi kullamilarak arazi c¢aligmasi

gerceklestirilebilir.

Malaise tuzaginin yani sira arazide bireysel 6rneklemeler de yapilmistir. Boylelikle deneysel
olarak tuzakla yakalanmayan bireylerin drneklenmesi ile bolgenin bdcek ¢esitliliginin ortaya

cikarilmasi da test edilmistir.

Arazi orneklerinde fiziksel gozlem ile birgok bocek takimi tespit edilirken Arachnida
simifindan bireyler de bulunmaktaydi. Tuzagin bu canlilara 6zgii olmamasi1 gbz Oniine
alinarak tesadiifi ya da av-avci iligkilerinden dolay1 tuzaga girmis olabilecegi yorumunda

bulunuldu. Agirlikli olarak Hymenoptera, Diptera gozleniyordu (55).
6.1.2. LABORATUVAR UYGULAMALARI

Laboratuvara getirilen Orneklerin stereo mikroskop altinda fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu
molekiiler teshis sonucunda veri dogrulugu agisindan kontrol amagli yapilmistir ve ayn
zamanda tiirlerin barkod indekslerinin olusturulmasi igin fiziksel bir kaydin da tutulmasi i¢in
gereklidir (15). Ornek kabindan ¢ikarilan her birey fotograflanmis ve tekrar 6rnek kabina
geri koyulmustur. Bu asamada uzmanlar tarafindan tiirlerin teshisinin yapilmasi molekiiler
olarak teshis sonrasinda daha net bir kontrol olabilecegi gibi yeni tiirlerin ve varyasyonlarin
tespiti agisindan da olduk¢a 6nemli olmaktadir. Tuzakta bulunan alkolde toplanan bocek

orneklerinden Lepidoptera takimindaki bireylerin kanat yapilari alkole karsi dayanikli
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olmamasindan 6tiirli bu ¢alismada fiziksel tiir teshisi i¢in uygun bir yontem olamamaktadir

(56).

Alkol igerisinde bekleyen ornekler yiiksek hizda donen kesici bigaklar sayesinde
parcalanarak homojen hale getirilmistir. Bu sekilde daha homojen bir yap1 elde edilmesi
hedeflenmistir. Fakat canlilarin  viicut biiyiiklikleri goéz Oniine alindiginda bu
homojenizasyon yoOnteminde biiyiik viicutlu canlilarin gorece daha fazla dokusunun
bulundugu sdylenebilir (29). Baska bir yontem olarak bocekleri viicut biiyiikliiklerine gore
siiflandirarak daha sonra homojenizasyon yapilmasi daha etkili olabilir. Bu noktada asil
onemli olan her bireyden ayni1 miktarda DNA eldesidir. Bu sebeple izolasyon tekrarlari
yapilmistir. Bu basamakta DNA izolasyon tekrari, sayica az ve fiziksel olarak kiigiik bir

tiiriin DNA’s1na erisim agisindan 6nemli olabilecegi diigtiniilmiistir.

PZR asamasinda 5 farkli primer kullanilmistir. Primer kullanimi1 bu asamada oldukca
onemlidir. Farkli primerlerin farkl tiirleri yakalayabilme olasiligi bulunmaktadir. Bunun
nedeni o gen bolgesine ait veri tabanlarinda yeterli girisin olmamas1 yahut ¢cogaltilan gen
bolgesinin tiir ve cinsleri birbirinden ayirabilmek icin yeterli farklilik barindirmamasi
olabilir. Primerlerin kisa bolgeler ¢cogaltmasi dizileme i¢in [llumina platformunun verimli
kullanilmasini saglar. Uzun bolgeler i¢in uzun okuma yapabilen diger dizileme platformlari

kullanilabilir.
6.1.3. DIiZILEME PLATFORMU VE BiYOINFORMATIK

Primerlerin ¢ogalttig1 bolgelerde 300bp ve iistii diziler i¢in NextSeq cihazi yerine Illumina
platformlarinin diger cihazlarina ihtiya¢ duyulabilir. Okuma sayisinin artirilmasiyla tespit
edilen tiirlerin artmas1 konusunda tartismalar halen stirmektedir. Bu tez ¢aligsmasi i¢in okuma

sayisinin artirilmasi daha fazla tiir teshisini saglayabilmektedir.

Elde edilen dizileme verileri OBITools is akis1 kullanilarak analiz edilmistir. Bu is akis1 6zel
olarak metabarkodlama c¢alismalar1 igin gelistirilmistir. Ileri ve geri okumalarin
birlestirilmesi sirasinda birlestirilemeyen NextSeq cihazinin okuma kapasitesinin {izerinde
uzunluktaki diziler ham veriden ayiklanmamistir. Bunun nedeni 2x150 uzunlugu asan
okumalarin tam olarak birlesmeyecegi i¢in veri kaybinin 6niine gegmektir. 12S ve COI

bolgeleri 300 bp iizerinde uzunluklar barindirdigi i¢in tim diziyi elde edecek sekilde

34



dizileme ger¢eklesememistir. Gerekli filtreleme asamalarindan sonra verinin taksonomik
eslestirmesi i¢in NCBI veri tabani kullanilmistir. Diinyada bir¢ok arastirmaci tarafindan
kullanildig: i¢in ¢ok fazla veri barindirmasindan dolay1 secilmistir. Yalnizca boceklere ait
veya barkodlama caligsmalari i¢in gelistirilmis olan BOLD (57) veri tabani yalnizca COI
bolgesine ait bilgileri barindirdigindan dolay1 tercih edilmemistir. Kullanilan 5 primere ait 5
farkl1 fastq uzantili dosya aymi biyoinformatik is akisiyla analiz edilmis ve sonuclar
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda primerler bazinda farkliliklar ortaya konmustur.
Buradan hareketle 16S bolgesine 6zgii primerler daha gergek¢i sonuglar vermistir. Kisa bir

bolgeyi ¢ogaltmasindan dolay1 da kullanilabilirligi agisindan pratiktir.

Okumalarin taksonomik tiir teshisinde basarili olabilmesi ve deney tasariminin en basindan
beri hatasiz sonuglanmasindan biyoinformatik asamalar1 sorumlu olmaktadir. Ileri ve geri
dizilerin hatasiz birlestirilmesi, birlesmeyen dizilerin veriden atilmasi, benzerlik oranina
gore okumalarin tek bir okuma sekline getirilmesi ve bu ayni dizilerin ham veri i¢indeki
sayist gibi basamaklardaki basit hatalar ya da eksiklikler, aragtirmayi1 neticelendirmek i¢in
cok Onemli bir konumdadir. Obitools is akisinda ise illuminapairedend, obiuniq gibi
komutlar bu iglemleri ger¢eklestirmektedir. Bu komutlara eklenecek her parametre sonuglari

etkilemektedir.

6.1.4. PRIMERLERIN KARSILASTIRILMASI

Primerlerin literatiirde de goriildiigii lizere farkli takim ve familyalarda tiir tespit etme
verileri goriilmekteydi. Deneysel olarak bu ¢alismada da karsilastirma yapilmis ve bolgeye

ait nihai tiirlerin listesi olusturulmustur.

Biyoinformatik analiz neticesinde tiir tespiti yapilan dizilerin ham veriye oranla ne kadar
okuma sayisiyla eslesme verdikleri gosterilmistir. Bes primer arasinda 16S bdlgesini
cogaltan bolgeleri yiiksek okuma sayisi olan birkag¢ dizisinden sonra biiyiik sayida ¢esitliligi
gosteren eslesmelerin okumasi diisiikk olmustur. COI ve COX2 primerleri gérece daha
beklenen bir dagilim gostermistir. Bu sonuclardan hareketle COI ve COX2 bdlgesi
boceklerde karisik Orneklerde tiim tiirlerin tespit edilebilmesi agisindan basarisiz

goriilmektedir. Bu tezde olusturulmus is akisinda kullanilmast ¢ok uygun olmayacaktir.
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Cizelge 6.1. Tespit edilen tiirlerin primerlere gore dagilimini gdsteren tablo

Tiirler

Palpares libelloides

Eupholidoptera smyrnensis

Oedipoda charpentieri

Empusa sp.

Chorthippus biguttulus

Melanotus okinawensis

Comptosia sp.

Oedemera sexualis

Dermestes laniarius

Oedemera testaceithorax

Diptera sp.

Sciaridae sp.

INS16S

Hex12SF

HexCOI

HexCOX2

Trox strigosus

Papilio antonio

Oecanthus sinensis

Anaspis sp.

Bothrideridae sp.

Psorodonotus specularis

Melipotis sp.

Dryopomera kurosai

Parapholidoptera distincta

Cicadellidae sp.

Parapholidoptera spinulosa

Eupholidoptera hesperica

Psorodonotus davisi

Psorodonotus sp.

Eupholidoptera magnifica

Eupholidoptera
marashensis

Ceracris pui

Japanagallia neohamata

Empusa guttula

Psophus stridulus

Cis nitidus

Empusa pennicornis

Medetera signaticornis

Caledopteryx sp.

Microserica sp.
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Phytocoris nowichy

Larinus turbinatus

TPA_asm: Pheidole

Deraeocoris sp.

Gomphocerippus rufis

Lampyris noctiluca

Paracymoriza distinctalis

Scymnus sp.

Ronderosia piceomaculata

Divales haemorrhoidalis

Bootettix argentatus

Spondylis buprestoides

Dasyhippus peipingensis

Gelechiidae sp.

Ochterus sp.

Bombus securus

Calliteara taiwana

Megochterus occidentalis

Nanos vadoni

Melanostoma mellinum

Chorthippus
hammarstroemi

Oedipoda caerulescens

Oedipoda coerulescens

Hoplomachidea consors

Calliptamus barbarus

Melanotus similis

Chorthippus albonemus

Eupholidoptera
bimucronata

Eupholidoptera danconai

Xyela sp.

Chorthippus sp.

Oedemera manicata

Choroedocus robustus

Eupholidoptera megastyla

Chrysobothris affinis

Acmaeodera lugubris

Iris oratoria

Xylotrechus grayii

Mantis religiosa
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Eupholidoptera uvarovi

Yemmalysus parallelus

Eupholidoptera mersinensis

Leptopeza flavipes

Parapholidoptera signata

Musca vitripennis

Mioscirtus wagneri

Choroedocus violaceipes

Catocala electa

Salentia mongolica

Adelphocoris suturalis

Kingdonella pienbaensis

Parepistaurus sp.

Oedipoda fuscocincta

Iselma lorenzettii

Eupholidoptera garganica

Sinodendron rugosum

Eupeodes luniger

Psorodonotus venosus

Embiidae sp.

Dasyhippus barbipes

Oedemera podagrariae

Macroxyela ferruginea

Medetera saxatilis

Austracris guttulosa

Agrilus hyperici

Stomoxys calcitrans

Bryodema gebleri

Elimaea cheni

Drino sp.

Flexamia abbreviata

Panorpa nebulosa

Ronderosia forcipata

Chorthippus maritimus

Phytomia errans

Araneus angulatus

Anthrax proconcisus

Alsophila japonensis

Epistrophe lamellata

Mythicomyia sp.
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Thraulus sp.

Bryodema kozlovi

Epacanthaclisis banksi

Dermestes dimidiatus

Pedicia sp.

Zichya tenggerensis

Botanophila fugax

Mordellidae sp.

Rivellia syngenesiae

Malus domestica

Peribatodes rhomboidaria

Pterostichus
oblongopunctatus

Uvaroviola multispinosa

Delia platura

Wohlfahrtia magnifica

Metatropis longirostris

Chironomus flaviplumus

Sphingonotus tsinlingensis

PREDICTED: Stegodyphus

Polystoechotes punctatus

Autographa pulchrina

Melanotus sakishimensis

Melanotus villosus

Metrioptera ussuriana

Chorthippus aethalinus

Acanthoscelides anoditus

Gomphocerus sibiricus

Gampsocleis gratiosa

Chrysoteuchia culmella

Dolichopus latilimbatus

Osmylus atomatus

PREDICTED:
Acyrthosiphon

PREDICTED: Nomia

Locusta migratoria

Dermestes maculatus

Isoptericola sp.

Sarcophaga peregrina

Libelloides macaronius

Vespa crabro
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Goniophyto honshuensis

Therioaphis trifolii

Lixus subtilis

Orinhippus tibetanus

Ctenochauliodes yangi

Scaphoideus nigrivalveus

Osmylus zheanus

Ocypus olens

Ennomos fuscantarius

Brunneria borealis

Bittacomorpha clavipes

Nysson spinosus

Osmia bicornis

Sisyra aurorae

Cerapanorpa obtusa

Trupanea amoena

Angaracris barabensis

Spilosoma lubricipeda

Empis livida

Diamphipnopsis sp.

Rickettsia felis

Augilina triaina

Tachina fera

Pseudomictis brevicornis

Palpares libelluloides

Chorthippus brunneus

Oedipoda miniata

Caelifera sp.

Catocala nymphagoga

Araneus uyemurai

Chorthippus yersini

Malthodes sp.

Araneus ventricosus

Agelena silvatica

Bactrocera albistrigata

Erragonalia choui

Dipseliopoda biannulata

Argiope catenulata

Velamysta pupilla

Pholis gunnellus
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Drabescus ineffectus

Eutomostethus vegetus

Oryzaephilus surinamensis

Argiope perforata

Pirata subpiraticus

Myrmeleon immaculatus

Dendarus zariquieyi

Nesophrosyne sp.
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Sekil 6.1. INS dizilerinin okuma sayisinin dagilimi gosteren sekil

Metabarkodlama c¢alismalarinda 6nemli bir veri olarak, dizilerin ham veride temsil
edildikleri sayilar1 count olarak tanimlamaktayiz. Biyoinformatik is akisi sirasinda elde
edilir. Dizilerin benzerlik iliskilerinden yola ¢ikilarak olusturulur. Ayni olan dizilerin
sayisinin fastq dosyasinda kag adet olduguna iliskin bir veridir. Bu veri sayesinde deneysel
asamalarin tiimii i{izerinde yorum yapabilmek miimkiindiir. Ornegin Sekil 6.1.’de esit
olmayan dagilimli count verisi goriinmekte. Bu veri taksonomik tiirlerin eslestirildigi
dizilerin count degerlerinin gorsellestirilmis halidir. Sekle bakarak 45 bin — 5 bin degerleri
tiim veriye oranla kiiclik bir yer kaplamaktadir. Fakat verinin biiyiik bir ¢ogunlugu ~5
count’da dagilim gostermektedir. Bu dagilimi ¢ok fazla okunan ayni dizinin oldugu fakat

diger okumalarin sayisinin ¢ok fazla olmadigi seklinde yorumlayabiliriz. Bu yorumlar
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laboratuvar deneylerine de yansitilabilir. Bu ¢aligmada yapilan DNA izolasyon metodu
karisik drneklerin viicutlarinin tamamimin homojenize edilmesiydi. Ornekler farkli viicut
biiyiikliiklerine sahipti. Bu farklilik 4-5 cm o6lgek biiytikligiindeki Orthoptera tiiriinden 5
mm’lik 6l¢ek biiytikliigiindeki Hymenoptera tiiriine kadar degismekteydi. DNA izolasyonu
basamaginda viicut biiyiikliiklerine paralel oranda DNA elde edilmis olabilir. Bu durumda
karigik DNA orneklerinde agirlikli olarak biiyilik boyuttaki canlilarin DNA’sina rastlamak
miimkiin olmustur. Aynt zamanda PZR asamasinda polimeraz enzimi daha ¢ok yogunlukta
bulunan dizileri ¢ogaltmis nadir olarak anlamlandirilabilecek kiiciik boyuttaki canlidan
gelen DNA’y1 yeteri oranda ¢ogaltamamis olabilir. Ayni sekilde yine dizileme sirasinda
yogun olan diziler okunacak ve bu dizilerin okuma sayilar1 ve biyoinformatik is akisindaki
count degerleri gorece baskin olacaktir. Bu durum baskin olan tiirleri bulmak acisindan
faydali olabilir. Fakat count tablolarina bakildiginda kiiciik boyuttaki tiirlere ulagmak zor
olabilir. Ozel bir tiirle calisiimiyor, genel bir biyogesitlilik calismast yapiliyor ise bu noktada
viicut biiyiikliikleri 6nemli olacaktir. Karigik fakat birkag tiiriin bulundugu 6rneklemelerde
g6z ard1 edilebilir verim elde edilebilir. Fakat ¢cok ¢esitli ve karisik ayn1 zamanda viicut
biiytikliigii dagilimi ¢ok genis olan 6rneklemelerde tiirlerin hepsine molekiiler anlamda

ulagmak, bu tezde olusturulan is akisinda miimkiin olmayabilir.
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Sekil 6.2. INS_16S dizilerinin okuma sayis1 dagilimini gosteren sekil
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Sekil 6.3. HEX12S dizilerinin okuma sayilarin1 gosteren sekil
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Sekil 6.4. HexCOI dizilerinin okuma sayilarint gosteren sekil

43



HexCOX2 Primeri Okuma Sayis1
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Sekil 6.5. HexCOX2 dizilerinin okuma sayilarin1 gosteren sekil

Count degerlerinin dagilimlar1 kullanilan primerlere gore farklilik gosterebilmektedir.
Boceklere spesifik literatiirde bulunan primerler kullanildi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
tir teshislerinde basarilar1 degerlendirildi. Bu degerlendirmeler kontrollii deney
ortamlarinda yapilmistir. Bu tezde ise uygulamali olarak gergeklestirilmistir. Her primer i¢in
ayr1 dizileme verisi elde edilmistir. Bu dizileme verileri yani biyoinformatik is akisinda
analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen count verileri sekil 6.1.’den Sekil 6.5.’¢
kadar gosterilmistir. Count degerlerinin dagilimlarina bakildiginda tiir teshisinin gérece daha
giivenilir olabilecegini gosteren veri HEXCOX2 primeri olarak goriinmekte. Belirli oranda
dagilim gostermekte. Diger primerler benzer dagilimdadir. Ayn1 DNA 6rneklerinden ayni is
akis1 sonucunda olugan bu farkliligin olusmasinda primerler rol oynamais olabilir. Primerlerin
ozgiilliighi ve karistk DNA Orneklerindeki verimliligi bu farkliliga sebep olmus olabilir.
Primerler farkli daha cok tiirliin DNA’sin1 ¢ogaltmis ve belirli bir dagilim yakalamis
denebilir. Count verilerinde 16S primerlerinde durum dokudan (viicut biiyiikliigii) gelen
yogun DNA’nin daha ¢ok c¢ogaltilmasi seklinde yorumlanabilirken COI primerlerinde

yogunluga karsin daha esit dagilis gostermis gibi gorlinmektedir.
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Tespit Edilen Tiir Sayis1
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Sekil 6.6. Primerlere gore tespit edilen tiirlerin dagilimini gosteren sekil

Uzun yillardir en ¢ok kullanilan primer COI gen bolgesine 6zgii primerlerdir. Cok fazla veri
iiretilmis ve optimize edilmis bir primerdir. Barkodlama ve metabarkodlama ¢aligmalarinda
standart olarak kullanilan mitokondriyal COI bdlgesine 6zgii tasarlanmig bir¢ok primer
bulunabilir. Béceklerde ise HCO-LCO, LepF-R, UniMiniBar, HexCOI ve HexCOX2 gibi
COI hedefli primerler ¢ok kullanilmaktadir. Son yillarda farkli bolgelere tasarlanan
primerlerin tiir teshislerindeki verimliligi tartisilmaktadir. Her gegen giin yeni veriler ortaya
atilmakta ve primerler in vitro ve in silico olarak test edilmektedir. Bu ¢alismada gorece yeni
tasarlanan COI, COX2, 16S ve 12S primerleri karsilastirilmistir. Primerlerin barkodlama
caligmalarinda en 6nemli gorevleri tiir teshis basarilaridir. Sekil 6.6°da goriilecegi iizere
primerlerin bu tezde olusturulan is akisina gore tespit edilen tiirlerin sayist
gorsellestirilmistir. Bu sekle gore primerlerin tespit ettigi tiir sayilarina bakildiginda 16S
primerleri diger primerlere gore daha fazla tiir tespit edebilmistir. Beklenenin aksine COI
primeri ise en az tiir yakalamistir. Tespit edilen tiir sayilarina bakildiginda birbirine yaklagik
degerler goriinmemektedir. Iki, ii¢ kat fazla tiiriin tespit edildigi karsilastirmalar mevcuttur.
Ornegin COI primeri ve INS (16S) primerleri karsilastirildiginda fark oldukea fazladir. Bu
farklilik ¢alisma dizayninda primer se¢iminin 6nemini géstermektedir. Primerlere gore tespit

edilen tiirler ve bu verilerin dogrulugu {izerinde durulmaktadir. Bu tezde olusturulan is
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akisinda en uyumlu ve verimli primerin INS primeri oldugu sdylenebilir. Fakat ¢aligsmalarda
baz alinan veriler 15181inda count verileriyle tiir tespit sayilar1 karsilastirildiginda c¢ok esit
dagilim gostermeyen INS primerinde en ¢ok tiir elde edilirken gorece daha esit dagilim
gosteren HexCOX2 primerinde ¢ok az tiir tespit edilmistir. INS primeri i¢in dizileme
verisinde az da olsa ifade edilen diziler tiir teshisinde ozgiilliik tasimaktadir yorumu
yapilabilir. HexCOX2 primerinin ne kadar count degerleri gorece daha esit dagilim

gostermisse de tiir teshisinde basarisiz goziikkmektedir.

Tiir teshislerinde kullanilan veri tabanindaki verilerin sayis1 ve niteligi cok énemlidir. Tiir
teshisi asamasinda primerlerin verimliligi Olciiliirken referans alinan veri tabanindaki
verilerin primere 6zgii veriler olmasi gerekir. Ornegin NCBI niikleotid veri tabaninda COI
bolgesi icin boceklere ait 2,500,320 adet veri girisi bulunurken boceklere ait 16S verisi
85,849 de kalmistir. Fakat tezde yapilan ¢alisma sonucunda veri tabaninda da daha az veri
bulunmasina ragmen daha cok tiir teshis edilebilmistir. Bu da veri tabaninda yer alan bilgileri

sayisindan ¢ok 6zgiilliigiiniin 6nemini de 6ne ¢ikarmaktadir.

Hem kisa bolge c¢ogaltmasindan hem de en fazla ¢esitliligin yakalanmasindan dolay1
literatiirde de oldugu gibi INS primeri bu calismada basarili goziikkmektedir (48).
Taksonomik veri tabaninin degistirilmesi ya da boceklere 6zgii veri tabanlarinin kullanilmasi
bu verileri degistirebilir. Ayni1 zamanda literatiirde agirlikli olarak kullanilan gen
bolgelerinden daha ¢ok dizi arastiricilar tarafindan girilmis olabilir ve bu durum eglesme

sayilar1 ve tiir listesini degistirebilir durumda olmaktadir.
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Sekil 6.7. INS primeriyle tespit edilen tiirlerin takimlarina gore dagilimini gdsteren sekil
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Sekil 6.8. INS16S 1 primeriyle tespit edien tiirlerin takimlarina gore dagilimini gdsteren

sekil
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Sekil 6.9. HEX12SF primeriyle tespit edilen tiirlerin takimlarina gore dagilimlarini gésteren
sekil
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Sekil 6.10. HexCOI primeriyle tespit edilen tiirlerin takimlarina gére dagilimini gosteren

sekil
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Boceklerin biyogesitliliginin arastirilmasinda taksonomik basamaklar kullanilmaktadir.
Takimlar {izerinden arastirmalar yapilmakta ve sonuglar takimlar iizerinden
yorumlanabilmektedir. Her takimin ayirt edici belirli bir morfolojisi vardir. Bolgeye,
habitata gore dagilimlar morfolojik olarak tespit edilebilir. Molekiiler olarak da bu takimlar
birbirinden ayirabilmek miimkiindiir. Barkodlama ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
dizileme verileri ile taksonomik eslesmelerin elde edilmesinden sonra tiirlerin bulundugu
takimlar olusturularak dagilim aciga cikarilabilir. Bu ¢alisma neticesindeki sonuglarin takim
dagilim grafikleri Sekil 6.7.’den Sekil 6.11.’e kadar gosterilmistir. Her bir diziye karsilik
gelen tiirlerin listesi olusturulduktan sonra tiirlerin NCBI veri tabanindaki siniflandirma
referans alinmistir. Her bir benzersiz tiir ismine ait takimlar belirlenmistir. Daha sonra bu
takimlar sayisal veriye aktarilarak pasta grafikleri olusturulmustur. Tiir sonuglarina gore tiir
cesitliligine paralel olarak takim cesitliligi beklenmekteydi. Fakat gorece az tiir tespit edilen
HexCOX2 primerinde 12 takim bulunurken INS primerinde 11 adet takim tespit edilmistir.
COI primeri ise en az takim teshisinde karsimiza c¢ikmaktadir. Bu grafikler 1s18inda
Orthoptera takimi her primerde temsil edilmistir. Yogunluk veya viicut biiyiikligii ile
yorumlanabilir. Ayni1 zamanda her primer i¢in hedeflenebilir takim olarak Diptera karsimiza

cikmaktadir. Her primer i¢in sonug¢ vermistir. Fiziksel gozlem ve fotograf kayitlarinda tiir
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yogunlugu olarak Hymenoptera takimina ait bireyler baskin gibi goziikse de primerlerin
takim teshislerinde bu oran ayn1 sekilde gézlenmemistir. Ayn1 zamanda ¢ok fazla ve gesitte
Orhoptera takimina ait birey fiziksel gézlemlerle gézlenmemesine ragmen baskin olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum Viicut biiytikliigline dayali analizlerin bir sonucu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. PZR’da ve dizilemede daha ¢ok ifade edilmis durumdadir. Fakat ¢ok
farkl tiirler 6rneklem i¢inde bulunmamaktadir. Bu denli baskin olmamasin birden fazla
nedeni olabilir. Bunlardan biri yogun DNA miktar1 olabilir. Fakat ayni zamanda
biyoinformatik is akisinda Orthoptera’ya ait dizilerin belirli bazi niikleotid farklar1 hatali
tirlerle eslesmeye sebep olmus olan sonuglar elde edilmis olabilir. Bu noktada
biyoinformatik is akisinda uniq basamaginda yapilan benzersiz dizileri ayni okumada
birlestirme basamagi, benzersizlik oranindaki parametrelerde degisiklik yapilarak bu sorun

ortadan kaldirilabilir.

6.2. SONUCLARIN KARSILASTIRILMASI

Takimlarin dagilimma bakildiginda Orthoptera tiim primerlerde de agirlikli olarak tespit
edilen takimdir. INS primeri i¢in Orhoptera, Coleoptera, Hemiptera en fazla tespit edilen
takimlarken, COI primeri i¢in Orthoptera ve Araneuslar bulunur. Hymenoptera takimi COI
primeriyle higcbir sekilde tespit edilememistir. Literatiirdeki arastirmaya goére COI
primerleriyle Hymenoptera takimindan bireyler tespit edilebilmektedir (49). Fakat bu
arastirma in silico olarak gergeklestirilmistir. Uygulamada ise veri vermemistir. Bu durum
yalnizca Ornekler sebepli olmayip PZR, dizileme ve biyoinformatik araglar neticesinde
olmus olabilir. Diger yogunluklu olan takimlarda ise viicut biiyiikliikleri ve sayilarindan
dolay1 bu sekilde bir sonuca ulasilmis olabilir. COX2 primeri diger tiim primerlere gére daha
fazla takim tespit edebilirken tiir sayist ve ¢esitliligi konusunda en az durumdadir. Ayrica
COX2 ériimeekler igin daha uygun bir primer oldugu yorumu yapilabilir. Orneklerin i¢inde
yer alan 6riimceklerin tespit edildigi tek primer olarak karsimiza ¢ikmaktadir. COI’nin farkli
bolgelerini ¢ogaltan literatiirdeki primerlerin tiirleri teshis edebilme yetenekleri farkl
olabilmektedir. Bu yapilan ¢alismalarda rutinde de kullanilmis olup mevsimsel degisimlerde

dahi tiirlerin barkodlanmasi i¢in COI primerleri kullanilmistir (7, 58).

Elbrecht ve ark. tarafindan yapilan calismada 16S bolgesini ¢ogaltan primerle COI ve
COX2’ye gore daha fazla tiir tanimlayabilmislerdir (48). Bu ¢alismaya paralel olarak bu tez

caligmasindaki veriler de bu sonucu dogrulamaktadir. Malaise trap kullanimiyla yapilan bu
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sekildeki ¢aligmalardaki asil hedef ¢ok fazla tiir yakalayabilmektir. Bunun i¢in bir¢ok
parametre kullanilabilir. Sadece primer kullanimi degil biyoinformatik is akislarindaki
degisiklikler, arazi 6rneklemesinin yeri ve siiresi, 6rneklerin DNA izolasyon teknikleri, PZR
kosullart ve enzimi gibi degiskenler sonuclar1 etkileyebilmektedir (7, 45, 48, 49, 59, 60).
Metabarkodlama ile tiirlerin morfolojik gozleminden daha fazla tiir elde edilmistir. Bu
durum doku homojenizasyonu sirasinda canlilarin yedikleri besin igeriklerinin de agiga
cikmis olma ihtimali olabilir. Bu sekilde av-avci iligkisi ile homojenizasyon sirasinda agiga
cikan DNA tiir teshislerinde farkliliklar olusturabilir (61). Tiim sonuclar hakkinda
biyoinformatik is akis1 agisindan dizilerin count verileri ve tiir eslesmeleri tizerinden bir
degerlendirme yapmak miimkiindiir. Count verileri diizensiz dagilmistir. Bu diizensizlik
islak laboratuvar uygulamalarindan kaynaklanmistir diyebiliriz. Fakat diisiik count
verilerinin de tiir eslesmesi verebilir olmasi biyoinformatik is akisi acisindan giivenilir
olmayan bir noktaya getirmistir. Yiiz bin okuma sayisiyla elde edilen dizileme verisinde
yalnizca bes adet temsil edilen dizi oransal olarak c¢ok diisiiktiir. Bu biyoinformatik is
akisinda verilerin tekrar analizi veya farkli analiz yontemleri kullanilarak dogrulugu test

edilebilir. Bu sayede veriler ve tiir sonuglar1 daha giivenilir olabilir.
6.3. SONUC

Belirli bir bolgede yasayan bocekleri molekiiler yontemler kullanarak tespit etmeye yonelik
olarak bu calisma gerceklestirilmistir. Belirli cografyalarda ve belirli durumlarda (yangin,
cevre felaketi vb.) biyogesitliligin bilinmesi 6nem arz edebilir. Bu amagla bocek c¢esitliligini
tespit edebilmek icin gerekli zamani, is giiciinii en aza indirmek hedeflenmistir. Bu tez
caligmasinda Bozalan bolgesine ait Haziran ay1 érneklemesi yapilmis ve molekiiler olarak
tiirler teshis edilmistir. Kullanilan tuzagin her bocek takimina uygun olmamasina bagiml
olarak yakalanan tiirler agiga c¢ikarilmigtir. Kullanilan primerlere bagimli olarak farkli tiir
teshisleri gerceklesmistir. 16S primerleri daha fazla tiir yakalarken, COX2 primerinde en az
cesitlilik gdzlenmektedir.

Bu tezdeki is akis1 sayesinde birgok arastirma ic¢in kullanilabilir bir yontem gelistirilmistir.
Tekrar edilebilir bir yontem olmasinin yani sira verilerin dijitallesmesi konusunda 6nemli
bir noktada yer almaktadir. Bu tez boceklerin dijital ve genetik bilgilerinin kayit altina

alinabilmesini saglayan bir yontemdir ve diinya canli envanterinin ¢ikarilmasi agisindan hizli
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ve pratik bir yontem ortaya siirmiistiir. Ayrica endemik, soyu tiikenmekte olan canlilar hizl

bir sekilde tespit edilebilir ve kayit altina alinabilir.
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EKLER

Bocek orneklerinin laboratuvar ortaminda 151k mikroskobu atinda ¢ekilmis fotograflar: ekte
verilmistir. Ayirca biyoinformatik analiz asamasinda olusturulmus olan bash betigi de ekte

sunulmustur.
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EK 1: BOCEK ORNEKLERININ FOTOGRAFLARI

Ornek 1°in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 2’nin mikroskop altindaki goriintiisii.

61



Ormek 3’i{in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 4’iin mikroskop altindaki goriintiisii.




Ornek 5’in mikroskop altindaki gériintiisii.
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Ornek 6’ni mikroskop altindaki goriintiisii
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Ornek 7°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 8’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 9’un mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 10’un mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 11’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 12°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 13’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 14’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 15’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 16’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 17°nin mikroskop altindaki goriintiisii.

76



Ornek 18’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 19°un mikroskop altindaki gériintiisii.
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Ornek 20°nin mikroskop altindaki goriintiisii
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Ornek 21°in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 22°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 23’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 24°iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 25’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 26’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 27°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 28’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 29°un mikroskop altindaki gériintiisii.
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Ornek 30’un mikroskop altindaki gériintiisii.
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Ornek 31’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 32’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 32’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 337iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 34’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 35’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 36’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 37°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 38’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 39°un mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 40’1 mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 41°in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 42°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 43’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 44°iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 45’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 46’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 47°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 48’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 49°un mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 50°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 51°in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 52°nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 53’iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 54°iin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 55’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 56’nin mikroskop altindaki goriintiisii.
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Ornek 57’nin goriintiisii.
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Ornek 58’in mikroskop altindaki goriintiisii.
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EK 2: BIYOINFORMATIK iS AKISINDA OLUSTURULAN BASH BETIiGi

#!/bin/bash

IN_DIR=$1
OUT DIR=$2

mkdir SOUT DIR

mkdir SOUT DIR/0_fastqc
mkdir SOUT DIR/1 align
mkdir SOUT DIR/2 merge
mkdir SOUT DIR/3 trim
mkdir SOUT DIR/4 uniq
mkdir SOUT DIR/5_filter
mkdir SOUT DIR/6 clean

for file in ./$IN_DIR/*R1_001.fastq ; do

samplename=$(basename "$file" | cut -d "." -f1)

searchname=$(basename "$file" | cut -d "." -f1,2,3)

~/Programs/FastQC/fastqc $SIN_DIR/"$samplename"*.fastq -o SOUT DIR/0 fastqc

illuminapairedend --score-min=30 -T $IN_DIR/"$searchname" R2 001.fastq
$IN_DIR/"$searchname" R1 001.fastq >
$OUT DIR/1 align/"$samplename".aligned.fastq

obigrep -p 'mode!="joined" S$OUT DIR/1 align/"$samplename".aligned.fastq >
$OUT DIR/2 merge/"$samplename".merged.fastq

perl ~/Programs/tagcleaner-standalone-0.16/tagcleaner.pl -fastq
$OUT _DIR/2 merge/"$samplename".merged.fastq -out
$OUT DIR/3_trim/"$samplename".merged.trimmed -tag5 “PRIMER1” -tag3 “PRIMER2”
-mm5 3 -mm3 3

perl ~/Programs/tagcleaner-standalone-0.16/tagcleaner.pl -fastq
$OUT _DIR/2 merge/"$samplename".merged.fastq -out
$OUT DIR/3_trim/"$samplename".merged.trimmed.info -tag5 “PRIMER1”-tag3
“PRIMER2” -mm5 3 -mm3 3 -info

awk 'NR%4==1' SOUT DIR/3_trim/"$samplename".merged.trimmed.info.fastq | cut -d "
" -f3 | sort -n | uniq -c > SOUT DIR/3_trim/"$samplename".trimmed.stats

awk 'NR%4==1' SOUT DIR/3_trim/"$samplename".merged.trimmed.info.fastq | cut -d "
" -f2 | sort -n | uniq -¢ > SOUT_DIR/3_trim/"$samplename".untrimmed.stats

awk 'NR%4==1"3_trim/"$samplename".merged.trimmed.info.fastq | cut -d " " -f6 | sort -
n | uniq -c¢ > 3_trim/"$samplename".5Smismatch.stats

awk 'NR%4==1"3_trim/"$samplename".merged.trimmed.info.fastq | cut -d " " -{7 | sort -
n | uniq -c¢ > 3_trim/"$samplename".3mismatch.stats

obiuniq $OUT DIR/3_trim/"$samplename".merged.trimmed.fastq >
$OUT _DIR/4 uniq/"$samplename".merged.trimmed.uniq.fasta

obiannotate -k count SOUT DIR/4 unig/"$samplename".merged.trimmed.uniq.fasta >
$$ ; mv $$ SOUT DIR/4 uniq/"$samplename".merged.trimmed.uniq.fasta

obigrep -1 “min” -L “max” -p 'count>=5'
$OUT _DIR/4 uniq/"$samplename".merged.trimmed.uniq.fasta >
$OUT _DIR/5_filter/"$samplename".merged.trimmed.uniq.c5-10.1150.L250.fasta
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obiclean -1 0.05 -H
$OUT _DIR/5_filter/"$samplename".merged.trimmed.uniq.c10.1150.L250.fasta >
$OUT _DIR/6_clean/"$samplename".merged.trimmed.uniq.c10.1150.L250.clean.fasta
$OUT DIR/11 _rblast.results/"$samplename".c5-10.rblast.results

blastn -query
$OUT DIR/6_clean/"$samplename".merged.trimmed.uniq.c10.1150.L.250.clean.fasta -db
~/Database/blastdb/localdb.fasta -max_target seqs 1 -outfmt “6 gseqid sseqid length pident”
-out SOUT DIR/12_Iblast.results/2031.c10.Iblast.results

blastn -query
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