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Anahtar Kelimeler Ozet: Bugiine kadar, biyosferde bulunan mikroorganizmalarin ¢ok azi kiiltiirleme

16SrRNA, metoduyla tespit ya da teshis edilebilmistir. Kiiltiirlenmemis ya da kiiltiirlenemeyen
Metagenomik, mikroorganizmalar  ise, mikrobiyal cesitliligin  biiytik  bir  bélimiinii
¥;E§Z§rganlzma, olusturmaktadir. Metagenomik analiz, kiiltiirleme yapilmaksizin, ¢cevreden direkt

alinan 6rneklerin DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen mikroorganizmalarin tiir
tayininin yapilmasina, genetik ¢esitliliginin, popiilasyon yapisinin ve bu
mikroorganizmalarin insan yasantisini da etkileyen ekolojik rollerinin
anlasilmasina olanak vermektedir. Metagenomik; ilag, biyoyakit, biyoteknoloji,
tarim, ekoloji gibi bir¢ok farkli ¢alisma alaninda yardimci disiplin olarak 6nemli rol
oynamaktadir. Paleomikrobiyoloji calismalarinda da son yillarda sik¢a kullanilmaya
baslanan metagenomik, insanlik tarihindeki mikrobiyal evrim arastirmalarina katki
sunar ve bize gecmis zamanlarin mikro ekosistemini anlama perspektifi verir. Bu
calismada, Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliinden Kkiiltlirleme
yapilmaksizin direkt alinan toprak oOrneklerindeki mikroorganizmalarin DNA
izolasyonu yapildi ve sonrasinda 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgeleri PZR yontemi
ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bolgeler Illumina MiSeq sistemi ile dizilendi. Elde edilen
dizilerin metagenomik analizi QIIME 1.9.1 kullanilarak yapildi ve mikrobiyal
cesitlilik belirlendi.

Metagenomic Analysis of Soil Samples of Balikesir/Antandros Ancient City Excavation
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Abstract: Until now, very few of microorganisms in the biosphere have been
detected and defined via cultivation methods. Microorganisms which, can not be
cultured or haven't been cultured, make up of significant part of microbial diversity.
Metagenomic analysis provides information about genetic diversity, population
structure and ecological roles that affect human life of these microorganisms after
DNA isolation of environmental samples without culturing. Metagenomics plays a
significant role as discipline auxiliary to various different fields such as medicine,
biofuels, biotechnology, agriculture, ecology. Metagenomics, which is started to be
widely used in paleomicrobiology studies as well, contributes to microbial evolution
studies in human history and gives us a perspective to understand ancient micro
ecosystem. In this thesis, DNA isolation of microorganisms in culture-independent
soil samples taken directly from Balikesir/Antandros Ancient City Necropolis was
performed and afterwards V3-V4 regions of 16S rRNA were multiplied by using PCR
method. Replicated regions were sequenced using Illumina MiSeq system.
Metagenomic analysis of these sequences was performed using QIIME 1.9.1 and
microbial diversity was detected.

1. Giris

Glintimiizde Balikesir ili, Edremit ilcesi, Altinoluk
beldesi sinirlan icerisinde yer alan Antandros Antik
Kenti'nde yapilan kazi ¢alismalari Prof. Dr. Giircan
Polat'in bagkanliginda 2001 yilindan beri devam
etmektedir [1]. Kazi ¢calismalarinin ytriitildigi dort

*[Igili yazar: earican@istanbul.edu.tr

sektorden biri olan nekropoliin, 700 yil Kesintisiz
olarak  kullanildigi  belirlenmistir.  Nekropoliin,
konumlandig1 tepenin yamacinda yer almasi ve
kullanilan alanlarin siirekli erozyon sonucu toprak
altinda kalmasi, mezarlarin st tste olmasin ve
yapilarin mezarlarin {stiine insa edilmis olmasini
aciklamaktadir. Antandros Antik Kenti nekropolii
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uzun yillar boyunca kullanmis olmasi dolayisiyla farkl
kiiltir ve donemlere ait mezar, gomii ¢esitleri ve
yapilara ev sahipligi yapmaktadir [2]. Antik
kalintilardaki mikroorganizmalarin tespiti ve teshisi
ile mikroorganizmalarin evriminin ve insan
popiilasyonuyla simbiyotik iliskisinin anlasilmasina
olanak veren paleomikrobiyoloji, tarihsel ve
arkeolojik kaynaklarda ortaya konan hipotezlerin,
bilimsel olarak kanitli verilerle desteklenmesini
saglamaktadir. Metagenomik ¢alismalarin son yillarda
gelismesiyle birlikte paleomikrobiyoloji calismalari da
hiz kazanmistir [3].

Metagenomik, mikroorganizma topluluklarini iceren
orneklerin kiiltiir edilmesine gerek duyulmaksizin
direkt olarak dogal ortamlarindan alinip, icindeki
mikroorganizmalarin DNA’larinin izole edilmesi ve bu
DNA’larin yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak
analiz edilmesidir. Metagenomik alaninda yapilan ilk
¢alismalar, yaklasik olarak 1.5 kb'lik 16S rRNA
genlerini hedef alan Sanger dizileme ydntemini baz
almistir [4]. Bu 1.5 kb’lik kodlama yapan dizi, gene
dagilmis halde bulunan 9 tane korunmus (C1-C9)
bolge, 9 tane cok degisken (V1-V9) bolge icermektedir
[5]. Daha gilincel ¢alismalara bakildigindaysa
metagenomik calismalarda dizileme i¢cin hedef bolge
olarak bu ¢ok degisken (V1-V9) bolgelerin, dizileme
yontemi olarak ise yeni nesil dizileme yontemlerinden
biri olan Illumina’'nin tercih edildigi gortilmektedir.
Yeni nesil dizileme yontemleri daha diisiik maliyetle
giinde 5000 Mb’lik DNA dizileyebiliyorken, Sanger
dizileme yontemi daha yiiksek maliyetle, gilinde
yaklasik 6 Mb'ik DNA dizileyebilmektedir [6].
Metagenomik  ¢alismalarda  dizilenmek iizere
hedeflenen DNA  dizisinin  boyutu, cevresel
orneklerden elde edilen mikroorganizmalarin cesidi
ve mikroorganizmalara ait DNA miktarlarinin fazla
olmasi sebebiyle Illumina dizileme yontemi tercih
edilmektedir [7].

Yapilan metagenomik ¢alismalarda, 16S rRNA geninin
¢ok degisken bolgelerini hedef alan dizileme yontemi
ile elde edilen verilerin metagenomik analizinde
kullanilmak iizere genellikle QIIME programinin
tercih edildigi gorilmektedir [8]. QIIME ile DNA
dizileri kalite kontrolden gecirildikten sonra, dizilere
ait islevsel taksonomik birimler = (OTU’lar)
belirlenebilir ve belirlenen OTU’lara taksonomik
atamalar yapilarak mikrobiyal ¢esitlilik belirlenebilir

[9].

Bu c¢alismada Balikesir/Antandros Antik Kenti
nekropoliiniin farkli konumlarindan alinan toprak
orneklerindeki mikroorganizmalarin  kiiltiirleme
yonteminden bagimsiz DNA izolasyonu islemi
sonrasinda, 16S rRNA genlerinin ¢ok degisken V3-V4
bolgesinin cogaltilmasi, cogaltilan bolgelerin Illumina
dizileme yontemiyle dizilenmesi, dizileme verilerinin
metagenomik analizinde QIIME programi kullanilarak
OTU’larn belirlenmesi, buna bagl olarak taksonomik
analizin yapilmasi ve o6rnek alinan bolgelerin

mikroorganizma  ¢esitliliginin  ortaya konmasi
amaglanmistir. Elde edilen verilerle arkeolojik
bulgularin bilimsel olarak desteklenmesi
beklenmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Balikesir/Antandros antik kenti toprak
orneklerinin toplanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan Balikesir/Antandros
Antik Kenti kazisi toprak ornekleri, arkeologlar
gozetiminde acillan mezarlardan, c¢ikarilan mezar
hediyelerinden, nekropolde bulunan ve depolama
amacgh kullanildig1 disiiniilen pithoslardan alindi.
Acilan mezarlardan 6rnek alinirken - bagirsaklardaki

bakteriler g6z oOniinde bulundurularak - o6rnek
konumu olarak iskelet seviyesi karin bélgesi tercih
edildi. Agilan mezarlardan c¢ikarilan mezar

hediyelerinin (6rnegin; koku kabi olarak kullanildig:
tahmin edilen buluntular) icerisinden de toprak
ornekleri alindi. Balikesir/Antandros Antik Kenti
nekropolii, farkli dénemlerde yerlesim alani olarak da
kullanildigindan, biiyiik depolama kaplarina (pithos)
da rastlandi. Bu pithoslarin igerisinden de toprak
ornekleri alind1.
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Sekil 1. 2016 yili nekropol genel plan kare.

Sekil 1'de Balikesir/Antandros Antik Kenti
nekropoliiniin 2016 yili genel plan Kkaresi
goriilmektedir. 2016 yili kazi sezonunda toplam 6
farkli mezardan (mezar kodlari; 453, 480, 486, 487,
490, 493), Kuzeydogu Genisleme V agmasi igerisinde
bulunan depolama amagh kullanildig1 diisiiniilen
pithostan, a¢ilan mezarlarda bulunan 2 adet mezar
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hediyesinden toplam 8 adet toprak ornegi steril
sekilde alindi. Orneklerin alindig1 mezarlar cogunlukla
Kuzeydogu Genisleme III ve Kuzeydogu Genisleme IV
acmalarinda yer almaktadir. Alinan sadece bir 6rnek
Kuzey Genisleme Il agmasinda yer almaktadir.

453 No'lu mezardaki buluntular g6z oOnilinde
bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi tarafindan
M.0. 2. yy olarak yapilmistir. Birincil kremasyonun
kiillerinin  urne kabinin igerisine konuldugu
gozlemlenmistir. 453 No’lu mezarda bulunan HTJ 3
kodlu mezar hediyesi igerisinden toprak drnegi alind1.
HTJ 3 kodlu mezar hediyesinin Sekil 1'de goriilen plan
karedeki konumu 2-3/S-T’dir.

480 No'lu mezarin tarihlendirmesi kazi ekibi
tarafindan M.0. 4. yy olarak yapilmistir. 480 No’lu
mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bdlgesinden
toprak ornegi alindi. 480 No'lu mezarin Sekil 1'de
gorilen plan karedeki konumu 11/A1-B1'dir.

486 No'lu mezardaki buluntular g6z Onilinde
bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi tarafindan
M.O. 2. yy sonu olarak yapilmistir. Bu mezar, birincil
kremasyon ¢at1 kiremiti mezardir. 486 No’'lu mezarin
iskelet seviyesinin tahmini karin bolgesinden toprak
ornegi alindi. 486 No'lu mezarin Sekil 1'de goriilen
plan karedeki konumu 13-14/ V-Z'dir.

486 No’lu cati kremiti mezarda bireyin kafatasi
kemiklerinin st seviyesiden ele gecirilen mezar
hediyesi HUI 5, khytridion formundadir.
Tarihlendirmesi kazi ekibi tarafindan 2. yy sonu -1. yy
basi olarak yapilmistir. Birincil kremasyon 486 No'lu
mezar hediyesi olan HUI 5’in igerisinden toprak érnegi
alindi. HUI 5 kodlu mezar hediyesinin Sekil 1'de
goriilen plan karedeki konumu 13/Y’dir.

487 No'lu mezarin kaz ekibi tarafindan M.0. 5. yy
olarak yapilmistir. 487 No'lu mezarin iskelet
seviyesinin tahmini karin bolgesinden toprak 6rnegi
alindi. 487 No'lu mezarin Sekil 1’de goriilen plan
karedeki konumu 12/Y-Z’dir.

490 No'lu mezarin tarihlendirmesi kazi ekibi
tarafindan Hellenistik dénem (M.0. 330-30) olarak
yapilmistir. 490 No’lu mezarin iskelet seviyesinin
tahmini karin boélgesinden toprak érnegi alindi. 490
No'lu mezarin Sekil 1'de goriilen plan karedeki
konumu 12-13/Y’dir.

493 No'lu mezarin tarihlendirmesi kaz ekibi
tarafindan M.0. 6. yy olarak yapilmistir. 493 No’lu
mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bélgesinden
toprak ornegi alindi. 493 No'lu mezarin Sekil 1'de
goriilen plan karedeki konumu 13/Z-A1’dir.

Kuzeydogu Genisleme V agmasinda yer alan ve
amphoralarla ayni agmada bulunmas1 sebebiyle
depolama amagh kullanildig1 disiiniilen pithosun
icerisinden toprak 6rnegi alindi.

2.2. Toprak orneklerinden DNA izolasyonu

Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliinden
alinan toprak 6rneklerinin DNA izolasyon islemi, steril
kabin igerisinde yapildi. izolasyon éncesinde kabin 20
dk. boyunca UV 1sik ile sterilize edildi. izolasyonu
yapilacak toprak drnegi, icerisindeki taslarin fiziksel
parcalanmasini hizlandirmak amach otoklavlanmis
havan igerisinde doviiliip toz haline getirildi. DNA
izolasyon prosediirii, NORGEN firmasinin, sadece
topraktan DNA izolasyonu i¢in tasarladigi Soil DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek, Ontario, Kanada, Katalog
no: 26500 ) prosediiriiniin baz1 soliisyon miktarlar
optimize edilerek uygulandi.

2.3. PZR yoéntemi ile 16S rRNA geni V3-V4
boélgesinin ¢ogaltilmasi

izolasyonu yapilan toprak érneklerinin 16S rRNA geni
V3-V4 bolgeleri PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Bu PZR
calismasiyla, izolasyonu yapilan orneklerin calisip
calismadiginin  kontrolii yapildi. Bu protokolde
kullanilan primer ciftleri (S-D-Bact-0341-b-S-17, S-D-
Bact-0785-a-A-21), 16S rRNA geni, V3 ve V4 bolgesini
hedeflemektedir [10].

S-D-Bact-0341-b-S-17 # CCTACGGGNGGCWGCAG
S-D-Bact-0785-a-A-21% GACTACHVGGGTATCTAATCC

16S Amplikon PZR ileri Primer = 5’

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTAC
GGGNGGCWGCAG

16S Amplikon PZR Geri Primer = 5’

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAC
TACHVGGGTATCTAATCC

Koyu yazilan diziler; 16S rRNA geni V3-V4 bolgelerine
0zgl primer dizileridir. Normal yazilan diziler ise,
[llumina evrensel adaptor dizileridir [11]. V3-V4
boélgelerine 6zgii primerler dizilerinde N harfi A, T,G ya
da C; W harfi Ayada T; Hharfi A, CyadaT; V harfi de
A, C ya da G niikleotitlerini temsil etmektedir. PZR
isleminde, N, W, H ve Vnin yerine gelebilecek
niikleotitlerin biitiin kombinasyonlar ile tasarlanan
primerleri esit miktarda iceren karisim kullanildi.

PZR islemi, Tablo 1’de hazirlanan bilesenlerle C1000
Thermal Cycler (Biorad Laboratories, Inc., ABD) cihazi

kullanilarak, Tablo 2'de belirtilen kogsullar
uygulanarak gerceklestirildi.
Tablo 1. PZR icin gerekli bilesenler.
Bilesen Ad1 Hacim
Mikrobiyal DNA (5ng/ul) 2.5l
16S Amplikon PZR Ileri Primer = 5’ 5ul
16S Amplikon PZR Geri Primer = 5’ 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 125 ul
(KAPA Biosystems, KK2601) K
Toplam 25 ul
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Tablo 2. PZR kosullar1.

split_libraries.py komut dizisi uygulandi. Uygulanan

Déngiiler Sicakhik (°C)  Siire ];:;Eslll komut dizisi asagidaki gibidir:
ik Denatiirasyon 95 3dk 1 o ; ) ) 3
Denatiirasyon 95 30 sn sPlllt_hbrarles.py m barkod dosyaa!dll.txt f
_Baglanma 55 30 sn 25 dizileme-dosyaadi.raw.fasta.gz -q dizileme-
-Uzama 72 30 sn dosyaadi.raw.qual.gz -o
Son Uzama 75 5 dk 1 split_Library_output_8bp/ -b 8
Bekleme 4 ©

PZR sonrasi, ¢ogaltilan amplikonlarin primer, primer
dimer ve diger PZR bilesenlerinden temizlenmesi i¢cin
PZR piirifikasyon basamagi uygulandi. Temizlenen
amplikonlara, ait olduklari érneklere 6zgii, Illumina
index dizileri eklendi ve amplikonlar tekrar piirifiye
edildi [11].

PZR sonucunda yaklasik 460 bg¢ wuzunlugunda
amplikonlar ¢ogaltildi. PZR c¢alismas1 ile V3-V4
bolgeleri ¢ogaltilan ornekler % 1.2'lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi.

2.4. 16S rRNA geni V3-V4 bélgesi cogaltilan
orneklerin Illumina yeni nesil dizileme yontemi
ile dizilenmesi

Orneklerin DNA dizileme islemi icin Piya Biyoteknoloji
sirketinden profesyonel hizmet alimi yapildi
Orneklerin DNA dizilemesi Illumina MiSeq sistemi
kullanilarak yapildi. Orneklerin DNA dizileri fasta ve
qual formatinda elde edildi. Dizileme verilerinin
metagenomik analizi icin QIIME 1.9.1 versiyonu
kullanildi ve analiz protokolii Kuczynski ve dig.
tarafindan 2011 yilinda yayimlanan makale [9]
referans alinarak uygulandi.

Yeni nesil dizileme islemi sirasinda her 6rnege spesifik
8 niikleotid uzunlugunda barkod dizileri eklendi. Bu
sayede her bir oOrnekten gelen DNA dizilerinin
ayristirilabilmesi amacglandi (Tablo 3).

Tablo 3. Orneklere ait spesifik barkod dizileri.

Ornek Ornek Ad1 Barkod Dizisi

Kodu
1A 453 mezar hediyesi HTJ 3 CAGTTCAT
2A Kuzeydogu Genisleme V CAGTTGCA
3Y 490 iskelet seviyesi CATGCGCA
4A 493 iskelet seviyesi CATAACAA
5A 480 iskelet seviyesi CATAATAG
6A 486 iskelet seviyesi CATATTCT
7A 487 iskelet seviyesi CATCAACA
8A 486 mezar hediyesi HUI 5 CATCACCG

2.5. Dizileme verilerinin metagenomik analizi

Metagenomik analizin ilk basamaginda ¢oklu okuma
sayilari, drneklerin barkod dizilerine gore atanir. Bu
asamada, her bir dizinin kalite filtrelemesi yapilir ve
diisiik kaliteli veya belirsiz okumalar kaldirilir.

Yeni nesil dizileme sonucunda elde edilen ham
dizilerin uclar kalite skor degerleri dikkate alinarak
kisaltildi. (Kalite skoru >25) Belirtilen islemler icin

OTU belirleme asamasinda, benzerlik esigine (%97)
baglh kalinarak benzer diziler, kiimeleme yontemiyle
islevsel taksonomik birimlere (OTU’lara) atanir. Bu
asama i¢in pick otus.py komut dizisi uygulandi
Uygulanan komut asagidaki gibidir:

pick_otus.py -i split_Library_output_8bp/seqgs.fna -
0 picked_otus_defaulﬁ

Bir sonraki asama, QIIME iizerinden varsayilan
(default) Uclast parametreleri kullanilarak
tamamlandi. Bu asamanin sonucunda orneklere ait
dizilerin kalite kontrolleri yapildi, kimerik diziler
filtrelendi ve kiimelemeler gergeklestirildi. OTU’larin
belirlenmesinden  sonra, diger asamalardaki
analizlerde kullanilmak iizere her bir OTU'dan temsili
bir dizi secilmesi gerekmektedir. Bu asama igin
pick_rep_set.py komut dizisi uygulandi. Uygulanan
komut asagidaki gibidir:

pick_rep_set.py -i
picked_otus_default/seqs_otus.txt -f
split_Library_output_8bp/seqgs.fna -o rep_set1.fna

Bir sonraki asamada, belirlenen her bir OTU’nun
temsili dizilerine taksonomik atamalar yapildi
Dizilerin taksonomik atamalar1 varsayilan (default)
Uclust parametreleri ve Greengenes Veri tabani
(versiyon 13.8) kullanilarak gergeklestirildi. Bu
asamada assign_taxonomy.py komut dizisi uygulandi.
Uygulanan komut asagidaki gibidir:

assign_taxonomy.py -i rep_setl.fna

3. Bulgular

Alinan  toprak o6rneklerinin DNA  izolasyonu
sonrasinda spektrofotometrik ol¢ciim ile elde edilen
konsantrasyon degerleri Tablo 4’te belirtilmistir.

Tablo 4. DNA izolasyonu yapilan érneklerin konsantrasyon
degerleri.

Ornek Adi Konsantrasyon
(ng/pl)

1A-453 No'lu mezar hediyesi HT] 3 8.4
2A-Kuzeydogu Genisleme-V Pithos 19.1
3Y-490 No’lu mezar iskelet seviyesi 9.2
4A-493 No’lu mezar iskelet seviyesi 6.7
5A-480 No'lu mezar iskelet seviyesi 8.4
6A-486 No'lu mezar iskelet seviyesi 8
7A-487 No'lu mezar iskelet seviyesi 10.7
8A-486 No'lu mezar hediyesi HUI 5 5.1
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DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin V3-V4 bélgesinin
¢ogaltilabilmesi i¢cin PZR yontemi uygulandi. Daha
sonra PZR iriinleri agaroz jel elektroforezinde
yuriitillerek Kkalitatif analiz yapildi ve agaroz jel
iizerinde olusan bantlar goriintiilendi (Sekil 2).

- - - - e ..

45IHTIS Kuzeydogu 493 Iskelet 460 Iskelet 436 iskelet 457 Iskelet 456 Mezar 490 Iskelet  Negatit
Genigleme v Seviyesi  Seviyesl  Seviyesl  Seviyesl  Hediyesl  Seviyesl  Kontrol
Pithos HUI§

Sekil 2. V3-V4 bolgesi PZR yontemiyle ¢ogaltilan érneklerin
elektroforez jel goriintiisii.

DNA izolasyonu ve PZR islemi sonucunda ornekler,
yeni nesil dizileme yontemi ile [llumina MiSeq sistemi
kullanilarak Piya Biyoteknoloji sirketi tarafindan
dizilendi. Dizileme sonuglari fasta ve qual formatinda
elde edildi. Dizileme sonucunda elde edilen DNA
dizilerinin basinda 8 niikleotit uzunlugunda spesifik
barkod dizileri bulunmaktadir.

1A-453 No'lu mezar hediyesi HT] 3 6rnegine ait bir
DNA dizisi;

3Y-490 No'lu mezar iskelet seviyesi ornegine ait bir
DNA dizisi;

CATGCGCACCTACGGGAGGCTGCAGTGGGGAATTTTGCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGCAGTAACGCCGCGTGGAGGAT
GAAGGCATTCGGGTTGTAAACTCCTGTCAGGGGGAACGAC
GGGGAAAGGGTGATAAATCCTTTCTTCCAGACGGTACCTC
CAAAGGAAGCCCCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGT
AAAGGGCGCGTAGGTGGTTCTGTATGTCTACCGTGAAAGC
GTACGGCTCAACCGTGCATTGTCGGTAGAAACTGCAGGAC
TTGAGGCTGGGAGGGGCTGGTGGAATTCCCTGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGGGGGAGAACACTCGTGGCGAAG
GCGGCCAGCTAGACCAGTTCTGACACTGAGGCGCGACAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT

4A-493 No’'lu mezar iskelet seviyesi 6rnegine ait bir
DNA dizisi;

CATAACAACCTACGGGGGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGA
ACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTA
ATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCG
GTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAG
CGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCGTGTAGTC

CAGTTCATCCTACGGGGGGCAGCAGCGAGGAATCTTGGG
CAATGGGCGCAAGCCTGACCCAGCGACGCCGCGTGAGGGA
TGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCTCTTTTGTGAGGGAAGA
AGTTCTGACGGTACCTCACGAATAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTTGTAGGCGGTTCGTT
AAGTCCGGTGTGAAATCTCCCGGCTCAACTGGGAGGAGCC
ATCGGAAACTGGCGAGCTAGAGGTGGGCAGAGGAAAGCG
GAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGGCCTATCCTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTAGA
TACCCCAGTAGTC

5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi drnegine ait bir
DNA dizisi;

CATAATAGCCTACGGGGGGCAGCAGTCGGGAATTTTGCC
CAATGGACGAAAGTCTGAGGCAGCAACTCCGCGTGAGGGA
CCAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGA
TCCAAGACGGTACCTGAGGAATAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC
CGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGCAGGCGGCTGGGTA
AGTCCGATGTGAAAGCTTCCGGCTTAACTGGAAAACGGCA
TCGGAAACTGCTCGGCTTGAAGGTGGGAGAGGGTAGTGG
AATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGCCCATTCTTGAC

GCTGAGGCGCGAAAGCTAGGGGAGCGAACGGGAT

2A-Kuzeydogu Genisleme V, Pithos 6rnegine ait bir
DNA dizisi;

CAGTTGCACCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATCTTGCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGTGGGGACGAA
ACCAGACGGTACCCACAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCC
GGAATCATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCAGTAA
GTCGGGTGTGAAACCCTCAGGCTCAACCTGGGGACGCCAC
TCGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCAGTAGAGGAGTGTGGA
ATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCGGGAGGA
ACACCAACGGCGAAGGCAGCACTCTGGGCTGGAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGAT

6A-486 No'lu mezar iskelet seviyesi dérnegine ait bir
DNA dizisi;

CATATTCTCCTACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGAT
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGTAGGGACGAA
CACAGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGT
GCCGGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCC
GGAATCATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTAGTAA
GTCGGGTGTGAAAACCCCAGGCTCAACCTGGGGACGCCAC
CCGATACTGCTATAGCTAGAGTCCAGTAGGGGAGTGTGGA
ATCCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATTGGGAGGA
ACACCAGCGGCGAAGGCGGCACTCTGGGCTGGAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATA
CCCCTGTAGTC
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7A-487 No'lu mezar iskelet seviyesi drnegine ait bir
DNA dizisi;

CATCAACACCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATCTTGCGC
AATGGCCGCAAGGCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCACTGTCGGGAGGAACGAA
TACTCGGCCTCGAATAGGGGACCGAGGGTGACGGTACCTC
CAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATCACTGGGCGT
AAAGGGCGCGTAGGCGGCCCGTTAAGTGGCTGGTGAAATC
CCGGGGCTCAACTCCGGGGCTGCCAGTCAGACTGGCGAGC
TAGAGCACGGTAGGGGCAGATGGAATTCCCGGTGTAGCGG
TGGAATGCGTAGAGATCGGGAAGAATACCAGTGGCGAAG
GCGTTCTGCTGGGCCGTTGCTGACGCTGAGGCGCGACAGC
GTGGGGAG

8A-486 No'lu mezar hediyesi HUI 5 6rnegine ait bir
DNA dizisi;

CATCACCGCCTACGGGAGGCAGCAGTCGGGAATTTTGCCC
AATGGACGAAAGTCTGAGGCAGCAACGCCGCGTGAGGGAT
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGACGAT
GATGACGGTACCTGAGGAATAAGCCACGGCTTACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGCAGGCGGTCGTTCAAG
TCGGATGTGAAATCCCCCGGCTCAACTGGGGGGCGTCATT
CGATACTGATCGACTTGAAGGCAGGAGAGGGAAGCGGAA
TTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGCCTGTTCTTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCCAGGGGAGCAAACGGGATTAGATACC
CCGGTAGTC

Dizilemesi yapilan 6rneklerin metagenomik analizi
yapildi. Metagenomik analizin bir asamasi olan ¢oklu
okuma sonuglariin biyolojik 6rneklere atanmasi
basamaginda elde edilen, dizilenen her bir 6érnege ait
barkod okuma sayis1 Tablo 5’te gosterilmistir. Coklu
okuma sayisi, dizileme sirasinda eklenen her bir
Ornege 0zgli barkod dizilerinin, o 6rnek iginde
okunma sayisidir. Bu nedenle ¢oklu okuma sayisi, her
bir 6rnek icinde bulunan farkli DNA dizisi sayisini
vermektedir.

Tablo 5. Her bir 6érnek i¢cin elde edilen barkod okuma sayisi.

Ornek

Kodu Ornek Ad1 Okuma Sayisi
1A 453 HT] 3 191864
2A Kuzeydogu Genisleme V 98511
3Y 490 iskelet seviyesi 51500
4A 493 iskelet seviyesi 53471
5A 480 iskelet seviyesi 84957
6A 486 iskelet seviyesi 42453
7A 487 iskelet seviyesi 123523
8A 486 mezar hediyesi HUI 5 48965

Orneklerin DNA dizilerinin metagenomik analizi
basamaklarinda OTU’lar belirlendi, her bir OTU’yu
temsil eden diziler belirlendi ve sonug olarak her bir
temsilci dizinin taksonomik atamasi yapildi. Elde
edilen sonuglar farkli taksonomik basamaklara gore
ayrilarak, orneklerdeki mikroorganizma cesitliligi
belirlendi. Taksonomik analizde 8 6rnek igerisinde
toplam 2 alem, 37 sube, 112 sinif, 211 takim, 336

familya, 468 cins ve 505 tiir tespit edildi. Greengenes
veri tabam (versiyon 13.8) kullanilarak yapilan
karsilastirmada herhangi bir taksonomik eslesmenin
yapilamadigl  (unassigned) mikroorganizmalarin
yuzdesi ise her 6rnek icin farkli degerlerdedir.

Taksonomik analiz sonuglar1 bir tablo yapilarak, her
bir 6rnekte goriilen mikroorganizmalarin taksonomik
bilgileri ve o oOrnekteki gorilme yiizdesi yazildl.
Yapilan taksonomik analiz sonucunda elde edilen
mikroorganizma sube bilgileri kullanilarak her bir
ornek icin tablo (Tablo 6-13) ve grafikler (Sekil 3-10)
cizildi.

Tablo 6. 1A-453 No’lu Mezar Hediyesi HT] 3 6rneginin sube
bazinda mikroorganizma oranlar.

Alem-Sube Ad1 Oran (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 51,932
k__Bacteria;p__Proteobacteria 15,841
k__Bacteria;p__Chloroflexi 9,464
k__Bacteria;p__Acidobacteria 4,673
k__ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,695
k__Archaea;p__Euryarchaeota 3,449
k__Bacteria;p__Firmicutes 2,322
k__Bacteria;p__Planctomycetes 2,286
k__Bacteria;p__Nitrospirae 2,057
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,769
Unassigned;Other 0,721
k__Bacteria;p__NC10 0,665
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes 0,632
k_ Bacteria;p__GAL15 0,430
k_ Bacteria;p__WS3 0,205
k_ Bacteria;p_TM7 0,150
k_ Bacteria;p__Elusimicrobia 0,148
k_ Bacteria;p_0D1 0,121
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria 0,096
k_ Bacteria;p__Fusobacteria 0,079
k_ Bacteria;p__Fibrobacteres 0,061
k_ Bacteria;p__OP3 0,060
k_ Bacteria;p_TM6 0,033
k_ Bacteria;p__Chlamydiae 0,028
k_ Bacteria;p__Chlorobi 0,021
k_Bacteria;p_ Armatimonadetes 0,019

1A-453 Mezar Hediyesi HTJ 3

d

k_Bacteria;p__Actinobacteria
k__Bacteria;p__Proteobacteria
k_Bacteria;p__Chloroflexi
k_Bacteria;p__Acidobacteria

nk_Bacteria;p_ Gemmatimonadetes
k_Archaea;p__Euryarchaeota

wk__Bacteria;p_Fimmicutes

nk_ Bacteria;p__ Planctomycetes

nk_ Bacteria;p__Nitrospirae

= k_ Bacteria;p__ Verrucomicrobia

» Unassigned; Other

wnk_Bacteria;p_ NC10
k_Bacteria;p_Bacteroidetes
k_Bacteria;p_ GAL15
k_Bacteria;p_ WS3
k_Bacteria;p_ TMT
k__Bacteria;p__Elusimicrobia
k_Bacteria;p_ 0D1

»k_ Bacteria;p_ Cyanobacteria

»k_ Bacteria;p_ Fusobacteria
k_ Bacteria;p__Fibrobacteres
k__Bacteria;p_ OP3

wk_ Bacteria;p_ TM6

wk_ Bacteria;p__ Chlamydiae
k_Bacteria;p_Chlorobi
k_Bacteria;p_ Armatimonadetes

Sekil 3. 1A-453 No'lu Mezar Hediyesi HT] 3 6rneginin sube
bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.
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Tablo 7. 2A-Kuzeydogu Genisleme V, depolama amach

pithos érneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Oran (%)
k_ Bacteria;p__Actinobacteria 55,383
k_ Bacteria;p__Proteobacteria 20,898
k_ Bacteria;p__Chloroflexi 10,482
k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,370
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 2,793
k_ Bacteria;p__Planctomycetes 2,139
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 1,093
k_ Bacteria;p__Firmicutes 0,986
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,956
k__ Bacteria;p__Nitrospirae 0,500
k_ Bacteria;p_TM?7 0,491
Unassigned;Other 0,429
k__ Bacteria;p__Elusimicrobia 0,088
k_ Bacteria;p_WS3 0,072
k_ Bacteria;p__Tenericutes 0,063
k_ Bacteria;p__Fusobacteria 0,057
k_ Bacteria;p_ NC10 0,043
k__Archaea;p_ Euryarchaeota 0,033
k_ Bacteria;p_ Cyanobacteria 0,033
k_ Bacteria;p__ OP3 0,028
k_ Bacteria;p_ GAL15 0,024
k_ Bacteria;p_ Chlamydiae 0,022

2A- Kuzeydogu Genigleme V, Pithos

Sekil 4. 2A-Kuzeydogu Genisleme V, depolama amagli pithos

= k__Bacteria;p__Actincbacteria

= k__Bacteria;p__Proteobacteria

= k__Bacteria;p__Chloroflexi
k__Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes

= k__Bacteria;p__Planctomycetes

= k__Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__Bacteria;p__Firmicutes

= k__Bacteria;p__Verrucomicrobia

= k__Bacteria;p__Nitrospirae

=k__Bacteria;p__ TM7

= Unassigned;Other

= k__Bacteria;p__Elusimicrobia

= k__Bacteria;p__WS3
k__Bacteria;p__Tenericutes
k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__NC10

= k__Archaea;p__Euryarchaeota

= k__Bacteria;p__Cyanobacteria

= k__Bacteria;p__OP3

= k__Bacteria;p__GAL15

= k__Bacteria;p__Chlamydiae

orneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.

Tablo 8. 3Y-490 No'lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube

bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Oran (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 65,377
k__Bacteria;p__Proteobacteria 8,923
k__Bacteria;p__Chloroflexi 7,264
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 4,591
k_ Bacteria;p__Acidobacteria 3,539
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia 3,051
k_ Bacteria;p__Firmicutes 1,880
k_ Bacteria;p__Planctomycetes 1,182
k_ Bacteria;p__Nitrospirae 1,108
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,611
k_ Bacteria;p__AD3 0,584
k__Archaea;p_ Euryarchaeota 0,546
k__ Bacteria;p__Cyanobacteria 0,414
k_ Bacteria;p_WS3 0,372
k_ Bacteria;p_MVP-21 0,148
Unassigned;Other 0,139
k__Bacteria;p_ WS2 0,087
k_ Bacteria;p__Chlamydiae 0,047
k_ Bacteria;p_ Fusobacteria 0,045
k_Bacteria;p_TM7 0,043
k_Bacteria;p__GAL15 0,025
k_ Bacteria;p_ NC10 0,011

3Y-490 iskelet Seviyesi

»k__Bacteria;p__Actinobacteria
= k__Bacteria;p__Proteobacteria
nk__Bacteria;p__Chloroflexi
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
nk_ Bacteria;p_ Acidobacteria
nk__Bacteria;p__Verrucomicrobia
wk__Bacteria;p__Fimicutes
nk__Bacteria;p__Planctomycetes
nk__Bacteria;p__Nitrospirae
=k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes
nk__Bacteria;p__AD3
nk__Archaea;p__Euryarchaeota
nk__Bacteria;p__Cyanobacteria
»k__Bacteria;p_ WS3
k_ Bacteria;p_ MVP-21
Unassigned;Other
= k__Bacteria;p__WS2
= k__Bacteria;p__Chlamydiae
nk__Bacteria;p__Fusobacteria
nk_ Bacteria;p_ TM7
nk__Bacteria;p__GAL15
= k__Bacteria;p__NC10

Sekil 5. 3Y-490 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube
bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.

Tablo 9. 4A-493 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube

bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Oran (%)
k_ Bacteria;p__Actinobacteria 54,273
k_ Bacteria;p__Proteobacteria 17,783
k__Bacteria;p__Chloroflexi 6,885
k_ Bacteria;p__Firmicutes 5,226
k__Bacteria;p__Acidobacteria 4,710
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,232
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia 2,816
k_ Bacteria;p__Planctomycetes 2,541
k_ Bacteria;p__Nitrospirae 1,293
k_ Bacteria;p_NC10 0,393
Unassigned;Other 0,281
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,206
k_Archaea;p__Euryarchaeota 0,197
k_ Bacteria;p_ GAL15 0,057
k_ Bacteria;p__Fusobacteria 0,055
k_ Bacteria;p_ TM7 0,034

4A-493 Iskelet Seviyesi

;\\\

»k__Bacteria;p__Actinobacteria

= k__Bacteria;p__Protecbacteria

» k__Bacteria;p__Chloroflexi
k__Bacteria;p__Fimicutes

nk_Bacteria;p__Acidobacteria

= k_Bacteria;p__Gemmatimonadetes

»k__Bacteria;p__Verrucomicrobia

»k_Bacteria;p__Planctomycetes

1 k_Bacteria;p__Nitrospirae

v k_Bacteria;p__NC10

1 Unassigned;Other

»k_Bacteria;p__Bacteroidetes

»k_Archaea;p_ Euryarchaeota

= k__Bacteria;p__GAL15
k__Bacteria;p__Fusobacteria
k__Bacteria;p__ TM7

Sekil 6. 4A-493 No'lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube
bazinda mikroorganizma oranlar grafigi.
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Tablo 10. 5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin 6A-486 Iskelet Seviyesi
sube bazinda mikroorganizma oranlari.

| k__Bacteria;p__Actinobacteria
Alem-Sube Oran (%) ‘ ‘ ‘ k__Bacteria;p__Proteobacteria
k_ Bacteria;p__Actinobacteria 64,742 k_Bacteria;p__Firmicutes

k_ Bacteria;p__Proteobacteria 14,089 ) :—:::::::—iz::;:?:m
k_Bacteria;p_Chloroﬂexi 8,007 k:Bacleria;p:Gemmalimonadetes
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,807 v k_Bacteriaip_Nitrospirae
k_ Bacteria;p_ Acidobacteria 2,030 t—z::::E—:fr:z:":l:f;:l
k__Bacteria;p__Planctomycetes 1,541 — - k_Bacteria;p_Cyanobacteria
k__Archaea;p__Euryarchaeota 1,039 *k_Bacteria;p__Bacteroidetes
k_Bacteria;p__Nitrospirae 0,957 e
k_Bacteria;p_Verrucomicrobia 0,948 k__Archaea;p__Euryarchaeota
k__Bacteria;p__Firmicutes 0,928 k_Bacteria;p__Fusobacteria
Unassigned;Other 0,449 [
lﬁ-ggi:?g:ig—\lygfo 82?2 Sekil 8. 6A-486 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube
k_Bacteria;p_Bacteroi detes 0:27 8 bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.
lﬁ_gziiE:g_%}l;lmlcrobla 8:1;; Tablo 12. 7A-487 No’lu mezar iskelet seviyesi érneginin
k_Bacteria;p_GAL15 0,084 sube bazinda mikroorganizma oranlari.
k_ Bacteria;p__Fusobacteria 0,072 . Alen.1-$ube . Oran (%)
k_Bacteria;p__Cyanobacteria 0,028 k_ Bacteria;p__Actinobacteria 59,193
k_Bacteria;p_OP3 0,017 k_ Bacteria;p__Proteobacteria 13,268
k_Archaea;p_ Crenarchaeota 0,010 k_Bacter?a;p_Chloroﬂe'zxi 8,918
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 4,366
) k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,698
5A-480 Iskelet Seviyesi k__Archaea;p_ Euryarchaeota 2,215

Bacteria;p__Gemmatimonadetes

- k_Bacteria:p_Acidobacteria k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia 1,341

9 ‘\ k_Bacteria;p_Actinobacteria k_ Bacteria;p__Planctomycetes 1,988
k__Bacteria;p__Proteobacteria . . .
\ ‘ k_Bacteria:p_Chloroflexi k_ Bacteria;p__Nitrospirae 1,890
. o ;
W\

B A k_ Bacteria;p_ Firmicutes 0,820
e Unassigned;Other 0,566
: E;ii?;ﬁ:ﬂ;&_hzir""icm k_ Bacteria;p__WS3 0,441
» k_Bacteriaip_Ws3 k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,305
- k_Bacteria;p__NC10 0,271
o k__Bacteria;p__GAL15 0,178
e cteria k_ Bacteria;p_TM7 0,124
- :_g:;t::::is_ggmhmeﬁa k__Bacteria;p_ Elusimicrobia 0,108
L] k:Archaea:p:Crenarchaeuta k_Bacteria;p_OPS 0,0 66
Sekil 7. 5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi érneginin sube k_Bacteria;p_Fusobacteria 0,049
bazinda mikroorganizma oranlari grafigi. llz_gac’ier%a;p_ghlamgdietle ) g'gg g
__Bacteria;p__Cyanobacteria ,
Tablo 11. 6A-486 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin k_BacteQa;p_ODl . 0,033
sube bazinda mikroorganizma oranlari. k_Bacteqa;p_Armatlmonadetes 0,029
Alem-Sube Oran (%) k__Bacteria;p_TM6 0,015
k_ Bacteria;p__Actinobacteria 63,392
k__Bacteria;p__Proteobacteria 9,788 TA-487 iskelet Seviyesi
k_ Bacteria;p__Firmicutes 8,130 k_Bacteria;p_Actinobacteria
k__Bacteria;p__Chloroflexi 7,774 C\ \\ ‘ ::g:5:2:::§$:g:l’fr2::§§er'a
k_ Bacteria;p__Acidobacteria 3,464 \ .E:E:it::!:i,’::?i?&?ﬁél’:"n?““‘
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes 2,458 Sk Bastara b Planctomyestes
k_ Bacteria;p__Nitrospirae 1,312 . :::E:g:::!:;,,:w;:,":gﬂ::;mbia
k_ Bacteria;p__Planctomycetes 1,137 \ ;‘Gai:ic;reiz;;&_h:irmcum
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 1,023 > e P e roidetes
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,630 K PacterispGALTS
k_Bacterp;p_Bactermdetes 0,244 7t:g§g:§:;:§§:m;mmm
k_Ba(_?terla;p_GALl 5 0,189 . :::g:g::ﬂ:;s:?t?obacteria
Unassigned;Other 0,151 s
k_Archaea;p__Euryarchaeota 0,141 .Fg:gg;:§g:grnn1mimmdms
k_ Bacteria;p_ Fusobacteria 0,093 + k_Bacteria:p__TM6
k_Bacteria;p_ TM7 0,050 Sekil 9. 7A-487 No'lu mezar iskelet seviyesi érneginin sube
k__Bacteria;p_ NC10 0,011

bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.
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Tablo 13. 8A-486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 6rneginin
sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Oran (%)
k_ Bacteria;p__Actinobacteria 70,081
k_ Bacteria;p__Chloroflexi 7,088
k__Bacteria;p__Proteobacteria 6,560
k__Bacteria;p__Firmicutes 5,426
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,804
k__Bacteria;p__Acidobacteria 2,172
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,873
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,811
k_Bacteria;p__NC10 0,395
k__Bacteria;p__GAL15 0,311
Unassigned;Other 0,297
k__Bacteria;p__Planctomycetes 0,292
k__ Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,252
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,245
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,157
k_Bacteria;p_AD3 0,126
k_ Bacteria;p__Fusobacteria 0,065
k_ Bacteria;p_ TM7 0,033

8A-486 Mezar Hediyesi HUI 5

I

')\l k__Bacteria;p__Actinobacteria
\ k__Bacteria;p__Chloroflexi

\

=k__Bacteria;p__Nitrospirae

=k__Archaea;p__Euryarchaeota

= k__Bacteria;p__NC10
k__Bacteria;p__GAL15

= Unassigned;Other

=k__Bacteria;p__Planctomycetes

k__Bacteria;p__Bacteroidetes
k__Bacteria;p__AD3
k__Bacteria;p__Fusobacteria
k__Bacteria;p__ TM7

Sekil 10. 8A-486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 6rneginin sube
bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alisma i¢in alinan toplam 8 farkli 6rnegin DNA
izolasyonu, toprak érneklerinden DNA izolasyonu i¢in
tasarlan Soil DNA Isolation Kit (Norgen Biotek,
Ontario, Kanada, Katalog no: 26500) kullanilarak
yapildi ve izole edilen DNA  miktarlan
spektrofotometrik 6lciim yapilarak tespit edildi. Elde
edilen DNA konsantrasyonlar1 ortalama yaklasik 10
ng/ul'dir (Tablo 4). Bu kit ile yapilan toprak
izolasyonlarinda DNA konsantrasyon degerlerinin
yaklasik olarak 20-25 ng/pl araliginda goériilmesi
beklenmektedir [12]. Orneklerden izole edilen DNA
konsantrasyon degerleri, beklenen degerlerden diisiik
cikmistir. Bu durumun, orneklerin yaklasik 2000-

2500 yyillik mezarlardan alinmis olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Calisma kapsaminda DNA izolasyonu yapilan

orneklerin 16S rRNA genlerinin V3-V4 boélgesi PZR
yontemi ile cogaltildi. PZR sonucunda ~460 b¢’lik DNA
dizileri elde edildi. Benzer yontemle mikrobiyotadaki
farkliligin tespit edildigi Cho ve dig.'nin (2019) yaptig1
calismada, Hepatoselliler Karsinom ve Siroz
hastalarindan alinan kan 6rneklerinden izole edilen
DNA’larin 16S rRNA genlerinin V3-V4 bdlgesi

cogaltilmistir ve bu hastalarin  kanlarindaki
mikrobiyal c¢esitlilik  tespit  edilmistir  [13].
Hepatoselliiler Karsinom hastalarinin mikrobiyal
cesitliliginin, siroz hastalalarina ve kontrol grubuna
gore onemli oOlgiide farklihk gosterdigi ve
Hepatoselliiler Karsinom hastalarinda bulunan bazi
mikroorganizmalarin  potansiyel  biyobelirtecler
olabilecegi belirtilmistir.

Bu ¢alismada, DNA izolasyonu yapilan ve PZR yontemi
ile 16S rRNA V3-V4 bolgeleri cogaltilan ornekler
[llumina MiSeq sistemi ile dizilendi ve ~460 bg
uzunlugunda diziler elde edildi. Bati Sicilya'da
kesfedilen Arkaik Monte lato'daki bir yapidan alinan
toprak orneklerinin dizilemesi de Illumina MiSeq
sistemi kullanilarak yapilmistir [14]. Yemek atig1 imha

edilen alandan ve somineden alinan toprak
orneklerindeki mikroorganizma cesitliligi
kiyaslanmistir. Somineden alinan toprak

orneklerindeki mikroorganizmalarin karboksilik ve
asetik asitleri metabolize ettigi, yemek atig1 imha
edilen alandan alinan toprak orneklerindeki
mikroorganizmalarin ise karbonhidratlar1 metabolize
ettigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, Illumina MiSeq sistemi kullanilarak
fasta ve qual formatinda elde edilen dizilerin
metagenomik analizi QIIME 1.9.1 versiyonu
kullanilarak yapildi. Metagenomik analiz sonucunda 8
ornek icerisinde toplam 2 alem, 37 sube, 112 sinif, 211
takim, 336 familya, 468 cins ve 505 tiir tespit edildi.
Taksonomik analiz sonucunda tespit edilen
mikroorganizma subeleri bu c¢alisma kapsaminda
degerlendirildi (Tablo 6-13, Sekil 3-10). Kim ve
dig.’nin (2018) Cin lahanas1 iizerindeki patojen
mikroorganizmalar1  tespit etmeyi amagladigl
calismada, Illumina MiSeq sistemi kullanilarak elde
edilen dizileme verilerinin metagenomik analizlerini
QIIME ile yapilmistir ve sonucunda biitiin 6rneklerden
toplam 29 sube, 169 takim, 322 familya ve 767 cins
tespit edilmistir [15].

Calisma kapsaminda elde edilen taksonomik analiz
sonuclarina gore, dizilenen 8 oOrnekte goriilen en
yliksek mikroorganizma yogunlugu Actinobacteria
subesinde tespit edildi. Toprak ve su ekosistemlerinde
farkl tiirleri bulunan Actinobacteria, toprakta daha
¢ok mantar gibi davranarak organik maddelerin
bitkiler tarafindan kullanilabilmesi icin
par¢alanmasini saglar. Bu nedenle tarim ve orman
ekosisteminde olduk¢a o6nemli bir yere sahiptir.
Actinobacteria’'nin diger bakterilerden evrimsel
olarak ayrismasi daha eskiye dayanmaktadir. Bu da
filogenetik olarak yakin olan bakterilerin tespit
edilmesini imkansiz kilmaktadir [16]. Antandros Antik
kenti nekropolii hem mezarlik olarak hem de yerlesim
alani olarak yaklasik 700 yil araliksiz kullanilmistir
[2]. Elde edilen bulgular sonucunda yerlesim alam
olarak kullanildigi dénemde, bu alanin tarim alani
olarak da kullanilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayni zamanda nekropoliin bulundugu konumun
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cevresinin giiniimiizde zeytin agaglari ile kapl olmasi
bu bakteri subesinin yogun goériilme nedenini agiklar
niteliktedir. Actinobacteria’nin uzun yillar 6nce
evrimlesmis oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda
ise, Antandros Antik kenti nekropoliiniin mezarlik ya
da yerlesim alani olarak kullanilmadan 6nce de bu
alanin zeytin agaclariyla kapli ormanlik bir alan
olabilecegi diistintilmektedir.

Elde edilen taksonomik verilerde Actinobacteria’dan
sonra en yogun gorilen sube Proteobacteria’dir.
Proteobacteria, bircok insan patojen tiiri icerdigi
bilinen biiyiik bakteriyel subelerden biridir. Sadece
bagirsakta degil, ekstraintestinal hastaliklarda da rol
oynadig1 yapilan calismalarla ortaya konulmustur.
Daha giincel calismalar astim ve kronik obstriiktif
akciger hastaligl gibi akciger hastaliklarinda da rol
oynadigini gostermektedir [17]. Bu patojen tiirlerini
iceren Proteobacteria subesi, bu bolgede bu
patojenlerden kaynakli hastaliklarin gegmis dénemde
yasanmis olma ihtimalini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, nekropoliin tepenin yamacina
konumlanmis olmasi dolayisiyla, yagmur sular1 ve
erozyonla birlikte nekropoldeki toprak katmanlarinin
zamanla birbirine karismis oldugu diisiinilmektedir
[2]. Insan patojenleri ile iliskilendirilen bu bakteri
subesinin sadece iskelet seviyesi drneklerinde degil,
biitiin 6rneklerde yiiksek miktarda tespit edilmesinin
sebebinin yagmur sular1 ve erozyon olabilecegi
diistiniilmektedir.

Allman  toprak  Orneklerinden izole edilen
mikroorganizma  oranlarinin  yiliksek  oranda
gorildigi Chloroflexi, Acidobacteria,

Gemmatimonades, Firmicutes subeleri ise, reaksiyon
bazli fototropi ile iliskilendirilen subelerdir. Hatta
patojen olmayan bazi Proteobacteria tiirleri de bu
gruba dahildir. Fotosentezin evrimsel siirecine
bakildiginda bu subelere ait tiirlerin 151k duyarhligiyla
karbon donglisii yapabildigi goriilmiistiir. Buna
reaksiyona bagl fototropi denilmektedir. Bu nedenle
bu subeler fotosentez mekanizmasi ile
iliskilendirilmektedir [18]. Bu fotosentez
mekanizmasimin evrimi ile iliskilendirilen bakteri
subeleri, yine tarim alanlar1 ve ormanlarin cesitli
donemlerde nekropol alaninda bulunmus
olabilecegini disiindiirmektedir.

Biitiin 6rneklerde belirli miktarlarda tespit edilmis
olan Planctomycetes ve Nitrospirae subeleri ise, deniz
sularinda bulunan mikroorganizmalardir. Her iki sube
de azot dongilisiinde 6nemli rol oynarlar ve deniz
sularindaki 6nemli nitrik oksitleyicilerdendir [19,20].
Bu iki subenin, ele alinan diger mikroorganizmalardan
daha az oranda tespit edilmesi ve nekropoliin deniz
seviyesine ¢ok yakin bir konumda bulunmas;i,
nekropoliin yerlesim alani ya da mezarlik olarak
kullanilmadan once sular altinda olabilecegini ve
zamanla bu deniz suyunun ¢ekilip nekropoliin
giliniimiizdeki halini almis olabilecegini
diistindirmektedir.
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Elde edilen taksonomik verilerin en carpici olani ise,
her 6rnekte farkli yogunlukta tespit edilen arke subesi
Euryarchaeota’dir. Dizilemesi yapilan 06rnekler
icerisinde en yiiksek Euryarchaeota orani 1A-453
No'lu mezar hediyesi HT] 3’te goriildii (Tablo 6).
Euryarchaeota, yliksek sicaklik degerlerinde, tuz orani
yuksek ortamlarda ya da pH degeri ¢ok disiik
ortamlarda goriilebilmektedir. Bu nedenle bu subede,
termofilik ve asidofilik tiirler bulundurmaktadir [21].
Arkeolojik bulgulara bakildiginda ise bu mezarin bir
kremasyon mezar oldugu goriilmektedir.
Euryarchaeota subesinin termofilik olmasi ve mezarin

gomii cesidinin kremasyon olmasi, iki farkh
disiplinden elde edilen bulgularin birbirini
destekledigini gosterir niteliktedir. Diger bir

kremasyon mezar olan 486 No'lu mezara ait mezar
hediyesi HUI 5’te tespit edilen Euryarchaeota, o 6rnek
icerisinde yliksek oranda goriilen subeler arasindadir
(Tablo 13). Kremasyon olmayan 5A-480 No’lu (Tablo
10) ve 7A-487 No'lu (Tablo 12) mezarlarin iskelet
seviyesi Orneklerinde de, diger oOrneklere kiyasla
yliksek oranda Euryarchaeota tespit edildi. Bu bulgu
ise, bu iki mezarin iist seviyesinde ya da yakinlarinda
kremasyon mezar olabilecegi ya da ¢ikabilecegi
ihtimalini distindiirmektedir.

Elde edilen taksonomik sonu¢larda alem basamaginda
tespit edilen mikroorganizmalarin, 1-A 453 HT] 3
orneginde %0.72’sinin, 2A-Kuzeydogu Genisleme V
Pithos 6rneginde %0.43’liniin, 3Y-490 iskelet seviyesi

orneginde 9%0.14’linlin, 4A-493 iskelet seviyesi
orneginde 9%0.28'inin, 5A-480 iskelet seviyesi
orneginde %0.45’inin, 6A-486 iskelet seviyesi
orneginde %0.15’'inin, 7A-487 iskelet seviyesi
orneginde %0.56’sinin, 8A-486 HUI 5 oOrneginde

%0.3’tintin kullanilan veri tabaninda (Greengenes
13.8) kayitli mikroorganizmalardan herhangi biriyle
eslesmedigi goriildi (Tablo 6 - Tablo 13).
Metagenomik c¢alismalarla elde edilen verilerin,
mevcut veri tabanlarina katki sunmasi, yeni
kesfedilecek mikroorganizmalarla bu veri
tabanlarinda tanimlanamayan mikroorganizmalarin
oranlarini azaltmasi beklenmektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda, Balikesir/Antandros Antik
Kenti nekropoliiniin mikrobiyal ¢esitliligi tespit edildi.
Tez kapsaminda elde edilen bulgular, arkeolojik
bulgulari destekler niteliktedir. Antandros Antik Kenti
nekropoliiniin mikrobiyal ¢esitliliginin daha genis bir

perspektifle anlasilmasi1 i¢in, bu alanda yeni
metagenomik ¢alismalarin  yapilmasma ihtiyag
duyulmaktadir. Bu alanda  yapilacak olan

metagenomik ¢alismalar sayesinde, elde edilecek yeni
verilerle bolgenin gecmisine dair daha kapsamlh
¢ikarimlarin yapilmasi miimkiin olacaktir. Bununla
birlikte, mevcut veritabanlarinda tanimlanamayan
yeni mikroorganizmalarin kesfine olanak
saglayacaktir. Bu ¢calisma, Tiirkiye’'deki antik kentlerin
mikrobiyal cesitliliginin belirlenmesi icin yapilan ilk
metagenomik calismadir ve bu alanda yapilacak yeni
calismalara dncii olacak niteliktedir.



D. Bal vd. / Balikesir/Antandros Antik Kenti Kazis1 Toprak Orneklerinin Metagenomik Analizi

TesekKkiir

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Yiiriitici Sekreterliginin 22680 numarali
projesi ile desteklenmistir.

Projeye sundugu katkilardan ve verdigi desteklerden
dolay1 Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi'ne ve Antandros Antik Kenti kazi
ekibine tesekkiir ederiz.

Etik Beyani

Bu c¢alismada, “Yiiksekogretim Kurumlart Bilimsel
Arastirma ve Yayin Etigi Yonergesi” kapsaminda
uyulmast gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi
gecen yénergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigine
Aykirt Eylemler” basligi altinda belirtilen eylemlerden
hi¢cbirinin gergeklestirilmedigini taahhiit ederiz.

Kaynakca
Polat, G. 2002. Antandros 2001 Kazilar1. 24. Kazi

Sonuglar1 Toplantisi, 27-31 Mayis, Ankara, T.C.
Kiiltiir Bakanligi Yayinlari, 21-30.

[1]

Yagiz, K. 2009. Antandros nekropolisi hellenistik
dénem mezar tipleri. Adiyaman Universitesi
Sosyal Bilimler Enstitiisii Dergisi, 2(2), 136-144.

Rivera-Perez, ]. 1, Santiago-Rodriguez, T. M,
Toranzos G. A. 2016. Paleomicrobiology: a
snapshot of ancient microbes and approaches to
forensic microbiology. Microbiology Spectrum,
4(4), 1-14.

Kolbert, C., Persing, D. 1999. Ribosomal DNA
sequencing as a tool for 1dentification of bacterial
pathogens. Current Opinion in Microbiology, 2,
299-305.

Petrosino, J. F.,, Highlander, S., Luna, R. A,, Gibbs,
R. A, Versalovic, ]. 2009. Metagenomic
Pyrosequencing and Microbial Identification.
Clinical Chemistry, 55(5), 856-866.

Alves, L. F., Westmann, C. A. Lovate, G. L,
Siqueira, G. M. V., Borelli, T. C.,
Guazzaronicorresponding, M. E. 2018.
Metagenomic approaches for understanding new
concepts in microbial science. International
Journal of Genomics, 1-15.

Culligan, E. P., Sleator, R. D., Marchesi J. R,, Hill C.
2014. Metagenomics and Novel Gene Discovery.
Virulence, 5(3), 399-412.

QOulas, A., Pavloudi, C., Polymenakou, P,
Pavlopoulos, G. A, Papanikolaou, N., Kotoulas, G.,
Arvanitidis, C., lliopoulos, 1. 2015. Metagenomics:
tools and insights for analyzing next-generation
sequencing data derived from biodiversity
studies. Libertas Academica, 9, 75-88.

11

[9] Kuczynski, ], Stombaugh, ], Walters, W. A,
Gonzalez, A., Caporaso, G. ], Knight, R. 2011.
Using QIIME to analyze 16S rRNA gene sequences
from microbial communities. Current Protocols
in Bioinformatics, 36(1), 1-20.

[10] Klindworth, A., Pruesse, E., Schweer, T., Peplies, J.,
Quast, C., Horn, M., Glockner, F. 0. 2013.
Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene
PCR primers for classical and next-generation

sequencing-based diversity studies. Nucleic
Acids Research, 41(1), 1-11.
[11] 16S Metagenomic Sequencing  Library

Preparation.https://support.illumina.com/docu
ments/documentation/chemistry_documentatio
n/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-
15044223-b.pdf (Erisim Tarihi: 11.04.2019).

[12] Soil DNA Isolation Plus Kit.
https://norgenbiotek.com/sites/default/files/fl
yers/Soil-DNA-Plus-Kit.pdf  (Erisim  Tarihi:
06.06.2019).

[13] Cho, E. |., Leem, S, Kim, S. A,, Yang, |, Lee, Y. B,,
Kim, S. S., Cheong, J. Y., Cho, S. W,, Kim, ]. W., Kim,
S. M, Yoon, ]. H., Park, T. 2019. Circulating
microbiota-Based metagenomic signature for
detection of hepatocellular carcinoma. Scientific
Reports, 9(1), 1-8.

[14] Margesin, R,, Siles, ]. A., Cajthaml, T., Ohlinger, B.,
Kistler, E. 2017. Microbiology meets archaeology:
soil Microbial communities reveal different
human activities at archaic monte iato (Sixth
century BC). Microbial Ecology, 73(4), 925-938.

[15] Kim, D., Hong, S., Kim, Y. T., Ryu, S., Kim, H. B,, Lee,
J. H. 2018. Metagenomic approach to identifying
foodborne pathogens on chinese cabbage.
Journal of Microbiology and Biotechnology,
28(2),227-235.

[16] Ventura, M., Canchaya, C., Tauch, A., Chandra, G.,
Fitzgerald, G. F., Chater, K. F.,, van Sinderen, D.
2007. Genomics of actinobacteria: tracing the
evolutionary history of an ancient phylum.
Microbiology and Molecular Biology Reviews,
71(3), 495-548.

[17] Rizzatti, G., Lopetuso, L. R,, Gibiino, G., Binda, C,,
Gasbarrini, A. 2017. Proteobacteria: a common
factor in human diseases. BioMed Research
International, 9, 1-7.

[18] Ward, L. M., Hemp, J., Shih, P. M., McGlynn, S. E.,
Fischer, W. W., 2018. Evolution of phototrophy in
the chloroflexi phylum driven by horizontal gene
transfer. Frontiers in Microbiology, 9(260), 1-16.

[19] Garrity G. M., Holt, J. G. 2001. Phylum BVIII.
Nitrospirae phy. nov. ss 451-464. Boone, D. R. et
al. (eds.) 2001. Bergey’s Manual® of Systematic
Bacteriology, Springer Science+Business Media,
New York.



D. Bal vd. / Balikesir/Antandros Antik Kenti Kazis1 Toprak Orneklerinin Metagenomik Analizi

[20] Fuerst, J. A, Sagulenko E. 2011. Beyond the [21] Euryarchaeota.http://www.bilimteknik.tubitak.

bacterium: planctomycetes challenge our gov.tr/sites/default/files/bilgipaket/canlilar/m
concepts of microbial structure and function. onera/euryarchaeota.htm (Erisim Tarihi:
Nature Reviews Microbiology, 9, 403-413. 08.05.2019).

12



