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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

BALIKESIR/ANTANDROS ANTIK KENTIi KAZISI TOPRAK

.

ORNEKLERININ METAGENOMIK ANALIZi

Dilan BAL

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danmisman : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Mikroorganizmalar, biyosferde varligini siirdiiren canlilarin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.
Kiiltiirleme kosullarinin kisitli olmasindan dolay: biyosferdeki mikroorganizmalarin tespiti ve
teshisi kolaylikla yapilamamaktadir. Bugiine kadar, biyosferde bulunan mikroorganizmalarin
cok azi kiiltiirleme metoduyla tespit ya da teshis edilebilmistir. Kiiltiirlenmemis ya da
kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalar ise, mikrobiyal c¢esitliligin biiyiikk bir bdoliimiini
olusturmaktadir. Metagenomik analiz, kiiltirleme yapilmaksizin, ¢evreden direkt alinan
orneklerin DNA 1izolasyonu sonrasinda elde edilen mikroorganizmalarin tiir tayininin
yapilmasina, genetik cesitliliginin, popiilasyon yapisinin ve bu mikroorganizmalarin insan
yasantisini da etkileyen ekolojik rollerinin anlagilmasina olanak vermektedir.

Metagenomik; ilag, biyoyakit, biyoteknoloji, tarim, ekoloji gibi bir¢ok farkli ¢alisma alaninda
yardimci disiplin olarak 6nemli rol oynamaktadir. Paleomikrobiyoloji ¢alismalarinda da son
yillarda sik¢a kullanilmaya baglanan metagenomik, insanlik tarihindeki mikrobiyal evrim
aragtirmalarma katki sunar ve bize ge¢mis zamanlarin mikro ekosistemini anlama perspektifi
VErIr.

Bu tez ¢alismasinda, Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliinden kiiltiirleme yapilmaksizin

direkt alinan toprak 6rneklerindeki mikroorganizmalarin DNA izolasyonu yapildi ve sonrasinda
16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgeleri PZR yontemi ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bolgeler Illumina

xii



MiSeq sistemi ile dizilendi. Elde edilen dizilerin metagenomik analizi QIIME 1.9.1 kullanilarak
yapildi ve mikrobiyal ¢esitlilik belirlendi.

Bu ¢alisma, Antandros Antik Kenti kazilarinda elde edilen arkeolojik bulgularin, metagenomik
verilerle desteklenebilecegini, yapilan arkeolojik ¢alismalara multidisipliner bakis agisiyla
katki sunulabilecegini, elde edilen verilerle ge¢mis doneme dair tahmin ve yorumlarin
yapilabilecegini gosterdi. Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye’de antik kentlerde yapilan ilk metagenomik
calisma olmasi sebebiyle 6nem arz etmektedir ve bu ¢aligmanin bu alanda yapilacak olan yeni
calismalara katki sunmasi beklenmektedir.

Haziran 2019, 90 sayfa.

Anahtar kelimeler: 16S rRNA, metagenomik, mikroorganizma, toprak
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

METAGENOMIC ANALYSIS of SOIL SAMPLES of
BALIKESIR/ANTANDROS ANCIENT CITY EXCAVATION

Dilan BAL

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Microorganisms comprise the majority of living organisms in the biosphere. Due to limited
culturing conditions, detection and diagnosis of microorganisms in biosphere can not be made
readily. Until now, very few of these organisms have been detected and defined via cultivation
methods. Microorganisms which, can not be cultured or haven't been cultured, make up of
significant part of microbial diversity. Metagenomic analysis provides information about
genetic diversity, population structure and ecological roles that affect human life of these
microorganisms after DNA isolation of environmental samples without culturing.

Metagenomics plays a significant role discipline auxiliary to various different fields such as
medicine, biofuels, biotechnology, agriculture, ecology. Metagenomics, which is started to be
widely used in paleomicrobiology studies as well, contributes to microbial evolution studies in
human history and gives us a perspective to understand ancient micro ecosystem.

In this thesis, DNA isolation of microorganisms in culture-independent soil samples taken
directly from Balikesir/Antandros Ancient City Necropolis was performed and afterwards V3-
V4 regions of 16S rRNA were multiplied by using PCR method. Replicated regions were
sequenced using lllumina MiSeq system. Metagenomic analysis of these sequences was
performed using QIIME 1.9.1 and microbial diversity was detected.
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This study showed that the archaeological findings obtained during the excavations in
Antandros Ancient City could be supported by metagenomic data, contribution to
archaeological studies can be made with a multidisciplinary perspective and the data obtained
can be used to predict and interpret the past. This thesis is important since it is the first study
on the metagenomic study in ancient cities in Turkey and it is expected to contribute to new
studies in this area.

June 2019, 90 pages.

Keywords: 16S rRNA, metagenomics, microorganism, soil
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1. GIRIS

Giliniimiizde Balikesir ili, Edremit ilgesi, Altmoluk beldesi smirlari igerisinde yer alan
Antandros Antik Kenti’nde yapilan kazi ¢aligmalar1t Prof. Dr. Giircan Polat’in baskanliginda
2001 yilindan beri devam etmektedir (Polat, 2002). Kazi ¢alismalarmin yiirtitildigi dort
sektorden biri olan nekropoliin, 700 y1l kesintisiz olarak kullanildig1 belirlenmistir. Nekropoliin,
konumlandig1 tepenin yamacinda yer almasi ve kullanilan alanlarin siirekli erozyon sonucu
toprak altinda kalmasi, mezarlarin iist iiste olmasini ve yapilarin mezarlarin {istiine insa edilmis
olmasmi aciklamaktadir. Antandros Antik Kenti nekropolii uzun yillar boyunca kullanmig
olmas1 dolayisiyla farkli kiiltlir ve donemlere ait mezar, gomii cesitleri ve yapilara ev sahipligi

yapmaktadir (Yagiz, 2009).

Antik kalintilardaki mikroorganizmanin tespiti ve teshisi ile mikroorganizmalarin evriminin ve
insan popiilasyonuyla simbiyotik iligkisinin anlasilmasina olanak veren paleomikrobiyoloji,
tarihsel ve arkeolojik kaynaklarda ortaya konan hipotezlerin, bilimsel olarak kanitli verilerle
desteklenmesini saglamaktadir. Metagenomik ¢alismalarin son yillarda gelismesiyle birlikte

paleomikrobiyoloji ¢caligmalar1 da hiz kazanmistir (Rivera-Perez ve dig., 2016).

Metagenomik, mikroorganizma topluluklarini iceren &rneklerin kiiltiir edilmesine gerek
duyulmaksizin direkt olarak dogal ortamlarindan alinip, i¢indeki mikroorganizmalarin
DNA’larinin izole edilmesi ve bu DNA’larin yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak analiz
edilmesidir. DNA izolasyonu ve klonlama metodlarina bagli olarak yapilan metagenomik
analizlerin sonucunda olusturulan metagenomik kiitiiphaneler, tek bir habitatin tiim genetik
bilesenlerini temsil etmektedir. Bir metagenomik kiitiiphanede sakli olan bu bilgiler; mikrobiyal
cesitliligin  tespitinde, spesifik bir mikroorganizmanin teshisinde, bir habitatin gen
fonksiyonunun degerlendirilmesinde, korunmus proteinlerin fonksiyonlarinin belirlenmesinde

ve gruba 6zgii gen modellerinin bulunmasinda kullanilabilmektedir (Alves ve dig., 2018).

Metagenomik alaninda yapilan ilk ¢alismalar, yaklasik olarak 1.5 kb’lik 16S rRNA genlerini
hedef alan Sanger dizileme yontemini baz almistir (Kolbert ve Persing, 1999). Bu 1.5 kb’lik
kodlama yapan dizi, gene dagilmis halde bulunan 9 tane korunmus (C1-C9) bdlge, 9 tane ¢cok
degisken (V1-V9) bolge igermektedir (Petrosino ve dig, 2009). Daha giincel ¢alismalara
bakildigindaysa metagenomik ¢aligsmalarda dizileme i¢in hedef bolge olarak bu ¢ok degisken



(V1-V9) bolgelerin, dizileme yontemi olarak ise yeni nesil dizileme yontemlerinden biri olan
Illumina’nin tercih edildigi goriilmektedir. Yeni nesil dizileme yontemleri daha diisiik maliyetle
giinde 5000 Mb’lik DNA dizileyebiliyorken, Sanger dizileme yontemi daha yiiksek maliyetle,
giinde yaklagitk 6 Mb’lik DNA dizileyebilmektedir (Alves ve dig., 2018). Metagenomik
caligmalarda dizilenmek iizere hedeflenen DNA dizisinin boyutunun, ¢evresel 6rneklerden elde
edilen mikroorganizmalarin gesitlerinin ve mikroorganizmalara ait DNA miktarlarinin fazla

olmasi sebebiyle Illumina dizileme yontemi tercih edilmektedir (Culligan ve dig., 2014).

Yapilan metagenomik calismalarda, 16S rRNA geninin ¢ok degisken bolgelerini hedef alan
dizileme yontemi ile elde edilen verilerin metagenomik analizinde kullanilmak iizere genellikle
QIIME programinin tercih edildigi goriilmektedir (Oulas ve dig., 2015). QIIME ile DNA
dizileri kalite kontrolden gegirildikten sonra, dizilere ait islevsel taksonomik birimler (OTU’lar)
belirlenebilir ve belirlenen OTU’lara taksonomik atamalar yapilip mikrobiyal c¢esitlilik

belirlenebilir (Kuczynski ve dig., 2011).

Bu calismada Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliiniin farkli konumlarindan alinan
toprak Orneklerindeki mikroorganizmalarin kiiltiirleme yonteminden bagimsiz DNA
izolasyonu islemi sonrasinda, 16S rRNA genlerinin ¢ok degisken V3-V4 bdlgesinin
cogaltilmasi, cogaltilan bdlgelerin Illumina dizileme yontemiyle dizilenmesi, dizileme
verilerinin sonucunda uygulanacak olan metagenomik analiz basamaklarinda QIIME programi
kullanilarak OTU’larin belirlenmesi, buna bagh olarak taksonomik analizin yapilmasi ve 6rnek
alian bolgelerin mikroorganizma cesitliliginin ortaya konmasi amaclanmistir. Elde edilen

verilerle arkeolojik bulgularin bilimsel olarak desteklenmesi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BALIKESIR/ANTANDROS ANTIK KENTI

Gliniimiizde Biga Yarimadasi olarak bilinen (Korpe, 2008) Antik Troas bolgesinin sinirlari;
batida Ege Denizi, kuzeyde Marmara Denizi, giineyde ise Edremit Korfezi’dir. Antik Troas

bolgesi, bir¢ok antik kenti sinirlar1 igerisinde (Sekil 2.1) bulundurmaktadir.
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Sekil 2.1: Antik Troas bolgesi'.

Troas sinirlar igerisinde bulunan onemli yerlesim noktalarindan biri olan Antandros ise
giiniimiizde Canakkale il sinirlar1 diginda kalan tek Troas bdlgesi antik kentidir. Antandros
Antik Kenti, Balikesir ili, Edremit ilgesi, Altinoluk beldesi smurlari igerisinde, Edremit
Koérfezi’nin kuzeyinde yer almaktadir (Kérpe, 2008). Ida (Kaz) Dagi’nin giiney eteklerinde

Altinoluk beldesinin 2,5 km dogusunda bulunur ve denize dik inen 215 metre rakimli Kaletas1

! http://troasdergisi.blogspot.com



Tepesi’nin zirve ve bati yamaglarina konumlanmistir (Polat, 2002). Canakkale-Edremit

karayolu, Antandros Antik Kenti’nin iizerinden gegmektedir.

Antandros’ta ilk kazi ¢aligmalar1 2001 yilinda Prof. Dr. Giircan Polat’in bilimsel bagkanliginda,
Balikesir Kuva-yi Milliye Miizesi Miidiirliigii onderliginde baslatilmistir (Polat, 2002). Kazi
caligmalar1 2001 yilindan beri Yamag¢ Ev, Kent Suru, Roma Evi ve nekropol olmak iizere dort
sektorde yiriitilmektedir. Yiriitiilen sistematik kazi ¢alismalarinin ilk yillarinda bahsi gegen
dort ana sektdr haricinde Canakkale-Balikesir karayolunun hemen kuzeyinde yer alan Yol Ustii
Agmast, Yol Alt1 A¢gmast ve Dere Boyu A¢malarinda da kazi ¢aligmalart yiiriitiilmiistiir. Bu
acmalarda bulunan seramikler kentin tabakalarinin tarihlendirilmesine katki saglamistir.
Calismamizin konusu olan nekropol (nekropolis), Kaletasi tepesinin yaklagik 500 m batisinda,
deniz ile ona paralel uzanan tepe arasindaki yaklasik 50 m genisligindeki alana (Sekil 2.2)
konumlanmistir (Candar, 2017).
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Sekil 2.2: Antandros Antik Kenti konumu?.

2 http://www.antandros.org



2001 yilindan 6nce Bursa Miizesi tarafindan gerceklestirilen kazilarda nekropoliin M.O. 7.
yiizyilldan M.O. 2. yiizyila kadar yaklasik 500 yil araliksiz kullanildig1 belirlenmistir. Son
donem kazilarinda elde edilen sonuglarla nekropoliin M.O. erken 7. yiizyildan Hellenistik
donemin sonuna kadar, yani yaklasik 700 yil gibi uzun bir siire kesintisiz kullanildig:
anlasilmistir. Nekropoliin, konumlandigi tepenin yamacinda yer almasi, bu kadar uzun siire
kullanilabilmesine olanak saglamistir. Gomii alanlarinin gémiiden kisa siire sonra erozyon
sonucu toprak altinda kalmasi yeni gomiiler i¢in olanak saglamistir. Bu durum o&zellikle tst
tabakalarda yeni gomiilerin yapilmasi sirasinda 6nceki gomiilerin tahribatina ve aynit mezarlarin

birden fazla kez kullanilmasina neden olmustur (Yagiz, 2009).

Nekropoliin uzun yillar boyu araliksiz kullanilmasi dolayisiyla burada farkli kiiltiir ve
donemlere ait gomii ¢esitleri, mezar tipleri ve yapilar goriillmektedir. Nekropoldeki iist katmani
Ge¢ Roma donemine ait yapilar olusturmaktadir. Yapilan g¢aligmalarla bu alanin M.S. 5.
yiizyildan itibaren nekropol olarak degil yerlesim alani olarak kullanildigi anlagilmistir. Bu
alanin nekropol olarak kullanildigi donemlere bakildiginda ise iki temel gdmii bi¢imi olan

inhumasyon ve kremasyon gomii 6rnekleri goriilmektedir (Polat ve Polat, 2007).

Inhumasyon: Toprakta agilan bir gukura veya mezara 6lii bedenin yakilmadan gomiilme

bicimidir (Uhri, 2006).

Kremasyon: Olii bedenin yakilarak direkt topraga ya da herhangi bir mezar gesidine gémiilme
bi¢imidir (Unliitiirk, 2015).

e Birincil Kremasyon: Bireyin gomiildiigii yerde yakildig1 gomii ¢esididir (Yagiz, 2009).
e Ikincil Kremasyon: Bireye ait yanmis kemiklerin bir urne kabi igerisine konularak

yapilan gomii ¢esididir (Yagiz, 2009).

Bu iki ana baslik halinde inceledigimiz gomii ¢esitleri farkli mezar tiplerinde karsimiza
cikabilmektedir. Antandros Antik Kenti nekropoliinde yapilan kazi ¢alismalarinda rastlanan

mezar tipleri Sekil 2.3-Sekil 2.10° da goriilmektedir.



Sekil 2.3: 417 Numarali mezar amphora (Antandros Kazi Arsivi).

Sekil 2.4: 384, 388 ve 389 Numarali mezar basit toprak gomii, 385 numarali mezar amphora, 387
numarali mezar pithos (Antandros Kazi Arsivi).



Sekil 2.5: 347 Numarali mezar ¢ati kiremiti (Antandros Kazi Arsivi).

Sekil 2.6: 502 Numarali mezar lahit (Antandros Kazi Arsivi).



Sekil 2.7: 460 Numarali mezar pithos (Antandros Kazi Arsivi).

Sekil 2.8: 414 Numarali mezar urne (Antandros Kaz1 Arsivi).



Sekil 2.10: Etrafi blok taslarla ¢evrili (podyumlu) mezar 6rnegi (Antandros Kazi Arsivi).

Sekillerde gosterilen mezar tipleri mezar formu gdzlemlenerek tanimlandiktan sonra, gémii
cesitleri de goz oOnilinde bulundurularak, bireyin yakilmadan direkt gomiilmesi, gomiildigi
yerde yakilmasi ya da yakildiktan sonra yanmis kemiklerin urne igerisine konulmasi islemlerine
gore birincil kremasyon, ikincil kremasyon ya da inhumasyon olarak nitelendirilebilir. Ornegin

lahit mezarlarda, basit toprak géomiide, ¢at1 kiremiti mezarlarda hem birincil kremasyon hem de
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inhumasyon ornekleri goriilebilmektedir. Pithos ve amphora 6rneklerinde yalnizca inhumasyon

ornekleri goriildiigii gibi yalnizca urne mezar da ikincil kremasyon olarak bilinmektedir.
2.2. PALEOMIKROBIYOLOJI

Paleomikrobiyoloji, antik kalintilardaki = mikroorganizmalarin  tespiti, teshisi ve
karakterizasyonu ile ilgilenen ve gelismekte olan bir bilim dalidir. Daha once yapilan
caligmalarda elde edilen veriler, mumyalanmis dokularda, diski kalintilarinda, donmus toprak
orneklerinde, kemikte ve dis pulpasinda mikrobiyal DNA’nin uzun yillar boyu korunarak

kaldigin1 gostermistir (Drancourt ve Raoult, 2005).

Paleomikrobiyoloji ¢alismalari, 1993 yilinda antik insan iskeletinde Mycobacterium
tuberculosis DNA’smin tespiti ile baslamistir  (Spigelman ve Lemma, 1993). Antik
kalintilardaki mikrobiyal DNA’nin tespiti ile gecmis donemdeki patojenlerin giiniimiiz
patojenleri ile arasindaki iliskinin ortaya konmasi, mikroorganizmalarin evriminin
aydinlatilmasi, mikroorganizmalarin insan popiilasyonuyla simbiyotik iliskisinin anlasilmasi
miimkiin olabilmektedir. Ek olarak, antik patojenlerin molekiiler tiplendirmesi, gegmisteki
salgin hastaliklarin  epidemiyolojisinin incelenmesini saglamakla birlikte giiniimiizde
yayginlasan enfeksiyonlarin modellerinin anlagilmasina ve uygun Onleyici tedbirlerin
gelistirilmesine katki sunabilmektedir. Elde edilecek verilerle arastirilan doneme dair tarihsel
ve arkeolojik kaynaklarda ortaya konan varsayimsal hipotezler, bilimsel olarak kanitli verilerle
desteklenebilmektedir. Bu yoniiyle paleomikrobiyoloji sosyal bilimlere de katki
sunabilmektedir (Drancourt ve Raoult, 2005).

Paleomikrobiyoloji ¢alismalarinda mikroskopi ve immiinodeteksiyon gibi yontemlerin yani sira
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli molekiiler teknikler daha yogun olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda ise yeni nesil dizileme teknolojisinin gelismesiyle temel

metagenomik yaklagimlar kullanilmaya baglamistir (Fornaciari, 2017).

Paleomikrobiyolojinin metagenomik gibi yeni molekiiler tekniklerle gelistirilmesi, insanlik
tarihindeki mikrobiyal evrim arastirmalarina ¢ok biiyiik katkilar sunmustur. Ayni biyolojik
ortamda ayni anda aktif olan mikrobiyal ajanlarin incelenmesi, farkli patojenler arasindaki
karmasik iliskilerin anlasilmasini miimkiin kilar ve bize ge¢mis zamanlarin mikro ekosistemini

anlama perspektifi verir (Fornaciari, 2017).
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2.3. METAGENOMIiK

Mikroorganizmalar, biyosferde varligini stirdiiren canlilarin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.
Bugiine kadar biyosferde bulunan mikroorganizmalarin ¢ok az1 kiiltiirleme metoduyla tespit ya
da teshis edilebilmistir. Kiiltiirlenmemis ya da kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalar ise,
mikrobiyal ¢esitliligin biiyiik bir bolimiinii olusturmaktadir (Vakhlu ve dig., 2008). Kullanilan
geleneksel kiiltiirleme teknigi mikroorganizmalarin analizini sinirlamaktadir (Hugenholtz ve
dig., 1998). Mikroorganizmalarin yaklasik % 99'unun kolayca kiiltiirlenemedigi yaygin olarak
kabul edilmektedir (Ghazanfar ve dig., 2010). Kiiltiirleme kosullarinin kisitli olmasindan dolay1
mikroorganizmalarin (viriisler, bakteriler, arkeler, mantarlar ve tek hiicrelilerin) tespiti, 6l¢timii

ve teshisi kolaylikla yapilamamaktadir (Neelakanta ve Sultana, 2013).

Cesitli calismalar, deniz suyundaki toplam mikroorganizmalarin sadece % 0.001-0.1'inin, tath
sudaki mikroorganizmalarin % 0.25'inin, tortullarin (sediment) % 0.25'inin ve toprak
mikroorganizmalarinin yalnizca % 0.3'Gniin in vitro olarak kiiltiirlenebildigini ortaya

koymustur (Amann ve dig., 1995; Singh ve dig., 2008).

Biyosfer; tip, mihendislik ve tarim gibi bircok alanda biiyilk 6neme sahip olan
mikroorganizmalarin egemenligi altindadir (Sloan ve dig., 2006). Mikroorganizmalarin genetik
ve biyolojik cesitliligi bilimsel arastirmalarin énemli bir ¢alisma alanmidir. Kiiltiirlenemeyen
mikroorganizmalarin  genomlarinda bu c¢aligmalar1 ilgilendiren ¢ok miktarda bilgi
bulunmaktadir (Handelsman, 2004). Bu kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalar, biyoteknolojide
kullanilmak {izere yeni genlerin, enzimlerin ve kimyasal bilesiklerin gelistirilmesi i¢in genis,
smirsiz ve ilgi gekici bir kaynagi temsil etmektedir (Schmeisser ve dig., 2007). Mikrobiyal
cesitlilik arastirmacilara; yeni genlerin, metabolik yolaklar i¢in biyomolekiillerin ve ¢esitli
biyolojik iirlinlerin elde edilmesi i¢in kullanilabilecek genetik ve biyolojik bir havuz

sunmaktadir (Cowan, 2000).

Mikroorganizmalarin 6neminin bilinmesine ragmen, biyosferde kag¢ tiir mikroorganizmanin
bulundugu ve bu tiirlerin ekolojik islevlerinin neler oldugu hakkinda bilinenler ¢ok azdir (Singh
ve dig., 2008). Yakin zamana kadar, bu sorular1 cevaplamak i¢in uygun teknikler mevcut
degildi. Bu nedenle, mikroorganizmalarin ¢ogu biyoteknoloji i¢in heniiz tanimlanmamis ve

degerlendirilmemis kabul edilir (Ghazanfar ve dig., 2010).
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Kiiltiirleme teknikleriyle ilgili zorluklarin ve sinirlamalarin listesinden gelebilmek, mikrobiyal
tiir ve topluluklar1 karakterize etmek i¢in ¢esitli DNA temelli molekiiler yontemler
gelistirilmistir ve bunlar ekolojik ve mikrobiyal cesitlilige bakisimizi 6nemli Olgilide
etkilemistir. Son yirmi yilda, bu mevcut sorunlara ¢6ziim olabilmesi ve mikroorganizmalarin
herhangi bir kisitlama olmadan genomik analizinin yapilabilmesi ig¢in “metagenomik”

yaklasimlar gelistirilmistir (Ghazanfar ve dig., 2010).

Metagenomik, kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin genomlarimi agiga ¢ikartmak igin
kullanilan, bir yandan biyosferdeki mikrobiyal cesitliligin sahip oldugu bilgi potansiyeline
ulagmayi, bunu incelemeyi ve bu potansiyelin daha iyi anlasiimasini hedefleyen anahtar
teknolojilerden biridir, diger yandan yeni enzimler ve biyomolekiillere artan talepler igin
yiiriitiilen ve son 20 yildir gelismekte olan yeni bir arastirma alanidir (Schmeisser ve dig., 2007;

Handelsman, 2004; Streit ve Schmitz, 2004).

[k defa 1982 yilinda Wisconsin Universitesi Bitki Patolojisi Boliimii'nde Handelsman ve dig.
tarafindan tanimlanan metagenomik, c¢evresel Orneklerden elde edilen genomlarin
incelenmesini saglayan bir ¢aligma alanidir ve bir habitatin biitiin genetik bilesenlerinin analizi

ile ilgilidir (Handelsman ve dig., 1998).
Metagenomik igin ¢esitli tanimlar yapilmigtir. Bu tanimlara gére metagenomik;

e Bir mikrobiyal genom karisimmin kiiltirden bagimsiz analizidir (Schloss ve
Handelsman, 2003; Riesenfeld ve dig., 2004; Susannah ve Edward, 2005; Patrick ve
Handelsman, 2005),

e Genomik analiz (bir organizmadaki tiim DNA'nin analizi) giicliniin tiim
mikroorganizma topluluklarma kiiltiirleme yapilmaksizin uygulanabildigi ¢aligma
alanidir (Ghazanfar ve dig., 2010),

e Mikrobiyal organizma topluluklarina dogrudan kendi dogal ortamlarinda, tiirlerin ayr
ayr1 izolasyonuna ve laboratuvar ekimine ihtiyag duyulmadan modern genomik
tekniklerin uygulanmasidir (Chen ve Pachter, 2005),

e Toprak, su, hayvan kalintilari, hayvanlarin ve insanlarin sindirim sistemi gibi
ortamlardaki mikroorganizmalarin gergek ¢esitliligini, islevlerini, isbirligini ve evrimini
anlamak i¢in kiiltiirlenmemis organizmalar1 incelemeyi amaglayan ve hizla biiyiiyen bir

aragtirma alanidir (Ghazanfar ve dig., 2010),
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e Direkt dogadan alinan Orneklerle farkli ekosistemlerdeki -bu ekosistemler,
okyanuslardan insan mikrobiyomuna kadar genis bir yelpazeye sahiptir- mikrobiyal
topluluklarin karsilagtirmali analizine olanak saglamaktadir (Neelakanta ve Sultana,
2013).

Bir¢ok mikroorganizma, atik triinleri ¢ozebilir, tibbi uygulamalar i¢in yeni ilaglar yapabilir,
cevre dostu plastikler iiretebilir ve hatta yedigimiz yiyeceklerin bir kismini bile iiretebilir.
DNA'nin bu organizmalardan izole edilmesi, bu islemlerin uygulanabilmesi ve bunlarin toplum

tarafindan kullanilabilmesi igin bizlere firsat sunar (Ghazanfar ve dig., 2010).

Biyoteknoloji, mikrobiyal topluluklarin genetik ve biyolojik ¢esitliligi ¢calismalarinda énemli
bir bilgi bilimi haline gelmistir. Biyoteknoloji yeni genler, enzimler ve bilesikler i¢in siirekli
bir talep olusturmaktadir. Farkli ¢alismalar, dogal cesitliligin bu talep edilen yeni molekiiller

icin en iyi kaynak oldugunu gostermistir (Ghazanfar ve dig., 2010).

Metagenomik metodoloji, yeni biyolojik iirlinlerin ve mikrobiyal fonksiyonlarin
kesfedilmesinde etkili bir arag olarak gelistirilmistir (He ve dig., 2007). Habitattaki bireylerin
genlerinin ve gen iirlinlerinin genis ¢esitliliginin arastirilmasinin yani sira biyosentetik ya da
degradatif yolaklar1 kodlayan tiim operonlari analiz etmeyi saglayan bir yaklagimdir

(Schmeisser ve dig., 2007).

Baslangicta, kiiltiirlenmemis mikroflora ve antik DNA incelemeleri metagenomik ¢alismalarin
ana hedefleriydi. Bununla birlikte, glinlimiizde bu teknoloji, derin denizlerde yasayan su
mikroflorasi, toprak mikroorganizmalari, insan ve hayvanlarin gastrointestinal ekosistemleri
gibi bir dizi mikrobiyal gesitlilik ¢alismasinda da uygulanmaktadir (Shanks ve dig., 2006; Lu
ve dig., 2007).

Genel olarak, 16S rRNA gen analizine dayanan bu yaklagimlar, bir ortamdaki mevcut simiflar
ve tirler hakkinda genis bilgi saglar. Bu yaklasimlarla elde edilen veriler farkli
mikroorganizmalarin bir topluluktaki islevsel rolleri ve mikrobiyal nisteki genetik bilgileri

hakkinda katki sunmaktadir (Streit ve Schmitz, 2004).

Toprak diger mikrobiyal nislere gore daha genis mikrobiyal zenginlige sahiptir. 16S rRNA
temelli calismalar mikrobiyal ¢esitlilik ile ilgili bilinenleri kapsamli bir sekilde yeniden

tanimlamis ve genisletmistir. Toprak mikrobiyal ¢esitliliginin basit hesaplamalari, toprakta
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gram basina 3.000 ila 11.000 aralifinda genom bulundugunu gostermektedir ve bu genomlarin
sadece %]1’inden daha azina kiiltiirleme yontemiyle ulasilabilmektedir. (Torsvik ve Ovreas,

2002; Curtis ve Sloan, 2004).

Toprak mikrobiyal topluluklari, c¢esitli hiicre duvar1 Ozellikleri sergileyen ve lizise
yatkinliklarina gore degisen bir arke, bakteri ve protist karisimindan olusur (Kauffmann ve dig.,
2004). Mikroorganizmalar, tek hiicreler veya mikro Kkoloniler halinde bulunabilir.
Metabolizmalar1 ve diger organizmalar ve toprak pargaciklari ile etkilesimleri, ¢ok kiigiik
mesafelerde farkliliklar gosteren mikro habitat kosullarina baghidir. Toprak, mikrobiyal
biliylime kosullar1 ve dagilimi i¢in ¢ok heterojen olarak kabul edilebilir. Bu heterojenite, ¢cok
cesitli mikrobiyal nisler ve ¢ok cesitli toprak mikroorganizmalari ile sonuglanir. Topraklardaki
mikrobiyal ¢esitlilik, okaryotik organizma cesitliliginden ve diger ortamlardaki mikrobiyal
cesitlilikten ¢ok daha fazladir. Bir gram toprak, tahminen binlerce farkli tiirden 10 milyar

mikroorganizma igeriyor olabilir (Rosello ve Amann, 2001).

Toprak mikroorganizmalarinin kiiltiir analizi, topragin antibiyotikler (Raaijmakers ve dig.,
1997), antikanser ajanlar1 (Shen ve dig., 2001), bagisiklik baskilayicilar (Skoko ve dig., 2005)
ve bir¢ok ¢esitli biyoteknolojik degerli tiriinler (Ullrich ve dig., 2004; Inoue ve dig., 2005) gibi

zengin bilesiklerin kaynagi oldugunu ortaya koymustur.

Topraktan DNA izolasyonu, klon kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve bu kiitiiphanenin taranip
incelenmesi adimlarini igeren toprak metagenomik metotlar1 (Sekil 2.11), arastirmacilarin

toprak mikrobiyal topluluklarini daha eksiksiz anlamalarini saglar (Ghazanfar ve dig., 2010).
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Sekil 2.11: Metagenomik analiz basamaklari (Schmeisser ve dig., 2007).

Cevresel oOrneklerden yeni genlerin ve DNA dizilerinin tanimlanmasi ii¢ asamada
gerceklestirilir. Son asama fonksiyon temelli analiz ve dizi temelli analiz olarak ikiye
ayrilabilir. DNA dogrudan topraktan izole edilir, uygun bir vektére klonlanir ve sonrasinda
vektor konak bakteriye aktarilir. Fonksiyon temelli analiz ¢ogunlukla farkli konak suslarda
heterolog gen ekspresyonu tarafindan iiretilen yeni enzimlere ve bilesiklere odaklanirken, dizi
temelli analiz, DNA veri tabanlarini analiz ederek ve dizileri karsilastirarak gevresel bir
mikrobiyal toplulugun metabolik potansiyeli hakkinda bir fikir verir. Dizi temelli analiz, bilim
insanlarinin toprak Orneklerindeki spesifik mikroorganizmalarla potansiyel fonksiyonlarini
iliskilendirmelerini saglayarak temel ekolojik sorular1 cevaplamay1 miimkiin kilar (Schmeisser

ve dig., 2007).
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2.3.1. Metagenomik Alaninda Yapilan Calismalar

Metagenomik giliniimiize kadar birgok c¢alismada kullanilmistir. Quaiser ve dig. (2002)
topraktan alinmuis, kiiltirlenmemis Crenarchaeote genomunu analiz etmistir. Bu g¢alismada
metagenomik analiz, DNA’y1 karakterize eden rRNA genleri dizilenerek yapilmistir.
Calismanin sonucunda protein kodladig: diisiiniilen 17 tane gen izole edilmistir. Venter ve dig.
2004 yilinda yaptig1 ¢alismayla tiim genom Shotgun dizileme metodu ve geleneksel Sanger
dizileme metodu kullanilarak Sargasso Denizi’nden alinan 6rnekten 1 milyardan fazla baz cifti
dizilenmistir. Poinar ve dig. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, Sibirya’dan aldiklar yiinli
mamut (Mammuthus primigenius) 6rnegi DNA’sinin 28 milyon baz ¢iftini metagenomik
yaklagimlar kullanarak dizilemistir. Istisnai sekilde &rnegin korunmus olarak kalmasi ve
gelismis emiilsiyon polimeraz zincir reaksiyonunun kullanilmis olmasi sonucunda 13 milyon
baz ¢ifti (dizilenenin %45.4’li) mamut DNA’s1 olarak tanimlanmistir. Dizileme verileriyle
African fili (Loxodonta africana) DNA dizisi benzerligi %98.55 olarak tespit edilmistir. Bu
verilerle, paleontolojik olarak 5-6 milyon yil 6nce bu tiirlerin birbirinden ayrildigi bilgisi

ortismektedir.

Son on yilda yapilan gesitli caligmalarda metagenomik yaklagimlarin kullanilmasi, insan
orneklerindeki yeni viriislerin teshisine de onemli miktarda katki saglamistir. Bu viriislerin
tespiti ve teshisi sonucunda halk saglig1 alaninda diizenlemeler yapilmistir. Bu ¢alismalarin,
cok kisa bir zamanda, bilinmeyen ve insanlar i¢in bulasici ajan olma niteligindeki viriislerin
teshisinde kullanilmak iizere, veri tabani olusturulmasi ig¢in gelecekte uygulanacak olan

metagenomik perspektiflere 151k tutmasi beklenmektedir. (Svraka ve dig., 2010).

Metagenomigin antik DNA ¢aligsmalarinda kullanilmasiyla da basarili sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. Greenbelt ve dig. (2004) metagenomik yontemlerle, 120 milyon yasindaki
amberin i¢inde korunmus olarak bulunan Micrococcus luteus’ un DNA’sin1 dizisini dizilemeyi
basarmuglardir. Bir diger géz kamastirict 6rnek ise, Neolitik Tyrolean Iceman (OTZI)’in
midesindeki bakterilerin tespitidir. Yaklasik 5300 yillik Helicobacter pylori’nin genomunun
tamami1 dizilenmistir. Gilinlimiizde diinya niifusunun yaklasik yarisinda bulunan bu bakteri
insandan insana salya ile, yemek ve suda diski kontaminasyonu ve yetersiz hijyen nedeniyle
bulasabilmektedir. Bu patojenin insanlarla birlikte uzun siire yasadigir diistiniilmektedir.
Insanlarin gd¢ii esnasinda evrilen farkls tiir bakterilerin genetik analizi, diinya iizerindeki insan

gbclerinin bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir (Maixner ve dig., 2016).
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Noonan ve dig. 2006 yilinda yaptigi calismada, Neandertal metegenomik kiitiiphaneyi
olusturmak igin, Hirvatistan’daki Vindija magarasindan kiiltiirleme yapmaksizin 6rnek
alinmistir. Alinan 38000 y1llik 6rnekten DNA ekstrakte edilmistir. Yeni nesil dizileme yontemi
kullanilarak 65250 baz ¢iftlik Neandertal genom dizisi elde edilmistir. Yeni perspektiflerle nesli
tilkkenmis hominidlerin karakterizasyonunu yapabilmek icin, dizileme ve analizler yapilmustir,
Neandertal metagenomik kiitiiphane gelistirilmistir. Elde edilen veriler ise Hominid DNA
dizisinin 65250 baz ¢iftinin Neandertal kokenli oldugunu isaret etmektedir. Bu calismada elde

edilen verilerden biri de, Neandertal ve insan genomunun en az %99.5 benzer oldugudur.

Shotgun dizileme yonteminin ilk defa dis tasina uygulanmasiyla 16s rRNA genleri dizilenmis
ve toplam 2699 islevsel taksonomik birim (OTU) tanimlanmistir. Bu ¢alismada antik oral
mikrobiyomunun protein fonksiyonel karakterizasyonu ve taksonomisi rapor edilmistir.
Yapilan calismayla agiz boslugunun bir depo gibi, hem dokuya 6zgii hem de tiim sistemi
ilgilendiren hastaliklarla iliskili olan bakterilerin korunmus olarak kalmasini sagladig ispat
edilmistir. Hastalik durumundaki antik oral mikrobiyomu karakterize edilmistir. Ayrica; 40
patojen, 239 bakteriyel protein, 43 insan proteini karakterize edilmis; antik insana ait oldugu
diistiniilen antibiyotik diren¢ genlerinin ilk kaniti ortaya konmus, periodontal patojen

Tannerella forsythia tiiriiniin genomu elde edilmistir. (Warinner ve dig., 2014).

Metagenomik analizde de kullanilan genetik dizileme yontemleri, filogenetik agacin
olusturulmasi ve insan tliriiniin buradaki konumunun anlasilmasi konusunda devrim
yaratmistir. 1977°de Sanger dizileme metodunun, 1983’te ise DNA’nin cogaltilmasinda
kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonunun gelismesiyle insan ve biiyiik insanst maymun
filogenetiginin anlasilmasini (Ruvolo, 1997) saglayan, insanlardaki giinlimiiz ‘irk’ kavramini
anlamsiz kilan (Long ve Kittles, 2003), diinyadaki uluslasmay1 yeniden diizenleyebilecek

nitelikteki (Oppenheimer, 2012) genetik verilerde kisa siirede ¢ok biiytik artis gériilmiistiir.

1990’larin sonunda yeni nesil dizileme (NGS) metodunun gelismesi, insan genomunun
tamaminin ilk kez dizilenmesini (Venter ve dig., 2001), sonra 2000’lerde bu teknolojinin adinin
duyulmasiyla Neandertalleri de igeren antik insanlarin (Green ve dig., 2010; Priifer ve dig.,
2014), Denisovanlarin (Krause ve dig., 2010; Reich ve dig., 2010) genomunun, antik insansi
Homo heidelbergensis tiiriiniin mitokondriyal genomunun (Meyer ve dig., 2014) dizilenmesini
ve bilinen insan filogenetik agacinin giincellenmesini saglamistir. Bu c¢aligmalar insan

evriminin anlasilmasi i¢in 6nemli bakis agilar1 sunmustur.
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Margesin ve dig. 2017 yilinda yaptig1 ¢alismada, Bat1 Sicilya'da kesfedilen Arkaik Monte
lato'daki yerli bir yapidan toprak oOrnekleri alarak bu yapidaki mikrobiyal topluluklart
incelemistir. Gida atiklarinin yok edildigi birikintilerden ve sémine istiinden toprak érnekleri
toplanmistir. Bu yapidan alinan toprak orneklerindeki mikrobiyal cesitliligin arastirilmasini
hedefleyen bu galismada, zemin karakterizasyonu da yapilarak elde edilen verilerle insan
tilkketim aligkanliklarinin arkeolojik bulgularda mikrobiyotada iz biraktigi hipotezleri

dogrulanmistir.
2.3.2. 16S rRNA Geni

Bir¢ok metagenomik analiz ¢aligmasinda 16S rRNA geni yaygin bir hedef olarak segilmistir.
16S rRNA geninin biitlin bakterilerde bulunmasi, fonksiyonel olarak korunmus olmasi, uygun
biiyiiklikkte olmasit (~1550 bg), ¢ok degisken bolgeler igcermesi sayesinde uygun PZR
primerlerinin olusturulabilmesi ve bu ¢ok degisken bolgelerin tiir analizinde belirleyici olmasi,
bu genin dizilerinin mevcut veri tabanlarinda ulasilabilir ve kiyaslanabilir olmast bu genin
metagenomik analizlerde tercih edilme nedenleridir (Turan ve dig., 2018; Neelakanta ve
Sultana, 2013).

Sekil 2.12°de goriildiigii tizere 16S rRNA dizisi, gene dagilmis halde bulunan 9 tane korunmus
(C1-C9), 9 tane de ¢ok degisken bolge (V1-V9) igermektedir (Petrosino ve dig., 2009). Bu ¢ok
degisken bolgeler yiliksek oranda degiskenlik gosterdigi icin biyolojik siniflandirmada ciddi bir
oneme sahiptir. V4-V6 bolgeleri tiim 16S rRNA dizisini temsil ettigi i¢cin bakteri filogenetik
analizinde en saglikli sonucu veren, ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen bolgedir; V2-V8 bolgeleri
ise daha az degigken bolgelerdir. 16S rRNA geninde bulunan ¢ok degisken bolgeler, PZR’de
bu bolgelere baglanacak primerlerin tasarlanmasi i¢in uygun kosullara sahiptir (Turan ve dig.,

2018; Neelakanta ve Sultana, 2013).

542

1 1542
] W3 |C3 4 V3 |C} Vo C8|Co

Sekil 2.12: 16S rRNA genindeki korunmus ve ¢ok degisken bolgelerin gosterimi. (Petrosino ve dig,
2009).
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Cok degisken bolgelerin (V) 16S rRNA dizisi lizerindeki baglangi¢ ve bitis niikleotitleri Tablo

2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2.1: V1-V9 bolgelerinin 16S rRNA gen dizisi iizerinde baslangic ve bitis niikleotitleri

(Chakravorty ve dig., 2007).

| Cok Degisken Bolge | Baslangi¢ ve Bitis Niikleotitleri

V1 Bolgesi 69-99

V2 Bolgesi 137-242

V3 Bolgesi 433-497

V4 Bolgesi 576-682

V5 Bolgesi 822-879

V6 Bolgesi 986-1043

V7 Bolgesi 1117-1173

V8 Bolgesi 1243-1294

V9 Bolgesi 1435-1465

Sekil 2.13’te 16S rRNA geninin c¢ok degisken bolgelerinin her biri farkli renklerle

gosterilmistir. Baz1 6nemli yapilar ici dolu sekilde renklendirilmistir. Bu yapilardan bir tanesi

690 firkete yapisidir; bu yapr 16S rRNA'nin V4 bolgesinde yer alan ii¢ filogenetik alan i¢inde

yiiksek oranda korunmus olarak kalan bir halkadir (Yang ve dig., 2016).



Sekil 2.13: 16S rRNA geninin 2 boyutlu ve 3 boyutlu gosterimi (Yang ve dig., 2016)
16S rRNA geninin ¢ok degisken bolgelerinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda kullanilabilecek

primerlerin baglanma noktalar1 Sekil 2.14’te gortiilmektedir.
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Sekil 2.14: 16S rRNA primer haritas1 (Yang ve dig., 2016).
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Sekil 2.14°te kirmizi ile gosterilen bolgeler (V2 ve V8) diisiik filogenetik 6zgiinliige sahiptir.
Yesil ile gosterilen V4, V5 ve V6 bolgeleri ise filogenetik analiz i¢in en uygun ve yliksek
degiskenlik gdsteren bolgelerdir (Yang ve dig., 2016).

16S rRNA geninde yiiksek degiskenlik gosteren bdlgeler, metagenomik analizin PZR
basamaginda ¢ogaltilmak iizere hedeflenen bolgelerdir. Yapilan ¢alismalarda, ilgili bolgesi
PZR ile gogaltilan 6rneklerin dizilenmesi igin yeni nesil dizileme yontemlerinden biri olan
[llumina sisteminin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Illumina dizileme yontemiyle,
cevresel orneklerdeki mikrobiyal cesitliligi degerlendirebilmek i¢in 16S rRNA geninin yiiksek
verimli dizileri elde edilmektedir (Pichler ve dig., 2018). Yeni nesil dizileme teknolojileri ile,
daha diisiik maliyetle, daha kisa siirede, daha biiylik dizileme verileri elde edilebilmektedir.
[llumina MiSeq sistemi kullanilarak yapilan dizilemede 25 milyon okuma sayisina
erisilebilmektedir. Illumina genis kapsaml, yiiksek verimli, sistematik hatalarin 6énemli 6l¢iide
az oldugu veriler sunmasi sebebiyle, metagenomik arastirmalarda tercih edilmektedir (Oulas ve

dig., 2015).

Elde edilen yiiksek verimli dizilerin biyoinformatik analizi i¢in ise QIIME programinin yaygin
olarak kullanildig: goriilmektedir. QIIME, mikrobiyal topluluklarin analizini yapan yazilimdir.
‘Mikrobiyal Ekolojide Kantitatif Analizler (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)’in
kisaltmasidir. Mantar, viriis, bakteri ve arkeolojik topluluklardan elde edilen niikleik asit
dizilerini analiz etmek ve yorumlamak i¢in kullanilmaktadir. Mikrobiyal topluluklardan gelen
verileri analiz etmek i¢in kullanilan QIIME, terminal penceresine yazilan bir dizi komut ile
grafiksel c¢iktilarin ve metin g¢iktilarinin  olusturulmasini ve goriintiilemesini miimkiin
kilmaktadir (Kuczynski, 2011). Metagenomik analiz i¢in kullanilan programlar arasinda
bulunan QIIME en cok tercih edilen yazilimdir. Cesitli ¢alismalarda QIIME’nin “altin

standartlar” tizerine kurulu oldugu ifade edilmektedir (Oulas ve dig., 2015).
2.3.3. Islevsel Taksonomik Birimler (OTU’lar)

16S metagenomik yaklagimlarinda iglevsel taksonomik birimler (OTU’lar), 16S rDNA markir
gen dizisine benzer 16S rRNA geni dizilerinin varyantlariin kiimeleridir. Diziler benzerlik
oranma gore islevsel taksonomik birimler olarak kiimelendirilirler. OTU kiimeleri, cins
basamaginda 16S gen dizisi varyantlarinin % 97 benzerlik orani ile olusturulurlar (Sekil 2.15).

Tiirlerin ayrilmasi i¢in ise % 98 veya % 99 benzerlik orani 6nerilmektedir. Bu kiimelerin her
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birinin, dizi benzerligi esigine bagl olarak bakteri tiirlerinin veya cinsinin taksonomik bir birimi

temsil etmesi amaglanmistir (Franzén ve dig., 2015; Nguyen ve dig., 2016).

islevsel Taksonomik
Birim (OTU)
(~Cins) < 97% Benzerlik

> 97% Benzerlik

97% Benzerlik Esigi

Sekil 2.15: OTU ve %97 benzerlik esigi ile kiimeleme (Hiltemann ve Batut, 2017).

Dizi benzerligi esine bagli olarak yapilan taksonomik siniflandirma sonucunda, alinan ¢evresel

orneklerin OTU kladogrami olusturulabilmektedir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16: Islevsel taksonomik birim (OTU) kladogrami (Danzeisen ve dig., 2013).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BALIKESIR/ANTANDROS ANTIiK KENTI TOPRAK ORNEKLERININ
TOPLANMASI

Tez kapsaminda kullanilan Balikesir/Antandros Antik Kenti kazisi toprak Ornekleri,
arkeologlar gozetiminde agilan mezarlardan, ¢ikarilan mezar hediyelerinden, nekropolde
bulunan ve depolama amaclh kullanildig1 diisiiniilen pithoslardan alindi. Agilan mezarlardan
ornek alinirken - bagirsaklardaki bakteriler goz 6niinde bulundurularak - 6rnek konumu olarak
iskelet seviyesi karmn bolgesi tercih edildi. Ag¢ilan mezarlardan ¢ikarilan mezar hediyelerinin
(6rnegin; koku kabi olarak kullanildigi tahmin edilen buluntular) i¢erisinden de toprak 6rnekleri
alindi. Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropolii, farklt donemlerde yerlesim alani olarak da
kullanildigindan, biiyiikk depolama kaplarina (pithos) da rastlandi. Bu pithoslarin i¢erisinden de

toprak ornekleri alindu.

Toprak ornekleri alinirken kontaminasyon riskine dnlem olarak, 6rnek alinacak noktadaki kisi
sayisinin olabildigince az olmasina dikkat edildi. Mezarlarin ag¢ilmasi ve toprak drnegi alinmasi
islemleri arkeologlarla isbirligi igerisinde steril kosullarda gerceklesti. Ornegin almacag
konuma yakin kisilerin maske, bone ve eldiven takmasina 6zen gosterildi. Toprak &rnekleri,
belirtilen konumlardan, tek kullanimlik steril eldiven ile alindi. Alinan 6rnekler kilitli posetlerin

igerisinde ayr1 ayr1 saklandi.

Sekil 3.1°de Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliiniin 2016 yili genel plan karesi
goriilmektedir. 2016 yil1 kazi sezonunda toplam 7 mezardan (mezar kodlari; 453, 480, 486, 487,
488, 490, 493), Kuzeydogu Genisleme V agmasi igerisinde bulunan depolama amagli
kullanildig1 diistiniilen pithostan, agilan mezarlarda bulunan 5 adet mezar hediyesinden toplam
12 adet toprak drnegi kilitli poset icerisinde alindi. Orneklerin alindign mezarlar gogunlukla
Kuzeydogu Genisleme III ve Kuzeydogu Genisleme IV agmalarinda yer almaktadir. Alinan
sadece bir 6rnek Kuzey Genisleme I1I agmasinda yer almaktadir. Alinan 6rnekler T.C. Balikesir
Valiligi 1l Kiiltiir ve Turizm Miidiirliigii Kuva-yi Milliye Miizesi Miidiirliigii komisyonun (EK
1.), miize miidiiriiniin (EK 2.) ve kaz1 baskaninin (EK 3.) bilgisi ve izni dahilinde Istanbul
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Antik DNA Laboratuvari’nda ¢alisiimak

lizere Istanbul’a getirildi.
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Sekil 3.1: 2016 yili nekropol genel plan kare (Antandros Kazi Arsivi).
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3.2. TOPRAK ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU

Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliinden alinan toprak orneklerinin DNA izolasyon
islemi, steril kabin igerisinde yapildi. Izolasyon 6ncesinde kabin 20 dk boyunca UV 1sik ile
sterilize edildi. izolasyonu yapilacak toprak drnegi, igerisindeki taslari fiziksel par¢alanmasini
hizlandirmak amacli otoklavlanmis havan igerisinde doviiliip toz haline getirildi. DNA
izolasyon prosediirii, NORGEN firmasinin, sadece topraktan DNA izolasyonu i¢in tasarladigi
Soil DNA Isolation Kit (Norgen Biotek, Ontario, Kanada, Katalog no: 26500 ) prosediiriiniin
baz1 soliisyon miktarlari optimize edilerek uygulandi. Steril havanda toz haline getirilen toprak
orneginin 300 mg’1 hassas terazide tartilarak alindi ve kit igerisinde bulunan boncuklu tiipe
(Bead Tube) aktarildi. Tiipiin igerisindeki toprak orneginin iizerine 750 pl Lysis Buffer G
soliisyonu eklendikten sonra, tiipin kapagi kapatilarak kisa bir siire vortekslendi. Tiipiin
igerisine 100 pl Lysis Additive A soliisyonu eklendi ve yeniden tiipiin kapag kapatilarak kisa
bir siire vortekslendi. Tiipiin igerisindeki toprak orneginin hiicre pargalanmasi asamasinda
dismembratér kullanildi. Dismembratér 3000 rpm hizda 2 dk boyunca calistirild.
Dismembrator kullanimiyla, tliplin igerisindeki boncuklarla ve kullanilan soliisyonlarla hiicre
pargalanmasi etkili bir sekilde gergeklesti. 14000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edildi. 500 ul
siipernatant 1.5 ml’lik kapakli tiipe alindi. Siipernatantin iizerine 50 pl Binding Buffer |
soliisyonu eklendikten sonra 5 dk buzda bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan 14000 rpm’de
2 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ¢okme gézlemlendi, pellet tiip iginde birakilarak
mikropipet yardimiyla 450 pl siipernatant, beyaz filtreli humik asit uzaklastirma kolonuna
(Humic Acid Removal Column) aktarildi. Humik asit uzaklastirma kolonu, 2 pl’lik kapaksiz
tiipiin i¢ine yerlestirildi. 8000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Alttaki tiipe gecen sivi ile
devam edildi, filtre atild1. Santrifiij sonras1 alttaki tiipe gegen sivinin iizerine 230 pl %96’lik
etanol eklendi. Tiipiin igerisindeki sivi, yaklagik 630 pl, gri filtreli DNA baglama kolonuna
(Spin Column) aktarildi. DNA baglama kolonu, kapaksiz 2 pl’lik tiipiin igine yerlestirildi. 8000
rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan altta kalan sivi atildi. Ciinkii bu
asamada DNA filtreye baglandi. Bu asamadan sonraki adimlarda kolon yikama islemleri

gerceklestirildi.

DNA izolasyon islemi her 6rnek igin iicer kez tekrar edildi. Izolasyon sonucunda, &rneklerin
DNA konsantrasyonlar ve saflik degerleri Thermo Scientific NanoDrop 2000 spektrofotometre
cihazi ile 6l¢iildii. Bu cihaz ile DNA miktar tayininde, 260 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans
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degerlerine gore olgiim yapildi. Oncelikle DNA, kitin igerisinde bulunan Elution Buffer
igerisinde ¢ozildugi icin, 1 pl Elution Buffer cihaza yiiklenerek “blank” 6l¢iim alindi. Daha
sonra drneklerden 1 pl cihaza yiiklenerek DNA konsantrasyonlari 6lgtildii. Saflik kontrolii i¢in
ise DNA’nin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbsiyon degerlerinin oran1 (A260/A280)
kullanildi. Bu oran 1.8-2.0 deger araliginda ise izolasyonu yapilan DNA’nin saf oldugu, deger
araliginin disinda ise DNA’nin saf olmadigi kabul edildi (Matlock, 2015).

3.3. PZR YONTEMI iLE 16S RRNA GENIi V3-V4 BOLGESININ COGALTILMASI

izolasyonu yapilan toprak orneklerinin 16S rRNA geni V3-V4 bolgeleri PZR yontemiyle
cogaltildi. Bu PZR c¢alismasiyla, izolasyonu yapilan 6rneklerin c¢alisip ¢alismadiginin kontrolii
yapildi. Bu protokolde kullanilan primer g¢iftleri (S-D-Bact-0341-b-S-17, S-D-Bact-0785-a-A-
21), 16S rRNA geni, V3 ve V4 bolgesini hedeflemektedir. Klindworth ve dig.’nin 2013 yilinda

yayimlanan ¢alismasi, bu dizilerin segilmesinde referans olmustur.
S-D-Bact-0341-b-S-17 = CCTACGGGNGGCWGCAG

S-D-Bact-0785-a-A-21 = GACTACHVGGGTATCTAATCC

16S Amplikon PZR ileri (Forward) Primer = 5’
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
16S Amplikon PZR Geri (Reverse) Primer = 5’

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT
CC

Koyu yazilan diziler; 16S rRNA geni V3-V4 bolgelerine 6zgli primer dizileridir. Normal
yazilan diziler ise, Illumina evrensel adaptor dizileridir®. V3-V4 bolgelerine 6zgii primerler
dizilerinde N harfi A,T,G yada C; W harfi Ayada T; H harfi A, CyadaT; V harfide A, C ya
da G niikleotitlerini temsil etmektedir. PZR isleminde, N, W, H ve V’nin yerine gelebilecek
niikleotitlerin biitiin kombinasyonlar ile tasarlanan primerleri esit miktarda igeren karigim

kullanildi.

3 https://support.illumina.com
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PZR o6ncesinde Tablo 3.1°de miktarlar1 belirtilen bilesenler hazirlanda.

Tablo 3.1: PZR i¢in gerekli bilesenler.

| Bilesen Adi Hacim
Mikrobiyal DNA (5ng/ul) 2.5ul
16S Amplikon PZR ileri (Forward) Primer = 5’ S5ul
16S Amplikon PZR Geri (Reverse) Primer = 5’ Sul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA 12.5 wl
Biosystems, KK2601)
Toplam 25 ul

PZR islemi, Tablo 3.1°de hazirlanan bilesenlerle C1000 Thermal Cycler (Biorad Laboratories,
Inc., ABD) cihazi kullanilarak, Tablo 3.2°de belirtilen kosullar uygulanarak gerceklestirildi.

Tablo 3.2: PZR kosullari.

Dongiiler Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 3dk 1
-Denatiirasyon 95 30sn
-Baglanma 55 30 sn } 25
-Uzama 72 30 sn
Son Uzama 75 5dk 1
Bekleme 4 0

PZR sonrasi, ¢ogaltilan amplikonlarin primer, primer dimer ve diger PZR bilesenlerinden
temizlenmesi i¢in PZR piirifikasyon basamagi uygulandi. Temizlenen amplikonlara, ait

olduklar1 &rneklere 6zgii, Illumina index dizileri eklendi ve amplikonlar tekrar piirifiye edildi®.

PZR islemi her bir ornek ic¢in ticer kez tekrar edildi. PZR sonucunda yaklasik 460 bg
uzunlugunda amplikonlar ¢ogaltildi. PZR ¢alismast ile ¢ogaltilan 6rnekler jel elektroforezinde
goriintiilendi. izolasyonu yapilan ve V3-V4 boélgeleri ¢ogaltilan 6rneklerin DNA’larmin
kalitatif analizi, ¢6zelti miktarlar1 Tablo 3.3’te belirtilen % 1,2’lik agaroz jel elektroforezi ile

yapildi.
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Tablo 3.3: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltinin Ad1 | Icerigi |
50X TAE Tamponu 2 M Tris bazi (Sigma, T8524), %0.0571 Glasiyal
asetik asit (Sigma, A9967), 50 mM EDTA (pH 8.0)
10 mg/ml EtBr 10 mg EtBr, 1 ml distile su
6X Yiikleme Tamponu 100 mM EDTA (pH 8.0), %1 SDS, %60 Gliserol,

900.03 Bromofenol mavisi, %0.03 Ksilen siyanol FF

Uygulanan agaroz jel elektroforezinde 1 kb ladder (NEB) kullanildi. DNA’nin agaroz jelde
yiriitiilmesi i¢in 1X Tris-asetat-EDTA (TAE) tampon sistemi kullanildi. %1,2’lik jel
elektroforezi i¢in 0.48 g agaroz (Sigma, A5073) tartildi. Uzerine stok 50X TAE tamponunun
sulandirilmasiyla hazirlanan, 40 ml 1X TAE tamponu eklenerek mikrodalga firinda 2 dakika
stire ile ¢6zdiiriildii. Oda sicakliginda yaklasik 40 °C’ye kadar sogutulan jele 3.2 ul EtBr eklenip
karistirildi. Jel, taragin yerlesmis oldugu yatay elektroforez kasedine (BioRad, 1704416EDU)
dokiilerek 30 dakika boyunca polimerize olmasi i¢in bekletildi. Katilasan agaroz jel, 1X TAE
tamponu igeren yatay elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi. 5 ul DNA 6rnegi, 1ul 6X DNA
Yiikleme boyasi (Thermo Scientific, R0O611) ile karistirildiktan sonra taraklarla olusturulan
kuyulara yiiklenerek 85 V sabit akimda, 50 dakika yiiriitiildii. Yiiriitme isleminden sonra
DNA’lar UV transilliiminator (Vilber Lourmat, ECX-F26.M) ile goriintiilendi.

3.4. 16S RRNA GENIi V3-V4 BOLGESI COGALTILAN ORNEKLERIN ILLUMINA
YENI NESIL DiZILEME YONTEMI iLE DIZILENMESI

[zolasyon sonucunda PZR y&ntemi ile 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgesi gogaltilan
orneklerden 8 tanesi, PZR sonucunda jel goriintiisiine de bakilarak dizilemeye gonderilmek

tizere secildi. Secilen 6rnek isimleri asagidaki gibidir:

480 No’lu mezar iskelet seviyesi
486 No’lu mezar iskelet seviyesi
487 No’lu mezar iskelet seviyesi
490 No’lu mezar iskelet seviyesi
Kuzeydogu Genisleme V depolama amagh kullanildig: diisiiniilen pithos
453 No’lu mezar hediyesi HTJ 3
493 No’lu mezar iskelet seviyesi
486 No’lu mezar hediyesi HUI 5

NS N N N N R
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Orneklerin DNA dizileme islemi igin Piya Biyoteknoloji sirketinden profesyonel hizmet alim1
yapildi. Orneklerin DNA dizilemesi Illumina MiSeq sistemi kullanilarak yapildi. Orneklerin

DNA dizileri fasta ve qual formatinda elde edildi.
3.5. DIZILEME VERILERININ METAGENOMIK ANALIZi

Dizileme verilerinin metagenomik analizi i¢in QIIME 1.9.1 versiyonu kullanild1 ve analiz
protokolii Kuczynski ve dig. tarafindan 2011 yilinda yayimlanan makale referans alinarak

uygulanda.
Bu protokoliin ilk basamagini gergeklestirmek i¢in 3 dosyaya ihtiyag¢ vardir:

Dizi Dosyas1 (.fna): Illumina dizileme sonrasinda elde edilen DNA dizilerini igeren fasta

dosyasidir.

Kalite Skoru Dosyasi (.qual): Yine dizileme sonrasinda elde edilen kalite skoru dosyasi, fasta

dosyasina kalite degerlerinin eklenmesiyle olusturulur.

Haritalama Dosyasi (.txt): Haritalama dosyasi kullanici tarafindan olusturulur. Bu dosya, veri
analizini gerceklestirmek i¢in drneklerle ilgili gerekli olan tiim bilgileri igerir. En azindan,
eslesme dosyasinda her numunenin adi, her bir numune i¢in kullanilan barkod dizisi,
numunenin ¢ogaltilmas: i¢in kullanilan baglayici primer dizisi ve agiklama siitunu

bulunmalidir.
3.5.1. Coklu Okuma Sonugclarim Biyolojik Orneklere Atama

Bu asama, ¢coklu okuma sayilarini, 6rneklerin barkod dizilerine gore atamay1 amaclar. Bu asama
icin dizi, kalite skoru ve haritalama dosyalar1 gereklidir. Ayrica bu adim, her bir dizinin kalite
filtrelemesini de yapar; diisiik kaliteli veya belirsiz okumalar1 kaldirir. Bu agamada yeni nesil
dizileme sonucunda elde edilen ham dizilerin uglart kalite skor degerleri dikkate alinarak
kisaltildi. (Kalite skoru >25) Belirtilen islemler igin split_libraries.py komut dizisi uygulandi.

Uygulanan komut dizisi asagidaki gibidir:

split_libraries.py -m barkod-dosyaadi.txt -f dizileme-

dosyaadi.raw.fasta.gz -q dizileme-dosyaadi.raw.qual.gz -o




31

Bu komut dizisi sonucunda asagidaki iki dosya elde edildi:

split_library_log.txt: Bu dosya, her 6rnek igin tespit edilen okuma sayisini ve kalite skorlari

nedeniyle kaldirilan okumalarin kisa bir 6zetini igerir.

seqgs.fna: Bu dosya, dizilerin geldigi 6rnege gore yeniden adlandirildig: fasta dosyasidir. Baslik
satirinda ayrica, girilmis fasta dosyasindan okunan isim bilgileri ve diizeltilen tiim barkod

hatalar1 hakkinda bilgi bulunur.

Bu asamada kalite kontrolden gec¢mis biitiin diziler igerdikleri barkodlara gore yeniden
isimlendirilerek (Tablo 3.4) hangi 6rnege ait olduklari belirlendi. (Yeni nesil dizileme iglemi
sirasinda her 6rnege spesifik 8 niikleotid uzunlugunda barkod dizileri eklendi. Bu sayede her

bir 6rnekten gelen DNA dizilerinin ayristirilabilmesi amaglandi.)

Tablo 3.4: Orneklere ait spesifik barkod dizileri.

Ornek Ornek Adi Barkod Dizisi Baglayic1 Primer Dizisi
Kodu
1A 453 mezar hediyesi HTJ3  CAGTTCAT CCTACGGGNGGCWGCAG
2A Kuzeydogu Genisleme V.. CAGTTGCA CCTACGGGNGGCWGCAG

3Y 490 iskelet seviyesi CATGCGCA CCTACGGGNGGCWGCAG
4A 493 iskelet seviyesi CATAACAA CCTACGGGNGGCWGCAG
5A 480 iskelet seviyesi CATAATAG CCTACGGGNGGCWGCAG
6A 486 iskelet seviyesi CATATTCT CCTACGGGNGGCWGCAG
7A 487 iskelet seviyesi CATCAACA CCTACGGGNGGCWGCAG

8A 486 mezar hediyesi HUI5 CATCACCG CCTACGGGNGGCWGCAG

3.5.2. Islevsel Taksonomik Birimlerin (OTU'larin) Belirlenmesi

OTU belirleme asamasinda, benzerlik esigine (%97) baglh kalinarak benzer diziler, kiimeleme
yontemiyle islevsel taksonomik birimlere (OTU’lara) atanir. Bu basamagin gerceklesmesi igin
bir dnceki agamanin sonucunda olusan fasta formath (.fna uzantili) dizi dosyas1 gerekmektedir.
Basamagi uygulamadan 6nce ise OTU esik degeri (varsayilan deger; 0.97) ve dizileri OTU'lara

kiimelemek i¢in uygulanacak olan yontem belirlenmelidir.

Bu asamada pick_otus.py komut dizisi uygulandi. Uygulanan komut asagidaki gibidir:

pick_otus.py -i split_Library output_8bp/segs.fna -o picked_otus_default
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Bu asama, QIIME {izerinden varsayilan (default) Uclast parametreleri kullanilarak tamamlandi.
Bu asamanin sonucunda Orneklere ait dizilerin kalite kontrolleri yapildi, Kimerik diziler

filtrelendi ve kiimelemeler gergeklestirildi.
3.5.3. Her Bir OTU’yu Temsil Eden Dizinin Belirlenmesi

OTU’larin belirlenmesinden sonra, diger asamalardaki analizlerde kullanilmak {izere her bir
OTU'dan temsili bir dizi se¢ilmesi gerekmektedir. Bu asamanin ger¢eklesmesi i¢in bir dnceki
basamak sonucunda olusan seqs_otus.txt dosyast ve iki basamak 6nce elde edilen fasta formatl

(.fna uzantili) dizi dosyasi gerekmektedir.

Bu asamada pick_rep_set.py komut dizisi uygulandi. Uygulanan komut asagidaki gibidir:

pick_rep_set.py -i picked_otus_default/seqs_otus.txt -f split_Library_output_8bp/segs.fna

-0 rep_setl.fna

3.5.4. Her Bir Temsilci Dizinin Taksonomik Atamasi

Bu asamada, bir onceki basamakta belirlenen her bir OTU’nun temsili dizilerine taksonomik
atamalar yapildi. Dizilerin taksonomik atamalar1 varsayilan (default) Uclust parametreleri ve
Greengenes veri tabani (versiyon 13.8) kullanilarak gergeklestirildi. Bu asamanin

gerceklesmesi igin bir dnceki adimin ¢iktisi olan rep_setl.fna dosyasi gerekmektedir.

Bu asamada assign_taxonomy.py komut dizisi uygulandi. Uygulanan komut asagidaki gibidir:

assign_taxonomy.py -i rep_setl.fna

Elde edilen sonuglar farkli taksonomik basamaklara ayrilarak, orneklerdeki mikrobiyal

cesitlilik belirlendi.
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4. BULGULAR

Alman toprak 6rneklerinin DNA izolasyonu sonrasinda spektrofotometrik 6l¢iim ile elde edilen

konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1: DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin spektrofotometrik 6l¢lim degerleri.

Ornek Adi Konsantrasyon | Absorbsiyon | Absorbsiyon
(ng/ul) 260/280 260/230
1 480 No’lu mezar iskelet seviyesi 8.4 1.59 0.08
2 486 No’lu mezar iskelet seviyesi 8 1.72 0.05
3 487 No’lu mezar iskelet seviyesi 10.7 3.02 0.02
4 488 No’lu mezar iskelet seviyesi 12.2 2.34 0.02
5 490 No’lu mezar iskelet seviyesi 9.2 1.7 0.03
6 493 No’lu mezar hediyesi HVL 2 9.9 1.67 0.06
7  Kuzeydogu Genisleme-V Pithos 19.1 1.51 0.04
8 453 No’lu mezar hediyesi HTJ 2 10.3 1.65 0.03
9 453 No’lu mezar hediyesi HTJ 3 8.4 1.95 0.01
10 493 No’lu mezar iskelet seviyesi 6.7 1.84 0.04
11 480 No’lu mezar hediyesi HUP 8 5.8 2.14 0.02
12 486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 5.1 2.09 0.03

DNA izolasyonu yapilan 12 6rnegin V3-V4 bdlgesinin ¢ogaltilabilmesi i¢in PZR yontemi
uygulandi. Daha sonra PZR fiiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kalitatif analiz
yapildi ve agaroz jel iizerinde olusan bantlar goriintiilendi (Sekil 4.1). Bunun sonucunda 8

ornegin V3-V4 bolgesinin basariyla ¢ogaltilabildigi goriildii.
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- - —
453 HTJ3 Kuzeydogu 453 HTJ 2 493 iskelet 480 iskelet 486 iskelet 487 iskelet 486 Mezar 493 Mezar 488 jskelet 490 iskelet Negatif

Genigleme V Seviyesi Seviyesi Seviyesi  Seviyesi Hediyesi Hediyesi  seviyesi Seviyesi Kontrol
Pithos HUI 5 HVL 2

Sekil 4.1: V3-V4 bolgesi PZR yontemiyle ¢ogaltilan 6rneklerin elektroforez jel goriintiisii.

Basarili bir sekilde V3-V4 bolgesi ¢ogaltilan 8 Ornegin yeni nesil dizileme yoOntemi ile
dizilenmesine karar verildi. Sekil 4.2-4.9°da goriilen mezarlar, mezar hediyeleri ve depolama

kaplar1 dizilenecek drneklerin alindigir konumlardir.

Sekil 4.2: 453 No’lu urne mezar, 453 No’lu mezar hediyesi HTJ 3 (Antandros Kaz1 Arsivi).

453 No’lu mezardaki buluntular g6z Oniinde bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi
tarafindan M.O. 2. yy olarak yapilmistir. Birincil kremasyonun kiillerinin urne kabinin igerisine
konuldugu goézlemlenmistir. Bu, Antandros nekropoliinde nadir goriilen bir uygulamadir.
Mezar hediyesi olarak gelen kaplarin bazi pargalarinin kirilip yanmis olmasindan 6tiirii biiyiik

renk degisimlerinin oldugu, restorasyon g¢aligmalar1 sirasinda goriilmiistiir. Yiiksek olasilikla
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birey yakildiktan sonra seremonisi yapilmis ve hediyeleri yerlestirilmis, sonrasinda bir ¢ukur
acilip, kemikler siipiiriildiikten sonra urne igerisine yerlestirilmistir. Urne kabinin istinat
taglarinin glineyinden tam korunmus olarak ele gecen mezar hediyesi HTJ 3 Khytridion
formundadir. Mezar hediyesi HTJ 3 igerisinden toprak ornegi alindi. HTJ 3 kodlu mezar

hediyesinin Sekil 3.1°de goriilen plan karedeki konumu 2-3/S-T"dir.

Sekil 4.3: Kuzeydogu Genisleme V, depolama amagli kullanildig1 diisiiniilen pithos (Antandros Kazi
Arsivi).

Icerisinden toprak ©rnegi alinan depolama amagli kullamldig: diisiiniilen bu pithosun
Kuzeydogu Genisleme V agmasinda yer almasi, ayn1 agmada bulunan amphoralarla birlikte
diisiiniildigiinde bu alanin bir depolama alan1 olarak kullanilmig olma diislincesini

giiclendirmektedir.
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Sekil 4.4: 490 No’lu ¢at1 kiremiti mezar (Antandros Kazi Arsivi).

490 No’lu mezarm tarihlendirmesi kazi ekibi tarafindan Hellenistik dénem (M.O. 330-30)
olarak yapilmistir. Kiremitlerin iist boliimleri alt boliimlerine oranla daha fazla tahrip olmus
durumdadir. Bat1 bitisiginde yere yatay bir sekilde yer alan bir baska kiremitin bu mezari
kapama amagli kullanildigin1 veya mezarin taban1 oldugunu diisiindiirmektedir. Mezarin sadece
dogu kiremitleri korunabilmistir. Dogudaki kiremit alindiktan sonra bireyin ayaklarinin doguda
korunmamis sekilde, bas kisminin ise batida oldugu anlasilmistir. 490 No’lu mezarin iskelet
seviyesinin tahmini karin bolgesinden toprak 6rnegi alindi. 490 No’lu mezarin Sekil 3.1°de

goriilen plan karedeki konumu 12-13/Y dir.

Sekil 4.5: 493 No’lu pithos mezar (Antandros Kaz1 Arsivi).
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493 No’lu mezardaki buluntular goéz Oniinde bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi
tarafindan M.O. 6. yy olarak yapilmistir. Pithos dip kismi1 korunmamus, ¢ok kirikli olarak ele
gecmistir. 493 No’lu mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bélgesinden toprak drnegi alindi.

493 No’lu mezarin Sekil 3.1°de goriilen plan karedeki konumu 13/Z-Al’dir.

Sekil 4.6: 480 No’lu pithos mezar (Antandros Kazi Arsivi).

480 No’lu mezardaki buluntular goéz Oniinde bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi
tarafindan M.O. 4. yy olarak yapilmistir. Pithosun agz1 ve gévdesinin iizerindeki topragin
baskis1 ve iist yapist nedeniyle pithosta ¢okmeler ve kirilmalar meydana gelmis. Cok pargali
olarak aciga cikarilmistir. 480 No’lu mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bolgesinden
toprak 6rnegi alindi. 480 No’lu mezarin Sekil 3.1’de goriilen plan karedeki konumu 11/A1-
B1’dir.
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Sekil 4.7: 486 No’lu ¢at1 kiremiti mezar (Antandros Kazi Arsivi).

486 No’lu mezardaki buluntular goéz Oniinde bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi
tarafindan M.O. 2. yy sonu olarak yapilmistir. Bu mezar, birincil kremasyon cati kiremiti
mezardir. 486 No’lu mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bolgesinden toprak 6rnegi alindu.

486 No’lu mezarin Sekil 3.1°de goriilen plan karedeki konumu 13-14/ V-Z’dir.

Sekil 4.8: 487 No’lu pithos mezar (Antandros Kazi Arsivi).

487 No’lu mezardaki buluntular goéz Oniinde bulundurularak tarihlendirme, kazi ekibi
tarafindan M.O. 5. yy olarak yapilmistir. Pithos icerisinden yetiskin bir bireye ait kemikler
nemli, kumlu toprak yapis1 ve pithosun igerisindeki ortamdan dolay1 kemiklerin tahrip oldugu
goriilmiistiir. 487 No’lu mezarin iskelet seviyesinin tahmini karin bdlgesinden toprak 6rnegi

alindi. 487 No’lu mezarm Sekil 3.1°de goriilen plan karedeki konumu 12/Y-Z’dir.
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Sekil 4.9: 486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 (Antandros Kazi Arsivi).

486 No’lu gat1 kremiti mezarda bireyin kafatas1 kemiklerinin iist seviyesiden ele gegirilen mezar
hediyesi HUI 5, khytridion formundadir. Tarihlendirmesi kazi ekibi tarafindan 2. yy sonu -1.
yy basi olarak yapilmistir. Birincil kremasyon 486 No’lu mezar hediyesi olan HUI 5’in
igcerisinden toprak ornegi alindi. HUI 5 kodlu mezar hediyesinin Sekil 3.1°de goriilen plan

karedeki konumu 13/Y’dir.

Belirtilen konumlardan alinan 8 6rnek, DNA izolasyonu ve PZR iglemi sonucunda, yeni nesil
dizileme yontemi ile Illumina MiSeq sistemi kullanilarak Piya Biyoteknoloji sirketi tarafindan

dizilenmistir. Dizileme sonuglar1 fasta ve qual formatinda elde edildi. Dizileme dosyasinin
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boyutu goz oniinde bulundurularak, her bir 6rnegin igerisinde ¢ok sayida bulunan ~460 bg
biiyiikliigiindeki DNA dizilerinden yalnizca birer ornek BULGULAR baslig: altinda verildi.

Koyu renkle yazilan diziler o 6rnege ait barkod dizilerini gostermektedir.

e 1A-453 No’lu mezar hediyesi HTJ 3 6rnegine ait DNA dizisi;

CAGTTCATCCTACGGGGGGCAGCAGCGAGGAATCTTGGGCAATGGGCGCAAGC
CTGACCCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCTCTTT
TGTGAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACCTCACGAATAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGC
GTAAAGGGCTTGTAGGCGGTTCGTTAAGTCCGGTGTGAAATCTCCCGGCTCAAC
TGGGAGGAGCCATCGGAAACTGGCGAGCTAGAGGTGGGCAGAGGAAAGCGGA
ATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGGCCTATCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACCGGATTAGATACCCCAGTAGTC

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

CAGTTGCACCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGC
CTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTT
CAGTGGGGACGAAACCAGACGGTACCCACAGAAGAAGCCCCGGCCAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGC
GTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTCAGTAAGTCGGGTGTGAAACCCTCAGGCTCAA
CCTGGGGACGCCACTCGATACTGCTGTGGCTAGAGTCCAGTAGAGGAGTGTGG
AATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCGGGAGGAACACCAACGGCG
AAGGCAGCACTCTGGGCTGGAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCA
AACAGGAT

e 3Y-490 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rnegine ait DNA dizisi;

CATGCGCACCTACGGGAGGCTGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGC
CTGACGCAGTAACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCATTCGGGTTGTAAACTCCTGT
CAGGGGGAACGACGGGGAAAGGGTGATAAATCCTTTCTTCCAGACGGTACCTC
CAAAGGAAGCCCCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGGG
CAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGTGGTTCTGTATGT
CTACCGTGAAAGCGTACGGCTCAACCGTGCATTGTCGGTAGAAACTGCAGGACT
TGAGGCTGGGAGGGGCTGGTGGAATTCCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGGGGGAGAACACTCGTGGCGAAGGCGGCCAGCTAGACCAGTTCTGACACTG
AGGCGCGACAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
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e 4A-493 No’lu mezar iskelet seviyesi drnegine ait DNA dizisi;

CATAACAACCTACGGGGGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGC
CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAAT
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCGTGTAGTC

e 5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rnegine ait DNA dizisi;

CATAATAGCCTACGGGGGGCAGCAGTCGGGAATTTTGCCCAATGGACGAAAGT
CTGAGGCAGCAACTCCGCGTGAGGGACCAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTT
TCTCAGGGAAGATCCAAGACGGTACCTGAGGAATAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGC
GTAAAGAGCGCGCAGGCGGCTGGGTAAGTCCGATGTGAAAGCTTCCGGCTTAA
CTGGAAAACGGCATCGGAAACTGCTCGGCTTGAAGGTGGGAGAGGGTAGTGGA
ATTCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTACCTGGCCCATTCTTGACGCTGAGGCGCGAAAGCTAGGGGAGCGA
ACGGGAT

e 6A-486 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rnegine ait DNA dizisi;

CATATTCTCCTACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGC
CTGACGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTT
CAGTAGGGACGAACACAGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGT
GCCGGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGC
GTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTAGTAAGTCGGGTGTGAAAACCCCAGGCTCAA
CCTGGGGACGCCACCCGATACTGCTATAGCTAGAGTCCAGTAGGGGAGTGTGG
AATCCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATTGGGAGGAACACCAGCGGCG
AAGGCGGCACTCTGGGCTGGAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCG
AACAGGATTAGATACCCCTGTAGTC

e 7A-487 No’lu mezar iskelet seviyesi drnegine ait DNA dizisi;

CATCAACACCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGCCGCAAGG
CTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCACTGT
CGGGAGGAACGAATACTCGGCCTCGAATAGGGGACCGAGGGTGACGGTACCTC
CAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTG
CGAGCGTTGTCCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCCGTTAAG
TGGCTGGTGAAATCCCGGGGCTCAACTCCGGGGCTGCCAGTCAGACTGGCGAG
CTAGAGCACGGTAGGGGCAGATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAG
AGATCGGGAAGAATACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTGGGCCGTTGCTGACGC
TGAGGCGCGACAGCGTGGGGAG




e 8A-486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 6rnegine ait DNA dizisi,
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CATCACCGCCTACGGGAGGCAGCAGTCGGGAATTTTGCCCAATGGACGAAAGT
CTGAGGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTT
TCTCAGGGACGATGATGACGGTACCTGAGGAATAAGCCACGGCTTACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGT
AAAGAGCGCGCAGGCGGTCGTTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCCGGCTCAACT
GGGGGGCGTCATTCGATACTGATCGACTTGAAGGCAGGAGAGGGAAGCGGAAT
TCCCGGTGTAGTGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTCCTGGCCTGTTCTTGACGCTGAGGCGCGAAAGCCAGGGGAGCAAAC
GGGATTAGATACCCCGGTAGTC

Dizilemesi yapilan bu orneklerin metagenomik analizi yapildi. Metagenomik analizin ilk

asamast olan ¢oklu okuma sonuglarinin biyolojik 6rneklere atanmasi basamaginda elde edilen,

dizilenen her bir 6rnege ait barkod okuma sayisi Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Her bir 6rnek igin elde edilen barkod okuma sayist.

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

Orneklerin DNA dizilerinin metagenomik analizi basamaklarinda OTU’lar belirlendi, her bir

OTU’yu temsil eden diziler belirlendi ve sonu¢ olarak her bir temsilci dizinin taksonomik

atamasi yapildi. Elde edilen sonuglar farkli taksonomik basamaklara gore ayrilarak,

orneklerdeki mikroorganizma gesitliligi belirlendi.

Taksonomik analizde 8 6rnek igerisinde toplam 2 alem, 37 sube, 112 sinif, 211 takim, 336

familya, 468 cins ve 505 tiir tespit edildi. Greengenes veri tabani (versiyon 13.8) kullanilarak

yapilan Kkarsilagtirmada herhangi bir taksonomik eslesmenin yapilamadigi (unassigned)

mikroorganizmalarin yiizdesi ise her 6rnek i¢in farkli degerlerdedir.

Taksonomik analiz sonuglar bir tablo yapilarak, her bir 6rnekte goriilen mikroorganizmalarin

taksonomik bilgileri ve o ornekteki goriilme yiizdesi yazildi. Yapilan taksonomik analiz
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sonucunda elde edilen mikroorganizma sube bilgileri kullanilarak her bir 6rnek igin tablo
(Tablo 4.3-4.10) ve grafikler (Sekil 4.10-4.17) gizildi.

Tablo 4.3: 1A-453 No’lu Mezar Hediyesi HTJ 3 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Ad1 Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 51,932
k__Bacteria;p__Proteobacteria 15,841
k__Bacteria;p__Chloroflexi 9,464
k__Bacteria;p__Acidobacteria 4,673
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,695
k__Archaea;p__Euryarchaeota 3,449
k__Bacteria;p__Firmicutes 2,322
k__Bacteria;p__Planctomycetes 2,286
k__Bacteria;p__Nitrospirae 2,057
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,769
Unassigned;Other 0,721
k__Bacteria;p_ NC10 0,665
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,632
k_Bacteria;p_ GAL15 0,430
k_Bacteria;p_ WS3 0,205
k _Bacteria;p_ TM7 0,150
k__Bacteria;p__Elusimicrobia 0,148
k _Bacteria;p__ OD1 0,121
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,096
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,079
k__Bacteria;p__Fibrobacteres 0,061
k _Bacteria;p__ OP3 0,060
k__Bacteria;p_ TM6 0,033
k__Bacteria;p__Chlamydiae 0,028
k__Bacteria;p__Chlorobi 0,021

k__Bacteria;p__Armatimonadetes 0,019
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1A-453 Mezar Hediyesi HTJ 3

m k__ Bacteria;p__Actinobacteria

m k__Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

= k__Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__Archaea;p__Euryarchaeota

m k_ Bacteria;p__Firmicutes

m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
m k__ Bacteria;p__Nitrospirae

m k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia
= Unassigned;Other

= k__ Bacteria;p__NC10

= k__Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__Bacteria;p__GAL15

= k__Bacteria;p__WS3

= k__Bacteria;p__TM7

= k__Bacteria;p__Elusimicrobia

= k__Bacteria;p__OD1

= k_ Bacteria;p__Cyanobacteria

m k__ Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__Fibrobacteres

m k_ Bacteria;p__OP3

= k__ Bacteria;p__TM6

= k__ Bacteria;p__Chlamydiae

= k__Bacteria;p__Chlorobi

= k_ Bacteria;p__ Armatimonadetes

Sekil 4.10: 1A-453 No’lu Mezar Hediyesi HTJ 3 Orneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari
grafigi.



45

Tablo 4.4: 2A-Kuzeydogu Genisleme V, depolama amagh pithos Orneginin sube bazinda
mikroorganizma oranlari.

| Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%) |
k__Bacteria;p__Actinobacteria 55,383
k__Bacteria;p__Proteobacteria 20,898
k__Bacteria;p__Chloroflexi 10,482
k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,370
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 2,793
k__Bacteria;p__Planctomycetes 2,139
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 1,093
k__Bacteria;p__Firmicutes 0,986
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,956
k__Bacteria;p__Nitrospirae 0,500
k _Bacteria;p_ TM7 0,491
Unassigned;Other 0,429
k__Bacteria;p__Elusimicrobia 0,088
k Bacteria;p__ WS3 0,072
k__Bacteria;p__Tenericutes 0,063
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,057
k__Bacteria;p_ NC10 0,043
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,033
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,033
k _Bacteria;p_ OP3 0,028
k_Bacteria;p_ GAL15 0,024

k__Bacteria;p__Chlamydiae 0,022
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2A- Kuzeydogu Genisleme V, Pithos

= k__ Bacteria;p__Actinobacteria
= k__ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

m k_ Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__Bacteria;p__Planctomycetes
m k_ Bacteria;p__Bacteroidetes
m k__Bacteria;p__Firmicutes

= k__Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k_ Bacteria;p__Nitrospirae

= k__ Bacteria;p__TM7

= Unassigned;Other

= k__Bacteria;p__Elusimicrobia

= k__Bacteria;p__WS3

= k__Bacteria;p__Tenericutes

= k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__NC10

= k__Archaea;p__Euryarchaeota
m k_ Bacteria;p__Cyanobacteria
= k_ Bacteria;p__OP3

= k__ Bacteria;p__GAL15

m k_ Bacteria;p__Chlamydiae

Sekil 4.11: 2A-Kuzeydogu Genisleme V, depolama amacghi pithos Orneginin sube bazinda
mikroorganizma oranlari grafigi.



47

Tablo 4.5: 3Y-490 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 65,377
k__Bacteria;p__Proteobacteria 8,923
k__Bacteria;p__Chloroflexi 7,264
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 4,591
k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,539
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 3,051
k__Bacteria;p__Firmicutes 1,880
k__Bacteria;p__Planctomycetes 1,182
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,108
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,611
k__Bacteria;p__ AD3 0,584
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,546
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,414
k_Bacteria;p__ WS3 0,372
k__Bacteria;p_ MVP-21 0,148
Unassigned;Other 0,139
k_Bacteria;p_ WS2 0,087
k__Bacteria;p__Chlamydiae 0,047
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,045
k__Bacteria;p_ TM7 0,043
k__Bacteria;p_ GAL15 0,025

k__Bacteria;p_ NC10 0,011
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3Y-490 iskelet Seviyesi

m k__Bacteria;p__Actinobacteria
m k__ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

m k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k_ Bacteria;p__Firmicutes

m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
= k__Bacteria;p__Nitrospirae

= k_ Bacteria;p__Bacteroidetes
m k_ Bacteria;p__AD3

m k_ Archaea;p__Euryarchaeota
= k__Bacteria;p__Cyanobacteria
= k__Bacteria;p__WS3

= k__Bacteria;p__MVP-21

= Unassigned;Other

= k__Bacteria;p__WS2

= k__Bacteria;p__Chlamydiae

m k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__ Bacteria;p__TM7

= k__Bacteria;p__GAL15

m k_ Bacteria;p__NC10

Sekil 4.12: 3Y-490 No’lu mezar iskelet seviyesi o6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlar
grafigi.
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Tablo 4.6: 4A-493 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 54,273
k__Bacteria;p__Proteobacteria 17,783
k__Bacteria;p__Chloroflexi 6,885
k__Bacteria;p__Firmicutes 5,226
k__Bacteria;p__Acidobacteria 4,710
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,232
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 2,816
k__Bacteria;p__Planctomycetes 2,541
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,293
k__Bacteria;p_ NC10 0,393
Unassigned;Other 0,281
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,206
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,197
k_Bacteria;p_ GAL15 0,057
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,055

k__Bacteria;p_ TM7 0,034
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4A-493 Iskelet Seviyesi

= k__ Bacteria;p__Actinobacteria

= k_ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

= k__ Bacteria;p__Firmicutes

= k__Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
m k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
= k__Bacteria;p__Nitrospirae

m k_ Bacteria;p__NC10

= Unassigned;Other

m k_ Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__Archaea;p__Euryarchaeota

= k__Bacteria;p__GAL15

= k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__TM7

Sekil 4.13: 4A-493 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari
grafigi.
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Tablo 4.7: 5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 64,742
k__Bacteria;p__Proteobacteria 14,089
k__Bacteria;p__Chloroflexi 8,007
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,807
k__Bacteria;p__Acidobacteria 2,030
k__Bacteria;p__Planctomycetes 1,541
k__Archaea;p__Euryarchaeota 1,039
k__Bacteria;p__Nitrospirae 0,957
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,948
k__Bacteria;p__Firmicutes 0,928
Unassigned;Other 0,449
k__Bacteria;p_ WS3 0,352
k__Bacteria;p_ NC10 0,336
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,278
k__Bacteria;p__Elusimicrobia 0,144
k__Bacteria;p__ TM7 0,133
k__Bacteria;p_ GAL15 0,084
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,072
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,028
k__Bacteria;p_ OP3 0,017

k__Archaea;p__Crenarchaeota 0,010
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5A-480 Iskelet Seviyesi

= k__ Bacteria;p__Actinobacteria
= k__ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

= k__ Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__ Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Planctomycetes
m k_ Archaea;p__Euryarchaeota
m k_ Bacteria;p__Nitrospirae

= k__Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k__ Bacteria;p__Firmicutes

= Unassigned;Other

= k_ Bacteria;p__WS3

= k__Bacteria;p__NC10

= k__ Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__Bacteria;p__Elusimicrobia

= k__Bacteria;p__TM7

= k__Bacteria;p__GAL15

= k__Bacteria;p__Fusobacteria

m k_ Bacteria;p__Cyanobacteria
m k_ Bacteria;p__OP3

= k__Archaea;p__Crenarchaeota

Sekil 4.14: 5A-480 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari
grafigi.
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Tablo 4.8: 6A-486 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 63,392
k__Bacteria;p__Proteobacteria 9,788
k__Bacteria;p__Firmicutes 8,130
k__Bacteria;p__Chloroflexi 7,774
k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,464
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 2,458
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,312
k__Bacteria;p__Planctomycetes 1,137
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 1,023
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,630
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,244
k__Bacteria;p_ GAL15 0,189
Unassigned;Other 0,151
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,141
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,093
k__Bacteria;p_ TM7 0,050

k__Bacteria;p_ NC10 0,011
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6A-486 Iskelet Seviyesi

= k__ Bacteria;p__Actinobacteria

= k_ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Firmicutes

= k__ Bacteria;p__Chloroflexi

= k__Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
m k_ Bacteria;p__Nitrospirae

m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
=k Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k_ Bacteria;p__Cyanobacteria

m k_ Bacteria;p__Bacteroidetes

= k_ Bacteria;p__GAL15

= Unassigned;Other

= k__Archaea;p__Euryarchaeota

= k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__TM7

= k__Bacteria;p__NC10

Sekil 4.15: 6A-486 No’lu mezar iskelet seviyesi orneginin sube bazinda mikroorganizma oranlar
grafigi.
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Tablo 4.9: 7A-487 No’lu mezar iskelet seviyesi 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari.

| Alem-Sube | Mikroorganizma Orani (%) |
k__Bacteria;p__Actinobacteria 59,193
k__Bacteria;p__Proteobacteria 13,268
k__Bacteria;p__Chloroflexi 8,918
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 4,366
k__Bacteria;p__Acidobacteria 3,698
k__Archaea;p__Euryarchaeota 2,215
k__Bacteria;p__Planctomycetes 1,988
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,890
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 1,341
k__Bacteria;p__Firmicutes 0,820
Unassigned;Other 0,566
k__Bacteria;p_ WS3 0,441
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,305
k__Bacteria;p_ NC10 0,271
k__Bacteria;p_ GAL15 0,178
k__Bacteria;p_ TM7 0,124
k__Bacteria;p__Elusimicrobia 0,108
k__Bacteria;p_ OP3 0,066
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,049
k__Bacteria;p__Chlamydiae 0,038
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,038
k__Bacteria;p__ OD1 0,033
k__Bacteria;p__Armatimonadetes 0,029

k_Bacteria;p_ TM6 0,015
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7A-487 iskelet Seviyesi

= k_ Bacteria;p__Actinobacteria

= k_ Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Chloroflexi

m k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__ Bacteria;p__Acidobacteria

= k__Archaea;p__Euryarchaeota

m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
m k_ Bacteria;p__Nitrospirae

= k__ Bacteria;p__Verrucomicrobia
m k_ Bacteria;p__Firmicutes

= Unassigned;Other

= k_ Bacteria;p__WS3

= k__ Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__ Bacteria;p__NC10

= k__Bacteria;p__GAL15

= k__ Bacteria;p__TM7

= k__Bacteria;p__Elusimicrobia

= k__Bacteria;p__OP3

= k_ Bacteria;p__Fusobacteria

m k_ Bacteria;p__Chlamydiae

= k__Bacteria;p__Cyanobacteria

= k_ Bacteria;p__0D1

= k__ Bacteria;p__Armatimonadetes
= k__ Bacteria;p__TM6

Sekil 4.16: 7A-487 No’lu mezar iskelet seviyesi drneginin sube bazinda mikroorganizma oranlart
grafigi.
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Tablo 4.10: 8A-486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlart.

Alem-Sube Mikroorganizma Orani (%)
k__Bacteria;p__Actinobacteria 70,081
k__Bacteria;p__Chloroflexi 7,088
k__Bacteria;p__Proteobacteria 6,560
k__Bacteria;p__Firmicutes 5,426
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes 3,804
k__Bacteria;p__Acidobacteria 2,172
k__Bacteria;p__Nitrospirae 1,873
k__Archaea;p__Euryarchaeota 0,811
k__Bacteria;p_ NC10 0,395
k_Bacteria;p_ GAL15 0,311
Unassigned;Other 0,297
k__Bacteria;p__Planctomycetes 0,292
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia 0,252
k__Bacteria;p__Cyanobacteria 0,245
k__Bacteria;p__Bacteroidetes 0,157
k_Bacteria;p__ AD3 0,126
k__Bacteria;p__Fusobacteria 0,065

k__Bacteria;p_ TM7 0,033
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8A-486 Mezar Hediyesi HUI 5

= k_ Bacteria;p__Actinobacteria

= k__ Bacteria;p__Chloroflexi

= k__Bacteria;p__Proteobacteria
= k__Bacteria;p__Firmicutes

= k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
= k__Bacteria;p__Acidobacteria

m k_ Bacteria;p__Nitrospirae

m k_ Archaea;p__Euryarchaeota

m k_ Bacteria;p__NC10

m k_ Bacteria;p__GAL15

= Unassigned;Other

m k_ Bacteria;p__Planctomycetes
= k__Bacteria;p__Verrucomicrobia
= k__Bacteria;p__Cyanobacteria

= k__Bacteria;p__Bacteroidetes

= k__Bacteria;p__AD3

= k__Bacteria;p__Fusobacteria

= k__Bacteria;p__TM7

Sekil 4.17: 8A-486 No’lu mezar hediyesi HUI 5 6rneginin sube bazinda mikroorganizma oranlari
grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez kapsaminda kullanilan 6rnekler, Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliinde bulunan
480, 486, 487, 488, 490, 493 No’lu mezarlarin iskelet seviyelerinden, 453 No’lu mezar
hediyeleri HTJ 2 ve HTJ 3’ten, 480 No’lu mezar hediyesi HUP 8’ten, 486 No’lu mezar hediyesi
HUI 5’ten, 493 No’lu mezar hediyesi HVL 2°den ve Kuzeydogu Genisleme V agmasi igerisinde
yer alan depolama amagli kullanildig: diisiiniilen pithosun igerisinden steril bir sekilde alindi.
Mikroorganizmalarin yogun olarak bulanabilecegi seviyelerden 6rnek alindi. Bagirsaklardaki
mikroorganizma yogunlugu g6z Oniinde bulundurularak mezarlarin iskelet seviyesi

orneklerinin, iskeletin karin bolgesinden alinmasina dikkat edildi.

Bu tez caligmasi i¢in alinan toplam 12 farkli 6rnegin DNA izolasyonu, toprak érneklerinden
DNA izolasyonu i¢in tasarlan Soil DNA Isolation Kit (Norgen Biotek, Ontario, Kanada,
Katalog no: 26500) kullanilarak yapildi ve izole edilen DNA miktarlari spektrofotometrik
Ol¢tim yapilarak tespit edildi. Elde edilen DNA konsantrasyonlari ortalama 10 ng/pl’dir (Tablo
4.1). Bu kit ile yapilan toprak izolasyonlarinda DNA konsantrasyon degerlerinin yaklagik
olarak 20-25 ng/ul araliginda goriilmesi beklenmektedir®. Orneklerden izole edilen DNA
konsantrasyon degerleri, beklenen degerlerden diisiik ¢ikmistir. Bu durumun, orneklerin

yaklasik 2000-2500 yillik mezarlardan alinmis olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Yapilan spektrofotometrik dl¢limler sonucunda elde edilen 260/280 ve 260/230 absorbsiyon
oranlari (Tablo 4.1) DNA’nin beklenen oranlarda saf olarak izole edilemedigini gostermektedir.
Ozellikle 260/230 absorbsiyon oraninin beklenen deger araligmin® (2.0-2.2) altinda oldugu
tespit edildi. DNA, RNA ve proteinlerin izolasyonunda kullanilan ve asit fenol igerdigi bilinen
kimyasal ¢ozeltiler, 230 nm’de pik vermektedir ve bu sebeple DNA izolasyonu sonrasi
spektrofotometrik dlgiimlerde 260/230 absorbsiyon oranlar1 beklenenden diisiikk ¢ikmaktadir
(Desjardins ve Conklin, 2010). Bu tez kapsaminda DNA izolasyonu i¢in kullanilan Soil DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek, Ontario, Kanada, Katalog no: 26500) ticari bir {iriin olmasindan
dolay1 kit soliisyonlarinin igerikleri firma tarafindan verilmemektedir. DNA izolasyonu yapilan
orneklerin 260/230 absorbsiyon oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle, bu kit soliisyonlarinin

icerisinde de asit fenol igeren ¢ozeltilerin oldugu diisiiniilmektedir.

4 https://norgenbiotek.com
S http://tools.thermofisher.com
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Tez galismasi kapsaminda DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin 16S rRNA genlerinin V3-V4
bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi. PZR sonucunda ~460 bg¢’lik DNA dizileri elde edildi.
Benzer yontemle mikrobiyotadaki farkliligin tespit edildigi Cho ve dig.’nin (2019) yaptigi
calismada, Hepatoselliiler Karsinom ve Siroz hastalarindan alinan kan 6rneklerinden izole
edilen DNA’larin 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgesi ¢ogaltilmistir ve bu hastalarin
kanlarindaki mikrobiyal cesitlilik tespit edilmistir. Hepatoselliiler Karsinom hastalarinin
mikrobiyal ¢esitliliginin, siroz hastalalarina ve kontrol grubuna gore dnemli 6lgiide farklilik
gosterdigi ve Hepatoselliller Karsinom hastalarinda bulunan bazi mikroorganizmalarin

potansiyel biyobelirtecler olabilecegi belirtilmistir.

PZR sonucunun kalitatif analizi yapildi ve 12 drnekten 8 tanesinin VV3-V4 bolgelerinin basariyla
cogaltilabildigi tespit edildi (Sekil 4.1). Antik kalintilardan elde edilen, radyasyon, indirgeyici
molekiiller vb. zorlu kosullara maruz kalan DNA’larda pargalanmalar olabilmektedir ve
parcalanan DNA dizileri PZR’de hedeflenen boyutta ¢ogaltilamamaktadir (Fuks ve dig., 2018).
Orneklerin antik kent nekropoliinden alimis olmasi nedeniyle, V3-V4 bdlgesi gogaltilamayan

4 6rnekte DNA’larin parcalanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgeleri basariyla ¢ogaltilan 6rnekler
[llumina MiSeq sistemi ile dizilendi ve ~460 b¢ uzunlugunda diziler elde edildi. Bat1 Sicilya'da
kesfedilen Arkaik Monte lato'daki bir yapidan alinan toprak 6rneklerinin dizilemesi de lllumina
MiSeq sistemi kullanilarak yapilmistir. Yemek atig1 imha edilen alandan ve somineden alinan
toprak oOrneklerindeki mikroorganizma cesitliligi kiyaslanmistir. Somineden alinan toprak
orneklerindeki mikroorganizmalarin karboksilik ve asetik asitleri metabolize ettigi, yemek atig1
imha edilen alandan alinan toprak Orneklerindeki mikroorganizmalarin ise karbonhidratlari

metabolize ettigi tespit edilmistir (Margesin ve dig., 2017).

Bu ¢alismada, lllumina MiSeq sistemi kullanilarak fasta ve qual formatinda elde edilen dizilerin
metagenomik analizi QIIME 1.9.1 versiyonu kullanilarak yapildi. Metagenomik analiz
sonucunda 8 drnek igerisinde toplam 2 alem, 37 sube, 112 sinif, 211 takim, 336 familya, 468
cins ve 505 tiir tespit edildi. Taksonomik analiz sonucunda tespit edilen mikroorganizma
subeleri bu tez kapsaminda degerlendirildi (Tablo 4.3-4.10, Sekil 4.10-4.17). Kim ve dig.’nin
(2018) Cin lahanasi lizerindeki patojen mikroorganizmalari tespit etmeyi amagladigi caligmada,

[llumina MiSeq sistemi kullanilarak elde edilen dizileme verilerinin metagenomik analizlerini
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QIIME ile yapilmistir ve sonucunda biitiin 6rneklerden toplam 29 sube, 169 takim, 322 familya

ve 767 cins tespit edilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen taksonomik analiz sonuglarina gore, dizilenen 8 6rnekte goriilen
en yliksek mikroorganizma yogunlugu Actinobacteria subesinde tespit edildi. Toprak ve su
ekosistemlerinde farkli tiirleri bulunan Actinobacteria, toprakta daha c¢ok mantar gibi
davranarak organik maddelerin bitkiler tarafindan kullanilabilmesi i¢in pargalanmasini saglar.
Bu nedenle tarim ve orman ekosisteminde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Actinobacteria’nin
diger bakterilerden evrimsel olarak ayrigmasi daha eskiye dayanmaktadir. Bu da filogenetik
olarak yakin olan bakterilerin tespit edilmesini imkansiz kilmaktadir (Ventura ve dig., 2007).
Antandros Antik kenti nekropolii hem mezarlik olarak hem de yerlesim alani olarak yaklasik
700 yil araliksiz kullanilmistir (Yagiz, 2009). Elde edilen bulgular sonucunda yerlesim alani
olarak kullanildigi donemde, bu alanin tarim alan1 olarak da kullanilmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda nekropoliin bulundugu konumun c¢evresinin giiniimiizde
zeytin agaclari ile kapli olmasi bu bakteri subesinin yogun goriilme nedenini aciklar niteliktedir.
Actinobacteria’nin uzun yillar 6nce evrimlesmis oldugu goz oniinde bulunduruldugunda ise,
Antandros Antik kenti nekropoliiniin mezarlik ya da yerlesim alan1 olarak kullanilmadan 6nce

de bu alanin zeytin agaglariyla kapli ormanlik bir alan olabilecegi diisiiniilmektedir.

Elde edilen taksonomik verilerde Actinobacteria’dan sonra en yogun goriilen sube
Proteobacteria’dir. Proteobacteria, birgok insan patojen tiirli icerdigi bilinen biiylik bakteriyel
subelerden biridir. Sadece bagirsakta degil, ekstraintestinal hastaliklarda da rol oynadigi
yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur. Daha giincel ¢alismalar astim ve kronik obstriiktif
akciger hastalig1 gibi akciger hastaliklarinda da rol oynadigini1 gostermektedir (Rizzatti ve dig.,
2017). Bu patojen tiirlerini igeren Proteobacteria subesi, bu bolgede bu patojenlerden kaynakli
hastaliklarin gegmis donemde yasanmis olma ihtimalini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
nekropoliin tepenin yamacina konumlanmis olmasi dolayisiyla, yagmur sular1 ve erozyonla
birlikte nekropoldeki toprak katmanlarinin zamanla birbirine karismis oldugu diisiiniilmektedir
(Yagiz, 2009). Insan patojenleri ile iliskilendirilen bu bakteri subesinin sadece iskelet seviyesi
orneklerinde degil, biitiin 6rneklerde yiiksek miktarda tespit edilmesinin sebebinin yagmur

sular1 ve erozyon olabilecegi diisliniilmektedir.

Alinan toprak 6rneklerinden izole edilen mikroorganizma oranlarinin yiiksek oranda goriildiigii

Chloroflexi, Acidobacteria, Gemmatimonades, Firmicutes subeleri ise, reaksiyon bazl
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fototropi ile iligkilendirilen subelerdir. Hatta patojen olmayan bazi Proteobacteria tiirleri de bu
gruba dahildir (Ward ve dig., 2018). Fotosentezin evrimsel siirecine bakildiginda bu subelere
ait tiirlerin 151k duyarliligiyla karbon déngiisii yapabildigi goriilmiistiir °. Buna reaksiyona baglh
fototropi  denilmektedir. Bu nedenle bu subeler fotosentez mekanizmast ile
iliskilendirilmektedir (Ward ve dig., 2018). Bu fotosentez mekanizmasinin evrimi ile
iliskilendirilen bakteri subeleri, yine tarim alanlar1 ve ormanlarin ¢esitli donemlerde nekropol

alaninda bulunmus olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biitiin 6rneklerde belirli miktarlarda tespit edilmis olan Planctomycetes ve Nitrospirae subeleri
ise, deniz sularinda bulunan mikroorganizmalardir. Her iki sube de azot dongiisiinde 6nemli rol
oynarlar ve deniz sularindaki 6nemli nitrik oksitleyicilerdendir (Garrity ve Holt, 2001; Fuerst
ve Sagulenko, 2011). Bu iki subenin, ele alinan diger mikroorganizmalardan daha az oranda
tespit edilmesi ve nekropoliin deniz seviyesine ¢ok yakin bir konumda bulunmasi, nekropoliin
yerlesim alani ya da mezarlik olarak kullanilmadan 6nce sular altinda olabilecegini ve zamanla
bu deniz suyunun c¢ekilip nekropoliin giiniimiizdeki halini almis olabilecegini

distindiirmektedir.

Elde edilen taksonomik verilerin en ¢arpict olani ise, her 6rnekte farkli yogunlukta tespit edilen
arke subesi Euryarchaeota’dir. Dizilemesi yapilan 6rnekler icerisinde en yiiksek Euryarchaeota
orani 1A-453 No’lu mezar hediyesi HTJ 3’te goriildii (Tablo 4.3). Euryarchaeota, yiiksek
sicaklik degerlerinde, tuz orani yiiksek ortamlarda ya da pH degeri ¢ok diisiik ortamlarda
goriilebilmektedir. Bu nedenle bu subede, termofilik ve asidofilik tiirler bulundurmaktadir’.
Arkeolojik bulgulara bakildiginda ise bu mezarin bir kremasyon mezar oldugu goriilmektedir.
Euryarchaeota subesinin termofilik olmasi ve mezarin gdmii ¢esidinin kremasyon olmasi, iki
farkli disiplinden elde edilen bulgularin birbirini destekledigini gosterir niteliktedir. Diger bir
kremasyon mezar olan 486 No’lu mezara ait mezar hediyesi HUI 5°te tespit edilen
Euryarchaeota, o 6rnek igerisinde yiiksek oranda goriilen subeler arasindadir (Tablo 4.10).
Bununla birlikte ayni1 kremasyon mezar ait olan 486 iskelet seviyesi orneginin Euryarchaeota
orani diger kremasyon Orneklere gore diisiik ¢ikmistir (Tablo 4.8). Bunun sebebi, 6rnek
toplama, DNA izolasyonu ya da PZR basamaklarinda meydana gelmis insan kaynakli hatalar

olabilir. Kremasyon olmayan 5A-480 No’lu (Tablo 4.7) ve 7A-487 No’lu (Tablo 4.9)

8 https://evrimagaci.org
7 http://www.bilimteknik.tubitak.gov.tr
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mezarlarin iskelet seviyesi Orneklerinde de, diger oOrneklere kiyasla yiiksek oranda
Euryarchaeota tespit edildi. Bu bulgu ise, bu iki mezarin {ist seviyesinde ya da yakinlarinda

kremasyon mezar olabilecegi ya da ¢ikabilecegi ihtimalini diigiindiirmektedir.

Elde edilen taksonomik sonuglarda alem basamaginda tespit edilen mikroorganizmalarin, 1-A
453 HTJ 3 6rneginde %0.72’sinin, 2A-Kuzeydogu Genisleme V Pithos 6rneginde %0.43 {iniin,
3Y-490 iskelet seviyesi 6rneginde %0.14 liniin, 4A-493 iskelet seviyesi drneginde %0.28’inin,
5A-480 iskelet seviyesi 6rneginde %0.45’inin, 6A-486 iskelet seviyesi drneginde %0.15’inin,
7A-487 iskelet seviyesi 0rneginde %0.56’siin, 8A-486 HUI 5 6rneginde %0.3 {iniin kullanilan
veri tabaninda (Greengenes 13.8) kayithi mikroorganizmalardan herhangi biriyle eslesmedigi
goriildi (Tablo 4.3-Tablo 4.10). Metagenomik c¢alismalarla elde edilen verilerin, mevcut veri
tabanlarma katki sunmasi, yeni kesfedilecek mikroorganizmalarla bu veri tabanlarinda

tanimlanamayan mikroorganizmalarin oranlarini azaltmasi1 beklenmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Balikesir/Antandros Antik Kenti nekropoliiniin mikrobiyal
cesitliligi tespit edildi. Tez kapsaminda elde edilen bulgular, arkeolojik bulgular1 destekler
niteliktedir. Antandros Antik Kenti nekropoliiniin mikrobiyal ¢esitliliginin daha genis bir
perspektifle anlasilmasi icin, bu alanda yeni metagenomik calismalarin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu alanda yapilacak olan metagenomik ¢alismalar sayesinde, elde edilecek yeni
verilerle bdlgenin ge¢misine dair daha kapsamli ¢ikarimlarin yapilmasi miimkiin olacaktir.
Bununla birlikte, mevcut veritabanlarinda tanimlanamayan yeni mikroorganizmalarin kesfine
olanak saglayacaktir. Bu tez c¢aligmasi, Tiirkiye’deki antik kentlerde yapilacak olan

metagenomik ¢aligmalara oncii olacak ilk ¢alisma niteligindedir.
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EKLER

EK 1. Kuva-yi Milliye Miizesi Miidiirliigii Komisyon Raporu.

KOMISYON RAPORU

Ilgi: Prof. Dr. Giircan POLAT in 01.11.2016 tarihli bagvurular.

Prof. Dr. Gurcan POLAT baskanligindaki bir ekip tarafindan [limiz Edremit
llgesi’ndeki Antandros Antik Kenti Kazis1 2016 yili kazi sezonunda bulunan ve ekli listede
belirtilen;

Toplam 162 poset, 37 kasa etiitliik ve amorf eser restorasyon, temizlik ve bilimsel
galisma ve degerlendirme vapilmak tizere Ege Universitesi Edebiyat Fakiiltesi Arkeoloji
Bolumii Laboratuvanna,

Antandros Antik Kenti nekropoliinden steril kogullarda alinan ve ekte listesi bulunan
toplam 30 kalem toprak ve 34 adet dis drnegi metagenomik ve antik DNA konulu yuksek
lisans tez calismalannda kullamlmak tzere Istanbul Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi
Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolumunin antik DNA  Laboratuvanna gotiriimesi
komisyonumuzca uygun bulunmustur.

Bilgilerinize arz ederiz.07.12.2016 )
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EK 2. Kuva-yi Milliye Miizesi Miidiirliigii Komisyon Raporu (devami).

MUZE KOMISYON RAPORU FORMU

KazvArastirma Ady Antandros Antik Kenti Kazisi

Kaz/Arastirma Baskam Prof Dr. Giircan POLAT

Kazv/Arastirma Baskan Vekili-
Yardimas:

Kazi/Arastirma

R hkesir 1l E t flgesi k Mahall
ili/ilcesi/Kayii/Mahallesi Bahkesir 111 Edremut Iigesi Altinoluk Mahallesi

Rapor Tarihi 07.12.2016

ilgili Miize Miidiirliigii Balikesir Kuva-yi Milliye Mizesi Mudiirlugi

Orneklerin Gitiiriilecegi Yer Istanbul Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Molekiiler
(Universite/Laboratuvar vb.) Biyoloji ve Genetik Bolimii Laboratuvan
30 kalem ve
‘insi Toprak ve D1 Mikt
Cinsi oprak ve Dig iktar Sdudis
iade Edilecegi Tarih
Miize Komisyon Uyesi Girev Yeri Unvam imzasi
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EK 3. Miize Miidiirii izin Belgesi.

.

T,
BALIKESIR VALILIGI
il Kiiltiir ve Turizm Miidiirligi
Kuva-vi Millive Miizesi Miidiirligii

SAYI : 35164542 -160.02/ [ 33T 08/12/2016
KONU: Antandros Antik Kenti Kazisi

Sn. Prof. Dr. Giircan POLAT
Ege Universitesi Edebiyat Fakiiltesi Arkeoloji Boliimii

llgi:- 01.11.2016 tarihli dilekgeleriniz

Ngi dilekgeler ile; 2016 yili Antandros Antik Kenti Kazisinda bulunan etiitlik ve amorf
eserler Ege Universitesi Edebiyat Fakiltesi Arkeoloji Bolimii Laboratuvanna, nekropol
alamindan alinan toprak ve dis ornekleri Istanbul Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekaler
Biyoloji ve Genetik Balimiinun Antik DNA Laboratuvarina gotirilmek istenen eserler
Miidarlagimizee olugturulan komisyon tarafindan incelenmig olup, konuya iligkin hazirlanan
raporlar yazimiz ekinde iletilmektedir.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

funda UNAL
" Miize Miidiirii

EK:
-Komisyon Raporu (2 adet)

A Hige
Bilgi lgin: 0266 2433181

Adres: Anafartalar €. N. 58 Kuva-vi Millive Moze Modordogo/BALIKESIR
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EK 4. Kazi1 Baskam izin Belgesi.

Prof.Dr. Glrcan POLAT
Ege Universitesi
Edebiyat Fakiiltesi
Arkeoloji Bolima
Bomova/IZMIR

Tel: 0232 3113949
GSM: 0537 3855930

E-posta: gurcan.polat@ege.cdu.tr

Sayin Ilgiliye,

Baskanhigim altinda 2007 yilindan beri yiiriitilmekte olan Antandros
kazisindaki mezarlardan steril ortamda alinan 30 birim toprak ve 34 adet dis
Dog. Dr. Ercan ARICAN yiiriitiiciiliigiinde istanbul Universitesi, Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii’'nde incelenmek ve ¢aligilmak iizere izin verilmistir.
Bilgilerinize sayg ile arz olur. 07.02.2017

Prof.Dr. Giircan POLAT
Antandros Kazi Baskani
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