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Deniz tagimaciliginin giinden giine katlanarak geligsimi balast sularini, zararli sucul organizmalar
ve istilaci tiirlerin farkli ortama taginimu i¢in ana lokomotif haline getirmistir. Hergiin binlerce ton
balast sularimin tagmiminin izlenmesi ve kontrolii amaciyla Diinya Denizcilik Orgiitii (IMO)
Uluslararas1 Gemi Balast Sular1 ve Sedimentlerinin Kontrolii ve Yonetimi S6zlesmesi’ni 12 yillik
bir gecikmenin ardindan 2017 yilinda yiiriirlige koymustur. S6zlesme, biyolojik istila ile
miicadelede biyolojik analizleri de igeren balast suyu degisimi ve balast suyu aritma sistemlerinin
kullanimu gibi iki ana balast suyu yonetim stratejisi belirlemistir. Bu tez ¢alismasinda, biyolojik
analizler i¢in denizcilik sektoriinde zamanin ve dogru analizin ¢ok 6énemli oldugu g6z Oniinde
bulundurularak, geleneksel yontemlerden farkli olarak ¢ok daha uyumlu oldugu diisiiniilen
cevresel DNA (eDNA) metabarkodlama yontemi kullanilmustir.

Biyolojik istila diinyanin biyolojik cesitliligi, ekosistem yapisi, isleyisi, tiirlerin evrimi ve insan
saglig1 iizerinde biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. eDNA metabarkodlama, kontamine oldugu
disiiniilen su, sediment veya hava Ornekleri iizerinden calisilmakta olup biyogesitliligi
degerlendirmek i¢in essiz bir yontemdir. Bu arastirmanin amaci, gesitli bolgelerden gelen ve Izmit
Korfezi'ne giren gemilerin balast sularindan eDNA metabarkodlamas: ile metodolojik ve
biyoinformatik siire¢ kapsaminda tiir tespitini igermektedir. Bu aragtirmada, ayr1 gemilere ait
balast sularinin birlestirilmesi ile olusturulmus toplu orneklerden mitokondriyal 12S ve 16S
ribozomal RNA (rRNA) gen dizilerinin kullanimi ile sirasiyla 40 tiir ve 2 tiir i¢in molekiiler
tanimlama yapilmistir. Mitokondriyal 18S (rRNA) v4 ve 18S (rRNA) v8 gen dizilerinin kullanimi
ile ise sirastyla 59 tiir ve 54 tiir izole edilmistir. DNA barkodlar1 olarak bilinen mitokondriyal
Sitokrom C oksidaz alt birim I (COI) dizilerinin kullanim1 sonucunda ise 15 tiir tanimlanmugtir.
Balast sularindaki zararli mikroorganizmalar, insan ve balik saglig1 i¢in tehdit olusturabilecek
birgok bakteri, maya, mantar ve parazitin patojenik formlarini igerebilir. Bu arastirma kapsaminda
incelenen gemi balast sularinda; istilaci bir denizanasi tiirii olan “Rhopilema nomadica” eDNA
metabarkodlama yontemiyle teshis edilmistir. Metabarkodlama teknigi, 6zellikle istilact olan
tiirlerin erken tanimlanmasi ve yonetim planlarinin uygulanmasi agisindan son derece kullanigli,
dogru ve hizli bir yontemdir. Ayn1 zamanda gelecekteki molekiiler arastirmalar agisindan bilimsel
is birligi ve koordinasyon hayati 6nem tasimaktadir.

Subat 2022, 135 sayfa

Anahtar kelimeler: Gemi balast suyu, Izmit Korfezi, eDNA metabarkodlama, istilaci tiir,
yabanc tiir
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The exponential development of maritime transport has made balast waters as a main locomotive
for the transport of harmful aquatic organisms and invasive species to different environments. In
order to monitor and control the transport of thousands of tons of balast water every day, the
World Maritime Organization (IMO) entered into force the International Ship Balast Water and
Sediments Control and Management Convention in 2017, after a 12-year delay. The Convention
has identified two main balast water management strategies to combat biological invasion, namely
balast water exchange, and the use of balast water treatment systems including biological analysis
as well. In this thesis, considering that time and accurate analysis are very important in the
maritime industry, environmental DNA metabarcoding method, which is thought to be much
more compatible with the industry than traditional methods, was used for biological analysis.

A major threat to the world’s biodiversity, biological invasions, are with consequences on
ecosystem structure, functioning, species evolution, and human health. Environmental DNA
(eDNA) metabarcoding, a unigue method of assessing biodiversity, wherein samples are taken
from the environment via water, sediment or air from which is thought to be contaminated. This
research is intended to provide an overview of methodological and bioinformatics considerations
for eDNA metabarcoding from the balast waters of ships incoming from various regions and
entering Izmit Bay. The findings for DNA sequences from the mitochondrial 12S and 16S
ribosomal RNA (rRNA) genes was found to be 40 species and 2 species, respectively in pooled
balast waters of ships’. DNA sequences from the mitochondrial 18S (rRNA) v4 and 18S (rRNA)
v8 genes for 59 species and 54 species, respectively. According to the detection of mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) sequences; known as DNA barcodes, 15 species were
determined from the pooled balast waters of ships’s. The introduction of harmful microorganisms
in these balast waters, can contain pathogenic forms of many bacteria, yeast, fungi, and parasites
which can pose a threat to human and fish health. We document the presence of highly invasive
“Rhopilema nomadica” in balast tanks of surveyed ships. Metabarcoding offers a potential
method to identify these species early and implement management plans. Concurrently scientific
collaboration and coordination vitally needed to the future of molecular research.

February 2022, 135 pages

Key Words: Ship balast water, izmit Bay, eDNA metabarcoding, invasive species, non-
indigeneous species



ONSOZ ve TESEKKUR

Bu tez caligmas1 akademik yolun sonu mu yoksa yeni bir baslangicin anahtar1 m1 bunu zaman
gosterecek elbet. Ancak bu seriivenin ilk adimlarinda ne diisiinceyle yola ¢iktiysam, son noktay1
koyarkende ayn1 diisiinceler igerisindeyim. Uzun ince bu yolda edinilen bu bilgileri, kazanilan
deneyimler ile harmanlayip verilmesi gereken kararlarin belki de devlet i¢in atilacak miihim
imzalarin altina serpmekti amacim. Bu 6nsdzli yazmaya kadar verilen bunca emek, oncelikle
insanin kigisel gelisimi bir {ist noktaya ¢ikarmasi ve diinyada meydana gelen olaylar1 daha iyi
yorumlamak adina kisinin dogru kararlar verebilmesi icin bir gaye olmast gerektigi
diisiincesindeyim. Fikirlerim ve temennilerimden sonra biraz da tesekkdirii bir borg bildiklerimden

bahsetmek isterim.

Doktora teziyle sonuglandirdigim akademik kariyer basamaklarimi tirmanirken, bana degerli
katkilar1 bulunan basta Sayin Hocam Prof. Dr. Mine UZBILEK KIRKAGAC olmak iizere tiim
Su Uriinleri Anabilim Dali akademik kadrosuna, ayrica eDNA analizlerinin yiiriitiilmesinde
destegini aldigim Sayin Hocam Dog. Dr. Emre KESKIN ve yonetimindeki Evrimsel Genetik

Laboratuar ekibine tesekkiirii bir borg¢ bilirim.

Yiiksek lisans tezimle baslayan ve bu zamana kadar yardimlarini higbir zaman benden
esirgemeyen, bu yolda beni en dogru sekilde yonlendiren ve cesaretlendiren danisman hocam
Saym Prof. Dr. Akasya TOPCU’ya, tez izleme komitesinde Onerileriyle ve tiim nezaketleriyle
beni ydnlendiren Sayimn Prof. Dr. Ali Serhan TARKAN, Sayin Dog. Dr. Emre KESKIN, Sayimn
Dog. Dr. flknur MERIC ve Sayin Dog. Dr. Nurgin KiLLI hocama sonsuz tesekkiirlerimi iletmek
isterim. Ayrica, drnek alim agamalarinda yardimlarini esirgemeyen Kocaeli Liman Baskanligi
personeline ve tez ¢aligmasi donemi boyunca bana yardimci olmaya ¢alisan tiim Denizcilik Genel

Miidiirliigii yoneticilerine saygilarimi sunmak isterim.

Son olarak, bilimin ve biirokrasinin beraber ilerlemesi gerekliligini davranislariyla ve
uygulamalariyla bana asilayan ve bu tez ¢calismasi i¢in her firsatta beni motive eden babam Sayin
Dr. Mahir KUCUK ’e, kamu ve akademik kariyerin beraber yiiriitiilmesinden kaynakli bu zorlu
siirecte bana her zaman destek olan esim Bilsah KUCUK’e ve heniiz farkinda olamasalar da

sergiledikleri sabirdan Gtiirti oglum M. Ali ve kizim Sevval’e en derin minnetlerimi sunarim.

Y. Koray KUCUK
Ankara, Subat 2022
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1. GIRIS

Gemilerin son yiizyilda teknolojik, miihendislik ve sinifsal olarak dikkate deger bigimde
evrimlesmesi, deniz tasimaciliginin gelismesine katki saglamistir (Sekil 1.1). Gemilerin
modernize olmasiyla beraber, deniz ticareti artma eylemine gecerek kiiresellesmenin de

ontinii agmustir (Ojaveer vd. 2018, Rey, 2019).

Gelisen gemi inga sanayi ve takibindeki teknolojik gelismeler, gemi hizlarinin artmasina
ve belirli bir periyotta ¢ok sayida limana ugrayarak sucul organizmalarin daha fazla
limana ulagmasina, gross tonajlarmin artmasi ise sucul organizmalarin tutunabilecekleri
daha fazla yiizey alaninin ortaya ¢ikmasina (biofouling) yol agarak, sucul organizmalarin
farkli ortamlara yayiliminin hiz kazanmasina neden olmustur. Ayrica, gemilerin
limanlara ulagma siiresinin kisalmasi, seyir sirasinda ¢ok daha fazla organizmanin hayatta
kalabilmesine sebep olurken, balast tanklarinin spesifik olarak balast suyuna 6zel dizayn
edilmesi, balast suyunun gemi tanklarinda bulunan kimyasal ve petrol atiklariyla
karigsmayarak su kalitesini belli bir seviyede tutmasina ve organizmanin hayatta kalma

olasiliginin artmasina sebep oldugu bir gercektir.

Deniz tasimaciligindaki gelismeler, kiiresel denizciligin gelisimine katki saglayarak, yiik
tasima tanimm degistirmistir. Onceden yiik bir limandan belirlenen diger bir limana
tasinirken, giinimiizde hub (aktarma merkezi) yontemine gecilerek Once kiigiik
limanlardaki yiiklerin hub limanlara tasinmasina, buradan hedeflenen limanlara
aktarilmasina baslanmistir (Crooks ve Suarez, 2006, Ojaveer vd. 2018). Sonug olarak,

deniz ticareti filosu yi1lda 10 milyar ton balast suyunun yer degistirmesine ve yaklasik

325x106 m? gemi govde alaninin 1slak kalarak biofouling i¢in uygun ortamin olusmasina

neden olmustur (David ve Gollasch 2015; Moser vd. 2016).
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Sekil 1.1 Gemi tiplerine gore detveyt ton cinsinden diinya ticaret filosu (UNCTAD
2021)

Balast suyunda bulunan yabanci/istilaci tiirlerin dogru ve basarili yontemlerle molekiiler
tespiti ve istilacilik potansiyellerinin belirlenmesi ile deniz ekosistemini tehdit eden
istilact tiirlerin sucul sisteme girisinin engellenmesi, biyogesitliligin korunmasi, turizm
alanlarinda o6zellikle yiizme alanlarinda gemi balast sularindan kaynaklanabilecek
olumsuz etkilerin azaltilmasi ve salgin hastaliklarin 6nlenmesi ile insan sagliginin
korunmasi gibi ¢evresel ve biyoekonomik faydalar saglanmasi amaglanmakla beraber
uygulanacak yontemin laboratuvar yontemlerine gore hizli sonu¢ vermesi, liman ve

gemicilik faaliyetlerini ekonomik olarak olumlu yonde etkileyecektir.

Tatlh su ve okyanuslarda kiiresel biyolojik c¢esitlilik yiiksek oranda azalmaktadir.
Ozellikle nesli tiilkenmekte olan tiirler i¢in sucul biogesitliligi izlemek ve degerlendirmek
icin giivenilir yontemlerle calismak, zaman planlamasi ve bunun etkili olabilmesi
acisindan 6nemli unsurlardir. DNA dizilimindeki son gelismeler, ¢evresel DNA'dan

tiirlerin tespiti igin yeni bir yontem saglamistir (Valentini vd. 2016).



Bu kapsamda planlanan tez calismasi ile Marmara Denizi Kocaeli sinirlart igerisinde
belirlenen 3 bolge ve yaklasik 15 liman tesisinden, alinan 6zel izinler kapsaminda liman
tesisine ugrayan gemilerin balast tanklarindan elde edilen balast suyu numunelerinde,
istilact tiirlerin eDNA metabarkodlama yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica
belirlenen tiirlerin modern risk analizi araglar ile istilacilik potansiyelleri de tespit
edilmistir. Molekiiler teknikler ile tiirlerin hizli ve dogru bir sekilde teshis edilmesi ve
risk analizleri ile bu tiirlerin zarar potansiyellerinin dngdriilmesi ile en uygun yonetim
yaklagimlar1 belirlenebilecek bu sayede ekonomik maliyetlerin azaltilmasinin yani sira

biyolojik cesitliligin etkin bir korunmasi da saglanmis olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 DNA Metabarkodlama Uygulamalari

Yiiksek verimli dizileme teknolojisinde yasanan gelismeler, alinan 6rneklerdeki tiim
organizmalar tizerinde es zamanli ¢alisma imkani sunan ve paralel olarak 100 binden
10 milyona kadar sirali okuma saglayabilen DNA metabarkodlama tekniginin ortaya

¢ikmasini saglamistir.

DNA metabarkodlama tekniginin c¢alisma prensibinde; ornekler oncelikle hedef
ortamdan (gemi balast tanklarindan) toplanarak, suyun filtre edilmesi gibi 6n islemden
gecirilereck DNA ekstrasiyonu i¢in hazirlanir. Sonrasinda DNA ¢ikartma islemi
yapilarak PCR yardimiyla DNA bolgesi amplifiye edilir. Her numunenin birbirinden
ayirt edilebilmesi i¢in PCR ile herbir 6rnege 6zgii indeks olarak tanimlanan benzersiz
niikleotid dizileri eklenir. Ornekler biraraya toplanarak dizilemeye gonderilir.
Sonrasinda, her ornekten alinan diziler, primerlerin, hibrit ve diisiik kalitedeki
dizilerin kaldirilmasi, dizilerin yalmzca barkod bdlgesi i¢inde hizalanan dizileri
tutmak igin bir referans hizalama veri tabanina goére hizalanmasi ve dizilerin
Operasyonel Taksonomik Birimde (OTS) kiimelenmesi, tek bir dizide ¢ikarilmasi ve
veri tabanina karsi taksonomik olarak atanma islemlerini i¢eren bu adimda,
biyoinformatik analiz ile taksonomik olarak tanimlanir. Son olarak, elde edilen

organizmalara ait veriler yorumlanir (Rey 2019).

Metabarkodlama yontemi; kisa bir zaman diliminde bir¢ok Ornegin taranabilmesi
imkanim1 sundugu i¢in morfolojik tabanli taksonominin Oniine gegerek son
zamanlarda popiilaritesini giderek arttirmaktadir (Aylagas vd. 2018). DNA
metabarkodlama, ortamdaki istilact tiirlerin tespitinde ve ekolojik durum
degerlendirmelerinde 6zellikle balast sular1 ve liman bolgesi izlemelerinde avantajli
bir yontem olarak, metabarkod tabanli ¢aligmalarin artmasiyla birlikte giin gectikce

yayginlagsmaktadir.



eDNA yontemiyle gemi balast suyunda bulunan mikroorganizmalarin tespitine
odaklanan calisma Rey (2019) tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada, gemi
kaynakli balast suyu tasimiminin biyolojik cesitlilige etkisini, genetik araglar
kullanarak tespitinin degerlendirilmesi ve limanlar i¢in balast suyunun izlenmesinde
eDNA metabarkodlama uygulamalarin1 kolaylastiracak bir rehber olusturmak
amaclanmis olup sonug olarak da genetik yontemlerin BWM sozlesmesinde var olan
Onleyici yontemlere entegre edilmesi planlanmistir. Chesapeak Korfezi’ne (A.B.D)
ulasan 11 geminin farkli noktalarindan balast numunesi alinmis olup i¢lerinden 2
gemide ise balast aritim cihazi bulundugu bildirilmistir. Metabarkodlama yonteminin
kullanilmasi, gemilerde kullanilan balast aritim sistemlerinin mikroorganizma
gesitliligini diisiirebilme potansiyeline sahip olabilecegini ortaya koymustur. eDNA
acisindan, genellikle Okaryotlar1 incelemek i¢in seg¢ilen iki primer (COI ve 18S)
kullanilmis ve her ikisinin de yalnizca tiir agisindan degil, filum diizeyinde de farkli
taksonlar1 saptadig1 ortaya ¢ikmistir. Boylece, primerlerin birbirini tamamladig: ve
istilact tiirlerin tespiti i¢in farkli primerlerin kullaniminin  6nemli oldugu

vurgulanmaktadir (Ammon vd. 2018, Borrell vd. 2017, Gray vd. 2018).

Farkli primerlerin kullanimi1 g6z oOniinde bulunduruldugunda, balast suyunun
izlenmesi i¢cin ¢ok uygun maliyetli bir yaklasim haline gelen filtrelenmis su
numunesinin kapasitesi 6nem olusturmaktadir (Stat vd. 2017). Tek bir balast
orneginden, tiim biyogesitliligi hedeflemek ve dolayisiyla limanlara bosaltilan
mikroorganizmalar1 daha iyi karakterize etmek miimkiin olabilmektedir. Morfolojik
tanimlamadan farkli olarak metabarkodlama, yiizlerce O6rnegin analizinin uygun
maliyetli bir sekilde yapilmasini saglamaktadir (Aylagas vd. 2018) ve limanlar i¢in
kapsamli olarak balast suyunun izlenmesine olanak tanimaktadir. Caligmanin 6nemli
sonuglarindan biri ise, bolgede 0 ana kadar hicbir kaydi olmayan yedi tiiriin varligim
da tespit ederek, istilaci tiirlerin erken tespiti i¢in eDNA’nin mevcut potansiyelini
vurgulamak olmustur. Ayrica, daha once yapilan analizlerde, Bilbao'da kaydedilen
istilact tiirlerin higbirine rastlanilmamistir. Bunun nedenleri arasinda, arastirma
sirasinda bu tiirlerin balast suyunda bulunmamasi veya veri tabani eksikligi, DNA
ekstraksiyonu stireci ve az sayida primer kullanimi gibi metabarkodlama siireciyle

ilgili sorunlar olabilmektedir. Balast sularindaki tiir teshisindeki genetik araclar;



tamamlanmis referans veritabanmi eksikligi, standart protokoller veya balast suyu
izlemeye 0zgii teknik zorluklar gibi durumlarla kars1 karsiyadir ve yasayabilirlik
degerlendirmesi gibi Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesinin tiim temel kriterlerini
karsilamamaktadir. Yine de, RNA'nin balast suyu yoluyla bosaltilan canlilar1 tespit
edilebilme potansiyelini degerlendirmek ve gemide genetik analizler igin fizibiliteyi
test etmek adina kapsamli deneysel arastirmalara ihtiya¢ oldugu disiiniilmektedir.
Sonug olarak, iki ¢ift primerin birlestirilmesinin, liman biyocesitliligine daha biitiinsel
bir bakis sagladigini, farkli taksonomik gruplarin tespiti i¢in 6rnekleme yontemlerinin
bir kombinasyonunun gerekli oldugunu, yani eDNA'nin geleneksel drneklemenin
yerini alamayacag1 ve drneklemelerin tercihen ilkbahar ve yaz sonunda yapilmasimin

daha iyi sonugclar verebilecegi bu ¢alisma tarafindan ortaya konulmustur.

Visco vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Cenevre’de bulunan 27 nehir bolgesinden,
nehirlerde ve akarsularda su kalitesinin degerlendirilmesi i¢in biyoindikator olarak
yaygin bir sekilde kullanilmakta olan diatom 6rnekleri alinmis, ¢cevresel DNA ve RNA
orneklerinde bulunan diatomlar1 belirlemek ve niceligini 6l¢mek i¢in yeni nesil dizileme
yaklagimi test edilmistir. Calisma sonucunda, eRNA’nin canli organizmalar: tespitinde

eDNA’ya gore daha basarili bulundugu belirtilmistir.

Li vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise farkli bakteri kombinasyonlari ile deneysel
olarak eklenmis su numunelerinde canli bakteri tespiti icin DNA ve RNA bazli 16S rRNA
[Mlumina dizileme metodolojilerinin etkinligi ve hassasiyeti Olgiilmeye calisiimas,
sonuglar RNA tabanli dizilemenin, sudaki canli bakteri hiicrelerini tespit etmede DNA
tabanli yontemlerden daha tistiin oldugunu gostermistir. Gliney Cin Denizi’nde yiiriitiilen
bir bagka arastirmada, su siitunundaki mikrobiyal dkaryotlarin gesitliligini ve metabolik
aktivitesini incelemek i¢in, iki farkli bolgeden toplanan orneklerden DNA ve RNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Calisma sonucunda DNA ve RNA veri setlerinin, mikrobiyal
okaryot topluluk bilesiminde onemli farkliliklar gosterdigi ortaya konmustur (Xu vd.
2017).

Alternatif olarak, hedef organizmanin/organizmalarin yasayabilirligini anlamak ig¢in

eRNA oOrneklerine PCR araglar1 uygulanabilmektedir. Riboniikleik asit, protein sentezi



icin ¢cok Onemli bir bilesen olup genellikle bir hiicrede tek sarmallidir ve enzimler
tarafindan DNA'dan kopyalanabilmektedir. Dolayisiyla, biyolojik olarak aktif (canli)
organizmalarda iiretilir. eDNA ile karsilagtirildiginda, eRNA deniz ortaminda daha hizli
bozunur ve bu nedenle canli biyotayi tespit etmek i¢in daha giivenilir bir arag olarak kabul
edilmektedir. Ancak, RNA'nin hassas bir yapida olmasi yani hizli bozulabilmesinden
dolay1 calismalar1 zorlagtirmaktadir. RNA Orneklerinin toplanmasi, 6zel ornekleme
protokolleri, daha dikkatli koruma ve depolama gerektirmekte, RNA'nin izolasyonu ile
iligkili ek islem siiresi ve maliyetleri de gbz 6niinde bulunduruldugunda (Laroche vd.
2016), RNA calisma potansiyeli nispeten daha az kullanilan bir yontem haline
gelmektedir (Zaiko vd. 2018).

eDNA  metabarkodlama  yontemi, geleneksel Ornekleme  yontemleriyle
karsilastirildiginda, eDNA'nin hedef gruplar i¢in metazoan ¢esitliliginin yalnizca bir
alt kiimesini tespit edebildigini gostermektedir. Bu, balast suyu izlemede, makro
organizmalarin tespiti i¢in eDNA'nin takson tespiti i¢in geleneksel O6rneklemeye
kiyasla ek faydalar saglamadigim1 ortaya koymaktadir. Yine de, hedef gruba 6zgii
primerler (6r. kordalilar i¢in 12S rRNA) kullanan ek testler, eDNA'y1 ¢alismalara
dahil etmenin faydalar1 hakkinda daha fazla bilgi saglayabilir. Daha da onemlisi,
fitoplankton c¢esitliligini degerlendirmek igin filtrelenmis su Orneklerinin hala
toplanmasi1 gerektiginden, bu testler ¢ok az ek caba ile miimkiin olabilmektedir
(Djurhuus vd. 2018 ve Macher vd. 2018).

Molekiiler tekniklerin biyolojik istilaya yonelik ilk uygulamalar1 Dreissena spp.'nin
genetik cesitliligi ve tanimlanmasi i¢in kullanilan allozim ¢alismalarmin (elektrik
yiikiindeki benzerlikleri ve farkliliklar1 karsilastirarak protein polimorfizmlerini
tanimlamay1 igerir) baslangici olan 1980'lere dayanmaktadir (Sekil 2.1). Biyolojik
arastirmalarda tiire 6zgli DNA barkodlariin dizilenmesini i¢eren taksonomik taniya
molekiiler bir yaklasimin getirilmesi ise 2000'li yillarin basinda gerceklestirilmistir.
Daha sonra, DNA barkodlamasi, eDNA 6rnekleri igerisinden tiim biyotik topluluklar
boyunca 6rneklerin taksonomik olarak atanmasina izin vererek metabarkodlamaya

doniismiistiir (Ojaveer vd. 2018).
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Sekil 2.1 Denizlerde biyolojik istilanin arastirma ve gozetimine yonelik molekiiler
yontem uygulamalarinin zaman ¢izelgesi (Ojaveer vd. 2018)

2.2 Cevresel DNA (e-DNA) ve Konuya liskin Bildirisler

Son yillarda sucul habitatdaki tiir degisimlerinin incelenmesi agisindan geleneksel
yontemlerin kullanimi1 yerine eDNA yontemi tercih edilmeye baglanmistir. eDNA; hiicre,
diski, mukus, kan vb. seklinde ortama salinan bir ¢esit DNA izi olarak tanimlanir. Bu
yontemde, Ornekleme i¢in az miktarda su veya sedimente ihtiyag duyulmasinin,
orneklemeye iliskin maliyeti ve siireyi azaltmasinin yaninda geleneksel yontemlerle
kiyaslandiginda istilaci ve nesli tiikkenmekte olan tiirlerin tespitinde ¢ok daha etkili olmasi
eDNA yoOntemini arastirma sahasinda On siraya tagimistir (Shaw vd. 2017, Borrell vd.
2017).

Keskin ve Atar (2013) tarafindan yapilan calismada, DNA barkodlama yontemi ile
geleneksel yontemlerin kiyaslamasi yapilmig ve sitokrom oksidaz c alt {inite I (COI)

geninin hedef gen olarak se¢iminin nedenleri tartisilmigtir. Calismada COI geninin



standart barkod geni olarak secilme nedeni, tiir i¢i ve tiirler arast cakigma oraninin ¢ok
diisiik oldugu ve birgok tiir icinde sergilemis oldugu belirgin tiir ayrim potansiyeli olarak
ifade edilmistir. COI geninin kullanish olma nedenleri arasinda; tiir seviyesinde belirgin
bir genetik varyasyon ve ayrim giiciine sahip olmasi, genis bir taksonomik olgekten
canlilar i¢in uygun evrensel primerler ile ¢cogaltilabilen, korunmus ug¢ bolgelerine sahip
olmast ve DNA izolasyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunlugu
icermesi seklinde siralanmaktadir. DNA barcodlama yonteminin avantajlari arasinda tiim
canli tiirlerine yonelik evrensel bir tanimlamayr tek bir gen bdlgesi kullanarak
yapabilmesidir. Ayrica, Tirkiye’de bulunan tiirlere yonelik ulusal DNA barkod veri
tabaninin olusturulmas: gerektigi ve bu durumun morfolojik tanimlamada yasanan

zorluklarin 6niine gecebilecegi vurgulanmistir.

eDNA metabarkodlama yonteminin dogru sonuglar verebilmesi ve etkin ¢aligmasi, biiyiik
oranda PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin se¢imi ile dogru orantilidir.
Baliklar i¢in ¢ok ¢esitli metabarkod primerleri gelistirilmesine ragmen, zengin
cesitlilikteki balik tiirlerinin amplifikasyonlarinin veya taksonomik siniflandirmalarinin
kapsamli ve karsilastirmali bir degerlendirmesi bulunmamaktadir. Zhang vd. (2020)
tarafindan yapilan ¢alisma ile PCR kullanilarak baliklarin eDNA tabanli metabarkodlama
analizi i¢in 22 primer setinin bir listesi derlenmistir. Primerlerin; baliklarin taksonomik
zenginligi, tiirler icinde ayrim giicii tlizerine 6nemli farkliliklar gosterdigi ortaya
konulmustur. Primer setleri incelendiginde, 12S rRNA genini hedefleyen primerler
genellikle 16S rRNA veya COI genlerini hedefleyenlerden daha fazla balik cesitliligi
tespit ederken, sitokrom b genini hedefleyen primerler en az balik sayisini tespit etmistir.
Hedef genlerle ilgili olarak, 12S primerlerinin, balik ¢esitliligi a¢isindan genellikle diger
primerlerden daha iyi performans gosterdigi vurgulanmistir. Farkli primerlerin
kullanilmasinin, tespit edilen biyogesitliligi nitel ve nicel olarak etkileyebilecegi, bu
etkilerin yapilacak calismalarda dikkate alinmasi gerektigi ve sonuglarin eDNA tabanli
balik arastirmalar i¢in primer secimine ve biyolojik ¢esitliligin korunmasina yardimci

olacagi ortaya konulmustur.

Forster vd. (2016) tarafindan yapilan calismada, denizlerdeki protist cesitliligi

envanterleri biiyiik 6lgiide planktonik ortamlara odaklanirken, bentik protistlerin nispeten



daha az incelendigi ileri siiriilmiis ve bu nedenle, protistlerin tespiti i¢in kullanilan 18S
rRNA dizilerinin kullanimi ile Avrupa kiy1 bolgelerinde 6rneklenen bentik ve planktonik
protist topluluklar analiz edilmistir. Her iki alemde de benzer sayida operasyonel
taksonomi birimi (OTU)’ne ragmen, planktonik protist topluluklardaki cesitliligin en az
%70'ini, ancak bentik topluluklarda ise yalnizca %33'inii eslestirebildigi

gozlemlenmistir.

Makro organizmalara odaklanarak okaryot taksonlarini hedef alan ¢alismalarda eDNA
yonteminin kullanimi, son yillardaki literatiirde katlanarak bir artisa sebep olmaktadir.
eDNA ile ilgili aragtirmalarda, eDNA'nin izolasyonu igin eDNA is akisinin devam eden
optimizasyonu i¢in kullanilan metabarkodlama bir oncelik olmaya devam etmektedir
(Sekil 2.2a). Son zamanlarda, sucul eDNA izleme i¢in acik seliiloz nitrat filtreleri veya
Sterivex™ filtrasyon sistemi filtreleri gibi kapali filtrelerin Qiagen'in DNeasy Blood ve
Tissue ekstraksiyon Kiti ile kombinasyonu onerilmektedir. Ayrica kapali filtre kullanimi
kontaminasyon riskinin azaltmasini saglamaktadir (Jeunen vd.2019; Spens vd. 2017; Rey
2019). Kontaminasyon riski, eDNA calismalarinda yaygin bir sorun olan yanlis pozitif

sonug tespit etme durumuna da yol agabilmektedir (Deiner vd. 2017).

Hem DNA barkodlama hem de metabarkodlama yontemi, DNA dizilerini tiir adlariyla
eslestiren zengin ve segilmis bir referans veritabaninin mevcudiyetine dayanmaktadir.
Belirli organizma gruplari i¢in zayif veritabanina sahip yontem, son zamanlarda canl

dizilerinin sayisin arttirma yoniinde 6zellikle 6karyotlar i¢in yapilan ¢alismalarla 6nemli

derecede yol katetmistir (Briski vd. 2016, Comtet vd. 2015 ).

10



Tammlanmis Yontem Sayisi () Yayin Sayisi (b)

SR :....._.||I|.I

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

= - = \ Ti Yoy W
M Vi t2nimlanan yontem W Toplam yéntem Yz syt I Tatls Ekosstemi M Deni Ekosistem ayinsyisl

Sekil 2.2 Mevcut sucul e DNA literatiirii. (a) agiklanan yontemlerin toplam sayisi ve (b)
tath su ve deniz ekosistemlerinde gerceklestirilen sucul eDNA arastirmalarinin orani
(Jeunen vd. 2019)

eDNA odakli yiiriitiilen ¢aligmalar kapsaminda;, Sekil 2.2.b’den de anlasilacag iizere,
eDNA metodolojisi deniz ekosisteminden ziyade tatlisu ekosistemlerinde daha fazla
uygulanmaktayken, son zamanlarda deniz ekosistemini hedefleyen c¢alismalar hiz
kazanmaya baslamistir. Ornekleme asamasinda denizel ortamin fiziksel sartlar1 geregi
(akint1 vb.) karsilasilan zorluklardan o&tiirii, eEDNA yontemi ile tiir tespiti yapmak i¢in
gerekli olan DNA galismalarinin daha ¢ok tatlisu tizerine yogunlasmasina neden olmustur

(Jeunen vd. 2019).

Tatli su ve okyanuslarda kiiresel biyolojik gesitlilik yiliksek oranda azalmaktadir. DNA
dizilimindeki son gelismeler, ¢evrede bulunan DNA'dan tiirlerin tespiti i¢in yeni bir

yontem saglamistir (Valentini vd. 2016).
eDNA toprak, sediment, su, kar gibi ¢evresel bir 6rnekten ¢ikarilabilen DNA'y1 tanimlar.

eDNA, sucul ve yar1 sucul popiilasyonlarin su kiitlesindeki DNA molekiillerinin analiz

edilerek izlenmesi baglaminda kullanilir. Mevcut toplam eDNA, su kiitlelerini kullanan
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canlilarin ve su igmek icin su kiitlesine ugrayan kuslar ve memeliler gibi canlilarin su
kiitlesinde biraktiklart agiz igi salgisi, idrar ve deri hiicrelerine ait DNA’larini
icermektedir. Suyun analizi, sucul organizma tiir tespiti ve hassas tiirleri koruma projeleri
i¢in yiiriitiilen ¢alismalarda; tiire 6zgii eDNA izolasyon yontemi, yeni ortaya ¢ikan bir
tekniktir. DNA'nin kaynagindan hizli bir sekilde yayilmasi, teoride belirli bir canlinin
varliginin sadece baslangi¢ noktasinda degil, su sistemi i¢inde herhangi bir yerde tespit
edilebildigi anlamina gelmektedir (Rees vd. 2014).

Deoksiribontikleik asitin kisaltilmisi olan DNA, organizmalar1 insa etmek ve korumak
icin biyolojik talimatlar igeren kalitsal bir materyaldir. DNA'nin kimyasal yapisi tiim
organizmalar i¢in aynidir, ancak baz ¢iftleri olarak bilinen DNA yapi taslari sirasina gore
farkliliklar gostermektedir. Baz ciftlerinin benzersiz dizileri, 6zellikle yinelenen desenler,
tiirleri, popiilasyonlar1 ve hatta bireyleri tanimlamak i¢in bir yontem olusturmaktadir.
eDNA, bir organizmadan ¢evreye salinan niikleer veya mitokondriyal DNA'dir. eDNA
hiicresel veya hiicre dis1 (¢6ziinmiis DNA) formunda saptanabilir. Sucul ortamlarinda
eDNA, akintilar ve diger hidrolojik siiregler ile seyreltilir ve dagitilir. eDNA’nin UV
radyasyonuna, asidik ortama ve 1siya maruz kalmasi eDNA ’nin yapisini bozabilir. eEDNA,
sucul istilact tiirlerin erken teshisi icin etkili bir ara¢ olma yolunda ilerlemektedir. Istilac
tirlerin izlenmesi i¢in eDNA yoOntemlerinin uygulanmasi, periyodik olarak su
numunelerinin toplanmasi ve ayni1 anda birden fazla istilaci tiir igin taranmasini igerebilir.
Yumusakgalar da dahil olmak {izere bir¢ok istilaci tiir i¢in bir giris kaynagi olan gemi
balast suyu da orneklenebilir. Istilaci tiirler igin bazi yogun eradikasyon programlari,
hayatta kalan birka¢ bireyin ekosistemi yeniden kolonize etmesi durumunda basarisiz
olma ihtimali yiiksektir. eDNA yontemleri istilaci tiirleri yok edebilme ac¢isindan

kullanigh bir arag niteligindedir (Jones 2013).

Cevreye salinan DNA'nin UV 15181 ve mikrobiyal aktivitenin etkisiyle parcalanmasi ve
sonunda kaybolmasi beklenen bir durumdur. Bu nedenle, bir hedef tiirden elde edilecek
eDNA varligi, dogrudan gozlem veya yakalamaya gerek kalmadan varligini tespit
etmemizi saglar. Ayrica, eDNA analizi 6zellikle yakalanmasi gereken veya bazi tehlike
altindaki veya tehdit altindaki tiirler i¢in yakalama i¢in lisanslarin gerekli olmas1 gibi

geleneksel yontemler kullanilarak tespit edilmesi zor olan tiirler i¢in faydali bir
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yontemdir. Sucul popiilasyonlarin eDNA analizi kullanilarak izlenmesi ve korunmasi,
antik sedimentlerde makro-organizmalarin enderite degerlendirmelerinde kullanilan

yontemlerden ortaya ¢ikmustir (Willerslevet vd. 2003).

Farkl1 antik ve modern ortamlar i¢in de e DNA ekstraksiyonu ile tiir tanimlamasina iligkin
caligmalar yapilmaktadir. eEDNA'nin analizi, bir su drneginin toplanmasini, eDNA'nin
ekstraksiyonunu ve hedef tiirlerin DNA'sin1 amplifiye etmek i¢in bir PCR asamasini
icermektedir. DNA ekstraksiyonu ve ger¢cek zamanli PCR birka¢ saat iginde
gerceklestirilebilir, bu da bu teknigi hedef tiirlerin tespiti i¢in hizli bir yontem haline
getirmektedir (Rees vd. 2014).

DNA barkodlama yontemi biyolojik istilalarin incelenmesinde ve yonetiminde dnemli bir
rol oynamaktadir. Evrenselligi ve standart prosediirleri onu biyolojik girislerin 6nlenmesi
ve erken teshisi i¢cin operasyonel stratejilerde uygulanacak c¢ok giiclii bir ara¢ haline
getirmektedir. Barkodlama yontemi bazi hedef istilaci tilirleri izlemek igin bazi
biyogilivenlik kurumlar tarafindan rutin olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde, DNA
metabarkodlamasinin 6zellikle erken uyari sistemlerinde ve istilaci tiirlerin ortama girdigi
veya ele gecirdigi ortami incelemek i¢in giderek daha fazla kullanilacagi kesindir. Hem
yerli hem de yerli olmayan biyolojik c¢esitliligi es zamanli olarak degerlendirerek,
ozellikle yerel ¢esitliligin 1yi bilindigi ve diizenli arastirmalarin yapildig1 bolgelerde yeni
tiirlerin tespitinde ¢ok etkili olmas1 beklenmektedir. Ancak bu yontem, bilim adamlar1 ve
¢evre ajanslar tarafindan rutin olarak kullanilmadan 6nce hem teknik (niceleme), hem
analitik (biyoinformatik araclar) hem de koordinasyon (veritabanlar1) iyilestirmeleri
gerektirmektedir. DNA barkodlama ve metabarkodlama rakip yaklasimlar olarak degil,
farkli asamalarda istilac1 ve yerel tiirlerin tespit ve yonetimine yardimci olmak igin
birbirlerinin tamamlayicist olarak kabul edilmelidir. DNA metabarkodlama ydntemi,
heniiz goriilmemis yabanci tiirlerin erken teshisinde 6nemli bir rol oynarken, DNA
barkodlama yontemi ise geleneksel yontemlerin tiir teshis dogrulugu agisindan problem

olusturdugu asamada, tiirlerin teshisi i¢in hala degerli bir argiimandir (Comtet vd. 2015).

Yapilan c¢alismalar incelendiginde, eDNA’nin tamamlayict bir yontem olarak

uygulanabilecegi, yiiksek bir takson tespit edebilme potansiyeline sahip oldugu ortaya
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cikmaktadir (Deiner vd. 2017). Ozellikle gemi kaynakli istilaci tiir uygulamalarinda
filtrelenmis su bazli eDNA metabarkod uygulamalarina fazla sayida rastlanilmamakta
olup balast sularindaki istilact tiir tespiti i¢in geleneksel yontemlerle karsilastirilmasi ise

oldukga diisiik seviyede tespit edilmistir.

e-DNA metabarkodlama ¢aligmalarinda genetik araglarin kullanilmasi, morfolojik
yontemlerde karsilagilan sinirlamalarin 6niine gegerek, tiir tespitinde ve buna dayali
biyolojik gesitliligin korunmasinda biiyiik yenilikler ve avantajlar saglamaktadir. eEDNA
metabarkodlama yontemi, biyolojik ¢esitliligin izlenmesinde ve istilaci tiirlerin erken
tespitinde hizli ve uygun maliyetli bir yontem olarak kabul gérmekle beraber bu yontemin
diizenli izleme programlarina nasil entegre edilebilecegi ¢alisiimasi gereken bir husustur

(Comtet vd. 2015, Xiong vd. 2016).

Blackman vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, Birlesik Krallikta yeni karsilasilan ve tatlisu
Amfipotu olan Gammarus fossarumun tanimlamasini eDNA metabarkodlama ve makro-
omurgasizlar komiinitesini kullanarak tespit etmislerdir. Birlesik Kralligin birgok
nehrinde bulunan tiirlerle birlikte, metabarkodlama yontemine dayanan, makro-
omurgasizlar komiinitesi i¢in onciil hedef dis1 6rnekleme programi uygulanmig, akabinde
morfolojik analizler ve standart tam uzunlukta COl DNA barkodlama kombinasyonu ile
teyit edilmistir. Bu ¢alisma, dogal habitatlarda bulunan istilaci tlirlerin tespitinde eDNA

metabarkodlama yonteminin 6nemli bir ara¢ oldugunu gdstermistir.

Istilact tiirleri hizlica kontrol altina almakta, istilac1 tiirlerin yayilim metodlarini
anlayabilmek ve genis oranda tespitinde etkili olabilmek kritik rol oynamaktadir. Istilact
tiirleri yok etmek oldukga zorlu ve pahali bir siirectir. Bazi durumlarda eDNA yontemiyle
tespit diger yontemlerle kiyaslandiginda az maliyetli ve daha etkili yeni bir yaklasim
saglar. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, su kiitlesinde yasayan omurgalilarin eDNA
yontemi ile tespitinin miimkiin oldugunu gostermistir. Yapilan bu ¢alismada ise,
Florida’da yasayan, istilaci bir tiir olan ve ulasmanin gii¢ oldugu bolgelerde yasamasi
sebebiyle tespiti zor yar1 sucul Burma pitonu (Python bivittatus) tespitine ¢alisilmustir.
Calismanin ana hedefi ise su yolu ile tasinan eDNA’dan P. bivittatus’un teshisi igin

tanisal PCR gelistirmektir ki boylece istilaci tiirlerin izlenmesine yardimci olacaktir.
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Oncelikle, su numunesinde siiriingen DNA’sinin izole halde kalip kalamadiginin tespiti
icin yakalanmig bir P. bivittatus kullanilmistir. Ayrica bu ¢alismada, eDNA
hazirlanmasinda siklikla kullanilan iki DNA izolasyon metodu ve iki DNA ¢ikarim kiti

kullanimi1 degerlendirilmistir (Darling ve Mahon 2011).

Zaiko vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, iki farkli platformda (Ion Torrent ve 454),
balast suyundan elde edilen DNA &rneklerine yeni nesil dizileme uygulanmis ve islevsel
taksonomi birimleri (OTU) sonuglart ile olusturulan tiir katalogu ile karsilagtirilmistir.
Balast suyu numuneleri, RV Polastern gemisinin seyirde oldugu ikinci ve yirminci giinleri
arasinda bes farkli giinde balast tanklarindan alinmistir. Bu siire zarfinda balast suyunda
oksijen konsantrasyonunun belirgin olarak azalmasi ve sicaklik artis1t meydana gelmis ve
DNA bozulmasini gosteren kisa okumalara rastlanmistir. Ornek alimiyla beraber balast
suyunun mevcut ¢evresel kondisyonu da kayit altina alinmistir. Yeni Nesil Dizileme
Teknolojilerinin (NGST) ortaya ¢ikis1 ve DNA’y1 dogrudan su ve sediment 6rneklerinden
(eDNA) analiz etme olasiligi, uzun siire fark edilmeden devam eden istilalarin olabilecegi
deniz ekosistemlerinde istilaci tiirlerin erken teshisi i¢in yeni bakis agilari olusturmustur.
Yapilan ¢alismada bulunan sonuglar, NGST balast suyundan istilac tiirlerin tespiti i¢in
bir degere sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak mevcut gelisim asamasinda, Balast
Suyu Yonetmeligi’ne uygunlugunun dogrulanmasi ig¢in metabarkodlama yontemini
kullanmanin erken oldugu vurgulanmistir (King ve Tamburri 2010). Bunun yerine
taksonomik dogrulama i¢in bireysel barkodlama ile birlestiginde ¢ok daha gelismis
olabilecek gorsel taksonomik tanimlama yontemlerinin bir tamamlayicist olarak kabul
edilebilir (Zaiko vd. 2015).

Son zamanlarda, zaman alan ve masrafli olan geleneksel arastirma yontemlerine gore
duyarlilik potansiyeli daha yiiksek olan ve bu nedenle farkli ortamlardaki sucul tiirlerin
izlenmesine olanak saglamak i¢in ¢gevresel DNA (eDNA) parcalarinin tespitine biiyiik ilgi
gosterilmigstir. Cevresel DNA analizi nesli tilkkenmekte olan veya istilaci tiirlerin
tespitinde giderek daha fazla kullanilmakta ayn1 zamanda eDNA ¢alismalari ile tiirlerin
biyokiitle ve dagilim tahminleri i¢in uygulanmaktadir. Yeni nesil dizileme yontemleri ile

birlestirildiginde, tiim faunalarin tespit edilebildigi ortaya konmustur.
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Rees vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada sucul tiirlerin eDNA metodolojisiyle tespiti
ve bu yontemin ekolojideki yeri gozden gegirilmistir. eDNA analizi, su numunesinin
toplanmasi, eDNA'nin ekstraksiyonu ve hedef organizma i¢in PCR adimminin
kuvvetlendirilmesini igerir. DNA ekstraksiyonu ve gercek zamanli PCR birkag saat
icinde yapilabilir, dolayisiyla bu teknik bir hedef tiiriin varligini tespit etmek i¢in hizli bir
yontemdir. Yeni nesil dizileme yonteminin kullanimi, su numunelerinde tiim faunalarin
tespit edilebilecegini gostermistir. Farkli ortamlar i¢in farkli 6rnekleme metodolojilerine
sahip olmak onemli olsa da, verilerin daha iyi karsilanabilmesi i¢in laboratuvar
prosediirlerinin standartlagtirilabilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada kullanilan su
numuneleri laboratuvar tanklar1 da dahil olmak tizere deneysel, yapay ve dogal goletler
ve goller; lagiinler, akarsular, nehirler ve deniz suyundan alinmistir. Numune miktarlari
15 mL (laboratuvar tanklarinda, dogal goletlerden veya gdllerden, akarsulardan ve deniz
suyundan) ile 10 L (nehirden) arasinda degismektedir. Akarsulardan, nehirlerden,
laglinlerden ve deniz suyundan alinan standart numune miktari normalde 1-2 L’dir. Dort
farkli DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak su numunelerinden eDNA ekstraksiyonu i¢in
birgok yontem tamimlanmistir. Ekstrasyon adimindan Once su numunelerinin
islenmesinde 6nemli farkliliklar vardir. Numune koruma, filtrasyon ve DNA izole etme
yontemleri numune tipine gore degisiklik gostermekte olup farkli isleme yontemlerinin
eDNA tizerindeki etkilerini izlemek i¢in bu yontemlerin dogrudan karsilagtirilmasi yararh

olacaktir (Rees vd. 2014).

Geleneksel arastirma yontemleri ile ¢evresel DNA kiyaslandiginda eDNA yonteminin
dikkate deger avantajlar1 vardir. eDNA analizinin gilivenilir bir teshis yontemi oldugu ve

geleneksel yontemlerle iliskilendirilebildigi soylenebilir.

Dejean vd (2012) ve Takahara vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada bir golette geleneksel
yontemlerle onceden teshis edilmis hedef tiirlerin eDNA yontemiyle de teshis edildigini
ortaya koymuslardir. Ayrica dnceden tespit edilememis hedef tiirlerin eDNA yontemiyle
tespit edilebilmis olmasi bu ydntemin ¢ok daha hassas bir yontem oldugunu
kanitlamaktadir. Ancak, bazi durumlarda eDNA analizi basar1 oran1 her zaman %100
oraninda degildir (Thomsen vd. 2012). Yapilan ¢aligmalarin ilerlemesi ile eDNA tabanli

tanimlama yonteminde basar1 oraninin artmasi beklenmektedir (Rees vd. 2014).
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Valentini vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, ekoloji ve koruma alanlarinda gevresel
DNA metabarkodlama yontemi yaklasiminin kullaniminin uygunlugu test edilmistir.
Calismada sucul amfibiler ve kemikli baliklar iizerine odaklanilmis ve yontemin
giivenilirligi siliko, vitro ve yerinde dogrulanmistir. Geleneksel yontemler ve tarihsel
veriler ile karsilastirildiginda, eDNA metabarkodlama yontemi genel olarak ¢ok daha iyi
bir tanimlama olasilig1 gostermistir. Amfibiler icin eDNA metabarkodlama ile tanimlama
olasilig1 0.97 (C1 =0.90-0.99) iken gelencksel yontemler i¢in 0.58 (CI=0.50-0.63) olarak
sonuclanmistir. eDNA metabarkodlama yaklasimi kullanilarak tespit edilen takson sayisi
geleneksel yontemler kullanilarak tanimlanan sayidan daha yiiksek seviyelerde
saptanmustir. Onerilen DNA tabanli yaklasimin, ekolojik ¢alismalar ve ¢ok cesitli sucul
ekosistemlerdeki biyolojik ¢esitlilik izlemelerinde yeni nesil bir yontem olma

potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.

2.3 Balast Sular1 ve Yabanci Tiir Tasinim Metodlari

Uluslararas1 tagimaciligin %90 oraninda gerceklestirildigi gemicilik sektorii, diinya
ticaretinde 6nemli bir yere sahiptir. Tagimacilikta yogun bir sekilde kullanilan gemiler,
cevresel agidan bazi sorunlari da beraberinde getirmektedir. Seyir esnasinda yliksiiz
geminin dengede durmasini saglayan balast sulari, yaklasik 100 y1l 6ncesine dayanan
celik gemi yapimindan beri 6nemli bir faktor olarak tanimlanmaktadir. Tagimacilik yapan
gemilerde, bos kargo alant olmasi durumunda, seyire c¢ikacak geminin yapisal

biitiinliiglinii ve geminin dengesini korumak amaciyla gemi balast tanklara deniz suyu
almir (TUDAYV, 2018).

Uzak bolgelerdeki yerli olmayan tiirlerin biyolojik olarak ortama girmesi, diinyanin
biyolojik cesitliligi hakkindaki algiyr tamamen degistirmistir (Chapin ve ark. 2000; Sakai
vd. 2001). Denizel ortama giren tiirler ¢cogaldiginda baskin hale gelip gerek cevresel
gerekse ekonomik problemlere yol agabilmektedir. Bu nedenle biyolojik istilalar, son
yillarda basa ¢ikilmasi en zor durumlardan biridir. Bu biiyiik sorunla basa ¢ikmak i¢in,
girislerin Onlenmesi, tanitilan tlirlerin erken tespiti, diisiik niifus yogunlugunda
eradikasyon veya bakim gibi yonetim onlemleri uygulanmalidir (Simberloff vd. 2005,

2014). Birgok iilkede bu tiir 6nemli sorunlarla yilizlesmek igin bazi diizenlemeler
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yapilmistir. Ornegin Avrupa'da, su iiriinleri yetistiriciliginde yerli olmayan tiirlerin
kullanilmasina iligkin ¢evresel riskleri sinirlandirmak amaciyla 11 Haziran 2007 tarih ve
708/2007 sayili Konsey Tiiziigli olusturulmustur. Avrupa Birligi istilac1 yabanci tiirlerin
hem kasith hem de kasitsiz olarak ortama giris ve yayilimini, biyolojik ¢esitliligi
tizerindeki olumsuz etkisini 6nlemek ve en aza indirmek i¢in yeni bir diizenleme (22 Ekim
2014 tarihli CR No 1143/2014) yapmistir (Anoymous 2012). Bu diizenlemelerin tiimii,
yerli olmayan tiirlerin hizli bir sekilde tanimlanmasi ve tespit edilmesinin onceligini
icermektedir. Bu diizenlemelerin ve diger yasal ¢ercevelerin daha spesifik olarak etkili
olabilmesi i¢in tiirlerin tanimlanmasi ve gelisim asamalari, ortama giren organizmanin
diisiik konsantrasyonunda bile biyolojik girislerin saptanmasi, erken uyar1 i¢in verimli ve

uygun maliyetli sistemler gelistirilmesi gerekmektedir (Comtet vd. 2015).

2.3.1 istilaci tiir tasmmminda gemi kaynakh vektérler

Gemiler, istilac tiirlerin dagilimini iki ana vektor halinde olumsuz yonde etkilemektedir.
Birincisi, geminin siirekli deniz suyuna maruz kalan tank, valf, pervane gibi alanlar
organizmalarin tutunmasina ve biofouling olusumuna, (Sekil 2.3) yani alg ve kaya
midyeleri gibi sapsiz organizmalarin gelisimine yol agmaktadir (Hewitt vd. 2009). Digeri
ise seyir esnasinda geminin dengesini ve trimini ayarlamak igin ihtiyaci oldugu ve
tanklarina aldig1 balast sularidir. Balast suyu gemi yiiklii degilken stabiliteyi arttirmak ve
yikleme bosaltma esnasinda yakit tliketimininde neden oldugu degisen agirlig:
dengelemek i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Ondokuzuncu yiizyilin baslarinda balast
sular1 yerine dengeyi saglamak icin kaya, kum gibi kati materyaller kullanilirken, 20.
yiizyilla birlikte kolay temini, ucuz olmasi ve zamandan tasarruf edilmesi sebebiyle balast

operasyonlari i¢in su kullanimina gec¢ilmistir.

Limanda yiiklerin tahliyesi esnasinda alinan balast sulari, yiiklerin gemiye yiiklenmesi
esnasinda da bosaltilmaktadir. Pompalar vasitasiyla denizden alinan balast sular1, baliklar

gibi biiyilk organizmalarin gegisini engelleyecek 0,22 mikron filtreden gegirilerek

18



tanklara aktarilmaktadir. Ancak, mevcut filtreler erken yasam evresinde olan balik
larvalart ile fitoplankton ve copepod gibi kiigiik organizmalarin tanklara gegisini
engelleyememektedir. Balast tanklar1 i¢cinde organizmalarin hayatta kalmasina yardime1
olacak tank dibinde biriken sediment, tank yiizeyinde olusan biofouling ve su kiitlesinin
kendisi alt vektorler olarak tanimlanabilmektedir (Minchin vd. 2009, Rey 2019).
Gemideki kargolar, bir ¢esit vektor olarak kabul edilse de, sebep olduklar: siklikla kara
kokenli bocek tlirlerinden olusmaktadir (Rassati vd. 2015).

Sekil 2.3 Gemi karina ve pervanesinde olusan biofouling
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Sekil 2.4 Balast operasyonu

2.4 IMO Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesi

Istilaci tiirler, yeryiiziinde biyolojik cesitliligi kiiresel olarak tehdit eden iklim degisikligi,
kara kokenli kirleticiler, agir1 avlanma ve kiyi alanlar tahribatiyla birlikte en biiyiik bes
tehlikeden biridir (Gibb vd. 2013). Gemilerle tasinan balast sularinin istilaci tiir
tasiniminda en onemli vektorlerden biri oldugu dikkate alinarak, bu taginimin sebep
oldugu c¢evre, insan saghgi ve sosyoekonomik etkilerini onlemek igin, Uluslararasi
Denizcilik Orgiitii (IMO) tarafindan Subat 2004’te Gemilerin Balast Suyu ve
Sedimanlarmin Kontrolii ve Yonetimine Iliskin Uluslararasi Sozlesme (“BWM
S6zlesmesi” olarak anilacaktir) kabul edilmistir. BWM So6zlesmesi, yiiriirliige girme sarti
olan diinya ticari gemi tonajinin %35'ini temsili ve en az 30 devletin gerekli onayina
ulastig1 tarihte (Eyliil 2017) yiirtirliige girmistir. BWM So6zlesmesinin, imzaci devletleri
zorlayan ve bu sebeple 12 yil imzada kalmasinin (Sekil 2.5) etkeni arasinda
gosterilebilecek durumlar, ticari limanlarda balast suyunun izlenmesi ve bu limanlarda
istilact tiirleri igeren Zararli Sucul Organizmalar ve Patojenlerin (HAOP) 6nlenmesini ve

kontroliinii garanti altina almak i¢in balast suyunun analizle kontroliidiir.
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Sekil 2.5 IMO Soézlesmelerinin imzalandiktan sonra yiiriirliige giris siireleri

2.4.1 Uluslararas: Denizcilik Orgiitii ve ¢alismalar

Uluslararas1 Denizcilik Orgiitii (IMO), Birlesmis Milletler'e adanmus bir kurulus olarak
uluslararas1 tagimaciligin giivenligi ve c¢evresel performansi igin kiiresel standart
belirleyen otorite olmasinin yanisira, deniz ticareti i¢in tarafsiz, cevreye duyarli ve adil

bir yol haritasi ortaya koymak IMO'nun ana prensibini olusturmaktadir (IMO, 2019a).

IMO, Birlesmis Milletler orgiitlerinden biri olarak 2030 Siirdiiriilebilir Kalkinma
Giindemi ve ilgili Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri'ne (SDG) yonelik olarak yogun bir
sekilde calismaktadir (IMO, 2019a). Kuskusuz, 2030 giindeminin esaslarinin ¢ogunun,
deniz tagimaciligmin diinya ticaretinin yan kurulusu oldugunu akilda tutarak kiiresel
ekonomiyi kolaylastiran siirdiiriilebilir bir tagimacilik sektorii ile gergeklestirmesi
beklenmektedir. IMO’nun Teknik Isbirligi Komitesi, Orgiit’iin teknik yardim ¢alismalari
ile SKH'ler arasindaki baglantilar1 resmi olarak onaylamistir. Okyanuslarin hedefi olan
SDG 14, IMO'nun merkezinde yer alirken, Orgiit'iin ¢abalarmin boyutlar1 SDG'lerin tiim
bireyleriyle iliskilendirilebilir (IMO, 2019a).
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Ayan ve Baykal (2010)’a gore, IMO'nun misyonlari, uluslararasi denizlerde seyir
giivenligi acisindan gerekli teknik Onlemleri almak ve ilgili uluslararasi normlarin
diizenlenmesini tesvik etmek, deniz ticaretinin etkinligi ve gemiler tarafindan denizlerin
kirlenmesini onlemek ve iilkeler arasinda is birligini saglamak i¢in en etkili kurallarin

benimsenmesini tesvik etmek olarak 6zetlenebilir.

Kiiresellesmeyle beraber artan deniz ticareti kaynakli balast sularinin hizli yer
degisimiyle beraber istilaci tiirlerin diinya denizlerindeki biyolojik cesitlilige etkisi
artmaya baslamistir. Bu durumun deniz ticareti sebepli kisminin 6niine gegilebilinmesi
adina 2004 yilinda IMO’nun hazirladigi Balast Suyu Yonetimi S6zlesmesi, liye iilkeler
tarafindan yiiksek oranda kabul gormiistiir. Bu s6zlesme, zararli istilac tiirlerin kiiresel
denizcilik endiistrisinden yayilmasini 6nlemeye yardimci olan tek uluslararasi aractir.
Bircok gemi sahibi ve filo yoneticisi, zararli tiirlerin limandan limana bulagsmasini
Oonlemek istemesine ragmen, bununla rekabet edemez. Bu durumun sebebi, balast
suyunun kullanilmadigr durumda miirettebat ve geminin giivenliginin tehlikeye
girmesidir (WWF 2009).

Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesi her ne kadar 2004 yilinda ortaya c¢iksa da, balast
suyunun getirdigi problemler iizerine IMO tarafindan yapilan ¢aligmalar ¢ok daha eskiye
dayanmaktadir. Bu c¢alismalarin sonucunda, IMO =zararli sucul organizmalarin ve
patojenlerinin yonetimi ve kontrolii i¢in 90’11 yillarin sonuna dogru bir takim rehberler

yayimlamigtir.

13 Subat 2004 tarihinde, Balast Suyu ve Gemi Sediment Kontrolii ve Yonetimi
Uluslararas1 Sozlesmesi, ¢evreye, insan sagligina, mallara ve kaynaklara, balast sularinin
ve ¢okeltilerin zararli su organizmalar1 ve patojenlerin taginarak kontrolsiiz bir sekilde
bosaltilmasin1 Onlemek amaciyla imzaya acgilmistir. Sozlesme 8 Eylil 2017 tarihi
itibariyle vyiiriirlige girmis ve bu sozlesme ile balast suyu desarj standartlar

uygulanmustir.

Tirkiye ile anlagsmaya taraf olan iilke sayis1 ve diinya tonaji1 bakimindan sirasiyla 86 ve

%91,19’a ulagmistir (IMO, 2021a). S6zlesmenin yiiriirliige girmesiyle, gemi balast suyu
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sorununu ¢ozmek i¢in kritik oldugu belirlenen deniz alanlarinda bolgesel is birligi
kurulmustur. Bu baglamda, IMO Globalast Ortaklik Projesi kapsaminda ¢esitli egitim
kurslar1 ve saha ¢alismalarinda Tirkiye tarafindan gerceklestirilmistir. Tirkiye, projeyi
Hirvatistan ile birlikte Akdeniz iilkeleri arasinda kurulan Bolgesel Gorev Giicii'niin lider
iilkeleri olarak yonetmistir. Projenin hedefleri arasinda farkindalifin arttirilmasi, risk
degerlendirmesi, balast suyu yonetimi, sozlesmeye uyum siirecinde atilmasi gereken
adimlar, finansal destek gibi konular yer almakta olup hedef kitle olarak ise gelismekte

olan iilkeler belirlenmistir.

2.4.2 Balast Suyu Yonetimi So6zlesmesinin olusumu

Yillar i¢inde, organizmalarin balast suyu yoluyla yayilmasini en aza indirmek i¢in diinya
capinda cesitli ulusal ve uluslararas1 diizenlemeler 6nerilmis olup bunlar arasinda en
onemli ve dikkate deger iki girisim kuskusuz Uluslararasi Denizcilik Orgiitii (IMO) ve
Birlesik Devletler Sahil Giivenlik (USCG) tarafindan baglatilanlardir.

IMO iiye devletleri arasinda 12 yildir stiren zorlu goriismelerin sonunda, Gemilerin Balast
Sular1 ve Sedimentlerin Kontrolii ve Yonetimi Uluslararast S6zlesmesi (Balast Suyu
Yonetimi S6zlesmesi) 13 Subat 2004 tarihinde IMO'da (Londra) diizenlenen diplomatik
konferansta kabul edilmistir. S6zlesmeye taraf olan devletlere s6zlesme kapsaminda yer
alan ilkeler dogrultusunda bazi ek Onlemler alma hakki taninmistir (IMO, 2019).
Sozlesme, geminin balast suyu ile sedimentin kontrolii/y6netimi i¢in teknik kriterler ve

gereklilikleri igeren 22 madde ve ekleri icermektedir (IMO, 2019).

2.4.3 Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesine genel bakis

Sozlesmenin organizmalarin daha fazla yayilmasini 6nlemek i¢in 6nerdigi ana yonetim
eylemleri balast suyunu belirli sartlara uyan bélgelerde okyanus suyuyla degistirmek ya
da balast suyuyla taginan organizmalar1 etkisiz hale getirmek veya 6ldiirmek igin balast
suyunu aritmaktir. Amerika Birlesik Devletleri, BWM S6zlesmesini imzalamamis, bunun

yerine 1990'dan beri USCG ve ABD Cevre Koruma Ajansi ile balast suyu yonetimine
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iligkin ulusal diizenlemeler gelistirmistir (Verna ve Harris, 2016). USCG, ABD Cevre
Koruma Ajanst ve IMO, balast suyunun aritilmasindan sonra desarj edilebilecek
maksimum organizma sayisi ile ilgili ayni sayisal desarj standartlarina sahiptir (Albert
vd. 2013). Ancak IMO, "canli" (iireyebilen) organizmalarin sayisini sayarken, ABD
diizenlemeleri ise "canli" (hayatta kalabilmis) organizmalarin sayisini saymaktadir

(Blatchley vd. 2018).

Uluslararasi ticaret yapan gemiler, Balast Suyu Yonetimi S6zlesmesi semsiyesi altinda
gemiye Ozgii balast suyu yonetim plan1 dogrultusunda balast suyu ve sedimentleri
yonetmelidir. S6zlesmeye gore, tim gemiler uluslararasi balast suyu yonetim sertifikasi
ve balast suyu kayit defteri tasimak zorundadir. Uluslararas ticaret yapan tiim gemiler,
yabanci tiirlerin yeni bir ortama girisini 6nlemek i¢in balast sularimi iyilestirmekle yani
D-1 (Balast suyu degisimi) ve D-2 (balast suyu aritimi) standartlarin1 uygulamakla
yiikiimlidir (IMO, 2017).

Balast suyu iyilestirme yontemleriyle eslesen iki farkli standart bulunmaktadir. ilk olarak,
D-1 standardi gemilerin kiyr sularindan uzakta, acik denizlerde balast sularini
degistirmelerini gerektirir. Tercihen bu, karadan en az 200 deniz mili agikta ve en az 200
deniz mili derinliginde bir bdlge olmalidir. Bunu yaparken, daha az organizma hayatta
kalacak ve bu nedenle gemiler balast suyunu bosaltirken zararli olabilecek tiirlerin ortama
giris olasiliklar1 daha diisiik olacaktir. Ikinci olarak, D-2 standardu, insan sagligina zararh
spesifik viriisler de dahil olmak iizere, ortama birakilmasina izin verilen maksimum canl

organizma miktarini belirten performansla ilgilidir (IMO, 2017).

Hangi geminin, hangi standarta tabi olacag1 konusunda IMO bir takvim hazirlamis olup
standart se¢iminde baz alinan iki husus ise geminin yapim yili ve Uluslararasi1 Petrol
Kirliligini Onleme Sertifikas1 (IOPPC) yenileme sérvey tarihine gére bir sistem
olusturulmustur. Uluslararasi sefer yapan ve 500 gross ton iistii tiim gemiler i¢in ortak
kural ise 8 Eyliill 2024 tarihi itibariyle balast aritim cihazinin gemiye montajinin

gerceklesmis olmasi gerekliligidir.
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Son yillarda, niikleik asit analizindeki teknolojik gelismelerin biiyiik 6l¢iide yonlendirdigi
biyolojik cesitlilik caligmalart i¢in genetik yontemlerin, giderek artan bir sekilde
uygulanmasi dikkat ¢cekmektedir. Bu tiir yontemlere dayali izleme yaklasimlari, biyolojik
cesitlilik degerlendirmeleri i¢in 6nemli 6l¢iide 6rnekleme tiretimini artirma ve geleneksel
yaklagimlarin duyarliligini, 6zginligini ve taksonomik dogrulugunu gelistirme
potansiyeline sahiptir. Hedef tanimli yontemlerin uygulanmasi (biiylik 6l¢iide PCR’a
odaklanmis ancak giderek yeni prob tabanli metodolojiler ile birlestiren) nesli tiikenmekte
olan tiirlerin izlenmesinde bir paradigmaya yol agmaktadir ve bu tiir yontemler
halihazirda balast suyu takibinde erken teshis i¢in uygulanmaktadir. Yiiksek c¢ikti
siralamasina (HTS) dayali profil olusturma yaklagimlarindaki hizli gelismeler benzer
sekilde balast tanklarinda bulunan biyolojik ¢esitliligi kataloglama gabalarin1 genis capta
etkileyebilmektedir. Ayrica balast suyu tasimaciliginin yarattigi biyotik degisimin
risklerini ve bu riskleri azaltmaya yonelik girisimlerin etkinligini daha iyi anlamak i¢in

yeni firsatlar saglayabilmektedir (Darling ve Frederick 2018).
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Sekil 2.6 Gemi balast operasyonu dongiisii (Globalast 2014)
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Balast suyu gemilerde stabiliteyi sagladigindan, emniyetli seyir agisindan 6nemli yer
teskil etmektedir. Gemi balast operasyon dongiisii Sekil 2.6’da sunulmus olup gemiler bu
dongiiyii seyrii sefer esnasinda yapmaktadir. Bununla birlikte, bir gemi balast suyunu
tanklarina aldiginda, su igindeki organizmalar da okyanusun her yerine tasinir. Bu
nedenle, balast sularinin desarji ekosistem i¢in sorun teskil edebilecek mikrobiyal
organizmalar, yosunlar, istilaci tiirleri igerebilir ve bu durum deniz ortami i¢in 6nemli bir
sorun olusturur. Bir geminin seyri esnasinda iyilestirilmemis balast sularini desarj etmesi,
muhtemelen ¢evreye yeni istilaci sucul tiirleri tanitmis olacaktir. Son yillarda, uluslararasi
ticaret ve gemi trafigi hacmi istilaci tiirlerin ortama girme olasiligint arttirmistir. Yerli
ekosistem, ekonomi ve altyap1 agisindan zararli sonuglar ortaya ¢ikaran yiizlerce istila
meydana gelmektedir. Gemi balast tanklarinda taginan sucul organizmalar, insanoglunun
karsilastigi en ciddi kiiresel cevre felaketleri arasinda gelmektedir. Balast sulariyla taginip
yeni gevresine adapte olan istilact deniz canlist tiirleri, diinya i¢in en biiyiik tehditlerden
biri olarak kabul edilmektedir. Insanin ¢evreyi olumsuz yonde etkiledigi bu donemde,
ekonomik degeri yiiksek deniz tiirlerinin kayiplart onceki donemlere gore daha hizl
goriilmektedir. Haliyle, deniz ekosistemi kaynaklari azalmakta, buna bagli olarak

cevresel ve ekonomik degerlerimiz i¢in tehlike ¢anlari galmaktadir (IMO, 2018).

Istilact tiirlerin yeni habitatlara transferi ilk olarak 1903 yilinda Kuzey Denizi'nde yiiksek
miktarda Odontella (Biddulphia sinensis), Asya kokenli fitoplankton yosunlarinin varligi
ile goriilmiistiir. Bu konuda detayl1 bilimsel ¢calismalar 1970'lerde baslamistir. 1980'lerin
sonlarinda, Kanada ve Avustralya istilaci sorunlar1 olan iilkeler arasinda ilk sirada yer
almigstur. Istilact tiirlerin balast suyu ile tasinmasi sorununa iliskin nicel veriler, biyo-istila
oranlarinin artmaya devam ettigini ve her gegen giin yabanci tiirler tarafindan yeni

alanlarm istila edildigini gostermektedir (TUDAV, 2018).

Gemiler ile taginan balast suyu geminin tagima kapasitesinin %30-35'ini temsil eder.
Balast suyu ve gemi tank tabanindaki sediment, planktonik organizmalarin, zehirli
dinoflagellatlarin, baliklarin ve balik yumurtalarinin / larvalarinin ve diger tek hiicreli
organizmalarinin taginmasi ve yayilmasi i¢in ana vektordiir. Kiiresellesmeyle beraber
yiikler gemiler tarafindan diinyanin bir ucundan diger ucuna taginirken, bu esnada gemi

balast sulariyla ayda ortalama 25 bin civarinda farkli tiiriin de tasindigi tahmin
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edilmektedir. Balast suyunun, gemiler yoluyla kendi bolgesinden baska bir ortama
nakledilmesi, yerel olmayan tiirlerin bolgeye girisine ve ekolojik dengenin bozulmasina
neden olabilir. Deniz habitatlarinin fiziksel bozulumu, deniz kaynaklarmmin plansiz
avcili@l ve gliniimiizde 6zellikle Marmara Denizi’nde yiizlestigimiz miisilaj ve bunun
sebebi olan kara kaynakli deniz kirligi, okyanuslarin biyogesitliligini ve
stirdiiriilebilirligini risk altina almaktadir. Son yillarda s6z konusu tehditlere, istilaci
tirlerin de eklenmesi bilim diinyasinda ortak bir goriis haline gelmistir (marinedealnews
2018).

Yaklagik 7.000 deniz ve kiy1 canli tiirdi, her giin her saatte, gemilerin balast su tanklariyla
okyanuslarda fark edilmeden seyahat etmektedir. Uygun bir ortama giris yaptiklarinda,
yeni ¢evrenin predatorii olarak kendine kars1 bir tehditle karsilasmadan risksiz bir sekilde
yasamini siirdiirebilmekte ve besin zincirinde bozulmaya neden olarak bolge ekolojisinin

de degisimiyle beraber ekonomik kayiplara yol agabilmektedir (WWF, 2009).

2002 ve 2006 yillar1 arasindaki ulagim verileri g6z oniine alindiginda, kiyilarimizda ve
cevresinde (Karadeniz Sahili, Ege Denizi ve Akdeniz) ortalama 23 milyon ton balast
suyunun desarj edildigi tahmin edilmektedir. Desarj edilen balast sularinin yaklagik yarisi
Akdeniz’den transfer olurken, taginan balast sularinin ortalama %25°1 Karadeniz’den
Tirkiye sularina tasinmaktadir. Gelen balast sular1 oraninin liman islekligi ile dogru
orantili oldugu diisiiniildiigiinde, denize desarj edilmesi agisindan Marmara Denizi
(6zellikle izmit Korfezi) ilk sirada yer alirken, bunu sirastyla Dogu Akdeniz ve Ege
Denizi takip etmektedir (Korcak, 2011).

2.4.4 Balast Suyu Sozlesmesi Mevzuat1 ve uygulama rehberleri

BWM So6zlesmesi, Zararli Sucul Organizmalar ve Patojenlerin (HAOP) ortama
girislerinde kontrolii saglamak ve durumu yonetmek i¢in belirli yasal dnleyici eylemleri
tanimlayan yonetmeliklere ve bu yonetmeliklerin uygulanmasina yardimec1 olmak igin
tiim paydaslara teknik rehberlik saglayan diizenlemelere dayanmaktadir. S6zlesme 5
Boliim (Section), 23 Kural (Regulation) ve 14 adet Rehber (Guideline)’ den olusmaktadir.
Ayrica, BWM Sozlesmesi Madde 9 ve Madde 13 kapsaminda, sirasiyla Balast Suyu
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Sozlesmesi kapsaminda Liman Devleti Kontrolii Rehberi ve Antarktika Antlagmast
Alaninda Balast Suyu Degisim Rehberi de sozlesme igerisinde yer almaktadir (Cizelge
2.1) G2, G7, G8, G10, G13, Gl14, GI15 rehberleri incelendiginde genetik araglarin
kullanimiyla baglantili olduklar1 géze ¢carpmaktadir.

Cizelge 2.1 BWM Sézlesmesinin Kurallar1 ve Tlgili Rehberleri (Rey 2019°dan modifiye
edilmistir)

BOLUM A (GENEL HUKUMLER)

Al: Tanimlar
A2: Genel Uygulanabilirlik
A3: Istisnalar

A4: Muafiyetler G7: Balast Suyu Sozlesmesi Kural A-4
Kapsaminda Risk Degerlendirme Rehberi

AS5: Esdeger Uyum G3: Balast Suyu Yonetimi Esdeger Uygunluk
Rehberi

BOLUM B (GEMILER ICIN KONTROL VE YONETIM GEREKLILIKLERI)

B1: Balast suyu yonetim G4: Balast Suyu Yonetimi ve Balast Suyu

plam Yo6netim Plan1 Gelistirme Rehberi

B2: Balast Suyu Kayit

Defteri

B3: Gemilere iliskin Balast ~ G5: Balast Suyu Alim Tesisleri Rehberi

Suyu Yonetimi G6: Balast Suyu Degisim Rehberi

B4: Balast Suyu Degisim G14: Balast Suyu Degisim Alani Belirleme
Rehberi

B5: Gemilere Iliskin G1: Sediman Alim Tesisleri Rehberi

Sediman Yonetimi G12: Gemilerde Sediman Kontroliinii

Kolaylastiracak Tasarim ve Insa Rehberi
B6: Zabitlerin ve
Miirettebatin Gorevleri
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Cizelge 2.1 BWM Sézlesmesinin Kurallar1 ve Tlgili Rehberleri (Rey 2019°dan modifiye
edilmistir) (devam)

BOLUM C (BELIRLI ALANLARDA OZEL GEREKLILIKLER)

C1: Tlave Tedbirler

C2: Belirli Alanlarda Balast G13: Balast Suyu Y&netimine iliskin Acil Durumlari
Suyu Ahmu ve lgili ~ Bayrak Igeren Ek Onlemler Rehberi

Devleti Onlemlerine Tliskin

Uyarilar

C3: Bilgi Iletimi

BOLUM D (BALAST SUYU YONETIMINE ILISKIN STANDARTLAR)

D-1: Balast Suyu Degisim G2: Balast Suyundan Numune Alma Rehberi

Standard G6: Balast Suyu Degisim Rehberi
G11: Balast Suyu Degisim Tasarim ve Insa
Standartlar1 Rehberi
D-2: Balast Suyu Performans G2: Balast Suyundan Numune Alma Rehberi
Standardi G8: Balast Suyu Yonetim Sistemleri Onay Kodu
D3: Balast Suyu Yonetim G9: Etken Madde Kullanan Balast Suyu Yonetim
Sistemine iliskin Onay Sistemleri Onay Prosediirii
Gereklilikleri G10: Prototip Balast Suyu Aritma Teknoloji

D4: Model Balast Suyu Aritma Programlar1 Onay ve Gozetim Rehberi
Teknolojileri

D5s: Standartlarin Orgiit

Tarafindan Gozden Gegirilmesi

BOLUM E (BALAST SUYU YONETIMINE ILISKIN DENETIM VE
BELGELENDIRME GEREKLILIKLERI)

E1: Denetimler

E2: Bir belgenin verilmesi veya
onaylanmasi

E3: Diger Bir Tarafin Belge Vermesi
veya Onaylanmasi

E4: Belgenin Sekli

E5: Belgenin Gegerliligi ve Siiresi

Madde ilgili Rehberler (G)
Madde 9: Geminin Denetimi G: Balast Suyu Sozlesmesi Kapsaminda
Liman Devleti Kontrolii Rehberi

Madde 13: Teknik Destek, Is birligi G: Antarktika Antlasmasi Alaninda Balast
veya Bolgesel Isbirligi Suyu Degisim Rehberi
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e Balast Suyu Sozlesmesi Gereklilikleri icin Uygunlugun Denetlenmesi Prosediirii

Gemiler yiikleme ve bosaltma yapacaklari limana yanastiktan sonra, liman devleti
kontrolorleri (PSC) gemiye ¢ikar ve BWM Soézlesmesine uygunluk agisindan gemide
bulunmasi gereken balast suyu kayit defteri (tim operasyonlarin detaylarini ve son 2
yillik hareketleri igeren (RegulationB2)) ve Balast Suyu Yo6netim Sistemi Sertifikas1 (D-
3) kontroliinii yapar. Daha sonra, uygunsuzluklara rastlanir ve buna bagli olarak
sertifikalarda, planda veya kayit defterinde eksiklik, gorevli personel bilgisinde
yetersizlik, ekipmanin kondisyonunun sertifika ile uyumsuzlugu, aritim sisteminin
kullanilmamasi, bagka iilkelerden gelen kanunsuz desarj sikayetleri gibi acik deliller
tespit edilirse, ayrintili bir analiz igin Res. MEPC.252(67)-PSC Rehberinde verilen
adimlar takip edilerek balast suyundan numune alinabilir (Sekil 2.7). Analiz tiirii ve
organizmalar ile ilgili olarak yontem kalitatif, yar1 kantitatif ve kantitatif olabilirken
ayrintili analiz i¢in Onerilen yontemler arasinda zooplankton i¢in mobilite testi de dahil
olmak tizere gorsel sayim, epifloresan mikroskop ile sayim kamarasi ve indikator
mikroplar i¢in bakteri kolonilerinin biiytitiilmesi gibi yontemler 6nerilmektedir (David ve
Gollasch, 2015).

1. Adim (Sertifika, Plan, Gorevli personel G;le“[?ll::s l;l;gv“c:t all’?tengll:;gl:’liﬁls
ilk II] celeme Kayit defteri) bilgi sahibi mi? mu? me
2.Adim Personel
BSYP’a uyulmus Aritma cihazi giivenlik
Daha detayh mu? caligtyor mu? prosediirlerine
inceleme hakim mi? A(}lk
deliller var
3.Adim Indikatif , Gemi gereksiz
N Detayh denetime 9
Indikatif Numune uygun iht > yere mi.
ya¢ var mi? 4 .
Numune mu? bekletilmemeli!!!
Desarji
durdur,
Uygun Numune D-2 Geminin
standartta standartina cezalandiriimasi
numune alimmali uyuyor mu? na karar vermek

Sekil 2.7 Liman devleti kontroldrleri i¢cin uygulanmasi gereken adimlar
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e Balast Suyu Sozlesmesi Yonetimi Stratejilerine Giris

BWM Soézlesmesinin kritik sayilabilecek noktalarindan biri, balast suyunun aritimi igin
gelistirilen D-1 (en yakin karadan en az 200 deniz mili uzakliktan ve 200 m derinlik veya
50 deniz mili uzakliktan ve 200 m derinlikte degisim) ve D-2 (balast suyu aritim
sistemleri) yontemlerinin test edilebilmesi ve onaylanma prosediirleridir. D-1 yonetimi
icin mesafe ve derinlik gereksinimlerinin gemi rotasi ve okyanusun fiziksel sartlarinin
karsilanamadig1 durumlarda degisimin yapilacagi alternatif alanlar, s6z konusu alanin
biyolojik degerlendirmesi yapilarak Zararlt Sucul Organizma ve Patojenlerin (HAOP)
varlig1 kontrol edildikten sonra s6zlesme geregi liman devletlerince belirlenebilmektedir.
D-2 yonteminde ise kara ve deniz testlerinden gegtikten sonra onaylanarak gemiye monte
edilen balast suyu aritim cihazlarinin liman devleti denetimlerinde gemi iizerinde uygun
sekilde ¢alistigiin kontroliiniin nasil yapilacagi hususu ¢ok belirgin olmayip, PSC’lerin
bu konuda pek deneyimleri bulunmamaktadir. Béylece aritim cihazlarinin testleriyle ilgili

egitimlerin PSC’lere liman devletince en kisa zamanda verilmesi 6nem arz etmektedir.

o Balast Suyu Sozlesmesi Muafivet Degerlendirmesi Prosediirii

Gemi sahiplerinin (armatdrler) s6zlesme geregi, bazi sartlar1 saglamak kosuluyla balast
suyu degisimi (D-1) ve balast suyu aritim sisteminden (D-2) muafiyet haklar
bulunmaktadir. Muafiyet i¢in gereken sartlar agisindan, hep ayni rotada seyir yapan
gemiler i¢in risk degerlendirmesi kapsaminda muafiyet verilebilmektedir. Kural A-4
geregi, siirecin bilimsel olarak risk degerlendirmelerine iligkin tavsiyeler sunan G7
rehberine uymasi halinde 5 yila kadar muafiyet verilmesinin miimkiin oldugu s6zlesmede
belirtilmektedir. Alic1 ve dondr bdlgeler arasinda transfer edilen bir tiiriin hayatta kalma
olasiliginmi degerlendirmek icin sicaklik ve tuzluluk veya HAOP dagilimi gibi ¢evresel
faktorlerin karsilastirilmasina dayanan {i¢ risk degerlendirme yaklasimi (gevresel
eslesme, tiirlerin biyocografik ve spesifik olarak tiirlerin tanimlanmasina dayanan) ana

hatlariyla s6zlesmede belirtilmistir (IMO, 2007).

31



2.4.4.1 Balast suyu degisimi standartlar: (D-1)

Okyanus ortasinda yapilan ve nispeten daha az maliyetli olan balast suyu degisimi
genellikle istenmeyen tiirlerin balast suyuna aktarilmasiyla ortaya ¢ikma riskini azaltmak
icin tavsiye edilir. Balast suyu degisimi, liman ve yakin kiy1 bolgelerinden alinan deniz
suyunu derin, agik okyanus deniz suyu ile degistirerek yerli olmayan tiirlerin balast
tanklarindan uzaklastirilmasi i¢in kullanilan operasyonel bir yontemdir (Rabotnova,
2012). Nitekim kiy1 sularindaki organizmalar, ¢ogu durumda agik okyanusta hayatta
kalamadiklarindan, daha derin okyanus sularinda diisiik istila riski tasimaktadir.
Dolayisiyla, derin okyanus bolgelerine bosaltilan balast suyu, bosaltildiktan sonra bir kiy1
bolgesi i¢in biiylik bir risk olusturmaz.

Kiyiya yakin yasayan organizmalar (liman ve nehir agizlar1 dahil) genellikle okyanusun
ortasinda salindiklarinda hayatta kalma ihtimalleri ¢ok diisiiktiir. Ayrica, balast suyu
degisimi esnasinda, gemi ve miirettebat icin giivenlik prosediirlerine uyulmalidir ve bu

baglamda asagidaki uygulamalar 6nerilmektedir:

e Miimkiin olan yerlerde, gemiler balast suyu degisimini derin sularda, agik okyanusta
ve kiyidan miimkiin oldugunca uzakta gerceklestirmelidir. Miimkiin olan zamanlarda, s6z
konusu balast suyu degisimi en yakin karadan en az 200 deniz mili uzakta ve 200 m
derinlikte suda orgiit tarafindan gelistirilen rehberleri dikkate alarak yapacaktir. D-1
degisim standardi i¢in uygun deniz alanlart Sekil 2.8’de sunulmustur.

e Yukaridaki bilgiler dogrultusunda balast suyu degisiminin yapilmasinin mimkiin
olmadig1 hallerde, balast suyu degisimi, kilavuz dikkate alinarak en yakin kiyidan
miimkiin oldugunca uzakta ve her kosulda en yakin kiytya en az 50 deniz mili mesafede
ve 200 metre derinlikteki suda yapilmalidir. 9.1.2 maddesi ile uyumlu olarak balast
suyunun tamami pompalarin emis yapabildigi miimkiin olan son noktaya kadar stirmelidir
ve devaminda eger mimkiinse siizdiirme pompalar1 ya da enjektor sistemi
kullanilmalidir;

e Balast suyunun degisimi i¢in tagirma yontemi kullanilacak ise tank hacminin en az 3

kat1 tanktan disar1 basilana dek tagirma islemi devam ettirilmelidir.
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e Geminin rotas1 ilizerinde balast degisimi igin gerekli sartlar1 saglayan bir bolge
bulunmamasi1 durumunda, liman devletinin 6nceden belirledigi bolgelerde balast degisimi
yapilabilmektedir.

e Liman devleti tarafindan onaylanan diger balast degisim segenekleri goz Oniinde

bulundurulmalidir (TurkLoydu, 2019).

Sekil 2.8 D-1 degisim standardi i¢in uygun deniz alanlar1 (David vd. 2015)

D-1 Standardi igin ti¢ farkli balast suyu degisim yontemi bulunmaktadir (Sekil 2.9).
Swrali: Bu yontem, balast pompalarinin emisini kaybedene kadar balast tanklarinin
bosaltilmasini ve ardindan tanklarin bosaltim sistemleri tarafindan daha fazla arinmasini
saglar. Tanka yeni balast alinmasi bu islemi takip eder.

Akig yontemi: Bu yontemde su tanka pompalanir ve daha sonra hava deliginden veya 6zel
tagma deliklerinden tagsmasina izin verilir. Bu tasma, %95'lik bir degisim verimliligi elde
etmeye denktir ve pompalanacak olan tank hacminin {i¢ katidir.

Seyreltme Yontemi: Bu yontemde tankin iki agikligi bulunmaktadir, burada su bir

acikliktan pompalanir ve digerinden disar1 akitilir (Sanguri 2010).
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Sekil 2.9 Balast suyu degisim yontemleri (Globalast 2014-2017c)

2.4.4.2 Balast suyu aritim standartlari (D-2)

D-2, insan sagligina zararli indikator mikroorganizmalar da dahil olmak {izere denize
bosaltilabilecek maksimum canli organizma miktarini belirler (Cizelge 2.2).

D-2 standardi gemilerin sadece asagidaki kriterleri karsilayan balast suyunu desarj
edebilecegini belirtmektedir:

* Metrekiip bagina minimum boyutta 50 mikrometreden biiyiik veya ona esit 10'dan az
yasayabilir organizma;

* Mililitre bagina minimum boyutta 10 mikrometre ile 50 mikrometre arasinda olan 10'dan
az yasayabilir organizma;

* 100 mililitre Toksikojenik Vibrio kolera basina 1'den az koloni olusturan birim (Cfu);
* 100 mililitre Escherichia coli basina 250 cfu'dan az; ve

* 100 mililitre bagirsak Enterokoklar1 basina 100 cfu'dan az (IMO, 2019f).

Balast suyu aritimi iizerine c¢alisan birgok firma, IMO tarafindan yayinlanan D-2
standartlarin1 karsilamak igin farkli yontemler {izerinden ¢alismalarina devam etmekte
veya bitirmis durumdadir. Bu yontemler arasinda IMO tarafindan sonuglar1 onaylanmis
olan fiziksel, kimyasal ve mekanik yontemler iizerinden aritim sistemleri gelistirilmekte

ve sistem son haline ulagsmaktadir (Vural ve Yonsel 2016).
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Cizelge 2.2 D-2 Degisim Standartlar1 (Biosea 2019)

Mikroorganizma Kategorisi S tang;zr tlart
Plankton boyutu > 50 um <10 canl hiicre / m®
Plankton boyutu 10-50 pm < 10 canli hiicre / mL

Toxicogenic Vibrio cholerae <10 Cfu/ 100 mL

Escherichia coli <250 Cfu /100 mL
Intestinal enterococci <100 Cfu /100 mL

2.45 BWM Sozlesmesinin uygulanmasindaki zorluklar

2.4.5.1 D-2 standardinda Kkarsilasilan teknik sorunlar

IMO’nun aldig1 karar dogrultusunda D-2 standartlarina gegis i¢in kademeli bir takvim
olusturulmus olup son tarih olan Eyliil 2024 itibariyle s6zlesmeye tabii olan tiim gemilere

D-2 aritim standartlarina uyum zorunlulugu getirilecektir (Sekil 2.10).
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Cemplying with the

Ballast Water Management Convention

Stopping the spread of invasive aquatic species

D1 standard requiring ships
to exchange ballast water in All ships must meet D2 standard
open seas, away from coastal by 8 September 2024

areas. Few organisms survive.

Existing ships with renewal survey after
D2 standard specifying the 8 September 2019 must meet D2 standard
maximum amount of viable by this renewal survey.

organisms allowed to be
discharged, including specified
indicator microbes harmful

to human health. Usually
involves installing ballast
water management system.

Existing ships with renewal survey between
8 September 2017 and 8 September 2019

Case 1: if previous renewal survey was between

8 September 2014 and 8 September 2017

BACKGROUND INFO - must comply with D2 by this renewal survey.

All new ships must conform

to the D2 standard.

Until the date when they

have to meet the D2 standard,

existing ships should exchange

ballast water mid-ocean, to

meet the D1 standard.

@ QOver time, all ships will have New ships built on or after 8 September
to meet the D2 standard. 2017 must meet the D2 standard

o

Case 2: if previous renewal survey was before
8 September 2014 - then compliance with D2 must
be by the next renewal survey.

°

% ‘Renewal survey' refers to the
IOPPC renewal survey under

MARPOL Annex | Existing ships built prior to
8 September 2017 must meet the D1
standard until their D2 compliance date.

All ships must have:
« ballast water management plan

* ballast water record book
+ International Ballast Water Management Certificate

Sekil 2.10 D-1 ve D-2 standartlarina uyum takvimi (IMO 2021Db)

IMO (2008) 'de belirtildigi gibi G2 kilavuzuna gore, bir geminin uygunlugunu belirlemek
icin kullanilan numuneler, tahliye edilen balast suyunun tamamini temsil etmelidir.
Carney vd. (2013) 'e gore, G2 kilavuzunda numunelerin zorunlu oldugu belirtilse de bu
orneklerin nasil elde edilecegine dair net kurallar sunulmamis olup balast suyu

orneklerinin temsili bu konuda net bir sekilde tartisiimamastir.

Uygulama sirasinda G2 stratejileri, D-2 Yo6netmeligi’ne uygunlugu tanimlarken, balast
suyunun tamamen desarjini temsil eden 6rnekler saglamak icin 6rnekleme rejimlerine
ihtiya¢c duyar. Operasyon olarak D-2 standardina uyumu kesin olarak degerlendiren
protokollerin gelistirilmesi ve Balast Suyu S6zlesmesi'nin uygulanmasina yaklasilmasi
gibi baz1 biiylik zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Biiyiik hacimli balast suyu gibi balast
tanklariin sayis1 ve boyutu, tanklarin i¢indeki organizmalarin heterojen dagilimi ve

tankin sekli gibi degerlendirmelerin  dogrulugunu etkileyen c¢esitli faktorler
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bulunmaktadir. Bu faktorler genellikle bir gemideki toplam balast suyunu temsil eden

numunelerin elde edilmesi ¢abalarini1 engellemektedir (Carney vd. 2013).

Deniz organizmalarin balast tanklar1 i¢indeki dagilimi heterojen olarak bilinir (Murphy
vd. 2002, Goulash ve David, 2010) ve bunun dogal olarak tiim gemiyi temsil edecek
orneklerin toplanmasini engelleyecegi ve geciktirecegi olasidir. Bu numunelerin balast
tanklarindan elde edilmesinde karsilagilan diger zorluklar arasinda, tortularin ve tanklarin
diizensiz sekilleri, gemilerde bulunan biiyiik miktarda balast suyu ve balast suyu aliminin
farkl1 yerleri sayilabilir (Murphy vd. 2002, Carney vd. 2013). Ornekler genellikle ¢ok
kapsamli analiz gerektirir ve bunu uygulamak igin gereken siire gemilerin ¢aligmasi,
kalkis veya harcketinde gereksiz gecikmelere neden olmaktadir (IMO, 2008). Diger
yandan, iretilen aritim cihazlarinin bakim tutumunun nasil yapilacagi, ariza durumunda
gemi miirettebatinin acil bir Onlem planmin olmasi gibi konular belirsizligini
korumaktadir. Uretim yapan firmalarin, {irinlerini gelistirmek ve yeni teknolojileri
cithazlara hizlica entegre etme hususunda biraz zamana ihtiya¢ duyduklar1 da bir gergektir.
Tipki elektrikli otomobillere tiimiiyle geciste yasanmas1 muhtemel gegici sorunlar gibi
her yeni teknolojinin getirdigi dogum siirecinin sancili gegmesini dogal karsilamanin

gerekli oldugu diistiniilmektedir.

D-2 standardinin uygulanmasmin iki yil ertelenmesi, gemi sahipleri ve denizcilik
endiistrisi i¢in de olumlu bir zorluk olusturmaktadir, ¢iinkii gecikme su anda gemilerin
karsilagtig1 birgok sorunu hafifletebilir ve gemi sahiplerine 2016'ya gore iiretilen yeni
BWMS'yi kullanma konusunda rehberlik edecektir. IMO'nun 2016 Kilavuzlar1 (G8) daha
1yi bir sekilde yonetilmeli ve BWMS {ireticilerinin arastirma ve iiretimi daha rasyonel bir
sekilde yapmalarina izin verilmesi gerekmektedir. Diger bir zorluk, eski ekipmanlarin,
teknoloji, giivenlik ve enerji verimliliginde bircok dezavantaji bulunan ve IMO'nun 2016
Kilavuzlarimi kabul ederken orijinal niyetiyle celisen ekipmanlarin biiyiik 6lgekte
takilmasi ve kullanilmasi, uygulama ve isletme maliyetlerini kontrol edilemez hale
getirmesidir ki bu durum gemi sahipleri ve ekipman {ireticileri i¢in haksiz bir durum

olarak kabul edilir.
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Son olarak, kisa vadeli hedef yerine uzun vadeli hedefe odaklanmasi ve sektoriin, 2016
Kilavuzlarina uygun BWMS iiriinlerini genis 6l¢ekte piyasaya sunmasi i¢in yeterli zaman
birakmasi 6nerilir. Bu yaklasimin ¢evre ve insan saglhigl i¢cin de daha faydali olacagi

belirtilmigtir (IMO, 2017a).

2.4.5.2 Cevresel maruziyet

Balast suyu aritma sistemlerinin uluslararasi onay prosediirii, her bir maddenin tahmini
maruz kalma seviyelerini deneysel toksisiteleriyle karsilastirir. Bir¢cok madde,
diizenlemesinde iyi kurulmus olsa da bu yaklasim, ¢oklu maruziyet ve uzun vadeli
olimciil etkiler gibi kritik yonleri gbéz ardi edebilecek olmasi nedeniyle de

elestirilmektedir.

IMO, gemiye kurulum icin cesitli fiziksel ve kimyasal yontemlere dayali olarak
gelistirilen sistemleri onaylamistir, en yaygin olan ise yiiksek performansh filtrelerin
oksitleyici kimyasallar veya UV radyasyonu ile kombinasyonudur. Bilinen bir oksidatif
su aritma problemi, bircogu uzun siireli toksisite gosteren dezenfeksiyon yan tirtinlerinin
olugsmasidir. Dogal biyotada genetik hasarlar lireme basarisi ile birlikte tiim biyolojik
cesitliligi etkileyebilir. Dogal biyota genetik hasarin baglamasi, ¢evre kirliligi nedeniyle
insan sagligia yonelik tehlikeler i¢in bir koruyucu gorev gorebilir ve genetik hasarin
uyarilmasi, biyolojik ¢esitlilik ig¢in olas1 bir tehdidi isaret etmektedir (Werschkun vd.
2014).

Cogu durumda, daha biiyiik partikiillerin filtreler veya hidrosiklonlarla mekanik olarak
ayrilmast ilk eylem asamasini olusturur. Bu sistemlerin ¢evreye ve insanlara karsi
kimyasal tehditlere neden olma potansiyeli olmamakla birlikte, zayifliklar1 yiiksek
bulaniklik veya yiiksek ¢oziinmiis organik madde igerigindeki UV enerjisinin niifuzunu
azaltabilecek yliksek enerji tiiketimi ve potansiyel performans sorunlar1 olusturmaktadir.
Bu nedenle, istenmeyen organizma yetersiz UV penetrasyonu nedeniyle aritma sistemi

tarafindan yok edilememektedir (Werschkun vd. 2014).
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2.4.5.3 Insana iliskin maruziyet

Aritma sistemlerindeki bir¢ok ayrinti, sik temizlik ve bakim prosediirlerini igerip
icermedigi veya gemide kimyasallarin depolanmasini gerektirip gerektirmedigi gibi
sistemin tliriine baglidir. BWM So6zlesmesinden kimyasallara maruz kalma 6zellikle gemi
miirettebat1 ve liman devleti denetgileri ig¢in degil, ayn1 zamanda alandan etkilenme
bolgesindeki insan topluluklari icin de tehlikeli bir potansiyele sahiptir. BWMS de
bulunan veya ortaya c¢ikan kimyasallar, uygun koruyucu giysi ve ekipmanla
engellenebilirken temas yoluyla veya aritilmis balast suyundan atmosfere yayilan THM

gibi ugucu maddelerin solunmasi yoluyla insan sagligina zarar verebilmektedir.

IMO, gemi sahiplerinin miirettebatin1 balast suyu aritimi ile ilgili kimyasallardan
korumasina yardimci olmak i¢in belirli bir gemide bir BWTS kurarken ele alinmasi
gereken olast maruz kalma durumlarimi detaylandiran bir rehber belge yayinlamistir
(IMO, 2009). Ayrica mesleki olmayan temas durumlari, ylizme sirasinda seyreltilmis
balast suyunu yutarak veya balast suyu desarj alanlarindan deniz triinleri tiiketerek oral
kimyasal alimini igermektedir (Werschkun vd. 2014).

2.4.5.4 Gemilere takilacak aritim cihazlarinda iiretim sorunlari

IMO’nun 2017 yilinda diizenledigi Deniz Cevresi Koruma Komitesi (MEPC)
toplantisinda alinan karar geregi balast suyu aritim sistemlerinin gemilere montaji i¢in
son tarihi 08 Eyliil 2024 yilina ertelemistir. Ancak bu erteleme, denizcilik sektoriinii farkli

acilardan sikigtirarak dolayl1 da olsa farkli ¢evre sorunlarina yol agabilecektir.

Artim sistemlerinin gemilere montajlanmasi igin yaklasik 30 ay gibi bir siire kalmistir.
Sektor uzmanlari, bu siire zarfinda 35.000 civari geminin aritim cihazini taktirmakla
mesul oldugunu ve bu rakamin son yillarla kiyaslandiginda %700 daha fazla oldugunu
belirtmektedir. Bu durum tersanelerde siiphesiz bir tsunami etkisi olusturarak montajin

bitim tarihini uzatacak ve igin kalitesinin diistiriilmesine neden olabilecektir (Anonymous,
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2021b). Armatorler gemilerinin tersanelerde sira beklemesinden Gtiirii deniz ticareti
piyasasinda gemilerin sayisinin azalarak navlun fiyatlarini etkileyecegini one siirerek,
IMO’dan muafiyet veya siirenin uzatilmasi talebinde bulunacaklari ihtimalini ortaya

cikaracaktir.

Ulkemizde (Tiirk Bayrakli gemiler igin) D-2 aritim standardiyla ilgili olarak; Haziran
2021 itibariyle 69 gemi aritim cihaziyla donatilmis olup 2021 yili sonunda bu say1 98’e,
2022 sonunda ise toplamda 178’e ¢ikacaktir. Haziran 2021 tarihi itibariyle D-1
standardina tabii Tiirk Bayrakli gemi sayisi ise 149 olarak bildirilmistir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 D-1 ve D-2 Standardinda Tiirk Bayrakli gemi sayisi
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2.4.6 Balast suyu aritiminda kullamilan yontemler

Mevcut gemi ve teknoloji kisitlamalari nedeniyle, balast suyu aritimi igin tek basina
hicbir yontem yeterli degildir. Bu nedenle, birden fazla yontem kullanan karma sistemler
gelistirilmekte ve piyasaya sunulmaktadir (Sekil 2.12). Bu sistemlerin genellikle iki farkli
asamasi vardir. {1k asamada, balast suyundaki mevcut par¢aciklar ve biiyiik organizmalar
mekanik yontemlerle tutulur ve balast suyu ikinci agamaya ait yontemler i¢in hazirlanir.
Ikinci asamada, aritim bir veya daha fazla yontem birlikte kullanilarak yapilir (Giiney,

2018).

Gemi Ustiinde
Aritim

Dezenfekte edici
biyosidler

. Elektrik
Elektro-Mekanik
Ultrason yardimiyla
Ayirim
klorlama

Kavitasyon

Siklonik Ayirim Ultraviyole

Sekil 2.12 Gemi iistli D-2 aritma sistemleri (Gliney 2018)
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2.4.6.1 Mekanik yontemler

Mekanik yontemlerin temelinde, deniz suyunun balast tankina girmeden 6nce mekanik
bir islemle tanka ulasacak organizma ve tortu miktarinin azaltilmasi yatmaktadir. Bu,
birgok organizmanin ve pargacigin ilk etapta balast tankina girmesini Onler bdylece
organizmalar dogal ortamlarinda kalabilir. Mekanik yontemler igerisinde ilk olarak

siklonik ayirma ve filtrasyon yontemleri dikkati cekmektedir (Vural ve Yonsel 2016).

2.4.6.2 Fiziksel yontemler

Balast suyu aritiminda kullanilan fiziksel yontemler arasinda kimyasal bir madde
kullanmadan balast suyunda organizmalar1 saflastiran 1s1, ultrason, ultraviyole ve

kavitasyon bulunur.

2.4.6.3 Kimyasal yontemler

Balast suyu arittimi igin IMO standartlarinda belirtilen bir diger aritma yontemi
kimyasallarin kullanilmasidir. Kimyasal bir madde, zararli su organizmalar1 ve patojenler

izerinde genel veya spesifik etkileri olan bir madde veya organizma olarak tanimlanir.

2.4.6.4 Diger yontemler

Kosmopolit bir sistem olarak tanimlayabilece§imiz yontemler de aritim sistemlerinde
kullanilmaktadir. Bu sistemlerde ilk olarak mekanik yonteme dayali olarak biiyiik ¢aptaki
maddelerin veya canlilarin ayrismasi saglanir ve ikinci asamaya gegilerek daha kiiciik

parcaciklar veya organizmalar hedef alinir (Vural ve Yonsel 2016).
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Birgok gemi, D-1 diizenlemesi ve balast suyu aritimi (BWT) ile ilgili olarak balast suyu
degisiminin (BWE) harmanlanmis yontemini uygular ve genellikle D-2 diizenlemesine
gore, bu harmanlanmis yontem balast suyu aritimi ile birlikte balast suyu degisimini
gerceklestirmektedir (IMO, 2019¢). Gemiye montaj1 bitmis olan balast aritim cihazi Sekil
2.13’de, cihazin problari ise Sekil 2.14’de sunulmustur.

Sekil 2.13 Gemi montaj1 tamamlanmig balast aritim cihazi
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Sekil 2.14 Balast aritim cihazinda aritim islemi yapan problar

2.4.7 Aritma islemi kaynakh riski yonetme

Balast suyu iyilestirme siirecinin (D-2) uygulanmasi, yayilimci yabanci tiirlerden
kacinmak i¢in ¢esitli avantajlar1 olmasinin yanisira hem gemi hem de miirettebat i¢in bazi
riskler icermektedir. Bu riskler balast suyunu aritmak i¢in kullanilan kimyasallarin
giivenli bir sekilde taginmasini ve depolanmasini saglamak ve asagida sunulan maddelere
uygun olarak risklerin ele alinmasi igin giivenlik prosediirlerinin gelistirilmesi agisindan
bir giivenlik degerlendirmesine tabi tutulmalidir:

“« Kimyasallarin veya miistahzarlarin gemiye yiiklenmesi ve depolanmasi;

* Kimyasallarin veya miistahzarlarin depodan balast suyu yonetim sistemine aktarilmasi

ve uygulanmasi,

* Balast suyu yonetim sisteminin konumu ve ilgili borular;
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* Balast suyu yonetim sisteminin isletilmesi;

* Balast suyu yonetim sisteminin bakimi;

* Balast suyu yonetim sisteminden dokiilmeler; ve

* Aritilmis balast suyuna, kimyasallara veya miistahzarlara maruz kalma (IMO, 2009).”

degerlendirmeleri yapilmalidir.

Ayrica, Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesi’ne gore (YOonetmelik B-4-4), degisim, “kaptan
bdyle bir degisimin geminin, miirettebatinin veya yolcularinin giivenligini veya istikrarini

tehdit edecegine makul bir sekilde karar verirse” istenmeyecektir.

2.4.8 Alternatif yontemler

Balast Suyu Diizenlemelerine uymak igin, bazi gemi sahipleri, gemiler herhangi bir
yatirim yapacak kadar eski olduklar1 zaman gecerli nedenlerle liman bazli aritma

sistemlerinden yararlanma egilimindedir.

Daha kiiciik gemiler ve limanlarda verimli ¢alisma saglamak i¢in BawatTM BWMS'nin
yenilik¢i bir versiyonu gemilerde ve limanlarda kullanima hazirdir. Tasarim, 1s1
esanjorleri ve yag yakith kazan sistemi, konnektorler, giic kaynagi ve hortumlarla 6zel
yapim 30 metrelik bir konteynere (200 m3 / h sistem) sahiptir. Bu yenilik¢i sistem "tek
gecisli" sistem olarak adlandirilir ve gemi karina sularinin aritilmasi gibi diger su aritim

sistemleri icin de uygulanabilir (Baumler, 2019b).

2.5 Genetik Yontemlerin Balast Suyu Yonetimine Entegrasyonu

Genetik yontemler, son zamanlarda balast suyundaki biyolojik ¢esitliligin yanisira ticari
limanlardaki su kalitesinin gozlemlenmesi i¢in uygulanan metotlar arasinda oldukca
revacta olmaya baslamistir. Ayrica bu yontemler, diisiik yogunluktaki organizmalarin

erken teshisinde ¢ok hassas bir is ¢ikarmasinin yaninda, gérsel bir taksonomi yaklagimina
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kiyasla yumurta, spor, larva, yavru gibi tim yasam evrelerinde ve dzellikle istilac tiirlerin
sediment i¢indeki dinlenme evresi, planktonik yasam evresi ve bentik omurgasizlarin
tanimlamalari i¢in daha dogru ve uygun maliyetli taksonomik tanimlama saglamaktadir

(Pochon vd. 2013; Zhan vd. 2013, Rey 2019).

Genetik temelli caligmalarin is akiginda, sirasiyla hedef tiirler icin 6rnekleme yapilmasi,
ilgili molekiilin (DNA veya RNA) ekstraksiyonu ve genomun veya transkriptomun
belirli bir bolgesinin giiglendirilmesine dayali analizler yiiriitiilmektedir. Genetik
analizler; balast tanklarindan veya limanlardan alinan her tiirlii numunede, karistirilmig
numuneler ve filtre edilmis su veya sediment 6rneklerinde uygulanmaktadir. Filtrelenmis
su veya sediment icerisinden, ¢cevredeki ortama digki, agiz i¢i salgi, doku seklinde salinan
ve genetik materyali ifade eden gevresel DNA'y1 elde etmek miimkiindiir. Ortamda diisiik
miktarda bulunan taksonlarin, geleneksel yontemlerle tespit edilememesine karsin

genetik analizler tiiriin erken tanimlanmasina olanak saglamaktadir (Lodge vd. 2012).

Genetik yontemler tiir tanimlamasinda DNA molekiilleri; kolay ve uzun siire
korunabilmesi ile stabil olmasi sebebiyle siklikla tercih edilirken, canli organizmalarin
tespitinde DNA sinirli olacagindan RNA’ya yonelik ¢aligmalar dikkate alinmaktadir
(Pereira vd. 2008, Doblin vd. 2007).

Bircok genetik calisma, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigine dayanirken bu
teknikte ¢alisilmak istenen bir bolgeyi biiylitmek igin tiire 6zgii ve belirli bir taksonomik
grubu veya tiimiinii hedefleyebilen, genomun belirli bir bolgesine baglanan kisa DNA

parcalar1 olarak ifade edilen primerler kullanilmaktadir (Patil vd. 2005).

Geleneksel PCR'de, amplifiye iiriin reaksiyonun sonunda gézlemlenirken mevcut olup
olmadigint kontrol etmek veya yakindan iligkili tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in
elektroforez ile analiz edilebilmekte veya sekanslanmig Kantitatif PCR'de (QPCR),
amplifiye edilen {irlin, hedeflenen genin kopya numarasinin nicellestirilmesine izin
vererek PCR sirasinda gergek zamanli olarak 6lgtimii yapilmaktadir (Nathan vd. 2014).
Tek tiirden amplikonlar genellikle spesifik olmayan primerler kullanilarak elde edilir ve

barkodlama adi verilen bir islemde dogrudan Sanger tarafindan sekanslanir. Tiirlerin
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karigimi, belirli bir tiirii aramak i¢in tiire 6zgii primerler kullanilarak ¢ogaltilabilir ve
sekanslanabilir. Sanger tarafindan veya ayni anda birkag tiirii amplifiye etmek i¢in daha
jenerik primerler kullanilarak amplifiye edilerek Metabarcoding adi verilen ve istilaci
tiirleri tespit etmek i¢in giiclii bir arag¢ olan bu siirecte Yiiksek Verimli Dizileme (HTS)
platformlarinda dizilenmektedir (Comtet vd. 2015, Xiong vd. 2016).

Islem sonunda tiirlere veya taksonomik gruplara barkod atamak igin dizilerin BOLD
(www.barcodinglife.org) gibi bir referans veri tabani ile karsilastirilmasi gerekmektedir.
DNA barkodunun se¢imi, tiir tespit diizeyi veya genis biyocesitlilik degerlendirmesi gibi
arastirma sorularina ve ilgili taksonomik gruba baglidir (Rey 2019). Geleneksel olarak
metazoanlar i¢in, mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt birim I geni (COI), protistler i¢in
18S RNA geni ve bakteriler i¢in 16S RNA geni kullanilmaktadir. Metabarkodlama
islemi, balast suyunda biyolojik cesitlilik ¢aligmalarinda zooplanktonlarin ve

fitoplanktonlarin izlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ghabooli vd. 2016).

Ayrica, ylksek verimli dizileme tekniginin gelisimi; bakteri, virlis ve Okaryotik
mikroorganizmalar gibi genellikle g6z ardi edilen ve balast suyunda bolca bulundugu
diigiiniilen mikroorganizmalarin tespitinin 6niinii agarak, genetik yontemlerin 6nemini de

bir kez daha ortaya koymaktadir (Rey 2019).

2.6 Balast Suyu Sozlesmesinin Uygulamasininda Genetik Verilerin Rolii ve

Gelistirilmesi

D-2 antim standartlarinda, desarj standartlarina uygunlugunun test edilmesi, tiir
tanimlamas1 gerektirmez (indikatér mikroorganizmalar disinda) ve sadece canli
organizmalarin sayisina dayanir. Bu baglamda, desarj edilen organizmalarin
tanimlanmasi, balast suyu yonetim Onlemlerinin etkinligini degerlendirmek ve
boylece zararli sucul organizmalarin ve patojenlerin giris olaylarin1 azaltmak ve ayni
zamanda potansiyel olarak yerel olmayan bir tiiriin girisini erken tespit etmek icin

faydalidir. Canlilik, bir geminin D-2 Yonetmeligine uygun olup olmayacagini
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degerlendirmek icin temel kriterdir ve yalnizca canli organizmalar1 tespit etmek i¢in

evrensel bir yontem heniiz gelistirilmemistir.

Sozlesme geregi uygulanmasi gereken uygunluk testlerinde alman O&rnekler,
tanklardaki diigiik organizma yogunlugu ve tank tipine baglh heterojen karisim gibi
nedenlere bagl temsiliyeti zayiflatsa da, gemide bulunan balast suyunu ¢ok yiiksek
oranda temsil etmesi gerekmektedir. Ayrica, 6rneklerin tank igindeki balast suyunu
dogru sekilde temsil ettiginin dogrulanmasi i¢in; alinan 6rneklerin hacmi, sayisi,
ornekleme siklig1 gibi verilerin yanisira gemideki 6rnekleme noktalarinin uygunlugu

da calisilmasi gereken konular arasindadir (Rey 2019).

DNA barkodlama ve metabarkodlama basar1 orani BOLD www.barcodinglife.org,

Silva www.arb-silva.de gibi DNA dizilerini tiir adlariyla iliskilendiren iyi tasarlanmis

bir referans veritabanina dayanmaktadir. Bununla birlikte, bilimsel olarak kullanilan
tekniklerin kendine has eksikleri ve hata paylann olabileceginden DNA
metabarkodlama tekniginin, yanlis negatiflere yol acabilen ve dizilere dayali takson
bolluklarinin tahmin edilmesini engelleyebilen PCR egilimi (amplifikasyon basari
orani bir numunede bulunan tiim taksonlar i¢in esit degildir) bir eksiklik olarak
goriilebilir (Elbrecht ve Leese 2015, Rey 2019). Organizma toplulugunun genom
dizilimi (metagenomik) uygulamasi ¢ok daha kiilfetli ve tam genomun varligma
(valnizca bakteriler i¢in mevcut) dayanan karmasik bir veri analizi gerektirse de PCR

egilimli caligmanin yerini alabilmektedir (Taberlet vd. 2012).

2.7 Yabana (istilaci) Tiir Tamimlamasi ve Risk Analizleri ile ilgili Genel Bilgiler

Bilindigi tizere belirli bir ekosistemin yerli tiirti olmadig: halde, 6ngoriilemeyen form ve
zamanlarda, bir bolgeye istemsiz olarak disaridan gelen yeni tiirler istilaci (egzotik) tiirler
olarak adlandirilmaktadir (Ozdemir ve Ceylan, 2007). Yabanci tiirlerin istilasi,
ekosistemdeki degisiklikler, gemilerin balast sular1 ve insan yapimi faaliyetler gibi
nedenlerle tiirlerin yer degistirmesi sonucuyla kars1 karsiya kalmir. Insanhigin artan
hareketliligi, ¢esitli canlilarin bir ekosistemden digerine ge¢gme oranini arttirmaktadir.

Ayrica, egzotik tiirler dogal topluluklari istila ederken (biyo-istila), bu genislemeyle basa
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cikamayan yerli tiirler ise yok olma tehlikesiyle kars: karsiya kalmaktadir (Ozdemir ve
Ceylan 2007).

Biyogesitliligin maruz kaldigi bozulumun ana sebeplerinden biri, dogal yasam alanlarini
istemli veya istemsiz terk edip yeni yasam alanlarina dagilan ve yeni yasam alanindaki
yerel tiirleri tehdit eden istilaci tiirlerdir. Bu tiirlerin, yeni ortamlarda genellikle rakipleri
veya predatorleri olmadigindan hizlica geliserek populasyonlar1 kontrolsiiz bir sekilde
artmaktadir. Istilac1 tiirler avci, parazit, hastalik vektdrii gibi rollere biiriinerek yerel
biyocesitlilige zarar vermeye baslar. Kotii ortam kosullarinda bile hayatta kalmayi
basarabilen bazi istilaci tiirler ¢evresel stres faktorlerinin de listesinden gelebilmektedir.
Istilaci tiirler, yeni cevrede hayatta kalabilmeyi basardiktan sonra ekonomik veya cevresel
zarara neden olabildigi gibi insan sagligini da olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Deniz
ticaretinin, dolayisiyla balast sularinin, istilaci tiirlerin ana taginim vektorleri arasindaki

orani son yillarda dikkate deger bigimde artmistir (Gibb vd. 2013).

Yiik alma islemi sirasinda denize bosaltildiginda veya alindiginda gemiyi stabilize
etmeye hizmet eden gemi balast suyunun, diinya capinda yer degistirmesi deniz
ortaminda sorunlara yol acar. Tahminlere gore, her y1l diinya ¢apinda yaklasik 3-5 milyar
ton balast suyu yer degistirmektedir. Bu yer degistirmeler sonucu diinya ¢apinda her giin
yaklasik 7.000 ila 10.000 farkli deniz mikroorganizmasi, bitki ve hayvan tiirliniin
tasindig1 tahmin edilmektedir. Bu sekilde tasinan istilaci deniz canlilar1 deniz ¢evresi i¢in

ciddi bir sorun haline gelmistir (Globalast 2017).

2014 balast suyu yonetimi sézlesmesini onaylayan Tiirkiye’ nin, deniz ¢evresi kirliligi
konusunda yiikiimliiliikleri vardir. Bu yiikiimliiliikkler sadece uluslararasi s6zlesmelerden
degil, bolgesel sozlesmelerden de kaynaklanmaktadir (Barselona S6zlesme 1976, Biikres
Sozlesmesi 1992, ikili anlagmalar ve i¢ hukuk) (Kubilay 2014). Gemi kaynakl kirlilik
sorunu, ulusal diizeyde gerceklestirilen calistaylar ve Tiirkiye agisindan uluslararasi

platformlara katilmasi ile giindemde kalmaya devam etmektedir (Kutluk 2018).
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2.7.1 Istila periyodunun degerlendirilmesi

Tiirler yetigkin formunda transfer edilse bile, gemi tasimacilig: ile taginim esnasinda
tiirlerin tiim yasam donemi dikkate alinmalidir. Ayrica, tuzluluk toleransi, boyut,
hareketlilik, hava maruziyetine tolerans gibi bazi karakteristik 6zellikler, balast sulariyla

organizmalarin taginim potansiyelini dogrudan etkilemektedir (Carlton, 2003).

Istilay1, adim adim bir siire¢ olarak tanimlayan entegre bir cerceve diinya genelinde kabul
gormiistiir (Pereyra, 2016). Istilac tiir nedir ve istilac1 tiirler bir gesit koruma problemi
olarak m1 diisiintilmelidir gibi sorular, istilaci tiirlerin tespiti biliminin teknolojik olarak
istenilen seviyeye ulasamamasindan dolay1 heniiz tam anlamiyla ¢oziilememistir. Bu
nedenle, bu tiir sorular geleneksel tespit yontemleriyle, 6zel spesifik yontemlerin

kiyaslanmasina yol agmaistir.

Genellikle, yerli olmayan tiirler kendi dogal ortamlarindan segilir ve ayn1 zamanda vahsi
ekosistem olan yeni bir ortama giris yapar (Sekil 2.15). Yabanci ortama giren tiirler, ya
yerel olmayan yeni ortamlarinda kendi kendini siirdiirebilen populasyon artisina meyil
ederler ya da nesli tiikkenir. Yerli olmayan populasyonun biiyiik oranda hizli biiylimesi,
cografi yasam araliginda genisleme yaratacak bu da ilgili ekonomik ve ekolojik

rahatsizliga neden olarak tiir “istilac1” adini alacaktir (Lockwood vd. 2013).
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Sekil 2.15 Istila adimlarinin modellemesi (Lockwood vd. 2013)

Herhangi bir yerdeki istila tehdidinin, istilac1 yabanci tiirlerin (IAS) tanima oranmi ve
yabanci istilact tlirlerin olusumuna altyap: olusturan problemlerin derecesi ile arttigi
gdzlemlemistir. Istilact yabanci tiirler, kiiresel biyolojik gesitlilik, ekonomi ve insan
saghigi icin birincil tehdit olarak kabul edilmektedir. Istilac1 yabanc tiirlerin geligimi
cevresel degisimler, kiiresellesmenin artmast ve iklim degisikliginin etkileri ile

kolaylagsmaktadir.

Onde gelen istila vektorleri, diisiik gelirli iilkeler ile yiiksek gelirli iilkeler arasinda
dalgalanmaktadir. Bununla birlikte, bir¢ok iilke i¢in istilaya kars1 hareket etme kapasitesi
olduke¢a smirli oldugundan istilaci tiiriin ortama girisi ve yerlesmesi ile ilgili nedenlere
iliskin verilerin birlestirilmesi vasitasiyla erken uyari ve eradikasyon planlar
gelistirebilir. Gelismekte olan ekonomilerin oldugu iilkeler ve biyolojik cesitlilik sicak
noktalar1 gibi 6nemli alanlar da dahil olmak {izere, kiiresel kara parcalarinin %16’s1nin,
istilaya karsi olduk¢a savunmasiz oldugu bilinmektedir. (Levine ve D'Antonio 2003,
Theoharides ve Dukes 2007, Early vd. 2016).
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Istilact tiirlerin ortama girisi ve olusturduklar1 sorunlarin yogunluklar1 bugiin, insanlik
tarihinde herhangi bir zamanda oldugundan daha hizli degismektedir. Diinyadaki en fazla
istilact yabancr tiir, en giiclii istilaci tiir yonetim belirlemeleri ve istilalarin kapsami
hakkinda en biiylik bilgiye sahip ekonomik gelismis iilkelerde bulunmaktadir. Ancak,
gelecekteki istilalarin cografi kaliplarinin bugiinkiinden 6nemli 6lglide farkli olmasi

muhtemel goziikmektedir (McGeoch vd. 2010, Seebens vd. 2015).

2.8 Yeni Cevreye Tasman Tiiriin Istilactya Doniisiimii

Istilac1 yabanci deniz tiirleri biyolojik ¢esitliligi, balik¢ilig1, turizmi ve insan sagligimni
tehlikeye atmakla beraber petrol dokiintiilerinin aksine durum zamanla koétiilesmektedir.
Gemi balast suyu nedeniyle, diinya ¢apinda 10.000 tiiriin transit halinde oldugu tahmin
edilmekte ve bu sorunu hemen ¢ézmenin etkili bir yolu bulunmamaktadir. Istilact yabanci
deniz tiirleri, yeni deniz ortamlarina yerlesmek icin israrci dogalari nedeniyle tehlikeli
tiirler olarak kabul edilmektedir. Istilac1 tiirler, ortamdaki mevcut canli topluluklari ile ag
kurarak yavag yavas dogal yasam alanlarina adapte olmaktadir. Birgok yabanci tiir yeni
ortamlarmni degistirebilmektedir. Tarakli denizanast Mnemiopsis leidyi, Karadeniz'deki

hamsi stoklarina yaptig1 gibi yerli tiirlere de baski uygulayabilmektedir (UNEP 2010).

Genellikle cesitlilik acisindan zayif alanlar1 isgal eden istilact tiirler, bolgelerdeki yerel
tiirlerle rekabet ederek ekosistemlerde degisikliklere neden olmaktadir. Karadeniz'de
yogun endiistriyel balik¢ilik, su ¢ikarma, delta yapisindaki bozulma ve kirlilik, istilaci
tiirlerin bu bolgeleri tercih etmesine neden olmustur. Ozellikle tiir cesitliliginin kirlilik
gibi nedenlerle 6nemli Ol¢lide erozyona ugradigi durumlarda, ¢evrede yasayan birey
sayisinda 6nemli bir artig olabilir veya rekabet kayboldukc¢a ve diisman olmadiginda
istilact tiirler kolayca yayilabilirler. Gegmiste Karadeniz bu durumu deniz salyangozlari
(Rapana thomasiana) veya tarakli denizanast (Mnemiopsis leidyi) gibi canlilarla

yasamistir (Saglam vd. 2011).
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2.9 Gemi Balast Sulariyla Karadeniz’e Tasinmus Istilaci Tiirler

Gemi kaynakli ¢evre kirlilikleri gogunlukla deniz kazalarinda giindeme gelse de gemide
yapilan yasa dis1 desarjlar ve diger bilingli yapilan bazi isler deniz gevresi icin en biiyiik
riski ortaya koymaktadir. Uluslararasi alanda bu kiiresel sorunun tistesinden gelmek igin,
IMO liderliginde imzalanan 1973 tarihli 1978 MARPOL 73/78 Protokolii ile degistirilen
Uluslararas1 Gemilerden Kaynaklanan Kirliligin Onlenmesi Konvansiyonu, Akit
Taraflarin limanlarina gelen gemilerde iiretilen atiklart etkin bir sekilde ele almak,

depolamak ve nihai bertarafina gondermek i¢in amaglanmis bir antlagsmadir (Kdseoglu

vd. 2016).

Deniz kirliliginin en 6nemli nedenleri arasinda sintine, balast veya tank yikama sularinin,
benzeri evsel atiklarin ve giivertelerin yikanmasi sonucu olusan petrol tiirevlerinin denize
desarj edilmesi yer almaktadir (Ozdemir 2012). Karadeniz’deki istilac1 tiirlere iliskin
veriler Cizelge 2.3’de sunulmustur. Akdeniz'deki yabanci tiir sayis1t 1000'i asarken,
Tiirkiye’de ise denizdeki yabanci tiir sayis1 500°e yaklasmaktadir. Akdeniz'e gelen
yabanci tiirlerin %74'i Siiveys Kanali'ndan gelirken, Karadeniz'e gelen yabanci tiirlerin
%80'i gemilerin balast sulariyla denizel ekosisteme karigmaktadir (UNDP 2018). Son on
yilda deniz tagimaciligi, Karadeniz'de kirliligin artmasina ve istilaci tiirlerin (Mnemiopsis
leidyi) Karadeniz ekosistemine yayilma oraninin giderek artmasina neden olmustur

(UNEP 2010).
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Cizelge 2.3 Karadeniz’de istilaci tiirler (Ozdemir ve Ceylan 2007)

Tiirler (istemsiz Ulasim) Yil | Orijin
Balanus improvisus, B. eburneus 19.yy | Kuzey Amerika
Blackfordia virginica 1925 | Kuzey Amerika
Mercirella enigmatica 1929 | Hindistan
Baugainvillia megas 1933 | Atlantik
Rhithropanopeus harisi tridenta 1932 | Pasifik
(yengeg)
Rapana thomasiana (deniz salyangozu) | 1953 | Japon Denizi
Mya arenaria (tarak) 1966 | Kuzey Denizi
Callinectes sapidus (Mavi yengeg) 1967 | Kuzey Amerika
(Atlantik Sahili)
Doridella obscura (Nudi branchiate) 1980 | Pasifik
Anadara cornea (Ak midye) 1982 | Adriatik
Mnemiopsis leidyi (tarakli mediiz) 1982 | Kuzey Amerika
(Atlantik Sahili)
Desmarestia viridis (alg) 1990 | Kuzey Avrupa

2.10 Istilac1 Tiirlerin Karadeniz Sahillerine Verdigi Zararlar

Yabanci tiirler, deniz ekosistemlerinde, deniz biyolojik ¢esitliliginde, deniz canlilarina ve
habitatlarina parazit tasiyabilir, hastalik bulastirip genetik bozulmaya neden olabilir, yerli
tiirleri tiiketerek rekabet yaratabilir ve nesillere zarar verebilirler. Bu tiirler insan sagligi
icin bir tehdit olusturarak hastalik ve zehirlenmelere yol agabilir. Ayrica, lilke ekonomisi
tizerinde olumsuz etkileri olan istilaci tiirler balik¢ilik ve turizmi olumsuz etkilemektedir

(UNDP, 2018).

Istilac1 tiirlerin yasayabilecekleri ve ait olmadiklar1 ekosisteme gelerek koloniler

olusturabilecekleri zararlar {i¢ ana boliimde incelenmektedir:
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Ekolojik acidan: istilaci tiirler, bu tiir durumlarda dogal tiirlerin biyolojik ¢esitliligini ve

ekolojik dagilimini etkiler ve azaltir. Calismalar, istilaci tiirlerin her hafta, bazen her giin

diinyada bir bolgeyi isgal ettigini gostermektedir;

Ekonomik acidan: Istilaci tiirler tarafindan zarara ugrayacak balik kaynaklari, kiyi

endiistrisi, turizm ve diger ticari faaliyetler. Ornegin, Karadeniz'e gemi ile gelen bir tiir
denizanas1 “Mnemiopsis”, Tiirkiye'de balik¢ilik sektoriine yaklasik 1 milyar dolar zarar

vermistir.

Insan _Sagh@i: Zehirli organizmalar, hastalik mikroorganizmalar1 ve balast suyuyla
yayilan patojenler insanlarda hastaliga ve hatta 6liime neden olurlar (Ozdemir ve Ceylan

2007).

Buna ek olarak, “Mnemiopsis leidyi” adi verilen istilact bir tiir, kiy1 balik¢iliginin
tiikkenmesiyle suglanmakta ve yilda milyonlarca dolar harcanmasina neden olmaktadir
(UNEP, 2010). Ayrica, Karadeniz bentik ekosisteminin, istilaci deniz salyangozu
“Rapana venosa” tarafindan yiiksek predasyon baskisi altinda kaldigi bildirilmistir
(Knudsen vd. 2010).

Karadeniz'deki ekolojik dengenin ¢esitli nedenlerle bozulmasi sonucu, bdlgede yasayan
balik stoklarinda 6nemli bir azalma olmus ve ekosistemde baz: tiirler kaybolmustur. Ayn
donemde Karadeniz'e giren, ortamdaki alandan faydalanan firsatg1 tiir Mnemiopsis leidy,
yiiksek popiilasyon biiylikliigiine ulasmis ve pelajik ekosistemde baskin tiir haline
gelmistir (Kideys vd. 2005, Mutlu 2009). Ote yandan, 1980'lerin sonunda, Karadeniz
hamsi popiilasyonundaki ani azalma, pelajik ekosistemdeki omurgasiz organizmalarin

onemine dikkat ¢cekmistir.

Karadeniz’de balik stoklar1 “Mnemiopsis leidyi nin istilasi sonucu, 90’11 yillarin baginda
600 bin tondan 100 bin tona gerilemis, 90’11 yillarin sonuna dogru ise yine gemi balast
sulari ile bolgeye tasinan, “Mnemiopsis leidyi ’nin dogal predatdrii ve tarakli deniz anasi
tiirli olan “Beroe ovata” 1999 yazi1 sonunda biitiin Karadeniz'i kaplamasiyla birlikte

ekolojide yeni bir degisim siirecine girilmistir. Karadeniz'de vyiiriitiilen caligsmalar
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sonucunda “Beroe Ovata’nmin, “Mnemiopsis leidyi” popiilasyonunun biyokiitlesinin

%26's1n1 tiiketebildigi ortaya konulmustur (Bat, 2002).

Geliform organizmalar k1y1 bolgelerinde yiiksek niifus yogunluguna kisa siirede ulasabilir
ve ¢evre kosullarina kolayca uyum saglayabilirler. Sonrasinda iireyen organizmalar balik
ve balik¢ilik faaliyetlerini (6zellikle pelajik balikeilik) ve dolayisiyla ekonomik
balik¢ilig1 da olumsuz etkilemektedir (Ozdemir vd. 2014).

Engraulis encrasicolus ponticus, Karadeniz'in pelajik ekosisteminde ¢ok 6nemli bir role
sahip olup Tiirkiye i¢in ticari bir degerdir. 1980'lerin sonunda ve 1990'larin basinda,
hamsi stoklar1 hem kirlilik hem de Karadeniz'de gida olarak zooplankton tiiketen istilaci
“Mnemiopsis leidyi ” tiirleri nedeniyle azalmistir (Orhan 2010).

2.11 Risk Degerlendirmesi

Hizli gelisen bir ekolojik disiplin olmasina karsin, kiyisal deniz ekosistemlerindeki
istilact tiirler tizerindeki ¢aligmalar 30 yil dncesine gore daha fazla sayidadir. Bilimsel
ihtiyaglar cogunlukla biyoistilalarin bazi ciddi ekolojik ve ekonomik sonuglari nedeniyle
pratik gereksinimler tarafindan yonlendirilir. Bilingli veya bilingsiz girislerden
kaynaklanan tiim sonuclar1 kesin olarak tahmin etmek miimkiin olmamistir. Ornegin,
Pasifik istiridyesinin (Crassostrea gigas) serin Kuzey Denizi sularinda {iremesi pek olast
goziikmez iken, kiiresel 1sinma ve fizyolojik adaptasyonun sonucu olarak bolgede yiiksek

popiilasyon yogunluguna ulastigi bildirilmistir (Reise ve Van Beusekom 2008).

Limanlarda mevcut zararli sucul organizmalar ve patojonlere iliskin risk analizleri
gerceklestirmek i¢in gerekli olan genetik temelli arka plan bilgileri, zararh alg tiirleri i¢in
(Doblin vd. 2007) zooplankton igin, (Zaiko vd. 2016) ve istilact yumusakgalar igin
(Miralles vd. 2016) gibi bir¢ok bilimsel ¢alismada sunulmustur (Rey 2019).
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Killi vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, 45 denizanasi tiirtine (30 hydromedusae,
14 scyphomedusae, bir cubomedusa) Akdeniz'deki potansiyel istilalar1 agisindan risk
taramasi yapilmis ve yabanci tiirlerin degerlendirilmesi, uygun tiirlerin hedeflenebilmesi
ve istilact tiirlerin yonetimi konusunda ydneticilerin daha bilingli adim atabilmelerinin
saglanmas1 amaglanmstir. Risk degerlendirmesi agisindan Sucul Tiirler igin Istila Tarama
Kiti (AS-ISK) kullanilmis, istilaci olma potansiyeli yoniinden "diisiik, orta ve yiiksek"
olarak risk tasiyan tiirlerin giivenilir bir sekilde ayirt edilmesi i¢in uygulanmigtir. Temel
ve iklim degisikligi esik degerlendirme puanlari sirasiyla 6,5 ve 12,5 olarak
uygulanmistir. Bu esikler kullanilarak, mevcut iklim kosullarinda 16 tiir yiiksek riskli,
23" orta riskli ve 6’s1 diisiik riskli olarak siiflandirilmistir. Gelecekteki iklim kosullari
g0z onilinde bulunduruldugunda iki tiir 13 ve 30 degerleri ile yiiksek, orta riskli olarak
smiflandirilmistir. Bir deniz anasi tiiri olan Cassiopea andromeda, Avustralya benekli
denizanasi Phyllorhiza punktata, deniz 1sirgan1 Chrysaora quinquecirrha ve Rhopilema
nomadica en yiiksek risk skoruna sahip olurken, tahmin edilen iklim degisikligi kosullar

altinda risk skorunda maksimum artigsa C. andromeda tarafindan ulasilmistir.

Istilact tiir potansiyeli olan tiirleri tespit etmek icin en 6nemli ve atilmasi gereken ilk adim
risk analizlerinin yapilmasidir. Bu itibarla, son donemde yapilan Avrupa Birligi
yonetmeliginde bu hususlar {izerinde durulmus ve bir tiiriin degerlendirilmesi igin
minimum gereksinimleri karsilayacak genel bir risk tarama aracinin gelistirilmesi ihtiyaci
ortaya c¢cikmustir. Bu aracin biitiin taksonlari igermesi, istila dagilimi ve yoOnetimi
konusunda dogru yonlendirmeler yapabilmesi hedef olarak belirlenmistir. Bu yeni arag
Aquatic Species Invasiveness Screening Kit (AS-ISK) adiyla gelistirilmis olup biitiin
sucul bitki ve hayvan gruplarina bulunduklari ekosistemden bagimsiz (tatlisu, acisu,
deniz) uygulanabilmektedir. AS-ISK bir yazilim araci olarak degerlendirildiginde ise
giiclii grafiksel arayiize ve kolay kullanima sahiptir. Bu aracin artilar1 ve eksileri
Tiirkiye’de ve diinyada son donemde yapilan uygulamalarla, daha 6nce yapilan yaygin
FISK (tatlisu baliklar1 i¢in) uygulama ornekleriyle ve diger risk tarama araglar ile

karsilastirilip tartisilmasi beklenilmektedir (Tarkan vd. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Arastirma veri

Arastirma alan1 olan Marmara Denizi /Kocaeli ili/ Dilovasi (11 tesis), Yarimca (6 Tesis)
ve Hereke (3 tesis) Bolgesi Ankara’ya yaklasik 400 km uzaklikta olup, gemi seferlerinin
en yogun oldugu tesislerdendir (Sekil 3.1).

Ornekleme

Bu tez calismasi i¢in gerekli olan gemi balast suyu 6rnek alimlari, Subat 2018 ve Mayis
2019 tarihlerinde iki farkli ddsnemde izmit Korfezi bolgesindeki liman tesislerine yanasan
gemilerden temin edilmistir. Ornek alinan her gemiden Gemi Ozellikleri (Ship
Particular), Balast Kayit Defteri (Ballast Record Book) ve Son 10 Liman Listesi (Port of

Call List) belgelerinin fotokopileri alinmistir.

Ornek alim planlamas1 yapilirken; gemiye ¢ikilmasi planlanan haftalar icerisinde her
sabah saat 9:00°da Kocaeli Liman Bagkanliginda gorevli PSC’ler ile bir araya gelinerek
giinliik bazda liman tesilerine yanasacak olan gemilerin durumu ve bu dogrultuda
hangisinin 6rnekleme icin uygun olacag tespit edilmistir. Tespit asamasinda, Ulastirma
ve Altyap1 Bakanlig1 “MarineTraffic” programi kullanilarak gemilerin uydu lizerinden
secimi saglanmistir. Akabinde uygun oldugu degerlendirilen gemiler i¢in gemi kaptani
veya bagli bulundugu gemi acentesiyle goriisme saglanarak gemilerin bulundugu liman

tesislerine hareket edilmistir.

Ornekleme asamalar:

Hazirlik: Onceden tespiti saglanmis ve liman tesisine yanasmis olan gemiye borda
merdiveninden ¢ikildiktan sonra gemi giivenlik personeline kimlikler ibraz edilmis ve

gemi defterine ziyaret¢i kaydi yapilmistir. Sonrasinda gemi kaptanina balast
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orneklemesini ne icin yaptigimiz ve ornekleri nasil almamiz gerektigi lizerine kisa bir

aciklama yapilmstir.

Ornek Alim Yéntemi: Geminin yiikleme durumu ve trimine gdre geminin hangi
bolgesinden Ornek alinacagina karar verilmistir. Tagirma yontemiyle Ornek alinan
gemilerde 5 dk. boyunca tasirma yapilmig ve sonrasinda ornekler alinmistir. Menhole
yonteminde ise uygun olan geminin menhole kapaklar1 sokiilmiis ve 6rnek alim ekipmani

kullanilarak daldirma yontemiyle 6rnekler alinmistir.

Bolgeye ait toplamda yaklagik 15 farkli tesisten ve 20 farkli gemiden alinan gemilerin
balast suyu ornekleri negatif ve pozitif kontroller haricinde {i¢ tekerriirlii alinmistir Her
bir 6rneklemede 2L kapasiteli steril kaplar kullanilmis ve 0.22 pm membran filtreden
stiziilen Ornekler sahadan laboratuvara soguk zincirde tagmmistir. Balast suyu
orneklerinin laboratuvara transferinde li¢ tip kalite-kontrol &rnekleri Goldberg vd.
(2013)’e gore kullanilmistir. Bu Ornekler arazi kontrol numunesi, tasima kontrol
numunesi ve deney kontrol numunesi olmak tizere {i¢ farkl tiptedir. Balast suyu ornekleri
birlestirilerek bir havuz numune olusturulmus ve bu sekilde molekiiler tanimlama ve risk

analizleri yapilmstir.
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Diloavasi (11 tesisi)
armmca (6 tesisi)
Hereke (3 Tesisi)

Sekil 3.1 Marmara Denizi Kocaeli sinirlar1 igerisinde belirlenen liman tesisleri

Ornek alinan gemilerin isimleri ve balast aldiklar1 noktalar1 gésteren belgeler mevcut olup
herhangi bir hukuki duruma sebep olmamak adina paylasiilmamaktadir. Gemilerin en son
balast degisimi yaptiklar1 kayitlar incelendiginde (Sekil 3.2); Rusya, italya, Hirvatistan,
Belgika, Cezayir, Hindistan, Giiney Kore, Japonya ve Sili’nin deniz sahalarinda ve

yakinlarinda balast degisimi yaptiklar1 karsimiza ¢ikmustir.
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Sekil 3.2 Balast 6rneklemesi yapilan gemilerin geldigi iilkeler.

3.2 Yontem

Bu tez caligmasinda, organizma tarafindan ¢evreye birakilan niikleer veya mitokondriyal
kaynakli (mukus, gamet vb.) eDNA pargaciklarinin, ¢coklu 6rneklerin ¢evreden alinmasi
prensibine dayanan metabarkodlama ile birlesiminden olusan “eDNA metabarkodlama”

yontemi kullanilmistir.

eDNA metabarkodlama yontemi; hiicre zarinin yikilarak DNA’nin ortaya ¢ikarilmasi
islemine dayanan DNA izolasyonu, bir DNA parcasindan ¢ok sayida kopya elde etmemizi
saglayan Polimer Zincir Reaksiyonundan (PCR) olusan DNA boélgesinin amplifikasyonu
ve kimyasal reaksiyonlari, elde edilen ham datalarin islenmesini (biyoinformatik

analizler) ve dogrulamayi i¢ine alan yeni nesil dizileme olarak 3 asamadan olusmaktadir.
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3.2.1 eDNA metabarkodlama yontemine iliskin molekiiler analiz:

3.2.1.1 Ornekleme ve filtrasyon

Elde edilen su 6rnekleri peristaltik pompa/steril tek kullanimlik enjektor yardimi ile 0.22
um gozenek agikligmma sahip Sterivex (Millipore) filtrelerden gecirilmis ve hemen
ardindan icerisine Longmire soliisyonu eklenerek analiz asamasina kadar muhafaza

edilmistir.

3.2.1.2 Molekiiler analizler

Elde edilen Sterivex kapsiil filtre rneginin DNA Izolasyonlarinda, Spens vd. (2016)
tarafindan DNeasy® Blood ve Tissue kit (QIAGEN, Stockach, Germany) kullanilarak
gelistirilen protokol uygulanmistir. Bu protokol, Longmire soliisyonu ve Sterivex
filtrelerden ayr1 ayr1 izolasyon yapilarak, elde edilen izolatlarin birlestirilmesine
dayanmaktadir. Elde edilen DNA izolatlarinin DNA miktar ve kaliteleri Qubit™ 3.0
Florometre ve Colibri Microvolume Spektrometre cihazlart ve jel elektroforezi ile
Olctilerek, once ayni filtre 6rneginin tampon ¢ozelti ve filtre izolatlari, ardindan da her bir
ornek i¢in elde edilen 3’er adet izolat birlestirilmistir. Asagida molekiiler analiz i¢in
belirtilen hazirlik asamalar1 sirali bir sekilde ve basliklar halinde sunulmustur (Er

2020’den modifiye edilmistir).

3.2.1.2.1 Longmire soliisyonunun hazirlanmasi

Amaci filtre igerindeki DNA’nin uzun siireli korunumunu saglamak olan Longmire
soliisyonu her bir sterivex filtrenin igerisine 2’ser ml olacak aktarilmistir. 1 litrelik

Longmire DNA koruma soliisyonu igerigi asagida sunulmustur (Longmire vd. 1997).:

1. 2M Tris-HCI; 50 ml (pH 8.0 olan)
2. 0.5MEDTA; 200 ml (pH 8.0 olan)
3. 5MNacCl; 2 mi
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4. %20’lik SDS; 25 ml
5. Ik dért basamaktaki soliisyonlar 1000 ml’lik bir meziire aktarilmus, {izeri saf su ile

toplam hacim olan 1 litreye tamamlanmistir.

3.2.1.2.2 DNA izolasyonu

Tez kapsaminda elde edilen Sterivex kapsiil filtre orneklerinin DNA izolasyonlari
asamasinda kullanilan protokol Spens vd. (2017)’nin gelistirdikleri DNeasy® Blood ve
Tissue kit (QIAGEN, Stockach, Germany) protokoliin modifiye edilmesi ile
uygulanmistir. S6z konusu protokoliin ana prensibi Longmire soliisyonu ve Sterivex
filtrelerden ayr1 ayr1 izolasyon yoluyla elde edilmis izolatlarin birlestirilmesine
odaklanmistir. DNA izolasyon Oncesinde kullanilan Sterivex Kapsiil Filtrelerin dis

ylizeyleri etanol ve %10’luk sodyum hipoklorit icerigi ile dezenfekte edilmistir.

3.2.1.2.3 Longmire soliisyonundan izolasyon

Tezde kullanilan Longmire koruma soliisyonu igerikli Sterivex filtre kapsiillerinin inlet
kismi parafilm ile kaplanarak steril S5ml’lik tiipiin igerisine geg¢irilmis ve 50 ml’lik falkon
tiiplere aktarilmugtir. igerik kat1 ve siv1 fazlarin ayrimi icin 2000 rpm’de 1 dakika kadar
santrifiijlenmistir (Spens vd. 2017).

Sonrasinda 5ml’lik tiiplerde toplanilan ¢ozeltiler, 8000 rpm hizda 30-45 dakika arasi
santrifiijlenerek sivi faz ayrimi yapilmis ve tabana coken kati igerik kurumaya

birakilmustir.

Her bir 6rnek i¢in 180 uL. ATL tamponu ve 20 puL proteinaz K karisimi hazirlanmistir.
200 pL lizis karigimi ¢okeltiye eklenerek 15 saniye kadar vortekslenmistir. Bu asamalari
takiben 6rnekler doner halde, 56 °C de 24 saatlik bir zaman dilimi boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Son asama ise orneklerin 15 saniye vortekslenmesidir. Bu kisimdan
sonrasini izleyen agamalar Sterivex filtrelerinden izolasyon protokolii ile uyumlu bigimde

yuritilmistir.
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3.2.1.2.4 Sterivex filtrelerinden izolasyon

Filtre kapstiller ¢ceker ocak icerisinde kurumaya birakilmadan 6nce giris-¢ikis kapaklari
cikarilmis ve giris kismi asagida kalacak sekilde ocaga yerlestirilmistir. Sonrasinda 1,5
ml tiip icerisinde, 6rnek basina 600 ml’lik saf su, 180 uL ATL tamponu ve 20 uL
proteinaz K karigimi hazirlanmistir (Spens vd. 2017).

Olusturulan 800 pL lizis karisimi, kapsiiliin yan taraflar1 ve ile filtrenin dis kisimlarina
temas edecek sekilde dokiildiikten sonra girig-¢ikis kapaklar1 kapatilarak 5 sn siiresince
calkalanmistir. Numuneler 56 °C de 24 saat doner bigimde inkiibe edildikten sonra,

kapsiiller 5 sn ¢alkalanmugtir.

Filtrenin giris kismi, Sterivex filtre kapsiilii icerisindeki inkiibasyon tamponu aktarimi
icin Sml’lik sterilize edilmis tiipiin icerisinden gegirilerek parafilm ile kaplandiktan sonra
1 dakika siire i¢in 5500 rpm’de santrifiijlenmis ve bunu Orneklerin birkag saniye

vortekslenmesi izlemistir.

99%’luk ornekle ayni hacme sahip soguk etanol (molekiiler biyoloji uygulamalarina
uygun saflikta) ile 200 pL AL tamponu ve {izerine dérnegin hacmini tamamlayacak kadar
saf su eklenerek ornekler calkalandiktan sonra 2 ml’lik DNeasy kolonlarina aktarilmig
(bir seferde en fazla 650 pL alinarak), 4°C ve 6000*g (8000 rpm)’de bir dakika

santrifiijlenmistir.

S1vi kismi atilan 6rnekler, biitiin hacmi filtrelene kadar ¢alkalanmis ve 4°C ve 6000xQ
(8000 rpm)’de bir dakika santrifiijlenmistir. 2 ml’lik yeni tiiplere aktarilan DNeasy
kolonlarimnin tizerine 500 pL AW1 tamponu eklenmis ve 6000+g (8000 rpm)’de 1 dakika
santrifiijlenmistir.Sonrasinda, 500 pL. AW2 tamponu DNeasy kolonlarinin {iizerine
eklenmis ve membranin kurumasi icin 20000xg (14000 rpm)’de 3 dakika
santrifiijlenmistir. Islem sonras1 kolonlar birkez daha 17000+g (13000 rpm)’de 1 dakika
santrifiijlenmis ve kapaklar1 agik sekilde 1.5 veya 2 ml’lik yeni tiiplere aktarildiktan sonra
tiiplere 50 ul AE tamponu eklenmistir.
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Oda sicakliginda kolonlar 10 dakika inkiibe edilmis ve 6rnekler 6000*g (8000 rpm)’de 1
dakika santrifiijlenmistir. Son olarak kolonlar atilmis ve elde edilen DNA steril edilmis

tiiplere aktarilarak muhafaza edilmistir.

3.2.1.2.5 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Ikili-PCR metodu ile drnekler icin DNA Kiitiiphanesi Miya vd. (2015), Bourlat et al.
(2016); Hlumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Protocol kullanilarak

hazirlanmastir.

Indeks ve dizileme adaptorlerinin baglanmasi icin Illumina tarafindan verilen dizilerin
hedef tiirler i¢in kullanilacak primerlere eklenmesi ile olusturulan primerler
kullanilmistir. Qubit™ 3.0 Florometre ve Colibri Microvolume Spektrometre cihazlari ve
jel elektroforezi ile elde edilecek PCR iirtinlerinin kalite ve miktarlar1 kontrol edilerek,
cogaltilan Griiniin kullanilan primer ile cogaltilmasi gereken boyda olup olmadigi kontrol
edilir. Istenmeyen PCR fiiriinleri dogru uzunluktaki iiriin jelden kesilerek saflastiriimistir.

Kullanilan primerler:

Balik i¢in 12S rRNA bolgesinin 160-190 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesini hedefleyen
MiFish_U_F: GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC ve MiFish_U_R:
CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG primer cifti (Bradley vd. 2016);

Omurgasizlar i¢in COI boélgesinin 313 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesini hedefleyen
mICOlintF: GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC  ve  jgHCO2198:
TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA primer cifti (Leray vd. 2013);

Omurgalilar i¢in 16S rRNA geninin 250 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesini hedefleyen
Vert-16S-eDNAF1: AGACGAGAAGACCCYdTGGAGCTT ve Vert-16SeDNA-R1:
GATCCAACATCGAGGTCGTAA primer ¢ifti (Miya vd. 2015);

Mikroorganizmalar ve diger Okaryotlar igin 18S rRNA geninin 380-416 baz cifti
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uzunlugundaki V4 bolgesini hedefleyen V4F (Reuk454FWD-1):
CCAGCASCYGCGGTAATTCC ve V4r: ACTTTCGTTCTTGAT primer ¢ifti ile; 335-
375 baz cifti.  uzunlugundaki  V8-V9  bolgesini  hedefleyen  V8f:
ATAACAGGTCTGTGATGCCCT ve V8R (1510r): CCTTCYGCAGGTTCACCTAC
primer ¢ifti kullanilmistir (Vences vd. 2016).

Uygun sartlarda ve negatif kontrol kullanilarak olusan reaksiyonlarin akabinde ¢cogaltilan
PCR iiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 100 voltta 35 dakika siire ile yiirtitiilmiistiir.
Kiitiiphane islemi oncesinde orneklere pozitif kontrol saglamak i¢in UV goriintiileme
sisteminde uygun bant boyu ve negatif kontrol, UV goériintiileme sisteminde

degerlendirilmistir.

3.2.2 Ornek havuzlarinm olusturulmasi

Ornekler 6lgiilerek konsantrasyonlar1 10ng/ul’ye esitlenmistir ve devaminda her primere

spesifik tiim 6rnekler tek bir karisimda birlestirilmistir.

3.2.3 Kiitiiphane basamag

“TruSeq Nano DNA” kiitliphane hazirlama kiti (rutinde shotgun dizileme kiitliphane
hazirligi basamaginda kullanilan) uygun hale getirilerek kullanilmistir (Spens vd. 2017).

Ozetle, indeks adaptorleri ligasyon teknigi kullanilarak DNA fragmentlerine eklenmistir.

3.2.3.1 TruSeq nano DNA library prep Kkiti “Repair Ends” basamag

ERP2 ya da ERP3 600 x g’de 5 saniye santrifiijlendikten sonra her 60 pl’lik karisima
ERP2 ya da ERP3’den 40 pl eklenmistir. 30°C’ye 1sitilmisg karigtirict 1sitict cihazi
icerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirilarak 6rnekler pipetajlanmistir. Sonra, 30°C’ye
1sitilmis karistirict 1sitict cihazi igerisinde 280xg *de 1 dakika karistirilip 30 dakika inkiibe
edilerek buzun igine yerlestirilmistir (Spens vd. 2017).
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Termal dongii kapagi 100°C’ye dnceden 1sitilip Termal dongii cihazinda ERP programi
calistirilmigtir. Daha sonra 6rnekler termal dongii cihazi igerisinde 30°C’de 30 dakika
bekletilip termal dongii cihazindan alinarak 160 ul SPB tamponu karisimlara eklenmistir.
30°C’ye 1sitilmig karistirict 1sitici cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirilan
ornekler pipetajlanmistir. Termal dongii kapagi 100°C’ye 6nceden 1s1tilip 6rnekler termal
dongii cihazi igerisinde 30°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 6rnekler termal dongii
cihazindan alinarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. 30°C’ye 1sitilmig
karistirict 1sitict cihazi igerisinde 280xg *de 1 dakika karistirtlmigtir. Karigim 5-7 dakika

bekletilerek manyetik stant tizerinde tamamen ¢éziinmesi saglanmaistir.

Sonra, 250 pl stipernatant CEP plakaya aktarilip kalan pelet iizerine 30 pl SPS tamponu
eklenmistir. 30°C’ye 1sitilmis karistirici 1sitict cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika
karistirllarak Orneklerin pipetajlanmast asamasina gecilmistir. Termal dongii kapagi
100°C’ye onceden 1sitilip ornekler termal dongii cihazi igerisinde 30°C’de 30 dakika
bekletildikten sonra termal dongii cihazindan alinarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edilmistir. 30°C’ye 1sitilmis karigtirict 1sitici cihazi igerisinde 280xg ’de 1 dakika
Karistirllmistir. Karigim 5-7 dakika bekletilerek manyetik stant iizerinde tamamen

¢Ozilinmesi saglanmistir.

Daha sonra tiim Siipernatant alinarak 200 pl yeni hazirlanmig %80 EtOH Pelet {izerine

eklenmistir.

Manyetik stant {izerinde 30 saniye inkiibe edilerek tiim siipernatant alinmis 6rnekler

manyetik stand iizerinde 5 dakika kurutularak iizerlerine 20 ul RSB tamponu eklenmistir.

30°C’ye 1sitilmig karistirict 1sitict cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirilarak
orneklerin pipetajlanmasi asamasina geg¢ilmistir. Termal dongii kapagi 100°C’ye dnceden
sitilip drnekler termal dongii cihazi icerisinde 30°C’de 30 dakika bekletildikten sonra
termal dongii cihazindan alinarak oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Karigim 5-
7 dakika bekletilerek manyetik stant {izerinde tamamen ¢oOziinmesi saglanmistir. Son

olarak,17.5 ul siipernatant ALP plakaya aktarilmistir.
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3.2.3.2 TruSeq nano DNA library prep Kiti “Adenylate 3" Ends” basamagi

Ornekler igin cihazla uyumlu adaptérlii primer ve indeksleri olmadigi icin adaptdr
ligasyon basamagi i¢in gerekli olan 280-300 ve 100-110 baz ¢ifti uzunluguna esitlenen
orneklerin 3° ucuna poli A kuyrugu eklenmistir (Spens vd. 2017).

Akabinde, 600xg’de 5 saniye santrifiijlenen ATL ya da ATL2 tamponundan 12.5 pl
orneklerin lizerine eklenerek karistirici isitict cihazi icerisinde 1800 rpm’de 2 dakika
karistirllmistir. Sonrasinda pipetajlanan O6rnekler karistirict 1sitict cihazi igerisinde
sirasiyla 37°C’de 30 dakika ve 70°C’de 5 dakika bekletilip buz icerisine alinarak 5 dakika
daha bekletilmistir.

Onceden 100°C’ye kadar 1sitilan termal déngii kapagi islemini, drneklerin termal dongii
cihazi igerisinde 37°C’de 30 dakika, 70°C’de 5 dakika ve 4°C’de 5 dakika bekletilme
asamalar1 izlemistir. Sonunda, her 6rnegin 30 pl karisim igermesi dikkate alinarak

ornekler termal dongii cihazindan alinmis ve 280xg ’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

3.2.3.3 TruSeq nano DNA library prep Kiti “Ligate Adapters” basamagi

Bu asamada, {iriinlerin flow cell {izerinde hibridizasyona hazirlarmasi i¢in ¢oklu
indeksleme adaptorleri (MiSeq cihaziyla uyumlu) DNA fragmanlarinin uglarina baglanir
(Spens vd. 2017).

Index adaptorlerin eklenmesi; (HT Kit). DAP {izerinden seal ¢ikartilmistir.

DNA Adaptorler 600xg *de 5 saniye, DAP ise 280xg ’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra plastik kapak ¢ikartilip Dap barkod eklenmistir. LIG2 tamponu -25°C’den -15°C’ye
kaldirildiktan sonra RSB, LIG2, DNA adaptor tamponlarindan 2.5 ul eklenerek karistiric
1sitict cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirilmis ve 6rnekler pipetajlanarak

280xg ’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
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Ornekler, kapag1 kapanmus sekilde 30°C’ye 1s1tilmis karistirici 1sitici cihazi igerisinde 10
dakika bekletilip buz icerisine alinmistir. Termal dongii kapagi 100°C’ye Onceden
1sitildiktan sonra 6rnekler termal dongii cihazi igerisinde 30°C’de 10 dakika bekletilip
cihazdan ¢ikartilmistir. Bu asamada, 6rnegin 37.5 ul karisim igermesine dikkat edilmesi

gerekmektedir.

Ornekler iizerine 600xg *de 5 saniye santrifiijlenen STL tamponu 5 ul kadar eklenmistir.
Sonra, ornekler karistirict 1sitict cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirilip

pipetajlanmis ve 280xg ’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

Tamamen ¢oziiniinceye kadar vortekslenen (Round 1 asamast uygulanir) SPS tamponu
ornekler iizerine 42.5 ul miktarinda eklenmistir. Ornekler, karistiric1 1sitici cihazi
icerisinde 1800 rpm’de 2 dakika karistirthip pipetajlanip 280xg ’de 1 dakika
santrifiijlenmistir ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilip 280xg ’de 1 dakika
daha santrifiij edilmistir. Ornekler tamamen ¢dziiniinceye kadar manyetik stant iizerinde

2-5 dakika bekletilmis ve tiim siipernatantlari atilmistir.

Yeni hazirlanmis 80% EtOH 200 pl miktarinda pelet iizerine eklenmis, Ornekler 30
saniye manyetik stant iizerinde inkiibe edildikten sonra tiim siipernatant atilmistir.
Manyetik stant lizerinde 5 dakika kurutulan 6rneklerin lizerine 52.5 ul RSB tamponu
eklenmistir. Sonra, ornekler karistirici 1sitict cihazi igerisinde 1800 rpm’de 2 dakika
karistirilip pipetajlanip 280xg ’de 1 dakika santrifiijlenmisve oda sicakliginda 3 dakika
inkiibasyona birakilarak 280xg ’de 1 dakika daha santrifiijlenmistir. Tamamen
¢coziinlinmesi i¢in manyetik stant {izerinde 2-5 dakika bekletilen 6rnekler 50 ul’lik

siipernatant CAP plakaya aktarilmistir.

Bu asama Round 2 protokolii uygulanarak tekrarlanmistir (SPB tamponu 50 pl, RSB
tamponu 27.5 ul eklenir) ve PCR plaka kuyularina 25 pl’lik stipernatant aktarilmistir.
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3.2.4 Yeni nesil dizileme

Sonrasinda MiSeq kullanilarak 2 x 250 bp baz giftlik (b¢) paired-end dizileme islemi
baslatilmistir. Dizileme is akisininin bir pargasit olan kiime olusumu igin kitaplik,
parcalarin kitaplik adaptorlerini tamamlayici bir ylizeye bagh oligolar dizisi iizerinde
yakaladigi bir akis hiicresine yiiklenir. Her parga daha sonra koprii amplifikasyonu
yoluyla farkli klonal kiimeler halinde yiikseltilir. Kiime olusturma islemi
tamamlandiginda, ornekler dizilemeye hazirdir. Illumina SBS teknolojisi, DNA sablon
ipliklerine dahil edildiklerinde tek bazlari saptayan, tescilli bir tersine c¢evrilebilir
sonlandirict tabanli yontemden istifade eder. Dort asamali ve tersine gevrilebilir
sonlandirictya bagli dNTP'ler her siralama dongiisiinde mevcut oldugundan, dogal
rekabet, birlestirme sapmasini en aza indirir ve diger teknolojilere kiyasla ham hata
oranlarin1 biiyiik 6l¢iide azaltir. Sonug, tekrarlayan dizi bolgeleri ve homopolimerler
icinde bile dizi baglamina 6zgii hatalar1 neredeyse tamamen ortadan kaldiran son derece

dogru, baz baz ilerleyen bir dizilemedir (Spens vd. 2017).

3.2.5 Biyoinformatik analizler

Miya vd. (2015) tarafindan gelistirilen ve paylasilan biyoinformatik is akis1 farkli primer
ve  organizmalara  gore  diizenlenerek  kullamilmistir.  Gerekli  betikler
“http://dx.doi.org/10.5061/dryad.n245j” adresinden saglanabilmektedir. Is akisinda
kullanilan “FastQC”, “FLASH” ve “ncbi-blast” programlari ise {icretsiz olarak indirilip

kullanilabilmektedir.

MiSeq cihazindan “.fastq” formatinda ¢ikan dizilerin kaliteleri ve bu dizilerle ilgili ana
istatistikler FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

programi ile kontrol edilmistir.

Dizilerin diisiik kaliteli olan ug¢ kisimlar1 SolexaQA (Cox et al. 2010) yazilim paketinde
bulunan DynamicTrim.pl betigi ile minimum 10 Phred skoru (=10-1 hata orani) esigi

belirlenerek kesilmistir (Ewing vd. 1998). Ug bolgeler temizlendikten sonra eslesen ileri
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ve geri diziler FLASH (Magoc ve Salzberg, 2011) programi ve minimum 10 bazlik
ortiisme esigi  belirlenerek birlestirilmistir. Birlestirilen dizilerden belirsiz  baz
okumalarina sahip olanlar (N) veya beklenen PCR amplikon farkli uzunluga sahip olanlar
cesitli Perl betikleri kullanilarak temizlenmistir. TAGCLEANER (Schmieder vd. 2010)
programi ile primer dizileri, maksimum {i¢ yanlis eslesmeye izin verilerek temizlenmistir.
On islemlerden gegirilen ve filtrelenen dizilerle ilgili istatistikler cesitli bash komutlar:

kullanilarak hesaplanmustir.

3.3 Tiir Tespiti

UCLUST (Edgar, 2010) algoritmasinda bulunan ‘derep fulllength’ komutu ile tekrarl
diziler temizlenerek, tekrar sayilart FASTA dosyasinin baglik satirina eklenmistir. Tekrar
sayist 10’dan az olan diziler UCLUST (Edgar, 2010) algoritmasinda bulunan
‘usearch _global’ komutu kullanilarak, 10’dan fazla tekrar1 bulunan dizilerle hizalanmig
ve bunlardan herhangi biri ile 99% (1 veya 2 yanlis eslesme) benzerlik gostermesi
durumunda 1lgili dizinin tekrar1 olarak siniflandirilmistir. Bu basamagin amaci, dizileme
/ PCR hatalarma veya populasyonlardaki gergek niikleotid varyasyonuna bagli olarak
degiskenlik gosteren dizilerin, veri setinden ¢itkmamasini saglamaktir. islenen diziler,
onceden indirilip hazirlanan NCBI yerel veri tabanlari ile local BLASTN (Camacho vd.
2009) programi kullanilarak karsilastirilmistir. Minimum % 97 dizi benzerligi ve
maksimum 10-5 E-value degerine sahip olan en iyi BLAST eslesmesi, ilgili dizilere
atanmigtir. Farkli esik degerleri denenerek, farkli parametrelerin tiir tespitini nasil

etkiledigi incelenmistir.

Tir tespitinin glvenilirligi, toplam hizalama uzunlugunun referans ve eldeki diziler
arasindaki yanlis eslesme sayilarina oranimin incelenmesi ile degerlendirilmistir. Ornegin
250 baz ¢ifti uzunlugundaki bir amplikonun bir adet yanlis eslesme ile en iyi BLAST
eslesmesine atanmasi (250/1+1) olarak hesaplanir. Bu islem en iyi iki BLAST eglesmesi
icin hesaplanarak, bu oranlar arasinda LOD (Log of odds) skoru belirlenir ve bu deger ile
tiir tespitinin giivenilirligi kontrol edilir. Bu is akisinin sonunda BLAST sonuglari, tiir
ismi, genel isim, toplam okuma sayis1 ve dizilerin oldugu bir tablo formatinda elde

edilmistir.
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3.4 Risk Analiz Degerlendirmeleri

Tiirlerin potansiyel istila risklerinin degerlendirilmesi heniiz gelistirilerek uygulamaya
sokulan AS-ISK (Aquatic Species Invasiveness Scoring Kit) adiyla giincellenen bir
program vasitasiyla gerceklestirilmistir. Bu yeni program sadece balik degil biitiin
organizma gruplarini (bitki, omurgasiz, balik vb.) ve biitiin olas1 gevreleri (deniz, tatlisu,
acisu) de icine alacak sekilde diizenlenmistir. Bununla beraber program simdiye kadar
Tiirkceyi de i¢ine alan bircok dile ¢evrilmistir. Bu uygulama toplamda 55 tane soruyu ve
her soru i¢in sorulara verilen cevaplarin giivenilirlik bilgilerini igermektedir. S6z konusu
sorular tiirlerin biyocografyalari, istila ge¢misleri, biyoloji ve ekolojileri ile istenmeyen
ozelliklerinin olup olmadiklar1 hakkindadir. Bu sorulara verilen cevaplar sayisal olarak
siiflandirilir (bu say1 genelde -1 ile 2 arasinda degisir) ve biitiin sorular cevaplandiginda
her sorunun karsilig1 olan degere gére toplam bir sayisal deger elde edilir. Elde edilen bu
saytya gore test edilen tiir bir risk kategorisine konur. Bu kategoriler “yiiksek”, “orta” ve
“duisiik” risk olarak ayrilir. Ortalama degerlerin “1” in altinda ¢ikmasi analiz edilen tiiriin
herhangi bir risk igermedigini gosterir. En uygun skor ¢iktilar1 ve Tiirkiye i¢in bir esik
degeri Receiver Operating Characteristic (ROC) analizine (Bewick vd., 2004) gore
hesaplanir ve bu esik degerin tizeri yiiksek risk olarak kabul edilir. Tiir bazinda elde edilen
degerlerin bu esik degerin ne kadar iistiinde olduguna gore de orta derecede, yiiksek ve
cok yiiksek risk olarak smiflandirilmaktadir. Bu risk degerlerine gore tiirlerin {ilkeye
giriglerinin ve iilke i¢i taginimlarinin kontrol altina alinmasina ve izlenmesine karar
verilebilir. Calisma kapsaminda, eDNA metabarkodlama ile tespit edilen tiirler iizerine
AS-ISK uygulanmis ve sonuglar belirlenen kriterlere gore degerlendirilmistir. AS-ISK
analizi bir Excel programi uygulamasi yoluyla gerceklestirilmistir. Program {icretsiz

olarak internet {izerinden indirilebilmektedir; (http://www.cefas.defra.gov.uk/our-

science/ecosystems-and-biodiversity/non- native-species/decision-support- tools.aspx).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Primer Sonuclar

Bu tez ¢alismasina iliskin balast analizlerinin genisletilmis sonuglari;

o 12s: balik/omurgali

o 16s: omurgali

o COl: omurgasiz

. 18sv4: okaryot (plankton/alg/diatom)
. 18sv8: okaryot (plankton/alg/diatom)

olarak 5 ayr1 primer ile 5 ayr1 sekmede diizenlenmis ve asagida gizelgeler halinde

verilmigtir.

Cizelgeler incelendiginde, sonuglarin sadece hedef gruplari degil hedef grup disindaki
canlilara iligkin de sonugclar1 igerdigi goriilmektedir. Hedef dis1 yiizdeler arastirma igin

onem arzetmekte olup tartisma boliimiinde bu konuya daha detayli deginilmistir.

Ayrica; siyah ile yazili olan tiirler veri setinde en az 10 okumaya sahip olup referans tiir
dizisi ile %97 ve daha fazla eslesme gosteren tiirlerdir. Mavi ile yazili olanlar ise 10
okumadan az sonug¢ verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tiirler olup daha

tartismal1 sonuglara sahiptir.

Cizelge 4.1’ de yer alan 12s (balik/omurgal1) primeri sonuglarina gore 44 adet farkli tiir
tespit edilmis olup bunlarin 38 adedi hedef gruba dahilken, 6 adedi 10 okumadan az sonug
verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tiirler yani siipheli okuma olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.1 12s (balik/omurgal1) primeri sonuglari

Tiir ismi Okuma sayis1 | Tiir
Actinobacteria bacterium 49 Bakteri -
Arenibacter algicola 29 Bakteri -
Arenitalea lutea 1399 Flavo bakteri
Arripis trutta 500 Balik
Bacillus sp. 28 Bakteri +
Bacterium enrichment 15 Bakteri

Bos taurus 25751 Sigir
Chaetoceros simplex 2598 Diatom
Chelon labrosus 11054 Balik
Congregibacter litoralis 19 Bakteri -
Craurococcus roseus 14 Bakteri +
Croceitalea sp. 51 Bakteri
Dokdonia sp. 23 Flavo bakteri
Flavobacterium sp. 2985 Flavo bakteri
Gaetbulibacter marinus 17 Bakteri -
Gamma proteobacterium 336 Bakteri
Gammaproteobacteria

bacterium 93 Bakteri -
Homo sapiens 18092 Insan
Hyunsoonleella sp. 14 Flavo bakteri
Lacinutrix gracilariae 115 Bakteri -
Leisingera sp. 647 Bakteri
Lepidotrigla kanagashira 2 Balik
Lepidotrigla microptera 67 Balik
Lissotriton vulgaris 1 Semender
Mangifera indica 135 Bitki (Mango)
Maribacter sp. 95 Flavo bakteri
Marine bacterium 47 Bakteri
Marinobacter salsuginis 194 Bakteri -
Marinobacter sp. 1385 Bakteri
Nostoc sp.* 241 Siyano Bakteri
Planctomycete MSF145 827 Bakteri
Prosthecobacter algae 14 Bakteri
Pseudoalteromonas sp. 1102 Bakteri
Pseudomonas sp. 446 Bakteri
Psychroserpens

damuponensis 903 Bakteri -
Psychroserpens sp. 74 Flavo bakteri
Roundia cardiophora 23 Diatom
Sulfitobacter dubius 14 Bakteri
Tamlana nanhaiensis 1794 Bakteri
Thalassomonas sediminis 158 Bakteri
Trachurus japonicus 3045 Balik (Japon istavriti)
Trachurus trachurus 3 Balik (Karagdz Istavrit)
Verrucomicrobiae

bacterium 65 Bakteri -
Winogradskyella sp. 239 Flavo bakteri

* [stilac1 Tiir
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Asagida (Sekil 4.1) balik/omurgali 12s primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim

grafik seklinde sunulmustur.

12s (balik/omurgali) primeri

M Arenitalea lutea
M Bos taurus

27% 38%
Homo sapiens Bos taurus

W Chaetoceros simplex
Chelon labrosus

B Flavobacterium sp.

B Homo sapiens

W Marinobacter sp.

16% B Pseudoalteromonas sp.
Chelon labrosus B Trachurus japonicus

Sekil 4.1 12s primer okuma yiizdeleri
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Asagida (Sekil 4.2) 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren

balik/omurgali 12s primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik seklinde

sunulmustur.

12s (balik/omurgali) primeri

M Arripis trutta
W Lepidotrigla microptera

1 Trachurus japonicus

Sekil 4.2 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren canlilarin
12s primer okuma yiizdeleri
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Cizelge 4.2’ de yer alan 16s (omurgali) primeri sonuglarina gore 19 adet farkl tiir tespit
edilmis olup bunlarin 2 adedi hedef gruba dahilken, 17 adedi 10 okumadan az sonug
verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tiirler yani siipheli okuma olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 4.2 16s (omurgal1) primeri sonuglari

Tiir ismi Okuma sayisi | Tiir
Archiaphyosemion

guineense 3 Balik
Arnoglossus laterna 1 Balik
Boops boops 1 Balik
Brachionus urceolaris 2 Rotifer
Caristianus maolanensis 130608 Bocek
Chiropotes albinasus 4 Maymun
Craterium leucocephalum 7 Mantar
Ctenopoma kingsleyae 1 Balik
Daphnia tibetana 1 Kabuklu
Homo sapiens 267354  |insan
Hydrictis maculicollis 55 Su samuru
Macaca mulatta 2233 Hint Sebegi
Pelophylax caralitanus 1 Kurbaga
Phascolosoma esculenta 4793 Deniz solucani
Pongo abelii 882 Sumatra orangutani
Scapholeberis mucronata 11 Kabuklu
Scriptaphyosemion schmitti 1 Balik

Solea ovata 1 Balik
Sphyraena sphyraena 1 Balik

*stilact Tir
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Asagida (Sekil 4.3) omurgali 16s primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik

seklinde sunulmustur.

16s (omurgal) primeri

32%
Caristianus

66% maolanesis B Caristianus maolanensis
(1]

Homo sapiens B Homo sapiens

B Macaca mulatta

Phascolosoma esculenta

Sekil 4.3 16s primer okuma yiizdeleri
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Asagida (Sekil 4.4) 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren

omurgali 16s primer okuma ylizdelerine ait sonuglar dilim grafik seklinde verilmistir.

16s (omurgali) primeri

M Caristianus maolanensis
B Macaca mulatta

M Pongo abelii

98%
Caristianus
maolanensis

Sekil 4.4 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren omurgali
16s primer okuma ytiizdeler

Cizelge 4.3’ de yer alan coi (omurgasiz) primeri sonuglarina gore 93 adet farkl tiir tespit
edilmis olup bunlarin 14 adedi hedef gruba dahilken, 79 adedi 10 okumadan az sonug
verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tiirler yani siipheli okuma olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.3 coi (omurgasiz) primeri sonuglari

Tiir ismi Okuma sayisi | Tur

Absala dorcada 1 Glive
Actinopyga echinites 169 Deniz hiyari
Aglaophenia octodonta 11 Cnidania Hydrozoa
Aglaophenia tubulifera 1 Cnidania Hydrozoa
Aporandria specularia 5 Giive
Asplanchna intermedia 60 Rotifer
Asplanchna sieboldi 2 Rotifer
Azadinium dalianense 26 Dinoflagellat
Blastocladiella emersonii 460 Mantar

Bos taurus 1 Sigir
Cafeteria roenbergensis 739 Bakteriyel flagellat
Candida auris 1 Maya
Candida intermedia 9 Maya
Candida orthopsilosis 1 Maya
Candida sake 1 Maya
Carcinopsis sp. 3 Bocek
Chrysochromulina tobinii 234 Su yosunu
Clydonella sawyeri 547 Amip
Codonium proliferum 1 Cnidania Hydrozoa
Colletotrichum fioriniae 3 Mantar
Cyanea nozakii 1 Deniz anasi
Cyclopoida environmental 44 Kopepod
Cylindrotheca closterium 7 Diatom
Didymium iridis 9 Kiif
Dinoderus bifoveolatus 321 Bocek
Dolichomastix tenuilepis 2 Yesil alg
Fistulifera solaris 10 Diatom
Fusarium oxysporum 1 Mantar
Galactomyces candidum 327 Maya
Geotrichum candidum 507 Maya
Globisporangium

acanthophoron 13 Mantar
Glossiphonia concolor 4 Parazit kurt
Gonium pectorale 4 Yesil alg
Gorilla beringei 13 Dogu gorili
Haliplus fasciatus 4 Bocek
Heterocapsa

circularisquama 660 DiNoflagellat
Homo sapiens 277 Insan
Hordeum vulgare 9 Arpa
Hypochilus bonneti 10 Oriimcek
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Cizelge 4.3 coi (omurgasiz) primeri sonuglari (devam)

Lichtheimia ramosa 8 Mantar
Lizzia blondina 10 Cnidania Hydrozoa
Lytocarpia myriophyllum 1 Cnidania Hydrozoa
Malassezia globosa 73 Mantar
Maribacter sp. 41 Bakteri
Minutocellus polymorphus 14 Diatom
Neoparamoeba sp. 115 Amip
Nitzschia frustulum 1 Diatom
Maribacter sp. 41 Bakteri
Minutocellus polymorphus 14 Diatom
Neoparamoeba sp. 115 Amip
Nitzschia frustulum 1 Diatom
Nitzschia palea 5 Diatom

Pan troglodytes 29 Sempanze
Paramoeba branchiphila 1515 Parazit
Paramoeba perurans 44 Amip
Paravannella minima 42 Amip
Penaeus vannamei * 5 Karides
Penilia avirostris 1392 Kabuklu
Phaeocystis pouchetii 11 Alg

Phoma sp. 1 Mantar
Phytophthora boehmeriae 6 Mantar
Phytophthora cajani 15 Mantar
Phytophthora moyootj 16 Mantar
Pichia kudriavzevii 349 Maya
Plecotus auritus 2 Yarasa
Plecotus ognevi 2 Yarasa
Pneumocystis jirovecii 4 Mantar
Pongo abelii 28 Sumatra orangutant
Prorocentrum micans * 54 Dinoflagellat
Pseudoceratina purpurea 2 Stinger
Pseudogymnoascus

pannorum 9 Mantar
Pseudopedobacter saltans 7 Bakteri
Pyropia haitanensis 813 Kirmizi alg
Pythium biforme 5 Mantar
Pythium emineosum 150 Mantar
Rhagoletis zephyria 11 Meyve sinegi
Rhodotorula mucilaginosa 831 Mantar
Rhopilema Nomadica * 62 Deniz anast
Rufibacter sp. 4055 Bakteri
Saccharomyces cerevisiae 1 Mantar




Cizelge 4.3 coi (omurgasiz) primeri sonuglar1 (devam)

Scapholeberis mucronata 60 Kabuklu
Schizophyllum commune 26 Mantar
Scrippsiella precaria 41 Dinoflagellat
Selenops sp. 30 Oriimcek
Shiraia bambusicola 1 Mantar
Sguamamoeba japonica 51 Amip
Symbiodinium sp. 1 Mikroalg
Synchaeta oblonga 15 Rotifer
Synchaeta tremula 1181 Rotifer
Synchaeta tremuloida 9012 Rotifer
Taphrina wiesneri 10 Bitki patojeni
Thecamonas trahens 185 Bakteri
Tremella fuciformis 673 Mantar
Trichoderma hamatum 1 Mantar
Tristramella simonis 49 Balik
Vanderwaltozyma

polyspora 8 Mantar
Vexillifera sp. 350 Amip

*[stilac1 Tiir
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Asagida (Sekil 4.5)’de COI (omurgasiz) primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim

grafik seklinde sunulmustur.

coi (omurgasiz) primeri

W Cafeteria roenbergensis

B Paramoeba branchiphila

) e
46% 4% W Penilia avirostris

Synchaeta

21% Pyropia haitanensis

tremuloida ; .
Rufibacter sp. B Rhodotorula mucilaginosa

B Rufibacter sp.

B Synchaeta tremula

B Synchaeta tremuloida

Sekil 4.5 coi primer okuma yiizdeleri
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Asagida (Sekil 4.6) 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren

omurgasiz coi primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik seklinde verilmistir.

coi (omurgasiz) primeri

4% 1% 4%
a4y 5%

B Cafeteria roenbergensis
24%

Rufibacter
sp. B Rhodotorula mucilaginosa

W Heterocapsa circularisquama

52% |
Synchaeta Rufibacter sp.

tremuloida B Synchaeta tremula

m Synchaeta tremuloida

W Tremella fuciformis

Sekil 4.6 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gdsteren omurgasiz
coi primer okuma yiizdeleri

Cizelge 4.4°de yer alan 18sv4 6karyot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglarina gore 241
adet farkl tiir tespit edilmis olup bunlarin 55 adedi hedef gruba dahilken, 186 adedi 10
okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tiirler yani slipheli

okuma olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4 18sv4 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglari

Okuma
Tiir isimleri sayisi Tiir
Acanthocorbis unguiculata 1 Yakali kamgili
Acanthoeca sp. 4 Yakali kamgili

Acanthoeca spectabilis

52 Yakali kamgili

Adriamonas peritocrescens

4793 Flagellat

Alexandrium andersonii

641 Dinoflagellat

Alexandrium margaelefii

328 Dinoflagellat

Alexandrium minutum *

49 Dinoflagellat (Toksik) siyah

Alphamonas edax 4 Flagellat
Amastigomonas debruynei 105 Omurgasiz
Amastigomonas mutabilis 15 Omurgasiz

Amastigomonas sp.

916 Omurgasiz

Amoebophrya sp.

588 Dinoflagellat

Amphora proteus 1 Diatom
Ancyromonas atlantica 16 Tek hiicreli
Anomopus telphusae 10 Rotifer
Ansanella granifera 85 Dinoflagellat
Aplanochytrium sp. 39 Parazit
Aplanochytrium sp. 2739 Parazit
Aplanochytrium stocchino 3 Parazit
Armandia maculata 1 Deniz Kurdu
Assulina muscorum 1 Su yosunu
Aurantiochytrium sp. 64 Tek hiicreli
Bacteriastrum elegans 3 Diatom
Barnettozyma hawaiiensis 3 Maya
Bicosoeca kenaiensis 1 Flagellat
Bicosoeca vacillans 80 Flagellat

Biecheleria brevisulcata

264 Dinoflagellat

Biecheleria sp. gym

15 Dinoflagellat

Blastocystis hominis 3 Su yosunu
Blastocystis sp. 1 Su yosunu
Bodomorpha sp. 58 Su yosunu
Bradyrhizobium erythrophlei 4 Bakteri
Caecitellus parvulus 84 Flagellat

Cafeteria biegae

25 Nanoflagellat

Cafeteria chilensis

103 Nanoflagellat

Cafeteria graefeae

336 Nanoflagellat

Cafeteria maldiviensis

3 Nanoflagellat

Cafeteria roenbergensis

2108 Bakteriyel flagellat

Cafeteria sp.

11 Nanoflagellat

Candida plutei

10 Maya
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Cizelge 4.4 18sv4 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Candida] Nrvegica 3 Mantar
Cedecea neteri 2 Bakteri
Cerataulina pelagica 93 Diatom
Cercomonas elliptica 1 Su yosunu
Cercomonas parincurva 4 Su yosunu
Cercomonas plasmodialis 2 Su yosunu
Cercozoa sp. 112 Su yosunu
Chaetoceros anastomosans 1 Diatom
Chaetoceros atlanticus 2 Diatom
Chaetoceros costatus 9 Diatom
Chaetoceros curvisetus 20 Diatom
Chaetoceros neogracilis 11 Diatom
Chaetoceros sp. 806 Diatom
Chaetoceros tenuissimus 551 Diatom
Chelonemonas masanensis 286 Kamgili Okaryot
Chlamydaster sterni 6 Okaryot
Chrysochromulina rotalis 14 Yosun Kiirsiisii
Chrysochromulina sp. 23 Yosun Kiirsiisii
Chrysolepidomonas sp. 27 Alg
Chrysophyceae sp. 17 Alg

Clavispora fructus 2 Maya
Clavispora lusitaniae 79 Maya
Cocconeis pediculus 4 Diatom
Collozoum inerme 3 Su yosunu
Colpodella pontica 2 Karnivor Flagellat
Colpodella sp. 3 Karnivor Flagellat
Colpodella tetrahymenae 6 Karnivor Flagellat
Comamonas sp. 44 Bakteri -
Crustomastix sp. 4 Alg
Cryothecomonas aestivalis 3 Su yosunu
Cryothecomonas sp. 61 Su yosunu
Cryptosporidium struthionis 1 Parazit

Culex brethesi 6 Sinek
Curvibasidium sp. 37 Bazitli Mantar
Developayella elegans 246 Flagellat
Develorapax marinus 1 Su yosunu
DiaphaNoeca sphaerica A7 Yakali kamg¢ili
DiaphaNoeca spiralifurca 225 Yakali kamgili
DiaphaNoeca undulata 31 Yakali kam¢ili
DiNobryon cf. Sociale 2 Alg

DiNobryon ningwuensis 5 Alg

Ditylum brightwellii 1 Diatom
Duboscquella sp. 5 Parazit




Cizelge 4.4 18sv4 dkaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Durinskia cf. baltica 6 Dinoflagellat
Ebria tripartita 35 Su yosunu
Eburneopus eclecticus 1 Eklembacakli
Enibas tolerabilis 9 Yakali kamgili
Ensiculifera imariensis 14 Dinoflagellat
Entophlyctis sp. 12 Mantar
Eucampia groenlandica 183 Diatom
Euduboscquella crenulata 6 Dinoflagellat
Extubocellulus cupola 28 Diatom
Extubocellulus spinifer 7 Diatom
Exuviaella pusilla 45 Dinoflagellat
Flabellula sp. 6 Amip
Flamella arnhemensis 2 Amip
Flamella piscinae 4 Amip
Galactomyces citri-aurantii 32 Maya
Geotrichum candidum 547 Maya
GeraNomyces variabilis 15 Mantar
Goniomonas aff. Amphinema 3 Nanoflagellat
Goniomonas amphinema 10 Nanoflagellat
Goniomonas pacifica 1 Nanoflagellat
Goniomonas sp. 548 Nanoflagellat
Gonyaulax cf. Spinifera 1 Dinoflagellat
Gonyaulax polygramma 15 Dinoflagellat
Gotoius excentricus 3 Dinoflagellat
Guinardia delicatula 4 Diatom
Hanseniaspora uvarum 7 Maya
Hartmannella abertawensis 246 Amip
Hartmannella abertawensis

Helgoeca nana 84 Kamgili Okaryot
Homo sapiens 357 Insan
Incisomonas marina 144 Flagellat
Karlodinium veneficum 4204 Dinoflagellat
Katablepharis japonica 13 Alg
Kazachstania africana 24 Mantar
Kluyveromyces marxianus 179 Maya
Kluyveromyces sp. 215 Maya
Labyrinthulochytrium

haliotidis 220 Mantar
Lepidoglyphus destructor 5 Hayvan
Leptocylindrus convexus 80 Diatom
Leptocylindrus danicus 1 Diatom
Lingulamoeba sp. 8 Amip
Lithodesmioides polymorpha 6 Diatom




Cizelge 4.4 18sv4 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Malacoceros fuligiNosus

2 Halkal1 solucan

Malassezia globosa

2 Mantar

Mantamonas plastica

135 Flagellat

Massisteria marina

4737 Su yosunu

Massisteria sp.

22 Su yosunu

Massisteria voersi

30 Su yosunu

Metromonas simplex 31 Amip
Microcaecilia unicolor 1 Amfibi
Micrometopion nutans 83 Amfibi
MiNorisa minuta 69 Plankton
MoNorhizochytrium globosum 170 Alg

MoNosiga brevicollis 1 Kamgili Okaryot
Navicula trivialis 12 Diatom
Neocercomonas sp. 2 Su yosunu
Nolandella sp. 363 Amip

Notommata cordonella

2289 Rotifer

Ovulinata parva

20 Su yosunu

Parabirojimia similis 19 Su yosunu
Paraphysomonas butcheri 153 Alg
Paraphysomonas mikadiforma 113 Alg
Paraphysomonas sp. 105 Alg
Parvicardium exiguum 5 Midye
Paulinella micropora 1 Su yosunu
Pectinaria koreni 61 Trompet solucani
Perideraion elongatum 2 Diatom
Philodina sp. 14 Rotifer
Pichia fermentans 71 Maya
Pichia kudriavzevii 217 Maya
Picomonas judraskeda 42 Plankton
Pierrecomperia catenuloides 22 Diatom
Pirsonia guinardiae 58 Parazit
Plagiopyliella pacifica 27

PlaNomonas brevis 2 Flagellat
PlaNomonas elongata 62 Flagellat

PlaNomonas micra

17 Flagellat

Platyophrya bromelicola

10 Su yosunu

Polarella glacialis 2 Dinoflagellat
Polykrikos kofoidii 1 Dinoflagellat
Polyoeca dichotoma 1 Kamgili Okaryot

Prorocentrum mexicanum*

Dinoflagellat (Toksik tiir,
2004’de Akdeniz’de tespit
62 edilmistir.)

Prorocentrum triestinum

53124 | Dinoflagellat
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Cizelge 4.4 18sv4 dkaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Protaspis sp. 11 Su yosunu
Protostelium Nocturnum 19 Amip
Protostelium Nocturnum

Pseudobodo sp. 3859 Zooflagellat
PseudochilodoNopsis

mutabilis 6 Su yosunu
Pseudochlorella pringsheimii 8 Yesil alg
Pseudocohnilembus

persalinus 5 Su yosunu
Pseudophyllomitus

vesiculosus 26 Patojenik flagellat
Pseudostaurosira

madagascariensis 15 Diatom
Pyramimonas sp. 1 Yesil alg
Pyxinia crystalligera 15 Su yosunu
Reckertia gemma 354 Su yosunu
Rhizophlyctis rosea 1 Mantar
Rhoicosphenia abbreviata 9 Diatom
Rhopilema nomadica * 71 Denizanasi
Roubikia sp. 1 Bocek
Saccamoeba sp. 4 Bakteri
Salpingoeca macrocollata 5 Kamgili Okaryot
Salpingoeca urceolata 13 Kamgili Okaryot
Savillea micropora 5 Kamgili Okaryot
Schizochytrium minutum 11 Alg

Scrippsiella sp. 1054 Dinoflagellat
Sicyoidochytrium sp. 5

Sourniaea diacantha 4 Dinoflagellat
Spizellomyces

pseudodichotomus 14 Mantar
Spondylosium pulchellum 1 Bitki

Spumella sp. 31 Alg
Stellarchytrium dubum 47 Su yosunu
StephaNoeca diplocostata 1 Kamgili Okaryot
StephaNoeca Norrisii 1 Kamgili Okaryot
StephaNoeca paucicostata 2489 Kamgili Okaryot
StephaNoeca paucicostata 1678 Kamgili Okaryot
StephaNopyxis turris 479 Diatom
Strombidium sp. 5 Planktonik siliyat
Symbiodinium sp. 5 Dinoflagellat
Syncystis mirabilis 1 Parazit
Syracosphaera pulchra 6 Alg

Teleaulax amphioxeia 2 Su yosunu
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Cizelge 4.4 18sv4 okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Teleaulax gracilis

11 Su yosunu

Telonema subtilis

1402 Tek hiicreli 6karyot

Tetraselmis cordiformis

17 Yesil alg

Tetraselmis rubens

409 Yesil alg

Tetraselmis sp.

233 | Yesil alg

Thalassiosira gessneri 6 Diatom
Thalassiosira gravida 1 Diatom
Thalassiosira profunda 690 Diatom
Thalassiosira sp. 22 Diatom

Thaumatomastigidae sp.

187 Su yosunu

Thaumatomastix sp.

64 Su yosunu

Thaumatomastix sp.

44 Su yosunu

Thecamoeba sp.

53 Amip

Thraustochytriidae sp.

87 Kahverengi alg

Thraustochytrium

multirudimentale 38 protist
Thraustochytrium sp. 271 Mantar
Tokophrya quadripartita 1 Mantar
Trachyrhizium urniformis 11 Amip
Triparma pacifica 131 Alg
Triparma pacifica

Tunicothrix wilberti 1 Su yosunu
Ulkenia aff. visurgensis 3 Mantar
Umbraulva japonica 1 Yesil alg
Uncinata gigantea 729

Uronema marinum 3753 Parazit
Vannella samoroda 1 Amip

Ventrifissura artocarpoidea

283 Su yosunu

Ventrifissura sp.

1155 Su yosunu

Vexillifera abyssalis 176 Amip
Vexillifera bacillipedes 1 Amip
Vexillifera sp. 50 Amip
Wangodinium sinense 1 Dinoflagellat
Wolffia angusta 19 Bitki
Yarrowia deformans 1 Maya
Yarrowia lipolytica 75 Mantar
Yarrowia sp. 1 Maya

*[stilac1 Tiir
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Asagida (Sekil 4.7)’de 18sv4 okaryot primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik

seklinde sunulmustur.

18sv4 okaryot primeri

7%
Adriamonas peritocrescens

6%
Karlodinium veneficum

6%
Massisteria marina

B Adriamonas peritocrescens

71% M Karlodinium veneficum

Prorocentrum

Eagi ® Massisteria marina
triestinum

Prorocentrum triestinum

B Pseudobodo sp.

B Uronema marinum

Sekil 4.7 18sv4 primer okuma yiizdeleri

Asagida (Sekil 4.8) 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren

Okaryot 18sv4 primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik seklinde verilmistir.
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18sv4 okaryot primeri

B Adriamonas peritocrescens
28%

Adriamonas peritocrescens W Amastigomonas sp.

295 m Aplanochytrium sp.

Karlodinium vebeficum

Chaetoceros sp.
B Karlodinium veneficum
W Stephanoeca paucicostata
B Uncinata gigantea

W Ventrifissura sp.

Sekil 4.8 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren 0karyot
18sv4 primer okuma yiizdeleri

Cizelge 4.5’ de yer alan 18sv8 okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglarina gore
190 adet farkl tiir tespit edilmis olup bunlarin 51 adedi hedef gruba dahilken, 139 adedi
10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren tlirler yani siipheli

okuma olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5 18sv8 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglari

Tiir ismi Okuma sayisi | Tiirler
Acanthoeca spectabilis 44 Protozoa
Acrasis kona 2 Protozoa
Adineta vaga 4 Rotifer
Adriamonas peritocrescens 48 Flagellat
Alexandrium lusitanicum 57 Dinoflagellat
Alexandrium margalefii 242 Dinoflagellat
Allovahlkampfia spelaea 10 Amip
Amastigomonas mutabilis 26 Protozoa
Amastigomonas sp. 163 Apuzosoa
Amoebophrya sp. 736 DiNoflagellet
Amphidoma languida 71 Dinoflagellat
Ancyromonas kenti 6 Protozoa
Ancyromonas sp. 64 Okaryot
Ansanella granifera 99 Dinoflagellat
AplaNochytrium sp. 4923 Okaryot
Apusomonas proboscidea 4 Flagellat
Atrichum androgynum 48 Bitki
Bacteriastrum mediterraneum 6 Bakteri
Barnettozyma californica 42 Mantar
Bicosoeca petiolata 2 Bicosoesia
Bicosoeca vacillans 34 Okaryot
Biecheleria cincta 188 Dinoflagellat
Biremis sp. 2 Diatom
Blastocystis hominis 6 Parazit
Blastocystis sp. 18 Parazit
Brevicalcar kilaueaense 26 Mantar
Bryophrya gemmea 4 Bitki
Cafeteria biegae 30 Okaryot
Cafeteria graefeae 596 Okaryot
Calliacantha sp. 16 Okaryot
Candida parapsilosis 6 Mantar
Candida phayaonensis 242 Mantar
Chaetoceros neogracilis 980 Diatom
Chaetoceros tenuissimus 429 Diatom
Chlamydaster sterni 88 Alg
Chrysochromulina andersonii 42 Yosun
Chrysochromulina rotalis 11 Yosun
Chrysochromulina strobilus 22 Yosun
Chrysophyceae sp. 315 Alg
Chrysotila carterae 8 Alg
Cocconeis pediculus 16 Alg
Coemansia reversa 2 Eklembacakli
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Cizelge 4.5 18sv8 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Collozoum inerme 4 Okaryot
Colpoda steinii 18 Okaryot
Colpodella tetrahymenae 6 Okaryot
Cryothecomonas sp. 22 Su yosunu
Cryptococcus albidus 18 Patojen
Cryptomonas curvata 36 Flagellat
CyaNophora paradoxa 24 Flagellat
Cymbella cistuliformis 2 | Diatom
Debaryomyces sp. 17| Maya
Developayella elegans 244 | Plankton
Diadumene leucolena 24 | Anemon
DiaphaNoeca grandis 4120 | Kamgili 6karyot
Didymoeca costata 12 | Kamg¢il 6karyot
Diophrys oligothrix 8| Su yosunu
Drechslera sp. 12 | Mantar
Ebria tripartita 28| Alg
Echinamoeba exundans 2 | Okaryot
Ensiculifera imariensis 388 | Dinoflagellat
Eocercomonas perecta 12| Su yosunu
Ephelota truncata 2| Tek hiicreli hayvan
Epistylis elongata 2 | Su yosunu
Eucampia sp. 69 | Diatom
Euduboscquella crenulata 18 | Dinoflagellat
Eurycercus lamellatus 4 | Eklembacakli
Exophiala nigra 2 | Mantar
Fabomonas tropica 10 | Okaryot
Flamella piscinae 6| Amip
Galactomyces geotrichum 237 | Maya
Geminigera cryophila 41 Alg
Geotrichum candidum 470 | Mantar
Glaciozyma antarctica 4 | Maya
Goniomonas sp. 50| Alg
Gonyaulax spinifera 2 | Dinoflagellat
Graphis scripta 6 | Mantar
Guillardia theta 2 |Alg
GymNophrys sp. 86 | Okaryot
Hartmannella abertawensis 68 | Okaryot
Hemiselmis rufescens 2| Alg
Heterocapsa niei 66 | Dinoflagellat
Heterophrys marina 462 | Okaryot
Holosticha bradburyae 1374 | Siliyat
Homo sapiens 89 | Insan
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Cizelge 4.5 18sv8 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Hordeum vulgare 4 Bitki
Hyphochytrium cateNoides 12 Okaryot
Ichthyophonus irregularis 114 Parazit
Ipomoea trifida 42 Bitki
Karlodinium veneficum 7908 Dinoflagellat
Katablepharis japonica 16 Alg
Kluyveromyces marxianus 241 Maya
Korotnevella pelagolacustris 2 Protozoa
Labyrinthuloides minuta 103 Su yosunu
Laetisaria fuciformis 23 Mantar
Leptocylindrus convexus 18 Diatom
Leptocylindrus danicus 2 Diatom
Leptomyxa reticulata 22 Amip
Leptosphaeria biglobosa 50 Mantar
Leucosporidium sp. 165 Mantar
Leucosporidium yakuticum 25 Mantar
Lingulamoeba leei 32 Amip
Malassezia globosa 29 Mantar
Mallomonas akrokomos 232 Alg
Mallomonas tonsurata 82 Alg
Mamiella gilva 136 Plankton
Mantamonas plastica 214 Flagellat
Marchantia quadrata 2 Bitki
Massisteria marina 5093 Su yosunu
Massisteria sp. 104 Su yosunu
Massisteria voersi 32 Su yosunu
Melosira varians 2 Diatom
Micromonas pusilla 4 Alg
MoNosiga brevicollis 8 Kamgili okaryot
Myrothecium sp. 158 Mantar
Nausithoe rubra 8 Deniz Anasi
Neohodgsonia mirabilis 2 Bitki
Neoparamoeba branchiphila 33 Parazit
Neoparamoeba sp. 394 Parazit
Nolandella sp. 344 Amip
Nurscia albofasciata 10 Oriimcek
Nusuttodinium poecilochroum 264 Dinoflagellat
Ovulinata parva 16 Su yosunu
Paraflabellula hoguae 4 Amip
Paramoeba aestuarina 276 Su yosunu
Paramoeba branchiphila 2773 Patojenik
Paramoeba perurans 324 Parazit
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Cizelge 4.5 18sv8 Okaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Paraphysomonas imperforata 178 Alg
Parauronema virginianum 160 Protozoa
Paulinella chromatophora 4 Amip
Pectinaria koreni 46 Deniz solucani
Penaeus duorarum 4 Karides
Pentapharsodinium sp. 11 Dinoflagellat
Peridinium sociale 2 Dinoflagellat
Phoma herbarum 70 Mantar

Pichia fermentans 114 Maya

Pichia sp. 32 Mantar
Picomonas judraskeda 40 Plankton

Pinus taeda 2 Cam

Pirsonia guinardiae 99 Flagellat
Plagiopyliella pacifica 8 Su yosunu
PlaNomonas brevis 54 Flagellat
PlaNomonas elongata 12 biflagellated protists
Platyamoeba contorta 2 Amip
Prorocentrum mexicanum 1484 Dinoflagellat
Prorocentrum micans * 10 Dinoflagellat
Prorocentrum triestinum * 53452 Dinoflagellat
Pseliodinium pirum 26 Dinoflagellat
Pseudobodo sp. 139 Alg
Pseudobodo tremulans 10618 Alg
Pseudo-nitzschia

delicatissima 41 Diatom
Pseudoparamoeba pagei 2 Amip
Pyramimonas tetrarhynchus 10 Yesil Alg
Rhizoclosmatium sp. 6 Mantar
Rhodotorula mucilagiNosa 29 Mantar
Rhogostoma schuessleri 2 Su yosunu
Rhopilema Nomadica * 41 Deniz anasi
Salpingoeca urceolata 22 Yakali Kamgili
Savillea micropora 148 Yakali Kamgili
Scrippsiella sp. 405 Dinoflagellat
Scrippsiella trochoidea 1004 Dinoflagellat
Slooffia sp. 10 Mantar
Soletellina diphos 2 Midye
Strombidium sp. 2 Planktonik sliyat
Strombidium stylifer 2 Planktonik sliyat
Synchaeta sp. 5918 Rotifer
Synchaeta tremula 2560 Rotifer
Syncystis mirabilis 2 Parazit
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Cizelge 4.5 18sv8 dkaryot (plankton/alg/diatom) primeri sonuglar1 (devam)

Synura sp. 162 Alg
Taphrina vestergrenii 2 Mantar
Tetraselmis marina 976 Yesil Alg
Thalassiosira minima 14 Alg
Thaumatomastix sp. 110 Su yosunu
Thaumatomonas seravini 546 Su yosunu
Thraustochytrium sp. 304 Kahverengi alg
Tintinnidium mucicola 2 Su yosunu
Toxorhynchites amboinensis 6 Fil sinegi
Trichia sordida 6 Protozoa
Trichodina meretricis 232 Su yosunu
Tripos tenuis 2 Dinoflagellat
Ulkenia profunda 2

Uronema marinum 5849 Parazit
Vacuolaria virescens 20 Yesil Alg
Vannella calycinucleolus 340 Amip
Vannella samoroda 702 Amip
Vannella sp. 158 Amip
Ventrifissura artocarpoidea 1402 Su yosunu
Vexillifera abyssalis 98 Amip
Vexillifera armata 64 Amip
Vexillifera sp. 21 Amip
Yarrowia deformans 4 Mantar
Yarrowia lipolytica 28 Mantar

*stilact Tir
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Asagida (Sekil 4.9) okaryot 18sv8 primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik

seklinde verilmistir.

18sv8 (6karyot) primeri

6% 5% 4o
— 7%

10%

Pseudobodo tremulans ) 5%

52%
Prorocentrum
triestinum

u Aplanochytrium sp.

B Diaphanoeca grandis

M Karlodinium veneficum
Massisteria marina

B Paramoeba branchiphila

M Prorocentrum triestinum

B Pseudobodo tremulans

B Rhodotorula mucilaginosa

B Rhopilema nomadica

H Synchaeta sp.

B Synchaeta tremula

B Uronema marinum

Sekil 4.9 18sv8 primer okuma yiizdeleri
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Asagida (Sekil 4.10) 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme
gosteren Okaryot 18sv8 primer okuma yiizdelerine ait sonuglar dilim grafik seklinde

verilmistir.

18sv8 okaryot primeri

B Chaetoceros neogracilis

1% 5% 4%

15% m Diaphanoeca grandis
21% W Holosticha bradburyae
Synchaeta sp. . )
Karlodinium veneficum
B Massisteria marina
28% W Synchaeta sp.
Karlodinium veneficum

B Tetraselmis marina

W Ventrifissura artocarpoidea

Sekil 4.10 10 okumadan az sonug verenler ve %97'den daha az eslesme gosteren canlilarin
18sv8 primer okuma yiizdeler
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Ayrica, asagida primer okumalarina gore tespit edilen istilaci tiirler (Cizelge 4.6) ve

stipheli okuma yiizdelerine gore primer okumalar1 (Cizelge 4.7) verilmistir.

Cizelge 4.6 Primer okumalarina gore tespit edilen istilact tiirler

Read |Primer

Species name count Tiir

Nostoc sp. 241 |12s Siyano Bakteri
Penaeus vannamei 5 Coi Karides
Prorocentrum micans 54 Coi Dinoflagellat
Rhopilema nomadica 62 Coi Deniz anast
Alexandrium minutum 49 18sv4 | Dinoflagellat

Prorocentrum mexicanum |62 18sv4 | Dinoflagellat

Rhopilema nomadica 71 18sv4 | Denizanasi

Prorocentrum mexicanum | 1484 |18sv8 |Dinoflagellat

Prorocentrum micans 10 18sv8 | Dinoflagellat

Rhopilema nomadica 41 18sv8 | Deniz anasi

Cizelge 4.7 Siipheli okuma yiizdelerine gore primer okumalari

Siipheli | Istilaca Siipheli Okuma
Primer |Tiir Sayis1 [Okuma | Tiir Sayis1 | Yiizdesi
12s 44 6 1 %13
16s 19 17 0 %89
Coi 92 78 3 %84
18sv4 | 241 186 3 %77
18sv8 | 191 140 3 %73
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4.2 Risk Analizi Bulgular

Bu arastirma kapsaminda Hint Okyanusu ve Pasifik Okyanus kokenli olan ve Tiirkiye
sularinda bulunmayan “Rhopilema nomadica” tiirtine (Sekil 4.11) ait risk analizi

sonuglar1 Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Sekil 4.11 Rhopilema nomadica
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi
AS-ISK v2
Kategori Omurgasizlar (deniz)
Tiir ismi  Rhopilema nomadica
Ortak kullanim Gog¢men Denizanasi

Sebep ve sosyo-ekonomik faydalar
Risk degerlendirme Alan1 Akdeniz

Taksonomi

Yerel aralik

Tanimlanan aralik
URL

Gerekge Giivenilirlik

1. Evcillestirme/Yetistirme
1 1,01 Takson en az yirmi nesildir yetistirilmekte midir? Hayir Bu konuda herhangi bir Yiiksek
calisma mevctu degildir.
Uzman goriisiim ¢ergeversinde
bu tiirlin yetistiriciligi

yapilamamaktadir.
2 1,02 | Takson dogadan toplantyor mu, ticareti yada Hay1r Veri yok Orta
canli olarak kullanilmasi olast m1?
3 1,03 Taksonun istilaci irklari, ¢esitleri, alt taksonlar1 Evet Yu vd., 2007 Cok Yiiksek

veya tlirdesleri var mi1?
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

2. Iklim, dagilim ve ortama giris riski
4 2,01 Risk Degerlendirme (RD) bolgesi ile taksonun dogal Orta Avsar, 1999; Képpen-Geiger Yiiksek
alan1 arasindaki iklimsel kosullar ne kadar benzer? verileri
5 2,02 iklim eslestirme modeli verilerinin kalitesi nedir ? Yiiksek Koppen-Geiger verilerine gore Yiiksek
6 2,03 Takson RD bolgesinde kapali tutuldugu alanlarin Evet Cok Yiiksek
(akvaryum, bah¢e havuzu vb.) disina dagilmis mi1? Soru bu tiir i¢in uygun degildir.
7 2,04 Takson RD bolgesine girmek i¢in kag tane >1 Galil, 1993; Spanier and Galil, Yiksek
potansiyel vektor kullanabilir? 1991
8 2,05 Takson, RD bolgesine yakin bir yerde bulunuyor mu Uygulanamaz Galil et al., 1990; Lotan et al., Yiksek
ve yakin bir gelecekte girme ihtimali var m1 (istemli 1992; Lotan et al., 1994;
yada istemsiz giris)? Kideys and Giicii, 1995;
Oztiirk and Isinibilir, 2010;
Giilsahin and Tarkan, 2011
3. Farkli ortamda istila durumu
9 3,01 Takson dogal alaninin disinda dogallastirilmis m1 Evet Galil et al., 1990 Yiiksek
(hayatta kalanlar popiilasyon olugturmus mu)?
10 3,02 Taksonun giris yapmis oldugu alanlarda dogal Hay1r Galil, 1993; Sakinan, 2011 Orta
stoklara yada ticari taksonlara olumsuz etkileri var
mi1?
11 3,03 Taksonun giris yaptig1 alanlarda su iiriinleri Hayir Veri yok Orta
yetistiriciligine olumsuz etkileri var m1?
12 3,04 Taksonun giris yapmis oldugu alanlarda Evet Lotan et al., 1992 Orta
ekosistemin isleyisine olumsuz etkileri var mi?
13 3,05 Taksonun girig yapmis oldugu alanlarda bilinen Evet Avsar, 1999; Uri et al, 2005; Cok Yiiksek
olumsuz sosyo-ekonomik etkileri var mi? Oztiirk and Isinibilir, 2010;
Turan et al., 2011; Sakinan,
2011
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

B. Biyoloji/Ekoloji

4. Istenmeyen (veya baskici) zellikler

14

15

16

17

18

19

20

21

4,01

4,02

4,03

4,04

4,05

4,06

4,07

4,08

Taksonun zehirli olma ya da insan saglig1 i¢in risk
tasima olasilig1 var mi1?

Taksonun bir ya da daha fazla yerli taksonu
baskilama ihtimali var m1?

Yabanci takson RD bolgesinde tehdit ya da koruma
altinda olan taksonlarin paraziti veya avcisi olabilir
mi?

Takson iklimsel ve ¢evresel kosullara adapte
olabilir mi, dolayisiyla eger RD bdlgesine istila ya
da potansiyel devamlilig: arttirabilir mi?

Taksonun RD bolgesindeki sucul ekosistemlerde
besin ag1 yapisini/igleyisini,RD bdlgesini istila
etmigsse ya da etme olasilig1 varsa bozmasi
miimkiin mii?

Taksonun RD bolgesindeki ekosistem servisleri
iizerine olumsuz etkiler gosterme olasilig1 var mi1?
Taksonun RD bolgesinde endemik olarak bilinen
zararl ve bulasici hastaliklar i¢in konak ya da
tastyict olma ihtimali var mi1?

Taksonun RD bélgesinde bulunmayan (Ya da RD
bolgesi i¢in yeni olan) zararli ve bulasici hastaliklar
icin konak ya da tagiyici olma olasiligi var mi1?

Evet

Hayir

Hayir

Evet

Evet

Hayir

Hayir

Hayir

Avian et al., 1995; Gusmani et
al., 1997; Mariottini and Pane,
2010

Veri yok

Veri yok

Galil et al., 1990; Avsar, 1999

Lotan et al., 1992

Veri yok

Veri yok

Veri yok

Cok Yiiksek

Orta

Orta

Yiiksek

Yiiksek

Orta

Yiiksek

Yiksek

22

4,09

Taksonun kapali tutuldugu alanlardan
saliverilmesini saglayacak kadar biiyiik boyutlara
ulasabilmesi olas1t mi1?

Uygulanamaz
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

23 4,10 Takson degisken akinti hizlarinda yasayabilme Evet Galil et al., 1990; Lotan et al., Cok Yiiksek
kabiliyetine sahip mi? 1992; Avsar, 1999; Kideys and
Giicti, 1995
24 4,11 Taksonun ortamda bulunusunun yada Hayir Veri yok Orta

davraniglarinin (6rnegin, beslenmesinin dogal
taksonlarin kalitelerini diisiirmesi olas1 midir?
25 4,12 Takson diisiikk yogunluklarda bulunsa bile hayatta Evet Lotan et al., 1992; Lotan et al., Cok Yiiksek
kalabilen bir popiilasyon olusturabilir mi (ya da kist 1994
gibi hareketsiz bir form olugturarak olumsuz
kosullarda devamlilik saglayabilir mi) ?

5. Kaynak kullanimi

26 5,01 Taksonun RD bolgesindeki tehdit ya da koruma Hayir Veri yok Orta
altinda olan dogal taksonlari tiikketme ihtimali var
mi1?

27 5,02 Taksonun RD bdlgesinde dogal taksonlara zararli Hayir Veri yok Orta

olacak sekilde besin kaynaklarini (besleyici
elemnetleride igine alacak sekilde) somiirebilmesi
miimkiin mii?

6. Ureme

28 6,01 Taksonun gevresel kosullarin degisimine tepki Evet Lotan et al., 1994 Yiiksek
olarak cinsi olgunluga erisme yasini diigiirmesi
mimkiin mii?

29 6,02 Taksonun (RD bdlgesinde) hayatta kalan gamet Evet Lotan et al., 1992; Lotan et al., Yiksek
iiretebilmesi ya da ¢elikleme (tohum, spor gibi 1994
yapilar) ile ireyebilmesi miimkiin mii?

30 6,03 Taksonun yerel tiirlerle dogal yollardan hibrit Uygulanamaz  Soru bu tiir i¢in uygun degildir. Orta

olusturabilmesi miimkiin mii?
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

31 6,04 Taksonun hermafrodit olmasi ya da eseysiz ilireme Evet Lotan et al., 1992; Lotan et al., Cok Yiiksek
sergileyebilmesi miimkiin mii? 1994

32 6,05 Takson hayat dongiisiinii tamalayabilmesi i¢in Hay1r Veri yok Yiiksek
baska bir taksonun varligina (ya da belirli habitat
ozelliklerine) bagimli midir?

33 6,06 Takson kisa bir siire i¢ginde (6rnegin, <1) yliksek Evet Lotan et al., 1992 Yiiksek
sayida celikleme ya da yavru iiretmesiyle bilinir
mi?

34 6,07 Taksonun ilk cinsi olgunluga erigsmesi i¢in ne kadar 6 ay Orta
zaman birimi (giin, ay, y1l) gereklidir?

7. Dagilim mekanizmalart

35 7,01 Takson kag farkli dahili potansiyel vektor >1 akintilar ve gemilerin balast Cok Yiiksek

kullanarak RD boélgesi i¢inde dagilabilir? sulart ile (Galil et al., 1990,
uzman goriisii)

36 7,02 Bu vektorler herhangi bir taksonu bir ya da daha Evet uzman gorisii Yiiksek
fazla koruma alaninin ¢ok yakinina getirebilir mi
(Ornegin, OCK ve deniz koruma alanlarr)?

37 7,03 Taksonun sert zeminlere (gemi govdesi, iskele Evet Lotan et al., 1992; Lotan et al., Cok Yiiksek
ayaklar1 vb.) tutunabilecek, dolayistylada dagilimini 1994
kolaylastiracak bir yapis1 var m1?

38 7,04 Taksonun RD bolgesindeki dogal dagiliminin, larva Evet uzman goriisii Cok Yiiksek
ya da tohum ve sporlar vasitasiyla olma ihtimali var
mi1?

39 7,05 Taksonun RD bdlgesindeki dogal dagiliminin, larva Evet larvalarmin taginmasi olasidir, Yiiksek
ve juvenil ya da fide ve bitki parcasi vasitasiyla uzman goriisii
gerceklesmesi olast midir?

40 | 7,06 Taksonun daha ilerki yasam evreleri i¢in tireme Hayir Veri yok Orta

amaciyla RD bolgesine go¢ etmesi olas1 midir?
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41 7,07 Taksonun larvalarinin ya da ¢eliklemelerinin RD Hay1r Veri yok Orta
bolgesine diger hayvanlar tarafindan tasinmasi olasi
midir?

42 7,08 Taksonun daha onceki yedi soruda (35-41), istemli Evet uzman goriisii; Deidun et al., Yiksek
ve istemsiz olarak) bahsedilen giris vektorlerinden 2011; Yahiaetal., 2013;
herhangi biriyle dagiliminin hizlanma olasilig1 var Balistreri et al., 2017
midir?

43 7,09 Taksonun dagilimi yogunluga bagli midir? Hay1r Veri yok Orta

8. Tolerans ozellikleri

44 8,01 Takson hayat dongisiiniin bazi evrelerinde en az 1 Uygulanamaz  Soru bu tiir i¢in uygun degildir. Orta
saat olmak kaydiyla su disinda kalmaya toleransi
var midir?

45 8,02 Takson ¢ok farkli su kalite kosullarina toleransli Hayir Veri yok Orta
midir?

46 8,03 Takson kimyasal, biyolojik ya da farkl araglarla Hayir Veri yok Orta
dogada kontrol edilebilir ya da ortadan kaldirilabilir
mi?

47 8,04 Taksonun gevresel ya da insan kaynakli bozulmalari Evet Purcell et al., 2007; You et al. Yiksek
tolere edebilme ya da yararlanabilme olasilig1 var 2007
mi1?

48 8,05 Takson, dogal ortaminin tuzluluk kosullarindan Hayir Veri yok Orta
daha yiiksek veya diisiik seviyeleri tolere edebilir
mi?

49 8,06 Taksonun RD bolgesinde dogal diigmanlari var mi1? Evet uzman gorusi Low

C. Iklim Degisikligi
9. Iklim Degisikligi
50 [9,01|Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun uzman goriisii Orta

RD bdélgesine girme riskleri artar mi, azalir m1
yoksa degismeden kalir mi1?

Degisiklik yok
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

51 9,02 Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun Degisiklik yok  uzman goriisi Orta
populasyon olusturma riskleri artar mi, azalir mi
yoksa degismeden kalir m1?

52 9,03 Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun Daha ytiksek uzman goriisii Orta
RD bolgesinde dagilim riskleri artar mi1, azalir m1
yoksa degismeden kalir mi1?

53 9,04 Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun Degisiklik yok  uzman goriisi Orta
taksonun biyogcesitlilik ve/veya ekolojik
biitiinliik/durum iizerine gelecekteki potansiyel
etkilerinin olas1 boyutu nedir?

54 9,05 Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun Degisiklik yok  uzman goriisi Orta
ekosistem yapist ve isleyisi lizerine gelecekteki
potansiyel etkilerinin olasi boyutu nedir?

55 9,06 Gelecekteki tahmini iklim kosullarinda, taksonun Daha yiiksek | uzman goriisii Orta
ekosistem hizmetleri ve sosyo-ekonomik yap1
iizerine gelecekteki potansiyel etkilerinin olasi
boyutu nedir?
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Cizelge 4.8 Rhopilema nomadica tiiriine ait risk analizi (devam)

Istatistikler

oy}
X
>
H
©
o

BRA Sonug¢

BRA+CCA

23,0

BRA+CCA Sonug¢

A. Biyocografya/Tarih

1. Evcillestirme/Yetistirme 0,0

2. Iklim, dagilim ve ortama giris riski 2,0
3. Farkli ortamda istila durumu 50

B. Biology/Ecology 12,0

4. Istenmeyen (veya baskic) ézellikler 5,0
5. Kaynak kullamim 0,0

6. Ureme 3,0

7. Dagilim Mekanizmasi 4,0

8. Tolerans ozellikleri 0,0

C. iklim Degisikligi 4 0

9. Iklim Degisikligi

Toplam | 5

A. Biyocografya/Tarih

3

1. Evcillestirme/Yetistirme

2. Iklim, dagilim ve ortama giris riski

3. Farkli ortamda istila durumu

B. Biyoloji/Ekoloji

4. Istenmeyen (veya baskici) ézellikler

5. Kaynak kullanmimi

6. Ureme

7. Dagilim Mekanizmast

8. Tolerans ozellikleri

C. iklim Degisikligi

9. Iklim Degisikligi

Ticari

DO OINNNPFPWOHOTW -
N O

Cevresel

Tiirler veya popiilasyonda rahatsiz edici 6zellikler

Tarih ve Zaman

BRA

BRA+CCA

BRA+CCA 0,67
BRA 0,69
CCA 0,50

14.09.2021 10:40:52
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5. TARTISMA VE SONUC

Tezin bu son boliimiinde, gemi balast sular1 kaynakli istilaci tiirlerin tespiti i¢in giivenilir
veriler saglamak iizere genetik araglarin kullannomina ve Balast Suyu Yonetimi
S6zlesmesi’nin PSC’ler tarafindan uygulanabilirligine iliskin edindigimiz yeni bakis
acilarin1 sunmak amaglanmistir. Ayrica, limanlarda MARPOL kapsaminda hizli ve
giivenilir balast suyu denetimleri yapmak i¢in eDNA yonteminin kullanim potansiyelinin,
tiir tespitinde DNA metabarkodlama yonteminin kullanim zorluklarinin ve ydntemin
gelistirilmesi  i¢in ileriye doniik potansiyel farkli yontemlerin tartisilmasina

odaklanilmistir.

5.1 Balast Suyu Sézlesmesi D-2 Standardina Iliskin Degerlendirmeler

Gemilerin Onsorvey denetimi tarihlerine bagli olarak balast sularmin aritilarak
bosaltimina imkan saglayan D-2 Standartlarina uyum rehberi IMO tarafindan
yaymlanmigtir (IMO 2021b). Rehbere gore D-2 standartlarina gegis icin 08 Eyliil 2024
son tarih olarak verilmektedir. Yaklasik 30 aylik bir siirenin kaldigi, 35 bin geminin bu
doniigiimii yapmasinin 6n goriildiigii ve bu rakamin yaklasik %700 oraninda bir artisa

karsilik geldigi bilinmektedir.

Ticaretin dogas1 geregi gemi sahipleri, bu sikisik takvimi ve gemilerinin tersanede
bekleme siirelerini One siirerek D-2 standartlarina uyum igin mevcut son tarihin
Otelenmesini veya uygulama i¢in belirli bir siire muafiyet istenmesi gibi 6nerilerini Liman
veya Bayrak Devletlerine ya da ilgili kuruluslara ileterek IMO’da goriisiilmesi i¢in 1srarci
olmalart muhtemel goriinmektedir. S6z konusu durum; ticari agidan, tersanelerde D-2
standard1 doniisimii igin siraya girecek olan gemiler, cihaz donatim siirelerinin
uzamasindan dolayi, piyasada gemi agigina yol acarak navlun fiyatlarinda yiikselislerin
meydana gelebilecegi ve boylece iiriin fiyatlarinda kisa siireli de olsa artis olabilecegi
beklenmektedir. Cevresel agidan ise istilac tiir taginim olasiliginin artmasi, dolayisiyla
daha genis bir bakis agisiyla biyolojik cesitliligin ve mevcut endemik deniz canlilarinin

popiilasyonunun olumsuz yonde etkilenmesi olasidir.
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Ancak, D-2 uygulama son tarihinde uzamaya gidilmesi, gemilerde liman devleti
kontrolorleri tarafindan yapilan balast denetimlerinde gevsemeye sebep olabilecegi gibi
muafiyet veya D-1 standartlarina belirli bir siire daha devam edilmesi, istilact tiir riskini
arttirarak son donemlerde miisilaj tehdidiyle basa ¢ikmaya ¢alisan Izmit Kérfezi {izerinde
biiyiik bir baski olusturacaktir. IMO’nun deniz ¢evresini koruyacak kararlar almasi olasi
goziikse de Orgiit’iin yapisi geregi, diinya deniz ticaretinin gelistirilmesi igin yapilan
calismalar goz 6niinde bulunduruldugunda, belirli bir periyod igin muafiyete veya siire

uzatimina gidilmesi durumunu siirpriz bir karar olarak nitelendirmemek gerekmektedir.

5.2 Balast Suyu Soézlesmesi Kapsaminda PSC’lerin Yaptiklar1 Liman Devleti
Denetimlerine Iliskin Degerlendirmeler

Bu tez calismasinda istilac tiir tespiti i¢in 15 farkl tesise gelen 20 farkli gemiden 2018
Subat ve 2019 Mart aylarinda liman devleti kontrolorleri esliginde balast tanklarindan
veya manhole ya da hava firar noktalar1 gibi geminin muhtelif yerlerinden farkl
yontemlerle &rnekler almmustir. Orneklemeler esnasinda gemiler yoluyla istilact tiir
dagilimini ilk etapta frenleyebilecek ve balast denetimi yapmakla yiikiimlii liman devleti
kontroldrlerini gdzlemleme firsat1 edinilmistir. Ornekleme esnasindaki gézlem sonuglari

asagida sunulmustur:

Kontrolorlerin neredeyse tamaminin denizcilik kokenli olmasi sebebiyle balast suyunun
gemi operasyon boyutuna hakim olmasi ve gemi miirettebat1 kaynakli aksakliklarin tespiti
yoniinden olduk¢a maharetli olmalarinin aksine, biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve buna
bagli istilac tiir odakli galisma deneyimlerinin az olmasi nedeniyle balast suyuna dayali
liman devleti denetimlerinin, seyir giivenligine dayali denetimlerine kiyasla daha hafif
boyutta ele alindig1 gdzlemlenmistir. Ornek alimini takip eden siireg icerisinde Denizcilik
Genel Midiirliigiince, s6z konusu zayif noktalarin iyilestirilmesine yonelik farkindaligin

artirtlmasi egitimleri gibi baz1 adimlar atilmistir.

Oncelikle, Tiirkiye’de son zamanlarda agirlikli olarak Marmara Denizi ve Izmit
Korfezi’nde meydana gelen miisilaj problemi, antropojenik kaynakli atiklarda aritim

tesisi eksikliklerini ve var olan tesisler i¢in denetim sorunlar1 yasandigimi giin yiiziine
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cikarmustir. Izmit Korfezi'nin yogun kirlilik baskisi altinda oldugu gdz Oniinde
bulundurarak, bu baskiya birde istilaci tiir probleminin eklenmesi Korfez’in
biyogesitliligini olumsuz yonde etkileyebilecektir. Dolasiyla miisilaj probleminin
¢oziimiine yonelik Cevre Sehircilik ve Iklim Degisikligi Bakanligi yonetiminde,
Universiteler ve faydali olabilecek kuruluslarla bilimsel analizlere dayanan calismalar
yapilarak biyolojik ¢esitliligin aslinda sadece canli boyutuyla degil ekonomi ve sosyoloji

alanlar ile de etkilesim halinde oldugu dikkate alinmalidir.

Liman devleti kontrolorleri boyutunda, Denizcilik Genel Miidirligii direktifleri
dogrultusunda 2021 Mayis ayinda, Marmara bolgesindeki Liman Baskanliklarinda
calisan kontrolorlerin katildigit ve Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesinin detayli
anlatiminin yanisira, istilaci tiir problemleri, D-1 ve D-2 standartlari agisindan 6rnek alma
prosediirleri ve kontroldrlerce daha ¢ok hangi hususlarda siiphe duyuldugunda mevcut
gemiden Ornek alinmasi gerekliligini kapsayan bir sunum tarafimca gergeklestirilmistir.
Boylece istilaci tiir boyutuna vurgu yapilarak, liman devleti kontroldrlerinin farkindaligi

arttirilmistar.

Ayrica, Tarim ve Orman Bakanligi’nin UNDP ile yiiriittiigii ve kurumumun faydalanicisi
oldugu MARIAS (Deniz kokenli istilaci tiirler) projesinin odak noktasi olarak; proje
tabanli gelismeler UNDP ile yapilan toplantilar ile takip edilmekte ve 6zellikle istilaci
tiirlerin tespitinde kullanilmasi giindemde olan eDNA yontemi iizerine caligmalar
yapilmaktadir. Proje bitimiyle beraber ortaya koyulacak g¢iktilar 1s18inda, liman devleti
kontroldrlerine yenileme egitimleri verilerek eDNA yontemi hakkinda bilgi paylasgiminin
yanisira, bu yontemi denetimlere nasil entegre edebilecegimiz hususunda galismalar

yapilacaktir.

5.3 Morfolojik Taksonomi Yerine Genetik Tabanh Tiir Teshisinin Kullanimina

iliskin Degerlendirmeler

Gemi balast sulart ile dogal yasam ortami disindaki deniz bolgelerine ve bolgedeki
limanlara tasinan istilaci tiirlerin tespitinde ge¢mis donemlerde yogunlukla morfolojik

taksonomiye dayali tiir teshis yonteminden faydalanilsa da son donemlerde genetik
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tabanli tiir teshis yontemleri 6n plana g¢ikmaktadir (Jeunen vd. 2019). Geleneksel
yontemlerin bazi avantajlari 0lmasina ragmen dezavantajlari daha baskin oldugundan, bu
tez calismasinda eDNA metabarkodlama yontemi kullanilarak daha giivenilir ve hizlh
sonuclar elde edilmesi ve denizcilik sektorii ile istilac tiir tasinimi arasindaki iliskinin

dogru analizlere dayali sonuglarina ulagilmasi amaglanmistir.

Taksonomiye dayali tiir teshisinin zorluklar1 arasinda; organizmalarin (balast suyu gemi
tanklarina pompalanirken veya seyir esnasinda) morfolojilerinin bozulmasi veya hasar
gérmesinin yanisira organizmalarin larva evresinde olmasi gibi durumlarda tiir teshisinde
taksonomik acidan teshiste engeller yasanabilmektedir (Rey, 2019). izmit Kérfezi’nde
gerceklestirdigimiz tez ¢aligmasinda, Rey (2019) tarafindan uygulanan metodolojiyle
paralel bir yontem uygulanmig ve tiir teshisleri ortaya konulmustur. Ancak, tiir teshis
sonuclarina gore canlinin ortamda varolusu kanitlanamadigi i¢in; taksonomiye dayali tiir
teshisi ile eEDNA metabarkodlama yonteminin beraber yiiriitilmesi gerekliligi veya eRNA

yonteminin canliligi kanitlama agisindan daha basarili olacag: diistiniilmektedir.

Ayrica, limanlarda gemi balast sularmin izlenebilmesi igin ¢ok ¢esitli organizmalar
hakkinda taksonomik olarak deneyimli c¢alisanlara ihtiyag bulunmaktadir (David vd.
2015). Tez ¢alisma sonuglarimiza gore; bu tiirden deneyimli galisanlara sahip olmanin
zorlugu, denizcilik sektoriinlin uluslararasit bir sektor oldugu ve diinyanin en iicra
kosesinden bile yerel olmayan bir tiiriin balast sulari ile taginabilme olasiligi g6z 6niinde
bulunduruldugunda, organizmalar {izerinde genis capta taksonomik bilgiye sahip
olmayan calisanlarca yanlig tiir tantmlamalarina veya organizmanin yeni bir tiir olarak
teshis edilmesi gibi taksonomik inceleme agisindan hatalara neden olabilme olasiligini

dogurmaktadir.

Geleneksel yontemler, ¢ok sayida ve biiyiik capta Orneklerin tanimlanmasi gerektigi
durumlarda yogun is giicii ve yiiksek maliyet gerektirmektedir (Pochon vd. 2013; Zhan
vd. 2013). eDNA metabarkodlama yontemine kiyasla yavas sonug vermesi denizcilik
sektorii i¢in zamanin altin degerinde oldugu da dikkate alindiginda, yontemin veriminin
diisiik oldugu tartisma konusu olabilir. Ancak, Pochonvd. (2013), Zhanvd. (2013), David
vd. (2015)’den farkli olarak tez ¢alisma sonuglarimiz 1s1¢inda eDNA yontemi, gemilerde
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istilaci tiirlerin 6n tespiti i¢in geleneksel yontemlere gore avantajli bir konumda olmasina
ragmen, balast tanki i¢erisinde bulunan organizmalarin canligini kanitlayamayacagindan,
gemilerin tutulmasi ve cezai islem uygulama adimlar igin yetersiz kalmakta ve bu
nedenle geleneksel yontemlere de On tespit sonrast basvurulmasinin gerektigi

kanisindayiz.

Valentini vd. (2016); denizlerde gemi kaynakli istila durumuyla ilgili biyolojik ¢esitliligin
korunmast igin teshiste bulunmak, planlama yapmak ve ¢6ziim {iretmek i¢in oncelikle
hizl1 ve gilivenilir dataya ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir. DNA dizilerini tiir adlariyla
eslestiren zengin ve segilmis bir referans veritabaninin varligina dayanan bu yontemin,
belirli organizma gruplari igin zayif veritabanina sahip olmasi, son zamanlarda canli
dizilerinin sayisini arttirma yoniinde 6zellikle 6karyotlar i¢in yapilan ¢alismalarla nemli
derecede yol katetmesi Briski vd. (2016) ve Comtet vd. (2015 ) tarafindan bildirilmistir.
Bu baglamda, Izmit Korfezi'nde gerclestirdigimiz doktora ¢alismasinda morfolojik
teshisin belli bash sorunlarindan siyrilmak i¢in eDNA tabanli tiir teshisi yontemi
kullanilamistir. Tez sonuglari; yukaridaki arastirmacilart destekler nitelikte hizli ve
giivenilir bir sekilde tespit edilmis olup veri tabanlarinin zenginlesmesini kanitlar nitelikte

bircok okaryotik canlt DNA’s1 kullandigimiz veri tabanlari ile eslesmistir.

Visco vd. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada, Cenevre’de bulunan 27 nehir bolgesinden,
nehirlerde ve akarsularda su kalitesinin degerlendirilmesi i¢in biyoindikator olarak
yaygin bir sekilde kullanilmakta olan diatom Ornekleri alinmis olup g¢evresel DNA ve
RNA o6rneklerinde bulunan diatomlar1 belirlemek ve niceligini 6lgmek igin yeni nesil
dizileme yaklagimi test edilmistir. Calisma sonucunda, eRNA’nin canli organizmalari
tespitinde eDNA’ya nazaran daha basarili bulundugu belirtilmistir. Li vd. (2017)
tarafindan yapilan calismada ise farkli bakteri kombinasyonlar: ile deneysel olarak
eklenmis su numunelerinde canli bakteri tespiti i¢in DNA ve RNA bazli 16s rRNA
[llumina dizileme metodolojilerinin etkinligi ve hassasiyeti 6l¢tilmiis olup sonuglar RNA
tabanli dizilemenin, sudaki canli bakteri hiicrelerini tespit etmede DNA tabanlh
yontemlerden daha {istiin oldugunu gostermektedir. Yine, Giiney Cin Denizi’nde yapilan
calismada, su siitunundaki mikrobiyal dkaryotlarin ¢esitliligini ve metabolik aktivitesini

incelemek i¢in, 2 bolgeden toplanan orneklerden DNA ve RNA ekstraksiyonu
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yapilmigtir. Calisma sonucunda DNA ve RNA veri setlerinin, mikrobiyal okaryot
topluluk bilesiminde 6nemli farkliliklar gosterdigi ortaya konmustur (Xu vd. 2017).
Doktora ¢alismamizin tiir teshis sonuglar1 incelendiginde, sigir (Bos taurus) ve sempanze
(Pan troglodytes) gibi balast tanklarinda hayatta kalmasi miimkiin olmayan genler tespit
edilmistir. Bu durumda, Visco vd. (2015), Li vd. (2017) ve Xu vd. (2017) ile ayn1 goriiste
oldugumuzu belirterek, eDNA yontemine nazaran, eRNA yonteminin gelistirilerek

uygulanmasinin denizcilik sektorii agisindan daha net sonuglar verecegi diisiiniilmektedir.

Alternatif olarak, hedef organizmanin/organizmalarin yasayabilirligini anlamak i¢in
eRNA orneklerine PCR araglar1 uygulanabilmektedir. Riboniikleik asit, protein sentezi
icin ¢ok onemli bir bilesen olup genellikle bir hiicrede tek sarmallidir ve enzimler
tarafindan DNA'dan kopyalanabilmektedir. Dolayisiyla, biyolojik olarak aktif (canl)
organizmalarda Uretilir. eDNA ile karsilastirildiginda, eRNA deniz ortaminda daha hizli
bozunur ve bu nedenle canli biyotay1 tespit etmek igin daha giivenilir bir arag olarak kabul
edilmektedir (Laroche vd. 2016). Ancak, RNA'nin hassas bir yapida olmast yani hizli
bozulabilmesi ¢alismalar1 zorlastirmaktadir. RNA Orneklerinin toplanmasi, 6zel
ornekleme protokolleri, daha dikkatli koruma ve depolama gerektirmektedir (Rey 2019)
ve RNA'nin izolasyonu ile iliskili ek islem siiresi ve maliyetleri de goz oOniinde
bulunduruldugunda RNA ¢alisma potansiyeli nispeten daha nadir kullanilan bir yontem
haline gelmektedir (Zaiko vd. 2018). Doktora tez calismamiz esnasinda yapilan
ornekleme calismalar1 maliyetleri nispeten karsilanmis olsa da, eDNA yontemi yerine
eRNA yontemi tercih edilirken RNA’nin izolasyon maliyetleri goz Oniinde
bulundurulmali ve o dogrultuda planlama yapilmasi ¢alismanin sonuglanabilmesi
acisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica, RNA'nin balast suyu yoluyla ortama giren canlh
organizmalarin tespitine yonelik potansiyelini degerlendirmek ve gemilerde de genetik
analizler i¢in fizibilite ¢calismas1 yapabilmek i¢in kapsamli deneysel aragtirmalara ihtiyag

oldugu distliniilmektedir.

Visco vd. (2015) ve Zaiko vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismalarda, balast suyundaki
canli organizmalarin tespitinde eDNA metabarkodlama yerine eRNA'y1r hedefleyen
¢oziimler 6nerilmis ve bu yonde eRNA iizerine basarili protokoller gelistirilmistir. Ayrica

RNA izolasyonu ile tiir teshisinde canli organizmalarin tespiti s6z konusu oldugundan bir
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cok calismada DNA izolasyon yontemine gore daha sik kullanilmistir (Li vd. 2017; Xu
vd. 2017; Zaiko vd. 2018). izmit Korfezi’nde gemi balast sulari iizerine yaptigimiz tez
caligmasindaki tiir sonuglar1 incelendiginde, COI primer okumasi ile “Cyanea nozakii”
tespit edilen tiirler arasindadir. Ancak, “Cyanea nozakii” balast filtrelerinden
gecemeyecek kadar bliyiik bir deniz anasi tiiriidiir. Bu sonug¢ diger arastirmacilarin
sonuglarin1 destekler nitelikte ve eDNA yonteminin tankin i¢indeki mevcut canli
organizmanin tespitinden ziyade DNA dizilerinin tiir adlariyla eslesmesi prensibini
kanitlamakta olup canli organizma tespiti icin eRNA yOnteminin ileride yapilacak

caligmalarda kullanilmasinin faydali olacag: diistiniilmektedir.

5.4 Balast Suyu Sozlesmesi ve Rehberlerinin eDNA Metabarkodlama Yontemiyle
Uyumuna lliskin Degerlendirmeler

Yaklastk 3 yil gibi bir slire zarfinda, balast suyunun degisimini iceren D-1
standartlarindan tiimiiyle balast suyunu aritma isleminden gegirerek bosaltimi temel alan
D-2 standardina gegis yapilacagindan, D-2 standartlarinin denetimini hedef alacak

sistemlerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi diinya ¢apinda 6nem kazanacaktir.

Sonuglara bakildiginda, bu tez calismasinda kullanilan genetik tabanli yontemlerin yerel
olmayan tiirlerin tespitinde 6zellikle erken tani i¢in dnemli etkisinin olabilecegi ortaya
cikmistir. eDNA metabarkodlama yontemi; verilerin giivenilirligi, hizli sonug vermesi ve
nispeten uygun maliyet avantajlariyla genetik yontemler i¢inde 6n plana ¢ikmakta
(Valentini vd. 2016) ve balast suyu izleme programlarinda daha etkin kullanilmasi i¢in

yontemin gelistirilmesine devam edilmelidir.

eDNA metabarkodlama yonteminin, Balast Suyu Yonetimi Sozlesmesi rehberlerinde
bahsedilen ve yapilmasi gereken risk degerlendirmesinin saglam ve giivenilir bilimsel
verilere dayali olmasi (G7), gemilerdeki balast suyunun zararli sucul organizmalar ve
patojenlerin girisine yonelik bir vektor olup olmadiginin degerlendirilmesi (G13) ve
balast suyu degisimine yonelik deniz alanlarinin belirlenmesi (G14) gibi liman tabanl
arastirmalarda ve hedef tiir tespitinde etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in gelistirilerek

caligmalarin ana eksenine oturtulmasi gerekmektedir. Bdylece, istilaci tiirlerin ve
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patojenlerin dogal ortama girisleriyle beraber ¢evre, insan sagligi, mal veya kaynaklar
tizerinde olusturabilecegi etkiler ve sonuglar daha dogru yorumlanarak balast suyu

yonetimi agisindan 6nemli bir avantaj olusturmasi beklenmektedir.

5.5 Balast Suyu Sozlesmesi kapsaminda Muafiyetlerin ve G14 Rehberinin
Degerlendirilmesi

Balast Suyu Sozlesmesi Bolim A-4 incelendiginde ayni rotada veya spesifik limanlar
arasinda seyir yapan gemiler i¢in G-7 rehberi geregi risk degerlendirmesi yapilmasi
kosuluyla 5 yila kadar muafiyet verilebilecegi hiikiimleri yer almaktadir. G-7 rehberinde
risk degerlendirmesi icin konumlar arasindaki c¢evresel kosullarin karsilastiriimasina
dayanan “Cevresel eslestirme risk degerlendirmesi”, yiiksek riskli istilacilar1 belirlemek
icin kaynak ve hedef limanlarda/alanlarda c¢evresel benzerlik ve tiir kompozisyonunu
karsilagtirmaya dayanan “Ttirlerin biyocografik risk degerlendirmesi” ve belirlenen hedef
tirlerin dagilimmi ve oOzelliklerini degerlendirmeye dayali “Tiire 0Ozgili risk
degerlendirmesi” seklinde 3 farkli yontem gelistirilmistir (IMO, 2007b). Her yontemin
kendine 0zgii artilar1 ve eksileri oldugu goz 6niinde bulundurularak, bu yontemlerden
hangisinin tez c¢alisma bélgesi i¢in uygun oldugunun belirlenmesi ve bu yonde
protokollerin olusturmasi énem arz etmektedir. Bu baglamda, HELCOM-OSPAR’1n
ortaklasa cikardigi ve Balast Suyu Sozlesmesi Bolim A-4 kapsaminda muafiyet
protokollerinin belirlendigi ve ortaklasa yayinladiklart bir rehber bulunmaktadir
(Anonymous, 2003).

Tez ¢alismasiin yiiriitiildiigii Marmara Denizi i¢erisinde yer alan ve hassas bir bolge olan
[zmit Korfezi bélgesinin istilac tiirlere karsi korunmasi adina, degerlendirmenin bir
biyocografik bolge i¢inde sinirli sayida zararhi tiir {izerinde gerceklestirilebilecegi
durumlar i¢in en uygun oldugu diisiiniilen “Tiire 6zgii risk degerlendirmesi” gibi bir
yontemin kabul edilerek, Marmara Denizi’nin Karadeniz’in bir kolu ve fiziksel/ kimyasal
ozelliklerinin benzer oldugu da gz oniinde bulunduruldugunda, Karadeniz’in Kirlilige
Kars1 Korunmasi Biikres S6zlesmesi altinda faaliyet gosteren Karadeniz Komisyonunca
(BlackSea Commission) muafiyete 06zgii protokollerin hazirlanmasi  gerektigi

distiniilmektedir.
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Son olarak, balast suyu degisimine yonelik deniz alanlarinin belirlenmesi (G14) rehberi
uyarinca geminin sefer yapacagi iki liman arasinda D-1 degisim standardi i¢in uygun
deniz alanlar1 bulunmadigi durumlarda, geminin balast suyu degisimi i¢in sefer bolgesi
disina ¢ikmamasi sartiyla, bayrak devleti tarafindan balast suyu degisimi yapilacak
alanlarin belirlenmesi ve bu bdlgelerde geminin limana varmadan balast degisimini
tamamlamas1 gerekmektedir. Ancak, Ulkemizde bu bolgelerin heniiz belirlenmemis
olmas1 sebebiyle Yunanistan’in dogu yiiziine bakan limanlarindan Izmit bolgesine veya
Karadeniz’e seyir yapan gemilerin balast degisimlerinden sorun yasanmakta ve Ege

Denizi’ne 6zgii tiirlerin Marmara ve Karadeniz’e taginimi riski olugsmaktadir.

5.6 Farkh Primerlerin Kullanim ile Elde Edilen Okuma Sonugcalarina iliskin

Degerlendirmeler

Tez galigmas1 kapsaminda primer okumalarina gore sonuglar incelendiginde 12s primer
okumasinda 1, Coi primer okumasindan 3, 18sv4 primer okumasinda 3 ve son olarak
18sv8 primer okumasindan ise 3 tane istilaci tiir tespit edilmis olup toplamda 6 farkli
istilac1 tiir ile karsilasilmistir. Tespit edilen istilaci tiirlerden “Penaeus vannamei” ve
“Prorocentrum micans” siipheli okuma olarak karsimiza ¢ikmistir. Tiim primer okumalari
kendi i¢lerinde incelendiginde; tiirlerdeki stipheli okuma yiizdesi bakimindan 16s primer
okumasi %89 ile ilk sirada yer alirken, Coi primer okumasi %84, 18sv4 primer okumasi
%77, 18sv8 primer okumasi %73 ve 12s primer okumasi %13 ile siralanmaktadir. Stipheli
okuma yiizdeleri rakamsal olarak detayli bir sekilde incelendiginde; eDNA
metabarkodlama yontemiyle tiir tespitlerinde %89’ luk siipheli okuma yiizdesi ve hig
istilac1 tiir tespit edilememesinden Otiirii 16s omurgali primer okumalarinin eDNA
yonteminde tercih edilmesinden ziyade, %13 gibi diisiik bir siipheli okuma yiizdesine
sahip ve diger primer okumalarinda tespit edilemeyen “Nostoc sp.” istilac1 tiiriinii tespit
edebilmis ve Zhang vd. (2020)’nin de c¢alismasinda belirttigi gibi 12s balik/omurgali

primer okumalari tercih edilebilir.

Ayrica, COl primer okumasi 18sv4 ve 18sv8 primer okumasiyla kiyaslandiginda yiiksek
stipheli okuma yiizdesi (%84) ve tespit ettigi istilaci tiirlerden birinin siipheli okuma

olarak tespit edilmesinden Otiiri balast suyu 6rnekleme g¢alismalarinda primer okuma
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tercihlerinde son siralarda tercih edilmesi sonucu ortaya konabilir. 18sv4 ve 18sv8 primer
okumalar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise birbirlerine gore art1 ve eksileri olup
birbirlerini tamamlamaktadir. Bu baglamda; protistler i¢in kullanilan (Forster vd. 2016)
18sv4 ve 18sv8 primer okumalari birbirlerine gore farkl istilaci tiirleri tespit ederken
(“Alexandrium minutum” ve “Prorocentrum micans”) birbirleriyle ayni tiirler de
(“Prorocentrum mexicanum” ve “Rhopilema Nomadica”) tespit edilmistir. 18sv8 primer
okumasinda “Prorocentrum micans” sipheli okuma olarak tespit edilirken,
“Prorocentrum mexicanum” 18sv4 primer okumasina kiyasla yiiksek okuma sayisiyla
tespit edilmistir. Doktora tez ¢alismasi sonucunda kullanilan iki farkli primer okumasi
eDNA metabarkodlama yontemi i¢in 6nemli primer okumalar1 olarak 6ne ¢ikarken ayni
zamanda birden ¢ok primer kullaniminin yiiksek oranda tiir eslesmesinin tespiti agisindan
Oonemi ortaya ¢ikmaktadir ve (Zhang vd. 2020)’nin arastirmasinda savundugu birgok

primerle ¢calismanin tiir tespiti agisindan avantajlarini destekler niteliktedir.

Zhang vd. (2020) tarafindan yapilan arastirmada, 12s primerinin tiirlerin tespitinde
basarili sonuclar verdigi belirtilmistir. Doktora tezimizin eDNA metabarkodlama tiir
tespit sonuglarina gére ve Zhang vd. (2020) ile benzer sekilde ; eDNA metabarkodlama
yonteminde agirlikli olarak 16s primer okumasi yerine, 12S basta olmak tizere, 18sv4 ve
18sv8 primer okumalar1 takip edebilir. Keskin ve Atar (2013) tarafindan yapilan
calismada, DNA barkodlama yontemi ile geleneksel yontemlerin kiyaslamasi yapilmis ve
sitokrom oksidaz c¢ alt iinite I (COI) geninin tiir seviyesinde belirgin bir genetik
varyasyon ve ayrim gliciine sahip olmasi, genis bir taksonomik dlgekten canlilar i¢in
uygun evrensel primerler ile ¢ogaltilabilen, korunmus ug¢ bdlgelerine sahip olmasi ve
DNA izolasyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunluguna sahip olmasi
seklinde siralanmaktadir. Ancak, arastirma sonuglarimiz incelendiginde Keskin ve Atar
(2013)’den farkli olarak yiiksek siipheli okuma yiizdesi olusturmasindan dolayr COI

primer okumasi 12s, 18sv4 ve 18sv8 primer okumalarini takip edebilir.

5.7 istilac1 Tiir Sonuglar: ve Risk Analizlerine iliskin Degerlendirmeler

Doktora tez ¢alismamiz kapsaminda istilaci tiir sonuglari incelendiginde 10 adet tiir ile

karsilasilmis olup baz: tiirlerin tekerriirlii tespiti saglanmistir. Tekerriirlii sonuglar gézardi
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edildiginde 6 adet istilaci tiirle karsilasiimakta olup bunlar; “Nostoc sp.”, “Penaeus
vannamei”, “Prorocentrum micans”, “Rhopilema Nomadica”, “Alexandrium minutum”
ve “Prorocentrum mexicanum” olarak karsimiza ¢ikmaktadir. “Prorocentrum micans”
18sv8 primer okumasinda siipheli okuma olarak karsimiza ¢ikmasina ragmen, Coi primer
okumasinda da tespit edildigi i¢in dikkate alinmistir. Ancak bir karides tiirii olan
“Penaeus vannamei” ¢ok diisiikk sayida bir siipheli okuma olarak tespit edilmesi ve

tekerriirti bulunmamasi sebebiyle dikkate alinmamaistir.

Izmit Kérfezi’'nde yaptigimiz tez calismasi sonuclarina gore tiirler agisindan bir
degerlendirme yapildiginda ise COI primeri ile bir karides tiirii, 12 s primeri ile bir bakteri
tiirti, 18sv4 ve 18sv8 primerleri ile 3 dinoflagellat tiirii ve Douek vd. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismada ad1 en tehlikeli istilaci tiirler arasinda gosterilen ve Kizildeniz kokenli
olan bir deniz anas1 tiirii (Rhopilema nomadica), Izmit Kérfez bdlgesinden alinan balast

suyu ornekleri i¢in COl ve 18sv4/18sv8 primerleri ile tespit edilmistir.

Bir tarakli mediiz tiirii olan ve Bat1 Atlantikten gemi balast sulari ile Karadeniz’e geldigi
tahmin edilen istilaci tiir “Mnemiopsis leidyi “nin Karadeniz’in biyolojik ¢esitlilige, bolge
turizmine ve dolaysiyla da bolge ekonomisine ne denli zararlar verdigi ve bu zararlarin
telafisinin yillar siirdiigii bildirilmistir (Bat 2002, Saglam vd. 2011). Gergeklestirdigimiz
doktora tez galismasinda “Rhopilema nomadica” tiirii igin risk analizi yapilarak sonuglar
bulgular kisminda sunulmustur. Siiveys Kanali vasitasiyla tilkemizin Akdeniz kiyilarina
ulasan Hint Okyanusu ve Pasifik Okyanus kokenli oldugu Silfen vd. (2003) tarafindan
bildirilen istilact deniz anasi tiirii “Rhopilema nomadica” igin “Mnemiopsis leidyi”
vakasindan edinilen bilimsel, teknik ve ekonomik deneyimler de goz Oniinde
bulundurularak bir yaklasim sergilenmelidir. Fridel vd (2016) tarafindan belirtildigi gibi
Rhopilema nomadica tiiriiniin alerjik dokunaglari insan saghgm etkileyebilir. Ulkemiz
turizminin lokomotifi olan Akdeniz kiyilarinin Rhopilema nomadica tarafindan istilasi
durumunda bolgedeki turizm aktivitelerini olumsuz etkileyebilecegi, balik aglarina ve
dolayisiyla balik¢iliga verebilecegi zararlar ile biyolojik ¢esitliligi ve bolge ekonomisini
negatif sekilde etkileyebilecegi goz oniinde bulundurulmali, bu dogrultuda tiire 6zgii
bilimsel gézlem ¢aligmalari yapilarak, gelecekte verebilecegi zararlar en aza indirilmeye

calisiimalidir.
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Li vd. (2018) ve Huang vd. (2021) tarafindan yapilan calismalarda, Akdeniz ve
Adriyatik’te tespit edilen “Uronema marinum” bir parazit cinsi olup baliklarin yiizgeg, i¢
organ ve kas yapisinda agir enfeksiyona yol acarak oliimlerine sebep oldugu ortaya
konulmustur. izmit Korfezi'nde gerceklestirdigimiz tez ¢alismasi sonuglarina gore
“Uronema marinum” tespit edilen tiirler arasinda yer almaktadir. Korfez’in yar1 kapali
bir su kiitlesi oldugu ve asirn kirlilik yilikiine maruz kaldigi gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, tespit edilen parazitin halihazirda kisitli olan balik populasyonu i¢in
risk teskil edebilecegi, bu sebeple de izleme c¢alismalarinin 6nemli oldugu

distiniilmektedir.

Ayrica, Feehan vd. (2013), Nowak ve Archibald (2018) ve Hernandes vd. (2020)’nin
belirttigi lizere patojenik bir amip tiirii olan ve deniz kestanelerinde hastaliga yol agan
“Paramoeba branchiphila” tiirii, izmit Korfezi’nde gergeklestirdigimiz tez calismasinda,
tespit edilen tiirler arasinda yer almaktadir. Bat (2002) tarafindan yapilan ¢alismada
belirtildigi tizere, Kizildeniz'de goriilen dikenli ve zehirli deniz kestanesi, Siiveys Kanali
araciligiyla tilkemiz kiyilarina ulagmis, diger istilact balik tiirleri i¢in korunma alani
olusturmus ve istilact balik tiirlerinin yayilimimi hizlandirdigr belirtilmistir. Ayni
arastirmact tarafindan yapilan calismada ge¢mis donemde Karadeniz’de yasanan
“Mnemiopsis leidyi” denizanasi istilasi, yine bir istilaci tarakli organizma tiirii olan ve
“Mnemiopsis leidyi” tizerinden beslenen “Beroe Ovata” tiirii ile diisiise gectigi
belirtilmistir (Bat 2002). Doktora calisma sonuglarimiz kapsaminda, tespit ettigimiz
“Paramoeba branchiphila” tiiriinlin deniz kestanelerinin kontrol altina alinmasi ve
dolayli olarak istilaci balik tiirlerinin yok edilmesi ¢aligmalarinda olumlu bir etkiye sahip

olacag1 sOylenebilir.

5.8 Genel Degerlendirmeler

Bu tez ¢alismasi, lilkemizde en yogun gemi trafigine sahip, her ¢esit geminin diinyanin
her alanindan ugrak yaptigi ve numune alinan 20 adet liman tesisini i¢inde barindiran
Izmit Korfezi baz almarak gerceklestirilsede, sonuglarinin her bélge igin

degerlendirilebilecek tarzda oldugu diisiiniilmektedir.
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Diinya ticaretinin % 90’1na yakininin deniz yoluyla yapildig: diisiiniildiiglinde gemi balast
sularinin ne denli risk barindirdigr agiktir. Gegmis dénemler ile kiyaslandiginda risklerin
belli 6l¢tide degistigi ortadadir. Siirekli gelisen teknolojiyle beraber hem gemilerin hizlar
artmis hem de ugrak yaptig1 limanlardaki yiik bosaltim stireleri kisalmistir. Dolayisiyla
istilac1 tiir tagimiminda olusan bu riskleri taraf oldugumuz ‘Balast Suyu Yonetimi
Sozlesmesi' goz oniinde bulundurularak uygun bir sekilde yonetme gerekliligi, geleneksel
yontemlerdense eDNA metabarkodlama yontemi gibi modern ve hizli bir yontemin

kullanilmasini 6n plana ¢ikarmistir.

Kiiresellesmeyle beraber artan deniz ticareti, gemi balast sular1 araciligi ile lilkemiz
sularina giren zararh organizmalar1 (yerli olmayan tiirler ve Kriptojenik/istilaci tiirler) ve
patojenleri tespit etmek icin genetik aracglara dayanan ¢aligmalarin ve uygulanabilirliginin
degerlendirilmesinin dnemini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica, izmit Kérfezin’de daha énce
gozlemlenmeyen istilac tiirlerin giivenilir ve dogru tespiti, bolge ekolojisinin yonetimi
acisindan oldukca 6nemli olup eDNA metabarkodlama yontemi, biyolojik c¢esitliligin

korunmasi ve yonetimi agisindan entegre bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir.

Balast Suyu Yonetimi S6zlesmesi’'ne gore, 08 Eyliil 2024 tarihi itibari ile 400 GT ve tizeri
tim gemiler D-2 standartlarina sahip olmasi sart1 liman devleti kontrolorlerinin aritim
cthazlarimin ¢aligma prensipleri iizerine biraz daha yogunlagmasi gerekliligini
cthazlarmin calhisirliginin test edilebilmesi agisindan ortaya ¢ikarmaktadir. Bir bagka
ifadeyle, sdzlesme balast suyunda bulunan istilaci tiirlerin tespitinden ziyade belirli bir
mililitredeki organizma sayisim1 hedef aldigindan, kontrolériin cihazin  verimli
calistigindan emin olmasi gerekliligi goz oniinde bulundurulmalidir. eDNA yontemi, bir
geminin tasidigi balast suyunun D-2 standartlarina uygunlugunun degerlendirilmesi, yani
canl1 organizma sayisinin tespiti i¢in sinirli bir olanak saglasada, farkli balast suyu aritim
sistemlerinin verimliligini karsilagtirmak igin kullanilabilir. Diger yandan, siiphe duyulan
gemiden alinacak balast su 6rnegi icin eDNA metabarkodlama yontemiyle tiir tespiti
yapildiktan sonra tiiriin istilac tiir listesinde taramas1 yapilarak istilact olup olmadigina
karar verilmesi gerekmektedir. Ancak halihazirda kapsamli bir istilact tiir listesi
tilkemizde bulunmamaktadir ve bu ydnde bir veri havuzu olusturulmasi 6nem arz

etmektedir.
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Bununla beraber olas1 bir istilac tiir tespitinde cezai islem uygulanmasinin nasil olacagi
ve balast suyunun nasil bertaraf edilecegi, Sozlesme’nin heniiz deneyim kazanim
stirecinde (exprimental building phase) olmasi sebebiyle heniiz netlik kazanmamustir.
Ayrica, cezai islem uygulamasinda karsilasabilinecek herhangi bir hukuksal durumda
eDNA yontemi tiiriin tank igindeki mevcudiyetini kesin bir sekilde kanitlayamayacagi
icin geleneksel laboratuvar yontemlerinden belli dlciide faydalanilmasi diisiintilebilir.
COIl primer okumasinda diisiik okuma ylizdesiyle tespit edilen genellikle hayalet
denizanas1 olarak bilinen “Cyanea nozakii” aslinda morfolojik olarak balast alim
esnasinda filtrelere takilacagi igin balast tankina girisi oldukg¢a zor ya da imkansiz bir
deniz anasi tiriidiir. Bu kapsamda; eDNA metabarkodlama yontemiyle tespit edilen tiir
sonuclarinin tiirlerin fiziki varliklarindan ziyade tiiriin DNA s1 oldugu veya DNA’nin gen
bankasi taramasinda en yakin tiirle eslesmesi oldugu gz oOniinde buluindurulmasi

gereken 6nemli bir husustur.

Liman devleti kontroldriiniin gemiye c¢ikmasiyla beraber adim atacagi prosediirler
IMO’nun belirledigi kapsamda belli olsa da, numune aliminin 6zellikle D-2 standardina
sahip gemilerde nasil yapilacagi ve sonrasinda yapilacak is ve islemler, BWM
Sozlesmesinin kiiresel olarak degerlendirilmesi agisindan hala deneyim kazanim
siirecinde (exprimental building phase) olmasi ve bu siiresin Agustos 2022 tarihinde
diizenlenecek olan MEPC 79 komite toplantisina kadar uzatilmasi nedeniyle tam

anlamiyla netlik kazanamamustir.

Ulke denizlerimizin korunmasimin ¢ok dnemli bir politika olmasi, son yasanan musilaj
felakatiyle birlikte bir kez daha ortaya ¢ikmigtir. IMO’da alinacak kararlari beklemeden,
konumumuzu 6nceden belirleyerek bu dogrultuda numune alim sonrasinda yapilmasi
gereken fazlarin belirlenmesini takiben gemi balast sulari ile tasinan istilaci tiirlerle
miicadelemizde alacagimiz on tedbirler sayesinde biiyiik basarilar elde edebilecegimiz

sOylenebilir.

Giliniimiiz teknolojileriyle beraber emisyonlarin azaltilmasina istinaden doga dostu
elektrikli gemilerin tiretilmesi, gemi yakitlarinda kulanilan siilfiir oranin azaltilmasi veya

karbonsuzlastirma politikas1 olarak gemilerin limanlarda demirde iken makinelerinin
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limandan temin edilecek elektrikle idamesi (cold-ironing) giindemde olan Birlegsmis
Milletler Strdiirtilebilir Kalkinma Hedefleri (SDGs) ve Avrupa Birligi ¢evre koruma
politikalartyla uyumlu gelismelerdir. Ancak, bu teknolojik gelismelerin higbiri gemilerin
balast tanklarina olan ihtiyacinin ve dolayisiyla istilaci tiirlerin dolagiminin Oniine

gecememektedir.

Denizcilik sektorti, biyolojik ¢esitlilige ve dolayli olarak ekonomiye darbe vuran istilaci
tiirlerle miicadele igin balast suyu aritim cihazlarinin gemilere kurulumu yiikiimliligiini
yuriirlige koymustur. Sadece aritim cihazlarina giivenilmemeli, calisabilirligi liman
devleti kontrolorleri tarafindan siklikla denetimden gegirilmelidir. Sonug olarak; siiphe
duyulan veya riskli bolgelerden gelen gemilerden almacak 6rnekler icin Universiteler
veya farkli kurum/kuruluslar ile Bakanlik arasinda gerekli protokoller yapilarak hizli ve
giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle ¢eDNA metabarkodlama ydnteminin istilaci tiir
tespiti i¢in balast suyu yonetim asamalarina entegre edilmesi, sik 6rnek alimina gidilmesi
ve bu dogrultuda istilaci tiir riskini yonetme hususunda planlamalarin yapilmasi biiyiik

Onem tagimaktadir.
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