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OZET

DOKTORA TEZI

ULUDAG (BURSA) BUZUL, BEYSEHIR (KONYA) ve EBER (AFYON)
GOLLERINDE METAGENOMIK CALISMALAR

Fahri PAT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Su ekosistemleri, zengin mikrobiyal g¢esitlilige sahip karmasik yasam alanlaridir ve bu
mikroorganizmalar, sucul ortamlardaki besin dongiileri ile enerji akisinda kritik roller
Ustlenirler. Son yillarda gelisen metagenomik yaklasimlar, kiiltiire alinamayan
mikroorganizmalar1 da kapsayarak bu ekosistemlerdeki mikrobiyal topluluklarin daha kapsamli
incelenmesine olanak tanimustir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yer alan Beysehir Golii, Eber Golii, Uludag
Buzlu G6l, Uludag Kilimli Gol ve Uludag Karagol'iin mikrobiyal ¢esitliligi, yeni nesil dizileme
teknolojileri kullanilarak arastirilmistir. Calisma kapsaminda, gol su orneklerinden DNA
izolasyonu yapilmis, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesi PCR yontemiyle c¢ogaltilmis ve
[llumina platformu araciligiyla dizileme ger¢eklestirilmistir.

Elde edilen metagenomik veriler, biyoinformatik analizlerle degerlendirilmis ve her gol
ekosisteminin mikrobiyal kompozisyonu filum ve cins diizeyinde belirlenmistir. Sonuglar,
incelenen gollerin her birinin kendine 6zgii mikrobiyal topluluk yapilarina sahip oldugunu
ortaya koymustur. Baskin filumlar arasinda Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria ve
Cyanobacteria bulunurken, cins diizeyinde de ¢esitli mikroorganizmalar tespit edilmistir.

Bu arastirma, Tiirkiye'deki g6l ekosistemlerinin mikrobiyal ¢esitliligine 151k tutmakta ve su
kalitesi, ekolojik denge ile biyojeokimyasal dongiiler acisindan énemli bilgiler sunmaktadir.
Elde edilen bulgular, gelecekteki su yonetimi stratejileri ve koruma g¢alismalarina degerli

xii



katkilar saglayabilir. Ayrica, ¢alisma, metagenomik yaklasimlarin sucul mikrobiyal ekoloji
arastirmalarindaki etkinligini ve 6nemini vurgulamaktadir.

Aralik 2024, 88 sayfa.

Anahtar kelimeler: Metagenomik, Gl metagenomik, NGS, Mikrobiyal ¢esitlilik, Su
ekosistemleri

Xiii



SUMMARY

Ph.D. THESIS

METAGENOMICS STUDIES IN ULUDAG (BURSA) GLACIAL, BEYSEHIR
(KONYA) AND EBER (AFYON) LAKES

Fahri PAT

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Aquatic ecosystems are complex habitats with rich microbial diversity, where microorganisms
play critical roles in nutrient cycling and energy flow. Recent advancements in metagenomic
approaches have enabled comprehensive analysis of microbial communities, including those
that cannot be cultured.

This thesis investigates the microbial diversity of five lake ecosystems in different regions of
Turkey: Beysehir Lake, Eber Lake, Uludag Buzlu Lake, Uludag Kilimli Lake, and Uludag
Karagol. Using next-generation sequencing technologies, DNA was isolated from lake water
samples, the VV3-V4 region of the 16S rRNA gene was amplified via PCR, and sequencing was
performed on the Illumina platform.

The resulting metagenomic data were analyzed bioinformatically to determine the microbial
composition of each lake ecosystem at the phylum and genus levels. The findings revealed
unique microbial community structures for each lake. Dominant phyla included Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, and Cyanobacteria, with various microorganisms identified at
the genus level.

This research sheds light on the microbial diversity of lake ecosystems in Turkey, providing
valuable insights into water quality, ecological balance, and biogeochemical cycles. The

Xiv



findings can contribute to future water management strategies and conservation efforts.

Additionally, the study underscores the effectiveness and importance of metagenomic
approaches in aquatic microbial ecology research.

December 2024, 88 pages.

Keywords: Metagenomics, Lake metagenomics, NGS, Microbial diversity, Aquatic
ecosystems
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1. GIRIS

Bu aragtirmanin amaci, Beysehir Goli, Eber Golii ve Uludag buzul gollerinin mikrobiyal
popiilasyonlarini incelemekti. S6z konusu goller bolgenin igme suyu kaynagi olmasi yani sira
bolgede yasayan canl tiirleri iginde birer kaynak vazifesi gormektedir. Bu ¢aligma sonucunda
bu goller ile ilgili yapilacak ¢alismalar i¢in kaynak goérevi gorecektir. Ayrica ilgili géller i¢in

daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi gerektigi goriisiine varilmistir.

1970-1995 yillar1 arasinda, tatli su ekosistemlerinin saglamligi %50 azalmistir. Tatlisu baliklari,
amfibilerden sonra diinyanin en tehlikeli omurgali grubudur. Tatlisu hayvanlarinin yok olma
orani, kiyisal deniz memelilerinden ii¢ kat daha fazla ve karasal hayvanlardan bes kat daha

fazladir (Saunders, Meewing ve Vincent, 2002).

Tiiriin ¢esitliliginin azalmasi bazen biyocesitliligin azalmasi ile iliskilendirilir. Bununla birlikte,
bir tliriin kayb1 genellikle genetik cesitliligin azalmasi ve ekosistemlerdeki cesitliligin azalmasi
nedeniyle meydana gelir (Rafferty, J. P. (2024). Bu nedenle sucul ekosistemlerdeki mikrobiyal

cesitlilik bizlere gollerin gelecegi hakkinda bilgi verebilir.

Bir bakteri veya mikrop Kkiiltiirliniin geleneksel teknikler ile incelenmesi 3-4 giin kadar
stirebilmektedir. Bu nedenle, tiim mikrobiyal topluluklari incelemek i¢in klasik mikrobiyoloji
yontemlerini kullanmak zordur. Hizli ve biiylikk hacimli alanlarin tanimlamasi igin

metagenomige bagvurulmaktadir (Chauhan, 2020).

Herhangi bir 6n kiiltiirleme yapilmadan cevresel bir drnekteki genomlarin genetik analizi,
Oulas ve ark. tarafindan "metagenomik" olarak tanimlanmistir (Oulas ve ark., 2015).
Mikrobiyal genomun tiiriine ve miktarina bakilmaksizin dogrudan alinmasi, metagenomik

yontemle miimkiindiir (Dash, 2018).

Yeni nesil DNA dizileme (NGS) sistemleri, dizileme ¢aligsmalarinin yiliksek dogrulukta ve hizla
gerceklestirilmesine olanak tanir. NGS ile elde edilen veriler, depolanir, analiz edilir ve
degerlendirilir. Bu teknoloji, karmasik analizlerin yapilabilmesi i¢in gelismis biyoinformatik

araglarin kullanimim gerektirir (Ustek, 2011).



Metagenomik arastirmalar, baglangigta Sanger dizileme yontemlerini temel almistir. Sanger
dizileme yontemi, 1.5 kb uzunlugundaki 16S rRNA genini hedefler. Bu gen, bakteriler i¢in
filogenetik iliskileri belirlemede kullanilir (Kolbert ve Persing, 1999). 16S rRNA dizisi,
degisken V1-V9 bolgeleri ve korunmus C1-C9 bolgelerinden olusur (Petrosino ve dig., 2009).

Bu tez calismamizda da tercih ettigimiz gibi, ekosistem arastirmalarinda dizileme igin
genellikle Illumina kullanilmaktadir. Hedef DNA dizisinin biiyiikliigli ve ¢evresel 6rneklerden

elde edilen mikroorganizma cesitliligi ve miktari bunun nedenidir.

Bu calismada, Beysehir Golii, Eber Golii ve Uludag buzul gollerinden alinan 6rneklerin DNA
izolasyonu yapildi, 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgeleri ¢ogaltildi. [llumina dizileme teknigi
kullanilarak elde edilen veriler, EzBioCloud programi ile metagenomik analiz yapilarak
degerlendirildi. Bu analizle operasyonal taksonomik birimlerin (OTU) belirlenmesi ve
taksonomik analizlerin yapilmasi, ayrica mikroorganizma c¢esitliliginin ortaya ¢ikarilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Diinya tlizerindeki yasam ile su ayrilmaz bir sekilde baglantilidir, ¢iinkii su olmadan yasam
imkansizdir. Su neredeyse her yerde bulunur: atmosferik buharlar ve bulutlar olarak
yeryliziiniin iizerinde; okyanuslar, nehirler, goller, buzullar ve hayvanlar ile bitkilerin i¢inde
yeryiiziinde ve yeraltinda yer alan yer alt1 suyu olarak. Bununla birlikte, gezegenimizde bulunan
suyun c¢ogunlugu (%97.5) tuzlu su olup, dogrudan insan ihtiyaclart i¢in kullanilamaz
(Shiklomanov 2000). Geriye kalan %2.5'lik tatli su, insanlik i¢in hayati 6neme sahiptir, ancak
bunun biiyiik bir kismi (%68.7) buzullar igerisinde bulunmaktadir (Sekil 1) ve bu nedenle
kullanimimiz i¢in uygun degildir (Carpenter et al. 2011). Yeralt1 suyu, su anda gezegenimizde
dolasan siv1 tatli suyun toplam hacminin neredeyse %99'unu olusturur (Maddock, I. 2008).

Goller Atmosfer Irmaklar Blyolojik Su Toprak Neml Yeralti Buzu
%20,9 %3 %0,5 %0,3 %3,8 %68,9

Okyanuslar Tatli Su DIger Tuzlu Su
%96,5 %2,5 %0,9

Yeraltt Suyu Diger TatliSu  Buzullar
%30,1 %1,2 %68,7

Diinya Genell Su Dagilimi Tatli Yiizey Su Dagilimi Tath Su Dagilimi

Sekil 2.1 Diinyadaki Suyun Dagilimi (Gorsel Kanyagt: https://www.artemisaritim.com/dunya-
genelinde-su-kaynaklarinin-durumu)

Mikroorganizmalar, g¢evre ve insan sagliginda onemli rol oynamaktadir: Genel olarak
mikroorganizmalar1 géremesek de insan yasaminin her alanindadir ve diinyadaki yasam i¢in
gereklidir. Ornegin, yasamin temel unsurlarini (azot, oksijen, kiikiirt ve karbon) biyolojik olarak
erisilebilir formlara doniistiiren kimyasal dongiiler, biiyiik 6l¢iide mikroorganizmalara baglhdir.
Bitkiler ve hayvanlar, konakgilar1 i¢in gerekli besinleri, vitaminleri ve metalleri olusturan
mikrobiyal topluluklarla yakindan iligkilidir. Mikroorganizmalar diinyada biiyiik bir 6nem ve
cesitlilige sahiptir. Bu nedenle mikroorganizmalar hakkinda bilgi edinilmesi, diinyadaki
yasamin  gelisimini ve sirdirilebilirligin  anlamak i¢in ©6nem arz etmektedir.

Mikroorganizmalar, diger canlilara kiyasla daha genis popiilasyona sahiptir.



Mikroorganizmalarin kii¢iik boyutlar1 ve diisiik agirliklart onlarin yeryiizliniin her alanina

dagilmalarinda biiyiik rol oynamaktadir (Giiven ve Zorba, 2015).

Bakteriler okyanus derinlikleri gibi yiiksek hidrostatik basing altinda dahi yasayabilmektedirler
(Arda, 2000).

Psikrofiller -20°C ile +10°C arasinda degisen diisiik sicakliklarda biiylime ve ¢ogalma
yetenegine sahip ekstremofilik organizmalardir. Diigiik ortam sicakliklarinda optimum gelisim
gostermeleri ve oda 1sisinda veya daha yiiksek sicakliklarda gelisimlerinin yavaslamasi veya
durmasi ile karakterize edilmektedirler (Morita, 1975). Psikrotolerant mikroorganizmalar 4-
5°C’den 37°C kadar genis bir skalada gelisim gosterebilmektedirler (Panikov and Sizova,
2006).

Soguga uyum saglayabilme Ozelligine sahip pek ¢ok mikroorganizma tiirii mevcuttur. Bu
mikroorganizmalar arkealer, algler, bakteriler, kiifler, mayalar, siyanobakteriler ve
protozoalardir. Gezegenimiz sicak oldugunu diisiinsekte aslinda biiyiik bir ¢ogunlugu (%85)
5°C altinda ortalama sicakliga sahiptir. Bu nedenle Soguga adapte mikroorganizmalar
gezegenimizin her yerinde bulunabilmektedir. Soguga adapte mikroorganizmalar donmus
topraklar, kutup buzullari, buzullar, karla kapli araziler, derin okyanuslar ve yiiksek dag

zirvelerinde bulunabilmektedir.
2.1 CALISMA ALANLARI
2.1.1 Beysehir Golii

Tiirkiye’nin en biiyiik tatli su kaynagi olan Beysehir golii, Beysehir (Konya) ve Sarkikaraagac
(Isparta) ilgeleri sinirlarinda bulunmaktadir. 651 kilometrekare yiizol¢timiine sahip olup,
genisligi 18 kilometre, uzunlugu ise 46 kilometre olan bir goliimiizdiir. Denizden yiiksekligi
1101 metredir. Cevresinde, 2000 metre yiiksekliginde daglar bulunmaktadir. Orta Anadolu i¢in
icme ve sulama su kaynagi olarak kullanilmaktadir. G61 Milli Parki, tarihi ve kiiltiirel zenginligi
nedeniyle Uluslararas1 Onemi Olan A Grubu Sulak Alan1 kategorisine girmektedir (Didinen ve
Boyaci, 2014). Beysehir Gélii, birinci derece igme suyu standardini karsilamasi nedeniyle Igme
ve Kullanma Suyu Koruma Sahasi olarak belirlenmistir. Beysehir Go6lii Havzas1 (BGH) su
kaynaklarmin kirlilik seviyesine dair yapilan degerlendirmelerde su miktarinda diisiis, su

kalitesinde bozulma, biyolojik gesitliligin azalmasi gibi gevresel sorunlarin yani sira sosyo-



ekonomik zorluklarla da karsit karsiya kalmaktadir (Yavuz ve Baycan, 2013). Goliin su
kaynaklari, soguksu dereleri, g6l tabanindan ¢ikan yeralt1 sulari, yagis ve kar sularindan
saglanmaktadir. Su kayb1 ise; buharlasma, Carsamba Kanali lizerinden Apa Baraji'na su tahsisi,
sulama ve Beysehir ilgesinin igme suyu temini araciligiyla gerceklesmektedir (Balik ve
digerleri, 1997; Balik, 1997). Beysehir Golii'nde balik¢ilik iizerine aragtirmalar ise 1950’ lerden
itibaren siirdiiriilmektedir (Numann, 1958; Erdemli, Ilhan ve digerleri, 2014a; Cicek ve
digerleri, 2015).

Beysehir Golii'nde yasayan balik tiirleri, Baygelebi ve arkadaslar (2020) tarafindan kapsamli
olarak incelenmistir. G6liin endemik tiirleri arasinda Aphanius cf. iconii, Capoeta mauricii,
Alburnus akili, Chondrostoma beysehirense, Cobitis bilseli, ve Cobitis battalgilae, Gobio
battalgilae, Gobio microlepidotus, Pseudophoxinus anatolicus, Pseudophoxinus battalgilae,
Squalius anatolicus, Oxynoemacheilus atili, Garra kemali yer almaktadir. G61de bulunan diger
tirler arasinda ise Alburnus escherichii, Atherina boyeri, Tinca tinca ve Sander lucioperca
transloke tiirler; Carassius gibelio, Cyprinus carpio, Gambusia holbrooki, Knipowitschia

caucasica ve Pseudorasbora parva gibi tiirler oldugu rapor edilmistir.

Beysehir Golii'niin sular yeraltindan giderek, Manavgat ¢ayina baglanir ve oradan Akdeniz'e
dokiiliir. Akdeniz'e olan uzaklig1 yaklasik olarak 135 kilometredir. Sultan ve Anamas daglari
Beysehir Golii'nilin bat1 yoniindedir. Dogusunda Erenler Dag1 yer alir. Etrafindaki daglar onu
tektonik olarak olusturur. Beysehir Golii'nde bir¢ok balik ¢esidi vardir. Sazan, aynali sazan,
levrek, kadife baligi, turna ve alabalik gibi balik ¢esitleri bulunmaktadir. Bundan dolay1 ¢evre
koylerde balik¢ilik geligmistir.

Beysehir goliinde 12 adet soyu tilkkenme tehlikesi altinda olan balik tiiri bulunmaktadir (Akgoz,
1998).

2.1.2 Eber Golii

Eber Golii, Goller Bolgesi’nde, Afyonkarahisar il merkezine yaklasik 65 km uzaklikta, Sultan
Daglar’nin kuzeyinde ve Emir Dagi’nin giineyinde, 38° 40" kuzey ve 31° 12’ dogu
koordinatlarinda yer alan, deniz seviyesinden 966,98 metre yiikseklikte tektonik kokenli bir
cokiintii gbldiir. Yiizey alan1 125 km2'dir. Burasi, kuzeybatidan giineydoguya 25 km genislikte
ve 100 km uzunlukta sismik aktif bir ¢okiik alandir. Gol, Afyonkarahisar yakinlarinda ve

Tiirkiye'nin 12. biiyiik golidiir. Eber G6liiniin en derin noktasi 21 metredir (kulturportali.gov.tr,



2023). Ekolojik olarak Tiirkiye’ nin 6trofik golleri arasinda yer alan Eber Golii, biiyiik oranda
sazlik ve kamislik alanlarla kapli olup, yalnizca 5-10 hektar1 agmayan agik su yiizeylerine (gol
aynalarina) sahiptir (Atay ve dig., 2002). Golde bulunan i¢ kisimlardaki sazlik ve kamislar,
cevrede yasayan halk tarafindan “kopak” olarak adlandirilan yilizen adalar olusturmustur. Y6re

halki, bu adalardaki kamislar keserek ekonomik gelir saglamaktadir.

Eber Golii, Konya Kiiltiir ve Tabiat Varliklarint Koruma Kurulu’nun 22 Haziran 1992 tarihli
ve 1359 sayili karartyla “1. Derece Dogal Sit Alan1” olarak ilan edilmistir. Golii besleyen
baslica ylizey su kaynagi Akargay’dir. Ayrica giineyden gelen Sultan Daglari’ndan beslenen
Eber Deresi, Deresinek Deresi, Cay Deresi ve Dort Deresi de gole su tasiyan diger akarsulardir.
Ancak son yillarda bu derelerin biiyiik 6l¢ciide sulama amagli kullanilmasi nedeniyle suyu Eber
Goli’ne ulasmamaktadir. Eskiden Eber Golii ve Aksehir Golii tek bir géldii. Bununla birlikte,
su kaynaklarinin azalmasi nedeniyle Aksehir Goli Eber géliinden ayr1 bir gol haline geldi. Bir

kanal, Eber goliinden Aksehir goliine su tasimaktadir.
2.1.3 Uludag Buzul gélleri

Uludag, Bursa ilinin giineydogusunda bulunmaktadir. 39° 45°- 40° 10' kuzey enlemleri ve 28°
58’-29° 38' dogu boylamlar arasinda yer almaktadir. Uludag, Bati Anadolu siradaglarinda yer
alir. Bu siradaglarin baglica zirveleri Uludag (2543 m), Zirve (2487 m), Kusaklikaya (2240 m)
ve Sahinkaya Tepeleridir (2120 m). Zirvesi 2543 metreye ulasan dik egimler ile yiikselen bu
dag, Alp orojenik hareketleriyle yiikselen ve Tiirkiye'nin dnemli kiitlelerini olusturan énemli
masiflerden biridir. Uludag'in dogal sinirlari Niliifer Cayi'nin batisinda ve giineyde, Bursa sehri
ile Inegdl ilgelerinin kuzeyde ve doguda yer almaktadir. Dagin en yiiksek noktasi olan
Uludagtepe, 2543 metrelik yiiksekligiyle dikkat ¢eker. Bu zirvenin kuzeydogusunda, dokuz gol
bulunmaktadir. Son buzul déneminden kalma {i¢ vadinin buzul asindirmasi nedeniyle olugmus
lig sirke yerlesmis olan bu goller arasinda 2310 metredeki "Aynali", 2270 metredeki "Karagol",
2330 metredeki "Kilimli" ve "Buzlu G&1" en 6nemlileridir (Ozbek ve ark. 2008). 1961 yilinda
Tiirkiye'nin ilk milli parklarindan biri olarak kurulan Uludag Milli Parki'nin alani 11.338
hektardir Rakimi ve ¢esitli jeolojik kosullar1 nedeniyle, ¢cok sayida endemik tiir iceren zengin
bir floraya sahiptir ve birkag¢ belirgin bitki Ortiisii tiirii olugturmaktadir. Bu nedenle Uludag,
Tiirkiye'nin Onemli Bitki Alanlari'ndan (OBA) biri olarak smiflandirilmaktadir. Dag
ekosistemleri asir1 iklim kosullarina sahiptir. Uludag'daki iklim, tabandan tepeye dogru degisir

ve Dogu Akdeniz iklim grubunun ilk ailesine dahildir. Alt kisimlar Akdeniz iklimini yansitir



ve daha yiiksek rakimlarda yagish, mikrotermik, buzla dolu kis iklimi goriiliir. Zirve'deki
Meteoroloji Istasyonu'nun (1877 m) verilerine gore, Uludag'in yillik ortalama sicakligi 4,6 C'dir
ve yillik ortalama yagis miktar1 1483 mm'dir. Uludag'in tepesindeki yillik ortalama kar yagish

giin sayis1 66,7, toplam karla kapli giin sayis1 179,2 ve maksimum kar derinligi 430 cm'dir.

Uludag’in buzul golleri iizerine yapilan tek faunal ¢calisma Balik ve digerleri (2008) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu aragtirma, 2003 yilinda gollerin yiizey suyu sicakliklarinin temmuz
ayinda 4.8-14.5 °C ve Agustos ayinda 15.7-23 °C oldugunu bulunmustur. Temmuz ayinda pH
8,02-9,1 iken agustos ayinda 8,47-9,82 tespit edilmistir.

2.2 SUMIKROBIYAL EKOLOJIiSI

'Mikroplar', sadece mikroskopla goriilebilen yaklagik 100 pm'den kiigiik tiim organizmalara
atifta bulunan bir terimdir. Ekoloji, mikroplar arasindaki etkilesimleri ve aracilik ettikleri
biyojeokimyasal siiregleri ifade eder. Psenner, Alfreider ve Schwarz (2008) tarafindan yazilan
bir inceleme makalesine gore su mikrobiyal ekolojisi, diinyay1 "ekolojik sifirdan" a¢iklamaktan
daha azin1 amaglamamaktadir. Bu nedenle, her makroskopik su sisteminin temelinde yer alan

kiigiik ve goriinmez canli diinyas1 hakkinda teoriler, kavramlar ve modeller gelistirmektedir.

Su mikroorganizmalari, deniz tabaninin birkag kilometre altindan yagmur suyunun yarattigi sig
bir ¢ukurun ilk milimetresine ve asidik gollere kadar tiim su habitatlarinda gelisebilir. Su
mikroorganizmalarini olusturan {i¢ ana domain- Okaryota, Arkea ve Bakteriler- ve viriisler.
Diger organizmalara enerji ve karbon akisinin ana ireticileri olduklari i¢in her yerde
bulunmalar tiim biyosferi etkiler. Mikroplarin bazilar1 organik maddeleri ayristirir ve bdylece
azot, fosfor ve karbon dongiisii gibi ¢esitli jeokimyasal dongiilerde yer alan besin maddelerini

karmasgik bir sekilde geri doniistiiriirler (Rich ve Maier 2015).

Mikrobiyal ekoloji, yalnizca mikroorganizmalarin incelenmesiyle sinirli kalmamakta, ayni
zamanda mikroorganizmalarin birbirleri ve c¢evreleriyle olan karmagsik etkilesimlerini
multidisipliner bir yaklagimla ele almay1 miimkiin kilmaktadir. Bu bilim dal1, farkl1 disiplinleri
bir araya getirerek bilgi liretmekte, yeni sorulara yanitlar sunmakta ve bilimsel kesiflere zemin

hazirlamaktadir:



Evrim ve yaratilis: Mikroorganizmalarin kokeni ve evrimi iizerine yapilan ¢aligmalar, yagamin
baslangi¢ asamalarina dair eksik halkalarin belirlenmesine olanak tanimaktadir. Bu tiir

arasgtirmalar, evrimsel silireglerin anlasilmasina yonelik 6nemli kanitlar saglamaktadir.

Biyogesitlilik: Mikrobiyal ekoloji, binlerce farkli tiiriin dogal siireclerle nasil ¢esitlendigini
anlamay1 amaglamaktadir. Bununla birlikte, teknolojik sinirliliklar nedeniyle mikrobiyal
tiirlerin yalnizca %1’inden azinin incelenebilmis olmasi, biyogesitlilik aragtirmalarini zorlu bir

gorev haline getirmektedir.

Ekoloji: Mikroorganizmalar, organizmalar ve gevreleri arasindaki karmasik etkilesimlerin
acikliga kavusturulmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Mikroorganizmalarin hizli iireme
kapasiteleri ve kolaylikla laboratuvar ortaminda g¢alisilabilir olmalari, bu siireglerin analizinde
Oonemli bir avantaj sunmaktadir. Ayrica, bakterilerin zararlilarla miicadelede biyokontrol ajani

olarak kullanilmasi, ekosistem yonetimine katki saglamaktadir.

Popiilasyon etkilesimleri: Mikroorganizmalar, diger organizmalarla simbiyozdan patojeniteye,
biyofilm olusumundan dogal mikrofloranin meydana gelmesine kadar genis bir etkilesim
yelpazesi sunmaktadir. Bu durum, ekosistem dinamiklerinin ve organizmalar arasi iligkilerin

daha iyi anlasilmasina olanak tanimaktadir.

Geri doniisiim: Mikroorganizmalar, biyoremediasyon, kompostlama ve atiklarin geri dontisiimii
gibi siireglerde kritik roller tistlenmektedir. Toksik atiklarin temizlenmesi ve atik yan tirlinlerin
ekonomik degeri yiiksek hammaddelere doniistiiriilmesi, bu organizmalarin ¢evresel

problemlerin ¢oziimiine yonelik katkilarini agik¢a gostermektedir.

Biyoteknoloji: Mikroorganizmalar, biyoteknolojide ilag, kimyasal, gida, yakit ve katma degeri
yiiksek diger iirlinlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal ekolojiden elde
edilen bilgiler, biyoteknolojik yeniliklerin gelistirilmesine yonelik onemli bir rehber

sunmaktadir.

Su, Diinya ylizeyinin onda yedisini kaplamaktadir. Bu suyun ¢ogu kitalar arasinda, okyanuslar
halinde bulunmaktadir (kiiresel suyun %96,1'). Kitasal sinirlar iginde kalan kisim ise
cogunlukla kutup buzu ve yeraltt suyu olarak bulunmaktadir. Kitasal suyun bu iki ana kiitlesi
(hacim olarak yiizde 99'dan fazlas1)- kutup buzullar1 ve degistirilebilir yeralt: suyu son yillara

kadar mikrobiyolojik agidan nispeten az ilgi goren ekstrem ortamlar olmustur. Su ortaminda



(tath su ve deniz) yasam, karasal varolusa gore ¢cok sayida potansiyel avantaja sahiptir. Bunlar
arasinda fiziksel destek (kaldirma kuvveti), lic boyutlu alana erisilebilirlik, su akintilari ile pasif
hareket, hareketli unsurlarin (gametler, genetik materyal) siv1 bir ortamda dagilmasi, minimum
su kaybi (tatl su sistemleri), daha diisiik sicaklik ve giines radyasyonu ve ¢oziinebilir organik

ve inorganik besinlerin mevcudiyeti sayilabilmektedir (Sigee 2005).

Son yillarda, su mikrobiyal ekolojisi arastirmalari, kiiresel ¢evresel sorunlarla miicadelede
kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle, iklim degisikligi ve antropojenik faaliyetlerin su
ekosistemlerine etkileri 6n plana ¢ikmaktadir. Hutchins ve Fu (2017), okyanus asitlenmesinin
deniz mikrobiyal topluluklarini ve biyojeokimyasal dongiileri nasil etkiledigini incelemis ve bu
degisikliklerin kiiresel karbon dongiisii iizerindeki potansiyel etkilerini vurgulamislardir.
Ayrica, mikroplastiklerin su mikrobiyal ekolojisi lizerindeki etkisi de artan bir endise kaynagi
olusturmaktadir. Seeley ve arkadaslar1 (2020), mikroplastiklerin tatli su ekosistemlerindeki
mikrobiyal topluluklarda énemli degisikliklere yol agtigin1 gostermistir. Bununla birlikte, su
mikroorganizmalari, biyoremediasyon yoluyla kirlenmis sularin temizlenmesinde umut
vadetmektedir. Xu ve ekibi (2018), petrol kirliligini temizlemek i¢in kullanilan mikrobiyal
konsorsiyumlarin etkinligini arastirmis ve bu yontemin potansiyelini ortaya koymustur. Bu
gelismeler, su mikrobiyal ekolojisinin hem g¢evresel sorunlarin anlagilmasinda hem de

¢Oziimiinde oynadig kritik rolii vurgulamaktadir.
2.2.1 Deniz ve Okyanuslarin Mikrobiyal Ekolojisi

Okyanus ve denizler, diinyanin en bilyiik mikrobiyal habitatlarin1 olugturmaktadir. Bu ortamlar,
yiizeyden derin okyanus tabanina kadar ¢esitli mikrobiyal topluluklari barindirmaktadir. Pelajik
bolgede, fotosentetik mikroorganizmalar birincil dretimin  biiyilk  bir  kismin
gerceklestirmektedir. Ornegin, Prochlorococcus cinsi, okyanuslardaki en bol fotosentetik
organizma olarak bilinmektedir ve kiiresel birincil iretimin yaklasitk %10'unu

gerceklestirmektedir (Biller ve dig., 2015).

Bentik bolgede, mikroorganizmalar organik maddenin ayrigmasinda ve besin dongiistinde kritik
rol oynamaktadir. Derin deniz hidrotermal bacalar gibi ekstrem ortamlar, kemolitotrof

bakteriler ve arkeler i¢in benzersiz habitatlar sunmaktadir (Dick ve dig., 2013).

Kiy1 ve hali¢ bolgeleri, karasal ve deniz ekosistemleri arasinda bir gegis zonu olusturur ve

yiiksek mikrobiyal cesitlilik gostermektedir. Bu bolgeler, antropojenik etkiler nedeniyle
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ozellikle hassastir ve mikrobiyal topluluklar bu etkilere hizli yanit vermektedir (Nogales ve
dig., 2011).

2.2.2 Tath Su Mikrobiyal Ekolojisi

Tatli su ekosistemleri, nehirler, akarsular, géller ve sulak alanlardan olusmaktadir. Bu ortamlar,
deniz ortamlarindan farkli olarak, daha degisken fizikokimyasal kosullara sahiptir ve bu da

mikrobiyal topluluklarin kompozisyonunu ve islevini etkilemektedir.

Goéllerde, mikrobiyal topluluklar su kolonunda ve sedimentlerde bulunmaktadir. Ozellikle
otrofik gollerde, siyanobakteriler baskin hale gelebilir ve zararli alg patlamalarina neden

olabilmektedir (Huisman ve dig., 2018).

Nehir ve akarsularda, mikrobiyal topluluklar siirekli degisen cevresel kosullara adapte olmak

zorundadir. Bu sistemlerde, biyofilm olusturan bakteriler 6nemli bir rol oynar ve bu su kalitesini

etkilemektedir (Battin ve dig., 2016).

Sulak alanlar, yliksek mikrobiyal ¢esitlilik ve aktivite gosteren 6nemli ekosistemlerdir. Bu
ortamlardaki mikroorganizmalar, karbon ve azot dongiilerinde kritik roller oynar ve sera gazi

emisyonlarini etkilemektedir (Boon ve dig., 2014).

2.3 MIKROORGANIZMALARIN BiYOJEOKIMYASAL DONGULERDEKI
ROLLERI

Mikroorganizmalar, karbon, nitrojen ve kiikiirt gibi elementlerin pek ¢ok biyojeokimyasal
doniistimiinii katalize ederek yeryliziiniin ekosistem isleyisinde dnemli bir rol oynamaktadir.
Bu nedenle mikroorganizmalarin bu dongiilerdeki fonksiyonlarin1 ve etkilerini anlamak

amaciyla mikrobiyal topluluklari karakterize eden bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Maier, 2015).
2.3.1 Su Ekosistemlerinde Karbon Dongiisii

I¢ sular, Diinya yiizeyinin kiiciik bir yiizdesini olustursa da (Downing ve dig. 2006), kiiresel
karbon dongiisiinde kritik bir rol oynamaktadir (Cole ve dig. 2007; Battin ve dig. 2009; Tranvik
ve dig. 2009). i¢ sulardaki karbon déngiisiine iliskin son calismalar, bu sistemlerin karasal
ortamlardan taginan organik ve inorganik karbonun herhangi bir biyojeokimyasal doniisiim

olmadan denize dogru tasindigi pasif borular gibi davrandig: fikrine kars1 ¢ikmistir (Cole ve
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ark. 2007). Aksine, bu calismalar i¢ sularin, karbonun tasinmasi, doniistiiriilmesi ve
depolanmasiyla sonuglanan abiyotik ve biyotik siireclerin bir kombinasyonu yoluyla aktif
borular oldugunu gostermistir (Cole ve dig., 2007; Tranvik ve dig., 2009, 2018; Guillemette ve
del Giorgio 2011). i¢ su sistemleri, karasal ortamlardan (allokton) gelen organik karbonu

metabolize etme ve isleme yetenegi tasimaktadir.

Su sistemleri igindeki bu doniisiimler kaynaga, minerallerle olan potansiyel iligskiye ve su
siitunu veya tortu icinde meydana gelmis olabilecek Onceki degisikliklere dayanmaktadir

(Zigah ve ark. 2011).

Gollerde karbon ii¢ yolu izleyebilir: organik karbon, parcaciklar halinde flokiilasyon yoluyla
cokeltilerde depolanabilir veya biyokiitleye entegre edilebilir, organik karbon, yeniden
mineralizasyonla sonuglanan fotokimyasal (abiyotik) veya mikrobiyal (biyotik) bozunma
yoluyla dontstiiriilebilir. Karbondioksit (CO2) veya organik karbon pasif olarak asagi yonde
taginmaktadir (Tranvik ve dig., 2009). Organik karbonun kimyasal bilesimi bakterilerin
erigilebilirligini kontrol etmektedir. Bakteriler tarafindan tiiketilmesi, kararsizlik olarak da
bilinen reaktivitesiyle baglantilidir. Organik karbon havuzlari kararsiz, yari kararsiz ve direngli
havuzlara ayrilabilir. Kararsiz havuzlar ayrica kisa vadeli bir havuz, hizli bir sekilde dongiiye
giren oldukga reaktif bir karbon havuzu ve uzun vadeli bir havuz, daha yavas dongiiyle
kulugkanin geri kalaninda kaldirilan bir havuz olarak ikiye ayrilmaktadir (Guillemette ve del
Giorgio 2011).

Mikrobiyal metabolizma, gollerdeki OC (organik karbon) dongiisiiniin ana itici giiclidiir ve gol
cokeltileri merkezi bir rol oynamaktadir (Lindeman 1942). Tatli su sistemlerinin tortu-su
araylizii yogun biyolojik aktivitenin oldugu alanlardir (Krumbein 1994). Tortu organik
pargaciklarinin genis ylizey alani yiiksek bakteri yogunluklariyla birlestiginde (Capone ve

Kiene 1988) oldukca aktif bir ortam yaratmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 i¢ Sular Organik Karbon Déngiisii (Gorsel Kanyagi:

https://www.arcticcirc.net/research-interests/gudasz-lake-carbon-cycles)
2.3.2 Su Ekosistemlerinde Azot Dongiisii

Sucul ekosistemlerde azot dongiisli, su kaynaklarmin sagligi ve biyolojik ¢esitliligin
stirdiiriilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu karmasik stire¢, mikroorganizmalar, bitkiler

ve hayvanlar arasindaki etkilesimleri igerir ve su kalitesini dogrudan etkilemektedir.

Sucul ortamlarda azot dongiisii, atmosferik azotun (N2) suda ¢oziinmiis formlarina doniisiimii
ile baslar ve cesitli biyokimyasal siireglerle devam etmektedir. Bu dongii, fitoplanktonlarin
birincil liretiminden, bakteriyel ayrismaya ve denitrifikasyona kadar uzanan bir dizi reaksiyonu
kapsamaktadir. Ozellikle goller, nehirler ve okyanuslarda azot dongiisii, ekosistemin isleyisinde

merkezi bir rol oynamaktadir.

Nitrat, azot yolu aginda kilit bir diigiim noktasidir (Kraft ve dig. 2011). Azot fiksasyonunun bir
formu olarak hem dogada hem de endiistride hayati bir rol oynamaktadir. Azot dongiisiinde
Oonemli bir ara madde olan nitrit, nitrata oksitlenmekte olup, bu siire¢ ¢evresel hasarin dnlenmesi
acisindan hayati bir oneme sahiptir. (Spieck ve dig. 2021). Buna ek olarak, eszamanli
nitrifikasyon-denitrifikasyon (SND), siirekli bir redoks reaksiyonu yoluyla azot iireten
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dominant bir biyosiirectir; boylece amonyak azotunu tamamen uzaklagtirir ve azot kaynakl
otrofikasyonu 6nlemektedir (Di Capua ve ark. 2022). Biyolojik azot fiksasyonu, N2'den NH s'e,
biyoyararlanimi olan bir form olarak azota giris noktas1 gorevi goriir ve bu, kiiresel azot

dongiistinde kilit bir rol oynamaktadir (Sickerman ve ark. 2019).

Bu temel siireclere ek olarak, son yillarda amonyagin hidroksilamine oksidasyonu konusunda
onemli kesifler yapilmistir. Bu kesifler, okyanuslardaki nadir amonyak oksitleyici bakterilerin
gizemi konusunda ¢oziimler sunmaktadir (Francis ve ark. 2005; Wuchter ve ark. 2006).
Anammox bakterilerinin amonyum anodunun oksidatif metabolizma siirecine dayanarak,
amonyumun HAO benzeri protein tarafindan hidroksilamine oksitlendigi 6ne siiriilmektedir.
Bu hidroksilamin daha sonra amonyum ile yogunlasarak, hidrazin sentaz (HZS) tarafindan
hidrazin tiretilmesine yol agmaktadir. Son olarak, hidrazin dehidrojenaz (HDH) etkisiyle azota

doniiserek azot doniisiim siirecini tamamlamaktadir (Wang ve ark. 2023).

Bu yeni bulgular, sucul ekosistemlerde azot dongiisliniin karmasikligint ve cesitliligini
gostermektedir. Ozellikle anammox bakterilerinin rolii, azot dniisiimiinde alternatif yolaklarin
varligint ve 6nemini vurgulamaktadir. Sucul ekosistemlerde azot dongiisiiniin dengesi, insan
faaliyetleri sonucu bozulabilmektedir. Tarimsal giibre kullanimi, atik su desarjlar1 ve
atmosferik azot birikimi gibi faktorler, su kaynaklarinda asirt azot birikimine yol
acabilmektedir. Bu durum, o6trofikasyon gibi ciddi ekolojik sorunlara neden olabilir, su

kalitesini diisiirebilir ve sucul biyocesitliligi tehdit edebilir.

2.4 EKOSISTEMLERDE MIiKROBIYAL BiYOCESITLILIGIN
ARASTIRILMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

2.4.1 Kiiltiire Bagimh Yontemler

Dogal ortamdan 6rneklenen mikroorganizmalarin laboratuvar ortaminda iyi yetistirilmesi i¢in
biz dizi bilimsel teknik gelistirilmistir. Soguk kosullara sahip ekosistemlerde yasamaya adapte
mikroorganizmalarin pek ¢ok zorlayici kosula karst hayatta kalmalarini saglayarak adaptasyon
gelistirdigi ve bu adaptasyonla uygun kosullarin laboratuvar ortaminda taklit edilmesinin kolay

olmadigi goz ard1 edilmemelidir (Feller, 2013).

Mikroorganizmalarin soguk ekosistem kosullarina adaptasyonunda dnemli rolii bulunan soguk

aktif enzimler; daha esnek bir yapiya sahip sekilde diisiik sicaklikta yiiksek biyokimyasal
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reaksiyon hizin1 koruyabilmektedir. Ancak bu durum, daha diisiik substrat afinitesi ve 1siya

kars1 artan kararsizlik gibi pek¢ok dezavantaji da beraberinde getirir (Feller, 2013).
2.4.1.1 Kiiltivasyon

Kiiltiir-bagimsiz yontemler birgok kesfe olanak tanisa da mikroorganizmalarin dogru bir
sekilde incelenebilmesi icin izole edilmeleri zorunludur. Dogal ortamlarinda organizmalarin
rollerini anlamak ve metabolik kapasitelerini analiz etmek i¢in saf suslarin izolasyonu kritik
oneme sahiptir. Bu, organizmalarin dogru bir sekilde incelenmesine olanak tanir. Ayrica, saf
kiiltiirler, dogal ortamdaki belirli suslar ve diger organizmalar arasindaki etkilesimlerin
arastirilmasi i¢in de kullanilir ve bu sayede fajlarin izolasyonu ve karakterizasyonu gibi iglemler

miimkiin hale gelir.

Ancak, bir¢ok mikroorganizma i¢in optimal gelisme kosullarim1 saglamak oldukg¢a zordur.
Ayrica, dogal ortamdaki bir toplulukta bireyler arasinda karmasik etkilesimler ve birbirine
bagimlilik gozlenebilir, bu da gelisim i¢in gereken kosullarin laboratuvar ortaminda
saglanmasini zorlastirabilir. Bu tiir organizmalarin yapay gelisme ortamlarinin tasarlanmasi,
farkli organizmalarin saf kiiltiir olarak elde edilmesi ve tanimlanmasi siirecini olduk¢a zaman
alic1 hale getirmektedir. Bu nedenle, bugiin kiiltiir-bagimli ¢alismalar, kapsamli ve destekleyici
bilgi edinmek i¢in daha kisa siirede kullanilabilecek molekiiler yontemlerle birlikte

uygulanmaktadir (Carroll ve dig. 2019).
2.4.1.2 Biolog EcoPlate

Mikroorganizmalar, dogada organik madde parcalanmasini saglayan ana canlilardir; bu
nedenle, topluluk tarafindan pargalanan organik bilesikleri belirlemek ¢ok 6nemlidir. Bakteri
gruplari, enerji tiretimi i¢in belirli karbon kaynaklarini kullanabilme yetenegine sahip olabilir
veya olmayabilir. Bu kalibin tanimlanmas siireci, topluluk diizeyinde fizyolojik profil analizi
(CLPP) olarak adlandirihir. Bu yontem, g¢evresel orneklerdeki mikrobiyal topluluklardaki
cografi ve zamansal farkliliklar belirlemek i¢in hizli bir yaklagimdir. Bu, saf kiiltiirlerin organik
bilesikleri par¢alama kapasitesini degerlendirmek i¢in de kullanilabilir. Karbon kaynaklarinin
kullanim profili tiir diizeyinde benzerlik gdsterir; ancak baz: tiirlerdeki mutasyonlar, bir karbon
kaynagini kullanma yetenegini kaybetmelerine veya nadiren de olsa, vahsi tipin kullanamadigi

bir karbon kaynagini mutant tipin kullanabilir hale gelmesine neden olabilir (Garland, 1997).
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Mikroorganizmalar, metabolik aktivitelerini yansitan karakteristik bir reaksiyon paterni, yani
metabolik parmak izi sergilerler. BIOLOG sistemi, cevresel Orneklerden elde edilen
numunelerin metabolik profillerini kolayca belirleyebilir. BIOLOG mikroplakalarinda yer alan
tiim kuyucuklar tetrazolyum bazli redoks boyasi icerirken, yalnizca kontrol kuyucuklari harig
tutulmak tizere diger tiim kuyucuklar liyofilize karbon iiretimini desteklemektedir. Cevrede
yaygin olarak bulunan substratlar bu karbon kaynaklarini olusturur. Karbon kaynagim
metabolize eden mikroorganizmalar, tetrazolyum violet boyasini formazana indirger ve bu
kimyasal reaksiyon sonucu kuyucuklarda mor renk olusumu gozlemlenir. Spektrofotometri,

redoks reaksiyonu sirasinda renklerin nasil degistigini 6lgmek i¢in kullanilir.

BIOLOG verilerinin yorumlanmasi, geleneksel yontemlerden farkli olmasi ve numunelerde
disik mikrobiyal biyokiitle bulunmasi nedeniyle karmasiktir; bu durum, inkiibasyon
stirelerinin uzamasina yol agabilir. BIOLOG mikroplakasindan elde edilen bulgular, belirli
karbon kaynaklarmi kullanan organizmalarin metabolik aktivitelerini ortaya koymaktadir.
Sonug olarak, yontemin bir komiinitenin tiim {iyelerinin olas1 metabolizma faaliyetlerini tam

olarak yansitmadigi gergegi goz 6niinde bulundurulmalidir (Guckert ve dig., 1996).
2.4.2 Kiiltiir-Bagimsiz Calismalar ile Mikrobiyal Komiinite Analizi
2.4.2.1 16S rDNA gen klonlama

Molekiiler temelli ekoloji aragtirmalarinin biiyiik bir kismi, 16S ve 18S rRNA genlerinin
analizine odaklanmaktadir. fRNA gen dizileri, zenginlestirme veya izolasyon gereksinimi

olmaksizin prokaryotik cesitlilik hakkinda kapsamli bilgi sunar.

Filogenetik iligkileri ortaya ¢ikaracak kadar farkliliklar1 icerdiginden 16S ve 18S rRNA genleri
evrimsel dagilim c¢alismalar1 ve yasamin molekiiler filogenisini bu genleri kullanarak agiga

cikarmistir (Woose et al., 1977).

Evrensel primerler kullanilarak Mikrobiyal rRNA genlerinin tiim dizi bilgisi ag1ga ¢ikarilabilir.
Gen klonlama yontemi, 16S rRNA genlerinin ayristirilmasi ve dizilerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu yaklasimda, dncelikle hedef geni tagiyan plazmidin hazirlanmasi ve daha
sonra bu plazmidin i¢inde bulunan marker genin, hedef genin tagindig1 plazmid ile kompetan
bir hiicreye transfer edilmesi siireci uygulanir. inkiibasyon siirecinde, plazmid+eklem igeren

bakteri hiicreleri boéliinerek cogalir ve bu da bakteri hiicrelerinin birden fazla klonunun
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olugsmasina neden olur. Bu klonlardan evrensel primer kullanarak klonlanan genin ¢cogaltilmasi
zorluklara neden olabilir. Klonlama igleminde kullanilan bakteri hiicresinin de 16S rRNA geni
tasimas1 nedeniyle, bu sorunun iistesinden gelmek amaciyla, insertin bulundugu plazmid
bolgelerine 6zgii primerler gelistirilmistir. Boylece, klonlanmis marker gen plazmit-spesifik
primerleri kullanarak ¢ogaltilabilir. Boylece, ev sahibi hiicreden kaynaklanabilecek herhangi
bir kontaminasyon engellenir. Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra, hedeflenen DNA
pargasinin plazmidde dogru uzunluga sahip olup olmadigi kontrol edilir. Uygun boyuttaki DNA
iirlinleri restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilir ve dizileme isleminden once elde edilen
kesim profillerine gore bir 6n eleme iglemi gerceklestirilir. Bu, maliyeti ve is ylikiinli azaltir.
Amplifikasyon sonrast rDNA'nin restriksiyon analizi (ARDRA) olarak bilinen bu prosediir, bu
stireci tanimlar. Sanger dizileme yontemi kullanilir ve her kesim profili i¢in temsilciler secilir.
Dizi benzerlik orani, veritabanindaki diger dizi bilgileriyle karsilastirildiginda bulunur. Bir
mikroorganizmanin filojenik yapisi, ait oldugu kiiltiirden bagimsiz olarak, marker genlerin bir

dizi bilgisinden 6grenilebilir (Sklarz ve ark., 2009).
2.4.2.2 Yiiksek verimlilikteki dizileme teknolojileri

Coklu veya biiyiik olgekli paralel dizileme (massively parallel sequencing) teknolojilerinin
gelistirilmesi, mikrobiyal ekolojide ribozomal kii¢iik alt birim (SSU) gen fragmanlarinin
cogaltilarak kullanilmasinin ardindan kaydedilen 6nemli ilerlemelerden biridir. Yeni nesil
dizileme (YND) teknolojileri olarak adlandirilan bu platformlar, cesitli kimyasal sentez ve
algilama yontemlerinden faydalanmaktadir. Bu teknolojiler arasinda bir dizi benzerlik vardir

(Llaca, 2012).

Pacific Biosciences tarafindan piyasaya siirlilen iigiincii nesil dizileme platformu, ¢oklu paralel
sistemlerden olusur ve ger¢ek zamanli saptama (SMRT) ile tek-molekiil DNA dizileme
kimyasini birlestirerek daha uzun ve daha hizli okumalar elde edebilir. Pacific Biosciences
platformunda, dizileme hiicresi tek molekiil DNA kalibina bagli bir DNA polimeraz igerir ve
etiketli niikleotid trifosfatlara (NTP) maruz birakilir. Reaksiyon kosullari, polimerizasyonun
kamera ile tespit edilebilecek kadar yavas gerceklesmesi i¢in ayarlanmistir. Terminator
kullanilmaz; her ANTP, 6nceden belirlenmis bir benzersiz floresan etikete sahiptir ve daha sonra
sentez sirasinda uzaklastirilir. Gergek zamanli tespit ve enzim isleyisi sayesinde polimerizasyon
aninda (saniyede birka¢ baz) tespit edilir. Bu nedenle, PacBio platformu birka¢ dakika iginde

10 kilobazdan daha uzun okumalar {iretme potansiyeline sahiptir (Llaca, 2012).
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Yeni nesil dizileme teknolojileri iki temel kategoriye ayrilabilir: ilk kategoride, Roche 454
(Roche, 2005), ABI SOLID (Life Technologies, 2007), HiSeq 2000 (Illumina, 2007), ve lon
Personal Genome sistemi (Life Technologies, 2010) gibi PCR tabanli teknolojiler yer alir.
Diger kategori ise "tek-molekiil" dizileme teknolojileridir, bu teknolojiler PCR'ye dayanmaz ve
dizileme Oncesinde bir amplifikasyon adimi gerektirmez. Bu kategoriye ait olan Helicos
Biosciences'in HeliScope (2008) ve Pacific Biosciences'in PacBio sistemleri (2010) kullanima

sunulmustur (Shokralla ve ark., 2012; Reuter ve ark., 2015; Goodwin ve ark., 2016).
2.4.2.2.1 lllumina platformu

Cok fazla kapasiteye sahip olmasindan dolay1 Illumina platformu model oragnizma ve insan
genom projelerinde siklikla kullanilir. Tleri teknolojisi, biiyiik verimlilik kazanglar1 ve maliyet
diisiisleri sayesinde, Yiiksek verimli dizileme cihazlar arasinda ¢ok yiiksek pazar payina sahip
olan Illumina cihazlar1 giiniimiizde tercih edilen bir se¢cimdir (Shokralla ve ark., 2012; Reuter

ve ark., 2015; Goodwin ve ark., 2016).

[Mlumina platformunda, DNA dizilemesi i¢in kullanilan bir yontem olan akis hiicresi (flow cell)
tizerinde 8 farkli serit bulunur. Bu seritler lizerinde, DNA dizileme islemi sirasinda koprii
amplifikasyonu teknigi kullanilarak sentez gergeklestirilir. Bu islem sirasinda, DNA
molekiilleri adaptdr adi verilen kisa DNA pargalari ile modifiye edilir ve ardindan yiizeydeki
onceden belirlenmis pozisyonlara baglanir. DNA polimeraz enzimi, adaptorlere bagli DNA
parcalarina tutunarak yeni bir DNA ipligi sentezler. Bu islem, onceki dongiideki ipliklerin
izerine tekrar tekrar eklenerek birlestirme islemi gergeklestirilir ve sonucta bir DNA seridi
olusur. Bu sentez siireci sirasinda, 6zellestirilmis niikleotidler (baz ¢iftleri) kullanilir ve her bir
niikleotid, sirayla serit tizerindeki her pozisyona eklenir. Bu sekilde, her bir serit tizerindeki her
pozisyon, sirayla tiim niikleotidleri iceren bir DNA seridi ile kaplanir. Bu dizileme islemi,
yiiksek hassasiyetle ve yiiksek hizda gergeklestirilir. Dizileme sirasinda herhangi bir kalite
kayb1 yasanmasi durumunda, her baz igin bir kalite skoru verilerek dizi bilgisine eklenir. Bu

nedenle, kalitesiz veriler dizileme sonrasi kolaylikla elenir (Shokralla ve ark., 2012).
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2.4.2.4 Metagenomik

Biyosferdeki canli g¢esitliliginin biiyiik bir kismini mikroorganizmalar olusturmaktadir.
Giliniimlize kadar, bu genis yelpazedeki mikroorganizmalarin sadece kiicliik bir kismi
kiiltiirleme yoOntemi ile tespit ve teshis edilebilmistir. Mikrobiyal ¢esitlilik, kiiltiirlenemeyen
veya zor Kkiiltiirlenebilen mikroorganizmalardan olusur (Vakhlu ve ark., 2008). Klasik
kiiltiirleme tekniginin kullanimi, mikroorganizmalarin analizinde onemli bir sinirlayici faktor
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hugenholtz ve ark., 1998). Yaygin kabul goren bir tahmine gore,
mikroorganizmalarin yaklasik %99'u kolayca kiiltiirlenememektedir (Ghazanfar ve ark., 2010).
Viriisler, bakteriler, arkeler, mantarlar ve tek hiicreliler gibi mikroorganizmalarin tespitini,

Ol¢timiinii ve teshisini zorlastiran kiiltiirleme kosullar1 vardir (Neelakanta ve Sultana, 2013).
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Mikroorganizmalar, tip, miithendislik ve tarim gibi bir¢ok alanda hayati 6neme sahip olan
biyoosferi yonetir (Sloan ve digerleri, 2006). Bu mikroorganizmalarin genetik ve biyolojik
cesitliligi, arastirmacilar i¢in dikkate deger bir alan olusturmaktadir. Kiiltiirlenemeyen
mikroorganizmalarin genomlari, yeni genler, enzimler ve kimyasal bilesikler gibi kesfedilmeyi
bekleyen c¢ok miktarda bilgi barindirmaktadir (Handelsman, 2004). Bu kesifler,
biyoteknolojinin gelismesi ve yeni lirlinlerin tiretilmesi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir
(Schmeisser ve ark., 2007). Mikrobiyal c¢esitlilik, bilim adamlarina yeni genler, metabolik

yollar i¢in biyomolekiiller ve ¢esitli biyolojik tiriinler saglar (Cowan, 2000).

Mikroorganizmalarin hayati Onemi biliniyor olsa da biyosferde bulunan kag tiir
mikroorganizma oldugu ve bu tiirlerin ekolojik islevleri hakkinda ¢ok az sey biliyoruz (Singh
ve ark., 2008). Bu sorular1 ¢ézmek icin yakin zamana kadar uygun yontemler yoktu. Bu
nedenle, mikroorganizmalarin ¢ogu biyoteknolojik olarak bilinmeyen ve incelenmemis olarak

kabul edilmektedir (Ghazanfar ve ark., 2010).

Mikrobiyal tiirleri ve topluluklari tanimlamak igin DNA temelli molekiiler yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler, kiiltiirleme tekniklerinin zorluklarini ve kisitlamalarini agmak
icin gelistirilmistir. Bu yaklasimlar, mikrobiyal ve ekolojik ¢esitlilige bakisimizi biiyiik 6l¢iide
degistirmistir. Son yirmi yilda, mevcut sorunlari ¢6zmek ve mikroorganizmalarin genomik
analizini sinirsiz bir sekilde gergeklestirmek i¢cin "metagenomik" yontemler gelistirilmistir

(Ghazanfar ve ark., 2010).

Metagenomik, bir topluluktaki mikroorganizmalarin genetik materyallerinin analizine dayanan
bir yontemdir. Mikroorganizmalarin kiiltiir edilmesine gerek yoktur ve toplulugun tiim DNA's1
analiz edilir. Bu yontem, mikroorganizmalarin ¢esitliligi, yapilar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda
bilgi saglamaktadir. Metagenomik, bir ¢evrede bulunan tiim genetik materyalin shotgun
dizileme yoOntemi veya islevsel analizler yoluyla incelenmesini kapsayan bir disiplindir.

(Vieites ve ark., 2010; Hedlund ve ark., 2014).

Metagenomik, belirli bir habitatin mikroorganizmalarini islevsel gen taramasi veya dizileme
analizi kullanarak analiz etmek i¢in devrim niteliginde bir yontemdir. Metagenomik analizi,
mikrobiyal ¢esitlilik, topluluk bilesimi, genetik dnciiler, biyolojik islevler, cevre ile etkilesimler
gibi genis bir konu yelpazesini kapsar. Shotgun dizileme, yiiksek verimli, yeni nesil dizileme

(NGS) ve tigiincii nesil dizileme (TGS) teknolojileri tarafindan yerini almistir. 1998 yilinda,
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"metagenom" veya "mikrobiyal cevresel genom" olarak da bilinen bir ifade, "dogada
gozlemlenen tiim mikrobiyotanin genomunu" tanimlamak icin ilk kez kullanilmistir.
"Metagenom" kelimesi simdi dogal olarak bulunan bakteri ve mantar 6rneklerinde bulunan

genom koleksiyonunu ifade etmektedir (Zhang, ve dig., 2021).

Metagenomik veriler, niikleotid bilesimlerine dayanarak ya da bazi yontemlerde okuma
derinligi ve karsilastirmali analizler g6z onilinde bulundurularak gruplandirlabilir. Bu siireg,
"binning" olarak adlandirilir ve her bir "bin" dosyasi, o topluluktaki bir genomu temsil eder.
Her bir "bin"in taksonomik olarak siniflandirilmasi, filogenetik anahtar genlerin belirlenmesi

ve homoloji analizleriyle gerceklestirilebilir (Hedlund ve ark., 2014).

Metagenomik, toprak mikrobiyolojisinin analizinde de oldukg¢a faydalidir. Bir gram toprakta
yetistirilen mikrobiyal tiirlerden daha fazla alternatif mikroorganizma beklenmektedir. Bu
nedenle, metagenomik, toprak mikrobiyal ¢esitliligini belirlemenin ve bu ¢esitliligin degisen
cevreler tarafindan nasil etkilendigini incelemenin en etkili kiiltiir bagimsiz teknik oldugu

goriilmektedir (Wael N. Hozzein, 2020).

Su mikroplari, sucul sistemlerin dogal sakinleridir. Tatli su ortamlarindaki yaygin mikrobiyal
topluluklar, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Cyanobacteria, Verrucomicrobia ve
Planctomycetes tiyelerini kapsamaktadir (Zwart ve ark. 2002). Su ekosisteminde, nitrojen
sabitlemesi, karbon geri doniisiimii ve organik bilesiklerin pargalanmasi gibi ¢esitli

biyokimyasal dongiilerde 6nemli rollere sahiptirler.

Dizi-temelli metagenomik analiz, PCR tabanli DNA probu gibi yaklagimlar kullanarak, bilinen
genlerin veya protein ailelerinin korunmus bolgelerinden tiiretilen DNA probu ile genomdaki
dogal iiriin biyosentezine katilan genleri ve benzer dizileri tanimlamayi igerir. Rastgele DNA
havuzlari, iyi incelenmis gen siniflarini arastirmak icin oldukga faydalidir. Ancak, biyosentetik
gen kiimelerinin benzer diziler ve tekrarlayan yapilar icermesi, yeni dogal {irlinlerin kesfi

acisindan zaman zaman zorluklara yol acabilmektedir.

Fonksiyon-temelli metagenomik analiz, genomlar laboratuvar ortaminda yapay olarak
pargalara ayrilir ve biliyiik DNA fragmanlar elde edilerek vektorlere aktarilir. Klonlanan
genomun biyosentetik aktivitesini belirlemek amaciyla, genellikle ikincil metabolit iliretimiyle
iligkili tanimlanabilir fenotipik 6zellikler (6rnegin, antibiyotik direnci, morfolojik degisiklikler,

enzim aktivitesi, pigmentasyon vb.) kullanilir. Ilgili fenotipi belirlemek igin uygun bir tarama
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testi secilir. Bu yontem, herhangi bir dizilim bilgisine ihtiyag¢ duymadan, bilinmeyen
fonksiyonlar1 kodlayan yeni gen smiflarini ve bunlarin karsilik gelen biyosentetik gen
kiimelerini kesfetmeye olanak tanir. Fonksiyona dayali metagenomik kiitiiphane taramalarinda,
yeni biyoaktif ajanlar kesfetmek i¢in basit bir yaklasim olarak, E. coli'nin(Escherichia coli)
agar ortamindaki bilylimesinin inhibisyonunu inceleyen bir testtir (Giddings ve Newman,

2015).

Metagenomik arastirmalarin en biiyiik avantajlarindan biri, 6rnek hazirlik asamasinin nispeten
basit olmasidir. Tek hiicre izolasyonu veya MDA gibi karmasik islemler gerektirmez; yeterli
miktarda DNA elde edilebilen herhangi bir toplulukta uygulanabilir. Ayrica, tek hiicre genomik
yontemlerle uyumlu olmayan ekstraksiyon teknikleri de metagenomik ¢alismalarda

kullanilabilir (Hedlund ve ark., 2014).

Bununla birlikte, metagenomik caligmalarda kullanilan shotgun dizileme yontemi, kisa dizi
verilerinden uzun kontigler olustururken yanlis eslesmelerden dolay:r kimerik diziler ortaya
cikabilir (Stepanauskas, 2012). Buna ek olarak, biyoinformatik analizler i¢in gii¢lii bilgisayar
kaynaklarina olan ihtiya¢ ve verilerin depolanmasindaki zorluklar, énemli bir sorun tegskil

etmektedir.

Metagenomik ¢aligsmalar, birden fazla genomun ayni anda ve genellikle oldukea diisiik kapsama
oranlarinda dizilenmesi gerektigi i¢in in silico olarak ayristirilmasi gereken bir dezavantaja
sahiptir. Bu nedenle, zenginlestirilmis topluluklar disinda, metagenomik ¢alismalar nadiren

tamamlanmis genomlarla sonuglanir.
2.4.2.5 Biyoinformatik analiz

Bugiiniin dizileme teknolojilerinde shotgun dizileme, genetik materyal dizi analizi igin fiziksel
olarak kiiciik pargalara boliiniir. Bu parcalar jel matriksinde ayristirilir ve hedef uzunluktaki
parcalar ileri analiz igin kesilir. Ozellikle ¢ift uclu okumalarda homojen bir dagilim biiyiik 5nem
tasir. Bu tiir okumalar, belirli biyoinformatik analizler i¢in yararlidir. Dizileme isleminde, hedef
uzunluktaki DNA pargalarinin uglarina belirli diziler eklenerek bir kiitiiphane olusturulur.
"Kiitiiphane", kaynak DNA materyalinin mekanik veya kimyasal yontemlerle pargalanmasi ve
dizi analizi i¢in uygun islemlerden gecirilmesi sonucunda elde edilen DNA pargalarinin bir

toplulugunu ifade eder.
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Dizileme verimliligi hem derinlik hem de genislik 6zellikleri ile belirlenir. Derinlik, genomdaki
her bazin ortalama kag kez dizildigi ile ilgilidir. Genislik, okumalarin genomun ytizde kagim
kapsadigini ifade eder. Cift uglu dizilemede ise, bir DNA fragmaninin her iki ucundan okuma
yapilarak her iki uca ait dizi bilgisi ham verilere eklenir. Bu bilgi, contig ve scaffold olusturma

stireglerinde kullanilir (Jain, 2024).

Yeni nesil dizileme sonucunda, ham okuma verilerini saklamak i¢in en yaygin kullanilan format
"FASTQ" formatidir, hizalanmis okuma verilerini depolamak i¢in ise en sik tercih edilen format

"BAM" formatidir.

Okuma kalitesi, onemli bir unsurdur ve genellikle "Q skoru (Phred kalite skoru)" ile
degerlendirilir. Diigsiik Q skorlar, yanlis pozitif varyantlarin artmasina neden olabilir.
Genellikle, Q skoru 20’nin tstiindeki okumalar ileri analizlerde tercih edilir. Q20 skoru, %1
hata olasiligini temsil eder ve yiiksek kaliteli okumalar i¢in standart bir deger olarak kabul edilir

(Schmieder ve Edwards, 2011).

[llumina dizileme yontemiyle elde edilen DNA dizileri yaklasik olarak 100-150 baz
uzunlugundadir. Bu kisa dizilerin birlestirilerek daha uzun diziler olusturulmasi gerekmektedir.
Bu birlestirme islemine "montaj" veya "assembly" denir ve olusturulan uzun dizilere "kontig"

ad1 verilir (Simpson ve Durbin 2012).

Veri setlerinden 1-2 kb'den kiigiik olan kontigler ¢ikarilir ve istenmeyen kontaminant kontigleri
tespit etmek i¢in ek bir kontrol uygulanir. Genellikle, montaj asamasinda kontaminantlari
belirlemek icin 16S rDNA genleri, protein kodlayan genler, sira dis1 k-mer frekanslar1 ve GC
icerigindeki degisiklikler gibi farkli kriterler taranir (Bowers ve ark., 2017).

Bu veri setleri, N50, L50, en biiylik kontig, toplam kontig sayisi, montajin toplam boyutu ve

genom basina tahmini gen sayisi gibi ¢esitli 6zellikleri igerir.

Genomik bir dizinin tiim 6zelliklerinin belirlenmesi ve tanimlanmasi, genom annotasyonu
olarak adlandirilir. Mikrobiyal populasyon analizlerinde kullanilan bir otomatik analiz
platformu olan MG-RAST (Metagenomics RAST), nicel bilgiler saglar. Sunucu dizilerinin
yiiklenmesi, kalite kontrolii ve otomatik anotasyon islemlerini igermektedir (Meyer ve ark.,

2008). Otomatik genom anotasyonu i¢in Joint Genome Institute (JGI) tarafindan gelistirilen
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IMG (Integrated Microbial Genomes) platformu yaygmn bir sekilde kullanmilmaktadir
(Markowitz ve ark., 2011).

Metagenom havuzundaki her genom, "bin" olarak adlandirilan birimlerle temsil edilir. EM
(Expectation-Maximization) algoritmasimi kullanan MaxBin yazilimi, genomlarla iliskili
istatistikleri, GC igerigini, genom biiyiikliiklerini ve tahmini tamlik gibi "bin"lere dair bilgileri
saglamaktadir (Wu ve ark., 2014). CONCOCT (Clustering cONtigs on COverage and
ComposiTion) ise, metagenom kontiglerinin analizi i¢in dizi kompozisyonu, ¢oklu érnekler i¢in
kapsam verisi ve k-mer frekansina dayanarak "bin"leri olusturmaktadir (Alneberg ve ark.,
2013). MetaBAT ise tetraniikleotid siklig1 ve genom bollugunun olasi uzakligina dayali olarak
analiz gergeklestirmektedir (Kang ve ark., 2015).

MOTHUR, acik kaynakli bir biyoinformatik yazilim paketidir ve DNA dizilerine dayali
mikrobiyal topluluk analizleri i¢in tek bir analiz ¢ergevesi saglar. Bu yazilim paketi, yaygin
olarak kullanilan {iglincii parti araglarini bir araya getirir ve mikrobiyal verilerin analizinde
cesitli cesitlilik metrikleri, istatistiksel yontemler ve gorsellestirme araclar1 uygular. Sonug
olarak, mikrobiyal topluluk analizindeki bir¢ok bireysel adim, MOTHUR yazilimi kullanilarak
cesitli yollarla gerceklestirilebilir.

MOTHUR hattinda kullanilan baz1 temel araglar sunlardir: Uclust, operasyonel taksonomik
birim (OTU) toplamada; Vsearch, hem OTU toplama hem de kimera kontroliinde; RDP
siniflandirici, taksonomik atamalarda kullanilmakta; SILVA ise taksonomi atamalari ve

referans tabanli OTU toplama igin bir referans veri tabani olarak hizmet vermektedir.

EzBioCloud platformu 2017 yilinda tanitilmasindan bu yana, Bakteri ve Arkea’nin taksonomik
hiyerarsisini 16S rRNA gen ve genom dizileriyle temsil eden bu entegre platform, tiir
tanimlamanin giderek genom dizisi karsilastirmalarina dayanmasiyla birlikte dogru taksonomik
bilgi ihtiyacini karsilamaya odaklanmistir. Ozellikle az calisiimis ya da temsil edilmemis soylar
icin fayda sagladigi bilinmektedir. NCBI Assembly Veritabani’ndaki tiim genom dizileri, diistik
kaliteli wverilerin ¢ikarilmast icin siki kalite kontrollerinden gecirilerek EzBioCloud’un
biyoinformatik tanimlama siirecinde kullanilmaktadir (Yoon ve dig., 2017). 16S rRNA geni
bulunmayan ve yakin bir genomik temsilcisi olmayan diziler i¢in ise bakteri ¢ekirdek genlerine
dayal1 yeni bir ANI yontemi (cgANI) uygulanir. NCBI’deki genom dizilerindeki artis ve yeni
cgANI yontemi ile EzBioCloud artik 109.835 tiir iceriyor; bunlardan 21.964" gecerli olarak
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yaymnlanmig adlara, 47.896'st 16S rRNA dizisi veya genomik ANI (genomospecies) ile
tanimlanan aday tiirlere, kalan 39.975' ise cgANI ile taksonomik agagta konumlandirilan tiir
kiimelerine (species clusters) aittir. EzBioCloud ilk yayinlandigindan giiniimiize kadar, halka
acik genom dizilerinde 62.362’den 2024 Mart itibariyla 1.863.350’ye, yani 30 katlik bir artis
yasanmistir. Bu artig, mikrobiyal taksonomi anlayisimizi ve mikrobiyom arastirmalarinda

gercek diinya uygulamalarinda 6nemli 6l¢iide katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Geleneksel PCR ve 16S rRNA dizileme yontemleri bu alanin temellerini atsa da, tiir diizeyinde
kisith kalabilmektedir. DNA-DNA hibritlesmesi, tiir sinirlarin1 tanimlamada yardimci olsa da,
genom tabanli smiflandirma yontemleri bu alanda daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir.
Ortalama niikleotit kimligi (ANI) ve OrthoANI gibi yontemler, tiir sinirlarinin belirlenmesinde

etkili olsa da yeni bakteriyel dallarda yeterli referans olmamasi nedeniyle sinirhidir.

Bu zorluklar1 asmak i¢in EzBioCloud "¢ekirdek gen ANI (cgANI)" yontemi, 16S rRNA dizisi
eksik veya yetersiz olan genom dizileri i¢in baslangi¢ taksonomik yerlestirmeyi saglamaktadir.
Kalite filtrelemelerinden gecirilmis bir milyonun iizerinde genom igeren EzBioCloud, tiir, cins
ve alt tir seviyelerinde taksonomik tanimlama sunmaktadir. Bu veritabani, temel
arastirmalardan klinik uygulamalara kadar birgok mikrobiyoloji disiplininde kapsamli bir arag

olarak mikroorganizma gesitliliginin anlagilmasina katki saglamaktadir (Chalita ve dig., 2024).

2.5 TURKIYE'DEKI ONEMLI SULAK ALANLARDA YAPILMIS MiKROBIYAL
CALISMALAR

Calisma alanimizi olusturan Beysehir, Eber ve Uludag Buzul géllerine aid mikrobiyolojik
calismalar yoktur Tiirkiye’deki gollere ait mikrobiyolojik caligmalar genellikle tuzlu ve sodali
gollere ait calismalardan olusmaktadir. Ozcan (2012) tarafindan gerceklestirilen ilk
caligmalarda, Tirkiye'deki baz1 denizel sedimentlerin metagenomik analizi yapilmis ve 32.826
operasyonel taksonomik birim (OTU) saptanmistir. Bu analizler sonucunda, sedimentlerde 10
bakteriyel ve 2 arkeal filum tespit edilmistir. Ayrica, sedimentlerdeki aktinomiset ¢esitliliginin
Solirubrobacteriales, Rubrobacteriales, Coriobacteriales, Actinomycetales, Acidimicrobiales
olmak iizere 5 ordo ve siniflandirilamayan aktinomisetlerden olustugu belirlenmistir. VARLI
(2017), Samsun'un Terme ilgesinde yer alan Akgol Golii'nde toksin iireten siyanobakteri
topluluklari iizerine metagenomik ¢alismalar gergeklestirmistir. Calismalari, siyanobakterilerin

bulundugu donemlerde Microcystis spp. iiyelerinin yogun bir sekilde mevcut oldugunu ortaya
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koymustur. CINAR (2019) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada, Tuz Golii sedimentlerindeki
prokaryotik ¢esitlilik incelenmistir. Dizileme analizleri sonucunda, Halobacteriales (%2,1-
30,4), Methanobacteriales (%0-13,4), Rhodothermales (%0,6-21,6) ve Bacteroidales (%0,1-
8,4) tespit etmistir. Yaman (2019) tarafindan asidik maden drenaj géllerinde gerceklestirilen
prokaryotik cesitlilik ¢alismalarinda, 16S amplikon dizileme yoOntemiyle elde edilen ham
verilerin biyoinformatik analizi sonucunda, baskin mikroorganizmalarin Acidiphilium,
Metallibacterium, Aciditerrimonas, Acidithiobacillus, Leptospirillum ve Ferroplasma
cinslerine ait oldugu belirlemistir. Saglam (2021) tarafindan Balik Golii’nde yapilan ¢aligsmada,
siyanobakteri komiinitesinin biyogesitliligi mevsimsel olarak metagenomik yontemlerle
incelenmistir. Calismada farkli mevsimlerde ve derinliklerde su 6rnekleri alinarak DNA analizi
yapilmis ve siyanobakteri cesitliligi belirlemistir. Sonuclar, biyolojik cesitliligin en zengin
oldugu donemin sonbahar oldugunu gostermistir. Ayrica, altbolim I ve IV iiyelerinin farkl
mevsimlerde baskin oldugu saptamistir. Dogan (2022) tarafindan Tuz Golii'nde gergeklestirilen
calisma, metagenomik yaklagimla alg, bakteri ve arke ¢esitliligini incelemektedir. Arastirma,
geleneksel kiiltiir yontemleriyle incelenemeyen ekstrem ortamlara uyum saglamis mikrobiyal
topluluklarin, kiiltiire edilmeksizin analiz edilmesini amaglamaktadir. 13 ay boyunca alinan su
orneklerinin DNA izolasyonu ve yeni nesil sekanslama ile yapilan biyoinformatik analiz
sonuglarina gore, arke popiilasyonunun Euryarchaeota ve Nanoarchaeaeota filumlarina ait
oldugu; en bol bakteriyel filumun ise Bacteroidetes ve Proteobacteria oldugu bulmustur.
Haloguadratum ve Haloparvum en yaygin arke tiirleri olarak tespit etmistir. Ayrica, gevresel
faktorlerin mikrobiyal ve metabolik cesitlilik lizerinde 6nemli etkileri oldugu belirlemistir.
Toplar (2022) tarafindan Kilis ili goletlerinin su kalitesinin ve prokaryotik ¢esitliliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada, 16S rRNA genlerinin yeni nesil dizilimi
kullanilmigtir. Arastirma, Konak Goleti'ndeki bakteri kirliliginin Seve Baraji'na gore daha
yiiksek oldugunu gostermistir. Analizler, DSO (2008) ve Tiirkiye Kitasal Yiizey Su Kaynaklar
Listesi Kalite Kriterleri (2016) sinirlart igindedir. Seve Baraji'nda Methylophilus
methylotrophus ve Luteolibacter algae gibi tiirler baskinken, Konak Géleti'nde Cyanobacteria
ve alfa/beta proteobacteria 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢aligma, Kilis yiizey sularindaki mikrobiyal
cesitlilik ve su kalitesine dair kapsamli bilgiler saglamaktadir. Zakial-Qaraghuli A(2023)
tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye'nin sulama amaciyla kullanilan en eski barajlarindan biri
olan Akkaya Baraji’nin mikrobiyal florasi, ¢evresel DNA (eDNA) kullanilarak metagenomik

yontemlerle incelemistir. Otrofikasyon sorunu bulunan bu baraj géliinden, bir y1l boyunca her
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ay ayni istasyondan ornekleme yaparak veriler elde etmistir. Yaptig1 calisma ile, Akkaya Baraj
Goli'nde mevsimsel olarak mikrobiyal ¢esitlilik ve bakteriyel tiirlerin bollugunda 6nemli
degisimler oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle yaz aylarinda, Strofikasyon ve fekal kirliligi

gosteren bakteri cinslerinin baskinlik oraninda belirgin bir artis tespit etmistir.

Analiz sonuglaria gore, Proteobacteria (6zellikle Pseudomonadota), baraj géliinde en baskin
filum olarak belirlemis, bunu Bacillota ve Bacteroidota iiyeleri takip etmistir. Proteobacteria
tiyelerinin sucul ve karasal alanlarda yaygin olarak bulundugu, Bacillota tiyelerinin ise sucul
ortamlar ve tarim alanlarinda genis bir dagilim gosterdigi vurgulamistir. Ayrica, Bacteroidota
iyelerinin hem hayvan ve insan bagirsaklarinda hem de tarim alanlarinda yer aldigi, metabolik

stireclerde 6nemli bir rol oynadigi ifade etmistir.

Actinomycetota tiirlerinin tarim ve orman topraklarinda organik maddelerin ayrigtirilmasinda
ve bitki rizosferi ile simbiyotik iliskiler kurmada onemli bir rol oynadig goriilmistiir.
Planctomycetota tiirlerinin ise karbon ve azot dongiilerinde, 6zellikle anaerobik amonyak
oksidasyonunda etkili oldugu belirtilmektedir. Calisma, Akkaya Baraji’nin mikrobiyal
cesitliligi ve biyojeokimyasal dongiiler agisindan 6nemini vurgulamakta ve goliin kimyasal ve

kanalizasyon kirliliginden korunmasinin gerekliligine dikkat ¢ekmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 ORNEKLERIN TOPLANMASI VE FIiZIKOKIMYASAL OZELLIiKLERIN
BELIiRLENMESI

Beysehir Goli’niin Akburun mevkii agiklarinda, su 6rnekleri alinmistir. Eber Golii Kocaoguz
Koyt agiklarindan, Uludag Buzul géllerinden Kara Gol, Kilimli Gol ve daha yiiksek rakimda
bulunan Buzul goliinden 6rnekler alinmistir. Her bir alandan alinan {i¢ farkli numune bir araya
toplanmustir. Eber ve Beysehir golii 6rnekleri Aralik 2019 igerisinde Uludag Buzul golleri
ornekleri ise kis aylarinda gollere ulasilamadigi i¢in Agustos 2020 igerisinde alinmigtir ve 5
farkli numune 16S amplikon dizileme i¢in kullamilmistir. Ornekler aseptik sartlara uygun olarak
almip 4 °C’ de laboratuvara ulastirilmistir. Ornek toplama islemi ile ¢calisma alanlarinda su ve

ortam sicakliklari ile birlikte pH degerleri 6lgtilmiistiir.

Tablo 3.1 Caligma alanimizi olusturan goller ve 6rnek kodlart

Orneklerin Alindig1 Bolge Izolat Kodlar

Beysehir Goli Bl

B2

B3

Eber Goli El

E2

Uludag Buzul Golleri

Buzlu Gol uUB

Kilimli Gol UKI

Kara Gol UA
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Sekil 3.1 Calisma alanlarinda 6rnek alimini gosterir fotograflar.

3.2 DNA iZOLASYONU VE MIKTAR TAYIiNi

Istanbul Universitesi Fen Fakultesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarina hizlica
getirilen 6rnekler MF-Millipore 0.22 um mixed cellulose esters (MCE) filtreler kullanilarak
stiziildiikten sonra DNA izolasyon Kiti ile gelen PowerWater Bead Pro tiiplere aktarilmstir.
DNA izolasyonu i¢in DNeasy PowerWater kiti kullanilmustir. Icerisinde filtre kagitlarinin
bulundugu PowerWater Bead Pro tiiplerine 1 ml Soliisyon PW1 eklenmistir. Tiipler yatay
konumda 5 dakika boyunca maksimum hizda Vortex adaptorii ile de maksimum hizda 5 dakika
vortex yapildi. Daha sonra tiipler <4000 x g de 1 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant temiz 2
ml Ornek tiiplerine aktarildi. 13,000 x g de 1 dakika santrifiij yapildi. Pelletten kaginilarak
stipernatant temiz 2 ml koleksiyon tiiplerine aktarildi. Tiiplere 200 pl IRS soliisyonundan ilave
edilerek nazikg¢e vortex yapildi. Tiipler 2-8°C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
13,000 x g de 1 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant temiz 2 ml koleksiyon tiiplerine aktarildi.
Tiiplere 650 ul PW3 soliisyonu eklenerek nazikce vortex yapildi. Koleksiyon tiiplerinden 650
ul siipernatant MB spin kolonuna aktarildi. 13,000 x g de 1 dakika santrifiij yapildi. Kolondan
gecen kisim atilarak Ornek tiiplerindeki tiim siipernatant islenene kadar son basamak
tekrarlandi. MB Spin Kolon filtreleri temiz 2 ml koleksiyon tiiplerine yerlestirildi. Her bir
koleksiyon tiipiine 650 ul PW4 eklenerek 13,000 x g de 1 dakika santrifiij islemi uygulandi.
Akis atilarak Kit ile gelen 650 ul ethanol eklenerek 13,000 x g de 1 dakika santrifiij uygulandi.
Akis atilarak tekrar 13,000 x g de 2 dakika santrifuj islemi uygulandi. MB Spin Kolon filtreleri
temiz 2 ml koleksiyon tiiplerine aktarildi. 100 ul EB soliisyonu MB spin kolon filtresinin beyaz
kismina dogru eklendi. 13,000 x g de 1 dakika santrifiij islemi uygulandi. MB Spin kolon
filtreleri atilarak drnek tiiplerinde DNA elde edilmis oldu. islemler sonunda elde edilen DNA
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ornekleri, %1°lik agaroz jel elektroforezinde (BioRad, 1704416EDU) 100 V’ta yiiriitiilmiis ve
UV transilliiminatoér (Vilber Lourmat, ECX-F26.M) ile goriintiillenmistir. DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 ve kaliteleri, Qubit 4.0 fluorometre ve Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kullanilarak ol¢iilmiistiir.

DNA 6rnekleri izole edildikten sonra saflik degerleri ve konsantrasyonlarn &lgiildii. Islem,
Thermo Scientific NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazinin kullanilmasiyla gerceklestirildi.
260 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, DNA miktarini belirlemek i¢in kullanildi. Elution
Buffer'den 1 litre bos 6l¢iim yapildi. 1 mililitre su 6rnegine ek olarak kit igindeki tiiplere
aktarildi ve DNA konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 1 mililitre solunum tamponu ek edildi.
Saflig1 kontrol etmek i¢cin UV 15181n1in sogurma oranlar1 (A260/A280) kullanildi. Tsai ve dig.,
(2004), DNA konsantrasyonlarin1 hesaplamak i¢in bir formtil gelistirdi.

DNA (ng/l) = A260 x 50 ng/l x Seyreltme Faktorii (3.1)

DNA o6rneklerinin konsantrasyon orani 1.8 ile 2.0 arasinda oldugunda, bu durum DNA'nin saf
oldugunu belirtmektedir (Matlock., 2015). Calismada kullanilacak yeterli kalite ve miktardaki

DNA o6rnekleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizleri i¢in -20 derecede saklanmaistir.

3.3 PCR ILE 16S RRNA GENININ V3-V4 BOLGESININ COGALTILMASI VE
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI iLE GORUNTULEME SURECLERI

Izole edilen 6rneklerin 16S rRNA geninin V3-V4 bélgeleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilarak drneklerin uygunlugu kontrol edilmistir. Bu protokolde, Illumina adaptor
cikintili niikleotid dizileri ile gen spesifik dizilerin birlestirildigi primer ¢iftleri kullanilmustir.
Primer dizilerinin belirlenmesinde, Herlemann ve ekibinin yayinladigi ¢alisma referans
almmustir (Herlemann ve dig., 2011). Bu ¢alismaya dayanarak, bakteriler ve arkeler i¢in en

uygun primer ¢iftinin 465 bp amplikon boyutuna sahip 341F/805R oldugu gorilmiistiir.
16S Amplikon PCR ileri (Forward) Primer = 5’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG CCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplikon PCR Geri (Reverse) Primer = 5’
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GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
GACTACHVGGGTATCTAATCC

16S rRNA geninin V3 ve V4 bolgelerine spesifik primer dizileri koyu renkte gosterilmis olup,
[llumina platformunda kullanilan evrensel adaptor dizileri ise standart bigcimde sunulmustur.

PCR islemi i¢in Tablo 3.2’de verilen miktarlarda bilesenler hazirlandi.

Tablo 3.2 PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Adi Hacim (pl)
Mikrobiyal DNA (5ng/ul) 2.5
Amplikon PCR Forward Primer=5’ 5
Amplikon PCR Reverse Primer=5’ 5
2x KAPA Hifi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, KK2601) 125
Toplam 25

Tablo 3.3'te belirtilen kosullarla hazirlanan bilesenler kullanilarak PCR islemi, Biorad
Laboratories, Inc. (ABD) tarafindan iiretilen C1000 Thermal Cycler cihazi kullanilarak

gercgeklestirildi.
Tablo 3.3 PCR prosediirii

Dongiiler Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn 25
Baglanma 55 30 sn 25
Uzama 72 30 sn 25
Son Uzama 72 5dk 1

Bekleme 4 0
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Cogaltilan amplikonlar, PCR piirifikasyon islemine tabi tutuldu. Bu sayede, primer, primer
dimer ve diger PCR bilesenlerinden arindirilan amplikonlar, 6zgiin Illumina index dizileri ile
isaretlendi ve piirifiye edildi. Cogaltilan 6rneklerden elde edilen 460 baz ¢ifti uzunlugundaki
amplikonlar, jellerde kontrol edildi. Kalitatif analiz i¢in %1,2'lik agaroz jel hazirlandi ve Tablo

3.4'te belirtilen miktarlar kullanilarak elektroforez islemi gergeklestirildi.

Tablo 3.4 Agaroz jel elektroferezinde kullanilan ¢6zeltiler.

Cozelti Ad Icerigi

50X TAE Tamponu 2 M Tris baz1 (Sigma, T8524) (Sigma,
T8524), %0.0571 Glasiyal asetik asit(Sigma,
A9967), 50 mM EDTA (pH 8.0)

10mg/ml EtBr 10mg EtBr, 1 ml distile su

6X Yiikleme Tamponu 100 mM EDTA (pH8.0), %1 SDS, %60
Gliserol, %0.03 Bromofenol mavisi, %0.03
Ksilen siyanol FF

Elektroforez islemi i¢in 1 kb ladder (NEB) kullanildi ve yiiriitme islemi i¢in 1X Tris-Asetat-
EDTA (TAE) tampon sistemi tercih edildi. %1,2'lik agaroz jel hazirlamak amaciyla 0.48 g
agaroz (Sigma, A5073) tartild1 ve lizerine 40 ml 1 X TAE eklenerek mikrodalga firinda 2 dakika
stireyle ¢oziindiiriildii. Oda sicakligina kadar sogutulan jel ortamina 32 pl EtBr ilave edildi.
Elektroforez taragi yerlestirilen jel, elektroforez kabina (BioRad, 1704416EDU) dokiildii ve jel
katilagsmast i¢in 30 dakika bekletildi. Polimerize olan jel, i¢inde 1X TAE tamponu bulunan
yatay elektroforez tankina yerlestirildi. DNA ornekleri, 5 pl DNA 6rnegi ile 1 ul 6X DNA
yiikleme boyasi (Thermo Scientific, R0611) karistirilarak kuyulara yiiklendi. Elektroforez
islemi, 85 V sabit akimda 50 dakika siireyle gerceklestirildi. Elde edilen DNA, Vilber Lourmat
UV transilliiminatorii (ECX-F26.M) kullanilarak kontrol edildi.

3.4 ORNEKLERIN ILLUMINA YENi NESIL DIiZILEME YONTEMi iLE
DIZILENMESI VE BIYOENFORMATIK ANALIZi

Cogaltilmis V3-V4 bolgesi sekanslart olan 8 6rnek, dizileme hizmeti saglayan Gen ova medikal

irlinler ve saglik hizmetleri Itd.sti'ne gonderildi. Profesyonel bir ekip tarafindan NovaSeq
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sistemi ile DNA dizileme islemi ger¢eklestirildi ve sonug olarak fastq formatinda veriler elde
edildi.

16S rDNA'nin V3-V4 bolgelerini  hedefleyerek c¢ogaltilan 6rneklerimiz, taksonomik
kompozisyon agisindan EzBioCloud 16S Mikrobiom Taksonomik Profilleme (MTP) hatti
kullanilarak analiz edilmistir (https://www.ezbiocloud.net/, erisim tarihi 03.03.2024, versiyon
08.23.2023). Ilk olarak, ham okumalar Trimmomatic versiyon 0.32 (Bolger ve dig., 2014)
kullanilarak kalite kontroliinden gegirilmis, Q25'in altindaki kalite skoruna sahip okumalar
filtrelenmistir. Kalite kontroliiniin ardindan, ¢ift uglu diziler VSEARCH versiyon 2.13.4
(Rognes ve dig., 2016) kullanilarak birlestirilmis, fastq mergepairs komutu varsayilan ayarlarla
uygulanmistir. Myers ve Miller (1988) hizalama algoritmasi1 kullanilarak, primerler 0.8
benzerlik esik noktasinda kesilmistir. 16S rRNA kodlamasi igermeyen spesifik olmayan
amplikonlar1 tanimlamak i¢in HMMER yazilim paketinden (versiyon 3.2.1) hmm profilleriyle
birlikte Nnmmer (Wheeler ve Eddy 2013) kullanilmistir. Benzersiz okumalar izole edilmis ve
ardindan fazlalik i¢ceren okumalar ¢ikarilan benzersiz okumalarla birlikte kiimelendirilmistir.
Bu islem, VSEARCH yazilim paketinin derep fulllength komutu kullanilarak
gerceklestirilmistir. VSEARCH'lin usearch global komutu, EzBioCloud 16S rRNA veritabani
(Yoon ve dig., 2017) kullanilarak taksonomik atama i¢in kullanilmis, ardindan Myers ve
Miller'a gore daha detayli bir ¢ift yonlii hizalama yapilmistir. Kimerik okumalar, UCHIME
algoritmast (Edgar ve dig., 2011) kullanilarak referans tabanli kimerik tespit yoluyla
cikarilmistir. %97 benzerlik esigi uygulanmis ve EzBioCloud'un kimerik olmayan 16S rRNA
veritaban1 referans olarak kullanilmistir. Kimerik filtrelemeden sonra, EzBioCloud
veritabanindaki (PKSSU4.0) girislerle %97'den az benzerlik gdsteren ve tiir diizeyinde
tanimlanamayan okumalar bir araya getirilmistir. EK operasyonel taksonomik birimler
(OTU'lar) olusturmak igin, cluster fast komutu (Rognes ve dig., 2016) kullanilarak De Novo
kiimeleme uygulanmistir. Yalnizca tek okuma iceren OTU'lar (singletonlar) asagi akis
analizinden c¢ikarilmistir. Bakteriyel topluluklarin taksonomik kompozisyonu, ¢oklu

taksonomik diizeylerde kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Mothur ve Ezbiocloud sistemlerini karsilagtirabilmek i¢in toplanan veriler ayrica, MOTHUR
v1.48.0 (Schloss ve dig., 2009) kullanilarak da incelenmistir. Ileri ve geri okuma dizileri
kontiglere birlestirilmis, filtrelenmis ve islenmistir. Ambigiiite iceren veya 8 bp’den uzun

homopolimerlere sahip diziler analizden ¢ikarilmigtir. Filtrelemeden sonra diziler
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tekrarsizlastirilmis ve SILVA v132 referans kiiciik alt birim rRNA gen hizalama veritabanina
(Quast ve dig., 2013) hizalanmistir. %95 esik degeri kullanilarak baslangi¢ ve bitis pozisyonlari
optimize edilmis ve tam hizalamay1r kapsamayan diziler c¢ikarilmistir. Hizalamalarin
yapilmasinin ardindan, bosluk veya nokta karakterleri i¢eren siitunlar kaldirilmis ve diziler bir
kez daha tekrarsizlastirilmistir. Gliriiltii giderme, 100 bp basina bir farktan az olan dizilerin
kiimelenmesiyle gergeklestirilmis ve chimeralar, MOTHUR un VSEARCH yo6ntemini (Rognes
ve dig., 2016) kullanarak ortadan kaldirilmistir. Wang teknigi (Wang ve dig., 2007), dizileri
SILVA v132 referans taksonomi veritabanina kars1 Naive Bayes smiflandiricisi ile ve %70
bootstrap esigiyle siniflandirmak i¢in kullanilmistir. Kloroplast, mitokondri ve dkarya dizileri
analizden ¢ikarilmistir. OptiClust yontemi (Westcott ve Schloss, 2017), elde edilen diziler
kullanilarak %99 benzerlik ile kiimeleri ve OTU’lar1 tahmin etmek i¢in uygulanmistir. Her
kiime i¢in, en yaygin diziye dayanarak konsenslis siniflandirmalari ve temsilci diziler
iiretilmistir. MOTHUR daki veri isleme sonrasi, OTU’lar daha fazla filtrelenmistir. Bakteriyel
topluluklarin bilesimi farkli taksonomik o6lgeklerde incelenmistir. Orneklerin taksonomik
cesitliligini gorsellestirmek amaciyla grafikler, KRONA aract (Ondov ve ark., 2011)

kullanilarak olusturulmustur.

Good’s coverage, rarefaction, gézlemlenen OTU’lar, Simpson, Shannon ve Bolluk Tabanl
Kapsama Tahmini (ACE) dahil olmak {izere alfa ¢esitlilik indeksleri hesaplanmistir. Beta
cesitliligi, UniFrac mesafe metrigi ve temel koordinat analizi (PCoA) kullanilarak
belirlenmistir. PCoA analizi ayrica EzBioCloud sunucusu tarafindan cins diizeyinde
gerceklestirilmis ve XLSTAT (Addinsoft, New York, ABD) yazilimi kullanilarak
gorsellestirilmistir. Ornekler arasinda benzersiz ve paylasilan OTU’lar1 gdsteren bir Venn
diyagrami, InteractiVenn ¢evrimigi aract (http://www.interactivenn.net/) kullanilarak

olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1 ALAN SECIMI VE ORNEKLERIN TOPLANMASI

Eber go6lii ¢alisma igin aliman su Orneginin koordinatlart 38°36'56.2"N 31°09'40.3"E,
38°36'53.0"N 31°05'37.5"E’dir (Sekil 3.1 ve 3.3). Beysehir Golii’nden alinan su érneklerinin
koordinatlar1 ise 37°40'47.5"N 31°43'08.6"E, 37°38'60.0"N 31°38'07.2"E, 37°46'39.6"N
31°37'02.1"E’dir (Sekil 3.2 ve 3.4). Uludag Buzul Goéllerinden alinan su 6rneklerinin
koordinatlar1 ise, Buzul Gol (40°04'35.4"N 29°13'08.4"E), Kilimli Gol (40°04'42.5"N
29°13'16.6"E), Karagdl (40°0427.4"N 29°13'44.3"E) dir.

Sekil 4.1 Eber Golii 6rnekleme bolgesi uydu goriintiisii (maps.google.com/)
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D330

Sekil 4.2 Beysehir golii 6rnekleme bolgesi uydu goriintiisii(maps.google.com/)

My AR G

Sekil 4.3 Uludag Buzul golleri 6rnekleme bolgesi uydu goriintiisii(maps.google.com/)
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4.2 GOL SU ORNEKLERINE AiT PH VE SICAKLIK DEGERLERI

Su orneklerinden el refraktometresi ile yapilan pH ve sicaklik 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 4.1 Calisma golleri su drneklerinin pH ve sicaklik degerleri ve rnekleme tarihleri

Gol Adr Ornek Kodu pH Sicakhik Ornekleme
Tarihleri
Eber Gol El 8,69 2.3°C 19.12.2019
E2 6,62 5,6 °C 19.12.2019
Eydk 6,62 5,6 °C 19.12.2019
Beysehir Golii Bl 8.19 5,9 °C 20.12.2019
B2 8,20 7,4 °C 20.12.2019
B3 8,35 7,4°C 20.12.2019
Uludag Buzul Buzlu Go6l, UB 7,55 18,7 °C 16.08.2020
Golleri
Kilimli Gél, UKI 8,88 18,7 °C 16.08.2020
Kara Gol, UA 6,85 18,2 °C 16.08.2020

4.3 GOL SU ORNEKLERINE AiT DNA’LARIN KONSANTRASYONLARI

Gollerden alinan orneklerden elde edilen DNA’larin konsantrasyon degerleri Tablo 4.2°de

belirtilmistir.

Tablo 4.2 Izole DNA’larin &rnek kod numaralari ve konsantrasyon degerleri.

Ornek Konsantrasyon (ng/pl)
El 45,2

E2 183,3

Eydk 36

Bl 22,9
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B2 14,4
B3 12,3
UB 13,6
UK 24,6
UA 30,6

Izole edilen 9 6rnegin V3-V4 bolgeleri, PCR yéntemi kullanilarak amplifiye edilmistir.
Kalitatif analiz i¢in agaroz jel elektroforezi yapildi ve bantlar Sekil 4.1'de goriintiilendi. Elde

edilen sonuglar, 6rneklerin V3-V4 bolgelerinin basarili bir sekilde ¢ogaltildigini gosterdi.

El E2 EYDK Bl B2 B3 UB UKI UA DNA LADDER

500 bp
400 bp
300 bp

Sekil 4.4 Oreklerin ¢ogaltilan V3 ve V4 bélgelerine ait elektroforez jel goriintiileri.

Calismamiz kapsaminda toplanan 9 ornek, Genova medikal sirketi tarafindan yeni nesil
dizileme yontemi olan Illumina NovaSeq sistemi ile profesyonel olarak dizilenmistir. Dizileme
sonucunda elde edilen dizi verileri fastq formatinda metagenomik analiz i¢in kullanilmistir.
Ancak, orneklerimizin dizileme ¢aligmalar1 i¢in firmaya gonderildigi sirada Covid pandemisi
nedeniyle maliyetler artmis ve biyoteknoloji sirketleri tiim cihazlarin1 Covid tanilar1 ve
caligmalari i¢in ayrilmistir. Bu nedenle, 6rneklerimizin tamaminin dizileme ¢aligmasi miimkiin
olamamus ve sadece bir kism1 gollerimizi temsil edecek sekilde dizilenmistir. Orneklerin barkod

okuma sayis1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3 Omeklerin barkod okuma sayisi

Ornek Okuma Sayis1
Beysehir 77170
Eber 72223
UB (Buzlu Gol) 77658
UKI (Kilimli Gél) 73651
UA (Kara Gol) 79702

OTU'lar belirlenerek ve her biri i¢in temsilci diziye taksonomik atama yapilmistir. Taksonomik
analiz sonucunda, Ornekler arasindaki mikroorganizma ¢esitliligi farkli taksonomik
basamaklarda simiflandirilarak tespit edilmistir. PKSSU4.0 veri tabaninin 2023.08.23 versiyonu
karsilagtirmalarda kullanilmistir ve tiim Orneklerde 1 alem, 17 sube, 44 smif, 81 takim, 129

familya ve 238 cins ve 333 tiir tespit edilmistir.

Her bir 6rnegin taksonomik bilgileri ve i¢inde bulunan miktarlar yiizdesel olarak analiz
dosyasina yazildi. Bu dosyalar kullanilarak cins seviyesindeki mikroorganizma oranlari

karsilagtirilarak Sekil 4.17'deki sunulan grafikler olusturulmustur.
4.4 BAKTERIYEL TOPLULUKLARIN CESITLILIiK ANALIZI

ACE ve Chaol endeksleri, Beysehir ve Uludag Karagol de Eber, Uludag Buzlu G6l ve Uludag
Kilimli Gol'e kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek alfa ¢esitliligi ortaya koydu ve bu mikrobiyal
topluluklar i¢inde daha fazla zenginlik ve diizgiinliik oldugunu gosterdi (Sekil 4.5b). Tersine,
Simpson endeksi Uludag Karagol, Beysehir ve Eber gollerinde daha diisiik baskinligi gosterdi
ve bu da gesitli ve daha az ¢arpik taksonomik dagilimlart daha da destekledi. PCoOA analizi
(Sekil 4.5c), ornekleme noktalar1 arasinda belirgin beta gesitlilik desenlerini gorsellestirdi.
Ornekler dort belirgin gruba kiimelendi: UA, EBR, Byr ve UB, UK igin birlesik bir grup,
noktalar arasindaki 6nemli kompozisyon farkliliklarini1 vurguladi. Venn diyagrami (Sekil 4.6),
tiim mikrobiyomlarda paylasilan 66 OTU'yu belirlerken, sirasiyla Byr, Ebr, UA, UB ve UK’e
ozgi 109, 98, 163, 74 ve 60 OTU tespit etti ve bu da bakteri taksonlarindaki bolgeye 6zgii
farkliliklar1 vurguladi.
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Cesitlilik endekleri

400.00
350.00
300.00
250.00
200.00

150.00
100.00
50.00 I I
0.00 - — - — -
BYR uB UA UK EBR

M ACE ECHAO mShannon M Simpson

The Simpson index

BYR - 0.039

UA - 0.041

Principal coordinates analysis

eva (D ue va Duk @eer

2nd PC (10.497 %)
g
g

0,45 -0.40 035 -0.30 -0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 015 0.20 025 0.30
1st PC (79.790 %)

Sekil 4.5 a) Bu tezde calisilan bes tatlisu golii icin alfa ¢esitlilik endeksleri, b) Calisma

alanlarina ait Simpson ¢esitlilik indexi. ¢) Calisma alanlarina ait PCoA analizi.
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BYR

Her g6liin cins sayisi
131

633

UA

EER Uk
Oge sayisi: belirli (1) veya 2. 3, ... goller tarafindan paylasilan
(s s 0000 e

54) 3 2 1
4(8)

Sekil 4.6 Beysehir (BYR), Eber (EBR), Buzlu Gl (UB), Kilimli Gol (UK) ve Karagol’iin
(UA) mikrobiyomlarinda cins seviyesinde paylasilan ve benzersiz cinslerin dagilimini

gosteren Venn diyagrami.

Sekil 4.6’daki grafikte, Karagol (UA)'lin 74 benzersiz cinse sahip oldugu ve diger gollere
kiyasla en 6zgiin mikrobiyal topluluga sahip oldugu gosterilmektedir. Beysehir Goli (BYR)
21, Eber Goli (EBR) 22, Buzlu Gol (UB) 16 ve Kilimli Gl (UK) 10 benzersiz cins ile ¢esitlilik



42

gostermektedir. Bu durum, Kilimli G61 ve Buzlu G6l gibi gollerin mikrobiyal ¢esitliliginin

diger gollere kiyasla daha sinirli oldugunu ifade etmektedir.

Tiim gollerde yalnizca 4 cins ortaktir ve bu durum goéller arasinda mikrobiyal topluluk yapisinin
biliyiik Olciide farklilastigini gostermektedir. Tiim gollerde ortak olarak bulunan cinsler,
Couchioplanes, Sphingomonas, Akkermansia (insan sagligina oldukga faydali, Akkermansia
muciniphila) ve Pseudoflavonifractor olusmaktadir. Karagdl, diger gollerle daha fazla cins
paylasmaktadir; Karagol ile Beysehir arasinda 18, Karagdl ile Eber arasinda ise 9 ortak cins
bulunmaktadir. Bununla birlikte, diger goller arasinda daha sinirli bir ortakhik

gozlemlenmektedir.

Karagol, toplamda 131 cinse sahip olup en yiiksek mikrobiyal ¢esitliligi sergilerken, Beysehir
(80 cins) ve Eber (73 cins) orta diizeyde ¢esitlilik gostermektedir. Kilimli G61 (52 cins) ve Buzlu
GOl (58 cins) ise gorece diisiik cesitlilik sergilemektedir. Goller arasinda toplam 143 cins
yalnizca bir goélde bulunurken, 51 cins iki g6l arasinda, 9 cins dort gol arasinda

paylasilmaktadir.
4.5 CALISMA ALANLARININ METAGENOMIK BULGULARI
4.4.1 Beysehir Golii

Beysehir Golii’nden toplanan 6rneklerin metagenomik analizi sonucunda toplamda 10 farkl
bakteriyel filum tespit edilmistir. En yiiksek oranda bulunan filum %44 ile Proteobacteria
olmustur. Proteobacteria, genis ¢cevresel dagilimi ve metabolik ¢esitliligi ile dikkat ¢ekerken,
bu filumu %27,4 oraniyla Bacteroidetes takip etmektedir. Bacteroidetes filumunun organik
madde ayrisiminda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ugiincii sirada %20 oraniyla
Actinobacteria yer almistir. Actinobacteria, cevresel stres kosullarina dayanikliligi ve
toprak/akarsu ekosistemlerinde yaygin bulunmasi ile 6ne ¢ikmaktadir. Verrucomicrobia ise
%3,7 oramiyla dordiincli sirada yer almistir ve genellikle karbon dongiisii stirecleri ile

iliskilendirilmektedir.

Ornekleme analizlerinde herhangi bir bilinmeyen veya tamimlanamamis bakteri tespit
edilmemistir. Proteobacteria (Pseudomonadota) iyelerinin simif bazinda dagilimina
bakildiginda, bu filumun %67'sinin Betaproteobacteria ve %32'sinin Alphaproteobacteria

siniflarina ait oldugu belirlenmistir. Betaproteobacteria, tatli su ekosistemlerinde yaygin olarak
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bulunurken, c¢evresel organik maddelerin metabolizmasinda kritik bir rol oynar.
Alphaproteobacteria ise adaptif 6zellikleri ve farkli gevresel kosullara uyum saglayabilen

yapistyla dikkat cekmektedir.

Bacteroidetes filumunun detayli analizi sonucunda ise bu grubun %56'sinin Sphingobacteriia
ve %35'inin Cytophagia siniflarina ait oldugu tespit edilmistir. Sphingobacteriia, karmasik
organik molekiillerin pargalanmasinda aktif bir rol {stlenirken, Cytophagia organik

materyallerin ayrigsmasi siireglerinde 6nemli bir islev gérmektedir.

Rarefaction egrisi analizinde, OTU (Operational Taxonomic Unit) zenginliginin belirli bir
noktada doyuma ulastig1 goriilmiistiir. Bu sonug, drnekleme derinliginin yeterli oldugunu ve
bakteriyel ¢esitliligin eksiksiz bir sekilde incelendigini gostermektedir. Goriilen egri, géldeki
mikrobiyal toplulugun kapsamli bir sekilde analiz edildigini ve farkli filumlarin tespit edildigini

desteklemektedir.
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Sekil 4.7 Beysehir Goliiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun filum seviyesinde dagilimi.
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Bacteria
Root

Sekil 4.8 Beysehir Goliiniin 16S okumalaridaki bakteri popiilasyonunun cins seviyesinde dagilimi.

4.4.2 Eber Golii

Eber Golii’nden toplanan 6rneklerde yapilan mikrobiyal analiz sonucunda toplam 10 bakteriyel
filum tespit edilmistir. Bu filumlar arasinda en baskin olanlar Proteobacteria (%37),
Actinobacteria (%20), Bacteroidetes (%19.4) ve Verrucomicrobia (%15) olarak belirlenmistir.
Daha diisiik oranlarda Firmicutes (%2), Aminicenantes (%4), Chloroflexi (%0.4), TM6 (%0.4),
Acidobacteria (%0.2) ve Gemmatimonadetes (%0.2) filumlarina rastlanmstir. Orneklerde

bilinmeyen veya siniflandirilamayan bir filum bulunmamustir.

Proteobacteria, gol ekosisteminde en baskin filumdur ve kendi iginde su siniflara ayrilmistir:

Betaproteobacteria (%75), Alphaproteobacteria (%21) ve Gammaproteobacteria (%1).
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Betaproteobacteria, Proteobacteria filumunun en yaygin simifi olup besin agisindan zengin
ortamlarda organik madde doniistimiinde 6nemli bir role sahiptir. Alphaproteobacteria sinifi

ise gol ekosistemindeki organik karbon metabolizmasini desteklemektedir.

Bacteroidetes, golde onemli bir yer tutar ve organik madde ayrismasini destekleyen bir
filumdur. Bu filumun iyeleri su siniflardan olugsmaktadir: Sphingobacteriia (%48),
Flavobacteria (%27) ve Cytophagia (%25). Sphingobacteriia, karbon dongiisiinde 6nemli bir

rol oynar; Flavobacteria ve Cytophagia ise organik maddenin par¢alanmasinda etkilidir.

Actinobacteria, gol ekosisteminde sik¢a goriilen ve organik madde doniisiimiinde etkili bir
filumdur. Bu filumun iyeleri arasinda Actinobacteria_c (%91), Acidimicrobiia (%8) ve

Rubrobacteria (%1) siniflar1 bulunmaktadir.

Verrucomicrobia, tatli su ekosistemlerinde yaygin bir filumdur ve Eber Golii 6rneklerinde
onemli bir paya sahiptir (%15). Bu filum iki siifa ayrilmistir: Verrucomicrobiae (%90) ve

Opitutae (%210). Verrucomicrobiae sinifi, filumun biiylik ¢ogunlugunu olusturmaktadir.

Daha diisiik oranlarda bulunan diger filumlar arasinda Firmicutes (%2), Aminicenantes (%4),
Chloroflexi (%0.4), TM6 (%0.4), Acidobacteria (%0.2) ve Gemmatimonadetes (%0.2) yer
almaktadir. Firmicutes tiyeleri genellikle anaerobik kosullarda goriiliirken, diger filumlar goliin

nadir bulunan mikrobiyal ¢esitliligini temsil etmektedir.

Rarefaction egrisi, drnekleme derinliginin yeterli oldugunu ve operasyonel taksonomik
birimlerin (OTU) cesitliliginin doyuma ulagtigim1 gostermektedir. Bu durum, elde edilen
verilerin Eber Goli'niin mikrobiyal cesitliligini dogru bir sekilde yansittigin1 ortaya
koymaktadir. GOl ekosisteminde Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria ve
Verrucomicrobia gibi baskin filumlarin bulunmasi, géliin biyolojik ¢esitliliginin zengin

oldugunu ve besin dongiilerinde 6nemli bir rol oynadigint géstermektedir.
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Sekil 4.9 Eber Goliintin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun filum seviyesinde
dagilimu.
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Sekil 4.10 Eber Goliiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun cins seviyesinde dagilimi.

4.4.3 Uludag Buzlu Gol

Uludag Buzlu Golii’nden toplanan ornekler tizerinde yapilan mikrobiyal analizler sonucunda
toplam 9 bakteriyel filum tespit edilmistir. Bu filumlar arasinda en bol bulunanlar sirasiyla
Firmicutes (%41), Bacteroidetes (%35), Verrucomicrobia (%12) ve Proteobacteria (%6)
olarak belirlenmistir. Daha diisiik oranlarda Chloroflexi (%0.4), Planctomycetes (%0.4),
Acidobacteria (%0.2) ve Nitrospirae (%0.2) filumlar1 da tanimlanmistir. Her bir filumun genel

ozellikleri ve gol ekosistemi igerisindeki dagilimi detaylandirilmistir.

Firmicutes, gol ekosistemindeki en baskin filum olarak tespit edilmistir (%41). Bu filumun

tiyeleri Clostridia ve Erysipelotrichi smiflarina ayrilmistir. Clostridia sinifi, filumun biiyiik
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cogunlugunu olusturarak %88'lik bir oranla temsil edilmigstir. Clostridia tiyeleri genellikle
organik madde ayrigmasinda aktif rol oynayan anaerobik bakterilerdir. Bu durum, gdliin
organik madde birikimi agisindan zengin bir yapiya sahip olabilecegini gostermektedir.
Erysipelotrichi sinifi ise %11 oraninda tespit edilerek, gol ekosisteminde daha az baskin bir yer

tutmaktadir.

Bacteroidetes, %35°lik oran ile goldeki ikinci en baskin filumdur. Bu filum, tek bir sinif olan
Bacteroidia tarafindan tamamen temsil edilmektedir. Bacteroidia tiyeleri, organik maddenin
ayristirllmasinda ve karbon dongiisiinde etkin bir rol oynamaktadir. GOl ortaminda
Bacteroidetes filumunun bu kadar yiiksek bir oranda bulunmasi, gol ekosistemindeki yogun

organik madde metabolizmasini desteklemektedir.

Verrucomicrobia, géldeki diger 6nemli bir filum olarak %12 oraninda tespit edilmistir. Bu
filum, Verrucomicrobiae sinifi tarafindan tek basina temsil edilmistir. Verrucomicrobia iiyeleri,
karbon metabolizmasinda ve tatli su ekosistemlerinde 6nemli roller listlenmektedir. Bu filumun

gblde bulunmasi, ekosistemde karbon dongiisiine katkida bulunduguna isaret etmektedir.

Proteobacteria, %6 oraninda tespit edilerek gélde daha az baskin bir filum olarak belirlenmistir.
Bu filum kendi iginde Betaproteobacteria (%76), Gammaproteobacteria (%12) ve
Alphaproteobacteria (%12) siniflarina ayrilmistir. Betaproteobacteria sinifi, filumun en baskin
grubu olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu sinif, tathi su ekosistemlerinde sik¢a bulunan ve organik
karbon metabolizmasinda Onemli bir rol oynayan bakterilerden olusmaktadir.
Gammaproteobacteria ve Alphaproteobacteria siniflari ise daha diisiik oranlarda (%12)

bulunmus, gdl ekosisteminde daha az baskin olduklari goriilmiistiir.

Daha diistik oranlarda tespit edilen diger filumlar arasinda Chloroflexi (%0.4), Planctomycetes
(%0.4), Acidobacteria (%0.2) ve Nitrospirae (%0.2) yer almaktadir. Bu filumlar gélde oldukga
diisiik oranlarda bulunmus olup, nadir goriilen mikrobiyal cesitliligi temsil etmektedir.
Chloroflexi ve Planctomycetes tiyeleri, genellikle azot dongiisinde ve organik madde
dontigiimiinde rol alan bakterilerden olusmaktadir. Acidobacteria ve Nitrospirae ise genellikle

toprak ve su ekosistemlerinde azot metabolizmasinda rol oynayan gruplardir.

Rarefaction egrisi, operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) g¢esitliliginin doyuma ulastigini
gostermektedir. Bu durum, 6rnekleme derinliginin yeterli oldugunu ve elde edilen verilerin gol

mikrobiyal ¢esitliligini dogru bir sekilde temsil ettigini ortaya koymaktadir. G6l ekosisteminde
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Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia ve Proteobacteria gibi baskin filumlarin
bulunmasi, goliin karbon ve organik madde dongiisiinde zengin bir mikrobiyal ¢esitlilige sahip

oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.11 Uludag Buzlu Géliiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun filum seviyesinde
dagilimi.
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Sekil 4.12 Uludag Buzlu Go6liiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun cins seviyesinde
dagilimu.

4.4.4 Uludag Kilimli Gol

Uludag Kilimli Golii’'nden toplanan 6rnekte toplam 8 bakteriyel filum tespit edilmistir. Bu
filumlar arasinda en bol bulunanlarn sirastyla Verrucomicrobia (%30), Bacteroidetes (%29.4),
Firmicutes (%19.8) ve Proteobacteria (%10.7) olarak belirlenmistir. Daha az oranlarda
Chloroflexi (%2), Actinobacteria (%6), Acidobacteria (%0.3) ve Spirochaetes (%0.3) filumlar
da tespit edilmistir.

Verrucomicrobia iyelerinin tamami Verrucomicrobiae sinifina ait olup, bu simf gol
ekosisteminde en baskin gruplardan biri olarak dikkat ¢cekmistir. Bacteroidetes iiyeleri ise

biiyiik 6l¢iide (%99) Bacteroidia sinifi tarafindan temsil edilmistir. Bu durum, gol
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ekosisteminde organik maddenin ayristirilmasinda etkin bir rol oynayan bakteriyel gruplarin

varligint gostermektedir.

Firmicutes filumunun {iiyeleri Clostridia (%87), Erysipelotrichi (%12) ve Bacilli (%1)
smiflarina ayrilmistir. Clostridia, bu filum igerisindeki en baskin sinif olarak gol ekosisteminde

organik madde metabolizmasinda gii¢lii bir rol oynamaktadir.

Proteobacteria filumu ise Betaproteobacteria (%70), Gammaproteobacteria (%22),
Alphaproteobacteria (%5) ve Deltaproteobacteria (%3) siniflar1 tarafindan temsil edilmistir.
Betaproteobacteria smifi, goldeki en biylik Proteobacteria grubu olarak, tathh su
ekosistemlerinde sikca rastlanan ve organik karbon dongiisiine katkida bulunan bakterilerden

olusmaktadir.

Daha diisiik oranlarda tespit edilen Chloroflexi (%2) ve Actinobacteria (%6) filumlari, karbon
ve azot dongiisiine katki saglayan gruplar arasinda yer almaktadir. Acidobacteria ve
Spirochaetes ise golde olduk¢a diisiik oranlarda (%0.3) bulunmus, bu filumlarin gol

ekosisteminde nadir gruplar arasinda yer aldig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.13 Uludag Kilimli Goliiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun filum seviyesinde
dagilimi.
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Sekil 4.14 Uludag Kilimli Goliiniin 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun cins seviyesinde
dagilimu.

4.4.5 Uludag Karagol

Uludag Karagol’den alinan 6rneklerde toplam 12 bakteriyel filum tespit edilmistir. Bu filumlar
arasinda en bol bulunanlar1 sirasiyla Proteobacteria (%40.2), Actinobacteria (%19.6),
Verrucomicrobia (%15) ve Bacteroidetes (%13) olarak belirlenmistir. Daha diisiik oranlarda
Chlorobi (%1), Acidobacteria (%2), Firmicutes (%2), Cyanobacteria (%3), Planctomycetes
(%1), Gemmatimonadetes (%0.5) ve Fusobacteria (%0.2) filumlar1 da tespit edilmistir. Bu
sonuglar, gol ekosisteminin bakteriyel ¢esitlilik agisindan zengin ve dengeli bir yapiya sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Proteobacteria, gol 6rneginde en baskin grup olarak dikkat ¢ekmistir ve bu filum iiyeleri
Betaproteobacteria (%65), Alphaproteobacteria (%24), Gammaproteobacteria (%6),
Deltaproteobacteria (%2) ve Hydrogenophilalia (%1) smiflar1 tarafindan temsil edilmistir.
Betaproteobacteria sinifi, tatli su ekosistemlerinde sik¢a rastlanan ve karbon dongiisiine 6nemli
katkilarda bulunan bakterilerden olusmaktadir. Alphaproteobacteria ve Gammaproteobacteria
siniflar1, organik madde metabolizmasinda aktif roller oynayan gruplardir. Deltaproteobacteria
ve Hydrogenophilalia ise daha diisiik oranlarda bulunmus, ancak gol ekosistemine katkida

bulunan diger 6nemli gruplar arasinda yer almistir.

Actinobacteria, golde ikinci en bol bulunan filumdur ve Actinobacteria_c (%97) ve
Acidimicrobiia (%3) siniflari tarafindan temsil edilmistir. Actinobacteria_c sinifinin baskinligi,
bu grubun 6zellikle organik madde déniisiimii ve karbon dongiisiinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu sinifin tath su ekosistemlerinde yaygin olarak bulunan bir grup oldugu

bilinmektedir.

Verrucomicrobia filumu, gol mikrobiyal cesitliliginin 6nemli bir kismini olusturmus ve
Verrucomicrobiae (%92) ve Opitutae (%8) siiflariyla temsil edilmistir. Verrucomicrobiae
siifinin yliksek oranda bulunmasi, bu grubun organik madde ayrismasi ve karbon dongiisiinde

aktif bir rol oynadigin1 gostermektedir.

Bacteroidetes filumu ise gol ekosisteminde 6nemli bir yer tutmus ve Sphingobacteriia (%35),
Cytophagia (%34), Flavobacteria (%25) ve Bacteroidia (%5) smiflariyla temsil edilmistir.
Sphingobacteriia ve Cytophagia simiflarinin gol 6rneginde yiiksek oranlarda bulunmasi, bu
gruplarin organik madde ayrismasinda ve gol ekosistemindeki besin dongiisiinde aktif bir
sekilde rol aldigim1 gostermektedir. Flavobacteria ve Bacteroidia siniflar1 ise daha diisiik
oranlarda bulunmus, ancak ekosisteme Onemli katkilar saglayan gruplar olarak dikkat

cekmistir.

Daha az oranda bulunan diger filumlar arasinda Cyanobacteria (%3), Chlorobi (%1),
Acidobacteria (%2), Firmicutes (%2) ve Planctomycetes (%1) yer almistir. Cyanobacteria,
fotosentetik 6zellikleriyle karbon dongiisiine katkida bulunurken, Chlorobi ve Planctomycetes
gibi gruplar az sayida bulunmalarina ragmen sucul ekosistemdeki karbon ve azot dongiisiine
katki saglamaktadir. Gemmatimonadetes (%0.5) ve Fusobacteria (%0.2) ise nadir gruplar

arasinda yer almis ve goliin mikrobiyal ¢esitliligine katkida bulunmustur.
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Sekil 4.15 Uludag Karagol 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun filum seviyesinde dagilima.
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Sekil 4.16 Uludag Karagol 16S okumalarindaki bakteri popiilasyonunun cins seviyesinde
dagilimi
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Relative abundance (%)

100% —
M Proteobacteria
90%
B ETC [< 0.5%]
80% . .
H Verrucomicrobia
70% B Acidobacteria
B Unclassified
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M Actinobacteria
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’ B Bacteroidetes
40% B Gemmatimonadetes
B Firmicutes
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B Planctomycetes
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& W Cyanobacteria
10% B Chloroflexi
B Chlorobi
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Beysehir Goli  Uludag Buzlu Uludag Karagol Uludag Eber Golu B Armatimonadetes
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Sekil 4.17 Calisma Alanlarinda en bol bulunan filum seviyesinde taksonomik birimlerin degisimi.
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Sekil 4.18 Calisma Alanlarinda en bol bulunan cins seviyesinde taksonomik birimlerin

degisimi.

Beysehir Golu
BETC[< 1.0%]
M Sphingorhabdus
B Sphingomonas
W Algoriphagus
B Roseomonas
B Pseudarcicella
B CP012155 g
W Akkermansia
H Romboutsia
m KE159600_g
W PAC001063_g
W Pseudoflavonifractor
B Faecalibaculum
W KE159571 g
B Nanopelagicus
B Sediminicoccus

Stenotrophomonas
FJ437985 g
B GQ387490 g

Uludag Buzlu Gélu
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Relative abundance (%)

B Polynucleobacter

B Luteolibacter

B Sediminibacterium

B Gemmobacter

M Flavobacterium

M Opitutus

M Ferruginibacter

B Acetatifactor

W Alistipes
PAC001127 g

H Dubosiella

W PAC001287 g

m PAC000672_g

m PAC000692_g

M Prosthecobacter

m EUS00805 g
AMO997775_¢g

Armatimonas

Uludag Karagol

Uludag Kilimli Gol Eber

B Asprobacter

M Polaromonas

H Limnohabitans

B Methylotenera
Couchioplanes
Unclassified

M Planktophila

m PAC001372_g
Parasutterella
Bacteroides

M Parabacteroides

H Olsenella
PAC001068_g
Prochlorococcus

B Rhodoluna

®HQ114040 g
Paucimonas

PAC001879 g
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4.6 EZBIOCLOUD VE MOTHUR SISTEMLERININ KARSILASTIRMASI

Bu tez caligmasi temelleri olusturulurken en ¢ok kullanilan sistemlerden bir tanesi olan Mothur
sistemi ve daha yenilik¢i ve barindirdigi analiz ve gen dizileri igin Ezbiocloud ile karsilagtirmasi
yapilmistir. Elde edilen bulgularin gorsel olarak Krona grafikleri kullanilarak karsilagtirmalari

yapilmigstir.



61

Sekil 4.19 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Beysehir golii filum seviyesi krona
grafigi, (b) Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Beysehir golii filum seviyesi krona
grafigi.
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Sekil 4.20 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Beysehir golii cins seviyesi krona grafigi,
(b) Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Beysehir golii cins seviyesi krona grafigi.



63

Sekil 4.21 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Eber goli filum seviyesi krona grafigi, (b)
Mothur yazilim1 kullanilarak olusturulmus Eber golii filum seviyesi krona grafigi.
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Sekil 4.22 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Eber g6lii cins seviyesi krona grafigi, (b)
Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Eber golii cins seviyesi krona grafigi.
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Karagol(UA)

Bacteria(100)

Karagol (UA)

Sekil 4.23 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Karagol filum seviyesi krona grafigi, (b)
Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Karagdl filum seviyesi krona grafigi.
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Bacteria
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Sekil 4.24 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Karag6l cins seviyesi krona grafigi, (b)
Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Karagdl cins seviyesi krona grafigi.
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Bacteria

Buzlu Gél (UB)

Bacteria(100)

Buzlu Gl (UB)

Sekil 4.25 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Buzlu Go6l filum seviyesi krona grafigi,
(b) Mothur yazilimi kullanilarak olugturulmus Buzlu Gdl filum seviyesi krona grafigi.
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Bacteria
Buzlu Gil (UB)

Bacteria(100)
Buzlu Gl (UB)

Sekil 4.26 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Buzlu Go61 cins seviyesi krona grafigi, (b)
Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Buzlu Gol cins seviyesi krona grafigi.
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Bacteria(100)

Kilimli G§l (UK)

2

Sekil 4.27 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Kilimli G61 filum seviyesi krona grafigi,
(b) Mothur yazilimi kullanilarak olusturulmus Kilimli G&l filum seviyesi krona grafigi.
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b)

P Muribacyy,

Muribaculaceae_unclassified Bacteria(100)
Kilimli G6l (UK)

Sekil 4.28 (a) Ezbiocloud yazilim kullanilarak olusturulmus Kilimli G6l cins seviyesi krona grafigi,
(b) Mothur yazilimi kullanilarak olugturulmusg Kilimli Gl cins seviyesi krona grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda 9 farkli 6rnegin DNA izolasyonu, Qiagen firmasinin DNeasy PowerWater
Kit'i kullanilarak sudan DNA izolasyonu i¢in tasarlanmistir. DNA miktarlari spektrofotometrik
olarak Olcililmiis ve ortalama DNA konsantrasyonlar1 42,54 ng/ul olarak belirlenmistir (Tablo
4.1). PCR sonucunun nitel analizi yapildi ve 9 6rnegin tamaminda V3-V4 bolgelerinin basarilt
bir sekilde cogaltildig: tespit edildi (Sekil 4.1). Bu islem sonucunda yaklasik 465 baz cifti
uzunlugunda DNA dizileri elde edildi. Illumina novaseq teknolojisi kullanilarak fastq
formatinda diziler elde edilerek, metagenomik analiz yapildi. Analiz sonucunda, 9 6rnekten
azaltilarak 5 nihai 6rnekten toplam 1 alem, 17 sube, 44 sinif, 81 takim, 129 familya ve 238 cins
ve 333 tiir tespit edildi. Taksonomik analiz verileri, bu ¢aligma kapsaminda cins diizeyine kadar

degerlendirildi (Sekil 4.2-4.12).

Bu tez calismasinda Beysehir Goliinde en baskin filumlar Proteobacteria (%44.07),
Bacteroidetes (%27.46), Actinobacteria (%20.06), Verrucomicrobia (%3.78), Firmicutes
(%2.46), Acidobacteria (%0.82), Gemmatimonadetes (%0.82), Armatimonadetes (%0.16),
Chloroflexi (%0.16) dir. Eber Goliinde ise Proteobacteria (%37), Acidobacteria (%20.3),
Bacteroidetes (%19.42), Verrucomicrobia (%15), Armatimonadetes (%4.41), Firmicutes
(%2.42), Chloroflexi (%0.44), TM6 (%0.44), Acidobacteria (%0.22, Gemmatimonadetes
(%0.22) dir. Uludag Karagdl’den alinan 6rnekte ise Proteobacteria (%40.26), Actinobacteria
(%19.63), Verrucomicrobia (%15.47), Bacteroidetes (%13.14), Cyanobacteria (%2.99),
Firmicutes (%1.99), Acidobacteria (%1.83), Chloroflexi (%1.49), Planctomycetes (%1.49),
Chlorobi (%1) dir. Uludag Buzlu Gélde ise en yiiksek oranda tespit edilen filumlar Firmicutes
(%40), Bacteroidetes (%34), Verrucomicrobia (%11.92), Proteobacteria (%6.34),
Actinobacteria (%5.38), Chloroflexi (%0.38), Planctomycetes (%0.38), Acidobacteria (%0,19),
Nitrospirae (%0.19) dir. Uludag Kilimli Golde ise Verrucomicrobia (%30.61), Bacteroidetes
(%29.44), Firmicutes (%19.82), Proteobacteria (%10.78), Actinobacteria (%6.41), Chloroflexi
(%2.33), Acidobacteria (%0,29) Spirochaetes (%0.29) dir (Sekil 4.16).

Bu tez calismasinda incelenen bes goliin her birinin prokaryotik cesitlilik agisindan kendine
Ozgii bir yapiya sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Beysehir, Eber ve Uludag Karagol Gollerinde
Proteobacteria filumu baskinken, Uludag Buzlu Goéli'nde bu rolii Firmicutes filumu

istlenmistir. Uludag Kilimli Goli'nde Verrucomicrobia filumu 6ne ¢ikmistir. Bu bulgular,
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ozellikle Beysehir ve Eber Gollerinin birbirine benzer prokaryotik ¢esitlilik yapisina sahip

oldugunu kalic1 kar ve orman sinir1 iizerinde olan gollerin ise farkli oldugunu gostermektedir.

Proteobacteria filumunun Beysehir, Eber ve Karagol'de %35min iizerinde bir orana sahip
oldugunu gostermistir. Ancak, kalic1 kar sinirinin oldugu diisiiniilen 2300 metre yiikseklikteki
Kilimli G6l ve Buzlu Goél'de bu filumun orani sirastyla %10.79 ve %6.35'e kadar diigmiistiir.
Bu, belirgin bir azalis1 isaret etmekte ve yiikseklik artisinin bu filumun gol ekosistemlerindeki
baskinligin1 6nemli dl¢iide etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Firmicutes filumu ise Uludag
Buzlu ve Kilimli géllerinde olduk¢a baskin %40 ve %19.83 olarak bulunurken diger gollerde

%3 oraninin altinda tespit edilmistir.

Bu tez g¢alismasi kapsaminda incelenen bes goliin cins seviyesinde taksonomik analiz
sonucunda Beysehir Goliinde en bol cins Planktophila ve Limnohabitans, Eber Goliinde en bol
cins Limnohabitans, Uludag Karagdlde en bol cins Prosthecobacter ve Limnohabitans, Uludag
Kilimli Golde en bol cins Akkermansia ve Parabacteroides, Uludag Buzlu Golde ise
Parabacteroides ve Akkermansia dir. Bu sonuglara gore degerlendirdigimiz zaman kalic1 kar
sinirinda bulunan Uludag Kilimli G6l ve Uludag Buzlu golde diger gollere gore prokaryotik
cesitliligi daha diisiik yiikseltide bulunan diger ii¢ gdélden O6nemli oranda farkli oldugu

bulunmustur.

Proteobacteria, organik kirleticilerin biyolojik olarak ayristirilmasinda, karbon dongiisiinde ve
sucul ekosistemlerdeki g¢esitli biyojeokimyasal siireglerde aktif rol oynayabilir (Cheng ve dig.,
2014). Proteobakteriler (¢ogunlukla Alfa, Beta ve Gammaproteobakteri) genellikle tatli su
habitatlarinda baskindir (Kwon ve dig., 2011). Yiiksek rakimli gollerin sularinda Proteobakteri
bollugu ve bilesimi hakkinda da birkag rapor bulunmaktadir. Sommaruga ve Casamayor (2009),
Everest Dag1 bolgesindeki (Nepal) yiiksek rakimli gollerde Betaproteobakteri yaygin olarak
baskin oldugunu bulmustur. Betaproteobacteria ayni zamanda en biiyiik Tibet golii olan Namco
Goli'nde de baskin gruptu (Liu ve dig., 2013). Wu ve arkadaglar1 (2006) Tibet Platosu'nda (Cin)
bulunan 16 yiiksek dag goéliinde Betaproteobacteriamin tiim tatli su géllerinde bol miktarda
bulundugunu, Alfa ve Gammaproteobacteria'nin ise tuzlu gollerde ¢ok daha yiiksek bolluk
kazandigin1 ortaya koymustur. Dorador ve arkadaslari (2013) Sili Altiplano'sunun yiiksek
rakiml sulak alanlarinda Proteobakterileri (alfa, beta, gama ve delta alt gruplari) bollugunu
rapor etmistir. Caligma alanimizdaki gollerde ise kalici kar sinirinda bulunan Uludag Buzlu ve

yakin yiikseltide bulunan Kilimli goéliinde diger gollere oranla 6nemli Olciide az oranda
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bulunmustur. Diger c¢alismalarin aksine Proteobakteri kalici kar sinirindan sonra belirgin

oranda baskinliklarinin diistiigii goriilmiistiir.

Zwart ve digerleri (1998) Parker Nehri'nden (Massachusetts, ABD), Soyang Gélii'nden (Giiney
Kore) 42 ve [Jssel Golii'nden (Hollanda) 148 16S rDNA dizilerinin mevcut veritabanini analiz
etmislerdir. Yaptiklari ¢alisma sonucunda 764 dizinin 75'inin kloroplast dizileri olarak ve 689
dizinin bakteriyel kokenli oldugunu tanimlamislardir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi Zwart
ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada da kloroplast dizilerini analiz etmemislerdir. Cogu veya tim
tatli su alanlarinda temsil edilen Proteobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB) grubu, Actinobacteria ve Verrucomicrobia en bol oranda tespit etmislerdir.
Verrucomicrobia harig, bu boliimlerden organizmalarin tatli suda yaygin olarak bulunmasi, bu
gruplar i¢in 6zgii problar kullanan in situ hibridizasyon ¢alismalarinin bulgulariyla uyumludur
(Glockner ve dig., 2000). Zwart ve digerlerinin yaptig1 bu tathi su caligmalarindaki bakteri
boliimleri arasindaki dizi tiplerinin dagilimi, bakteri topluluklarii deniz ve toprak
habitatlarindaki topluluklardan agik¢a ayirt etmektedir. Methé ve dig., (1998) tarafindan ilk
olarak belirtildigi gibi, tath suda P-subdivizyonun Proteobacterianin yayginligi, bu
subdivizyonun agik okyanuslarda nispeten yoklugu ile keskin bir tezat olusturmaktadir. Bizim
caligmamiz ile karsilastirdigimizda yakin rakimda bulunan Eber ve Beysehir gollerinde benzer
filumlarin baskin oldugu goriilmiistiir. Buna karsin kalic1 kar sinirinda bulunan Uludag Buzul

Goliinde ise belirgin bir fark oldugu goézlenmistir.

Iliev ve digerleri (2017) Bulgaristan'da bulunan iki biiylik tatli su rezervinde yapilan bir
calismada, DNA o6rnekleri alinarak 16S rRNA genlerinin V3 ve V5 boélgeleri ¢ogaltilmis ve
metagenomik analiz yapilmistir. Her iki rezervuardaki mikrobiyal topluluklar, biiyiik
hidrojeolojik farkliliklarima ragmen, %95'ten fazla goreceli bollukla temsil edilen
Proteobacteria, ardindan Actinobacteria ve Bacteroidetes tarafindan domine ettiklerini ortaya

¢ikarmislardir.

Zhang ve arkadaglarimin (2021) Luoshijiang Sulak Alani’ndaki (2056 m) bakteriyoplankton
toplulugunu arastirmistir. Verrucomicrobia ve Proteobacteria en bol bulunan filumlar
oldugunu tespit etmislerdir. Verrucomicrobia'nin géllerdeki bollugu besin zenginligi ve fosfor
mevcudiyeti ile pozitif iligkili olabilecegini ve mevsimler arasinda ve daha fazla ve daha az
hiimik havzalar arasinda degisebilecegini ortaya koymustur (Arnds ve ark. 2010). Calisma

alanlarinda Luteolibacter en baskin cins oldugunu tespit etmisler ayrica Luteolibacter tatli su
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ortamlarinda ilk tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bizim c¢alisma alanimizdaki gollerde ise
Luteolibacter cinsi sadece Beysehir ve Eber gollerinde tespit edilmis olup yiiksek rakimdaki
gollerde tespit edilmediginden Luteolibacter cinsine ait yiikselti farkina ait ilk ¢alisma olma

ozelligi tasimaktadir.

De Figueiredo ve arkadaslar1 (2007) Verrucomicrobia'nin en oligotrofik sucul ekosistemlerle
ve diisiik pH degerleriyle iligkili oldugunu bulmustur. Ancak bizim ¢aliymamizin sonucunda
pH degeri en yiiksek 6l¢iilen Uludag Kilimli G6liinde Verrucomicrobia'nin en yiiksek oranda
bulundugu, pH degeri ayni sekilde yiiksek olan Beysehir goliinde ise ¢alisma alanimizi
olusturan goller arasinda en diisiik oranda bulundugu g6l oldugu tespit edilmistir. pH degeri en
diisiik tespit edilen Uludag Karag6l(6.85) Verrucomicrobia'min orani pH 8.69 olan Eber goli

ile ayn1 oranda tespit edilmistir.

Saleem ve arkadaslarinin (2019) Pakistan'da farkli rakimlarda bulunan tatli su géllerinin
metagenomik profillemesi calismasi ile Tatli su golleri, etrafinda yasayan topluluklarin yararina
ekosistemin siirdiiriilebilirligi agisindan kritik bir rol oynadigini ortaya koymuslardir. Bu
calismada, Pakistan'daki {i¢ tathh su ekosisteminin farkli metagenomik 6zellikleri
degerlendirilmislerdir. Saleem ve arkadaslarinin galisma alanlar1 sirasiyla, 21, 527 ve 3224
metre rakimlarinda bulunan Keenjhar, Rawal ve Saif-ul-Muluk golleri icermektedir. Bu
calismada, Keenjhar, Rawal ve Saif-ul-Muluk gollerinden yiizey suyu o6rnekleri kullanilarak
mikrobiyal topluluklarin metagenomik DNA's1, Illumina Hi-Seq 2500 dizileme teknolojisi
kullanilarak Next Generation Sequencing (NGS) ile analiz etmislerdir. Biyoinformatik analiz
sonucunda, en baskin filumun (%58-79) Proteobacteria oldugu tespit etmislerdir. Onu sirasiyla
Planctomycetes (%34), Cyanobacteria (%12) ve Bacteroidetes (%15) takip etmektedir. Vibrio,
Bordetella, Pseudomonas, Burkholderia ve Escherichia gibi bakteri cinslerinin en yiiksek
bollugu Saif-ul-Muluk Golii'nde bulunurken, Keenjhar ve Rawal gollerinde Microcystis yaygin

olarak bulundugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Alfaproteobakteriyel cinslerden (Rhodobacter ve Sphingomonas), betaproteobakteriyel
cinslerden (Hydrogenophaga ve Acidovorax) ve gammaproteobakteriyel cinslerden
(Pseudomonas, Shewanella ve Aeromonas) mikroorganizmalar ¢esitli gevresel organik
kirleticilerin biyolojik olarak pargalanmasi ile bilinmektedir (Ogugbue ve dig., 2012; Wang ve
dig., 2012; Cheng ve dig., 2013; Johnson ve dig., 2013; Liao ve dig., 2013a; Liu ve dig., 2013b;

Zhang ve dig., 2014). Dolayisiyla, bu mikroorganizmalarin varligr 6zellikle Gtrofikasyon
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tehlikesi altinda olan Eber goliiniin organik kirleticilerin azaltilmasinda ve suyun kendi kendini

aritmasinda 6nemli roller oynayabilir.

Sekil 4.6 da gosterildigi iizere, gollerin mikrobiyal topluluklarinin ekolojik 6zelliklerinin ve
cevresel faktorlerin etkisiyle belirgin sekilde farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle Karagdl, benzersiz cins sayisiyla diger gollere kiyasla oldukca farkli bir ekosisteme
sahip olup, mikrobiyal gesitliligi ile 6ne ¢ikmaktadir. Goller arasinda ortak cins sayisinin diisiik
olmasi, her bir goliin farkli ¢evresel dinamiklere ve mikrobiyal yapilara sahip oldugunu
gostermektedir. Beysehir ve Eber, Karagol’e kiyasla daha diisiik bir g¢esitlilige sahip olsa da

diger gollere gore daha fazla ortak cins paylasimi yapmaktadir.

Tez c¢alismast kapsaminda incelenmis olan gollerden Beysehir ve Eber tipik sulak alan
ozellikleri gosterirken Uludag Buzul go6lleri Diinya'daki diger ortamlarla kolayca
karsilastirilamayacak benzersiz mikrobiyal topluluk yapilari sergilemistir. Genel olarak, 16S
rDNA dizilerinin kiiltiire alinmig akrabalariyla benzerligi azalmig ve ¢ogu kiiltlire alinmamig
Bakteriler ile iligkilendirilmistir. Mikroorganizmalarin bu sistemlerdeki roliinii anlamak i¢in
belirli biyojeokimyasal dongiilere odaklanan daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica, bu ¢calisma alanimiz Asya ve Avrupa arasinda bir koprii gorevi gordiigii i¢cin gelecekte
yapilacak daha biiyiik ¢caligmalar Diinya ¢apinda sulak alanlar ile ilgili biiyiik etkiye sahip
alacaktir ve bu sistemlerin korunmasini tesvik etmek icin benzersiz 6zellikleri hakkinda bilgi
saglamaya yardimci olabilir. Son yillarca gelisen teknoloji ile siirdiiriilebilir enerji kaynaklar
ile Diinyamizin temiz enerji ihtiyaci karsilanabilecek oldugu diisiiniilse bile en temiz enerji
kaynag1 olan Giines ve riizgar enerjisi santralleri kurulurken bile oldukca yiiksek oranda karbon
salinim1 yapilmaktadir. Diinyanin karbon dongiisii biiylik oranda i¢ sular araciligi ile oldugu
icin i¢ sularin mikrobiyal bilesimi ve bu mikrobiyal topluluklarin fonksiyonlarini arastirip
atmosferdeki karbon salinimi bagsta olmak iizere pek ¢ok ¢evresel sorunun ¢éziimii i¢in bir yol

gosterici olabilir.
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