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MARMARA DENIZI’NDE YAYILIS GOSTEREN Aurelia aurita
DENiIZANASI TURUNUN MOLEKULER FiLOGENISI

OZET

Bu c¢alismada, Marmara Denizi sahillerinde yayilis gosteren Aurelia aurita
denizanas: tiiriiniin molekiiler karakterizasyonunun belirlenmesi hedeflenmistir.
Ekim 2017- Subat 2018 tarihleri arasinda Marmara Denizi’nin kuzey ve giiney
sahillerinden 4 istasyon ve toplamda 28 denizanasi Ornegi toplanarak, DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Altiinite 1 (COI), 16S
rDNA, niiklear 18S rDNA ve Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) gen bolgeleri
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildikten sonra DNA Dizi Analizi
yapilmistir. Elde edilen diziler Chromas (v.2.6.5.) programi ile FASTA formatinda
kaydedilip NCBI BLAST’a yiiklenerek, veri bankasinda kayith diger dizilerle
benzerlikleri karsilastirilmistir. ilgili gen bélgelerine ait tiim diziler MEGA (v.7.0)
programina yiiklenerek modelleme yontemleri ve mesafeleri belirlenmistir. Bootstrap
1000°de filogenetik agaclart olusturulmustur. Sonug¢ olarak, 18S rDNA geninin
denizanasi tiirlerini belirleme oraninin diisiik olmasina ragmen COI, 16S rDNA ve
ITS1 genlerinin tiir bazinda ayirim giicliniin yiiksek oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: 16S rDNA, 18S rDNA, Aurelia aurita, COI, ITS1.
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MOLECULAR PHYLOGENY OF Aurelia aurita JELLYFISH IN THE SEA
OF MARMARA

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the molecular characterization of the Aurelia
aurita jellyfish line which is spread in Marmara Sea coasts. Between October 2017
and February 2018, 4 station and totally 28 samples of jellyfish from the northern
and southern coasts of the Sea of Marmara were collected and DNA isolations were
made. DNA Sequence Analysis was performed after amplification with Polymerase
Chain Reaction (PCR) by mitochondrial Cytochrome Oxidase Substrate | (COl), 16S
rDNA, nuclear 18S rDNA and Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) gene region. The
obtained sequences were recorded in FASTA format and uploaded to NCBI BLAST
with Chromas (v.2.6.5.) program and their similarities were compared with the other
sequences recorded in the data bank. All sequences belonging to the respective gene
regions were loaded into the MEGA (v.7.0) program, and modeling methods and
distances were determined. Phylogenetic trees were created in Bootstrap 1000. As a
result, although the rate of detection of jellyfish species of the 18S rDNA gene is
low, the discrimination power of COI, 16S rDNA and ITS1 genes is found to be
high.

Keywords: 16S rDNA, 18S rDNA, Aurelia aurita, COI, ITS1.
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GIRIS

Tirkiye’de yasayan denizanasi tiirlerinin igerisinde bulundugu Scyphozoa
(Denizanalar1) smifim1  kapsayan Cnidaria (Knitliler) subesi, 5 farkli siif
icermektedir. Tiirkiye denizlerinde Cnidaria subesine ait Rhizostoma pulmo, Aurelia

aurita, Pelagia noctiluca en ¢ok rastlanan tiirlerdir.

Denizanalari, kii¢iik deniz hayvanlarini, larvalar1 ve deniz canlilarinin yumurtalarini
tilkettikleri i¢in karnivor olarak simiflandirilmaktadir. Zooplanktonik canlilar
olmalarindan dolayi, iklim degisiklikleri ve denizel akintilarin etkisiyle farkl
denizanas: tiirleri farkli bolgelere go¢ edebilmektedir. Daha ¢ok kKirli bolgelerde ve
sahil kiyilarinda goriiliirler. Denizanalarinin s1g sularda binlerce sayiya ulasan
topluluklar halinde yasamalari, balik¢ilarin ag atmasma engel olusturmakta ve
balik¢iligr olumsuz yonde etkilemektedir. Sahil seridine gelen genis denizanasi
gruplar1 goriintii itibariyle ¢irkin olmakla birlikte, pis koku olusumuna da sebep

olmaktadirlar.

Tiim bu olumsuz etkilerinin yani1 sira denizanalari, yiiksek besin degeri bulundurmasi
nedeniyle (%95 su, %4 protein, %1 tuz) Ozellikle Uzakdogu iilkelerinde besin
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Tibbi amagl olarak diyabet ve obezite gibi,
hastalarin belli perhizlere uymasinin gerektigi hastaliklarda ek gida olarak ve
kollajen ekstraksiyonuyla da saglik ve giizellik alanlarinda kullanim1 mevcuttur. Bazi
denizanalarinda goriilen ve canliya biyoliiminesans Ozellik saglayan Green
Flourescent Protein (GFP) ile son yillarda transgenik bitki ve hayvanlara gen
aktarimi iglemlerinde biyo marker ve biyo tag olarak da kullanilmaktadir (Taser,
2017).

Kozmopolit bir tiir olan (Kramp, 1961) ve genellikle kirli sularda yasayan, gerek
ticari gerekse saglik agisindan zararlari bulunan bir denizanasi tiirii olan A. aurita
sistematik ¢alismalarin biiyiikk c¢ogunlugunda morfolojik yontemler kullanilarak
incelenmistir (Isinibilir ve dig., 2015). Bunlarin disinda denizlerdeki yayilislari,

toksik etkileri, tomurcuklanma (blooming) gerceklestirmeleri lizerine pek ¢ok
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calisma vardir (Taser, 2017). Molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte
taksonomide belirli genlere ait baz dizilislerinin tespit edilerek tiir bazinda tayin
yapmak, geleneksel tayin yontemlerine ek olarak daha giivenilir sonuglar

vermektedir.

Marmara Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita tiirii i¢cin molekiiler seviyede, simdiye
kadar yapilmis genis kapsamli herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiir
tarandiginda Keskin ve Atar (2013) tarafindan A. aurita’ya ait COI gen bolgesi ve
Dogan (2017) tarafindan, A. aurita ve R. pulmo’ya ait ITS1 gen bolgesi ile ilgili

arastirmalar diginda bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Marmara Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita’nin COI, 16S rDNA,
18S rDNA ve ITS1 gen bdlgelerinin baz dizilislerini ortaya g¢ikararak molekiiler

yonden degerlendirme yapmak amaglanmistir.



1. GENEL BiLGILER
1.1. Cnidaria Subesinin Genel Ozellikleri

Diinya iizerindeki tiim denizler ve okyanuslar diisiiniildiiglinde, 10 binden fazla
Cnidaria tilirliniin yasadig1 kesfedilmistir (Appeltans ve dig., 2012; Coll ve dig.,
2010). Bu canlilar ger¢ek dokulari gelismis olan, en basit yapili ¢ok hiicrelilerdir.
Cogu denizlerde, az bir kismi tath sularda bulunan bu sube iiyeleri, ayr1 ayr1 veya

koloni halinde yasamaktadirlar (Bayha ve dig., 2010; Tanyolag ve Tanyolag, 2000).
Genellikle iki tipte bulunurlar;

Polip: Kendini bir yere tespit ederek yasayan sesil formdur. Viicudu tiip seklinde
olup agiz ve aniis isini goren tek bir aciklik vardir. Agizin etrafinda tentakiiller

bulunmaktadir (Simon, 2015).

Mediiz: Denizlerde serbest yiizerek yasayan bu formun viicudu semsiye seklinde ve
jelimsi bir yapidadir. Sahip olduklar1 tek agiklik hem agiz hem de aniis gorevi
gormektedir. Baz1 siniflarda hem polip hem mediiz tipi yasam formu varken bazi

gruplarda sadece ya polip ya da mediiz tipi goriilmektedir (Simon, 2015).

Cnidaria bes siifa ayrilir.

- Hydrazoa (Hidralar)

- Anthozoa (Mercanlar)

- Scyphozoa (Denizanalart)
- Staurozoa

- Cubozoa

Cnidaria subesine ait olan Scyphozoanlarin ise 200’tin stiinde tiirii bulunmaktadir.
Genel olarak bu sinifta baskin yasam evresi mediiz formu oldugundan “gercek
denizanas1” olarak adlandirilirlar. Polip formu yalnizca larva evresi olarak meydana
gelir. Hidra mediizlerinden farkli olarak, denizanasi mediizlerinde velum yoktur,

mesoglea amoeboid mesenkim hiicreleri icermektedir, knidositler epidermiste oldugu
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gibi gastrodermisde de meydana gelmektedir ve gametler koken olarak
gastrodermaldir (Miller ve Harley, 2016).

Scyphozoa sinifinin altsinifi olan Discomedusae’de 9 ayr1 familya bulunmaktadir.
Tiirkiye’de bulunan Scyphozoa tiirlerini diisiindiigiimiizde Ulmaridae familyasindan
A. aurita Karadeniz, Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’de; Pelagiidae
familyasindan Chrysaora hysoscella Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’de,
Pelagia noctiluca Ege Denizi ve Akdeniz’de; Cyaneidae familyasindan Drymonema
dalmatinum Ege Denizi’nde; Cassiopeidae familyasindan Cassiopea andromeda Ege
Denizi ve Akdeniz’de; Cepheidae familyasindan Cotylorhiza tuberculata Ege
Denizi’'nde; Mastigiidae familyasindan Phyllorhiza punctata Ege Denizi ve
Akdeniz’de; Rhizostomatidae familyasindan R. pulmo Karadeniz, Marmara Denizi,
Ege Denizi ve Akdeniz’de, Rhopilema nomadica Ege Denizi ve Akdeniz’de;
Periphyllidae familyasindan Nausithoe punctata Ege Denizi ve Akdeniz’de,
Periphylla periphylla Marmara Denizi’nde; Paraphyllinidae familyasindan
Paraphyllina rasoni Marmara Denizi’nde kaydedilmis tiirlerdir (Cinar ve dig., 2014).

1.1.1. Aurelia aurita tiiriiniin genel 6zellikleri

A. aurita, ¢ok hiicreli hayvanlardan olan Cnidaria subesinden Scyphozoa sinifi,
Ulmaridae familyasina ait bir tiirdiir. Kuzey Amerika’nin hem Pasifik hem de
Atlantik kiy1 sularinda yaygin bulunan ve hepsi denizlerde yasayan, sapsiz, semsiye
seklinde Scyphozoanlardir. Caplart 10 cm ile 3 m arasinda degisebilir. A. aurita’nin
polip ve mediiz olmak tizere iki yasam sekli vardir. Larvalar1 poliptir, erginleri
mediiz seklinde olup su yiizeyine yakin ve serbest yiizmektedir. Cogu saydam, mavi
ya da pembe renklerde olabilirler. Viicutlarinin %95°1 sudur. Scyphozoanlar semsiye
seklindeki viicutlariin agilip kapanmasi ile suda serbestge hareket etmektedir (Arali,
1996; Miller ve Harley, 2016; Tanyola¢ ve Tanyolag, 2000).

Saydam bir viicudu olan A. aurita’nin sekiz adet oyuk igine yerlesmis ropalium
denen basit goz, denge ve koklama gibi oOzelliklere sahip duyu organlar
bulunmaktadir. Sekiz loplu olan viicudunun kenarlarinda yakicr hiicreler igeren ¢ok
sayida ince ve kiigiik tentakiiller vardir. Merkezde manibrium (agiz borusu) denen
kisa bir yap1 ve bunun ortasinda dort agiz kolu ve kare seklinde bir agiz aciklig

bulunmaktadir. Kollar su i¢inde serbest¢ce hareket etmekte ve tlizerindeki yakici
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hiicreler sudaki kiigiik canlilara ¢arparak onlart felce ugratmaktadir. Agiz
cevresindeki atnali seklinde dort gastrik cep yakalanan avin kagmasini 6nlemektedir.
Gastrik ceplerin tabaninda pembe renkli gonadlar vardir. Mediizler ayr eseylidir.
Olgunlasan gametler gonadlardan gastrik ceplere, buradan da agiz yolu ile disar
atilmaktadir. Yumurta ve spermler disarida birlesmekte ve olusan zigot daha sonra
Kirpikli Planula larvasina doniismektedir. Planula bir siire suda yiizdiikten sonra sert
bir yere oturarak sesil bir polibe doniismekte, daha sonra da polibin serbest ucunda
boliinmelerle tomurcuklanma olusmaktadir. Bunlara Ephyra (Efiyra) adi
verilmektedir. Ephyra bir sonraki agsamada ana bireyden ayrilarak su i¢inde serbest

yiizen mediize doniismektedir (Tanyolag ve Tanyolag, 2000) (Sekil 1.1).

PLANULA

STROBILA

MEDUSA
(Ergin)

e

L
MEDUSA m
(Geng)

Sekil 1.1. A. aurita yasam dongiisii




1.1.2. A. aurita’nin taksonomisi

Alem (Kingdom): Hayvanlar Alemi (Animalia)
Sube (Phylum): Knitliler (Cnidaria)

Siif: Scyphozoa

Takim (Order): Semaeostomeae

Aile (Family): Ulmaridae

Alt aile (Subfamily): Discomedusae

Cins (Genus):Aurelia

Tiir (Species): A. aurita (Linnaeus, 1758)
1.2. Filogeni, Filocografya ve Tiir Saptama

Yapilan tahminlerle yaklasik olarak 31 bin protist, 1,5 milyon hayvan ve 800 bin
kadar bitki tiirlinlin yeryiiziinde oldugu bilinmekle birlikte, bu canlilarin yaklasik 3-
10 milyon kadart heniiz smiflandirilmamig, bir¢ok tiirin ise yok oldugu
disiiniilmektedir. Tim bu canli ¢esitliligini  diisiindigimiizde siniflandirma
yapilmamis olsayd: tiim bu degisiklikle ugragsmak miimkiin olmayacak ve yapilacak

olan tiim arastirmalarda zorluklar ¢ikacakti.

Sistematik bilimi, her tiiriin ve daha yiiksek taksonlarinin kendine has 6zelliklerinin
ne olugunu karsilastirmalarla tespit etmekte, bazi taksonlarin Ozelliklerinin neler
oldugunu ve sahip oldugu ozelliklerinin ya da farkhiliklarmin hangi biyolojik
etmenlerden dolayr olustugunu saptamaktadir. lyi bir sekilde olusturulmus bir
simniflandirma sistemi, giinlimiizde ve gelecekte yapilacak olan genetik ve molekiiler

caligmalara biiyiik kolayliklar saglamaktadir.

1990’lardan beri yapilmakta olan calismalar sayesinde ulasilan canli DNA
parcalarinin incelenmesi, bilim insanlarma bir evrim agacit ¢izme ve tiim bu
canlilarin akrabaliklarini belirleme olanagi saglamistir (Zimmer, 2016). Filogenetik
sistematik (kladizm ya da diger bir adiyla evrimsel sistematik) ise ge¢misten bu giine
tartismalara neden olmus smiflandirma karisikliklarina farkli bir bakis getirebilmek
adina kladistik ve genetik sistematigi kullanmaktadir. Filogenetik sistematik ilk kez
Willi Hennig tarafindan tanimlanmistir. Hennig’e gore filogenetik sistematik;

filogeni iligkisinin yardimiyla dogal taksonlar1 saptamakta, bunlar1 birbirleriyle



iligkilendirerek dogal bir siniflandirma ortaya koymaktadir. Bahsi gegen dogal
taksonlar, evrimsel siirecte kendiliginden olusmakta olan taksonlardir ve bunlar

tiirlesme siiregleri ile olustuklar1 i¢in ortak bir atadan s6z etmek miimkiindiir

(Hennig, 1999).

Mutasyonlar bir tiirin DNA’sinda milyonlarca yilda diizenli bir sekilde birikir.
Bunun bir sonucu olarak bilim insanlar1 ortak bir ataya sahip tiirlerdeki mutasyonlari
karsilagtirarak bir ¢esit “molekiiler saat”e ulasirlar. Siyanobakterilerden maya
mantarlarma dek yiizlerce tiirden genetik materyal parcaciklari yardimiyla, bilim
insanlar1 gegtigimiz 25 yil i¢inde yasam agacini olusturdular. Tiim yasayan tiirler
belirli ortak 6zellikleri paylagsmaktadir; 6rnegin hepsi genetik bilgilerini DNA olarak
tasimakta ve bu bilgileri proteinlere c¢evirmek i¢in RNA’lart kullanmaktadir

(Zimmer, 2016).

Canli hiicrelerde ¢ekirdek haricinde DNA tasiyan iki organelden daha s6z
edilmektedir; mitokondri ve kloroplast. DNA tasiyan bu 6zellesmis organel, evrimsel
siirecte a-proteobakterinin dkaryotik hiicre icerisine girmesi sonucu dzellesmistir. i1k
baslarda tiim proteinlerini kodlayan genlere sahip olan bu organel, ge¢irdigi yapisal
degisiklikler ve evrimlesmeyle, omurgalilarda, su anki 16.000-18.000 baz ciftini
iceren halkasal yapisina kavusmustur. Mitokondri genomu, protein kodlayan 13
bolgeye, 2 rRNA’ya, 22 tRNA’ya ve bir de replikasyon kontrol bdlgesine sahiptir.
Mitokondri DNA’s1 (mtDNA), Sitokrom oksidaz, ATP sentetaz ve NADH
sistemleriyle hiicrede solunum sistemine katkida bulunmaktadir ve yapisinda intron
bolgeleri icermemektedir. MtDNA’nin anne tarafindan bir nesilden digerine
aktariliyor olmasi en dnemli 6zelligidir. Bu 6zelligi sayesinde ve bunun disinda da
rekombinasyon gozlenmemesi ile genetik kaliimin daha kolay takip edilmesinde

yarar saglamaktadir.

Popiilasyon ge¢misleri hakkinda bilgi edinilmesini saglayan mtDNA’da yer alan 12S
rRNA, 16S rRNA ve Sitokrom b genleri yani sira niiklear ribozomal genler,
hayvanlar iizerinde yapilan molekiiler ve genetik c¢aligmalarda kullanilmakta ve
filogenetik iliskileri ortaya koymaktadir (Ozdemir, 2007). Yapilmis olan pek ok
filogenetik ve taksonomik c¢alismada kullanilan mtDNA primerleri evrensel olup

genis bir kullanim alanina sahiptirler. Canlilardan alinan doku pargalarindan DNA



izole edildikten sonra, bu evrensel primerler kullanilarak ilgili gen bolgeleri
cogaltilmakta ve DNA’daki baz siralart analiz edilmektedir (Aygiin, 2012; Dingman,
2009; Sucharitaku ve dig., 2017; van Walraven ve dig., 2016; Zimmer, 2016).

D Complex 1 (NADH
dehydrogenase-ND)

D Complex Il

(Ubiquinol:cytochrome
¢ oxidoreductase-CYTB)

]:] Complex IV

(Cytochrome ¢ oxidase-COX

Complex V
(ATP synthase-ATPase)

Ribosomal RNAs (rRNA)

oo o

Transfer RNAs (tRNA)

/ ATPase8 ATPase6

Sekil 1.2. MtDNA haritast (URL.1)

MtDNA’nin yanm sira filogenetik iliskilerin belirlenmesinde kullanilan ribozomal
RNA (rDNA)’lar ise yapisal olarak ¢ok biiyiik, islevsel olarak sabit ve evrensel
olarak yaygin molekiillerdir. Tiim canli hiicrelerde ¢ok sayida korunmus bdlge
icermektedirler. Prokaryot hiicrelerde bulunan korunmus bdlgeler 5S, 16S ve 23S;

okaryot hiicrelerde bulunan korunmus bolgeler 5.8S, 18S ve 28S’dir.

Ribozomal DNA’y1 kodlayan DNA, diger DNA bdlgelerinden nispeten daha yavas
degisime ugramaktadir. Bu nedenle bu genlerdeki DNA sekanslarinin
karsilastirilmas: yiizlerce, milyonlarca yil 6nce birbirinden farklilasarak ayrilmis
taksonlar arasindaki akrabalik iliskisinin incelenmesi i¢in kullanighidir. MtDNA,
rDNA’ya gore daha hizli degisir ve yakin zamandaki evrimsel olaylar1 incelemek

i¢in kullanilir.

Bir filogenetik agac veya evrim agaci, farkli biyolojik tiirler veya ortak bir atasi
olduguna inanilan diger varliklarin arasindaki evrimsel iliskileri gosteren bir agactir.

Bir filogenetik agacta iki dalin ayrildigi her bir diigiim noktasi alt soylarin ortak
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atasin1 temsil etmektedir. Filogenetik uygulamalara bakildiginda en ¢ok kullanilani,
bir canliya ait DNA dizisindeki benzerlikler yardimiyla hangi tiire akrabaligi
oldugunu anlama g¢alismalaridir. Organizmalar ¢ok benzer morfolojilere veya DNA
dizilerine sahiplerse de, farkli goriiniis ve genetik dizilime sahip tiirlerden daha yakin
akraba olabilirler. Filogenik ¢ikarimlar, homoloji yani ayni atasal canlidan
geliyorlarsa, benzer farkliliklar1 gecirmis olmalilar yani analojiyi gostermelidirler.
Diger bir deyisle, farklilagsmalarin da benzer olmasi beklenir. Filogenetik analizlerde
DNA dizilerinin karsilastirilmasi ve molekiiler homolojilerin belirlenmesi ig¢in

bilgisayar programlar1 kullanilmaktadir (Reece ve dig., 2013).
1.3. Sitokrom Oksidaz Altiinite I (COI)

Tire 0zgii DNA profili ¢ikarmada kullanillan DNA barkodlama yonteminin
temelinde, bazi canlilarda tiir seviyesinde tanimlama yapmak i¢in kullanilan COI
geni Onerilmektedir. Bu yontemle, heniliz tanimlanmamis olan DNA dizileri, DNA
barkod veri tabaninda bulunan DNA dizileri ile eslestirilmekte ve bu sayede tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilabilecek evrensel bir tiir teshisi anahtar1 olusturabilmek
miimkiin olmaktadir. DNA barkodlama yonteminde, doku orneklerinden DNA
izolasyonu yapilmasi, elde edilen bu DNA’nin ilgili gen bdlgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmast ve ardindan cogaltilan bolge icin DNA dizi
analizi yapilmasi asamalar1 bulunmaktadir. Canli tiirine ait DNA dizisi ¢ikarildiktan

sonra DNA barkod veri bankalarina islenmektedir (Aravind ve dig., 2007).

Bir gen bolgesinin DNA barkodu kadar kullanish olabilmesi i¢in bazi 6zelliklere
sahip olmasi gerekmektedir; bu 6zellikler ise 1) Tir seviyesinde belirli bir ayirim
giiciine ve belirgin bir genetik varyasyona sahip olmasi, 2) Canlilar1 genis bir
taksonomik Olgekle diisliniildiigiinde bunlar i¢in uygun olan evrensel primerlerle
cogaltilabilecek korunmus ug¢ bolgelere sahip olmasi, 3) DNA izolasyonu ve PCR
islemleri sirasinda sorun olusturmayacak kadar dizi uzunluguna sahip olmasidir.
Sahip oldugu tiim bu 6zelliklerden dolayr COI geni de tiir seviyesinde bir ayirim
giiciine sahiptir (Kress ve Ericson, 2008). Yaklasik 655 baz ciftlik (bg) COI geninde
farkli subelerde bulunan canlilara gore tasarlanabilen evrensel primerlerin bulunmasi
bu genin standart bir barkod bolgesi olarak kabul edilmesine neden olmustur (Folmer

ve dig., 1994).



Cok hiicreli canlilarda, mitokondriyal genom agisindan COI barkod bdlgesinin, tiir
icerisinde %3 ten kiiciik ve tiirler arasinda ortalama %10-25 arasinda belirgin bir
derecede farklilik gostermekte oldugu yapilan calismalarla ortaya ¢ikarilmistir
(Hebert ve dig., 2003b). Cok hiicreli canli tiirleri i¢in standart barkod olarak
kullanilan COI geni 5’ ucundan 652-658 baz ciftlik bolge olarak tanimlanmistir
(Hebert ve dig., 2003a). Mitokondriyal genom, intronlarin bulunmamasi,
rekombinasyona smirli derecede maruz kalmasi, tiim hiicrelerde ¢ok sayida kopya
olmasi, haploid olmas1 ve anneden gelen bir kalitima sahip olmasi agisindan niiklear
genoma gore pek cok avantajlart vardir. Mitokondriyal genomda 13 ¢esit proteini
kodlayan gen bulunmaktadir. COI geni, 0zgiin evrensel primer ciftleri
kullanilmastyla ¢ogaltilabilir olmas1 ve farkli taksonomik seviyeler diisiiniildiigiinde
uygun bir filogenetik sinyale sahip olmasi nedeniyle protein kodlayan diger

mitokondriyal genlerden daha istiindiir (Keskin ve Atar, 2013).

COI geni kodonlarinda goriilen tigiincii pozisyon niikleotidleri yiiksek substitliisyona
sahiptir ve bundan dolay1 mitokondriyal rDNA genlerine kiyasla {i¢ kat daha yiiksek
molekiiler evrim hizina sahip olarak degerlendirilmektedir. Diger bir 6nemli nokta
ise yakin tiirlerin birbirinden ayrilmasinda COI genindeki evrimsel degisim hizidir ve
boylece cografik yapiyla iliskilendirilebilecek tiir i¢i varyasyon da ortaya
konulabilmektedir (Bucklin ve dig., 2011). Birden fazla tiir icin COI geninin belirgin
ayirim giicli gdstermesi ve tiir i¢i/tlirler aras1 uzakligin birbiriyle ¢akismadigi tipik bir
varyasyon modeli olmasi, COI geninde gergeklesen evrimin Onemli bir noktasi
olarak goriilmektedir (Hebert ve dig., 2003b). Tiir i¢i/tlirler aras1 olusan varyasyonda
herhangi bir ¢akismanin olusmamasi “barkodlama aciklig1” olarak tanimlanmistir
(Meyer ve Paulay, 2005). Bu durum barkod dizisinin giivenilirligi ve isabeti

diistintildiiglinde en 6nemli noktasi olarak kabul gérmiistiir (Keskin ve Atar, 2013).

Barkodlama ¢alismalari, biyogesitlilik alaninda veri tabanlarindaki materyallerin
karakterize edilmesinde ve hayvan hiicrelerinin hatlarinin tanimlanmasi konusunda
kullanilan bir uygulama olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hanner ve Gregory, 2007).
Tiim bunlara ek olarak, COI gen bolgesi genis bir yelpazede tek hiicreli alglerden
mantarlara, omurgasizlardan omurgalilara kadar kullanilmaktadir (Saunders, 2005;

Seifert ve dig., 2007; Waugh, 2007).
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1.4. 16S rDNA ve 18S rDNA

Ribozomlar, rDNA ve protein meydana getiren riboniikleoprotein yapida
organellerdir. Prokaryot hiicrelerde bulunan 16S rDNA 1541 niikleotidden olusmakta
olup 30S’lik alt birimde bulunurken; 5S rDNA 120 niikleotidden ve 23S ise 2904
niikleotidden olusmakta, 50S’lik alt birimde bulunmaktadirlar. Okaryot hiicrelerde
bulunan 18S rDNA ribozomun 40S’lik alt biriminin yapisina katilirken; 5S, 5.8S ve
28S rDNA’lar ise 60S’lik alt birimde yer almaktadirlar (Temizkan, 2004).

Filogenetik iliskilerin alem, sube ve sinif diizeyinde belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan rDNA’lardan biri olan 16S rDNA, tiir i¢ci spesifik gen bdlgeleri
bulundurdugundan, yavas evrimlesmesinden ve taksonomik karsilastirmalarda
kullanilacak gerekli verileri igerdiginden tiir tanimlama c¢aligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Brown-Elliott ve dig., 2006; Tindall ve dig., 2010; Zhi ve dig.,
2009). Buna ragmen cinsler ve dogru bir sekilde secilmis tiirler arasinda iliski
kurmak i¢in ve farkliliklarin1 da ayirt edebilmekte kullanilan 16S rDNA ig¢in son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda yeni bir tiiriin belirlenmesi i¢in tek basina yeterli bir
kriter olmadig1 da gosterilmistir. 16S rDNA’nin korunmus yapist cins igerisindeki
tiirler i¢in oldukca faydali olmasina karsin, birbirine ¢ok yakin olan tiirler arasindan
da kesin bir ayrim saglayamadigindan dezavantajlara sahiptir. Ayrica sekanslarda
hatalar olabilmesi dolayisiyla da uzaklik iliskilerini belirlemede yetersiz
kalabilmektedir (Kirby ve dig., 2010).

Okaryot ribozomlarinda bulunan ve 16S rDNA gibi korunmus olan 18S rDNA da,
Okaryotlar i¢in dizileme ¢alismalarinda kullanilmistir. 16S ve 18S rDNA’lar
ribozomun 30S’lik ve 40S’lik kiiciik alt birimlerinin parcalart olmalarindan dolayz,
ikisi i¢in de gerceklestirilen dizileme ¢aligmalar1 es anlam tasimaktadirlar. Fakat 16S
rDNA oOkaryot hiicre mitokondrisinde bulundugu i¢in sadece prokaryot hiicrelerde

degil, okaryotlarda da kullanilabilmektedir.
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1.5. Internal Transcribed Spacer (ITS)

Genomik DNA’daki rDNA bolgeleri birgok gen yapisinin ardisik siralanmasi
seklinde olusur. ITS bolgeleri ise DNA iizerinde bulunan rDNA tekrarlarina
yerlesmistir ve korunmus olan bolgeleri birbirinden ayiran iki kismi temsil
etmektedirler. Tiirlere ait ITS baz dizileri birbirinden ayr1 popiilasyonlarin
aralarindaki akrabalik iliskilerinin arastirilmasinda yararli veriler sunmaktadir
(Baldwin ve dig., 1995). ITS1 gen bolgesi, 18S ve 5.8S rDNA arasina yerlesmis;
ITS2 gen bolgesi ise 5.8S ve 28S rDNA arasina yerlesmistir.

Okaryotik organizmalardaki 5.8S rDNA gen bélgesi ITS ile birlikte, toplam 700 bg
olarak degerlendirilmektedir. Bu bolgeler, korunmus olan rDNA gen bolgelerine
kiyasla daha fazla degiskenlik gostermektedirler. Filogenetik caligmalarda kullanim
acisindan ITS1 bolgesi, ITS2 gen bolgesinden fazla degisiklik gosterdigi igin
iliskilerin incelenmesi agisindan daha fazla ¢oziim sunmaktadir. Ozellikle bitkiler
tizerinde yapilan calismalarda ITS bolgeleri genetik siiriiklenmelere yonelik etkili
veriler sunmakta ve degisik seviyelerdeki filogenetik ¢alismalarda kullanigh oldugu

goriilmektedir (Baldwin ve dig., 1992; Baldwin ve dig., 1999).
1.6. Filogenetik Analizlerde Kullanilan Terimler

Filogeni: Bir tiiriin ya da taksonlarin, aralarindaki tlireyis iliskilerini de kapsayan,
evrimsel gecmisi. Bir yasam agaci; ideal olarak atasal iligkilerin bir resmini yansitan

bir ¢izenek (Futuyma, 2008).

Filogenetik Tiir: Ata dol iligskisine sahip olan, diger kiimelerden tanilanabilecek bir

bi¢cimde ayrilabilen, temel bir canli kiimesi (Futuyma, 2008).

Dal (Clade): Bir filogenetik agacta, oncelik ve sonralik anlaminda, zamana gore
spesifik bir popiilasyonu veya taksonomik grubu gosteren cizgiler (Freeman ve

Herron, 2002).

Kladistik: Dallanma desenleri ile ilgili olan; kladistik bir siniflandirma, canlilari
ortak atalarindan ayrilma sirasina gore simiflandirir. Sistematikte, organizmalarin
ozellikle ortak atalar1 esas alinarak gruplar igerisinde yerlestirildigi bir yaklasim

(Futuyma, 2008).
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Monofiletik: Tek bir ortak atay1 ve ondan tiireyen tiim taksonlar1 iceren takson grubu.

Monofiletik takson, klada es degerdir (Freeman ve Herron, 2002).

Parafiletik: Ortak ata ve ortak atay1 paylasan taksonlarin bir kismini1 kapsayan, ancak
bazilarini disarida tutan takson grubunu belirlemek igin kullanilan terim (Freeman ve

Herron, 2002).

Polifiletik: Iki ya da daha fazla sayida atadan kéken almis takson grubunu belirlemek

i¢in kullanilan terim (Freeman ve Herron, 2002).

Dis grup: Calisilan tiir grubunu iceren soy hattindan daha 6nce ayrilmis oldugu

bilinen evrimsel soy hattindan olan tiir ya da tiir grubu (Freeman ve Herron, 2002).

Ic grup: Evrimsel akrabalik iliskilerini belirlemeye calistigimiz tiir ya da tiir grubu

(Freeman ve Herron, 2002).

Maksimum Parsimoni: Bir gozlem hakkinda c¢ok sayida agiklama diisiiniildiigi
zaman, olaylarla tutarli en basit agiklamanin ilk olarak arastirilmasinin yerinde

olacagini ileri siiren prensip (Freeman ve Herron, 2002).

Komsu katilma yontemi (Neighbour Joining): Filogenetik agaglari olusturmak ve bu
agaclardaki dal uzunluklarini bilgisayarla hesaplamak i¢in kullanilan bir metoddur
(Saitou ve Nei, 1987).

Bot-Baglama (Bootstraping): Belli bir aga¢ iizerindeki dallardan hangilerinin
digerlerine gore daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir (Freeman ve

Herron, 2002).

Politomi: Filogenetik agagta, kendisinden ikiden fazla soy hattinin ¢iktig1 dallanma
noktasi. Politomi, tiireyen taksonlar arasindaki evrimsel akrabalik iliskisinin heniiz

aci1ga kavusturulamadigina isaret eder (Futuyma, 2008).

Oydasim/Uyusma Agaci (Consensus Tree): Iki ya da daha fazla agac arasindaki hem
emin oldugumuz iliskileri hem de ¢oziilmemis iligkileri gosteren politomileri veren

bir yontemdir (Futuyma, 2008).
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En  Yiksek Olasilik (Maksimum Likelyhood): Molekiiler sistematige
uygulandiginda, diisiiniilen ¢ok sayida filogenetik hipotezden, DNA’nin zaman
igerisinde nasil degistigine iliskin belirli kurallar1 g6z 6niinde bulundurmak suretiyle
evrimsel olaylarin sirasini en biiyiik olasilikla yansitan hipotezin dikkate alinmasi

gerektigini ifade eden prensip (Freeman ve Herron, 2002).

Homoloji: Paylasilan ortak ata nedeniyle karakterlerdeki benzerlik (kokendeslik)
(Baxevanis ve Ouellette, 2005).

Analoji: Ortak atadaki ayni 6zellikten gelme nedeniyle degil, konvergent evrime

uygun olarak iki tiir arasindaki benzerlik (Freeman ve Herron, 2002).
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2. MATERYAL METOD
2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamizda incelemek iizere Izmit Seka Park (8), Istanbul Yesilkdy (6), Tekirdag
Kumbag (6), Canakkale Lapseki (8) sahillerinden atrap yardimiyla denizanasi
ornekleri toplandi ve icerisine deniz suyu konulan derin kaplar icerisinde canli bir

sekilde laboratuvara getirildi.

Sekil 2.1 Izmit Seka Park Sahilinden alinan A. aurita

2.2. DNA izolasyonu

Denizanas1 6rneklerinin ektoderm tabakalar istten bir miktar kesilip atildiktan sonra
alttaki dokudan steril bistiiri yardimi ile doku 6rnekleri alindi. Zymo Research Quick
DNA Universal Kit (Catalog Nos. D4068 & D4069) kullanilarak DNA izolasyonlari
yapildi. Zymo Research Solid Tissues protokolii modifiye edilerek kullanildi. 25 mg
kadar doku ornekleri 2ml’lik eppendorf tiiplere konuldu ve etiketlendi. Uzerlerine
95ul distile su, 95 pl Solid Tissue Buffer ve 20 pl Proteinaz K eklenerek 55°C’de
inkiibatorde 3 saat sivi hale gelinceye kadar bekletildi. Coziilmemis olan doku

parcalarini ortadan kaldirmak i¢in 12000 x g’de 1 dakika santrifiij edilip sivi
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stipernatant kismi temiz bir tiipe transfer edildi. Siipernatanta 1:2 oraninda Genomic
Binding Buffer eklenip iyice karigmasi saglandi. Karigsim i¢inde Zymo-Spin I1C-XL
kolonu bulunan bir biriktirme tiipiine (Collection Tube) transfer edildi. Ardindan
12000 x g’de 1 dakika santrifiij edilip biriktirme tiipiindeki siiziintii atildi. Kolon yeni
bir biriktirme tlipiine aktaritlip iizerine 400 pul DNA Pre-Wash Buffer eklenip 1
dakika santrifiij edildi. Biriktirme tlipii bosaltildi ve 700 ul g-DNA Wash Buffer
kolona eklenerek tekrar 1 dakika santrifiij edilerek alttaki siiziintii uzaklastirildi. Bir
sonraki agamada 200 pl g-DNA Wash Buffer eklenip 1 dakika santriftij edilip
biriktirme tlipiinde olusan siizlintii tekrar atildi. Son asamada DNA’y1 ¢6zmek igin
temiz bir mikrosantrifiij tliptine kolon transfer edildi. 70 ul DNA Elution Buffer
eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletilip ardindan 1 dakika santrifiij edildi.

2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

izole edilen DNA’lardan mitokondrial COI (Ortman ve dig., 2010), 16S rDNA
(Hamner ve Dowson 2009; Palumbi 1996), 18S rDNA (Bayha ve dig., 2010) ve ITS1
(Internal Transcribed Spacer I) (Dowson ve Jacops, 2001) bdlgelerine ait primerler
kullanilarak PCR (Gradient PCR, SuperCycler: Kyratec) yapildi. Kullanilan
primerler Tablo 2.1.°de, PCR kosullart Tablo 2.2-5.’de goriilmektedir. PCR
reaksiyon karisimi hazirlamak i¢in 5x FIREPol Master Mix (Solis BioDyne)
kullanilmistir. Firma tarafindan tavsiye edilen PCR reaksiyon karisimi su sekilde

olusturulmustur:

5x Master Mix: 6ul

10 uM primer (forward): 0.5 pl

10 uM primer (reverse): 0.5 ul

Kalip DNA: 2 ul ( 16S, 18S ve ITS1 i¢in), 5 ul (COl igin)

Saf Su: Her bir gen bolgesine ait PCR karisimi i¢in 30 pl’ye tamamlandi.
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Tablo 2.1 Mitokondriyal COI, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1 bélgelerinin
PCR islemlerinde kullanilan forward (ileri) ve reverse (geri) primerler

Primer Bolgesi Primer Yonii Primer Dizisi
COl Forward 5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'
Reverse 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'
16S rDNA Forward 5’-TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC-3’
Reverse 5’-ACGGAATGAACTCAAATCATGTAA-3’
18S rDNA Forward 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’
Reverse 5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3’
ITS1 Forward 5’-GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC-3’
Reverse 5’- CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG-3’

Tablo 2.2. Mitokondriyal COI bdlgesine ait PCR kosullart

PCR Asamasi Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayist
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 95 60
Baglanma 55 60 35
Uzama 72 60
Son Uzama 72 420 1
Saklama 4

Tablo 2.3. Mitokondriyal 16S rDNA bolgesine ait PCR kosullar

PCR Asamasi Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayist
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 50 30 40
Uzama 72 40
Son Uzama 72 300 1
Saklama 4

Tablo 2.4. Mitokondriyal 18S rDNA bdlgesine ait PCR kosullart

PCR Asamasi Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 45
Baglanma 48 60 38
Uzama 72 120
Son Uzama 72 300 1
Saklama 4
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Tablo 2.5. Mitokondriyal ITS1 bdlgesine ait PCR kosullar

PCR Asamasi Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayist
On Denatiirasyon 95 300 1
Denatiirasyon 94 30 35
Baglanma 60 30
Uzama 72 40
Son Uzama 72 360 1
Saklama 4

2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNA &rneklerini incelemek igin agaroz jel elektroforez teknigi
kullanildi. 10X Tris Asetat-EDTA (TAE) soliisyonu (AppliChem Panreac ITW
Companies A4227) 1X elde edilecek sekilde seyreltildi. %1 w/v olacak sekilde
agaroz (Sigma Life Science A9539) tartildi. Sonra 1X TAE ve agaroz karisimu
mikrodalga firinda agarozun erimesi ile homojen hale getirilinceye kadar 1sitildi. Bir
stire bekletilerek sogumasi saglandi ardindan 5 pl Safe-T-Stain (Etidyum bromid’e
alternatif, ETB666.R BioShop Canada) eklenilerek iyice karistirildi. Elde edilen
karisim elektroforez sistemindeki tabaga dokiildii ve polimerize olmasi igin
bekletildi.

Genomik DNA ornekleri 100 voltta 15 dakika yiiriitiildii. PCR ile ¢ogaltilan COI,
16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1 gen iiriinleri %1°lik agaroz jelde 100 voltta 45 dakika
yiiriitiildii. DNA bantlart UV transliiminatdr ile goriintiilenerek fotograflandi (Sekil
2. 1 ve Sekil 2. 2).

MARKER 1 2 3 -+ 5

~658 bp

Sekil 2.2. COI PCR fiiriinlerinin agaroz jel goriintiisii, marker 100 bp DNA
Ladder
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1 2 3 4 MARKER 5

Sekil 2.3. 1-2. siitunlar 16S rDNA, 3-4. siitunlar 18S rDNA ve 5-6. siitunlar
ITS1 PCR firiinlerinin agaroz jel goriintiileri, marker 100 bp DNA Ladder

2.5. DNA Dizi Analizi

PCR iiriinleri ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher
Scientific, USA) kiti prosediirleri kullanilarak BM Lab tarafindan saflastirildi.
Saflagtirilan PCR iiriinleri COI, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1’e ait ileri ve geri
yonlii primerler ile karistirilarak dizi analizi gergeklestirildi. Dizi analizi ig¢in
Macrogen Hollanda laboratuarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilarak yapilda.

2.6. Filogenetik Analiz

Elde edilen DNA sekanslarindan SPJ3 (SekaPark Jellyfish 3) ve SPJ5 (SekaPark
Jellyfish 5) tiim dizilerde en temiz sekanslar1 verdiklerinden dolay1 filogenetik
analizlere ikisi ile devam edildi. Iki 6rnege ait COL, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1
gen dizileri Chromas (v.2.6.5.) programi kullanilarak elektroferogramlari
gorlintiilendi. Chromas {izerinden diziler ayr1 ayr1 FASTA formatinda kaydedildi.
Dizilerin forward ve reverse komplement okumalar1 ClustalW programi ile
hizalanarak karsilastirildi. Her bir gen bolgesine ait diziler FASTA formatinda NCBI
Nucleotide BLAST a yiiklenerek erisim numaralart (EK A-D) alindi. NCBI veri
bankasinda kayitli dizilerle benzerlikleri karsilastirildi. En ¢ok benzerlik gdsteren
diziler, benzerlik siralarina gore GeneBank erisim numaralart ile birlikte filogenetik
agacta kullanilmak tizere not edildiler. Calisilan dort gen bolgesine ait olan tiim
diziler ayr1 ayr1 MEGA (v.7.0) programina yiiklenerek modelleme yontemleri,
mesafeleri belirlendi. Maksimum Likelihood (ML) metodu, Bootstrap 1000’de
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filogenetik agaclar1 olusturuldu. En son tiim agaglari bir arada gorebilmek igin,

FigTree (v1.4.3.) programi yardimiyla gorsel olarak diizenlendi (EK-H).
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3. BULGULAR
3.1. COl

A. aurita i¢cin NCBI’dan SPJ3 COI i¢in MH206614, SPJ5_COI i¢in MH206613
erisim numaralar1 (Accession Number) alindi. MH206614 ve MH206613 icin ayri
ayr1 NCBI Blast’a girilerek veri tabaninda bulunan denizanas: tiirleriyle benzerlikleri
bulundu. Bunlar arasindan ¢alismamiza ait COI dizileriyle %99.1-76.6 benzerlik
oranlarma gore A. limbata (AY903189.1), A. labiata (AY903077.1), Nemopilema
nomurai (AB243416.1), Chrysaora sp. (MF141587.1), Sanderia malayensis
(KY611266.1), A. aurita (JQ353727.1) ve A. aurita voucher (HM053519.1) veri
tabanindan se¢ildi (Tablo 3.1). Genetik uzakliklar1 hesaplandi ve model olarak
T92+G+I secildi. Calismamiza ait MH206614 ve MH206613 erisim numarali A.
Aurita’lar ile veri tabanindan belirlenen 6rneklere ait COI geni i¢in en diisiik genetik
uzaklik 0.004, en yiiksek genetik uzaklik ise 0.295 olarak bulundu (Tablo 3.2).
Programda baz frekanslar1 f(A)=0.309, f(T)=0.309, f(C)=0.191, f(G)=0.191 ve +G
(Gamma distribution)=7.39, +1=0.56 olarak elde edildi. Orneklerimize ait COI geni
icin olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3.1. SPJ3 (MH206614) ve SPJ5 (MH206613) COI gen bdlgeleri ile NCBI-
Nucleotide’den alinan diger denizanalarimin Clustal W programi ile % benzerlik
oranlarinin karsilastirilmasi

Erisim Numarast SPJ3 (% benzerlik) SPJ5 (% benzerlik)
A. aurita (JQ353727.1) 99.1 86.7
A. aurita (HM053519.1) 95.6 85.3
A. limbata (AY903189.1) 84.8 74.8
A. labiata (AY903077.1) 82.2 74
S. malayensis (KY611266.1) 76.8 68
N. nomurai (AB243416.1) 76.7 69.2
Chrysaora sp.(MF141587.1) 76.6 68

21



Aurelia aurita(JQ353727.1)
2
72| = Aurelia aurita voucher(HM053519.1)

100 L @ SP.J3 COIMH206614)

85 L @ SPJ5 COI(MH206613)

Aurelia limbata(AY903183.1)

45

Aurelia labiatalAY903077.1)

Sanderia malayensis{(KY611266.1)

Nemopilema nomurai(AB243416.1)

42

Chrysaora sp.(MF141567.1)

0.05

Sekil 3.1. A. aurita’ya ait COI gen bdlgesi icin ML metodu ile olusturulan
molekiiler filogenetik agag

Tablo 3.2. MH206614 ve MH206613 erisim numarali A. aurita COI gen boélgeleri
ile denizanast tiirlerine ait ML ve genetik uzakliklar

1 2 3 4 3 & 7 -] 9
1. SP13 COI{MH 2056 14) 0.022 0.023 0.027 0,028 0,025 0.004 0.004 0.007
2. Aurelia imbata(AY503189.1) 0.183 0.021 0.027 0.024 0,025 0.023 0.024 0.024
3. Aurelia labiata{AY303077. 1) 0.212 0.177 0.026 0.027 0.027 0.023 0.024 0.024
4. Nemopilema nomurai(AS243416. 1) 0.251 0.250 0.299 0.024 0,028 0.027 0.027 0.030
5. Chrysaora sp. (MF141587. 1) 0.270 0.235 0.269 0.232 0.023 0.028 0.028 0.029
6. Sanderia malayensis(KYs11266. 1) 0.243 0.259 0.274 0.276 0.234 0.026 0.026 0.027
7. Aurelia aurita(3Q353727.1) 0.010 0.197 0.210 0.263 0,272 0.253 0.004 0.008
8. Aurslia aurita voucher(HM053519.1) 0,010 0.197 0.207 0.260 0.272 0.253 0.008 0.008
9. SP15 COI(MH206513) 0.027 0,203 0.228 0.289 0,285 0.260 0.033 0.033
3.2.16S rDNA

A. aurita i¢cin NCBI’dan SPJ3 16S rDNA i¢in MH059723, SPJ5 16S rDNA igin
MH064432 erisim numaralar1 alindi. MH059723 ve MH064432 i¢in ayr1 ayr1 NCBI
Blast’a girilerek veri tabaninda bulunan denizanas: tiirleriyle benzerlikleri bulundu.
Bunlar arasindan galismamiza ait 16S rDNA dizileriyle %99.67-70.04 benzerlik
oranlarma gore A. aurita (JX393252.1), A. limbata (JX393254.1), A. labiata
(JX393255.1), Poralia sp. (JX393265.1), N. nomurai voucher (JX845343.1), C.
quinquecirrha (GU300724.2) ve S. malayensis (JX393267.1) veri tabanindan segildi
(Tablo 3.3). Genetik uzakliklart hesaplandi ve model olarak GTR+G+I segildi.
Calismamiza ait MH064432 ve MH059723 erisim numarali A. Aurita ile NCBI veri
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tabanindan belirlenen 6rneklere ait 16S rDNA geni i¢in en diigiik genetik uzaklik
0.003, en yiiksek genetik uzaklik ise 0.396 olarak bulundu (Tablo 3.4). Programda
baz frekanslari ise f(A)=0.354, f(T)=0.272, f(C)=0.179, f(G)=0.195 ve +G=0.60,
+1=0.28 olarak elde edildi. Orneklerimize ait 16S rDNA geni i¢in olusturulan
filogenetik agac¢ Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Tablo 3.3. SPJ3 (MH059723) ve SPJ5 (MH064432) 16S rDNA gen bdlgeleri ile
NCBI-Nucleotide’den alinan diger denizanalarinin Clustal W programi ile %
benzerlik oranlarinin karsilastirilmasi

Erisim Numarasi SPJ3 (% benzerlik) SPJ5 (% benzerlik)
A.aurita (JX393252.1) 99.3 99.7
A. limbata (JX393254.1) 94.3 93.8
A. labiata (JX393255.1) 88.2 88.2
N. nomurai (JX845343.1) 74.7 74.9
Poralia sp. (JX393265.1) 74.5 75.2
C. quinquecirrha (GU300724.1) 71 71.8
S. malayensis (JX393267.1) 70.9 70

@ SPJ5 165(MH064432)
100 @ SPJ3 165(MHO59723)

67 Aurelia aurita(JX393252.1)

100

—— Awrelia limbata(J>x393254 1)

58

Aurelia labiata(JX393255.1)

Nemopilema nomurai voucher(J¥845343 1)

Poralia 5p.(JX393265.1)

Chrysaora quinquecimha{GU300724 2}

100

Sanderia malayensis(JX393267.1)

A
0,02

Sekil 3.2 A. aurita’ya ait 16S rDNA gen boélgesi icin ML metodu ile olusturulan
molekiiler filogenetik aga¢
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Tablo 3.4. MH064432 ve MHO059723 erisim numarali A. aurita 16S rDNA gen
bolgeleri ile diger denizanasi tiirlerine ait ML ve genetik uzakliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. SPJ5 165(MH064432) 0.003 0.002 0.013 0.020 0.045 0.039 0.058 0.059
2. SP13 165(MH059723) 0.007 0.003 0.013 0.020 0.09% 0039 0.059 0.058
3. Aurelia aurita(JX393252.1) 0.003 0.007 0.012 0.019 0.045 0.038 0.056 0.057
4. Aurelia limbata(J1X393254.1) 0.061 0.061 0.057 0.013 0.047 0.039 0.053 0.056
5. Aurelia labiata(IX393255. 1) 0.122 0.121 0.115 0.072 0,055 0.045 0.060 0.055
6. Poralia sp.(JX393265.1) 0.312 0.319 0.312 0.318 0.355 0.038 0.048 0.042
7. Nemopilema nomurai voucher(1X845343.1) 0.278 0.277 0.268 0.2689 0.309 0.272 0.057 0.050
8. Chrysaora quinquedirha(GU300724.2) 0.407 0.412 0.395 0.371 0.421 0.360 0.402 0.023
9. Sanderia malayensis(JX393267. 1) 0.396 0.395 0.384 0.372 0.373 0,309 0.355 0.143

3.3. 18S rDNA

A. aurita i¢in NCBI’dan SPJ3 18S i¢in MHO059775, SPJ5 18S i¢in MH062790
erisim numaralart alindi. MH059775 ve MHO062790 icin ayr1 ayri NCBI Blast’a
girilerek veri tabaninda bulunan denizanasi tiirleriyle benzerlikleri bulundu. Bunlar
arasindan calismamiza ait 18S rDNA dizileriyle %100-90.46 benzerlik oranlarina
gore A. limbata (JX393277.1), A. labiata (JX393278.1), Poralia sp. (JX393294.1),
N. nomurai (HQ413771.1), C. pacifica voucher (KY249594.1), S. malayensis
(HM194808.1), A. aurita (JX393275.1) ve A. aurita (AY428815.1) benzerlik
oranlar1 gosteren Ornekler veri tabanindan secildi (Tablo 3.5). Genetik uzakliklar
hesaplandi ve model olarak T92+G segildi. Calismamiza ait MHO059775 ve
MHO062790 erisim numarali A. aurita ile NCBI veri tabanindan belirlenen 6rneklere
ait 18S rDNA geni icin en diisiik genetik uzaklik degeri 0.000 iken, en yliksek
genetik uzaklik degeri 0.066 olarak bulundu (Tablo 3.6). Programda baz frekanslari
f(A)=0.272, 1(T)=0.272, f(C)=0.228, f(G)=0.228 ve +G=0.13, +1=0.28 olarak elde
edildi. Orneklerimize ait 18S rDNA geni icin olusturulan filogenetik aga¢ Sekil
3.3’de goriilmektedir.
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Tablo 3.5. SPJ3 (MH059775) ve SPJ5 (MH062790) 18S rDNA gen bolgeleri ile
NCBI-Nucleotide’den alinan diger denizanalarinin Clustal W programi ile %
benzerlik oranlarinin karsilastirilmasi

Erisim Numarasi SPJ3 (% benzerlik) SPJ5 (% benzerlik)

A. aurita (JX393275.1) 100 89.9
A. labiata (3X393278.1) 99.9 83.7
A. limbata (JX393277.1) 99.3 88.4
A. aurita (AY428815.1) 98.3 89.4
Poralia sp. (JX393294.1) 98.1 87.2
C. pacifica (KY249594.1) 96.2 86.9
N. nomurai (HQ413771.1) 95.7 87.1
S. malayensis (HM194808.1) 95.3 85.9

47 @ SPJ3 18S(MH059775)

82 @ SPJ5 18S(MH062790)

5 Aurelia aurta(Jx393275.1)

— Aurelia limbata(J)393277 1)
66 L Aurelia aurita(AY428815.1)
Aurelia labiata(J)393278.1)
Poralia sp.()393294.1)
Nemopilema nomurai(HQ413771.1)

67 { Chrysaora pacifica voucher(KY 249594 1)
99 Sanderia malayensis(HM 194808 1)

96

——————
0,05

Sekil 3.3 A. aurita’ya ait 18S rDNA gen bdlgesi i¢in ML metodu ile olusturulan
molekiiler filogenetik agag

Tablo 3.6. MH059775 ve MH062790 erisim numarali A. aurita 18S rDNA gen
bolgeleri ile diger denizanasi tiirlerine ait ML ve genetik uzakliklari

L 2 3 & 2 3] 7 8 9 10

1. 5PJ13 135(MH059775) 0.002 0.001 0.004 0.004 0004 0005 0000 0,001 0,006
2. Aurelia limbata(1X393277.1) 0.004 0.002 0.004 0.004 0.004 0.005 0002 0.001 0.006
3. Aurelia labiata(1%393278. 1) 0.002  0.004 0.003 0.004 0,004 0005 0001 0001 0,006
4, Poralia sp.(J%393294.1) 0.015 0.015 0.013 0.004 0.004 0,005 0004 0.003 0.008
5. Nemopilema nomurai(HQ413771. 1) 0.015 0.017 0.015 0.015 0.004 0.005 0.004 0.004 0.008
6. Chrysaora padfica voucher(KY249594.1) 0.018 0.018 0.018 0.019 0.016 0,003 0.004 0,004 0.008
7. Sanderia malayensis{HM194808. 1) 0.029 0.029 0.027 0.030 0026 0.014 0,005 0.005 0.009
8. Aurelia aurita(1%393275. 1) 0.000 0.004 0.002 0.015 0.015 0.018 0.029 0.001  0.006
9. Aurelia aurita(AY428815.1) 0.002 ©0.002 0002 0013 0015 0018 0029 0.002 0.008
10. 5P15 185(MH0&62790) 0.034 0.038 0036 0051 0050 0054 0066 0034 0038
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34.1TS1

A. aurita i¢in NCBI’dan SPJ3 ITSI1 i¢in MH059572, SPJ5 ITSI1 i¢in MH062754
erisim numaralari alindi. MH059572 ve MH062754 i¢in ayr1 ayr1t NCBI Blast’a
girilerek veri tabaninda bulunan denizanas: tiirleriyle benzerlikleri bulundu. Bunlar
arasindan ¢aligmamiza ait ITS1 dizileriyle %84-41 benzerlik oranlarina gore A.
aurita (KC767900.1), A. limbata (KX943301.1), A. labiata (AY935202.1), Pelagia
noctiluca (HM358359.1), C. fulgida voucher (HM348774.1), C. chinensis
(JN202957.1) ve Cyanea nozakii (DQ083525.1) veri tabanindan se¢ildi (Tablo 3.7).
Genetik uzakliklart hesaplandi ve model olarak T92+G+I se¢ildi. Calismamiza ait
MHO059572 ve MHO062754 erisim numaralt A. aurita’lar ile veri tabanindan segilen
orneklere ait ITS1 gen bolgesi i¢in en diisiik genetik uzaklik 0.005 ve en yiiksek
genetik uzaklik ise 0.683 olarak bulundu (Tablo 3.8.). MEGA (v.7.0) programinda
baz frekanslar1 f(A)=0,290, {(T)=0.290, f(C)=0.210, f(G)=0.210 ve +G=2.42,
+1=0.33 olarak elde edildi. Orneklerimize ait ITS1 gen bolgesi icin olusturulan
filogenetik aga¢ Sekil 3.4’ de goriilmektedir.

Tablo 3.7. SPJ3 (MH059572) ve SPJ5 (MH062754) ITS1 gen bolgeleri ile NCBI-
Nucleotide’den alinan diger denizanalarimin Clustal W programi ile % benzerlik
oranlarinin karsilastirilmasi

Erisim Numarasi SPJ3 (% benzerlik) SPJ5 (% benzerlik)
A. aurita (KC767900.1) 84.9 92.3
A. limbata (KX943301.1) 56.4 60.7
A. labiata (AY935202.1) 52.6 54.5
C. chinensis (JN202957.1) 49.8 50.8
C. fulgida (HM348774.1) 48.7 51.7
P. noctiluca (HM358359.1) 414 43.6
C. nozakii (DQ083525.1) 38 44.2
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99

@ SPJ3 ITS1(MH059572)

oL Aurelia aurita(KC767900.1)

Chrysaora chinensis(JN202957.1)

75

Aurelia labiata(AY935202.1)

@ SPJ5 [TS1(MH062754)

0,05

Cyanea nozakii(DQ083525.1)

Pelagia noctiluca(HM358359.1)

Aurelia limbata(KX943301.1)

Chrysaora fulgida voucher(HM348774.1)

Sekil 3.4 A. aurita’ya ait ITS1 gen bolgesi i¢cin ML metodu ile olusturulan

molekiiler filogenetik agag

Tablo 3.8. MH059572 ve MH062754 erisim numarali A. aurita ITS1 gen bolgeleri
ile diger i¢ ve dis gruplarina ait ML ve genetik uzakliklar

. 5913 ITS 1{MHO59572)

. Aurelia aurita(KC 767900. 1)
. Aurelia limbata(KX$43301. 1)
. Aurelia labiata(AY935202. 1)

1

0.005
0.134
0.230
0.614

. Chrysaora fulgida voucher(HM348774.1) 0.889

. Chrysaora chinensis(JN 202957, 1)
. Cyanea nozaki(DQ033525.1)

1
2
3
4
5. Pelagia noctiuca(HM358359. 1)
6
7
8
9, 5P15 ITS1(MH062754)

0.558
0.549
0.010

2
0.005

0.128
0.223
0.602
0.655
0.547
0.537
0.005
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3
0.028
0.028

0.193
0,604
0.683
0.501
0.524
0.128

4
0.044
0.043
0.038

0.570
0.662
0.596
0.507
0.230

5
0.094
0.083
0.0597
0.059

0.476
0.414
0.483
0.614

0.107
0.105
0.115
0.105
0.079

0.546
0.632
0.653

0.086
0.034
0.078
0.095
0.067
0.089

0.485
0.558

0.083
0.082
0.081
0.077
0.073
0.107
0.077

0.548

0.007
0.00%
0.027
0.044
0.094
0. 104
0.036
0.034



4. TARTISMA

Tim diinyada hizla devam eden molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki
caligmalarda temel amag popiilasyonlar ve bireylerde genetik yapinin belirlenmesi,
bu genetik yapidaki genlerin bulunduklari yerlerin saptanmasi, fonksiyonlarinin
algilanmas1 ve diger genlerle olan iliskilerinin belirlenmesi yoniindedir. DNA’nin
yapisinin ¢oziilmesiyle birlikte genetik kodlarin sifresi de bulunmus ve boylelikle

biyoloji alaninda ¢ok biiyiik mesafeler katedilmistir.

Canlilar iizerinde yapilan filogenetik ve taksonomik ¢alismalarda niiklear ribozomal
genler ile mitokondride yer alan 12S rDNA, 16S rDNA ve sitokrom b genleri PCR
ile ¢ogaltilmakta ve DNA’daki baz siralar1 analiz edilmektedir (Aygiin, 2012;
Dingman, 2009; Ozdemir, 2007; Sucharitaku ve digerleri, 2017; Tindall ve dig.,
2010; van Walraven ve digerleri, 2016)

Laboratuarimizin bulundugu konuma cok uzak mesafelerde Marmara Denizi’nin
kuzey ve giliney sahillerinden alinip deniz suyu konularak derin kaplarda tasinan
denizanas1 orneklerinin bir kismindan ¢ok az miktarda DNA izole edilebildi. izole
edilen DNA’larin bir kisminda DNA dizi analizleri incelendiginde midye, balik, alg
ve bakteri gibi cesitli canlilara ait olduklar1 tespit edildi. En iyi c¢alisilan 2 6rnek
[zmit Sekapark sahilinden toplanan A. aurita denizanasi érnekleri oldu. Bu nedenle
calismaya bu iki Ornekle devam edildi. Diger sahillerden toplanan denizanasi
orneklerinin uzak mesafelerden kendi dogal ortamlar1 olan denizsuyu iginde
tasinmalarina ragmen laboratuvara getirilene kadar kontamine olabileceklerini ve bu
nedenle DNA analizlerinde farkli canli tiirlerine rastlamis olabilecegimizi
diisiinmekteyiz. Nitekim Izmit Sekapark sahilinden toplanan denizanasi érmeklerinin

hizli bir sekilde laboratuvara ulastirilmasi dogru sonucu elde etmemizi saglamistir.

Ribozom, RNA ve protein molekiilleri i¢eren iki alt birimden olusmakta ve bu
birimler araciligiyla protein sentezi saglanmaktadir. Prokaryotik kiigiik alt {inite
rDNA molekiilii 16S sedimentasyon katsayisina sahip bir fragmandir. Biiyiik alt
tinite rDNA 23S ve 5S molekiillerini tagimaktadir. 16S ve onu kodlayan genomik
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dizi smiflandirmada kullanilmakta olan bir gen bolgesidir. Bu gen bdlgesi iyi
korunmaktadir ve heterojen bolgelere sahiptir. 16S rDNA’nin yiiksek oranda
korunmus olan bolgeleri, pek ¢ok tirde PCR amplifikasyon primerleri olarak
kullanilmaktadir. DNA dizi farklarim1 gosteren bolgeler, izolatlarin taksonomik
olarak cins veya tiir diizeyinde siniflandirilmasinda kullanilacak polimorfizmler
tasisa da bazen 16S rDNA dizilerindeki farklilik dereceleri ¢ok yakin tiirlerin
birbirinden ayrilmasinda yetersiz kalmaktadir (Brown-Elliott ve dig., 2006; Kolbert
ve dig., 2004). 16S rDNA’nin yetersiz kaldigi boyle durumlarda ise korunakli gen
bolgelerine sahip olan diger genler kullanilmakta ve 16S rDNA’ya kiyasla daha kesin
sonuclar vermektedirler (Tindall ve dig., 2010; Coenye ve dig., 2005; Kirby ve dig.,
2010). Nitekim Duman ve dig. (2016), Bacillus cinsi bakteriler iizerinde yaptiklar
calismada 16S rDNA ile tiir ayrimia gittiklerinde Bacillus methylotrophicus
ayirimint  yapamadiklarint belirtmislerdir. B. methylotrophicus, B. subtilis, B.
thrugiensis, B. vallismortis tiirlerinin % benzerlik oranlarinin ¢ok yakin olmasindan
dolay1 tiir ayrimina gitmek icin gyrA gen bolgesini de caligmalar1 kapsamina
aldiklarim1 not etmislerdir (Duman ve dig., 2016). Duman ve dig. (2016)
prokaryotlarda yaptiklar1 calismanin tersine biz Okaryot genomunda, denizanasi
tizerinde yaptigimiz calismada 16S rDNA gen bolgesinin denizanasi tiirleri arasinda
ayrim glciinlin  yliksek oldugunu belirledik. SPJ3 ve SPJ5 o6rneklerimiz
incelendiginde %99.3 ve %99.7 benzerlik orani ile A. aurita tiiriine ait oldugunu
gormekteyiz. NCBI BLAST ile orneklerimize ait 16S rDNA dizisi incelendiginde A.
aurita’yr yaklasik %94 ile A. limbata ve %88.2 ile A. labiata izlemektedir.
Aurelia’da cins diizeyinde denizanalar1 arasinda da yakin benzerlik oranlar
goriilmesine karsin 16S rDNA dizisinin tiirler arasinda ayirim giiclinlin yliksek
oldugu goriilmektedir. Poralia sp., N. nomurai, C. quinquecirrha ve S. malayensis
ise %75-70 aras1 benzerlikler takip etmektedir (Tablo 3.3).

Tirkiye denizlerinde yasayan A. aurita, R. pulmo ve C. andromeda denizanalari
iizerinde Ozbalcilar (2012) tarafindan yapilan bir calismada mitokondrial 16S rDNA
bolgeleri degerlendirilmistir. Belirtilen calismada PCR-RFLP teknigi kullanilarak
denizanasi tiirleri arasinda 4 cesit restriksiyon endoniikleaz enzimi (Bsurl, Alul,
Hin6l, Rsal) kullanilarak 5 haplotip ortaya c¢ikarilmig; R. pulmo ve A. aurita

tiirlerinin yakin akrabaligi ve C. andromeda tiiriiniin bu iki tiire gore nispeten daha
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uzak akrabaliginin oldugu bulunmustur. Ozbalcilar (2012), tarafindan yapilan bu
aragtirmada 16S rDNA’nin denizanasi tiirleri arasinda ayrim giiciine sahip olmasi

yaptigimiz ¢alismay1 destekler nitelikte goriilmektedir.

Tirkiye kiyilarinda yayilis gosteren Gadidae (mezgit) ailesine ait tiirler iizerinde
yapilan bir filogenetik analiz ¢calismasinda 12S rDNA gibi kisa baz uzunluguna sahip
hem de 16S rDNA gibi uzun baz uzunluguna sahip gen bolgesinde olusturulan
agaclar tiir ayriminda kullanisli bulunmustur (Giir, 2014). Gerek Ozbalcilar (2012)
ve Giir (2014) gerekse tarafimizdan yapilan 16S rDNA calismalar1 birlikte ele
alindiginda molekiiler diizeyde tiir tayini yapmada (daha ¢ok deniz canlilarinda) 16S
rDNA gen  bolgesinin  barkodlama calismalarinda  kullanilabilecegi

desteklenmektedir.

Niiklear ITS1 ve mitokondrial COI genleri, en az dokuz farkli Aurelia kladinda
farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. ITS1’in 240 niikleotidden 360 niikleotide kadar
degisen baz uzunluklar tiirler arasindaki farki ¢arpict bir sekilde ortaya koymaktadir.
Degisen uzunluk benzer tiirler arasinda 6rnegin Corallimorpharia (yumusak mantar
mercanlar1)’da 286°dan 350’ye; Scleractinia (tagst mercanlar)’da 214’den 297’ye ve
Octocorallia (yumusak mercanlar) tiirleri arasinda 216 niikleotidden 336 niikleotide
kadar farklihik gostermektedir. Bir diger avantaj, ITS1’de mikrosatellit igeren
bolgelerdeki yilizde oranlar kladlar arasinda 6rnegin %10’dan (A. liabiata) %40’a
(Aurelia sp.) farkliligr ortaya koymaktadir. Yapilan caligmalarla taksonlar arasinda
da benzerlik ve farkhiliklarmn ITS1 ile gosterilebilecegi bulunmustur. Ornegin
mercanlarda %4,5-14,9 arasinda degiskenlik gosterebilirken sivrisineklerde %5.8-
19.5 arasinda degiskenlik gostermektedir. ITS1 dizileri arasindaki %5-15 arasindaki
bir farklilik tilirler arasindaki ayriligi isaret etmektedir (Beauchamp ve dig., 1996;
Chen ve dig., 1996; Dawson ve Jacobs, 2001; Odorico ve dig., 1997; Wesson ve dig.,
1992). A. limbata, A. labiata ve A. aurita’ninda i¢inde bulundugu en az dokuz farkli
Aurelia tiirtinde ITS1°de ki sekans farkliligt Dawson ve Jacobs (2001) tarafindan

rapor edilmistir.

Marmara Denizi ve Karadeniz sahillerinde Dogan (2017), tarafindan Scyphozoa
sinifina ait A. aurita ve R. pulmo tiirlerinde ITS1 gen bdlgesi kullanilarak filogenetik

analiz yapilmis fakat calismaya ait Orneklerin GeneBank erisim numaralarina

30



ulagilamadigindan filogenetik aga¢ olustururken kaynak olarak kullanilamamaistir.
Yaptigimiz ¢alisma ile Marmara Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita tizerinde ITS1
geni veri girisi saglanmis durumdadir. Dogan (2017) tarafindan A. aurita ve R. pulmo
denizanalarinda yapilan c¢alismada ITS1 gen bolgelerine ait PCR goriintiileri
incelediginde farkli niikleotid uzunluklarina sahip bantlar oldugu goriilmektedir.
Dawson ve Jacobs (2001) ve Batovska ve dig. (2017) ¢alismalar1 incelendiginde de,
ITST gen bolgesinin yiiksek varyasyon gostermesi hizalamalarda zorluklar
cikarmasina ragmen komsu dizileri ile ya da diger DNA barkod genleri ile birlikte

degerlendirilmesinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Cok hiicreli canlilarda da COI geninde 6rnegin Copepod (kiirek ayaklilar) tiirleri
%18 kadar, Alpheus (karides) tiirleri arasinda %4-19, Gammarus (nehir tiragr) tiirleri
arasinda ise %11.5-30.8 lik bir sekans varyasyonu tiirleri tanimlamada farklilig:
ortaya koymaktadir. Aurelia tiirleri arasinda COI geninde %13°den %24’e degisen
sekans varyasyonlari oldugu bildirilmistir. (Dawson ve Jacobs, 2001). COI genindeki
bu degisen bolgeler A. limbata, A. labiata ve A.aurita tiirleri arasindaki filogenetik

ayirimi destekler niteliktedir.

Tablo 3.5 incelendiginde SPJ3 ornegimize ait DNA sekansi ile diger denizanalarina
ait 18S rDNA sekanslar1 hizalandiginda benzerliklerinin ¢ok yakin olduklar
bulunmustur. Her ne kadar 18S rDNA sekansimiz NCBI-Blast’ta %100 oraninda A.
aurita (JX393275.1) ile ayni1 ¢iksa da bunu %99.9 ile A. labiata, %99.3 ile A. limbata
izlemektedir. Tablo 3.5°de goriilen diger tiirlerle de % benzerlik oranlar1 oldukca
yakindir. Elde ettigimiz sonuglardan da goriilecegi iizere denizanalarinda 18S rDNA
gen bolgesi cins ve tiir ayriminda DNA barkodlamada c¢ok ayirici degildir. 18S
rDNA dizisi agirlikli olarak evrimsel korunmus bolgeler igerdiginden alem, filum,
siif ve takim seviyesinde filogenetik iligkileri ortaya ¢ikarmada kullanilabilir

(Chalwatzis ve dig. 1995; Hwang ve Kim, 1999).

SPJ3 ve SPJ5 oOrneklerimiz ve diger denizanasi tiirleri i¢in Tablo 3.1, Tablo 3.2,
Tablo 3.7 ve Tablo 3.8 COI ve ITS1 gen bolgeleri agisindan karsilastirildiginda
ITSI’in bariz bir sekilde tiir diizeyinde farklili§1 ortaya koydugunu gérmekteyiz.
Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 i¢in mitokondrial 16S rDNA gen bolgesi COI ve ITS ile

karsilastirildiginda tiir diizeyinde belirleyici olmasina ragmen farklili§i ortaya
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koymada nispeten daha diisiik bulunmustur. Bu durumda denizanasi ¢alismalari i¢in
tiir tespit etmede yaptigimiz ¢aligmaya gore en belirleyici olandan en diisiik olana
dogru ITS1, COI, 16S rDNA ve 18S rDNA olarak siralayabiliriz. 18S rDNA her ne
kadar A. aurita oldugunu gosterse de gerek Aurita cinsleri arasinda gerckse diger
tirler arasinda benzerlik oranlarini ¢ok yakin gdstermektedir. Literatiir bilgilerine
gore 18S rDNA gen bolgesi evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus bolgeler
igerdiginden cinsten yliksek taksonlarda kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999)

Tiirkiye sularinda yapilan calismalar arastirildiginda Canakkale Bogazindaki,
Scyphomedusae (A. aurita, R. pulmo ve Chrysaora hysoscelld) ve Ctenphora
tirlerinin (Mnemiopsis leidyi, Pleurobranchia pileus) mevsimsel dagilimlar
(Cardak, 2002), Karadeniz’de yasayan R. pulmo denizanalarmin islenmesi, protein,
karbon, hidrojen, azot, Ca, Mg, Cu, Fe, Zn ve Ni miktarlarmin bulunmasi (Ozer,
1994) gibi caligmalar bulunmaktadir. Aurelia biitiin denizanalar1 arasinda en ¢ok
calisilmig olmasina ragmen onun taksonomisi ve molekiiler karakterizasyonu ile ilgili
¢ok az sey bilinmektedir. Yaptigimiz bu ¢alisma ile A. aurita’ya ait mitokondrial
COI, 16S rDNA, 18 rDNA ve ITS1 gen bolgeleri aragtirilmistir. Keskin ve Atar
(2013) tarafindan Karadeniz-Sinop kiyilarindan elde edilen A. aurita 6rneklerine ait
COI gen bolgesi sekans dizilerinin genom veri bankasinda kayitlar1 bulunmaktadir.
Elde ettigimiz COI dizileri ile Marmara Denizi’'nde yasayan A. aurita’ya ilk veri
girisi (MH206614, MH206613) saglanmis bulunmaktadir. Ayni sekilde yine Tiirkiye,
Marmara sahillerinde yayilis gosteren A. aurita’ya ait 16S ribozomal RNA geni
(MH059723, MH064432), 18S ribozomal RNA geni (MH059775, MH062790) ve
ITS1 geni (MH059572, MHO062754) ile ilgili genom veri bankasimna ilk kayit

saglanmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak yaptigimiz bu ¢aligmada Marmara Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita
denizanasi tiiriine ait mitokondrial COI, 16S rDNA ile niiklear 18S rDNA ve ITSI
genleri PCR-DNA sckans analizi ile molekiiler diizeyde calisilarak filogenetik analizi
yapilmis ve veri bankalarina kaydi saglanmigtir. COl, 16S rDNA ve ITS1 gen
bolgeleri denizanalarinda yapilacak molekiiler diizeyde tiir tayinlerinde ayri ayri
kullanilabilecegi gibi daha kesin sonuglara ulagsmada birlikte kullanilmalarinin daha
destekleyici nitelikte olacagini diisiinmekteyiz. Bundan sonraki ¢alismalarda tilkemiz
sularinda yasayan diger denizanasi tiirlerinin de genetik analizleri yapilarak
incelenmesi biyocesitliligimizin veri bankalarinda kaydinin saglanmasi ve literatiir

aciginin kapatilmasi yoniinden 6nemlidir.

Cogunlukla kirli sularda yasayan denizanasi iizerinde molekiiler diizeyde ¢alisma
planlayan arastirmacilar i¢in denizanasindan doku 6rnegi almadan Once canlinin
uygun bir sekilde temizlenmesi, ektoderm tabakasinin altindan steril bir sekilde taze
doku alinarak ¢alisilmasi, miimkiinse DNA izolasyonunun en kisa siirede
beklemeden yapilmasi, zaman kaybi1 olmamasi i¢in denizanalar1 go¢ donemlerinin

dikkate alinarak planlama yapilmasi 6nerilmektedir.

Tirkiye sularinda A. aurita’nin diginda Cassiopea andromeda (Forsskal, 1775),
Rhopilema nomadica (Galil, 1990), R. pulmo (Marci, 1778), Cotylorhiza tuberculata
(Marci, 1778), C. hysocella (Linnaeus, 1767), Phyllorhiza punctata (von Lendenfeld,
1884) ve P. noctiluca (Forsskal, 1775) denizanasi tiirleri de bulunmaktadir. Ancak
literatiir incelendiginde Tiirkiye denizlerinde yasayan denizanas: tiirlerine ait birkag
calisma disinda DNA barkod ¢alismasi bulunmamaktadir (Dogan, 2017; Keskin ve
Atar, 2013; Ozbalcilar, 2012). Ilgi duyan arastirmacilar icin yukarida belirtilen
denizanas1 tiirlerine ait gen bolgeleri dizilenerek veri bankalarina kayitlar

saglanabilir.

Karadeniz, Akdeniz ve Ege Denizi’nde bulunan diger A. aurita’larin da molekiiler

diizeyde caligilarak haplotiplerinin belirlenmesi literatiire 6nemli katki saglayacaktir.
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EK-A

Aurelia aurita SPJ3 COI gen bolgesi NCBI ekran alintist

Aurelia aurita isolate SPJ3 cytochrome oxidase subunit | gene, partial cds;
mitochondrial

GenBank: MH206614.1
EASTA  Graphics

Goto: [%]

LOCUS MH28&6E14 787 bp oA linear INYV 81-00T-2018

DEFINLITION Aurelia asurita isolate 5PJ13 cytochrome oxidase subunit I gene
partial cds; mitochondrial.

ACCESSION MH2866814

VERZION MHZ86514 .1
KEYWORDS N
SOURCE mitochondrion Aurelia aurita {moon jelly)

ORGANISM Aurelia surita
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semasostomeae; Ulmaridae;
furelia.

REFERENCE 1 ({bases 1 to 7er)

AUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (14-APR-2818) Bioclogy, Institute of Science, Umuttepe,
Kocaeli, Izmit 41388, Turkey

COMMENT fiAssembly-Data-STARTHT
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
FirAssembly-Data- ENDi##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..787

Jorganism="Aureliz aurita”
Jorganelle="mitochondrion™
JSmol_type="genomic OMA™
fisolate="5pP13"
Jdb_xref="taxon:6145"
cos <1..:>787
Joodon_start=1
Jtransl_table=4
Jproduct="cytochrome oxidase subunit I"
Jprotein_id="AYD3¥E27.1"
Stranslation="STNHKDIGTLYLLFGAFSAMVGTAFSMIIRLELSGPGSMLGDDD
LYNVAY TAHALIMLIFFFVMPYLIGGFGNWLYPLY LOAPDMAFPRLNNLSFWLLPPALL
LLLGSSLIEQGAGTGRT IVPPLSAIQAHSGOSVOMATFSLHLAGASSIMGATINFITTI
LNMRAPGMTMDK LPLFVISVLVTAILLLLSLPYLAGALTHLL TDRNFNTSF FDPAGGG
DPILFQHLFWFFGHRPEY™
DRIGIN
1 tcaacaaatc ataaagatat tggaacatta tatctaatat tcggtgcttt ctctgctatg
6l gtaggaactg cctttagtat gattataaga ttggaactpt caggacctgg atctatgcta
121 ggagatgacc aattatacas tgttgtagta actgcacatg ctctastaat gattthcttt
181 tttgttatgc ccgtcttast agggEEpttt gEaaatigac tggttccatt atatattgga
241 gcoccagata tEEctttocc aaggottaac aatatTagtt trtgattact accoocagct
381 ctgcttttac tattagggtc ttctcttata gaacagggag caggtactgg atgeaacaatt
361 tatcccocococo tasgcgcast tcaggcccat tocgEtggtt cagtagatat gEctatattt
421 agtttgcatc tggcagggec ctcctcaata atgggageta taaattttat cactacaata
481 ttasatatga gEEcccccgg aatgactatg gataasatac ctctattcgt atgatocgta
541 ctggtaaccg castattatt grttattatct ttaccTgtct TEgciEEggc tattacaatg
681 ttattaaccg acagaaactt tastacatcc ttotttgacc ctgotggagg aggagatcca
661 attttatttc agcatctttt ctgatttttt ggtcaccctg aagttita
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A. aurita SPJ5 COI gen bolgesi NCBI ekran alintisi

Aurelia aurita isolate SPJ5 cytochrome oxidase subunit | gene, partial cds;
mitochondrial

GenBank: MH206613.1
EASTA  Graphies

Go to: [*]

LOCUS MH288613 561 bp OMA linear  INV 81-0CT-2818

DEFINITION aurelia aurita isolate 5P15 cytochrome oxidase subunit I gene,
partial cds; mitochondrial.

ACCESSION  MH286613

VERZION MH286613.1
KEYWORDS .
SOURCE mitochendrion Aurelia aurita (moon jelly)

ORGANISM furelis aurita
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semaeostomeae; Ulmaridae;
furelia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 561)

AUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (14-aAPR-2818) Biology, Institute of Science, Umuttepe,
Kocaeli, Izmit 41388, Turkey

COMMENT wrAssembly-Data-START#T
Sequencing Technology :: %anger dideoxy sequencing
witAassembly-Data- ENDit#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..581

Jorganism="Aureliaz auwrita”
forganelle="mitochondrion™
Smol_type="genomic DMNA"
fisolate="5P15"
fdb_xref="taxon:5145"

cos 21..35861
fcodon_start=2
Jtransl_table=4
fproduct="cytochrome oxidase subunit L"
fprotein_id="a¥D3V6i6.1"
Jtranslation="HKDIGTLYLIFGAFSAMVGTAFSMIIRLELSGPGSMLGDDOLYN
VUWTAHALIMIFFFVMPYLIGGFGNWLVELY IoAPDMAFPRELNNISFWLLPPALLLLL
GoSLIEQGAGTONTIYPPLSAIQAHSGGEVOMALFSLHLAGAS S IMGAVNF LTTILNK
RAPGMTMDKLPLFWIWSWLVTAILLLLS"

CRIGIN
1 tcataaagat attggaacat tatatctaat attcggtpct ttotctpota tggtaggaac
6l tgoctttagt atgattatas gattggsact gtcaggacct ggatctatge taggagatga

121 ccaattatac astgttgtag taactgcaca tgctctaata atgattttct tttttgttat

181 goocptotta atagggEget ttggasattp actggttoca ttatatattg gagcocccaga

241 tatggctttc ccasggctta acastattag tttttgattg ctacccccag ctotgotttt

381 actattaggg tcttctotta tagsacaggg apcaggtact ggatgaacaa tttatccccc

361 cctaagcgca attcaggocc attocggtgg ttcagtagat atggctatat ttagtttgea

421 tctggcagpg poctoctcaa tastpggagec tptaaatttt atcactacca tattaaatat

481 gapggpccccc gEastgacta tpgatasaat acctoctattc gtatgatccg tactggtcac

541 tgcaatatta ttgttattat c
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EK-B

A. aurita SPJ3 16S rDNA gen bolgesi NCBI ekran alintisi

Aurelia aurita isolate SPJ3-16S large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; mitochondrial
GenBank: MH059723.1
Goto: (v
LOCUS MH@59723 632 bp DNA linear  INV 31-MAY-2013
DEFINITION Aurelia surits isolate SPI3-165 large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; mitochondrial.
ACCESSION  MH@59723
VERSION MH@58723.1
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Aurelia aurits (moon jelly)
ORGANISM Aurelis surits
Eukaryota; Metazoa; Cnidaris; Scyphozoa; Semasostomeas; Ulmaridae;
Aurelia,
REFERENCE 1 (bases 1 to 632)
AUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.
TITLE Direct Submission
JOURMAL  Submitted (15-M&R-2018) Biology, Science, Umuttepe, Izmit 41380,
Turkey
COMMENT ##Assembly-Data-STARTH:
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly -Data-ENDE#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..6832
forganism="Aurelia surita"
[organelle="mitochondrion”
/mol_type="genomic DHA"
/is0late="3P]3-165"
[db_xref="taxon:6145"
rRNA <1..>632
[product="large subunit ribosomal RMA"
ORIGIN
1 taccaaaaac atagocctac gtaactcttg tasggtgasg cotgeoccaat gactgocast
6l aatctaatas asatcagttc aatggccgeg ghasctctgs cogtgatean gtageatast
121 cacttgtcac ttaattggtg actggaatgs atggctasac geatcctcoo ctgictetgs
181 agassstcctg geaaatttga astagcagtg magstgctge teagtaattg taagacgass
241 agaccctatc gagctttact ggaatcttge masgtsacat agttattess gaceamatts
3@l tacesattge aagcccgaca gittggttes ggegaccace cotasssacg tatcaggggs
361 actctaaggg ctgtcateat aigamasscc gocttactgg agacasacas gtcaatcagt
421 tatastttst aggacstatt gocccgtiat ttagcttcac ascasataac gactatgasa
48] aasgttaccg tagggstsac sgggtaatat titcagagag ttcatatcge tgasaatgtt
541 tgeccaccteg atgttgastt atgatatcct gagggtgeag cegetctcaa gggttggtct
6@l gttcgaccat tasastctta catgattigs gt
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A. aurita SPJ5 16S rDNA gen bolgesi NCBI ekran alintisi

LoCUs
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
source

ORIGIM

[y

g

fury

18
24
3@
36
42
45
54
6@

= s s b R s

=

Aurelia aurita isolate SPJ5-16S large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; mitochondrial

GenBank: MH064432.1
FASTA  Graphics

lHa64432 541 bp DNA linear  INV 31-MAY-2013
Aurelia aurita isolate SPIS5-165 large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; mitochondrial.

1Ha64432

Ha64432.1

mitochondrion Aurelia aurita (moon jelly)

Aurelia aurita

Eukaryots; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semaeostomeae; Ulmaridae;
Aurelia.
1 (bases 1 to 641)
Gunes,M. and Polat,F.
Direct Submission
Submitted (15-MAR-2018) Biology, Science, Umuttepe, Izmit 4133@,
Turkey
##hssembly -Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##thssembly -Data-END##
Location/Qualifiers
1..6841
[organism="Aurelia aurita"
[organelle="mitochondrion”
/mol_type="genomic DNA"
/isolate="5PJ5-165"
/db_xref="taxon:5145"
<1..%641
/product="large subunit ribosomal RNA"

taccasaaac atagccctac gacactcttg tasggtgaag cctgoccaat gactgocast
aatctaatas saatcagttc astggecgeg gtaactctges ccgtgataasa gtagcatast
121 cacttgtcac ttaattggtg actggaatgs atggrtaaac geatcctoct ctgtctctga
agaaatcctg geaastttga astagcagty aagatgctge tamstasttg tesgacgass
agaccctatc gagetttact gesatcttec assgtsacat agttattaaa gscaasatts
tacaaattgc sagcccgaca gtttgotteg ggcgaccace cctaassacg tatcaggags
actctaaggg ctgtcatsat atgassaacc gocttactge sgacasacaa gtcaatcagt
tataatttat aggacatatt gacccgttat ttagettcac sacaastaac gactatgass
aaagttaccg tagggataac agggtaatat tttcagagag ttcatatcga tgssaatgtt
tgccaccteg atgttgastt atgatatcct gagggtgeag cagetttoaa gggttggtet
gttcgaccat taasstctta catgatttgs gttcattecg t
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EK-C

A. aurita SPJ3 18S rDNA gen bolgesi NCBI ekran alintisi

Aurelia aurita isolate SPJ3-185 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank: MHIS27TE.2
FASTA  Graphics

Gota: [#]

LOCUS

ACCESSTON
VERSION
KEYWORDS
SOURCE

REFERENCE
ALTHORS
TITLE
JOURKAL

COMMENT

FEATURES

G61

721

781

2L

Sel

961
laza
laal
1121
1261
1261
1321
1321
1421
1581
1561
1521
1581
1741

I

HHRSOT7S 1741 bp DA linear IRV 26-5EP-2318

DEFINITION Auwrelia aurita isolate 5PJ3-1B5 small subunit ribosomal RNA gene,

partial segquence.
HHESSTTS
HHB59775.2

Burelia aurita (moon jelly)

ORGANISM Aurelia aurita

Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semasostomeas; Ulmaridas;
Burelia.

1 (bases 1 to 1741}

Gunes M. and Polat,F.

Direct Submizsion

Subnitted (15-MAR-281E) Biology, Science, Umuttege, Izmit 41388,
Turkey

On Sep 26, 2018 this sequence werslon replaced MHBSSTTS.1.

Alassembly-Data-5STARTAN
Sequencing Techmology @@ Sanger dideoxy seguencing
AlAssembly -Data-ENDUE

Location/Qualitiers

SOUrCe 1..1741

forganisn="furelia aurita”
fmal_type="genonic DHA"
fleolate="5P]31-185"
Sdby_xref="Laxon: 61457

1..%1741

Sprodect="small subunit ribosomal RNA™

aaaataagce tgcatgicta agtataagea ctigtactgh gaaactgopes atpgcteatt
aaatcagtta tegtttattt gattgtacct tactacatgg ataaccgtpg taattctaga
gotaatacat gogassagic cogacliclg gaagegatgh attitattage ctazaagoica
atacggptge totttiggpe acacgitcat gigptpattc atgatsactt ctegaatcge
atggictitge gocgpogate tttcattcaa atttotgece tatcaactpt cgatggtaag
glagtgpctt accatggtia cascggetpga Cggagaatta gegttcgatt ccgpagagege
agectgagaa acgpetacca catocaagpa aggcagoapp cpipoaaalt acccaatoic
gacaigpega gotagigaca agaaataaca atccgtgtec atattctgpa tgogaaattyg
gaatgagtac aatttaaatc ctttaacgag gaccaattge agggceagic tggtgocagc
agocgepeta attocagete caatagegta tattmaagtt gttgcagtta aaasgetcgt
agtiggattt cggpatgppc caghbcpgtct gocpraaget atgttactpe ctpotetgtc
Chtcttegea asgactgept gtpctettaa ctgagtgtpc gtaggatttg cgacgtttac
tttgasasaa ttagagtgtt casagcagge taaccgeotig astacatgag catggaataa
tggaatagga cttiggtict atttigtige ttlctagaac Lgaagtaaly attaagageg
acagttppge geattogtat ttogtighca gagptpaaat tottgpatit acpaaagacg
aacaactgcg asagcatitg ccaagaatpgt titcattast caagaacgas agitagaggc
tcgaagacga btiagatacecg boctagttct aaccataaac gatgocgact agggatcage
gppcgttatt ttatpaccoc gttggeacct tatpggaasc caaagitttt ggpttocggp
gpaagtatge ttgcasagct gasacttaaa ggaattgacg gaagpgecace accaggagtp
gagoitgoge cttaattige ctoaacacgg gaaaasctcac caggtocage catagtaagg
attgacagat tgagagetet ttottgatte tatgeEgtpet gotgcatgpc cgttottagt
tgptggagte attigtitpge ttaattocgt taacgaacga gaccttatec tgctaaatag
Cracacgeal clogeticgt goctpgpotic ttagaggpac tgtigptgtt aaccatcgta
aggaagpgcaa teacaggtet gtgatpeoct tagatgttct pggecgeacg cgegctacac
tgacgatgtc aacgaglctit aaciticgec gatagglgte getaatitic tgazacatig
tegtgatgee patagetcat tpcaattatt gatctigaac geggaattec tagtaagoge
gagtiatcag ctogeghipga ttacgtooct goocttigta cacaccgeod ghegctacta
Cogattgaat getctagega gaccttcgea tiggogcogt tLoggoicpe aagEgclgaa
gtggatagee gagaagtepe tetagttoga toattagagg aagtasaagt cgaacaagtc
4
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A. aurita SPJ5 18S rDNA gen bolgesi NCBI ekran alintisi

Aurelia aurita isolate SPJ5-18S small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank: MHOG2730.1
FASTA  Graghics

Goto: (]

LOCUS MHBEZT949 1286 bp ONA linear INV 31-MAY-2918

DEFINITION Auwrelia surita isolate %P15-1B% small subunit ribosomal RMA gene
partial sequence.

ACCESSION MHEDZY 98

VERSION MHBEZYY98 .1
KEYWORD: .
SOURCE purelia surita (moon jelly)

ORGANISM furelia surita
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semaecstomeae; Ulmaridae;
furelia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1288)
AUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.

TITLE Direct Submission
JOURMAL  Submitted (15-MAR-2818) Biology, Science, Umuttepe, Izmit 41388,
Turkey
COMMENT FrAssembly-Data-STARTRT
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
wirAssembly-Data- ENDi#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1288

forganism="Aurelia aurita”
fmol_type="genomic OMA™
"LpJE-185"
"taxon:5145"

rERA <1..>1286
fproduct="small subunit ribosomal RNA"
DRIGIN

=

gtatasaata gootgcatgt ctaagtatsa goacttgtac tgtgasactg cgaatggctc
61 attagatcag tratcgTita trTgattgta cottactaca tggataaccg tEgtasttet
121 agagctaata catg@cga3as grOCCgactt ctggasgEgs tEtatttatt agactaaasg
181 ccaatacggg tgctottttg ggcacacgtt catgtggtgs ttcatgataa cttetogast
241 cgcatggoct tgCgocggEcEg atgtttcatt caaatttotg coctatcaac tgtogatget
3Bl 3aggtagtgg cttaccatgg ttacaacgEE tEacEE3ga3 tTagEgttcE attocgpaga
jbl gggagcctga gesacggcta ccacatccas gEIagEcagc aggcgcgcaa attacccast
421 cccgacacgg EEag@tagtg acaagaaata acaatccgtg tocatattct ggatgogasa
481 ttggaatgag tacaatttas atcctttasc gaggaccaat TEEaggEca3 ETCTEEtgoc
541 agcageocgcg gtaattccag ctocastage gtatattaas gttgttgoag ttasasaaget
G6B1 cptagttgga tttcgggatg ggccagtcgg tctgocgoas getatgttac tggotgptcot
g6l gtoocttottc gra3agactg cptgtgctot taactgagty tECEtaggat ttgcgacgtt
721 tactttgaaa asattagagt gttcasagcs ggctascoge ttgastacat gageoatggaa
781 tastggaata gEactttggt tctattttgt tgatttctag asctgaagta atgattaaga
841 gpEacagttg BEEECAttcE tatttcgttg tcagaggtga asttottgEa tttacgaasg
981 3cE3acaact grEadagcoat ttgcocaagas tgttitcatt astoaagasc gasagttaga
961 ggctcgaaga cgatcagata ccgtcctagt totasccata ascgatgocg actagggate
1821 agcgggcgtt attttatgsc cocgttggca cottatgggs asccgctgas grggatagec
1881 gagaaga3gt atcgotaata grTcgatcat ttagaggaag ttggacgaas agtogtacea
1141 atcaggaatt ggaaccctge ggEtttaatt ttgacttaac accgggasaa cttaccaagg
1281 ttcaaa
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EK-C

A. aurita SPJ3 ITS1 gen bolgesi NCBI ekran alintist

Aurelia aurita isolate SPJ3-ITS1 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.8S ribosomal
RNA gene, partial sequence

GenBank: MH058572.1

FASTA  Graphic

LOCUS MHE585 72 344 bp ORA linaar INY 31-MAY-2818

DEFINITION avrelia surita isolate SP13-ITS51 small subunit ribosomal RMA gens,
partial seguence; internal transcribed spacer 1, complete sequence;
and 5.85 ribosomal ANA gene, partial sequence.

ACCESSION MHE585 72

VERSION MHES9572.1
KEYHWORDS .
SOURCE turelia aurita (moon jelly)

ORGANISM pAurelia surita
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semaeostomeae; Ulmaridas;
Aurelia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 344)
AUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.

TITLE Direct Submission
JOURMAL  Submitted (15-MAR-2818) Biology, Science, Umuttepe, Izmit 41388,
Turkey
COMMENT witAssembly-Data-STARTRE

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
withssembly-Data- ENDit
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..344
Jorganism="Aurelia aurita”
Jmol_type="genomic ONA™

misc_HRNA <1, :344

/note="contains small subunit ribosomal RMA, internal
transcribed spacer 1, and 5.85% ribosomal RMA™
CRIGIN

[

ggtttoccgta pEtgascctg cggaaggatc attaccaasa ttcacatttt grttgetgoaa

61 aagctattct attctgttgs goggatgctt gtocattcga caacgaataa agaattaacc
121 actgtgaact tggtacctat ctgtgtgagg tgggcagagt gracatpcgt gtgtacgtct
181 gapgcttaaa tgacgEgogt tttoccatcg gootcacatg gagttttttt toattgttaa
241 taacttgtpt teaaasattat tcctgaaast gptcasactt ttttgEtttg gotasgttgc
381 aasaatgaga tacaasttct aaggtggatc actcggotcg tEce

=

(==

i

46



A. aurita SPJ5 ITS1 gen bolgesi NCBI ekran alintist

Aurelia aurita isolate SPJ5-ITS1 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.8S ribosomal
RNA gene, partial sequence

GenBank: MH062754.1

FASTA  Graphic

Goto: [+

LaCUs MHEEZY 54 336 bp OrA linear INV 31-MAY-2al18

DEFINITION Avrelia surita isolate 5P15-IT%1 small subunit ribosomal RMA gene,
partial segquence; internal transcribed spacer 1, complete segquence;
and 5.85 ribosomal AMA genz, partial sequence.

ACCESSION MHBEZYS54

VERZION MHBEZY54 .1
KEY¥WORDS .
SOURCE furelia aurita (moon jelly)

ORGANISM furelia surita
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Semasostomeas; Ulmaridas;
fAurelia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 338)
BUTHORS  Gunes,M. and Polat,F.

TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (15-MAR-2218) Biology, Science, Umuttepe, Izmit 41388,
Turkey
COMMENT fithssembly-Data-STARTHT

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
withssembly-Data- ENDi#

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..338

forganism="Aurelia aurita"

fmol_type="genomic DMA™

fizolate="5P15-1T51"

/db_xref="taxon:6145"

<1..x338

fnote="contains small subunit ribosomal RMA, internal

transcribed spacer 1, and 5.85 ribosomal RNA"

ORIGIN

=

gEtttccgta gETgaacctg CEEaaggatc attaccgasa CTEgcagttt atgctgcaaa
apctattcta ttoctpttgag cggatgcttg tcattcgaca acgastaassg astaaccact
gtgaacttgt acctatctgt gtgagetgeg cegagtgcac atgoptgtgt acgtotgage
tta3atgacg gECEttTtcc CAatCgEcotc Acatggagtt trtttcattg ttaataactt
gtgtasaaat tasttcctga asaggtcasa ctttttggtt tggctaapgtt grassaatga
gatacaactt ctaagptgga tcactcgget cptgcg
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EK-D

SPJ 3 ve SPJ 5 denizanasi 6rneklerine ait COI, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1 gen
bolgeleri ile diger denizanasi tiirlerini gosteren FigTree v1.4.2 programu ile ¢izilen

filogenetik agac.
i s = >
@ o ] ~ >
EF § 5 9 3
s 5 8 g 4 F
. § §&§ & §
% 2 B £ 8 & 3
6 % Sz ig fF g F
D, “ € 5 2 2 2 £ & d §
2 % % 2 2 2 § 3 & s
Qe; /A S m) A Z z g g & §\
" % % B R 2t R F P
o0, %, % % b 38 32 & & D
X ) % % 3 - AR 4 >
% % % S L 5§ 8 &
2 % % HT>><oF s F O
o, Ve, By B P C & 3
8 o“b ‘%) = 6 cé) d &
78g, (3 2 3 o‘)‘\ 3
po'a, f./*&' % (@) 40 ,\Q,"o\h
s gy 7 W 8.4
63(-“\’393 ‘%) S A oo
Aure, labig, 265 L
fa 16$(JX39 = :
9255.1) ia fimbata 185(Jx393277- !
Aurelia I g
urelia limbata 16S(AB720014.1)
SPJ3 18S(MH059775
5(Jx393254-1) |
Aurelia limbatd 16 SPY5 188
123) ree
S\w‘osg 790)
13 N E
) Song Pag
9\)* ‘5'1'\ 2 b
™ N a 0%49 e
‘ . s
Jé\"‘a“ &N & = % by, i y24994
w o & > T o %, s, 5
€ o AT TR IR Ny, W
S & FTFgciv s, o,
" AR Y i .
RS R 5
& O & g e & 3 3 - ’
& & 9 65 g = T 0y 3 ,o‘¥
w S F o @ 8 3 % z &q’
e 3 Q = = i g
& & @ 3 - | Q d)"
g &5 iR
= 4 % ’
& §F & = 2 %
2 )
>

48




KiSISEL YAYINLAR VE ESERLER

Giines M., Polat F., Bing6l G., Marmara Denizi Sahillerinde Yasayan Aurelia aurita
Denizanas1  Tiriiniin ~ Molekiiler ~Karakterizasyonu, International Eurasian
Conference on Biological and Chemical Sciences, Ankara, Tiirkiye, 26-27 Nisan
2018.

Polat F., Bingol G., Diler S. B., Giines M., Tiirk Populasyonunda Il-1Ra ve Il1-4
VNTR Polimorfizmleri ve Prostat Kanserine Yatkinlik, . Uluslararast Saglik
Bilimleri Kongresi, Aydin, Tiirkiye, 29 Haziran-01 Temmuz 2017.

49



OZGECMIS

1990 yilinda Istanbul’da dogdu. Ilk, orta ve lise 6grenimini Istanbul’da tamamladi.
2010 yilinda girdigi Kocaeli Universitesi Biyoloji Boliimii’nden 2016 yilinda mezun
oldu. 2016 yilinda Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
Dalr’nda yiiksek lisans egitimine bagladi.

50



