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Ozet

Caligmamizda Marmara Denizi sahillerinde yayilig gosteren Knidliler subesine ait Aurelia aurita denizanasi tiirii
filogenetik olarak incelenmistir. Bunun i¢in EKim 2017- Subat 2018 tarihleri arasinda Marmara Denizi’nin kuzey ve giiney
sahillerinden toplanan denizanasi 6rneklerinden DNA’lar izole edilmis ve mitokondrial Sitokrom Oksidaz Altiinite T (COI),
16S rDNA, niiklear 18S rDNA ve Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) gen bolgeleri Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR) ile
amplifiye edilmis ve ardindan dizi analizleri yapilmistir. Filogenetik analizler GenBank’tan alinan dizilerle birlikte
degerlendirilerek gergeklestirilmis ve tlirler arasi iliskiler belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aurelia aurita, COI, 16S rDNA, 18S rDNA, ITS1, filogenetik analiz
Phylogenetic Analysis of Jellyfish Species of Aurelia aurita Distributed in the Sea of Marmara
Abstract

In our study, the species Aurelia aurita jellyfish belonging to the Cnidaria branch distributed in the coasts of the Marmara
Sea were examined phylogenetically. For this purpose, DNAs were isolated from the jellyfish samples collected from the
northern and southern coasts of the Marmara Sea between October 2017 and February 2018, and mitochondrial Cytochrome
Oxidase Subunit | (COI), 16S rDNA, nuclear 18S rDNA and Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) gene regions were
amplified by PCR and sequence analysis was performed. Phylogenetic analysis was carried out with the evaluation of the
obtained results together with the sequences obtained from GenBank and inter-species relationships were determined.

Keywords: Aurelia aurita, COI, 16S rDNA, 18S rDNA, ITS1, phylogenetic analysis

GIRIS

Diinya tzerindeki tim denizler ve okyanuslar disiinildiiginde, 10 binden fazla Knidliler
(Cnidaria) tiirtiniin yasadig1 kesfedilmistir (Coll vd., 2010; Appeltans vd., 2012). Bu canlilar gergek
dokular1 gelismis olan, en basit yapili ¢ok hiicrelilerdir. Cogu denizlerde, az bir kismu tatli sularda
bulunan bu sube tiyeleri, ayr1 ayr1 veya koloni halinde yasamaktadirlar (Tanyolag ve Tanyolag, 2000;
Bayha vd., 2010).

Tiirkiye’de denizanasi tiirlerinin igerisinde bulundugu Scyphozoa (Denizanalar1) sinifin1 kapsayan
Knidliler subesi, 5 farkli sinif igermektedir. Denizlerimizde Knidliler subesine ait Rhizostoma pulmo,
Aurelia aurita, Pelagia noctiluca en ¢ok rastlanan tiirlerdir (Tanyolag ve Tanyolag, 2000; Miller ve
Harley, 2016; Arai, 1996). Kozmopolit bir tiir olan ve genellikle kirli sularda yasayan, gerek ticari
gerekse saglik agisindan zararlari bulunan bir denizanas tiirii olan A. aurita sistematik ¢alismalarin
biiyiik ¢ogunlugunda morfolojik yontemler kullanilarak incelenmistir. Denizlerdeki yayilislari, toksik
etkileri, tomurcuklanma (blooming) gerceklestirmeleri lizerine pek c¢ok caligma bulunmaktadir
(Kramp, 1961; Isinibilir vd., 2015; Taser, 2017).

ITS1 geninde ki iki 6zellik tiir tanimlamasina gidilmesinde 6nemli goriilmistiir. Bunlardan birincisi
ITS1 genindeki uzunluk varyasyonlaridir. Bu gen bolgesindeki 240°tan 360 niikleotide degisen
uzunluklarin olmasi, kladlardaki farkl: tiirleri ortaya ¢ikarmada belirleyici oldugu rapor edilmistir.
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Ikinci énemli bir nokta ITS1 de mikrosatellit igeren bolgelerin varhigidir. A. labiata’da diger
Aurelia tiirleri ile kiyaslandiginda %10’dan %40’a varan ITS1 mikrosatellit farkliliklar1 bulunmustur
(Wesson vd., 1992; Beauchamp vd., 1996; Chen vd., 1996; Odorico vd., 1997). Dawson ve Jacobs
(2001) tarafindan belirtildigine gore %5’den %15’e varan bir farklilik ITS1 dizileri arasinda tiirlerin
ayrilma diizeyine isaret ediyorsa yaptiklar1 ¢alisma Aurelia tiriinde A. limbata, A. labiata ve A.
aurita’ya ek olarak daha once A. aurita olarak tanimlanan alti kriptik tiirii de tespit etmede
kullanilabilecektir.

Aurelia tiirlerinde COI genindeki %13’den %24’¢ degisen sekans varyasyonu, tiirler arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymada, diger ¢ok hiicrelilerde oldugu gibidir. Béylece dizideki %10-201ik bir
farklilik, ayri tiirleri karsilagtirmak igin veri olarak kullanildiginda, COIl verileri A. limbata, A. labiata
ve A. aurita’nin yedi kardes (sibling) tiiriinde tanimlamay1 destekler niteliktedir (Dawson ve Jacobs,
2001)

Denizanasi aragtirmasi yapanlar 6zellikle korunmus tiirler arasinda morfolojik tiir tespiti yapmada
zorluklar yagamaktadir. Sadece birkag giivenilir taksonomik anahtar bulunmaktadir. DNA sekansi gibi
tayin etmeyi kolaylastiran molekiiler teknikler ilerlemesine ragmen GenBank veritabaninda denizanasi
sekanslart hala sinirli sayidadir ve ¢ogunlukla tiirler 1himan bdlgeler ve Atlantik Okyanusu’ndan
gelmektedir (Haussermann vd., 2009). Birkag tiir Pasifik Okyanusu’ndan gelirken (Dawson 2005)
Glineydogu Asya bolgesinden hig tiir tespiti bulunmamistir. Malakka Bogazi ve Gliney Cin Denizi’ni
icine alan Malezya Sularinda birka¢ denizanasi kaydi vardir (Rizman-Idid vd., 2016). Tirkiye
Denizleri’'nde GenBank denizanasi kaydi Karadeniz-Sinop sahillerinden 2013-2014 yillar1 arasinda
olmak iizere 23 adet bildirilmistir (Keskin ve Atar, 2013), Istanbul Bogazi’nda ise 26 Haziran 2016
tarihli, AY903117 erisim numarasi ile 1 adet bulunmaktadir.

Bu ¢alisgmada Marmara Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita’nin COI, 16S rDNA, 18S rDNA ve
ITS1 gen bolgelerinin baz dizilislerini ortaya g¢ikararak molekiiler yonden degerlendirme yapmak
amaglanmugtir.

MATERYAL ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi

Calismanizda incelemek iizere topladigimiz &rnekler Izmit Seka Park Sahili (8), Istanbul Yesilkoy
Sahili (6), Tekirdag Kumbag Sahili (6), Canakkale Lapseki Sahilinden (8) toplandi. Bu asamada
canlilar atrap yardimiyla yakalanip, derin bir kap igerisine bir miktar deniz suyu ile birlikte analiz
islemleri yapilmak iizere laboratuvara getirildi.

DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toplanan denizanasi 6rneklerinin ektoderm tabakalarindan doku ornekleri alinip Zymo Research
Quick DNA Universal Kit (Catalog Nos. D4068 & D4069) kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapildi.

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) bolgelerine ait primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) (Gradient PCR, SuperCycler: Kyratec) yapildi. Kullanilan primerler Tablo 1’de, primer
baglanma sicakliklar1 Tablo 2’de goriilmektedir. PCR reaksiyon karigimi hazirlamak i¢in 5x FIREPol
Master Mix (Solis BioDyne) kullanildi. Her bir 6rnek icin firma tarafindan tavsiye edilen PCR
reaksiyon karisimi hazirlandi.

DNA bantlarini tespit etmek igin Safe-T staining (etidyum bromide alternatif olarak) kullanilarak
TAE tamponunda %]1’lik agaroz jel hazirlandi. Amplifiye PCR iiriinleri yatay jel elektroforez
cihazinda 100 Voltta 30-45 dakika yiiriitiildii ve UV transliiminator ile gériintiilendi.
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Tablo 1. Mitokondriyal COI, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1 bélgelerinin PCR iglemlerinde
kullanilan forward ve reverse primerleri

Primer Bolgesi Primer Yonii  Primer Dizisi

col LCO 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
HCO 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’
Forward 5’-TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC-3’

16S rDNA
Reverse 5’-ACGGAATGAACTCAAATCATGTAA-3’
Forward 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’

18S rDNA
Reverse 5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3°

ITS1 Forward 5’-GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC-3’
Reverse 5’- CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG-3’

Tablo 2. Genler ve primerlerin baglanma

sicakliklari
Genler scakln ()
Col 55
16S rDNA 50
18S rDNA 48
ITS1 60

DNA Sekans Analizi

PCR iiriinleri ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) Kkiti
prosediirleri kullanilarak BM Labosis tarafindan saflastirildi. Saflastirilan PCR iiriinleri COI, 16S
rDNA, 18S rDNA ve ITS1’e ait forward ve reverse yonlii primerler ile karistirilarak dizi analizi
gerceklestirildi. Dizi analizi igin Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme
cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilarak yapildi.

Filogenetik Analiz

Elde edilen DNA sekanslari, Chromas (v.2.6.5.) programi kullanilarak goriintiilendi. Chromas
tizerinden diziler ayr1 ayri 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 yiiklendi. NCBI veri bankasinda kayitli dizilerle benzerlikleri
karsilastirildi. En ¢ok benzerlik gosteren diziler, benzerlik siralarina gére GeneBank erisim numaralari
ile birlikte filogenetik agagta kullanilmak tizere not edildiler (Tablo 3). Calisilan dort gen bélgesine ait
olan tiim diziler ayr1 ayr1 MEGA (v.7.0) programina yiiklenerek modelleme yontemleri ve mesafeleri
belirlendi.

Maksimum Likelihood (ML) metodu, Tamura-Nei Modeli (1993), Bootstrap 1000’de filogenetik
agaclar olusturuldu.

165



GUNES ve POLAT 2019 ActAquaTr 15(2), 163-170

Tablo 3. COI gen bolgesi igin GenBank’tan (NCBI) alinan
sekans verilerine ait erisim numaralari

Genler Tiir Erisim Numaralari
A. aurita JQ353727.1
col A. aurita HM053519.1
A. aurita JQ353728.1
A. labiata AY903077.1
A. aurita JX393252.1
A. limbata JX393254.1
16S rDNA A. labiata JX393255.1
C. quinquecirrha GU300724.2
S. malayensis JX393267.1
A. aurita JX393275.1
A. limbata JX393277.1
A. aurita AY428815.1
18S rDNA Poralia sp. JX393294.1
N. nomurai HQ413771.1
C. pacifica voucher KY249594.1
S. malayensis HM194808.1
A. aurita KC767900.1
ITS1 C. chinfensis JN202957.1
P. noctiluca HM358359.1
C. fulgida voucher HM348774.1

BULGULAR

Calismamizda Izmit Seka Park disinda uzak sahillerden laboratuvara getirilen denizanalarinin DNA
izolasyonlarinda sikintilar yasandi. Ya DNA izole edilemedi ya da kontaminasyondan dolay1 balik,
alg, bocek ve bakteri DNA’lar izole edildi. Laboratuvarimiza en yakin mesafede olan Izmit Seka Park
sahilinden elde ettigimiz, taze dokudan ¢alistigimiz en iyi iki 6rnekle deneylere devam edildi. PCR ile
amplifiye edilip sekansi yapilan SPJ3_COI igin MH206614, SPJ5 COI i¢in MH206613 NCBI veri
bankasindan erisim numaralar1 alindi. Ayni sekilde 16S rDNA icin MH059723 ve MH064432, 18S
rDNA i¢in MH059775 ve MH062790, ITS1 gen bolgesi SPJ3 6rnegi igin MH059572 ve SPJ5 6rnegi
icin MH062754 numaralar1 elde edildi. Sekil 1-4’de cgalismamiza ait gen dizileri ile Tablo 3’de
goriilmekte olan denizanalarina ait dizilerin MEGA (v.7.0) programi ile olusturulan filogenetik
agaclart goriilmektedir. Ayn1 programda COI geni icin en diisiik genetik uzaklik 0.004, en yiiksek
genetik uzaklik ise 0.295 olarak, baz frekanslar1 ise 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 bulundu. 16S rDNA geni i¢in en diisiik genetik uzaklik
0.002, en yiiksek genetik uzaklik ise 0.366°d1. Baz frekanslar1 f(A)=0.354, {(T)=0.272, f(C)=0.179,
f(G)=0.195 ve +G=0.60, +1=0.28 bulundu. 18S rDNA i¢in en diisiikk genetik uzaklik degeri 0.000 iken,
en yiiksek genetik uzaklik degeri 0.089 olarak bulundu. Baz frekanslann f(A)=0.272, f(T)=0.272,
f(C)=0.228, f(G)=0.228 ve +G=0.13, +1=0.28 bulundu. ITSI i¢in en disiik genetik uzaklik 0.004 ve
en yiiksek genetik uzaklik ise 0.683, baz frekanslart ise f(A)=0,290, f(T)=0.290, f(C)=0.210,
f(G)=0.210 ve +G=2.42, +1=0.33 bulundu.
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Sekil 3. A. aurita’ya ait 18S rDNA gen bolgesi i¢in ML metodu ile olusturulan molekiiler filogenetik agag

167



GUNES ve POLAT 2019 ActAquaTr 15(2), 163-170

—— @ 5203 ITS104H053572)
’
o
100 m— Aureda aunta (KCT67900 1)
‘ ' @ SRS ITSIMHOEZTSS)
‘ Chrysaara chinenss JN20295T 1
Peinga noctiuca (HM358359 1)
Crrysacrs fuigyda voucher (FMI4E774 1)
y oam

Sekil 4. A. aurita’ya ait ITS1 gen bolgesi icin ML metodu ile olusturulan molekiiler filogenetik agag

TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye sularinda yapilan caligmalar arastirildiginda Canakkale Bogazindaki, Scyphomedusae (A.
aurita, R. pulmo ve Chrysaora hysoscelld) ve Ctenophora tiirlerinin (Mnemiopsis leidyi,
Pleurobranchia pileus) mevsimsel dagilimlari (Cardak, 2002), Karadeniz’de yasayan R. pulmo
denizanalarinin islenmesi, protein, karbon, hidrojen, azot, Ca, Mg, Cu, Fe, Zn ve Ni miktarlarinin
bulunmas1 (Ozer, 1994) gibi caligmalar bulunmaktadir. Aurelia biitiin denizanalar1 arasinda en cok
calisilmig olmasina ragmen onun taksonomisi ve molekiiler karakterizasyonu ile ilgili ¢cok az sey
bilinmektedir.

Keskin ve Atar (2013) tarafindan Karadeniz-Sinop kiyilarindan elde edilen A. aurita 6rneklerine ait
COI gen bolgesi sekans dizilerinin genom veri bankasinda kayitlari saglanmistir. Marmara Deniz’i
sahillerinde yasayan A. aurita denizanasi tiirii igcin NCBI genom veri bankasina COI gen bolgesi veri
girisleri (MH206614, MH206613) tarafimizca saglanmis olup ilaveten aynmi tiir igin 16S rDNA
(MH059723, MH0644432), 18S rDNA (MHO059775, MH062790) ve ITS1 (MH059572, MH062754)
DNA barkod genlerine ait sekanslar i¢in de erisim numaralari elde edilmistir.

COI geninin diger genlerden stiinliigii evrensel primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesi ve
farkli taksonlarda filogenetik sinyale sahip olmasidir. Ugiincii pozisyondaki kodonlar1 ¢ogunlukla
substitlisyon gosterdiginden diger barkod genlerine gore nispeten daha yiiksek evrim hizina sahip ve
ayni zamanda tiir i¢i farkliligi ortaya koyabilmektedir (Buclin vd., 2011). MH206614 erisim numarali
SPJ3 6rnegimiz, JQ353727.1 erisim numarali A. aurita ile %99.1 benzerlik gosterirken A. limbata
(AY903189.1) ile %84.8, A. labiata (AY903077.1) ile %82.2 benzerlik gostermektedir. Dawson ve
Jacobs (2001)’un da belirttikleri gibi COI geninde Aurelia tiirleri arasinda goriilen %13-24 arasinda
degisen bolgeler galismamizdan da goriilecegi tizere A. limbata, A. labiata ve A. aurita tiirleri
arasindaki filogenetik ayirimi destekler niteliktedir.

SPJ3 ve SPJ5 orneklerimiz 16S rDNA gen bolgesi agisindan incelendiginde, ¢alistigimiz tiiriin
NCBI BLAST’ta kayith A. aurita’larla  %99.3 ve %99.7 arasinda benzerlik oranlart oldugu
goriilmiistir. Bu oranlar1 %94 ile A. limbata ve %88.2 ile A. labiata izlemistir. Poralia sp., N.
nomurai, C. quinquecirrha ve S. malayensis ise benzerlik oranlart %75-70 arasi bulunmustur. Tirkiye
denizlerinde yasayan A. aurita, R. pulmo ve C. andromeda denizanalar iizerinde Ozbalcilar (2012)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada mitokondrial 16S rDNA bélgeleri degerlendirilmistir. PCR-RFLP
teknigi ile denizanasi tiirleri arasinda 4 gesit restriksiyon endoniikleaz enzimi (Bsurl, Alul, Hin6l,
Rsal) kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 5 haplotip ortaya ¢ikarilmig; R. pulmo ve A. aurita tiirlerinin
yakin akrabalig1 ve C. andromeda tiiriiniin bu iki tiire gore nispeten daha uzak akrabaliginin oldugu
bulunmustur. Ozbalcilar (2012), tarafindan yapilan arastirmada 16S rDNA’nmn denizanasi tiirleri
arasinda ayrim giicline sahip olmasi yaptigimiz ¢alisma ile parelellik arzetmektedir.

Marmara Denizi ve Karadeniz sahillerinde Dogan (2017), tarafindan Scyphozoa simifina ait A.
aurita ve R. pulmo tiirlerinde ITS1 gen bolgesi kullanilarak filogenetik analiz yapilmis fakat ¢alismaya
ait orneklerin GeneBank erisim numaralarina ulagilamamustir. Yaptigimiz c¢alisma ile Marmara
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Denizi’nde yayilis gosteren A. aurita iizerinde ITS1 geni veri girisi saglanmig durumdadir. Dogan
(2017) tarafindan A. aurita ve R. pulmo denizanalarinda yapilan ¢alismada ITS1 gen bolgelerine ait
PCR-jel fotograflari incelediginde farkli niikleotid uzunluklarina sahip bantlar oldugu goriilmektedir.
Dawson ve Jacobs (2001) ve Batovska vd. (2017) ¢alismalart incelendiginde de, ITS1 gen bdlgesinin
yiiksek varyasyon gostermesi hizalamalarda zorluklar ¢ikarmasina ragmen denizanasi tiirlerini ortaya
cikarmada, komsu dizileri ile ya da diger DNA barkod genleri ile birlikte degerlendirilmesinin faydali
olacagin diisiinmekteyiz.

SPJ3 (MHO059775) ve SPJ5 (MH062790) orneklerimize ait DNA sekanslar1 ile genom veri
bankasinda kayitli (Tablo 3) diger denizanalarina ait 18S rDNA sekanslari hizalandiginda benzerlikleri
¢ok yakin oldugu bulunmustur. Ozellikle SPJ3 18S rDNA sekansimiz NCBI-BLAST’ta %100
oraninda A. aurita (JX393275.1) ile benzer ¢iksa da bunu %99,9 ile A. labiata, %99,3 ile A. limbata
izlemektedir. Elde edilen sonuglardan da goriilecegi lizere denizanalarinda 18S rDNA gen bdlgesi cins
ve tiir ayriminda DNA barkodlamada ¢ok ayirict degildir. Nitekim 18S rDNA dizisi agirlikli olarak
evrimsel korunmus bolgeler icerdiginden alem, filum, sinif ve takim seviyesinde filogenetik iligkileri
ortaya ¢ikarmada kullanilabilecegi onerilmektedir (Chalwatzis vd., 1995; Hwang ve Kim, 1999).

Calismamiza ait bazi sekans sonuglarimizi NCBI-BLAST’a yiikledigimizde (kayit altina
almadigimiz) midye, balik, alg ve bakteri tiirleri ile karsilastik. Cogunlukla kirli sularda yasayan
denizanasi iizerinde molekiiler diizeyde galigma planlayan arastirmacilar igin, denizanasindan doku
ornegi almadan once canlinin suyla iyice temizlenmesini, semsiye kismindan, ektoderm tabakasinin
hemen altindan alimmasini ve taze dokuda calisilmasini  Onermekteyiz. Aksi takdirde
kontaminasyondan dolayi farkli canli kalintilarina ait DNA’lar1 da izole etmek miimkiindiir.

Denizlerimizde A. aurita’nin disinda 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) denizanast tiirleri
de bulunmaktadir. Ancak literatiir incelendiginde Tiirkiye denizlerinde yasayan denizanasi tiirlerine ait
birkag ¢alisma disinda DNA barkod ¢alismasi bulunmamaktadir (Ozbalcilar, 2012; Keskin ve Atar,
2013; Dogan, 2017). Ilgi duyan arastirmacilar igin yukarida belirtilen denizanas: tiirlerine ait gen
bolgeleri dizilenerek veri bankalarmma kayitlar1 saglanabilir. Ayrica Karadeniz, Akdeniz ve Ege
Denizi’nde bulunan diger A. aurita’larin da molekiiler diizeyde galisilarak haplotiplerinin belirlenmesi
literatiire 6nemli katk: saglayacaktir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Marmara Denizi sahillerinde yaygin olarak bulunan Aurelia aurita
denizanas tiirii DNA barkodlama teknigi kullanilarak ¢alisilmistir. Barkod genleri olarak mitokondrial
COl, 16S rDNA, 18S rDNA ve ITS1 gen bolgeleri kullanilmigtir. Ulkemiz sularinda yasayan
denizanasi tiirlerine ait barkodlama ¢alismasi yok denecek kadar azdir. Bundan sonraki ¢aligmalar i¢in
gerek denizanalar1 gerekse diger aquatik canlilarimiz igin biyogesitliligimizin molekiiler diizeyde
ortaya ¢ikarilmasi, barkod sistemlerine kayitlarinin saglanmasi ve bu alanda literatiir agiginin
kapatilmas1 onerilmektedir.

Tesekkiir: *Bu calisma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir. Calisma, Kocaeli Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi (KOU BAP-2017-095) tarafindan desteklenmistir.
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