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CEVRESEL DNA (eDNA) ANALiZi KULLANILARAK KIZILIRMAK
NEHRI’NDE BENTIK ORGANIZMALARIN DAGILIMIN BELIiRLENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)
Enise DOGAN

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI FEN BILIMLERI
ENSTITUSU

Agustos 2023
OZET

Gilinlimiizde, biyogesitlilik aragtirmalarinda, eDNA metoduyla yapilan g¢aligmalarin
artmakta oldugunu ve makrobentik topluluklar i¢cin ¢evresel DNA (eDNA) tabanlh
metabarkodlama yaklagimlariin uygun oldugunu gosteren ¢alismalara rastlanmaktadir.
Nehirlerde ve gollerde biyolojik izleme ¢alismalarinda, cevresel degiskenlere verdikleri
tepkiler ve biyoindikatdr 6zellikleri sebebiyle, makroomurgasizlar kullanilan biyolojik
elemanlardan biridir. Bu c¢alismada, makroomurgasiz ¢esitliligini belirlemede hem
morfolojik yontem hem de sudan elde edilen DNA’nin kullanildigt eDNA ydntemi
kullanilmistir. Kizilirmak nehrinin Nevsehir ili sinirlari igerisinde kalan bdliimiinden 4
istasyon sec¢ilmis ve toplamda 8 ornekte eDNA analizi gergeklestirilmistir. Morfolojik
ornekleme i¢in 6rnekler el kepgesi ile (10dk) toplanmis, eDNA i¢in su drnekleri dip suyu
olacak sekilde alinmistir. Ayrica istasyonlardan su 6rnegi alinmis ve bazi fizikokimyasal
analizler yapilmistir. Sudan DNA 6rnekleri santrifiijleme ve sonrasinda izolasyon ile elde
edilmistir. Metabarkodlama icin 18S rRNA gen bolgesi olarak V3 — V4 bdélgeleri
kullanilmistir.  Ayrica morfolojik yontem icin alinan bentik orneklerin etil alkolde
saklanan kaplarindan o6rnek alti sularindan da 6rnekler alinmig ve onlara da eDNA
yontemi uygulanmistir. Takson sayisi; eDNA analizinde (16), morfolojik 6rneklemeden
(11) daha yiiksek olarak bulunmustur. Ayrica 6rnek alti suyu ve su 6rnegi arasinda da
belirlenen gruplar agisindan farkliliklar gdzlemlenmistir. Ornek alti suyu igin
gercgeklestirilen analiz sonucunda ise toplam 13 takson bulunmustur. Sudan alinan eDNA
sonuclar1 karsilagtirildiginda istasyonlarin siralamasi 3=2>1>4 geklindedir. Nehirdeki
makrobentik organizmalarin birey sayilarina bakildiginda, Arthropoda, Insecta ve
Annelida gruplarindan atanamamuis bireyler oldugu goriilmektedir. Istasyonlardan alinan
ornekler icerisinde Odonata, Hemiptera ve Spongilla gruplari morfolojik ve dip suyu
analizlerinde goézlemlenmemis fakat Ornek alti suyu analizlerinde tespit edilmistir.
Fizikokimyasal analizlerde Giilsehir istasyonunda diisiik oksijen seviyesi (2,99 mg/l)
Olciilmiistiir. Caligma sonucunda nehirdeki kirlilik diizeyinin kayda deger dlciide fazla
oldugu goriilmektedir. Calisma, ©onemli bir biyogesitlilik elemani olan bentik
organizmalarin izleniminde eDNA analizi yonteminin kullanilabilir oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler -Bentik organizma; eDNA; Metabarkodlama; Takson;
Biyocesitlilik

Damisman: Prof. Dr. Ozlem FINDIK
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ABSTRACT

In recent years, it is considered that the studies conducted with the eDNA method in
biodiversity researches are increasing. It is found that environmental DNA (eDNA) based
metabarcoding approaches are appropriate for benthic macrobenthic communities.
Benthic macroinvertebrate are preferred biological elements in biological monitoring
studies in rivers and lakes due to their responses to environmental variables and
bioindicator properties. In this study, both the morphological method and eDNA from
water method were used to determine biodiversity for this reason, 4 stations and eDNA
analysis was performed from a total of 8 samples, were selected from the part of the
Kizilirmak river within the borders of Nevsehir province. For morphological method,
samples were taken by hand net (10-minute kick) collection has taken place water samples
were taken as bottom water for eDNA. DNA samples from the water were obtained by
centrifugation and subsequent isolation. V3 — V4 regions were used as 18S rRNA gene
region for metabarcoding. In addition, the eDNA method was applied to the sample water
from the containers stored in ethyl alcohol of the benthic samples taken for the
morphological method Number of taxa; It was found to be higher in eDNA analysis (16)
than in morphological sampling (11). In addition, there are differences between the
sample groundwater and the water sample in terms of the determined groups. As a result
of the analysis carried out for the sample groundwater, a total of 13 taxa were found.
When the eDNA results from the water are compared, the order of the stations is
3=2>1>4. There are individuals who could not be assigned from Arthropoda, Insecta and
Annelida groups based on the individual numbers of macrobenthic organisms in the river.
Among the samples taken from the stations, Odonata, Hemiptera and Spongilla groups
were not observed in the morphological and bottom water analysis, but were detected in
the sample groundwater analysis. In physicochemical analyzes, low oxygen level (2.99
mg/l) was measured at Giilsehir station. As a result of the study, it is seen that the pollution
level in the river is considerably higher. The study showed that the eDNA analysis method
can be used in the monitoring of benthic organisms, which are an important biodiversity
element.

Keywords- Benthic Organism; eDNA; Metabarkoding; Taxon; Biodiversity
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem FINDIK
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1.BOLUM
GIRIS
Tiirkiye; 3 tarafi denizlerle cevrili kara parcasina ilave olarak jeolojik ve jeomorfolojik
ozelliklerine gore igerisinde bol sayida akarsu, gol ve nehirleri bulunduran bir alana
yayilmistir. Su kaynaklarmin olmasi iilkemiz agisindan, endriistri-sanayi, tarim-ziraat
alanlar1 bakimindan avantajli olusturmaktadir. Su kaynaklar1 6zellikle canlilar igin

yasamsal faaliyetleri ve bununla ilgili gereksinimlerini gidermek adina dogrudan ve

dolayl olarak ¢ok biiyiik bir dneme sahiptir [1].

Canl1 yasamini siirdiirebilmesi i¢in vazgecilmez bir unsur olan su, ekosistem iizerinde
cok onemli bir yere sahiptir. Su kaynaklarinin kalitesinin diismesiyle aktif bir sekilde
kullanilmayan su ve ayrica; organik, inorganik ve radyoaktif kirletici varligi su kirliliginin
gostergesidir. ABD Cevre Koruma Orgiitii niin kaynaklarina gore su kirliligi, suya farkli
miktar ve yogunlukta yabanci maddelerin karisimi ile suyun kalitesinin diismesi
seklindedir. Su kirliliginde, kirletici ortama ne kadar fazla sekilde niifuz ederse suyun
yapisinin bozulmasi o kadar fazla olmaktadir. Su kirliligi tim canlilar1 etkileyen bir

durum olmakla birlikle, besin zincirinde yok olmalar kaginilmazdir [2].

Ulkemizde bulunan ¢ok sayida su kaynaklarinda yasamlarmi siirdiiren birgok mikro ve
makro organizmalar mevcuttur. Tatli ve tuzlu su kaynaklarinda yasayan binlerce sucul

canli tiirii vardir. Bunlardan bir tanesi de bentik organizmalardir [3].

Su ekosistemindeki besin zincirinin fitoplanktonik ve zooplanktonik canlilardan sonraki
ticlincli  halkasin1  bentik organizmalar olusturmaktadir. Sucul habitatlarin  dip
kisimlarinda yasayan bentik organizmalar sediment, makrofitler, ipliksi algler iizerinde
veya tamamen toprakta gomiilii olarak yasarlar. 0,5 mm’den biiyiilk hayvan gruplari
olarak tanimlanmakla birlikte, erken larva donemlerini gegiren bazi bentik

makroomurgasizlar 0,5 mm’den daha kii¢iik oldugu bilinmektedir [4].

Biyoindikator olarak kullanilan bentik organizmalar; mevsimsel degisimler, biyomas

degerleri, tiir kompozisyonlar1 ile degerlendirilerek su kirliliginin veya su kalitesini



ortaya ¢ikarmakta biiyiik rol oynarlar [5]. Bunu bazi 6zellikleri yardimiyla biyoindikator

olarak kullanilmalar1 sayesinde yaparlar.

Sedimentlerde yasayan ve 6zellikle olumsuz ortam sartlarindan kagabilme yetenegi ¢ok
siirlt veya hi¢ olmayan bentik organizmalar; kirliligin etkilerine en olumsuz sekilde
maruz kalip, kirlilik diizeyini gabuk gdsteren canlilardir. Ozellikle bir bdlgedeki sucul
canli faunasmin kirlilik tehdidi bilinmesi adina belirli zamanlarda kontrol edilmesi
gerekmektedir. Bentik makroorganizmalar, sucul ekosistemimdeki kirlilikten dolay1

komiinite ve ¢esitliliginin etkilenmesini en iyi sekilde gosteren canlilardir [6].

Ulkemizde bulunan Kizilirmak Nehri’de birgok sucul canliya ev sahipligi yapmaktadir.
Kizilirmak Nehri Tiirkiye topraklarindan dogarak yine, Tiirkiye topraklarindan denize

dokiilen en uzun akarsu olup, uzunlugu 1.355 km’dir [7].
Bu calismada biyoindikator olarak kullanilan bentik organizmalar araciligiyla, ¢cevresel

DNA (eDNA ) yontemi kullanilarak Kizilirmak Nehri’nin kirlilik diizeyini incelemek
veozellikle iilkemizde yaygin olarak kullanilmayan ¢evresel DNA yontemiyle

canliortamina zarar vermeden, bentik organizmalar hakkinda bilgi almak amaglanmustir.



2.BOLUM
GENEL BILGILER
2.1 Bentik Organizmalar Hakkinda Genel Bilgiler

Bu boéliimde morfolojik olarak alanda tespit edilen gruplara ait genel bilgiler ve calisma

hakkinda bilgiler verilecektir.

2.1.1 Diptera

Diptera, yaygin olarak sinekler/ger¢ek sinekler olarak bilinen tek bilesikli boceklerin bir
takimidir. Ikinci bir kanat ¢ifti bir dambil halindedir. Cogu kiiciik veya orta
biiytikliiktedir. Biyolojik ag¢idan bakildiginda, ¢ok cesitli bocekleri igeren ¢ok genis bir
takimdir. Diptera sinifina bagli 150.000 tiir tanimlanmistir. Bazi tiirlerin beslenme
aligkanliklar1 bilinmemekle beraber Diptera liyelerinin ¢ogu cesitli beslenme formunu

igerirler [8].
2.1.2 Platyhelminthes

Platyhelminthes filumunun bazilari serbest yasarlar ve diger tiirler omurgalilarla parazitik
iligkileri vardir. Bu filumun ana 6zellikleri triploblastik hayvanlardir, viicutlar: iki tarafh
simetri, acoelomatlar ve dorsoventral olarak yassi bir sekli vardir. Sindirim sisteminin tek
acikligr agizdir. Bosaltim sistemi protonephridialdir ve islevi esas olarak ozmotik
diizenlemedir ve bosaltim iirlinleri esas olarak viicudun yiizeyi tarafindan elimine edilir
[9]. Bu filumun bazi parazitleri trematoda sinifina dahildir. Bu siniftaki solucanlar, asalak
yasam i¢in adaptasyonlara sahiptir ve bunlardan bazilari, vantuz, koruyucu kiitikiil ile
deri, duyu organlarmin yoklugu ve biiyilk miktarlarda yumurta tiretimi gibi yapilara

sahiptir [10].
2.1.3 Heteroptera

Heteroptera, 7 alt takima ve 75-89 aileye ayrilmis, diinya ¢apinda tanimlanmig yaklasik
42.300 tiire sahip oldukea cesitli bir bocek taksonudur [11]. Viicut boyutlari 1 mm'den 10

cm'ye kadar degisir. Heteroptera birgok farkli kaynakla beslenir (6rnegin, boceklerin



hemolimfi, egrelti otlar1, cogunlukla dikotiledonlar, algler, tohumlarin endospermi, bitki
poleni). Heteropteranlar, Antarktika, yagmur ormani, okyanusun acik yiizeyinde, siddetli
ve durgun nehirlerde, aphotik magaralarda, yagmur havuzlarindan ve bitkilerdeki su dolu
kiiciik bosluklardan biiylik gollere kadar neredeyse tiim karasal ve su ekosistemlerinde

yasarlar [12].
2.1.4 Oligochaeta

Deniz, nehir ve tath su gibi habitatlarda yagsamin siirdiiren oligochaeta, hem sucul hem
de karasal ortamlarda bulunurlar. Her iki ortamda da yasayan bu canli tiirlerin, yaklagik
olarak, 5.000 tiiriin ti¢te ikisi toprak solucanlarina ait olup, geri kalan ticte biri sucul olarak
belirlenmistir [13]. Oligocheata uzuvlarinin viicut yapisi genellikle boliinmiis, iki tarafl
simetrik, genis sdlomlu ve hermafrodittir. Kesitleri genellikle silindiriktir. Peristalsis
disinda, her segmentin belirgin sert kil demetleri, dorsal ve dorsum vardir. Killar dermal
kokenlidir ve kitin ve protenoidlerin parcalarini igerir. Setalar Oligochaeta grubunun
temel Ozelliklerinden biridir ve hareket saglar. Sistemik olarak viicut boliimlerinin say1s1

ve yapisi ile killarin sekli, sayis1 ve konumu 6nemlidir [14].

2.1.5 Gammaridae

Nebhir, akarsu, gol ve denizlerde yasayan Gammaridea tiirleri; bu kaynaklara ek olarak da
yeralt1 sulari, kuyu sular1 ve ¢esme yalaklarinda dahi gérmek miimkiin olmaktadir.
Genellikle verimli sularda, diger canlilardan saklanabilecekleri bitki Ortiisii arasinda,

kayalarin, kumun, ¢akillarin altinda, 6lii canlilarin arasinda vb. yerlerde yasarlar [15].

2.1.6 Gastropoda

Gastropoda tiirleri halk arasinda salyangozlar olarak da bilinir. Fiziksel 6zelliklerinde en
ayirt edici olani, kabuklarmin kivrik bir yapida olmasidir. Gastropod larvalari erken
evrelerde iki tarafli simetriktir. Bununla birlikte, larva biiylidiik¢e sindirim sistemi, aniis
agza yakin olana kadar asag1 ve one dogru egilir. Tiim i¢ kiitle daha sonra 180 derece
doner ve viicudun onilinde basin arkasina yerlesir. Bu taraftaki i¢ organlarin ¢ogu
(genellikle sol taraf) korelir ve asimetrik olarak biiylimeye devam ederek karakteristik bir

spiralin olugsmasina neden olur [16].



2.1.7 Nematoda

Nematod tiirleri bocekler ve diger omurgasizlarla parazit bir iligkisi oldugu yapilan
arastirmalarla kanitlanmistir ve bu calismalarla birlikte 30 nematod familyasi
tanimlanmistir [ 17]. Nematodlarin; agiz, aniis ve spirakil denilen 3 adet dogal agikliklar
bulunur [18]. Nematodlarin viicut yiizeyini kaplayan kutikula tabakasi, ¢evresel etkenlere
kars1 koruyan 6zel bir yapt bulunmaktadir. Bu 6zel bolge, epikiitila, kortikal bolge
(cortical zone), median bdlge (median zone) ve basal bolge (basal zone) olmak iizere 4

boliimden olusmaktadir [19].

2.1.8 Bivalvia

Bivalvia, makrobentik tiirleri arasinda en ¢ok karsilasilan canlilardan biridir. Besin
zincirinin dnemli kisminda yer alan baliklar ve kuslar basta olmak {izere bir¢ok canli i¢in
onemli bir besin maddesidir [20]. Su kirliligi ¢calismalarinda bivalvia familyasina ait
birgok kabuklu tiiri sucul ekosistemde bol bulunmasi, metalleri yiiksek yogunluklarda
biriktirip, bunlart uzun bir siire biinyelerinde tutmalarindan dolayr nedeniyle tercih

edilmektedir [21].

Bentik organizmalar, 6zellikle kirlilik etmenlerine ¢ok c¢abuk sekilde yanit vererek,
kirlilik belirteci olarak ¢ok sik kullanilir. Habitatlarinda hareketleri kisithh bir sekilde
yasayan bu canlilar bir¢ok arastirma i¢in ilgi kaynagi olmaktadir. Tatl su ekosisteminde
stirekli bulunmalari, besin zincirinde aktif rol oynamalari, ayrica ¢evreye biraktiklari;
dokiintiiler sayesinde, goz Oniinde bulunmasalar bile ¢evresel DNA analizleriyle

saptanabilecek canlilardir.

2.2 Cevresel DNA

Gliniimiiz kosullarinda; arastirma alaninda, hedef tiirleri, biyogesitliligi tiir yogunlugunu
ve nesli tilkenmekte olan canlilar1 aragtirma alanina zarar vermeden belirleyebilmek igin
gelistirilmis yeni bilimsel arastirmalar sz konusudur. Ozellikle geleneksel ydntemlere
gore hedef tiirlin tespiti, zaman, maliyet ve is giicli yoniinden dezavantaj yaratirken bu
acilardan avantajli olan ve kisa siirede hedef tiirleri belirleyebilen molekiiler yontemler
gelistirilmistir [22]. Bu yeni gercgeklestirilen molekiiler yontemlerden biri olan Cevresel
DNA (eDNA) yontemi, cevresel ortamdan (su, toprak, hava ve sediment gibi) alinan

DNA’nin ekstrakte edilmis halidir. eDNA morfolojik yonden birbirleriyle iligkili tiirleri
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kolayca ayirt edebilmesi agisindan son derece {imit verici molekiiler yontemlerden biri
olarak ele alinmaktadir [23]. Ayrica eDNA nadir bulunan, gozle goriilemeyecek ve ayirt
edilemeyecek diizeydeki tiirlerin tespitinde son zamanlarda kullanilan en yaygin
yontemdir. Gergeklestirilen son ¢alismalarda eDNA’nin diger geleneksel yontemlere
gbre daha az maliyetli, yliksek oranda tiir tespiti, hassas degerlendirmeleriyle birlikte

arastirilan bolge i¢in daha detayli veri gosterebilmektedir [24].

2.2.1 Cevresel DNA’nin ortaya cikisi

Cevresel DNA, ilk olarak 1987 yilinda Ogram ve arkadaslar tarafindan, niikleik asitler
dogrudan ¢evresel ortamdan alinarak kullanilmistir [25]. Fakat 2000°1i yillarin baslarinda
aktif bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Cevresel ortamdan (su, toprak, vb.) alinan
orneklerin organizmaya ihtiyag duymadan biraktiklar1 kalintilar araciligiyla tespit edilen
DNA o6rneklerinin (canl viicudundaki gibi kompleks halde olmayan), canlilar hakkinda
bilgi vermesi bir¢ok calismanin basarili sonuglanmasini saglamistir [26]. Son yillarda
gelistirilen eDNA yontemleriyle birlikte literatiire bircok c¢alisma kazandirilmistir.
Giliniimiizde DNA temelli calismalarin basinda DNA Barkodlama yontemi, standart
molekiiler belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica farkli diizeylerde kullanilan;
ekometagenetik, ekogenomik, cevresel barkodlama veya DNA metabarkodlama
yontemleri PCR temelli ¢aligma olmakla birlikte birden ¢ok taksonun belirlenmesinde

kullanilmaktadirlar [27].

2.2.2 DNA barkodlama

Molekiiler tiir tanimlamas1 olarak da bilinen DNA Barkod terimi ilk olarak 1993 yilinda
literatiire kazandirilmistir. Sanger metodundan bile 6nce bulunan DNA barkodlama
yontemi, 2003 yilinda kullanilmaya baslanmistir [28]. Kisa DNA dizilerinin kullanimini
esas alan DNA barkodlama yontemi temelde canli farketmeksizin tiir seviyesinde
farkliliklariyla tanimlanmasini saglayarak biyolojik barkod olusturmaktadir. Biyolojik
barkod veri tabaninda kaydedilen DNA dizilerinin, tanimlanamayan tiirler ile
karsilagtirilmasiyla tanimlamalar  gerceklestirilir ve tlir tanimlarimin  temelini
olusturmaktadir [29]. DNA Barkodlama yonteminde gergeklestirilecek belli asamalar;
canlilardan elde edilen 6rneklerin DNA’lar1 izole edilip, hedeflenen bdlgenin ¢ogaltiimasi

islemi olan PCR kullanilarak, ardindan DNA dizi analizleri yapildiktan sonra yeni



bulunan tiirlerin barkod veri tabanina kaydedilmesi veya veri tabaninda bulunan dizilerle,

ornek dizilerin karsilastirilmasiyla tiir tanimlanmasi esasina dayanmaktadir [30].

DNA barkod hedeflenen bolgeleri; (COI) geni, ribuloz 1,5-bifosfat 4 karboksilaz (rbcL)
ve maturaz K (matK) genleri, ITS geni ve 16S - 18S ribozomal RNA (rRNA) genidir [31].

2.2.3 DNA metabarkodlama

DNA Barkodlamanin kesfinin hemen ardindan DNA Metabarkodlama gelistirilmistir.
Geleneksel yontemler ornekleri teker teker dizileyebilir fakat 6zellikle daha fazla tiir
tayini gerektiren yontemler icin yeterli olmamaktadir. Belirli bir ¢evreden alinan
orneklerin iceriginde bulunan DNA’larin ayn1 zamanda elde edilebilmesi i¢cin DNA’lara
coklu okuma yapilmaktadir ve ayrica Yeni Nesil Dizileme (NGS) yontemi geleneksel
Sanger yontemine gore daha fazla avantaj saglamaktadir [32]. DNA Barkodlama tek bir
tiriin tanimlanmasinda kullanilan bir yontem olmakta olup; DNA Metabarkodlama,
birden fazla tiirlin es zamanl olarak taksonlar halinde tanimlanmasinda kullanilan bir
yontemdir. Yeni Nesil Dizileme (NGS) ile birlikte tek bir reaksiyon ile birden fazla tiiriin
ayni anda metabarkodlamasi gerceklesmektedir [33]. Sucul ve karasal ekosistemlerdeki
tiir tayini, biyogesitlilik gézlemlenmesinde basarili ve uygulanmasi kolay oldugu eDNA
Metabarkodlama yonteminin sonug verdigi calismalar ile desteklenmistir. Bistra ve ark.
(2017) yaptiklar1 eDNA c¢alismasinda metabarkodlama yontemiyle belirlenen
biyogesitliligin mevsimsel daglimmin geleneksel yontemle belirlenen biyogesitliliginin

mevsimsel dagilimiyla benzer oldugu goriilmiistiir.

2.2.4. Metagenom

Metagenomik terimi ilk olarak 1988’de Jo Handelsman grubu tarafindan karisik ¢cevresel
DNA tiirlerinin islev temelli analizine atifta bulunarak kullanilmistir. Pace ve arkadaslari
(1991), bir gevresel oOrnekteki mikroorganizmalarin ¢esitliligini kiiltiir yapmadan
tanimlamak icin ortamdaki 5S ve 16S rRNA gen dizilerinin dogrudan analizini
kullanmiglardir.  Bu, toplu DNA'nin c¢evresel bir Ornekten izole edilmesi ve
klonlanmasiyla ilgili ilk ¢aligma olarak ortaya konmustur [34].

Metagenomik, saf kiiltiirler elde etmeye gerek kalmadan mevcut mikroorganizmalar
toplulugunu incelemek i¢in ¢evresel drneklerden elde edilen DNA'y1 analiz etmek i¢in
kullanilan molekiiler bir aragtir. Metagenomik, spesifik olarak, uygun biiytikliikte DNA

fragmanlarinin iiretilmesini ve fragmanlarin uygun bir klonlama vektoriine baglanmasini
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iceren metagenomik kiitliphanelerin yapimini ifade eder [35]. Metagenomik analizler
yeni nesil dizileme (YND) yontemleriyle hizli ve yiiksek dogrulukla yapilir. Bu teknoloji
ile bitki, bakteri, maya, kiif, virlis gibi mikroorganizmalarin genomlarin1 basarili sekilde
dizilenir. Gliniimiizde popiiler olarak, [llumina Genome Analyzer, Complete Genomics,
Applied BioSystem SOLID, Helios ve lonTorrent gibi Yeni Nesil Dizileme araglar
kullanilir [36]. Metagenomiklerin Sanger sonrasi dizileme ile birlikte kullanilmasi,
mikrobiyal topluluklar1 hizli bir sekilde tanimlama, karakterize etme ve ayrintili olarak
anlama yetenegi sunmaktadir [37]. Metagenomik amplikon ve shotgun dizileme olmak
lizere iki sekilde analiz yontemi kullanmaktadir. Ornekteki toplam mikroorganizmalarimn
DNA izolasyonu yapilip belirli gen bolgeleri hedeflenir. Bunlar, yiiksek oranda korunmus
ve taksonomik bilgi veren 16S rRNA, 18S rRNA ve ITS gibi genlerdir [38]. Hedeflenen
metagenomikleri gergeklestirmek icin, ¢evresel DNA ekstrakte edilir ve ilgili gen i¢in en
biiyiik sekans cesitliligini ¢ogaltmak ilizere tasarlanmis primerler kullanilarak PCR

amplifiye edilir. Cogaltilan gen bolgeleri yeni nesil dizileme metodu ile tanimlanir [39].

2.2.518S rRNA

Metagenom g¢aligmalartyla mikrobiyal analiz 2 farkli DNA bolgesiyle gerceklestirilmesi
benimsenmistir. Kullanilan en yaygin yontem, bakteriyel genomun 16S rRNA ve
okaryotik genomun 18S rRNA gen kodlama bdlgesinin analizidir. Prokaryot ve dkaryot
tiirler arasinda 16S ve 18S rRNA, yiiksek derecede korunmustur, fakat tiirlerin
tanimlanmasi i¢in yararlanilabilen dokuz hiper degisken bolge (V1-V9) icermektedirler

[40].
2.3 Literatiir Ozeti
2.3.1 Cevresel DNA (eDNA) calismalar

Dejean ve arkadaslar1 (2012), Takahara ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢aligmalarda,
daha 6nce havuzlarda geleneksel yontemler kullanilarak tanimlanan hedef tiirlerin eDNA
yontemleri kullanilarak da tanimlandigim1 = belirtmislerdir. Ayrica daha Once
kesfedilmemis hedef tiirlerin eDNA yontemi ile tespit edilebilmesi, yontemin ¢ok daha
hassas oldugunu kanitlamaktadir. Ancak bazi durumlarda eDNA analizi basar1 orani her
zaman %100 olmayabilir. Arastirma ilerledik¢e, eDNA tabanli tanimlama yontemlerinin

basar1 oraninin artmasi beklenmektedir [41-42].



Rees ve arkadaglar1 (2014) tarafindan yapilan calismada sucul tiirlerin eDNA
metodolojisiyle tespiti ve bu yontemin ekolojideki yeri gdzden gegirilmistir. eDNA
analizi, su numunesinin toplanmasi, eDNA'nin ekstraksiyonu ve hedef organizma igin
PCR adimimin kuvvetlendirilmesini icerir. DNA ekstraksiyonu ve gercek zamanli PCR
birkag saat i¢inde yapilabilir, dolayisiyla bu teknik bir hedef tiiriin varligini tespit etmek
icin hizl1 bir yontemdir. Yeni nesil dizileme yonteminin kullanimi, su numunelerinde tim
faunanin tespit edilebilecegini gostermistir. Farkli ortamlar i¢in farkli ornekleme
metodolojilerine sahip olmak 6nemli olsa da verilerin daha i1yi karsilanabilmesi igin
laboratuvar prosediirlerinin standartlastirilabilmesi gerekmektedir. Bu c¢aligmada
kullanilan su numuneleri laboratuvar tanklar1 da dahil olmak {izere deneysel, yapay ve
dogal goletler ve goller; lagiinler, akarsular, nehirler ve deniz suyundan alinmistir.
Numune miktarlart 15 mL (laboratuvar tanklarinda, dogal goletlerden veya gollerden,
akarsulardan ve deniz suyundan) ile 10 L (nehirden) arasinda degismektedir.
Akarsulardan, nehirlerden, lagiinlerden ve deniz suyundan alinan standart numune
miktart normalde 1-2 L’dir. Dort farkli DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak su
numunelerinden eDNA ekstraksiyonu i¢in bir¢ok yontem tanimlanmistir. Ekstrasyon
adimindan Once su numunelerinin islenmesinde Oonemli farkliliklar vardir. Numune
koruma, filtrasyon ve DNA izole etme ydntemleri numune tipine gore degisiklik
gostermekte olup farkli isleme yontemlerinin eDNA iizerindeki etkilerini izlemek i¢in bu

yontemlerin dogrudan karsilastirilmasinin yararl olacagini bildirmislerdir [43].

Tiirkiye’de gerceklestirilen ilk eDNA c¢alismasi olarak kayda gecen g¢alisma, Keskin
(2014a) tarafindan istilaci balik tiirleri tizerinde yapilmistir. Geleneksel yontemlerle tespit
edilemeyen istilaci tiir calisma sonuglarini; tatli sularda yasayan istilaci tiirlere odakl
eDNA metoduyla belirledigi tiir sonuglariyla karsilagtirmistir. Ayrica yaptiklari ¢alisma
ile, geleneksel yoOntemlerle tespit edilemeyen istilact balik tiirlerinden olan

Pseudorasbora niloticus’™un tespiti yapilmis ve literatiire kazandirilmistir [44].

Keskin (2014b) tarafindan yapilmis olan diger bir calismada; ¢evresel DNA (eDNA)
kullanilarak Acigol’e ait endemik ve risk altindaki Aphanius transgrediens tiiriiniin gole
dokiilen hangi kollarda bulundugu ve tehlike altina girmelerinde etkili oldugu diisiiniilen

gole tasian istilact Gambusia affinis tliriiniin etkisi arastirilmistir [45].



Diizenli biyolojik arastirmalarin, tatl su ekosistemlerinin bilingli yonetimi i¢in gerekli
oldugunu belirten Shaw ve arkadaslar1 (2016), mevcut morfolojiye dayali biyogesitlilik
calismalarin zaman alict ve finansal agidan pahali olabilecegini belirtmislerdir. Son
zamanlarda alternatif zaman ve maliyet etkin biyolojik aragtirma araci olarak g¢evresel
DNA (eDNA) dizileme yontemini Onermislerdir. Bununla birlikte, eDNA araglarinin
dogal ekosistem deneylerine dayali dogrulamayi gerektirdigini soyleyerek; ¢alismada, iki
kompleks ve kurakliga egilimli nehir sistemlerinde, eDNA metabarkodlamasiyla elde
edilen balik populasyonu verilerini ve geleneksel avcilik  yontemlerini
karsilagtirmiglardir. Ayrica nadir bulunan ve tehdit altindaki balik tiirlerini tespit etmek
icin farkli eDNA Ornekleme stratejileri ve genetik belirtecleri karsilagtirarak, tehlikeli ve
invaziv tiirler de dahil olmak tizere, uygun 6rnekleme stratejileri kullanilarak geleneksel
yontemle yakalanan tiirlerin % 100" iinii eDNA ile tespit etmislerdir. Spesifik olarak,
istasyon bagina iki adet 1 I’lik su numunesinin daha az bireye sahip populasyonlari
saptamak i¢in yetersiz oldugunu; bununla birlikte, istasyon basina bes adet 1 1’lik
numuneler alindiginda % 100 tespit etme orani elde ettiklerini ortaya koymuslardir.
Dahas1 eDNA oOrneklemesinin su siitunundansa sedimentten yapilmasinin daha etkili
olarak gorilindiigiinii bildirmislerdir. Sekanslarin biyoinformatik analizleri mantiksal
cikarsama ya da yerel bilgi olmaksizin, hatali sonuglara yol acgabileceginden, eDNA

verisinin dikkatle yorumlanmasinin ¢ok énemli olduguna dikkat ¢ekmislerdir [46].

Aygalas ve arkadaslar1 (2016) yaptig1 bir ¢alismada, metabarkod ¢alismalar1 ile ayni
ortamda yapilan morfolojik analizlerdeki eksik olan tiirlerin tespit edildigi bildirilmistir

[47].

Klymus ve arkadaglar1 (2017), mitokondriyal 16S rRNA genlerine dayali olarak
Laurentia GOlii ve ¢evresindeki sulardaki istilaci ¢ift kabuklular ve gastropodlar iizerinde
eDNA metabarkodlama caligmalar1 yliriitmiis ve sonuglar metabarkodlama yonteminin
yumusakea tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik analizden daha etkili oldugunu

gostermistir [48].

Blackman ve arkadaglar1 (2017) eDNA metabarkodlama yontemiyle yaptiklari calismada
Ingiltere nehirlerinde yogun olarak gdzlenen, Gammarus fossarum tiiriinii
tanimlamiglardir. Bu calismada metabarkodlama yontemiyle, morfolojik yontem
karsilastirilmistir. Metabarkodlamada COI gen bdlgesi kullanilmis ve ¢alisma sonucunda
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dogal yasam alanlarindaki istilac1 tiirleri tespit etmede eDNA metabarkodlama

yonteminin 6nemli bir arag olabilecegi gosterilmistir [49].

Bista ve arkadaslar1 (2017), makroomurgasizlarin hedef tiir olarak secildigi bir eDNA
calismasinda; eDNA'min biyocesitliligi tespit etmedeki etkinligi ve eDNA'nin zaman
icindeki mevsimsel ¢esitliligi izlemedeki kaliciligi, metabarkodlama yontemiyle
denenmistir. Bir y1l boyunca gol sisteminden alinan su 6rneklerinin (eDNA) sonuglarinin
klasik taksonomide tanimlanan mevsimsel sonuclarla paralellik gosterdigi ve hatta bircok
yeni tliriin varligini ortaya koydugu sonucuna varilmistir. Calisma, tathi sudan alinan
eDNA yonteminin biyolojik izleme ve biyolojik ¢esitlilik gibi ekosistem fonksiyonlarinin
iliskisine yonelik gelecekteki arastirmalar i¢in ekolojik olarak énemli oldugu bulgusuna

dikkat gekmektedir [S0].

Fernandez ve arkadaslar1 (2018)’nin Nola Nehri’nin iist bolgesi boyunca 6 istasyonda
yaptiklar1 ¢alismada dip suyu 6rnegi toplamislar ve bu 6rneklerin 18S metabarkodlama
ile aragtirilmas1 sonucu bentik faunayi azalan bolluga gore Nematoda > Porifera >

Arthropoda > Cnidaria olarak gruplandirdiklarini bildirmislerdir [51].

Mi-Jung Bea ve arkadaglari (2021) yapmis olduklar calismada; Nakdonggand Nehri
yakinlarinda bulunan terk edilmis bir maden ocaginin bentik organizmalar {izerine olas1
agir metal etkilerini arastirmiglardir ve bunu gergeklestirmek i¢in nehirde
makroomurgasiz izlemesi yapmiglardir. Surber net ve eDNA yonteminin karsilagtirildigi
calismada 12 bentik makroomurgsiz belirlediklerini bildirmislerdir. Calismada ayrica 8

bentik cinsin her iki yontemde de tespit edildigini belirtmislerdir [52].

2.3.2 Bentik organizma calismalari

Diigel ve Kazanc1 (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Tiirkiye'nin giineybatisindaki
Biiyiik Menderes Nehri'nin 17 bolgesindeki su kalitesi, megazoan bentik ve
fizikokimyasal veriler kullanilarak degerlendirilmistir. Caligmanin sonuglari, hafif, orta
ve agir organik kirliligin, Biiyiilk Menderes Nehri boyunca ¢esitli topluluklarda megazoan

bentik organizmalarin birikimlerini buldugunu gostermistir [53].

Kara ve Comlek¢ioglu (2004), Karasay Nehri'ndeki kirlilik seviyelerini belirlemek igin
nehir boyunca ii¢ noktadan numune topladig: bir ¢aligma yiiriitmiistiir. Sonuglar, nehrin

endiistriyel, tarimsal ve evsel atiklardan kaynaklanan ciddi kirlilikle karsi karsiya
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oldugunu gostermektedir. Ayrica Kara ve Comlekgioglu, 3'lincii numune alma
istasyonunun nehrin en kirli bolgesi oldugunu ve bu nedenle bolgede su yasaminin az

oldugunu belirtmistir [54].

Kalyoncu ve Zeybek (2009), Aglasun ve Isparta kaynaklart ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada,
suyun fizikokimyasal analizi i¢in sudan numuneler almiglar ve taban omurgasizlarini

toplamislardir. Elde edilen sonuglara gore 1 takson Oligochaeta elde edilmistir [55].

Varnos Fadelany ve arkadaglar1 (2010), bir yillik bir siire boyunca Zayandeh Rud
Nehri'ndeki sekiz bolgede makroomurgasiz topluluklarini analiz etmisler ve 42 bentik
organizma grubu tespit ettiklerini ve BMWP (Biyolojik izleme Calisma Grubu Biyotik
indeksi) indeksinin bu nehrin su kalitesini tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini
bildirmiglerdir. Nehrin asagi tarafinin yukar1 kismma gore daha kirli oldugunu

kaydetmislerdir [56].

Lock ve arkadaslar1 (2011) Bulgaristan’da Iskar nehrinin makroomurgasiz toplulugunu
15 istasyonda analiz ederek su kalitesi degerlendirmesi yapmislardir. Kimyasal ve
biyolojik veriler, nehrin Sofya sehrine kadar ki iist boliimiiniin alt bolimiine (biiytik

aritma tesisine ragmen) kiyasla daha temiz oldugunu géstermistir [57].

Adeogun ve Fafioye (2011), Nisan 2007 ile Mayis 2008 arasinda 4 istasyonda Awba
Nehri ve rezervuarimin fizikokimyasal parametrelerini ve makro-omurgasiz cesitliligini
incelemislerdir. Ikinci istasyonda amonyak nitrojeni ve ¢dziinmiis karbondioksit yiiksek,
¢cOziinmiis oksijen, diisiik bulunmustur. Cinko ve mangan degerleri Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Kurumu (USEPA) degerlerinden yiiksek ¢ikmigtir. 2.
istasyonundaki makroomurgasizlarin popiilasyonu diger istasyonlara gore yogunluklar
daha fazla bulunmus ve makroomurgasiz gruplari i¢erisinde Chironomidae familyasinin

%94 oraninda baskin oldugu bildirilmistir [58].

Flores ve Zafaralla (2012), Filipinler'deki Mananga Nehri'ndeki makroomurgasiz
cesitliligi ve su kalitesi kosullarin1 karsilastirdiklar1 ¢alismalarini Subat 2006 ve Aralik
2006 tarihleri arasinda yapmislardir. Asagi akis yatagi derinligi, genisligi ve yapisindaki
degisikliklerin akis1 azalttigini ya da akis1 artirdigini bulmuslardir. Bu degisikliklere yanit
olarak, askida kati madde miktari, sicaklik ve BOI (biyolojik oksijen ihtiyaci)

seviyelerinin arttigini, buna karsin pH ve ¢6ziinmiis oksijen seviyelerinin diistiiglinii
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kaydetmislerdir. Bu baglamda, fizikokimyasal faktorlerdeki  degisikliklerin
makroomurgasizlarin  kompozisyonunu ve ¢esitliligini etkiledigini bildirmislerdir.
Toplam 37 aile tespit edilmis, bunun %58,6'sinin suda yasayan bocekler (hexapoda) ve
%39,9'unun gastropodlar (gastropoda) oldugunu bildirmislerdir. Fiziko-kimyasal ve
makro-inversiyon cesitlilik indeksi sonuglarini kullanarak, nehrin membasindaki
istasyonlarin orta derecede kirli oldugunu, mansabindakilerin ise ¢ok kirli oldugunu

bulmuslardir [59].

Akaahan (2014) Nijerya’nin Makurdi bolgesinin Benue Nehri’nde Temmuz 2011-
Haziran 2013 tarihleri aras1 5 istasyonda calismislar ve makroomurgasiz c¢esitliligini
belirlemislerdir. Sediment 6rneklemede Van Veen grap kullanmislardir. Ortalama 4451
birey/m? tespit etmistir. Toplamda 21 takson bulduklarmi ve istasyon 2 ve 3’iin kirli
oldugunu bildirmislerdir. Zira bu istasyonlarda biyolojik ¢esitliligin ¢ok az oldugunu ve

nehrin insan yoluyla organik kirlilige maruz kaldigini belirtmislerdir [60].

Ojija ve Laizer (2016), Tanzanya'daki Nzovwe Nehri'ni Kasim 2015'ten Subat 2016'ya
kadar 2 haftalik aralarla yaptiklar1 calismada bentik ve su 6rnegi almiglardir. Bentik
omurgasiz nehirde ortalama 584 birey sayisi/m? olarak belirlemislerdir. Bulunan familya
sayist 22 olmak lizere en yaygin taksonlar %35.6 ile Odonata, %25.51 ile Hemiptera,
%18.49 ile Coleoptera ve %12.84 ile Diptera takimlarina aittir. BMWP 115 indeks degeri
ile ¢ok temiz olarak bulunmasina ragmen, Nzovwe Nehri'nin orta derecede kirli oldugu
ve birgok kaynaktan kirlendigine dikkat cekmislerdir. Calisma sonucunda yetkili
makamin nehri siirekli olarak izlemesi ve kirlilik kaynaklarini kontrol etmesi tavsiye

edilmistir [61].

Aras ve Fimdik (2023) Kizilirmak nehrinin ayni bdlgesinde yaptiklart c¢alismada
calismanin Orneklerini 2013-2014 yilllarinda almiglar ve ¢alisma sonucunda 10
taksonomik gruba ait 18166 birey bulduklarimi belirtmislerdir. Gastropoda grubunun
%81,5 ile en yliksek temsil edilen grubu olusturdugunu, bunu %9,8 ile Gammaridae ve

%6,2 ile Oligochaeta grubunun takip ettigini belirtmektedirler [62].
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3.BOLUM
MATERYAL - YONTEM
3.1 Calisma Alam

Kizilirmak Nehri, Tiirkiye ‘de dogan ve yine Tiirkiye sinirlari igerisinde denize dokiilen
1.355 km (841 mil) uzunlugu ile Tiirkiye’nin en uzun nehridir. Nehir Sivas Imranh
ilgesinde bulunan Kizildag eteklerinden baslayip, Samsun Bafra ilgesinden Karadeniz’e
dokiilmektedir [63]. Kizilirmak, Nevsehir ilinde yer alan Avanos ve Giilsehir ilgelerinden
gegmektedir. Bolgede ayrica Damsa Cay1 ve Acigdl Deresi bulunmakta olup, sulamada
bu kaynaklardan faydalanilmaktadir. Calisma alani olarak; Nevsehir Kizilirmak
Bolgesi’nde siklikla rapor edilen bentik organizma faunasi baz alinmistir. Kizilirmak
cevresinde Giilsehir ilgesi, Sulusaray Koy, Sarthidir Koyii ve Avanos ilgesi olarak 4

istasyon belirlenmistir.

Nehre ait 6rnekleme noktalar1 Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Istasyonlara ait bilgi ve

fotograflar Sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’de ve Tablo 3.1 ‘de verilmistir.

B
S

T S

Avanes

Kizihrmak Mehri

Sekil 3.1. Nevsehir Kizilirmak Ornekleme Istasyonlar
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Sekil 3.2. 1. istasyon (Giilsehir istasyonu)
Gililsehir istasyonu nehrin genisledigi, cevresinde tarim alanlarinin oldugu bdlgesinde yer

almaktadir. Ayni zamanda istasyon yerlesim bolgesindedir.

Sekil 3.3.2. Istasyon (Sulusaray Istasyonu)

Sulusaray istasyonu Kizilirmak Nehri’nin bir koludur. Nehrin dar olan bu kolundaki

istasyonun etrafinda yerlesim yeri ¢cok azdir ve ¢evresinde genellikle araziler bulunur.
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Sekil 3.4. 3. Istasyon (Sarthidir Istasyonu)
Sarthidir istasyonu Kizilirmak Nehri’nin en genis oldugu yerlerden biridir. Cevresinde

araziler, tarim alanlar1 ve yer yer kdyler bulunmaktadir.

Sekil 3.5. 4. Istasyon (Avanos Istasyonu)

Avanos istasyonu Kizilirmak’in orta derecede genis oldugu istasyondur. Ornekleme
noktas1 yerlesim yeri igerisinde kalmakta ve bdlge ayni zamanda yogun turist alan

bolgedir.
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Tablo 3.1. Ornekleme noktalarina ait bilgiler (Koordinat ve yiikseklikleri)

Istasyon Ad1 Koordinatlar Yiikseklik (m)
1. Istasyon Giilsehir 38°45°23° K 34°36’55”°D 900
2. Istasyon Sulusaray 38°42°7°° K 34°43°9°°D 990
3. Istasyon Sarthidir 38°44°7°° K 34°55°48’D 940
4. Istasyon Avanos 38°43°1° K 3451°21’D 920

3.2 istasyonlardan Orneklerin Alinmasi

Belirlenen 4 farkli istasyondan tek mevsim olacak sekilde su ve sediment olmak tizere
toplam 8 oOrnek (negatif kontroller hari¢) alinmistir. Bentik organizmalarin
belirlenebilmesi amaciyla Ozellikle ergin doneme ge¢is ve larva asamalarinin son
evrelerinde olabilecekleri donem diistiniilerek arazi ¢alismasi ilkbahar sonu yaza gegis
donemi olacak sekilde arazi calismasi planlanmis ve haziran aymin ilk haftas1 olarak
ornekleme gergeklestirilmistir. Ornekleme yapilacak noktalar1 belirleyebilmek amaciyla
daha 6nce bir 6n arazi ¢calismasi yapilmis ve istasyonlarin lokasyonlari belirlenmistir. Su
orneklerinin alinmasinda Ficetola vd., 2008’de belirtilen yontem kullanilmistir. Su
orneklerinin alinmasinda 500 ml’lik steril siseler kullanilmis olup dip suyu olacak sekilde
su ornekleri alinmigtir. Ayrica su 6rnegi alinan noktalardan morfolojik tanimlama icin
bentik organizma Ornekleri alinmugtir. Belirlenen istasyonlardan alinan dip suyu
orneklerine 33 ml saf etanol eklenmis ve drnekler DNA izolasyonu islemine kadar -20
°C’de saklanmistir. Bolgenin yasamsal parametrelerinin incelenmesi adina 6rnekleme
yapilan istasyonlarda ph, ¢ozlinmiis oksijen, iletkenlik ve suyun sicaklik ol¢iimleri
gergeklestirilmistir. Bentik organizmalarin bulundugu su ornekleri bekletilmis ve

bekletilen su 6rnekleri iginde DNA izolasyonu saglanmaistir.

3.3 Laboratuvar Calismalari
3.3.1 Bentik omurgasizlarin morfolojik olarak incelenmesi

Araziden getirilen sediment Ornekleri, i¢inde su bulunan biiyiik beyaz, s1g bir kaba
bosaltilmis ve 6n eleme islemi yapilmistir. Sediment 6rneklerinin bir kismi 6zellikle
incelenmesi adina biiyiik kaptan petri kab1 veya daha kiiciik kaba aktarilarak mikroskop

altinda incelenmis ve bulunan bentik organizmalar farkli su dolu petri kabina aktarilarak
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grup ayrimlari yapilmistir. Tanimlanan gruplar kavanozlara aktarilarak igerisine %70’lik
etil alkol konularak saklanmistir. Orneklere, 6rnekleme yeri, zamani ve organizmalarin
adin1 igeren etiketler yerlestirilmistir. Grup tanimlamalar1 i¢in Campaioli ve digerleri

(1994) ve Campaioli ve Carchini (1999)’dan yaralanilmistir [64-65].

3.3.2 eDNA i¢in analizler

eDNA analizi i¢in alinan su orneklerine uygulanan islemler asagida ayrintili bashklar
icerisinde belirtilmistir. Bu asamada izolasyon, dizi analizleri ve metabarkodlama

islemleri hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilmistir.

3.3.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu oOncesinde Orneklere Ficotela, (2008)’de belirtilen yonteme gore
santrifiij islemi uygulanmistir. Laboratuvar ortami eDNA yapisi agisindan
kontaminasyon riski yiiksek oldugu i¢in steril duruma getirilmigtir. Hazirlanan 6rnekler
ilk etapta 50 cm’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 2 dk boyunca 4000 rpm devirde
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen pelet yeni santrifiij tiiplerinde
toplanmustir. Izolasyon, hem standart doku veya kandan DNA izolasyonu kitleri hem de
sudan DNA izolasyonu i¢in tasarlanmis kitler kullanilarak, tiretici firmanin belirledigi

protokole gore gerceklestirilmistir.

Sekil 3.6: DNA Santrifiijleme Islemi
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Calisma boyunca pozitif oOrneklerde temas, malzeme veya tasima durumunda
kontaminasyon riskine karsin, her istasyondan 3 adet 6rnek toplanmistir. Bunlar her
istasyon da 2 negatif, 1 pozitif kontrol olacak seklidedir [66]. Hedef tiirlerin yasamadigi
bolgelerden alinan Orneklerinde, asil Orneklerle birebir ayni islemlerden gecirilmesi

saglanmistir.

Oncelikle -20°C’de saklanan drnekler 24 saat laboratuvarda ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen
her bir 6rnek i¢in 50 ml’lik steril falkon tiiplere bosaltilarak santrifiijleme islemi
yapilmistir. Santrifiijlenen ornekler yeni falkon tiiplere aktarilarak etiketleme islemi

yapilmis olup, eDNA izolasyonu i¢in yeniden -20°C’de muhafaza edilmistir.

Literatiirde bulunan c¢esitli eDNA izolasyon protokollerinden; 6n ¢alismalar sonrasinda,
arastirmamizin eDNA izolasyonu kismu sekillendirilmistir. Orneklerin DNA izolasyonu,
EurX GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA Piirifikasyon kiti kullanilarak, kit iiretici
firmanin prosediiriiyle gergeklestirilmistir. eDNA izolasyon protokolii asagida belirtilen

sekilde uygulanmustir.
DNA baglama dondiirme siitunlar1 aktivasyonlari i¢in;

Doéndiirme siitununa 40 pl aktivasyon Tamponu T uygulanmistir ve lizati dondiirme

stitununa aktarana kadar oda sicakliginda belenmistir.

Tampon T'nin re¢inenin merkezine eklenmesi, zarlarin tamamen 1slanmasini ve DNA'nin
maksimum diizeyde baglanmasin saglamigtir.
Izolasyon islemine baslamadan ©once membran aktivasyonu yapilmasi onemlidir.

Ornek hazirlama icin;

200 pl s1ivi numuneye 2 pul RNase A eklenmistir.
Not 1: 200 pl'den diisiikk numune hacimleri i¢in, hacmi 200 pl'ye ayarlamak i¢cin PBS
eklenmistir.

Tiipii vorteksleyerek iyice karistirilmistir.

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
10 pl Proteinaz K eklenmistir.

DNA izolasyonu i¢in;
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200 pl tampon Sol T (D. Stvi dokular, E. Kiiltiirlii hiicreler) veya 350 pl tampon Sol T
eklenmigtir ve vorteksleyerek iyice karistirilmistir.70°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir.
200 pl %96’k etanol eklenmistir.

Tiipii vorteksleyerek iyice karistirilmistir.
1 dakika 12000 rpm'de santrifiijlenmistir.

Toplama tiipiine yerlestirilen dondiirme kolonuna tiim lizat1 veya 600 pl siipernatani
aktarilmistir.

1 dakika 12000 rpm'de santrifiijlenmistir.

Not 1: Lizatin tamami1 kolondan gegmezse 14000 rpm'de santrifiijlemeye devam edilmesi

Onemlidir.

Doner kolon ¢ikarilarak, akisi atilmis ve doner kolonu tekrar yuvaya yerlestirilmistir.
Dondiirme kolonuna 500 ul Wash TX1 tamponu eklenmistir ve 1 dakika 12000 rpm'de

santrifiijlenmistir.

Yeniden, doner kolon ¢ikarilmistir, akis atilmis ve doner kolonu toplama tiipline geri

yerlestirilmistir.

Dondiirme kolonuna 500 pl Wash TX2 tamponu eklenmistir ve 12000 rpm'de 2 dakika

santrifiijlenmistir.

Doéndiirme kolonunu yeni bir toplama tiipline (1,5-2 ml) yerlestirilmis ve 50-200 pl

Eliisyon tamponu eklenmistir.

Doner kolon ¢ikarilmistir, akis atilmis ve doner kolonu tekrar yuvaya yerlestirilmistir. (10

mM Tris-HCI, pH 8.5) bagli DNA'y1 eliite etmek icin 70 °C'ye 1sitilmustir.

Ellisyon tamponunun dogrudan re¢inenin merkezine eklenmesi DNA verimini artirmistir.
Spin-kolonlar arasinda DNA izlerinin aktarilmasini 6nlemek i¢in, spin-kolon duvarlarina

mikropippet ile dokundurulmamastir.
Dondiirme kolonu/toplama tiipii tertibatini oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir.
1 dakika 12000 rpm'de santrifiijlenmistir.

Eliisyon bir kez daha tekrarlanmustir.
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Bu adim, kolondan DNA geri kazanimi yapilmustir. {1k eliiatin seyreltilmesini dnlemek

icin yeni bir toplama tiipii kullanilmistir.

Dondiirme kolonu eliiat ile temas ederek DNA kontaminasyonuna neden olacagindan, tek
bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine eliisyon yapmak i¢in 200 pl'den fazlasi

kullanilmamustir.

Doner kolonu atilmis, toplama tiipiiniin kapagini kapatilmigtir. Genomik DNA, analiz i¢in

hazir hale getirilmistir.
Protokole gore hazir hale gelen Genomik DNA, -20 °C’de saklanmustir.

3.3.2.2 PCR

Metagenomik c¢alismalar, bir numunedeki DNA miktarinin ve kalitesinin belirli kriterleri
karsilamasin1 gerektirir. Calismada DNA miktarinin tayini, fliioresan ¢ift sarmalli
pikoyesil boya kullanilarak bir Victor 3 florometre iizerinde gerceklestirimistir.
Picogreen boyasi yalnizca ¢ift sarmalli DNA'ya baglanir. Rutin spektroskopide
normalden daha yiiksek konsantrasyonlara neden olan genomik DNA, kalintt RNA veya
diger kirletici maddeler disinda, Picogreen ile etkilesime girmez ve daha dogru sonuglar
verir. DNA ornekleri i¢in beklenen konsantrasyon 50 ng/uL'dir. Literatiirde PCR, qPCR
ve RT-PCR gibi yontemler kullanilmakla birlikte, bu ¢alismada PCR yontemi olarak
indeks PCR yontemi kullanilmistir. PCR  yontemi hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir. Calismada, bentik organizmalarin tamami ic¢in spesifik primer
tasarlanmistir. Yeni nesil dizileme okumasindan 6nce amplikon kiitliphanesi hazirligi
amaciyla 18S ribozomal RNA geninin yaklasik 460 bazlik bir bolgesi alttaki primer cifti

ile cogaltilmistir.
PCR asamasinda kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir:

1-18S Amplicon PCR Forward Primer = 5'18S-566F:
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCAGCCGCGGTAATTC
C

2- 18S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'18S- 1200R:
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCCGTGTTGAGTCAAAT
TAAGC
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Primerler, 6zellikle eDNA caligmalarinin tamaminda oldugu sekilde DNA barkod
olusturmak amaciyla yaklasik 250 baz ciftlik bolgesi igin tasarlamistir. Primerlerin,
cogalttiklar1 bdlgenin uzunlugu, erime sicakliklari, dongii kosullart ve reaksiyon

hacimleri verilmistir. Ayrica PCR kosullar1 ve kullanilacak malzemeler Tablo3.3°de

verilmistir.

Tablo 3.2: PCR asamasinda kullanilan malzemeler
Hacim
Microbial DNA (5 ng/ul) 2.5ul
Forward Primer 1 uM Sul
Reverse Primer 1 uM Sul
2X KAPA HotStart PCR Mix 12.5 ul
TOPLAM 25 ul
PCR kosullar1:

Toplam 250 baz ¢iftlik DNA ig¢in;
1) 95 ° C’de 3 dakika
2) Takip eden 25 dongii i¢in

- 95 ° C’de 30 saniye
- 55°C’de 30 saniye
- 72 ° C’de 30 saniye

3) 72 ° C’de 5 dakika
4) 4 ° C’de Ornekler saklanmastir.

PCR analizi sonucunda elde edilen DNA miktarlarinin istasyonlara gore amplikonlari

Sekil 3.7°de verilmistir.
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NDSlist WNIDSZhist NIDSIizt NDSdiast OASTizt OASThdst OASIist OASHist

Sekil 3.7: Amplikon PCR sonuglar1
3.3.2.3 DNA dizi analizleri

DNA Dizi Analizi ¢ok hassas bir yontem olmakla profesyonel DNA analizleri yapilan
laboratuvarlarda yapilmasi gerektigi hesaplanmistir. Laboratuvarimizda otomatik sekans
cihazi bulunmamasindan kaynakli, islemler hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilmistir.
Hizmet alimi i¢in, DNA dizi analizi yapilan laboratuvarlar arastirilmis olup, firmaya
ornekler yiiksek korumali kutulara konularak gonderilmistir. PCR yapan ve DNA dizi
analizi yapan firma ayni oldugundan, PCR’da kullanilan primerler, iretici firma
tarafindan Onerilen protokol takip edilerek gerceklestirilen adimlar sonucunda,

hedeflenen bolgelerin niikleotid dizileri basariyla ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.8. eDNA Analiz Adimlari
3.3.4 indeks PCR

Kiitliphaneyi olusturmak i¢cin eDNA analizlerinde genellikle kullanilan adimlardan biri
olan indeks PCR kullanilmistir. Hizmet alim1 yapilan firma tarafindan 18S rRNA geni,
spesifik primerlerle ¢ogaltilmis ve ardindan saflagtirilmistir. Bu adimda, indeks kiti
kullanilarak illumina ikili indeksleri ve adaptorleri eklenmis ve daha sonra

saflastirilmistir.

Ayrica Yeni nesil dizileme okunurken farkli 6rneklerin ayirt edilebilmesi ve birden fazla
Ornegin ayni anda ayni sonuglar1 verebilmesi i¢in PCR f{iriinlerine "indeks barkod" gorevi
goren Ozel baz dizileri eklenmistir. Salt okunur dizileme ve "adaptorler", tirlinlerin PCR

ile yeni nesil dizileme ekipmaninda spesifik oligo baglama bolgelerine baglanmasina izin
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verir. Indeks kiti kullanilarak yapilan bu islemde her érnege 2 indeks barkod bolgesi,

asagidaki kisa PCR kosullarinda baglanmistir.

Tablo 3.3. Indeks PCR kullanilan malzemeler

Hacim
DNA Sul
Nextera XT Indeks Primer 1(N7xx) 5ul
Nextera XT Indeks Primer 2 (S5xx) S5ul
2X KAPA HotStart PCR Mix 25 ul
Su 10 pl
TOPLAM 50 pl

1) 95 © C’de 3 dakika
2) Takip eden 8 dongii i¢in

95 © C’de 30 saniye
55 © C’de 30 saniye
72 ° C’de 30 saniye

3) 72 ° C’de 5 dakika

4) 4 ° C’de ornekler saklama yapilir.

NDElist NDE2ist NDESist NDSdist OASlist OAR2ist OASIist OASdist

Sekil 3.9. indeks PCR Sonuglarma DNA Yogunluklari
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PCR iiriin temizligi i¢in {iretici firmanin kullanim protokoliine gore, manyetik boncuklar
kullanilarak, primer dimerler ve serbest primerler uzaklastirilmistir. Bu asama iki adimda
gergeklestirilmistir. [1lumina NovaSeq 6000 cihazindan yliksek kalitede veri elde etmek
icin, cihazdaki her akigkan hiicre {iizerinde optimum kiimelenmeyi saglamak
gerekmektedir. Bu yiizden kiitiiphane miktar tayininin daha hassas tespiti i¢in, Qubit™ 4
Fluorometer kullanilmaktadir. Normalizasyon adimi, birlestirilmeden Once esit
kitapliklar1 temsil etmek icin manyetik boncuklar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Manyetik pargaciklar kitapliga benzer bir baglanma yetenegine sahip oldugundan,
kitapliklar birlestirildiginde her 6rnek esit oranlarda olacaktir. NovaSeq 6000 cihazinda
akis hiicresine birlestirme kiitliphanesi eklenmistir. Akis hiicresinde, yiizey adezyon
oligolari, kitapliktaki bagdastirici dizileri tamamlayici dizilerdir ve amplifikasyonu
kopriileyerek, her bir fragman farkli kiimeler halinde amplifiye edilmis ve klonlanmistir.
Sentez tamamlandiginda, drnek DNA dizileme i¢in hazir hale gelmistir. [llumina'nin
"Sequencing by Synthesis" teknolojisi ile her bir baz, dizileme sirasinda DNA 6rnegine
eklendikge tespit edilmistir. Siralamada kullanilan dNTP'ler, sonlandiriciya bagl 6zel
tersinir ANTP'lerdir. Bu dNTP'ler, her dizileme dongiisiinde spesifik kimyasal yapilar
nedeniyle hata oranlarini ve yanlis baz ekleme olasiligini azaltmaktadir. Bu nedenle, elde
edilen sonuglar her temelde olduk¢a dogrudur. Ayn1 zamanda, sablon DNA iizerindeki
tekrarlayan bolgeler veya homopolimer DNA dizileri, diger dizileme tekniklerinde
okumalara veya yanlis okumalara yol agmaktadir. Bu 6zel dNTP'ler ile homojen DNA
dizileri veya tekrar bolgeleri kolayca okunmaktadir. Gergek zamanli PCR ile iiretilen
kitapliklarin ~ konsantrasyonlar1 ~ olgiilmiis ve 4 nM'ye seyreltme yoluyla
normallestirilmistir. Normallestirilmis Ornekler sentetik yontemle birlestirilmistir.
Kiitliphane hazirligindan sonra, dizileme senteziyle her yeni bir ANTP eklendiginde,
eklenen bazin floresansi gdzlemlenmis ve optik olarak kaydedilmistir. Siralamadan sonra
tiretilen veriler, analiz i¢in ham verilere (FASTA formati) doniistiiriilmiistiir. Bu iglemler

de hizmet alim1 yapilan firma tarafindan gergeklestirilmistir.

3.3.4.1 Data kalitesi kontrolii (FastQC)

Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi klinik uygulamalarda daha genis bir sekilde
kullanilmasi sebebiyle dizileme veri kalite kontrolii 6nemli hale gelmektedir [67]. FastQC

analizi adimlar1 Rideout ve arkadaslar1 (2014)’nda su sekilde verilmistir. AfterQC, FastQ
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dosyalarin1 gruplar halinde islemek i¢in tasarlanir, tipik olarak farkli numuneler icin bir
siralama c¢aligmasinin verileri olan tiim FastQ dosyalarini (tek uglu veya ¢ift uclu ¢ikti
olabilir) igeren bir klasdrden geger ve her FastQ dosyasini veya ciftini KK ve filtreleme
boru hattina iletir. AfterQC, veri kalitesi profili olusturmaya dayali olarak otomatik
okuma diizeltmesi yapacaktir. Her bir okuma kabarcik filtresi, polyX filtresi, kalite filtresi
ve Ust iiste binme analizi filtreleri tarafindan filtrelenir, bu filtreleri gegemeyenler kotii
okumalar olarak atilir. Ayrica, ¢ift ug dizileme verileri igin Ortlisen analize dayali bir hata
diizeltmesi uygulanir ve son olarak, AfterQC iyi okumalar1 depolar, filtreleme sonrasi1 KK

profillemesi gerceklestiilir ve HTML raporlar1 olusturulur [68].

3.3.5 Biyoinformatik analizde kullanilan baz araclar

Amplikon veri dizilemelerinde en sik kullanilan araglar, QIIME2, MOTHUR ve MG-
RAST olmaktadir. Cift uclu (Paired end) dizileme sonucu olusan R1 (ileri) ve R2 (geri)
okumalar1 birlestirilerek kontigler olusturulmasini giiriiltii olusturan okumalari
filtrelemeyi, replikalar1 (tekrarlar1 azaltmay1), kimerik dizileri kaldirmay1 ve marjinal

dizilerdeki hatalar1 diizeltmeyi saglamaktadir.

3.3.5.1 QIIME2

Oncelikle verilerin OIIME2 programina dosya formatinda aktarilmasi ve drnekte farkli
sekanslar varsa, verilerin ayristirilmasi (demultiplex) gerekmektedir. Ayrica bu islem,
barkodlar veri okumalardan ayrilmis ve ayr1 bir dosyada ise “q2demux” fonksiyonu, eger
barkodlar veri okumalarinin {izerinde ise “cutadapt” eklentisi ile gerceklestirilebilir.
Analizlere baglamadan 6nce verilerin tsv (sekme ile ayrilmis degerler) formatinda olmasi
ve calismaya Ozel metadata dosyasinin hazirlanmasi gerekmektedir. Metadata veri

tizerinde haritalamay1 gostermektedir.

Dizilerin filtrelenmesi ve kirpilmasindan sonra, operasyonel taksonomik birimler
(OTU'lar) halinde kiimelenmesiyle gerceklestirilir [69]. Amplikon dizi hatalarini diizelten
OTU tablolart harici kiigiik farkliliklar1 ¢dzen yliksek c¢oziiniirliiklii amplikon dizi
varyantlari iireten daha iyi kalite kontrol yontemleri olugturulmustur. QIIME2’ nin giincel
olarak kullandigt DADA2 (q2- dada2) araciligiyla temizleme (denoised) bu
yontemlerdendir. DADAZ2, kalite kontrol islem akis1 boyunca paired end okumalarin

birlestirilmesini igerir ve bu nedenle daha kolay olmaktadir. [70].

27



3.3.5.2 DADA2

DADA2 (Bolimsel Amplikon Giiriiltii Azaltma Algoritmasi 2), okumalardan gercek
biyolojik dizi ¢ikarimi igin parametrik bir model kullanmaktadir. Bu model, okuma veri
girdilerinin fazlalig1 ve aralarindaki mesafeyi baz almaktadir. DADA2 daha az bolluktaki
okumalari, “hatadan tiiretilmis” okumadan daha bol bulunan, "dogru" bir diziye atayip
atamamaya karar vermek icin bir olasilik esigi kullanmaktadir [71]. DADA?2 paired end
sekanslarin1  birlestirmeyi, filtrelemeyi, kimeralarin ortamdan uzaklastirmay1
olusturmaktadir. Bu islemlerin sonucu olarak klasik OTU tablolarina benzer ASV
tablolarini olusturmaktadir. Ayrica, DADA2 programini diger programlardan farkli kilan
sey, ileri ve geri okumalari birbirinden bagimsiz olarak belirlenen islemleri
uygulamaktadir [72]. Ileri ve geri okumalara uygulanan temizleme isleminden sonra
olusturulan ASV'ler, "removeChimeraDenovo" komutu ile kimerik dizilerin ASV'lerden

uzaklastirilmasindan once birlestirilmektedir [73].
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4. BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Calisma sonuglar1 istasyonlara ait fiziko-kimyasal parametreler, geleneksel metot bentik

ornekleme sonuglar1 ve eDNA sonuglar1 seklinde asagida verilmistir.

4.1 Istasyonlara Ait Fizikokimyasal Parametreler

Calismada ornek alman 4 istasyon ait fizikokimyasal parametreler Tablo 4.1 de

verilmistir.
Tablo 4.1. Istasyonlarin Fizikokimyasal Ozellikleri
istasyon Ad1 | Su Sicakhig Céziinmiis pH iletkenlik Derinlik
() Oksijen (1S/cm) (cm)
(mg/1t)
1. istasyon 19.1 2,99 6,80 1772 65
(Giilsehir)
2.istasyon 18,9 6,91 8,10 1244 15
(Sulusaray)
3.istasyon 15,4 4,01 8,02 1814 75
(Sarihdir)
4.istasyon 17,9 6,44 8,1 1805 45
(Avanos)

Olgiimii gergeklesen istasyonlardaki su sicaklik degerinin 19.1°C ile en fazla Giilsehir
istasyonunda, en az ise 15.4°C ile Sarthidir istasyonunda gériilmektedir. istasyonlar
arasindaki sicaklik degerlerinde belirgin bir farklilik bulunmamaktadir. Coziinmiis
oksijen miktarinin Sulusaray istasyonunda 6.91 mg/lt oranla en fazla, Giilsehir
istasyonunda ise 2.99 mg/It oranla en az oldugu 6l¢iilmiistiir. Kizilirmak’taki istasyonlar
arasinda Giilsehir istasyonunun 6.80 pH degeriyle daha diistik, diger istasyonlarin ise
daha yiiksek pH degerine sahip oldugu goriilmektedir. En yiiksek pH degeri 8.10 oraniyla
Sulusaray istasyonudur. Elektriksek iletkenlik 6l¢limlerinin istasyonlarda 1244 pS/cm ile

1814 pS/cm arasinda degistigi ve en yliksek iletkenligin 1814 pS/cm ile Sarithidir
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istasyonunda Sl¢iilmiistiir. Aras ve Findik’in 2018°de yaptiklar1 bir ¢alismada Kizilirmak
Nehri’nde bazi fizikokimyasal parametrelere bakmislar ve ¢alisilan alani Lsinif kalite su
olarak degerlendirmislerdir, yaptiklar1 ¢calismada ortalama sicaklik (17,8°C), pH (8,12)

ve ¢oziinmiis oksijen (9,4 mg/lIt) degerleri olarak tespit etmislerdir [74].

Tablo 4.2.Yeriistii Su Kiitlelerinde Baz1 Parametreler Icin Cevresel Kalite Standartlar:

[75]
Su kalitesi Su Kalitesi Siniflar:

Parametleri I (Cok iyi) I (Iyi) III (Orta) IV (Zayif)
Sicaklik (°C) <25 <25 <30 <30
Renk RES 426 nm<1,5 RES 426 nm:3 RES 426 nm: 4,3 | RES 426 nm >4,3

RES 525<1,2 RES 525nm: 2,4 | RES 525 nm: 3,7 | RES 525 nm >3,7
RES 620 nm <0,8 RES 620 nm: 1,7 | RES 620 nm: 2,5 | RES 620 nm >2.5
pH 6,5-8,5 6,5-8,5 6,0-9,0 6,0-9,0 disinda
Tletkenlik <400 400-1000 1000-3000 >3000
(1S/cm)
Coziinmiis >8 6-8 3-6 <3
Oksijen (mg/1t)

Tablo 4.2°de Tiirkiye i¢in belirlenmis su kalite standartlar1 verilmistir. Verilen bilgilere
gore, Giilsehir istasyonu; ¢oziinmiis oksijen 3’ten kiiciiktiir, iletkenlik, pH ve sicakliga
istinaden III. kalite su olarak (orta) olarak degerlendirilmistir. Sulusaray istasyonu; su
kalitesi parametrelerine gore I1. kalite (iyi) su olarak degerlendirilmis, Sarthidir istasyonu;
II. sinif (orta) kalitededir. Son olarak Avanos istasyonu, II. siif (orta) olarak
degerlendirilmistir. Kizilirmak Nehri’'nde 2022 yilinda yapilan bagka bir calismada;
sicaklik 7,2-24,8°C, pH 7,12-8,89, elektriksel iletkenlik 1350-2060 puS/cm, ¢oziinmiis
oksijen 5,1-9,1 mg/L, bulaniklik 14,2-21,9 olarak belirlenmis ve veriler ulusal ve
uluslararasi standartlara gore degerlendirilmistir. Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi kita
ici su kaynaklarmin siiflarina ve kalite kriterlerine gore Kizilirmak nehrinin su kalitesi
I. ve II. Sinif olarak degerlendirilmistir [76]. Onceki yapilan calismalara gore su

kalitesinin distiigii gézlemlenmistir.
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4.2 Geleneksel Yontemle Alinan Bentik Organizmalar

Laboratuvara getirilen sediment drnekleri tiir tayini i¢in hazirlanmistir. Oncelikle ortam
steril hale getirilmistir. Her istasyona ait sediment Ornekleri biiyiik bir kaba bosaltilip
tizerine bir miktar saf su eklenmistir. Biliyiik kaptan alinan sediment 6rnekleri, steril tahta
kasik yardimiyla petri kabina az miktarda konulmustur. Petri kaplarinin igerisini bir
miktar saf su konularak biiyiik mercek yardimiyla incelenmistir ve bulunan bentik canlilar
sirastyla farkli bir petri kabina aktarilmistir. Mercek yardimiyla bulunamayan bentik
organizma varlig1 olmasi karsin petri kaplar1 tekrardan mikroskop kullanilarak yeniden
incelenmigtir. Her biri farkli kavanozlara aktirilan bentik canlilarin morfolojik 6n grup

ayrimlar1 yapilmistir ve igerisinde %70’lik alkol aktarilarak saklanmigtir.
Geleneksel yontem kullanilarak toplanan bentik organizmalar asagida listelenmistir.

Filum: Arthropoda
Sinif: Insecta
Takim: Diptera
Familya: Chironomidae
Alt familya: Orthocladinae
Alt familya: Tanypodinae
Takim: Hemiptera
Alt takim: Heteroptera
Familya: Micronectidae
Cins: Micronecta sp.
Sinif: Malacostraca
Usttakim: Peracarida
Takim: Isopoda
Familya: Asellidae
Cins: Asellus sp.
Takim: Amphipoda
Familya: Gammaridae
Cins: Gammarus sp.
Filum: Annelida
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Sinif: Clitellata
Altsinif: Oligochaeta
Altsinif: Hirudinae

Filum: Nematoda

Filum: Mollusca
Sinif: Gastropoda

Sinif: Bivalvia
Gruplarin istasyonlara gore dagilimlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Morfolojik yontemle belirlenen bentik makroomurgasiz gruplarinin
istasyonlara gore dagilimlari

. Giilsehir Sulusaray Sarimdir Avanos
Istasyon Ad1 Istasyonu Istasyonu Istasyonu Istasyonu
Chironomidae Chironomidae Asellus sp. Asellus sp.
Gammaridae Nematoda Oligochaeta Gammaridae
Oligochaeta Oligochaeta Gastropoda Hirudinea
Grup Tayini Nematoda Diptera Bivalvia Gastropoda
Gastropoda Chironomidae
Heteroptera Orthocladinae
Micronecta sp. Tanypodinae
Hirudinae

Tablo 4.3 de belirtilen verilerle birlikte en fazla grup bulunan istasyon, 9 canli grubuyla

Sulusaray istasyonudur. Ayrica Sarthidir istasyonunda bulunan gruplardan,
Orthocladinae ve Tanypodinae gruplar: diger istasyonlarda bulunamamistir. Geleneksel
yontem ile toplanan bentik organizmalarda ise en az bulunan istasyon 4 grup ile Sulusaray
ve Avanos istasyonlaridir. Avanos ve Sulusaray istasyonlarinin her ikisinde farkli gruplar
gozlemlenmistir. Chironomidae grubu Avanos istasyonu hari¢ tiim istasyonlarda
gbzlemlenmistir. Topkara ve ark (2018), Karagdl’de kiy1 ve aciklarindan geleneksel
yontemlerle makroomurgasizlari toplamis ve Chaoboridae, Oligochaeta ve Chironomidae
gruplarinin baskin oldugunu belirlemislerdir [77]. Denizli iline bagh Isikli Golii
bolgesinde 2015 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada, 7 farkli istasyondan 6rnek toplanmis

ve en yogun gruplarin sirasiyla Insecta, Gastropoda ve Oligochaeta grubu oldugunu
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belirtmislerdir [78]. Kirkaga¢ ve Kdoksal (2005), bentik makroomurgasiz gruplarindan
Chironomidae ve Oligochaeta iiyelerinin kirlenmeye karsi toleransli gruplar olarak

kirlenmenin yogun oldugu bolgelerde gortildiiklerini belirtmektedirler [79].

Calisgmamizda 4 istasyondan toplanan bentik makroomurgasizlardan Chironomidae,

Oligochaeta ve Gastropoda gruplar1 en yogun taksonlar olarak belirlenmistir.

4.3 eDNA Analiz Sonuc¢lar

Makroomurgasiz topluluklarini belirleyebilmek amaciyla eDNA metabarkodlama
kullanmilmasinin potansiyel avantajlar1 vardir. Ornegin, geleneksel &rnekleme, nehir
tabanina erigimin zor oldugu, diisiik veya mevcut olmayan akim olmamasi sebebiyle
makroomurgasizlari bir ag ile yakalamanin pratik olmadig1 baz1 bolgelerde sinirlamalara
sahiptir, ancak aksine, eDNA Orneklemesi yalnizca su orneklerini almay1 gerektirir;
tekme Ornekleme yontemiyle makroomurgasizlari toplamaktan ¢ok daha kolaydir. Son
olarak, metabarkodlama yaklasimi her numuneyi degerlendirmek igin taksonomi
uzmanligina dayanmamaktadir [80]. Bu ¢aligmada, [llumina MiSeq sistemi kullanilarak
fasta ve qual formatinda elde edilen dizilerin metagenomik analizi QIIME2 versiyonu
kullanilarak yapilmistir. Bentik organizmalar1 belirlemek i¢in yapilan eDNA analiz
caligmalarinda ¢ogunlukla 18S rRNA geni ya da COI geni ile kullanilmakatadir. COI gen
bolgesinin  kullanildif1 ¢aligmalar daha g¢ogunluktadir. Ornegin Fernandez ve
arkadaslarinin (2018) yaptig1 bir ¢alismada, COI geni bir belirte¢ olarak kullanildiginda,
18S rRNA gen isaretleri ve Surber ag orneklemesi gibi geleneksel saha aragtirmasi
kullanilarak saptananlarla karsilastirildiginda daha fazla bentik makroomurgasiz tiiri
saptadigini kaydetmistir [81]. Fakat, 18S rRNA’nin V4 fragmanini secen Lejzerowicz ve
arkadaslari, daha kisa ve Illumina teknolojisini kullanarak PCR amplifikasyonu ve
siralamast  daha kolay oldugunu vurgulamigtir. Bununla birlikte, V4 bdlgesinin
¢ozlinlirliigiiniin, tiir diizeyinde atamalar i¢in sinirl oldugunu ve COI bolgesinin daha az
dogru ¢esitlilik tahminleri sagladigini belirtmisler ve bazi énemli tiirlerin yalnizca 18S
rRNA isaretcisi kullanilarak tespit edilebilecegini gostermislerdir [82]. Ayrica, bentik
makroomurgasizlar i¢in, COI belirteci, hedef olmayan (protozoa, fitoplankton, mantarlar,
bakteriler) amplifikasyon olasiligini1 azaltalabilecegi One siiriilmiistiir fakat COI gen
bolgesi icin 18S rRNA gen bolgesi kadar arastirmalar yapilmamis oldugunu belirten

Othman ve arkadaglarinin eDNA belirtecleri i¢in yaptig1 calismada; eski arastirmalarda,
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130 bp igeren COI gen bdlgesinin genis bir takson araligini kapsayacak sekilde
korunmamis  oldugunu  bildirilmistir. COI ile mini barkod primerlerinin
siirlandirilmasinin zor oldugunu ve 18S rRNA bdlgesinin bir¢ok tiiriin taksonomik
tanimlamas1 ic¢in referans veri tabani olabilecegi kabul edildiginden bahsedilmistir.
Sonug olarak sistematik arastirma verileri, arastirmacilarin eDNA metabarkodlama igin
isaretci secimi konusunda karar vermelerine yardimei olabilir. eDNA ¢alismalarinda COI
ve 18S rRNA belirteglerinin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ancak, her bir markdriin

potansiyeli ve smirlamast hedeflenen tiire gore degistiginden, markorlerin

validasyonunun yapilmasini savunmustur [83].

eDNA analiz sonuglarinin metabarkodlama yontemiyle olusturan yeni nesil dizilemedeki
kalite okumalari, ileri geri okumadan sonraki niikleotitlerin ayristirmalar1 ve yeniden
birlestirme sonucu son dizileme olusturulmasi ve son olarak operasyonel taksonomik

tinitelerin atanmasi islemlerine ait sonuglar asagida ayr1 boliimler halinde sunulmustur.
4.3.1 DNA dizi kalite okumasi

eDNA analizi i¢in alinan su O6rneklerinden dizileme analizleri sonucu elde edilen ham
veriler FastQC araci ile analiz edilmistir. 18S rRNA dizilerine ait ortalama kalite skorlar1
(Phred skor) 33-35 araliginda bulunmustur. Skor degerler skalasi incelendiginde 9%99,9
baz arama dogruluguna erisilmistir.  Ayrica GC igerikleri %43-%63 araliginda
degiskenlik gostermistir. Broman ve Elias 2022 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, deniz
tabanindaki mikroorganizmalarin DNA’larin1 izole etmis ve FastQC ile kalite degerlerini
Olemiistiir. 33-36 aras1 degisen Phred degerleri ile 137 bp’lik 47,01 milyon okuma
yapmislardir. [84] FastQC analiz sonuglar1 Tablo 4.4’de verilmistir. Reverse (Geri) ve
Forward (ileri) dizilerinin kalite okumalarina ait grafikler Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5,4.6,

4.7 ve 4.8 verilmistir.
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Tablo 4.4. DNA dizilerinin uzunluklari ve kalite degerleri

Ornek kodu Ham veri Dizi uzunlugu GC Degerleri Kalite degerleri
(bp) (bp) (%) (Phred skor)
Giilsehir 127801 250 %60 34
Nehir Dip Suyu
Sulusaray 57437 250 %51 34
Nehir Dip Suyu
Sarthidir 53258 250 %350 34
Nehir Dip Suyu
Avanos 143053 250 %62 33
Nehir Dip Suyu
Giilsehir 66277 250 %43 33
Ornek Alt1 Suyu
Sulusaray 62016 250 %46 35
Ornek Alt1 Suyu
Sarthidir 61839 250 %44 34
Ornek Alt1 Suyu
Avanos 50617 250 %45 33
Ornek Alt1 Suyu
Ay R i

|

ipfilk

l

|

|

|

‘-

Sekil 4.1. Giilsehir Istasyonu Nehir Dip Suyuna Ait FastQC Sonuglari
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Qualty scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

JHHTT

il

801510 3034 4549 60-64 7579 90-94 110114
Postion in read (bp)

135139 160164 105189 210214 235239

H| | |

80 15:10 3034 4549 6064 75.79 9004 110114
Postion

135139 160164 185169 210214 235239
in read (5p)

Sekil 4.2. Sulusaray Istasyonu Nehir Dip Suyuna Ait FastQC Sonuglari

80 1510 30-34 4549 60-64 7579 9004 110114
Posttion in read (bp)

135139 160164 185189 210-214 235239

il
| HH\

80 1510 30-34 4540 60-64 7579 9004 110-114

P

135139 160164 185189 210214 235230
Postion in read (5p)

Sekil 4.3. Sarihir istasyonu Nehir Dip Suyuna Ait FastQC Sonuglari

ou-muu-.mm-u-u (s-w Tiomna 1

801510 3034 4540 6064 7570 9004 110114 135139
Position in read (bp)

7 u 1‘ ul ‘ :

"5 encoding)
it \” u u \
32

160164 185189 210214 235239

67891510 30-34 45

49 60-64 75-79 90-04 110114

Wi

135139 160164 165189 210214 235230
Postion in read (bp)

Sekil 4.4. Avanos Istasyonu Nehir Dip Suyuna Ait FastQC Sonuglar
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_

U\

u\‘ s
Ed
20!

I

n\

T
T

!
\

567601510 3034 4549 6064 7579 9004 110114 135139 160164 165169 210214 235239
Pastion in read (bp)

345678001510 30-34 4549 60-64 7579 90-04 110114 135139 160164 195189 210214 235-230
Posttion in read (bp)

Sekil 4.5. Giilsehir Istasyonu Ornek Alt1 Suyuna Ait FastQC Sonuglar

oudlv uumu-uu- s-wluun © encoding) :.um

;2 1 ‘ ’H HH HH

il

H

T
I

I MM
\H i‘ - H“
i il

4567801510 3034 4549 60-64 7579 90-94 110114 135139 160164 185189 210-214 235-239
Pastion in read (bp)

4567801510 3034 4549 60-64 7579 60-04 110114 135139 160164 165189 210214
Pastion in read (bp)

Sekil 4.6.Sulusaray Istasyonu Ornek Alt1 Suyuna Ait FastQC Sonuglari
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67891510 3034 4549 6064 7579 9094 110114 135139 160164 185169 210214 235239
Pastion in read (bp)

6789 1510 3034 4540 6064 7579 9004 110114 135139 160164 165169 210214 235239
Postion in read (bp)

Sekil.4.7.Sarthidir istasyonu Ornek Alti Suyuna Ait FastQC Sonuglari
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Sekil 4.8. Avanos Istasyonu Ornek Alt1 Suyuna Ait FastQC Sonuglari

FastQC kalite grafiklerine gore 7 drnek i¢in (Giilsehir Nehir Dip Suyu, Sulusaray Nehir
Dip Suyu, Sarthidir Nehir Dip Suyu, Giilsehir Ornek Alt1 Suyu, Sulusaray Ornek Alti
Suyu, Sarithidir Ornek Alt1 Suyu, Avanos Ornek Alt1 Suyu) y ekseninde gozlenen kalite
degerleri normal iken; Avanos nehir dip suyuna ait drnegin bazi boliimlerinde ise kalite
oraninin distiigii goriilmektedir. Kalitenin diigiik olmasinin sebebi, ortamda bozulmus
DNAnin varligindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Bu 6rnek serisi i¢in 18S reverse

okumalarinin kalitesi ortalama 210 bp’den sonra diistiigii i¢in sonraki bazlar kesilmistir.

Orneklerin kalite okumas1 yapildiktan sonra, elde edilen veri, DADA2 formati ile
biyolojik olmayan niikleotidler (primer, adaptor, baglayici) ve kalitesi diisiik diziler, ham
veriden arindirilmistir. Ileri okuma sirasinda parcalanmis olan dizi, niikleotidlerin
eslestirilmesiyle birlestirilmistir. Kimerik olan veriler saplandiktan sonra ayristirilmis ve
niikleotidler yeniden birlestirilmis ve operasyonel taksonomik iinitelere atanmigtir (OTU)
islemine hazir hale gelmistir. Taksonominin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak benzer
sekanslar kiimelenmistir, kiimeleme islemi i¢in siniflama (Cluster) analizi uygulanmastir.
Sonrasinda ait olduklar1 operasyonel taksonomik tinitelere (OTU) atanmustir. Elde edilen
her dizi icin OTU saptamasi gerceklestirilmistir. Kesilen ve arindirilarak yeniden

birlestirilen okuma verileri, Tablo 4.5’te belirtilmistir.
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Tablo 4.5. DADA2 formati ile okuma verilerinin kesme iglemleri

Ornek kodu Ham Filtrelenmis | Filtrelenmis | Arindirilmis | Kimerik Kimerik
veri veri yiizdesi veri olmayan olmayan
veri veri
yiizdesi
Giilgehir Nehir | 127801 99573 77.91 98471 97598 76.37
Dip Suyu
Sulusaray 57437 49614 86.38 48825 47653 82.97
Nehir Dip Suyu
Sarthidir Nehir | 53258 43121 80.97 41250 40695 76.41
Dip Suyu
Avanos Ornek | 143053 108906 76.13 107886 106140 74.01
Alt1 Suyu
Giilsehir Ornek | 66277 45574 68.76 44973 43284 65.31
Alt1 Suyu
Sulusaray 62016 42705 68.86 40690 39392 63.52
Ormnek Alt1
Suyu
Sarthidir Ornek | 61839 43283 69.99 42835 41497 67.1
Alt1 Suyu
Avanos Ornek 50617 37805 74.69 37017 36287 71.69
Alt1 Suyu

DADA2 formatiyla gerceklestirilen islemde ham verilerin yogunlukta oldugu 127801 ve
143053 baz ¢iftiyle sirasiyla Avanos istasyonu nehir dip suyu ve Giilsehir istasyonu nehir
dip suyuna ait oldugu goriilmektedir. Filtreleme islemleriyle arindirilmis veri orani en az
olan 6rnek 37017 oraniyla Avanos istasyonu 6rnek alti suyuna aittir. Kimeriklerden
arindirilan verilerin en yliksek yogunluguna %82,97 oraniyla Sulusaray istasyonu nehir
dip suyu orneginde rastlanilmistir. Gaspar (2018), FastQC tarafindan analiz edilen 18S
rRNA okumalarinin kalite puanlarinin 20°den biiyiik (>20) oldugunda biyoinformatik
analizler i¢in uygun aralikta olduklarini belirtir. Yaptig1 calismada, 18S rRNA dizisinin
ters okumasinin kalitesi 180 bp'den sonra 20 bp'nin altinda diismeye basladiginda bu
kisimdan sonrasi i¢in kesme yapmis ve 18S rRNA i¢in amplifiye edilecek bolge 390 veya
226 bp oldugundan, DADAZ2 paketi i¢in gereken 20’den biiyiik (>20) niikleotit sayisinin

yeterli olduguna karar vermistir. Bunun sonucunda 300 bp'lik ¢ift u¢lu dizileme, 18S
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rRNA icin 210 bp'lik tiim hedef bolgeyi kapsayan bolgelerle ortiismeyle sonuglanmistir.
Cift uglu dizileme sonucunda olusan R1 ve R2 dizileri, tim hedef DNA bdlgesini
kapsayabilen tek bir dizi halinde birlestirilerek dogru okuma bdolgesi tespiti ve hata
diizeltmesi sagladiklarini belirtmislerdir [85]. Calismamiz da analiz edilen 18S rRNA i¢in

tek dizi ile dogru okumalar yapilmasi basariyla gergeklestirilmistir.

4.3.2 Operasyonel taksonomik iinitelerin genel dagilim

Operasyon taksonomik iinitelere atanan bentik organizmalarin ylizde oranlar1 Sekil 4.
9’da verilmistir.

Bivalvia; 0.35% Artropoda; 11.38%

Odonata; 0.01% Hemiptera; 0.01%

=

77 Platyhelminthes;
71.37% '

Sekil 4.9. eDNA analizinde atanan bentik organizmalarin yiizde dagilimlar

Diptera; 0.01%

Nematoda; 8.44%

Insecta; 0.11%

Clitellata; 7.67%

Annelida; 0.08%

Gastropoda; 0.38%

Coleoptera; 0.11%

eDNA analizi yapilan 4 istasyona ait toplam 8 6rnek degerlendirildiginde Platyhelmintes
grubunun %72 oramiyla en fazla DNA yogunluguna sahip oldugu goriilmektedir.
Arthropoda grubu %11 oraniyla en fazla DNA yogunluguna sahip 2. Grup olarak
belirlenmistir. Nematoda grubunun %9 oraninda, Clitellata grubunun %8 oraninda DNA
yogunluguna sahip olduklar1 saptanmistir.  Gastropoda (0.38), Bivalvia (0.35),
Coleoptera (0.11), Insecta (0.11), Annelida (0.08), Odonata (0,01), Hemiptera (0,01) ve

Diptera (0,01) gruplarinin yogunluklarinin %1’in altinda oldugu goriilmektedir.
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4.3.3 Operasyonel taksonomik iinitelerin istasyonlara gore dagilimi

Ornek alimi yapilan 4 farkli istasyondan toplam 8 drnege ait karsilastirma grafigi Sekil

4.10’da verilmistir.

NDSI1 (Giilsehir); 3; NDS2(Sulusaray);
0% 10222; 10%

NDS3(Sarihidir);

OAS4(Avanos); 9076; 9%
157465 15%

NDS4(Avanos);
146; 0%
OAS3(Sarihidir);
313225 29%
OASI1(Giilsehir);
36280; 34%
OAS2(Sulusaray);
3339; 3%
mNDSI1 (Giilsehir) ENDS2(Sulusaray) E NDS3(Sarihidir)
NDS4(Avanos) B OAS1(Giilsehir) B OAS2(Sulusaray)
m OAS3(Sarihidir) B OAS4(Avanos)

Sekil 4.10. eDNA Analizinde bulunan 6rneklerin istasyonlara gore ¢esitlilik dagilimlari

Orneklerin istasyonlara gore dagilimina bakildiginda, en fazla drnege Giilsehir istasyonu
ornek alt1 suyunda (OASI1) rastlanilmistir (%34). Sirastyla bunu %29 ile Sarithidir
istasyonu Ornek alt1 suyu (OAS3), %15 ile Avanos istasyonu 6rnek alti1 suyu (OAS4) ve
%10 ile Sulusaray istasyonu nehir dip suyu (NDS2 ) izlemektedir. En az ornege ise
Giilsehir (NDS1) ve Avanos (NDS4) nehir dip suyunda rastlanilmistir. Grafikte 6rnek alt1
sularinda eDNA analizi ile belirlenen 6rnek sayisinin, nehir dip sularinin sonuglarina gore
daha fazla gesitlilik gosterdigi gézlemlenmektedir. Ornek alt1 suyu analizlerinde en az
cesitlilik bulunan %3 oraniyla OAS2 Sulusaray istasyonudur. Giilsehir istasyonundaki
nehir dip suyu 6rnegi %0 iken, 6rnek alt1 suyu analizinde, %34 ile daha fazla c¢esitlilik
oldugu goriilmiistiir. Sulusaray istasyonunda nehir dip suyu %10 oraninda cesitlilik
goriilmiisken, 6rnek alt1 suyu analizinde %3 oldugu goriilmiistiir. Sarihidir istasyonunda
nehir dip suyu %10 iken, 6rnek alt1 suyunun %29 oraniyla daha fazla ¢esitlilik gosterdigi
gorilmistiir.
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4.3.4 Operasyonel taksonomik iinitelerin nehir dip suyu analizlerinin

karsilastirilmasi

4 farkli istasyondan alinan nehir dip suyu 6rneklerinin yogunluk karsilagtirilmasi Sekil

4.11°de gosterilmistir.

NDS4(Avanos) NDS1(Giilsehir)
1% 0%

NDS3(Sarihdir)

47% = NDSI(Gulsehir)
0
NDS2(Sulusaray)
52% = NDS2(Sulusaray)
= NDS3(Sarihidir)
= NDS4(Avanos)

Sekil 4.11. eDNA analizi nehir dip suyu 6rneklerinin istasyonlara gore dagilimi

Nehir dip suyu analizlerinin birbirleriyle karsilastirilmasinda en fazla cesitlilik %52
oraninda Sulusaray istasyonunda goriilmektedir. Sarithidir istasyonu %47 oram ile 2.
Sirada yer almaktadir. Giilsehir istasyonu nehir dip suyu eDNA analizinde en az ylizdeye
sahiptir.

4.3.5 Operasyonel taksonomik iinitelerin Ornek alti suyu analizlerinin

karsilastirilmasi

4 farkl istasyondan alinan 6rnek alt1 suyu 6rneklerinin yogunluk karsilastirilmasi Sekil

4.12’de belirtilmistir.
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OAS4(Avanos)
18%

OAS3(Sarihdir)
36%
= OAS1(Giilsehir)
OAS2(Sulusaray)
= OAS3(Sarihdir)
= OAS4(Avanos)
0AS1(Giilsehir)
OAS2(Sulusaray) 42%

4%

Sekil 4.12. eDNA analizi 6rnek alt1 suyu 6rneklerinin istasyonlara gore dagilimi

Istasyonlarm 6rnek alt1 suyu analizlerine gore, en fazla gesitlilik Giilsehir istasyonunda
bulunmaktadir. Ardindan %36 oraniyla Sarihidir istasyonu, %18 oraniyla Avanos
istasyonu gelmektedir ve %4 oraniyla Sulusaray istasyonu en az ¢esitlilige sahip istasyon
olarak goriilmektedir. Hajibabaei ve arkadaslarinin (2019), Waterloo Sehrindeki sig
akarsulardaki 6 istasyon olarak belirledigi 6rnnekleme noktalarindan aldigi érneklerde
eDNA analizini ger¢eklestirmis ve Arthropoda grubu taksonlarinin dikkate deger ol¢iide
fazla bulundugunu ve 4. Istasyon olarak belirledigi drnekleme noktasinda daha yogun
bulunduklarini belirtmistir [86]. Lanzen ve Anders’in (2021) Norveg’te yaptiklar: bagka
bir caligmada 11 adet istasyondan, morfolojik analizlerde tespit edilen baskin gruplar
sirastyla Annelidae, Echinodermata, Arthropoda ve Cnidaria olarak bulunmus fakat 18S
rRNA belirteci ile yaptigi eDNA analiz sonucglarina gore ise baskin gruplar Nematoda,
Annelidae, Chaetognatha ve Arthropoda olarak tespit edilmistir [87].

4.5 Morfolojik ve eDNA Analizlerinin Karsilastirilmasi

4 farkli istasyondan alinan tiim orneklerin birbirleriyle karsilagtirilmasi Tablo 4.6’da

verilmistir.
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Tablo 4.6. Morfolojik, Nehir suyu ve Ornek alt1 suyu analizleriyle belirlenen bentik makroomurgasizlarin karsilastirilmasi

1.

ISTASYON
(Giilsehir)

2

ISTASYON
(Sulusaray)

3

JISTASYON

(Sarithidir)

4.iSTASYON

Avanos)

Taksonomik
Gruplar

Morfoloiik
Ornekleme

Su
Ornegi

(eDNA)

Ornek

Morfolojik

Alt
Suyu

(eDNA)

Ornekleme

Su
Ornegi

(eDNA)

Ornek

Morfolojik

Alti
Suvu

(eDNA)

Ornekleme

Su
Ornegi

(eDNA)

Ornek

Morfolojik

Alt
Suvu

(eDNA)

Ornekleme

Su
Ornegi

(eDNA)

Ornek
Altr
Suyu

(eDNA)

Insecta

X

Arthropoda

X

Collembola

Platyhelmintes

Gastropoda

ol Bl Bl Eo

ol ko

Coleoptera

ol Eal ko

Annelida

Clitellata

Arhynchobdellida

Nematoda

ol kol Bl Eo

Diptera

Odonata

Spongilla

Chironomidae

Peracarida

Gammaridae

Oligochaeta

Heteroptera

ol Bl Eo

Asellus sp

Bivalvia

Hirudinae

ol Eal ko
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Morfolojik, nehir dip suyu analizi ve ornek alti suyu analizlerinin birbirleriyle
karsilastirilmasiyla, atanamamig fakat Insecta grubuna dahil oldugu goriilen bilinmeyen
tiir/tiirler morfolojik ve ornek alti suyu analizinde bulunmazken sadece Avanos
istasyonunda nehir dip suyu analizinde tespit edilmistir. Arthropoda grubuna dahil olan
baz1 atanamamusg tiir/tiirler ayr1 olarak verilmis olup tiim istasyonlarda 6rnek alt1 suyu ve
nehir dip suyu eDNA analizlerinde bulunmustur. Bu gruba dahil olan daha alt taksonomik
grup olarak familya diizeyinde belirlenen orneklere (Chironomidae, Micronectidae,
Asellidae ve Gammaridae) morfolojik ¢alismalarda rastlanmistir. Odonata tiyelerine ise
sadece ornek alt1 suyu eDNA analizlerinde rastlanilmis olup morfolojik 6rneklemede bu
grup gozlenmemistir. Platyhelminthes grubu morfolojik 6rneklemede bulunamamisken
nehir dip suyu ve ornek altt suyu eDNA analizinde bulunmustur. Gastropoda grubu,
Sulusaray hari¢ tiim istasyonlarin morfolojik orneklemesinde bulunmustur. Avanos
istasyonunda morfolojik Orneklemede rastlanmasimna ragmen eDNA Orneklemesinde
rastlanmamistir. Marshall ve ark. (2020) morfolojik ve eDNA metabarkodlama analizini
karsilagtirmis, Annelida grubuna ait 2 taksonu sadece eDNA analiziyle, Mollusca
grubundan birbirinden farkli olmak {izere 2 takson morfolojik yontemle, 2 takson da
eDNA analiziyle tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bryozoa grubunun tiyelerine morfolojik
yontemle 1 istasyonda tespit ettiklerini ve diger istasyonlarda sadece eDNA analiziyle
tespit  ettiklerini  vurgulamiglardir  [88]. Yapilan c¢alismaya bagli olarak
makroomurgasizlarin aile diizeyinde tespitlerindeki farkliliklar, iki yOntemin
makroomurgasizlarin 6rneklemesindeki farkliliklarla agiklanabilir. Bazi ailelerin
amplifiye edilmis eDNA's1 morfolojik 6rnekleme yontemiyle tespit edilememistir. Bu,
smirl ve diisiik yogunluklu popiilasyonlar1 tespit etmek i¢in eDNA metabarkodlama
yonteminin daha yiliksek hassasiyeti ile aciklanabilir [89-90]. Morfolojik 6rneklemede
rastlanmayan gruplar acisindan, ortamda bulunmayan ancak nehrin yukarisinda yasayan
makroomurgasizlarin dokiintiilerinin veya Olii bireylerin kalintilarimin akisa bagh
tasinmasi ile eDNA analizinde tespit edilebildiklerini Hering ve arkadaglar1 (2018)
yaptiklar1 ¢aligmalarinda belirtmiglerdir. Ayni ¢aligmalarinda, eDNA'nin tatli sudaki
ortalama omriiniin oldukg¢a kisa oldugu bilgisi verilmis ve bu sebeple herhangi bir gruba
atanamamis bireylerin bulunmasmin bu siiregte DNA dizi bozuklart olusmasindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [91]. Ote yandan, bazi familyalar sert dis

iskeletlere/kabuklara sahip olduklarindan (6rn. Planorbidae ve Sphaeriidae) suya daha az
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DNA dokebilirler veya belki de diisiik metabolik aktiviteye (yani daha az salgi) sahiptirler
ve daha az DNA 1izi birakabilirler [92].

Nehir dip suyu ve oOrnek altt suyu icin yapilan eDNA analiz sonuglarma gore

istasyonlardaki birey sayilar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. eDNA Analiziyle Bulunan Bentik Organizmalarin Birey Sayilari

Bentik Organizmalar NDS1 NDS2 NDS3 NDS4 OAS1 0AS2 OAS3 0AS4
(Giilsehir) (Sulusaray) (Sarihidir) (Avanos) (Giilsehir) (Sulusaray) (Sarihidir) (Avanos)
Arhropoda 9928 9 161 1175 102 345
(Atanamamis)
Collembola 67
Peracarida 288 10
Insecta 126
(Atanamamis)
Coleoptera 127
Diptera 21
Hemiptera 18
Odonata 17
Annelida 2
(Atanamamis)
Arhynchobdellida 46 29 13
Haplotaxida 234 2548 1978 3217 173
Nematoda 277 8635 6 45
Platyhelminthes 3 17 41 20 32914 7 27538 15215
Bivalvia 223 150
Gastropoda 9 100 38 262

NDS: Nehir dip suyu
OAS: Ornek alt1 suyu
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Peracarida Giilsehir 6rnek alt1 suyu ve Sarihidir 6rnek alt1 suyu analizinde bulunmustur.
Peracarida {ist takimina ait familyalardan Gammaridae ve Asellidae morfolojik
orneklemelerde Sulusaray hari¢ diger 3 istasyonda bulunmustur. Insecta grubunda ise
atanamamis olan bireyler 126 adet ile Avanos nehir dip suyu 6rneginde goriilmiis diger
istasyonlarda gézlenmemistir. Coleoptera (127) ve Diptera (21) gruplar1 sadece Sarthidir
nehir dip suyu 6rneginde bulunurken, Hemiptera (18) ve Odonata (17) gruplar1 sadece
Sulusaray ornek alt1 suyu istasyonunda bulunmustur. Odonata ve Hemiptera gruplarina
morfolojik 6rneklemede rastlanmamisken, eDNA analizi ile bu 2 grup gézlemlenmistir.
Larano (2023) morfolojik olarak 12 adet tespit ettigi Odonata grubunu, eDNA analizi ile
daha yiiksek oranda tespit ettigini bildirmektedir [93]. Ayrica Uchida (2020), Natori
Nehri’ndeki ¢aligmasinda haziran ayinda Diptera grubundan 1542 birey, Coleoptera
grubundan 35 birey ve Hemiptera grubundan 20 birey tespit etmistir [94]. Annelida
grubunun 2 adet atanamamis bireyi bulunmus ve sadece Sarihidir 6rnek alti suyu
analizinde goriilmektedir. Arhynchobdellida, nehir dip suyu orneklerinde ve Sulusaray
ornek alt1 istasyonunda bulunamamisken; Giilsehir (46), Sarthidir (29) ve Avanos (13)
ornek alt1 suyu eDNA analizlerinde bulunmustur. Haplotoxida bireyleri nehir dip suyu
analizlerinde sadece Sarthidir (234) istasyonunda bulunurken, Ornek alti suyu
analizlerinde bulunmamaktadir. Nematoda grubu nehir dip suyu analizlerinde Sulusaray
ve Sarthidir istasyonlarinda sirastyla 277 ve 8635 birey sayisina sahipken, 6rnek alti suyu
analizlerinde Giilsehir ve Sulusaray istasyonlarinda sirasiyla 6 ve 45 birey sayisina
sahiptir. Platyhelmintes grubu tiim istasyonlarin eDNA analizinde bulunmustur ve
Ozellikle Giilsehir nehir dip suyu analizinde 3 birey sayisi ile saptanan tek gruptur. eEDNA
analizlerinde, Platyhelminthes taksonu her istasyonda yogun olarak gézlemlenmistir. Bu
grubun parazitik form oldugu ve nehirlerde gozlemlendigi belirtilmektedir [95].
Fernandez ve ark. Nolan goliindeki ¢alismalarinda Annelida, Arthropoda, Gastropoda,
Oligochaeta gruplarini eDNA analizi ile tespit etmiglerdir fakat Platyhelmintes grubunu
morfolojik olarak (28 grup) tespit etmisken, eDNA analizlerinde tespit edememislerdir
[92]. Bivalvia grubu nehir dip suyu analizlerinde goriilmemisken, Giilsehir 6rnek alti
suyu analizinde 223 adet ve Sarihidir 6rnek alt1 suyu analizinde 150 adet birey sayist
olarak bulunmustur. Gastropoda grubu nehir dip suyu analizinde sadece Sarihidir
istasyonunda 9 adet bulunmus; 6rnek alti suyu analizlerinde Avanos istasyonu hari¢

hepsinde bulunmaktadir. Istasyonlarda bulunan bentik makroomurgasizlardan en fazla
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birey sayisina sahip olan istasyonun Giilsehir 6rnek alti suyu oldugu goriilmektedir.
Jensen ve Mads (2021) 5 nehirde yaptiklar1 calismada Annelidae, Arthropoda, Cnidaria,
Gastropoda ve Nematoda gruplarina ait tiirleri tespit etmisler fakat, primer sapmasi ile
ilgili olarak, eksik referans dizi miktarinin bir sorun oldugunu belirtmis, veritabani
kapsaminin olmamasinin, eDNA metabarkodlama kullanan biyogesitlilik caligsmalari i¢in
ciddi bir engel olabilecegini ancak daha fazla referans dizisi olusturulduk¢a sorunun
hafifleyecegini belirtmiglerdir. Kusurlu taksonomik tanimlama, agiklanan tiim tiirlerin
belirli hedef fragmanlar i¢in bir DNA referans dizisine sahip olmamasi ve spesifik
primerlerin tiim tiirleri pozitif olarak ayirt edememesi gerceginden kaynaklandigini,
vurgulamislardir. Diinya {izerindeki tiirlerin yalnizca tahminen %10'u bilimsel olarak
tanimlanmistir ve bu, 6zellikle yiiksek tiir zenginligine sahip tropikal ekosistemlerde

calisirken dikkate alinmasi gereken 6nemli bir faktor oldugunu belirtmislerdir [96].

4.3.4 Metagenom analizleri i¢erisinde bulunan diger organizmalar

eDNA analizinde makrobentik organizmalar haricinde mikrobentik olarak ifade edilen
farkli canli gruplar1 vardir. Bunlardan Diatome, Protozoa, Fungi olarak mikro canlilar ve
ayrica bentik kabul edilmeyen diger formlara ait organizmalarda bulunmustur.
Istasyonlardaki nehir dip suyu ve &rnek alti suyuna uygulanan eDNA analizlerinde
bulunan diger organizmalar Sekil 4.14,4.15,4.16, 4.17,4.18,4.19,4.20 ve 4.21°de grafik

halinde verilmistir.

Diyatome; 5.73;

Trilobit; 6.21; 24% 22%

= Diyatome
= Fungi
Protozoa

= Bacteria

Crustacea; 3.42;

13% = Crustacea

= Trilobit
Bacteria; 0.1; 0%

Protozoa; 1.68; 6% Fungi; 9.05; 35%

Sekil 4.14. Giilgehir istasyonu nehir dip suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik dis1

canli gruplari
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Sekil 4.14’te Giilsehir nehir dip suyu eDNA analizinde makrobentik organizmalar disinda
6 farkli grup organizma mevcuttur. Mantarlar %35 oraniniyla en fazla karsimiza ¢ikan
canli grubudur. Arthropoda iiyesi olan ancak makrobentik grubunda yer almayan,
Paleozoik donemde yasamis ve donem sonunda yok olmus Trilobit, mantarlardan sonra
%24 oraniyla en fazla goriilen canli grubudur [97]. Onlan takip eden diyatome %22

oraninda goriilmektedir.

Fungi Protozoa = Diyatome
16% \ /_ 38%

= Fungi

= Protozoa

Atanamamis
okaryotlar Atanamamig
4% okaryotlar
= Crustacea
Crustacea

0%

Diyatome —
42%

Sekil 4.15. Sulusaray istasyonu nehir dip suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik
dis1 canli gruplari

Sekil 4.15°te Sulusaray istasyonu nehir dip suyu 6rneklerinin %42’sini diyatome grubu
algler olusturmaktadir. Ayn1 istasyonda % 20 orantyla Protozoa grubu ikinci en fazla
goriilen canli grubudur. Bu organizmalardan bazilarinin yasam alani bentik olmasina
ragmen mikrobentik olarak kabul edildigi i¢in yukarida verilmemistir. Mantarlar
Sulusaray istasyonunda %16 olarak bulunmaktadir ve Giilsehir istasyonuna gore daha az
gorililmiistiir. Crustacea ortamda tespit edilmis ancak oran olarak %1’in altinda kaldig1

gbzlenmistir. Herhangi bir gruba atanamamis 6karyotlar %4 olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Sarthidir istasyonu nehir dip suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik dis1
canli gruplari

Sekil 4.16° da goriildiigii iizere, Sarihidir nehir dip suyu 6rneklerinde Protozoa grubu %67
olarak en fazla oran oldugu tespit edilmistir. Protozoalar ¢iiriik¢iil ve parazitik bir yasama
sahip oldugundan, Sarthidir bolgesinin su kalitesinin diisiik oldugu sonucuna varilmistir.
Atanamamis Okaryotlar istasyonda %15 oraninda belirlenmistir. Diatome grubu algler

istasyonda % 6 orani ile temsil edilmistir.

Bacteria Atanamamis

1% -\ okaryot
o,
Protozoa / 0%
21% \ Diatome = Diatome
/ 33%

= Fungi

= Protozoa
= Bacteria

= Atanamamig
okaryot

Fungi —/

45%

Sekil 4.17. Avanos istasyonu nehir dip suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik dis1
canli gruplari



Sekil 4.17°de Avanos istasyonunun nehir dip suyu analizindeki canlilarin %45’sin1
mantarlarin olusturdugu goriilmiistiir. Diatomlar (algler) %33 oraniyla mantardan sonra
gelen canli grubudur. Atanamamis Okaryotlar bu istasyonda olduk¢a az bulunmustur

(%1’in altinda). Bakterilerin oran1 ¢ok az olmakla birlikte %1 olarak bulunmustur.

Diyatome = Diyatome
21.77
40% * Fungi
= Protozoa
Bacteria
= Atanamamis
okaryot
= Crustacea

Hidrozoa

20% \

Crustacea
20% \

Atanamamis

okaryot ‘ = Hidrozoa

N /
2% /
Bacteria \ I;I;I;/gl
1% Protozoa ¢

2%

Sekil 4.18. Giilsehir istasyonu 6rnek alt1 suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik dis1
canli gruplari

Sekil 4.18’te Giilsehir istasyonu 6rnek alt1 suyu analizinde Diayomelar en fazla goriilen
canli grubudur. Hidrozoa olarak bilinen Hidroid canlilar %20 oraninda bulunmustur.
Bakteri ve Protozoa canli gruplari en az goriilen canlilar olmakla birlikte oranlari sirasiyla
%1 ve %?2’dir. Atanamamis 6karyotlar Giilsehir 6rnek alt1 suyu analizinde de %2 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.19. Sulusaray istasyonu ornek alti suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik
dis1 canli gruplar

Diyatomeler, Sulusaray 6rnek alt1 suyu analizindeki canlilarin %78’ini olusturmaktadir
ve tiim analizlerde en fazla goriilen canli grubudur. Bakteri, ve Crustacea canli gruplari
analizde bulunmustur fakat oranlari 1’in altinda kaldigindan %0 olarak grafikte
goriilmektedir. Hidrozoa canli grubu Sulusaray istasyonunda da goriilmektedir. Mantarlar
%6 oraniyla yer almaktadir ve tiim analizlerdeki en disiik yogunluga sahiptir.

Atanamamis mikroorganizmalar %4 oraniyla bulunmaktadir.

Diyatome

1%

Hidrozoa

21% \

= Diyatome
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Sekil 4.20. Sarihidir istasyonu Ornek Alti Suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik
dis1 canli gruplari
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Sarthir istasyonundaki Ornek altt suyu analizinde mantar grubu %47 oraniyla
bulunmaktadir. Protozoa grubu diger istasyonlara gore ¢cok daha diisiik ¢ikmistir. Bakteri
grubu bulunmustur ve 1’in altinda kaldigindan %0 olarak verilmistir. Hidrozoa, Sarihir

istasyonunda %21 ile bulunmustur.

Diyatome
27% \

Crustacea
1% \
Atanamamis = Protozoa
4%

_— Bacteria

= Diyatome

= Fungi

Bacteria
3% = Atanamamis
okaryotlar
/ \ = Crustacea
Protozoa Fungi
13% 52%

Sekil 4.21.Avanos Istasyonu Ornek Alt1 Suyu eDNA analizinde bulunan makrobentik dig1
canli gruplari

Avanos istasyonu Ornek alti suyu analizlerinde %52 oraniyla mantarlar bulunmustur.
Buna ek olarak %27 oraninda diyatome bulunmustur. Atanamamis 6karyotlar Avanos

ornek alt1 suyu analizinde de %4 oraninda tespit edilmistir.
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5.BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Kizilirmak Nehri’nin bentik makroomurgasiz varligini belirlemek i¢in
morfolojik ve eDNA yontemleri kullanilmig ve her iki yontem karsilastirmalar
yapilmistir. DNA okumalarinda 6zellikle diisiik kalitede DNA bolgelerine fazlaca
rastlanildig1 ve atanamamis bireyler oldugu s6z konusudur. Ayrica eDNA analizlerinde
ornek alian istasyonlarda nehir derinliginin 6nemli dlciide etki ettigini belirten, Mi-Jung
Bae ve arkadaslari, 18S rRNA ile yaptig1 calismada, tath su biyogesitliligi i¢in, dikkate
deger bir uygulama ve saha caligmalariyla siirekli olarak gelistirilmesi gerektigini
savunmustur [98]. Nehir derinligi, 6rnek saklamada kontaminasyon olusmasi veya DNA
okumalarinda hatalar olabilecegi g6z dniinde bulundurulmasi gereken 6nemli konulardir.
18S rRNA kullanimina iliskin bir ¢ok veri aktarilmis ve sonuglar1 paylagilmistir. eDNA
yontemi literatiirde yeni bir yontemdir ve Ozellikle iilkemizde kullanimi oldukca az
caligmalardandir. eDNA yontemindeki eksikliklerin azaltilmasi adma siirekli olarak
aragtirma yapilmasi gerekmektedir. 18S rRNA ile yaptigimiz ¢alismanin {ist gruplar
acisindan bentik makroomurgasizlar1 belirlemede basarili oldugunu ve Kizilirmak
Nehri’ndeki bentik makroomurgasiz faunasi hakkinda bilgi edinmemizi sagladigini
belirtebiliriz. Bu c¢aligma, biyogesitliligi izleme calismalarinda geleneksel yontemlerin
zor ve zahmetli ve zaman alic1 oldugu durumlarda dogru gen bolgesi kullanilarak yapilan
eDNA calismalarinin morfolojik analizler yerine kullanilabilecegini gostermektedir ve
calismamizin gelecekteki caligmalar i¢cin Onemli bir literatiir Ozelligi tasiyacagi

Oongorilmektedir.
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