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Ozet

Yeni nesil sekanslama (next-generation sequencing, NGS) teknolojisinin gelistirilmesi ile canlilardaki genomik bilginin agiga
gikartilmasi 6nemli derecede hiz kazanmistir. Bu gelisme ile genomlari belirlenen organizmalarin sayisindaki artis dikkat
cekmektedir. Bu sekanslama yonteminde temel yaklasim, tim genomun kisa dizilere bdliinmesi ve fragmentler halinde okunmasi
ve ardindan bunlar igin gelistirilen yazilim programlari ile bu fragmanlarin birlestirilmesidir (Contig Assembly). Ancak, bu kisa
dizileri okuma yaparak sekanslama (short-read sequencing) platformlarinin bazi kisitlamalarinin oldugu gorilmustir. Bu yeni

sekanslanan genom dizilerinin cogunun tamamlanmamis, genetik igerigi temsil eden taslaklar halinde kaldigi bilinmektedir.

Bu calismada, yuksek bor konsantrasyonu iceren ortamlarda yasayabilen Bacillus boroniphilus bakterisinin genom belirlenmesi
calismalari sirasinda, belirlenemeyen sekans dizilerinin hangi DNA dizileri oldugunun agikliga kavusturulmasi amaglanmistir.
Genom birlestirme islemleri sirasinda goriilen gap (bosluk) bolgelerinin sekans dizilerinin belirlenebilmesi igin ylzlerce primer
dizayn edilerek PZR islemleri sonucu elde edilen Urlnlerin sekans analizlerinin sonuglarinin degerlendirilmesi ile neredeyse
hepsinin transpozaz oldugu gorilmustir. Gap bdlgeleri hakkinda elde edilen bu bilgiler yeni nesil genom sekanslama

galismalarindaki verimliligin arttirilmasi igin oldukca 6nemlidir.
Anahtar Kelimeler: Transpozaz, Yeni Nesil Genom Sekanslama, Gap (Bosluk), Bacillus Boroniphilus, Shotgun Sekanslama.

Abstract

The introduction and development of next-generation sequencing (NGS) has had a significant impact on revealing genomic
information in living things. With this development, it attracts attention in the number of organisms whose genomes are identified
in a wide range. The basis of this sequencing method is that the entire genome is read into fragments by dividing them into short

sequences and then combined with software programs developed for them. However, short-read sequencing platforms have some
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limitations. Most of these newly sequenced genome sequences were found to remain incomplete, in drafts representing genetic
content.

In this study, it is aimed to clarify which DNA sequences are undetectable sequences during the genome determination studies of
Bacillus boroniphilus bacteria which can live in environments with high boron concentration. In order to determine the sequence
sequences of the gap regions seen during genome assembly processes, hundreds of primers were designed and the results of the
sequence analyzes of the products obtained as a result of the PCR processes were found to be transposases. This information about
gap regions is very important for increasing the efficiency of next generation genome sequencing studies.

Keywords: Transposase, Next Generation Sequencing, Gap, Bacillus Boroniphilus Shotgun Sequencing.
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GIRIiS
Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri olarak adlandirilan ikinci nesil dizileme platformlarinin

ortaya c¢ikisi, agik veritabanlarindaki genomik verilerin bilim diinyasina kazandirilmasinda 6nemli

derecede artig saglamistir (Chain vd., 2009).

Illumina HiSeq, lonTorrent PGM, Roche 454 FLX ve ABI SOLiD gibi NGS platformlar1, Sanger
sekanslama teknigi (Sanger vd., 1977) ile karsilastirildiginda, bu platformlarin daha yiiksek bir
sekanslama kapasitesine sahip olduklar1 ve bu avantajlarindan dolayr 6nemli 6l¢iide daha fazla veri
irettikleri goriilmistiir (Liu vd., 2012). Ancak bu sistemlerde karsilagilan baslica sorun, genomun kisa

uzunluktaki okumalardan dolay1 daha az tamamlanmasi ve parcalar halinde kalmasidir (Liu vd., 2012).

Bakteriyel tiim genom sekanslama caligmalari, yeni kesfedilen organizmalarin genomlarinin
belirlenmesi, bilinen organizmalarin genom dizilerinin tamamlanmast ve farkli ya da benzer canl
tiirlerinin genom dizilerinin karsilastirilmas1 ile genetik diizeyde ne kadar iliskili olduklarinin
anlasilmasi i¢in 6nemli bilgiler sunmaktadir. Bakterilerde genom belirleme ¢aligmalari incelendiginde
Shotgun sekanslama tekniginin, genom diziliminde kullanilan yontemler arasinda dnciil teknolojilerden

biri oldugu goriilmektedir.

Tiim genom shotgun sekanslama yontemi ilk olarak 1979 yilinda Staden tarafindan One
stirlilmistiir. Ardindan bu yontem ile ilk sekanslanan genom 1981'de yayinlanan karnibahar mozaik
virlisii olmustur (Gardner vd., 1981). Teknik gelistirilirken, rastgele par¢alanan DNA fragmentlerinin
siral1 bir sekilde dizilebilmesi ve programlarin bunlari birbirlerine ekleyerek dizilimi tamamlayabilmesi
icin DNA fragmentleri uzunlugu hakkinda bir ¢ok goriis 6ne siiriilmiis ve kullanilmistir (Edwards ve
Caskey, 1991; Edwards vd., 1990; Roach vd., 1995).

Gelistirilen teknik, 1995 yilinda The Institute for Genomic Research (TIGR) tarafindan

Haemophilus influenzae genomu (Fleischmann vd., 1995), 2000 yilinda Celera Genomics tarafindan ilk

13



Sezer-Kiirkgii et al. | Uluslararasi: Fen Arastrmalarinda Yenilikgi Yaklasimlar Dergisi |
International Journal of Innovative Approaches in Science Research, 2021, Vol. 6 (1), 12-22

olarak Drosophila melanogaster (meyve sinegi) ve ardindan insan genomunu dizilemek igin
kullanilmigtir (Adams vd., 2000). Shotgun sekanslama i¢in elde edilen genomik DNA’nin tek bir hiicre
tipinden gelmesinin 6nemli oldugu belirtilmistir (Lasken, 2012; Ishoey vd., 2008).

Shotgun sekanslamada, dizilenecek olan DNA rastgele olarak ¢ok fazla sayida kii¢iik parcalara
boliinmektedir (kirilir, kesilir). Daha sonra tiim genom dizilimini sirali halde elde etmek i¢in bilgisayar
programlari kullanilarak bu kiigiik DNA parcalarinin birbirleri ile ortiisen uclarini eslestirilmesi ile ana
iskelet pargalar1 (“scaffold kontigleri”’) olusturulmaktadir. Bu contigler birbirlerine eklenerek siirekli bir
sira halinde bir araya getirilmektedirler. Bu sekilde tiim genom dizisinin sirali bir sekilde dizilmesi
saglanmaktadir (Staden, 1979; Anderson, 1981). Tim genomun assembly edilmesi (bir araya
getirilmesi) i¢in gesitli programlar kullanilmaktadir. Birgok ¢alisma igin yararli olmasina ragmen, taslak
genomlarin bitmemis ve par¢alanmis yapisindan dolay1r bu genomlarda, karsilastirmali genomik ve
yapisal genomik analizlerinin verimli bir sekilde yapilmasit miimkiin degildir (Ricker vd., 2012). Bunun
yani sira, dizi, kapsam disina (6rnegin; kontig ya da scaffold ucuna) yerlestirilmigse ya da yanlis biraraya
getirilmigse bazi genler kacirilabilir (Klassen ve Currie, 2012). Bu yiizden ¢esitli yazilimlar
gelistirilmigtir. Klasik olarak kullanilan Phrap (http://www.phrap.org/phredphrap/) ve CAP3 (Huang ve
Madan, 1999) gibi sekans assembler programlarinin yerini De Bruijn graph algoritmasina dayanan
(Pevzner vd., 2001; Compeau vd., 2011), Velvet (Zerbino ve Birney, 2008), ABySS (Simpson vd.,
2009), Ray (Boisvert vd., 2010), SPAdes (Bankevich vd., 2012), SOAPdenovo (Luo vd., 2012) ve
Newbler (Genivaldo vd., 2013) gibi programlar almustir.

Newbler assembler programi, 454 Life Sciences firmasinin gelistirmis oldugu ve 454 sekanslama
cihazlari ile birlikte dagitim1 yapilan, dogru contigleri olusturmak ve pirosekanslamada yapilan hatalari
da goz 6niinde bulundurarak gelistirilen bir yazilim programdir (Genivaldo vd., 2013). Bu program ile
okumalardan elde edilen niikleotit dizilerinin birbirleri ile contigleri olusturularak dizilerin ard arda
eklenmesi ile scaffoldlar (iskele) olusturulur ve bu scaffoldlarin birlestirilmesi ile genom dizisinin sirali
bir sekilde dizilmesi saglanmaktadir. Ancak bu dizi olusturulurken hem olusturulan scaffoldlar arasinda
hem de scaffoldlar icerisinde dizinin devamlilik gdsteremedigi bosluk (gap) bolgeleri olusmaktadir.
Genom tamamlama contig ya da scaffoldlarin bilinmeyen bolgelerinin (gap bolgeleri) tamamlanmis
sekanslara doniistiiriilmesi ile gerceklestirilir. Bir taslak genomu (draft genome), bir veya birkag¢ contig
ve scaffold (iskele) dizisinden olusabilir (Land vd., 2015). Burada hedef, genomun bosluk bélgelerinin
tamamlanmasi ile tamam dizilenmis ("closed") ve eksiksiz elde edilmesidir (Mardis vd., 2002; Maiti

ve Bouvagnet, 2001).

Ozellikle yeni kesfedilmis ve fenotipik olarak da ilging dzelliklere sahip mikroorganizmalarin
tiim genom dizilerinin bilinmesi, ardindan gelecek olan ¢aligmalar igin temel olusturmakta ve yeni
calismalara yol agmaktadir. Bacillus boroniphilus bakterisi de hem ¢ok ¢alisilmamus bir bakteri olup

hem de bu ekstrem 6zelliklere sahip bakteriler arasinda yer almaktadir.
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Bacillus boroniphilus bor agisindan ekstremofilik bir bakteridir. Bu bakteri 450 mM borik asit
igeren besiyeri ortaminda tireme gostermektedir. Bacillus boroniphilus bakterisi hem yasayabilmesi i¢in
bora ihtiya¢ duymakta hem de ¢ogu canlinin yagayamayacagi bor konsantrasyonunda yagamini devam
ettirebilmektedir (Iftikhar vd., 2007). Dogada bor ile dogrudan temas halinde olan ve bagka canlilarin
yasayabilmesinin imkansiz oldugu yiiksek bor konsantrasyonlarinda yasayabildigi goriilen canlilar
oldukca ilgi ¢ekici olmustur. Bu canlilar ile yapilan calismalar sonucunda borun biyokimyasal ve
molekiiler rollerinin arastirilmasina olanak saglayacagi diistiniilmistiir. Bacillus boroniphilus bakterinin
genom belirleme ¢aligmalar1 2013 yilinda tamamlanmis olup literatiir diinyasina kazandirilmistir (C6l
vd., 2014). Bu bakterinin genom dizisinin belirlenmesinde C6l ve arkadaslari (2013) tarafindan shotgun

dizileme yontemi (shotgun sequencing) kullanilmustir.

Bacillus boroniphilus bakterisinin full genom sekansi belirlenirken elde edilen scaffold
kontiglerinin baz1 bolgelerinde birbirleri ile oOrtiisen kisimlarinin olmadigi goriilmiistiir. Caligmada,
shotgun ve paired-end verileri kullanilarak yapilan birlestirmeler sonucu elde edilen "build"'de iki gesit
gap (bosluk) bolgesine rastlanmistir. Bunlardan bir tanesi scaffoldlarin igerisinde bulunan gap'ler, digeri
ise scaffold aras1 gap'lerdir. Bu ¢alismada Bacillus boroniphilus’un genomunun tamamlanmasi i¢in bu

gap (bosluk) bolgelerindeki sekans dizileri belirlenmistir.
MALZEMELER ve YONTEMLER

Full genom dizisinin eksiksiz tamamlanmasi, genomdaki bilgi kaybini azaltmak ve ilgili
organizmanin  genomik Ozelliklerinin daha eksiksiz ~gOsterilmesini  saglamaktadir. Draft
(tamamlanmamus, taslak) genomlardaki aralik bolgelerinin kapatilmasinda genel olarak izlenilen yol su
sekildedir; “1. Birbirini izleyen contiglerin iki ucundan primerlerin dizayn edilmesi”, “2. PZR
amplifikasyonu”, “3. Sanger sekanslama”, “4. Bolgesel assembly”, “5. Manuel tamamlama”. Bu

calismada da PZR amplifikasyonu yontemi kullanilmustir.

Roche 454 Sekanslama platformu kullanilarak gerceklestirilen shotgun dizileme deneyleri ile
Bacillus boroniphilus’un de novo genom sekansi belirleme c¢alismalari gergeklestirilmistir. C6l ve
ark.’larinin gergeklestirdigi bu ¢alismada 84,872,624 bazlik okuma elde edilmistir. Genomun 5' ucundan
3'ucuna dogru olarak siralanabilmesi i¢in 4 farkli eslesebilen sonlu genom kiitiiphaneleri hazirlanmusgtir.
Tam plaka okuma sonucu 194.092.510 total baz sekanslanmistir. Birlestirme analizleri sonucunda 3

tanesi biyiik olmak iizere toplam 13 iskelet (scaffold) elde edilmistir (Col vd., 2014).
Primer dizaym

Scaffold kontiglerinin birlestirme ¢alismalarinda “build”lerdeki gap bolgelerinin sekans

dizilerinin belirlenebilmesi i¢in toplamda 298 (149 ¢ift) adet primer tasarlanmustir (Cizelge 1).
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bolgelerinin sekans dizilerinin belirlenebilmesi i¢in dizayn edilen primerlerin listesi.

Contig Position Primer name Primer # seq

contig00002 6121-6143 Sc01_C002_F1 col_ripurt.5 aatgtatacaaactagctaaata
contig00003  283-304 Sc01_C003 R1 col_ripurt.6 aaccggtgcgtatcttatatta
contig00003 ~ 8899-8917 Sc01_CO003_F1 col_ripurt.7 cacatcctgttagtcggct
contig00004  441-461 Sc01_C004 _R1 col_ripurt.8 caatcatcccggtaatagaat
contig00012 23980-24004 Sc01_C012_F1 col_ripurt.25 cggaaatattaaactaatgacaaga
contig00013  370-392 Sc01_C013_R1  col_ripurt.26 ttaaaacggtaagacaacaattt
contig00014 21321-21341 Sc01_C014 F1 col_ripurt.29 tggtgcgtgtacagaaataag
contig00015  379-403 Sc01_C015 R1 col_ripurt.30 aattgtcattgtttagacacagttt
contig00017 26674-26698 Sc01_C017_F1 col_ripurt.35 gtttatcccatctttatcctattct
contig00018 395-414 Sc01_C018 R1 col_ripurt.36 agattcagtaattgaattgt
contig00018 19223-19243 Sc01_C018 F1 col_ripurt.37 tgccatgttagcactactcac
contig00019 433-451 Sc01_C019 R1 col_ripurt.38 tcaggaaaacatcccgata
contig00021  5895-5912 Sc01_C021 F1 col_ripurt.43 ccgceccaggttcttatta
contig00022  476-496 Sc01_C022_R1 col_ripurt.44 taaggattatccgcacataga
contig00024 7857-7881 Sc01_C024 F1 col_ripurt.49 ctttggagtgaaataaaaggtagta
contig00025  369-392 Sc01_C025 R1 col_ripurt.50 gaaatctttgataacccagtagaa
contig00028 41957-41979 Sc01_C028 F1 col_ripurt.57 tcatattatctaaaatacttgac
contig00029 370-390 Sc01_C029 R1 col_ripurt.58 tggttgatgcagctttctatt
contig00039 57172-57194 Sc0l C039 F1 col_ripurt.79 cgcatctctaaataataccacag
contig00040 331-355 Sc01_C040_R1 col_ripurt.80 cattataaatagtatttataggacg
contig00042 23615-23636 Sc0l C042_F1 col_ripurt.85 gcatagccatcatttacacaga
contig00043  274-292 Sc0l C043_R1 col_ripurt.86 tgccatatgcactagegtt
contig00051 23423-23442 Sc01_C051 F1 col_ripurt.104 aaatcgagtcgtaccacaca
contig00052  434-455 Sc0l C052_R1 col_ripurt.105 aagatttataggagtaattgta
contig00053 5694-5713 Sc02_C053 F1 col_ripurt.108 caatcccattctcaaacgac
contig00054 267-289 Sc02_C054 R1 col_ripurt.109 ggcagatattgtttctacgtaag
contig00062 7008-7028 Sc02_C062_F1 col_ripurt.126 ggaaatattttaaaagataac
contig00063 105-128 Sc02_C063_R1 col_ripurt.127 ccaaagatttatcaaaatcattgc
contig00068 14834-14856 Sc02_C068_F1 col_ripurt.138 tcatatatgaaccacgatgaaat
contig00069 332-354 Sc02_C069 R1 col_ripurt.139 tgaaggctgtcaagtaaattatt
contig00074  81476-81494 Sc02_C074_F1 col_ripurt.150 gaaggtcatgacatttaca
contig00075 126-149 Sc02_C075 R1 col_ripurt.151 tcctacttatctgagttaacggac
contig00079  4222-4245 Sc02_C079_F1 col_ripurt.160 ggataaggtaaacagagtaaacga
contig00080  469-488 Sc02_C080_R1 col_ripurt.161 caccgcattaattcgataca
contig00084 151144-151158  Sc02_C084 F1 col_ripurt.170 ggaggaataggggga
contig00085  493-512 Sc02_C085_R1 col_ripurt.171 ctgaacctagtactacttcg
contig00088  77485-77504 Sc03_C088_F1 col_ripurt.178 aagcgcaatgataatgacac
contig00089  483-506 Sc03_C089 R1 col_ripurt.179 tcccaaactttacagtcaaattat
contig00098  24116-24133 Sc04_C098_F1 col_ripurt.198 agcgataaagagagagtt
contig00099 300-319 Sc04_C099 R1 col_ripurt.199 gctgaatgcagcatagtggt
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contig00106
contig00107
contig00107
contig00108
contig00110
contig00111
contig00115
contig00116
contig00122
contig00123
contig00126
contig00127
contig00143
contig00144
contig00144
contig00145
contig00146
contig00147
contig00147
contig00148
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10972-10995
381-399
9835-9858
433-457
27299-27317
397-419
5034-5053
448-466
26520-26543
373-395
2113-2135
513-533
15593-15616
538-559
64479-64502
389-413
8582-8601
609-623
7805-7820
467-491

Sc04_C106_F1
Sc04_C107_R1
Sc04_C107_F1
Sc04_C108_R1
Sc04_C110_F1
Sc04_C111 R1
Sc04_C115_F1
Sc04_C116 R1
Sc05_C122_F1
Sc05_C123 R1
Sc05_C126_F1
Sc05_C127_R1
Sc07_C143_F1
Sc07_Cl44 R1
Sc07_C144_F1
Sc07_C145 R1
Sc08_C146_F1
Sc08_C147_R1
Sc08_C147_F1
Sc08_C148 R1

col_ripurt.214
col_ripurt.215
col_ripurt.216
col_ripurt.217
col_ripurt.222
col_ripurt.223
col_ripurt.232
col_ripurt.233
col_ripurt.246
col_ripurt.247
col_ripurt.254
col_ripurt.255
col_ripurt.288
col_ripurt.289
col_ripurt.290
col_ripurt.291
col_ripurt.294
col_ripurt.295
col_ripurt.296
col_ripurt.297

gttaagatccatagttacgtagtt
cgggttgcaattcacatac
gcttattccaggatattaaattgt
cgactataaaaccagtaacctacaa
tgactggcttgctgagttc
caaaccattttcataggaaagac
gttaaatccttatggaacta
acaaacatttgagctaata
aggagcaaattaaactcataaaga
cccaagattgtctatatgacgaa
ccaagctgcttgtattacttcac
aataataacaatgcaaatact
aagtacaacatatattaaaagtaa
ggcaacgtcactctaactgata
caaaccagtcgtaaataatacaaa
attatcttcttctggaaatctttct
cctccagcatcatatgtgtt
ggcgaactcggcatt
tcgccatcgtatagac
aatcagagaataaccctaaatcatt

DNA izolasyonu ve PZR amplifikasyonu

Kalip DNA olarak B. boroniphilus genomik DNA’s1 kit (Zymo, D4068) kullanilarak izole
edilmistir. Uygun primer ciftleri i¢in birka¢ farkli Tm derecesi kullanilarak en uygun PZR kosullarina

ulagilmistir ve PZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri jel elektroforez

sisteminde yiriitiilerek goriintiilenmistir.

Sekanslama ve Biyoinformatik analizler

Elde edilen PZR {iriinleri Sanger Sekanlama Teknigi ile sekanslanmis ve tiriinlerin DNA dizileri
belirlenmistir. Bu asama hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Elde edilen niikleotid sekans sonuglari
BioEdit biyoinformatik yazilim paketiyle analiz edilmistir. Gelen sonuglardaki QV>20 degerlerinin
dikkate alinmasi ve BioEdit programiyla okunan dizilerin piklerinin géz 6niinde bulundurulmasi ile
sekans kalitesi degerlendirilmistir. Elde edilen okumalar Bioedit programinin contig analizi (CAP) ile
birlestirilerek contig gen dizileri elde edilenler bu diziler ile elde edilemeyenler sekans dizileri ile BlastN
ve BlastX veritabanlar1 kullanilarak analiz edilmistir (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi). PZR

iiriinlerinin Blast analizleri ile tanimlanmalar1 gergeklestirildikten sonra NCBI Blast veritabanindan

GenBank numaralar alinarak veritabanina yiiklenmistir (https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/).
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BULGULAR

Uygun Tm derecelerine karar verilen 6rnekler PZR ile ¢ogaltilarak 70 adet PZR reaksiyonu
gergeklestirilmis ve elde edilen iiriinler agaroz jellerde yiiriitilmiistiir (Sekil 1). PZR iiriinlerinden
secilen 30 driin dizilenerek (Cizelge 2) BlastN ve BlastX (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
veritabanlar1 ile biyoinformatik analizleri gergeklestirilmistir. Sekans sonucu elde edilen bilgiler

degerlendirildiginde "gap" bdlgelerinin cogunlugunun "transpozaz" oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3).

3000
2500

2000
1500
1008
750,
500,

250

Sekil 1. PZR iiriinlerinin %0,8lik agaroz jel goriintiilerine 6rnek
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Cizelge 2. Sekansa gonderilen PZR iiriinlerinin listesi

O© 00O NO Ul &~ WDN -

WNRNRNRNNNMNNNNRERERRRRRRERRR
O OO NOUINRERWNRLROWOOOWNOOUNWRNLEREO

SINo  Scaffold ContigA ContigB expected gap primerl Name  primer2 Name
PZR002 Sc001  contigd0002  contig00003 1400 Sc01_C002_F1  Sc01_C003_R1
PZR003 Sc001  contigdO003  contig00004 1251 Sc01_CO003_F1  Sc01_C004_R1
PZR014 Sc001  contigd0014  contig00015 1266 Sc01_C014 F1  Sc01_C015 R1
PZR017 Sc001  contigd0017  contig00018 1149 Sc01_C017_F1  Sc0l1 C018 R1
PZR018 Sc001  contig00018  contig00019 1301 Sc01_C018_F1  Sc01_CO019 R1
PZR021 Sc001  contig00021  contig00022 861 Sc01 C021 F1  ScO01 C022 R1
PZR024 Sc001  contigd0024  contig00025 987 Sc01_C024_F1  Sc01_C025 R1
PZR028 Sc001  contig00028  contig00029 1047 Sc01_C028_F1  Sc01_C029 R1
PZR039 Sc001  contigd0039  contig00040 966 Sc01_C039 F1  Sc01_C040 R1
PZR042 Sc001  contigd0042  contig00043 899 Sc01_C042_F1  Sc01_C043 R1
PZR051 Sc001  contigd0051  contig00052 788 Sc01_C051_F1  Sc01_C052_R1
PZR052 Sc002  contigd0053  contig00054 2118 Sc02_C053 F1  Sc02_C054 R1
PZR061 Sc002  contigd0062  contig00063 1495 Sc02_C062_F1  Sc02_C063_R1
PZR067 Sc002  contigd0068  contig00069 20 Sc02_C068_F1  Sc02_C069_R1
PZR073 Sc002  contig00074  contig00075 575 Sc02_C074_F1  Sc02_C075_R1
PZR078 Sc002  contigd0079  contig00080 1868 Sc02_C079_F1  Sc02_C080_R1
PZR083 Sc002  contig00084  contig00085 577 Sc02_C084_F1  Sc02_C085_R1
PZR086 Sc003  contigd0088  contig00089 1225 Sc03_C088_F1  Sc03_C089_R1
PZR095 Sc004  contig00098  contig00099 483 Sc04_C098 F1  Sc04_C099 R1
PZR103 Sc004  contigd0106  contig00107 1855 Sc04_C106_F1  Sc04_C107_R1
PZR104 Sc004  contig0d0107  contig00108 971 Sc04_C107_F1  Sc04_C108_R1
PZR107 Sc004  contig00110 contig00111 5378 Sc04_C110 F1  Sc04_C111 R1
PZR112 Sc004  contig00115 contig00116 1873 Sc04_C115 F1  Sc04_C116 R1
PZR118 Sc005  contigd0122  contig00123 1351 Sc05_C122 F1  Sc05_C123 R1
PZR122 Sc005  contig00126  contig00127 657 Sc05 C126_F1  Sc05 _C127 _R1
PZR137 Sc007  contig00143  contig00144 5457 Sc07_C143 F1  Sc07_C144 R1
PZR138 Sc007  contig00144  contig00145 1108 Sc07_C144 F1  Sc07_C145 R1
PZR139 Sc008  contig00146  contig00147 477 Sc08 C146 F1  Sc08 C147 R1
PZR147 Sc008  contig00149  contig00150 1137 Sc08 C147_F1  Sc08 C148 R1
PZR012 Sc001  contigd0012  contig00013 928 Sc01_C012_F1  Sc01_C013 R1
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Cizelge 3. Sekansa gonderilen PZR iiriinlerinin Blast analizleri ile tanimlanmalari

SI No F-R/Contig Sequence ﬁﬁrrﬁg;k

PZR002_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370944
PZR002_R 1S1380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370945
PZR003_contig 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370931
PZR014_F 1S701 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370946
PZR014_R transposase 1S4 family protein [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370947
PZR017_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370933
PZR018_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370948
PZR018 R 1S1380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370949
PZR021_R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370973
PZR024_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370934
PZR028_contig 1S701 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370935
PZR039_F hypothetical protein [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370942
PZR039_R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370950
PZR042_F 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370951
PZR042_R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370952
PZR051_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370936
PZR061_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370955
PZR061_R 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370956
PZR073_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370937
PZR078_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370938
PZRO083_F hypothetical protein G3A_22275 [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370943
PZR083_R hypothetical protein G3A_22275 [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370957
PZR086_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370958
PZR086_R 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370959
PZR095_R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370960
R Ut i ok e LA
PZR103_R 1S66 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370962
PZR104_contig 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370939
PZR112_contig g1;r703u7%]ll intron reverse transcriptase/maturase [Bacillus boroniphilus strain DSM MN370940
PZR118_F 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370963
PZR118 R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370964
PZR122_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370965
PZR122_R 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370966
PZR137_F 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370967
PZR137_R 1S4 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370968
PZR138_F 151380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370969
PZR138_R 1S1380 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370970
PZR139 F tranposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370971
PZR139 R transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370972
PZR147_contig 1S3 family transposase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370941
PZR012_contig HAD family hydrolase [Bacillus boroniphilus strain DSM 17376] MN370932
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SONUC

Yeni nesil dizileme teknolojileri, genomlarin daha hizli ve uygun sekilde dizilenmelerine olanak
saglamaktadir ancak, ozellikle biiyiik genomlara sahip organizmalarin tiim genom dizisinin agiga
cikartilmasinda 6nemli biyoinformatik zorluklar yasanmaktadir. Newbler assembler ve mapper
(gsAssembler, gsMapper), 6zellikle Roche/454 Life Science sekanslama teknolojisindeki okumalarla
calismak i¢in gelistirilmistir. Bu programlar, genom dizileme ¢alismalarindaki verilerle basa ¢ikmak
icin en uygun programlardan biridir. Newbler bir¢ok biiyiik ve kiigiik genomun assembly edilmesi (bir
araya getirilmesi) i¢in kullanilmistir (bakteriler, Atlantik morina baligi, domates vb.). Son zamanlarda
bu sisteme ¢oklu sekanslama teknolojileri (multiple sequencing technologies) de eklenerek, program
hibrid assembly (birlestirilmesi) programlarindan biri haline getirilmistir. 2013 yilinda Genom
Biyolojisi ve Teknolojisindeki Gelismelerde (Advances in Genome Biology and Technology (AGBT)),
Roche, Newbler programini, hibrid 454 ve Illumina veri seti ile birlikte insan genomunu gelistirmek i¢in
kullandigin1 duyurmustur. Ancak, sekans kalitesinin diisiik olmasi, tekrarlayan diziler ve kisa okuma
uzunluklari, de novo genom Kkurulumunu zorlastirmaktadir. Bunlar, ¢ogu zaman sekans igerisinde
bosluk "gap" bolgelerine ve bilinmeyen bdlgelerde tespit edilemeyen niikleotid dizilerine sebep
olmaktadir. Bu bosluklarin bazilari, islenmemis datalardaki, agiga ¢ikartilmamis bilgilerin tekrardan

islenmesi ile kapatilabilir.

Bacillus boroniphilus bakterisinin genom tamamlama c¢alismalar1 sirasinda belirlenemeyen
sekans dizilerinin agikliga kavusturulmasi icin yapilan bu ¢alismada, gap bolgelerini tamamlamak igin

yapilan PZR iglemleri sonucunda bu bdlgelerin neredeyse hepsinin transpozaz olduklari goriilmiistiir.

Transpozonlar genom igerisinde tekrarlayan dizilerdir. Genel olarak bakildiginda tekrarlayan
diziler, genomun farkli bolgelerinde ¢oklu kopyalardan meydana gelen dizilerdir. Bu konu hakkinda
literatiir incelendiginde, bu farkli tekrar dizilerinden gelen sekans okumalar1 birbirine ¢ok benzer oldugu
icin assembly (birlestirme) programlarinin bunlar arasinda ayrim yapmakta zorlandigi, gérdiigi benzer
diziyi ekleme yaparak diziyi birlestirmeye devam ettigi bu yilizden scaffoldlarda gap (bosluk) bolgelerine
neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica, bu yiizden bu dizilerin miktar1 ve dagiliminin dizilerin biraraya
getirilmesini biiyiik dlciide etkiledigi goriilmiistiir. Bu durum, genomdaki birbirine uzak olan bdlgelerin
biraraya getirildigi yanlis assemblylere (birlestirmelere) ve takrarlayan dizilerin kopya ve tekrarlarinin

yanlig tahminlerine yol agabilmektedir.

Tekrarlanan dizilerin assembly (bir araya getirilme) problemini ¢6zebilmek i¢in, okumalarin,
tekrar dizilerinin ¢evresindeki sekanslar1 da kapsayacak sekilde uzun olmasi ve tekrarlayan dizi ile
¢evresindeki dizilerin birlikte okunmasi gerekmektedir. Bu nedenle eger tekrar dizisi yiiksek olan bir
genomla ¢alisildig1 biliniyorsa uzun okuma yapabilen bir teknoloji ile assembly (bir araya getirilmesi)

yapilmasi uygun olabilir.
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Sonug olarak elde edilen bilgiler 151831nda Newbler Assembler programinin algoritmasinin, full

genom sekans calismalarinda elde edilen dizilerin siralamasinda yetersiz goriildiigii tartisilmistir.

Genom bitirme ¢alismalart hem yogun optimizasyon ve tekrarlar gerektiren caligmalar olup hem de

oldukca uzun, masrafli ve ince ¢alismalardir. Yapilan literatiir taramalarinda shotgun dizi sekanslama

calismalarinda goriilen gap bolgelerinin genellikle tekrarlayan dizilerden meydana geldigi ve bu sekans

dizilerinin gap bolgelerine entegrelerinin daha zor oldugu belirtilmistir. Transpozaz dizilerinin de

tekrarlayan DNA dizileri olmasi karsimiza ¢ikan bu sonucu agiklamaktadir. Ayrica genom dizileri

ortaya cikartilirken karsilasilan transpozaz dizilerinin anlasilmasinin da bakterilerdeki genom

cesitliligini anlamada yardimci olacagi diisiiniilmektedir. Yeni nesil genom sekanslama ¢aligmalarindaki

verimliligin arttirilmasi i¢in, gap bolgeleri hakkinda elde edilen bu tiir bilgiler kullanilmalidir.
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