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Eber Golii Prokaryotik CesitliliZinin Metagenomik Calismasiyla Karakterizasyonu

Fahri PAT?, Sultan FIDAN PEDUK?!, Nese AKCAY?, Hatice Kiibra KIZIL PAT?, Ercan ARICAN®"

One Cikanlar: OZET:
» Prokaryotik ¢esitlik
» Metagenomik

+ 16srRNA

Eber Goli, Tiirkiye'de gogmen kuslarin gecis rotasi iizerinde yer almakta ve sazlik alanlari
sayesinde birgok kus tiiriine dogal {ireme ve yasam alani saglamaktadir. Ulkemizde bu kadar
onemli bir gdl olmasina ragmen prokaryotik cesitlilik konusunda yeterli ¢alisma olmadig1
goriilmiistiir. Metagenomik analiz DNA izolasyonu ile elde edilen mikroorganizmalarin
tirlerini, genetik yapilarii, fonksiyonel rollerini ve insan ile ekolojik saglik iizerindeki
etkilerini belirlemeyi miimkiin kilmaktadir. Yeni nesil dizileme (YND), bircok DNA veya
RNA o6rneginin eszamanli olarak yiiksek hizda ve yiiksek hassasiyetle dizilenmesini miimkiin
kilan, modern bir DNA/RNA dizileme teknolojisidir. Bu ¢alismamizda Eber Gélii'ne ait 16S

Anahtar Kelimeler:
+ Ekoloji

*  Metagenomik

» Prokaryotik

. fﬁﬁ‘ﬂ‘llﬁg dizileme ribozomal DNA (rDNA) (V3-V4 bélgeleri) dizilerinin metagenomik analizi igin yiiksek verimli
. 165 rRNA YND yontemleri kullanilmistir. Prokaryotik ¢esitliligi incelemek amaciyla MOTHUR yazilim1

kullanilarak Illumina NovaSeq teknolojisi ile elde edilen dizi verileri analiz edilmistir.
Analizler sonucu Proteobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes ve Actinobacteria Subelerinin
baskin oldugu ortaya cikarilarak Eber Golii'ndeki prokaryotik gesitlilik detayli bir sekilde
karakterize edilmistir.

Characterization of Prokaryotic Diversity in Eber Lake through Metagenomic Analysis

Highlights: ABSTRACT:
» Procaryotic diversity

. Metagenomic Eber Lake is located on the migration route of birds in Turkey and provides natural breeding

and habitat for many bird species thanks to its reed areas. Despite being such an important lake

* 16srRNA : . s L2 :
Kevwords: in our country, there has been insufficient research on prokaryotic diversity. Metagenomic
m analysis enables the determination of the species, genetic structures, functional roles, and their

effects on human and ecological health of microorganisms obtained through DNA isolation.
Next-generation sequencing (NGS) is a modern DNA/RNA sequencing technology that allows
for the simultaneous high-speed and high-precision sequencing of many DNA or RNA

* Metagenomic
» Prokaryotic

. (Ijlll\l/J?rr]SilrgSe uencin samples. In this study, we used high-throughput NGS methods for metagenomic analysis of
. 165 rRNA g g 16S ribosomal DNA (rDNA) (V3-V4 regions) sequences from Eber Lake. The obtained

sequence data using Illumina NovaSeq technology was analyzed with MOTHUR software to
investigate prokaryotic diversity. The analysis revealed that the Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, and Actinobacteria phyla were dominant, and the prokaryotic
diversity in Eber Lake was characterized in detail.
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GIRIS

Kiiresel su kaynaklarinin yaklasik %0.8'ini olusturan goller gibi tatli su habitatlari, siirdiiriilebilir
ekosistemlerin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir (Garcia ve ark., 2014). Gol ekosistemleri
bircok biyojeokimyasal aktivitenin merkezi olup, bu ekosistemlere bagimli topluluklar i¢in gerekli
genis bir biyolojik aktivite yelpazesinde yer alabilme potansiyeline sahiptirler (Tranvik ve ark., 2009;
Eiler ve ark., 2014). Bu ekosistemlerde gézlemlenen yogun dinamizm, g¢evresel kosullarinda hizli
degisikliklere neden olabilmektedir. Tatl1 su ekosistemlerinin ¢evresel durumu, ekolojik parametrelerin
dlciilmesi yoluyla degerlendirilebilir (Carpenter ve ark., 2011). Insan miidahalesi ve kirlilik, yaklasik
olarak tatli su ekosistemlerinin %80'inin su giivenligi sorunlariyla karsi karstya kalmasina neden olan
su Kkalitesinin bozulmasinda rol oynamaktadir (Vorosmarty ve ark., 2010). Bu nedenle,
sirdiiriilebilirliklerini saglamak i¢in farkli tatli su ekosistemlerinin ekolojik durumlarin1 verimli bir
sekilde karakterize etmeye ihtiyag vardir.

Tath su rezervuarlar ve siirdiiriilebilirligi, 6zellikle artan tath su ve sanayilesme talebinin bu
sonlu kaynak tizerinde ciddi kisitlama getirdigi gelismekte olan iilkelerde ilgi ¢ekici bir konu olmustur
(Bhaduri ve ark., 2015). Birlesmis Milletler'e bagli UN-Water kurulusu, kiiresel 1sinma, kuraklik ve
niifus artig1 gibi faktorler nedeniyle su talebinin artmasiyla birlikte tatli su kaynaklarinin azaldigini
bildirmistir (“Wake up to the Looming Water Crisis, Report Warns,” 2021). Diinya'nin yilizeyinin
%75'1 su ile kapli olmasma ragmen, insanlar tarafindan kullanilabilecek tatli su miktar1 sinirhdir.
Mevcut su kaynaklarinin %]1'den az1 tath su kaynaklaridir ve hem ekosistem hem de insan kullanimi
icin uygun olan tath su kaynaklar1 sadece 105 bin kilometrekarelik bir alana denk gelmektedir. Diinya
genelinde yaklagik 35 milyon kilometrekiip tatli su bulunmaktadir (“Water: Facts and Trends,” n.d.).

Tiirkiye, beklendiginin aksine su kaynaklari agisindan zengin bir iilke degildir. Tiirkiye'de
niifusun giderek artmasi ve su kullanim alanlarinin genislemesi, tilkemizin "su fakiri" bir {lilke olma
yolunda ilerlemesine sebep olmaktadir. Bu durum, su kaynaklarinin siirdiirtilebilir sekilde kullanimi ve
yonetimi agisindan biiyiik dSnem tagimaktadir (Kulturportali.gov.tr, 2023). Devlet Su Isleri (DSI) resmi
internet sitesinde belirtilen kriterlere gore, tilkelerin su zengini veya su fakiri olarak siniflandirilmast,
yillik kisi basina diisen su miktarina baghdir. Bu smiflandirmaya gore, yillik kisi basina diisen su
miktar1 8.000 m*ten fazla olan iilkeler "su zengini", 2.000 m*ten az olan iilkeler "su kithig1 yasayan
iilkeler" ve 1.000 m*ten az olan iilkeler ise "su fakirligi ¢eken iilkeler" olarak kabul edilmektedir.
Tiirkiye'de yillik kisi basina diisen su miktar1, DSI'nin verilerine gore yaklasik 1519 m®tiir. Bu nedenle
Tiirkiye, su kitlig1 yasayan iilkeler kategorisinde yer almaktadir (Kulturportali.gov.tr, 2023).

Eber Kasabasi sinirlarinda bulunan gél, Afyonkarahisar'in Cay Ilgesi'nde yer almaktadir ve
Tiirkiye'nin 12. biiyiik goliidiir. Ayn1 zamanda, Afyonkarahisar-Bolvadin bolgesindeki en 6nemli sulak
alanlardan biridir. Bu goliin en derin noktasi 21 metre olup, ylizdl¢iimii 150 kilometrekare ve deniz
seviyesinden yliksekligi 967 metredir. Eber Golii'nde yetisen Eber Saris1 adli endemik bitki tiirii diinya
genelinde yalnizca burada bulunmaktadir. Sultan Daglari'nin kuzeybati yamaglariyla Emirdaglari'nin
giiney uzantilar1 arasinda, tektonik bir g6l olan Akarcay-Eber kapali havzasi i¢inde yer almaktadir.
Tiirkiye’de gocmen kuslarin go¢ rotasi iizerinde yer alan Eber Goli, sahip oldugu sazlik alanlar
sayesinde bir¢ok kus tiiriine lireme ve yasam alani saglamaktadir. Bu golde, ekonomik agidan en
yiiksek degere sahip olan kamis tiretimi yapilmaktadir ve ayn1 zamanda sazan, turna ve aynali sazan
balig1 gibi tiirler de bulunmaktadir (Goller.gen.tr.2021). Eber géliiniin cografi ve tiiketilebilir 6nemine
ragmen, bu ortamlardaki bakteri topluluklarinin metagenomik profillemesi hakkindaki bilgiler eksiktir
(Sekil 1).
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Biyoteknolojik ve tibbi 6neme sahip yeni genler, metabolik yollar ve dnemli iiriinlerin kesfi i¢in
metagenomik degerli bir aragtir (Culligan ve ark., 2014). Yiiksek kapasiteli DNA dizileme
teknolojilerinin ortaya ¢ikisi, metagenomik arastirmalarin gesitli ortamlardaki mikrobiyal topluluklarin
sadece bilesimini degil, ayn1 zamanda islevsel yeteneklerini de karakterize etmeye yonelik bir
donilisim saglamaktadir (Jovel ve ark., 2016). Metagenomik analizler, hizli ve yiiksek dogrulukla
gerceklestirilebilen YND yontemleri ile yapilmaktadir. Bu teknoloji, bitki, bakteri, maya, kiif, viriis
gibi mikroorganizmalarin genomlarini basarili bir sekilde dizilemeyi saglamaktadir. Bugiin, [llumina
Genome Analyzer, Complete Genomics, Applied Biosystems SOLID, Helios ve lonTorrent gibi
popiiler YND araglart kullanilmaktadir (Jongman ve ark., 2020; Nair ve ark., 2020).

YND teknolojileri, son yillarda gelistirilmis en 6nemli teknolojilerden biri olarak ortaya ¢ikmis
ve bugiin kullanilan teknolojiler arasinda yer almakta olup, yliksek dogruluk ve ultra hizli dizileme
Ozellikleri nedeniyle transkriptom analizi, ploidi diizeyinin belirlenmesi, molekiiler belirteg
gelistirilmesi ve mRNA profili belirlenmesi gibi bir¢ok ¢aligmada kullanilabilmektedir.

Bu c¢aligma, Eber Goli'niin YND yontemleri kullanilarak metagenomik degerlendirmesini
sunmaktadir.
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Sekil 1. Eber Goliiniin cografi konumunu gosteren Tiirkiye haritas1 (Google maps, 2020)

MATERYAL VE METOT

Orneklerin Toplanmasi
Bu aragtirma i¢in, gogmen kusglarin go¢ rotalar1 iizerindeki Eber Golii se¢ilmistir. Su ornekleri,
Eber Goliin’den Aralik  2019'da  steril kaplarda toplanmustir (Sekil 1). Su O6rnekleri

E1(38.6156136,31.1611862), E2(38.6147305,31.0937524) ve E3(38.6147305,31.093754)
lokasyonlarindan toplanmistir. Su 6rnekleri yiizey alt1 tabakasindan (1 m derinlik), su siitununun orta
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segmentinden ve sedimanin 1m {izerindeki su tabakasindan esit oranlarda 1 L su 6rnegi alinmistir. Su
ornekleri DNA izolasyonuna kadar karanlikta 4 °C'de muhafaza edilmistir. Orneklerin pH degeri SM
4500 H+ B pH metre cihazi kullanilarak belirlenmistir.

DNA izolasyonu

Calismada, su Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir: 1 L su 6rnegi, 0.22 pum steril filtre
kagidi (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanilarak filtre edilmistir. Filtre kagidi 2 ml'lik bir
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir. DNA izolasyonu Qiagen DNeasy PowerWater Kit iireticinin
talimatlarina gore yapilmistir (Gilbert vd., 2011). DNA konsantrasyonu ve safligit Thermo Scientific
NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazi kullanilarak 6lgiilmiistiir (Cseke ve ark., 2003). Izole edilen
DNA o6rnekleri 16S rDNA dizilemesi ve metagenomik analizleri i¢in Gen Ova, Istanbul, Tiirkiye
gonderilmistir.

Dizileme ve biyoinformatik analizi

341F: 5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3' / 805R: 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3
primerleri, 16S rDNA'nin V3-V4 bdlgelerini hedefleyen bir tasarima sahiptir. Bu bdolgeler, yaklasik
olarak 465 baz cifti uzunlugundadir. Amplifiye edilen kiitiiphane, NovaSeq platformunda ¢ift yonlii
okuma i¢in kullanilmistir (2x250 baz ¢ifti) (Klindworth vd., 2013).

Toplanan veriler, Mothur v.1.48.0 yazilim1 (Schloss ve ark., 2009) kullanilarak analiz edilmistir.
fleri ve geri okumalar, kontigler halinde birlestirilip filtreleme islemine tabi tutulmustur. Belirsizlik
iceren veya 8 baz ciftinden uzun homopolimer igeren diziler filtrelenmistir. Filtreleme isleminden
sonra, tekrarlayan diziler tekillestirilmis ve ardindan SILVA v132 referans kiiclik alt birim rRNA gen
hizalamasi veritabani (Quast ve ark., 2013) kullanilarak hizalanmistir. Baslangi¢ ve bitis pozisyonlari,
tiim hizalamay1 kapsamayan dizileri elemek icin %95 kesim degeri kullanilarak optimize edilmistir.

Hizalamalar yapildiktan sonra, bosluk veya nokta karakterleri iceren siitunlar ¢ikarilmis ve
diziler ikinci kez tekrarsiz hale getirilmistir. Azami 100 baz g¢ifti farkliligina sahip diziler, VSEARCH
yonteminin Mothur siirtimii kullanilarak 6n kiimeleme ve chimeralarin eleme islemiyle ortadan
kaldirilmistir (Rognes ve ark., 2016). Naive Bayes siiflandiricist kullanilarak, Wang teknigi (Wang ve
ark., 2007) ile SILVA v132 referans taksonomi veritabanina kars1 %70 ¢apraz dogruluk esigiyle diziler
siniflandirilmastir.

Kloroplast, Mitokondri ve Eukarya dizileri elemine edildikten sonra, elde edilen diziler optiClust
yontemi (Westcott ve Schloss, 2017) kullanilarak %99 benzerlikle kiimeleme yapilmistir. Her bir
kiimedeki en yaygin diziye dayanarak, her bir OTU i¢in uzlagsma siiflandirmalar ve temsilci dizileri
olusturulmustur. Mothur'da veri isleme isleminden sonra, OTU'lar daha da filtrelenmistir. Bakteri
topluluklarinin bilesimi, ¢esitli taksonomik 6lgeklerde incelenmistir.

Taksonomik gruplarin gorsellestirilmesi
KRONA aract (Ondov ve ark., 2011), ornegin taksonomik cesitliligini gosteren etkilesimli
cizelgeler olusturmak icin kullanildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Alman su orneklerinin DNA izolasyonu sonrasinda spektrofotometrik Ol¢iim ile elde edilen
konsantrasyon degerleri Cizelge 1°te belirtilmistir. Eber goliinden alinan 3 6rnegin ikisinde pH
degerleri ayni1 dlciilmesine ragmen E1 6rneginde gozle goriiliir yiikseklik oldugu gézlenmistir (Cizelge
1).

YND okumalari, kalite kontroliinden gecirildikten sonra filtrasyon prosediirii ile 29.180.000
kaliteye uygun okuma elde edilmistir. Bu filtrelenmis okumalar, make.contig birlestiricisi kullanilarak
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Eber Golii'ndeki 80.561 contig birlestirilmistir. Contiglerin ortalama GC igerigi %54 + 4 olarak
belirlenmistir.

Cizelge 1. DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin konsantrasyon degerleri

Calisma Alani Ornek Kodu Konsantrasyon (ng/ul) pH
Eber Goli El 45.2 8.69
E2 183.3 6.62
E3 36 6.62

Eber Goli'ndeki prokaryotik mikroorganizma ¢esitliligi, metagenomik DNA dizi analiziyle
belirlenmistir. Bu amagla, dncelikle OTU'lar (Operational Taxonomic Units) belirlenmis ve her bir
OTU'yu temsil eden diziler saptanarak taksonomik atamalar yapilmistir. Taksonomik analiz, farkli
taksonomik basamaklara gore yapilarak orneklerdeki mikroorganizma g¢esitliligi belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda toplamda 1 alem, 11 sube, 19 sinif, 28 takim, 37 aile ve 49 cins tespit edilmistir.

Tespit edilen mikroorganizmalarin taksonomik bilgileri ve goriilme yiizdeleri krona grafikleri ile
gosterilmistir. Prokaryotik sube bilgileri kullanilarak Sekil 2 olusturulmustur.

Bacteria(100)

Sekil 2. Eber G6lii sube bazinda prokaryotik ¢esitlilik oranlar1 Krona grafigi

Bakteri Topluluklarimin Karakterizasyonu

Eber Goli'nlin tatli su ortaminda Onemli diizeyde bakteri toplulugu cesitliligi gdzlendi.
Actinobacteria subesinin golde baskin oldugu goriildii (%35). Bacteroidetes subesi Eber Golii'ndeki
ikinci en baskin sube olurken (%33), Proteobacteria (%15) ve Firmicutes (%7) sirastyla Eber
Goli’ndeki en bol sube olarak bulundu (Sekil 2).
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9 = Betaproteobacteria
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Sekil 3. Eber Golii'niin sinif bazinda mikroorganizma yiizde dagilim grafigi

Sinif diizeyinde degerlendirildiginde Actinobacteria subesinin Actinobacteria (%31) smifi en
baskin smif olarak bulunmustur. Bunu Acidimicrobiia izlemektedir. Bacteroidetes subesi iiyeleri
incelendiginde ise en baskin smif Chitinophagia (%]11), Cytophagia (%7) ve Flavobacteriia (%7)
gelmektedir. Proteobacteria Subesi icerisinde ise Alphaproteobacteria (%12), Betaproteobacteria (%3)
baskindir. (Cizelge 2) Takim diizeyinde inceledigimizde ise en baskin 3 takim Chitinophagales (%11),
Cytophagales (%7), Flavobacteriales (%7) ve Micrococcales (%7) takimlaridir. Familya diizeyinde ise
baskin 3 familya Chitinophagaceae (%11) Flavobacteriaceae (%6), Sphingomonadaceae (% 4)’dir.
Cins diizeyinde ise Sediminibacterium (%5), Flavobacterium (% 6) ve Sphingorhabdus (% 4) cinsleri
en baskin cinslerdir (Sekil 4). Ancak yaptigimiz ¢alisma sonucunda 6rnekte 49 farkli prokaryot cinsi
bulunmaktadir.

Eber Golii'nde siif diizeyinde Alphaproteobacteria, Chitinophagia, Actinobacteria son derece
baskindir. Takim olarak baktigimizda ise 6zellikle Chitinophagales, Cytophagales, Flavobacteriales ve
Clostridiales takimi grubu olduk¢a yogundur. Clostridiales takimi tiyelerinin trettikleri enzimlerin
bazilar1 biyoremediasyon i¢in kullanilmaktadir (Sembries ve ark., 1997). Sphingomonadaceae ailesi
tiyelerinin de benzer sekilde biyoremediasyon ile ilgili iiyeleri oldugunu bilinmektedir (Balkwill vd.
2006).

Flavobacteria sinifin iiyelerinin balik tiirlerinde bakteriyel soguk su hastaligi olarak tanimlanan
bir hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (Cipriano ve ark., 2005). Bu da Eber Goli’nde bulunan
Cyprinus carpio, Cyprinus carpio morpha noblis, Esox lucius, Gobio gobio tiirleri igin 6nemli tehlike
olusturmaktadir. Ozellikle yore halkmin golden balikgilik ile gegimlerini sagladiklar diisiiniiliirse
tedbir alinmasi 6nem arz etmektedir. Ayrica gol Orneginden elde ettigimiz Akkermansia cins
iiyelerinin probiyotik olarak kullanilabilecegine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu da Eber Golii’niin
biyoteknolojik agidan da 6nemli kullanim alani oldugunu gostermektedir (Polat ve Ekici 2019). Diger
tatl su golleri calismalarinda tespit edilen (Hahn ve ark., 2014), tath su gollerinin karakteristik grubu
olan Rhodoluna cinsini Eber Goli'nde yapmis oldugumuz bu c¢alismamizda tespit edilmistir.
Nijerya'nin Niger Delta gibi kiy1 alanlarinin petrol kirliligi sonrast yapilan kirlenmis su kiitlelerinde
yerli bakteriyel topluluklarinin YND ile arastirilmasi sonunda Methylotenera cinsinin 6nemli oranda
varlhig tespit edildi (He ve ark., 2022). Eber Goli'nde yaptigimiz bu ¢alismada da Methylotenera
varligr saptandigindan dolay1r golin biyoteknolojik Onemini ortaya koymaktadir. Eber Goli
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orneklerinde rastladigimiz Phenylobacterium cinsi iiyelerinin Kuri ve ark. (2019)’nin yaptiklar
caligmaya gore petroliin parcalanmasinda rol oynadigi gosterilmis ve bu cinsin iyelerinin petrol ile
kirletilmis topraklarin biyoremidiasyon ile temizlenmesinde kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir. Iliev
vd. (2017) Tsankov Kamak ve Batak Gol’lerin de (Bulgaristan) yaptiklari ¢alismada Proteobacteria
subesi lyelerinin %70-86.6 oraninda bulmuslardir. Bulgaristan’daki gdllerde Actinobacteria (5.8—
21.8%) oraninda bulunmusken Eber gdliinde %35 oraninda oldugu ve Eber golii calismamizda ise
Proteobacteria subesi %15 oraninda oldugu yani Eber golii prokaryotik cesitliliginin Bulgaristan’daki
gollerden oldukca farkli oldugunu ortaya koymustur. Her {i¢ tatli su goliinde yapilan metagenomik
arastirmalar sonucunda elde edilen taksonomik veriler arasindaki farkliligin, gdéllerin bulundugu
cografik konumlarindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Cins (%)

25

20
20

15

I I I 111111111 105.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.5
I I I l l | | | | n | | n | |

Sekil 4. Eber Golii’niin cins bazinda prokaryotik cesitliligi grafigi
SONUC

Calismada I¢ Anadolu'nun &nemli sulak alanlarindan biri olan Eber Golii'niin prokaryotik
cesitliligi tespit edilmis ve temiz su gollerindeki mikroorganizmalarin biyoteknolojik potansiyellerinin
degerlendirilmesine olanak taniyan ¢esitliligin belirlenmesi de yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
tespit edilen Flavobacteriia iiyelerinin balik tiirlerinde bakteriyel soguk su hastaligina sebep oldugu
bilindigi i¢in buna yonelik calisma baslatilarak alinacak tedbirler ile goldeki balik popiilasyonunun
devamlilig1 saglanmalidir. Boylece yore halkinin gecim kaynagi olan balik¢ilik faaliyetlerine de katk:
saglayacag1 diisiiniilmektedir. Eber Goliinde ortaya ¢ikardigimiz prokaryotik ¢esitlilik ¢alismasi ile
Eber endemigi olan Eber sarisinin devamliligi i¢in yapilabilecek ¢aligmalarda temel olusturacaktir. Bu
calismamiz, Eber goliindeki prokaryotik cesitliligin karakterizasyonuna yonelik onciil ¢aligmalardan
biridir ve gelecekte bu tip ekosistemlerde tanimlanmamis yeni bakteri tiirlerinin ve izolatlarinin
biyoteknolojik potansiyelleriyle birlikte tanimlanmasina katki saglayacaktir. Ayrica, ¢alismamiz gol
ekosisteminin belirlenmemis ¢esitliligine vurgu yaparak, gelecekteki calismalar icin temel
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olusturmustur. Gelecekteki caligmalarda, goliin farkli derinlik ve lokasyonlarindan 6rnekler alinarak
analizlerin detaylandirilmasi planlanmaktadir.
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