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Deneysel Asama
Total DNA izolasyonu: 50 mM TE ¢ozeltisi i¢erisinde krayo tuplerde saklanan filtreler
steril makas yardimi ile kiguk parcalara ayrilmigtir. Daha sonra bu krayo tupler
yaklasik 30 dk boyunca vortekslenmis, sonrasinda filtre pargalari uzaklastirilmig, kalan
TE c¢ozeltisi 1.5 ml'lik mikrosantrifuj tuplerine esit olarak dagitiimis ve tekrar santrifuj
edilerek tek bir mikrosantriflj tUpunde birlegtirilmistir. Bu havuz durumunu kazanan ve
tum olasi mikrobiyal hucreleri icerecek olan bu karisim tupuaddr. Total DNA bu 100 pl
hacme sahip hucre suspansiyonundan PowerWater DNA izolasyon Kiti ile Uretici
firmanin protokolu dogrultusunda gergeklestirilmigtir.
Kalite/Kantite tayini: DNA konsantrasyonlari Qubit ¢ift-zincirli DNA HS Assay Kkiti
kullanilarak Qubit 4.0 florometre ile dlguimus ve daha sonra -20 °C'de saklanmistir.
16S V3-V4 amplikon dizileme: 16S rRNA genlerinin V3-V4 hiper-degisken bodlgesinin
Bacteria-Archaea 06zgu evrensel oligonukleotidler kullanilarak PCR ile amplikon
ingalari yapilmistir. Bu kapsamda kullanilacak primerler ise PCR1_F: 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' ve PCR1_R: 5'--
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3' olup bu primerlere F ve R
adaptor dizileri eklenecektir. Bu primer cifti yaklasik olarak 468 bg (433 ila 482 bg
arasinda degiskenlik sergilemektedir) uzunlugunda bir bolgenin gogaltiimasina olanak
saglamaktadir. Kituphane hazirlik asamasinda saflastirma ve indeks primerler ile PCR
islemleri her bir oOrnek icin gergeklestiriimistir. Hazirlanan kutUphaneler esit
konsantrasyonlarda birlestirilerek dizileme 6ncesi son konsantrasyonu 10 pM olarak
ayarlanmigtir. Birlestirilmis bu kitiphane Illlumina Miseq platformunda, 2 x 251 bg
kimyasi (V2- 500 Nano flow cell) kullanilarak ileri ve geri yonli okumalar (pair-end)

olacak sekilde okunmustur.
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Sekil 1. Cevresel su 6rnegdi biyogesitliliginin incelenmesinde laboratuvar is akigi



Veri Analiz Asamasi
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Biyoinformatik analizler: Dizilerin kalite skorlarinin kontrol edilmesi amaciyla FastQC
v0.11.5 kullaniimistir. FastQC profiline dayali olarak ham dizi okumalarindan
adaptorler ve kalitesiz okumalari/dizileri ¢ikarmak i¢in Trimmomatik-0.33 programi
kullaniimigtir (Bolger ve ark. 2014). Bu asamadan sonraki biyoinformatik analizler gogu
QIIME2 (Bolyen ve ark. 2019) pipeline ile gergeklestiriimistir. Kimerik dizilerin
uzaklastiriimasi QIIME2 igerisinde yer alan DADAZ2 eklentisi (Callahan ve ark. 2016)
ile yapiimistir. Sonrasinda Molekuller Operasyonel Taksonomik Birimler (MOTUSs)
QIIME2 igerisinde yer alan VSEARCH (Rognes ve ark. 2016) kullanilarak
belirlenmistir. Alfa ve beta c¢esitlilik analizleri (Shannon, Bray-Curtis, Jaccard, Simpson
gibi indexler) QIIME2 pipeline kullanilarak hesaplanmistir. Bu MOTUIlerin taksonomik
statlleri OTUs GreenGenes veritabani referans alinarak %97 benzerlik oranina goére

olusturulmustur.
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BULGULAR

*Asagida gosterilen tiim grafikler Qiime2 platformunda bulunan érnek gérseller

olup, etik agidan herhangi bir projenin analiz sonucglari paylagsiimamistir.

**Analiz sonuclarinin degerlendirilmesi ve sonucglarin yorumlanmasi, proje

yiriitiiciistiniin istegi dogrultusunda ekibimizdeki yetkin kigiler tarafindan

gerceklestirilecektir.

**Analiz sonucu elde edilen diger veriler excel tablosu seklinde proje

yiriitiiciisi ile paylasilacaktir.
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DNA izolatlarinin Qubit 4.0 6lgim sonuglari Tablo 1’de gosterilmigtir.

1. Laboratuvar Sonuclari

Tablo 1. DNA konsatrasyonu olgum sonuclari

Orneklem 260/280 orani Konsantrasyon (ug/mL)
1 1.84 60.52
2 1.89 72.15
3 1.75 70.03

2. Biyoinformatik Analiz Sonugclari

Analiz sonucu okumalarin her iki yonlu basariyla elde edildigi ve kalite skorlarinin Q30-
Q40 degerleri araliginda oldugu goézlenmistir (Sekil 3). Dizileme sonucu elde edilen
okumalar her bir 6rnek igin ileri ve geri yonlu olmak tzere ortalama 89.000 okuma elde

edilmistir.

Sequence Base Sequence Base

a. lleri yonli okuma b. Geri yonlii okuma

Sekil 3. ileri (a) ve geri (b) yonli okumalarin FastQC programi ile kalite kontrol
grafikleri. Her iki yonde de okumalarin ¢ogunlukla kalite skor araliklari Q30-Q40

araligindadir.
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3. Karsilagtirmali Analiz Sonuglari

3.1 Alfa Seyreltme (Rarefaction) Analizi
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Sekil 4. Alfa seyreltme (Rarefaction) analizi grafigi
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= @ ACACACTATGGC

= O ACAGTTGCGCGA
=3 @ ACGATGCGACCA
=3 O ACTACGTGTGGT
=3 @ AGCTATCCACGA
=3 O AGCTGACTAGTC
== @ AGTGCGATGCGT
= © AGTGTCACGGTG
=3 @ ATCGATCTGTGG
=3 © ATCTTAGACTGC

== @ ATGCAGCTCAGT
=3 @ ATGGCAGCTCTA
== @ CAAGTGAGAGAG
= O CACGACAGGCTA
=2 @ CACGTGACATGT
= O CAGACATTGCGT
=3 @ CAGTGTCAGGAC
=3 O CATATCGCAGTT

=3 @ CATCGTATCAAC

= O CCGACTGAGATG
== @ CCTCTCGTGATC
= O CGATGCACCAGA
=3 @ CGTGCATTATCA

= O CTAACGCAGTCA
=2 @ CTAGAGACTCTT
= O CTCAATGACTCA
== @ CTCGTGGAGTAG
=3 O CTGAGATACGCG
== @ CTGGACTCATAG
=3 O GAACTGTATCTC

== @ GAGGCTCATCAT
=3 @ GATACGTCCTGA

== O ~aTTARCACTAT



3.2 Cesitlilik Analizleri
3.2.1 Alfa Cesitlilik
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Kruskal-Wallis (pairwise)
H
Group 1 Group 2
gut (n=8) left palm (n=8) 9.926471
right palm (n=6) 4.266667
tongue (n=9) 1.120370
left palm (n=8) right palm (n=6) 0.150000
tongue (n=9) 12.000000
right palm (n=6) tongue (n=9) 5.013889

Sekil 5. Alfa gesitlilik analizinin grafiksel ve istatistiksel gosterimi.

p-value

0.001629
0.038867
0.289839
0.698535
0.000532

0.025145

g-value

0.004888
0.058301
0.347806
0.698535
0.003192

0.050290
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3.2.2 Beta Cesitlilik

(******* " Group significance plots
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Overview
PERMANOVA results
method name PERMANOVA
R e
sample size 83
number of groups 2
test statistic 21553
p-value 0.009
number of permutations 009

Sekil 6. PERMOVA ile beta cesitlilik analizinin grafiksel ve istatistiksel gosterimi.
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Proje sonucu elde edilen tim taksonomik analiz sonuglari Sekil 7’de gdosterilmistir.

3.2 Taksonomik Analiz Sonuglari
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Sekil 7. Tim taksonomik analiz sonuglarinin gorsellestiriimesi.
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Sekil 8. Heatmap ile Uretilen filogenetik aga¢
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