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OZET

TURKIYE'NIN KARADENIZ KIYILARINDA AVLANAN DENIZ
BALIKLARINDA HYSTEROTHYLACIUM (NEMATODA:
RAPHIDASCARIDIDAE) LARVALARININ MORFOLOJIK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
Muhammet Yavuz GELEN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Hastaliklar1 (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Temmuz/2021
Danisman: Dog. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

Tiirkiye karasularinda avlanan deniz baliklarini enfekte eden Hysterothylacium
(Nematoda: Raphidascarididae) tiirlerinin larval morfotiplerinin tanimlanmasi ve
molekiiler karakterizasyonlar1 hakkinda az sayida arastirma bulunmaktadir. Bugiine
kadar Karadeniz’de avlanan deniz baliklarin1 enfekte eden Hysterothylacium
tirlerinden sadece H. aduncum larvalarmin rDNA ITS (ITS-1, 5.8S, ITS-2)
bolgesinin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Karadeniz’de H. aduncum
larvalar1 haricinde diger Hysterothylacium larval morfotiplerin tanimlanmasi ve
molekiiler karakterizasyonlar1 hakkinda bugiine kadar herhangi bir arastirma
yaptlmamistir. Bu tez ile Karadeniz’de avlanan deniz baliklarin1 enfekte eden
Hysterothylacium  larval ~ morfotiplerinin ~ tamimlanmast  ve  molekiiler
karakterizasyonlarinin ortaya konulmasi amaglanmustir.

Karadeniz'de avlanan ve ekonomik Oneme sahip olan deniz baliklarindan
Engraulis encrasicolus L., 1758 (hamsi), Trachurus trachurus L., 1758 (karagoz
istavrit), Mullus barbatus ponticus E., 1927 (barbunya) ve Merlangius merlangus L.,
1758 (mezgit) tiirlerinin parazitolojik muayeneleri yapilmistir. Morfolojik inceleme ile
Hysterothylacium sp. larval tip I1I, IV, VIII ve IX morfotipleri tanimlanmustir.
Tanimlanan larval morfotipler arasindan secilen 6rneklerin DNA ekstraksiyonlar
yapilmis, rDNA ITS ve mtDNA cox2 gen bdlgeleri PCR ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi
analizleri yapilmistir.

Bu tez ile Karadeniz'den izole edilen Hysterothylacium sp. larval tip 11 ve IV’iin
rDNA ITS ve mtDNA cox2 gen bélgeleri ile Hysterothylacium sp. larval tip VIII ve
IX’un mtDNA cox2 gen bolgeleri ilk kez molekiiler olarak karakterize edilmistir. Bu
tez ¢alismasinda elde edilen ITS ve cox2 genetik verileri Karadeniz ve diinyanin farkli
su kaynaklarindaki larval morfotipler ile eriskin Hysterothylacium tiirlerinin
filogenetik iligkilerini ortaya ¢ikartmak i¢in kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Hysterothylacium, morfotip, ITS, Cox 2, Karadeniz



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
HYSTEROTHYLACIUM (NEMATODA: RAPHIDASCARIDIDAE) LARVAE IN
MARINE FISH FROM THE BLACK SEA COAST OF TURKEY
Muhammet Yavuz GELEN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Aquatic Animal Diseases, Faculty of Veterinary Medicine
Master, July/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

There are few studies on the morphological identification and molecular
characterization of the larval morphotypes of Hysterothylacium (Nematoda:
Raphidascarididae) species that infect marine fish caught in Turkish territorial waters.
To date, molecular characterization of the rDNA ITS (ITS — 1, 5.8S, ITS — 2) region
of only H. aduncum larvae among the Hysterothylacium species that infect marine fish
caught in the Black Sea has been made. There is no study on the morphological
identification and molecular characterization of Hysterothylacium larval morphotypes
except H. aduncum larvae in the Black Sea. It is aimed to describe the
Hysterothylacium larval morphotypes that infect marine fish caught in the Black Sea
and to reveal their molecular characterization with this thesis.

Parasitological examinations of Engraulis encrasicolus L., 1758 (anchovy),
Trachurus trachurus L., 1758 (horse mackerel), Mullus barbatus ponticus E., 1927
(red mullet), and Merlangius merlangus L., 1758 (whiting) which are captured and
have economic importance in the Black Sea were performed. Hysterothylacium sp.
larval type 111, 1V, VIII and IX morphotypes were described based on morphological
examination. DNA extractions of the representatives of the described larval
morphotypes were made, rDNA ITS and mtDNA cox2 genes were amplified by PCR,
and DNA sequence analyses were performed.

The rDNA ITS and mtDNA cox2 genes of Hysterothylacium sp. larval type 11l
and 1V, and the mtDNA cox2 gene of Hysterothylacium sp. larval type VIII and 1X
which were isolated from the Black Sea have been molecularly characterized for the
first time with this thesis. The ITS and cox2 genetic data obtained here can be used to
reveal the phylogenetic relationships of Hysterothylacium larval morphotypes and
adult Hysterothylacium species in the Black Sea and worldwide.

Keywords: Hysterothylacium, morphotype, ITS, Cox 2, Black Sea
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1. GIRIS

Ulkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarinda bugiine kadar
Hysterothylacium aduncum, H. fabri ve H. reliquens tiirleri bildirilmistir (Doganay,
1994; Akmirza, 2013; Pekmezci vd., 2013; 2014; Keskin, vd., 2015; Simsek, vd.,
2018; Ozturk ve Yesil, 2018; Koksal, 2019). Karadeniz’de avlanan deniz
baliklarinda sadece H. aduncum ve H. fabri larvalar1 morfolojik olarak identifiye
edilmistir (Doganay, 1994; Ozturk ve Yesil, 2018; Koksal, 2019). Karadeniz'de
avlanan deniz baliklarin1 enfekte eden Hysterothylacium larval morfotipleri tam
olarak bilinmemektedir. Ayrica Karadeniz'de avlanan deniz baliklarinda sadece H.
aduncum larvalarinin rDNA ITS ve mtDNA rrnS gen bolgelerinin molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir (Pekmezci, vd., 2013; Pekmezci, 2019). Bununla
birlikte bugiine kadar Karadeniz’de avlanan deniz baliklarin1 enfekte eden H.
aduncum  tirii haricinde diger Hysterothylacium tiirlerinin  molekiiler

karakterizasyonu yapilmamustir.

Bu tez ¢alismasi ile Karadeniz'den izole edilen Hysterothylacium sp. larval
tip 1l ve IV morfotiplerinin rDNA ITS ve mtDNA cox 2 gen bolgeleri ile
Hysterothylacium sp. larval tip VIII ve X morfotiplerinin mtDNA cox 2 gen
bolgeleri ilk kez molekiiler olarak karakterize edilmistir. Burada elde edilen ITS ve
cox 2 verileri Karadeniz ile diinyanin farkli su kaynaklarindaki Hysterothylacium
tiirlerinin filogenetik iliskilerini ortaya ¢ikartmak icin kullanilabilir. Ulkemiz
karasularinda avlanan deniz baliklarini enfekte eden Hysterothylacium cinsiyle
ilgili yapilan aragtirmalar Hysterothylacium'un larvalari ile yetiskinleri arasindaki

iligkilerin agiga ¢ikmasina yardimci olmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Balik parazitleri sucul ekosistemin ayrilmaz bir parcasidir. Tath ve tuzlu su
olmak tizere gol, akarsu, deniz gibi dogal alanlarda ya da kiiltiire edilen balik
popiilasyonlarinda yaygin olarak bulunurlar. Parazitler baliklarda dogal kosullarda
az sayida olduklarinda genellikle 6nemsiz kabul edilmekte ancak fazla sayida ve

yogun olarak bulunduklarinda sorun olusturmaktadir.

Parazitler igerisinde yer alan nematodlar Nemathelminthes kokiinde yer alan
viicutlar1 boliimlenmemis, uzun ve silindirik yapiya sahip olan ayri cinsiyetli
helmintlerdir. Nematodlarin 6nemli bir boliimii serbest yasam siirerken, bir bolimii
ise insan ve hayvanlarda paraziter yasama uyum saglamislardir. Bir boliimii direkt
gelistigi halde bir boliimii gelismelerinde ara/paratenik konaga gereksinim
duyarlar. Animalia aleminde 256 aileden ve 40.000'den fazla tiirden olusan en
onemli ve en genis grubu olustururlar (Williams and Jones, 1994; Anderson, 2000;
Umur, vd., 2006).

Nematod parazitlere tatli su, deniz ve aci su baliklarinda siklikla rastlanir.
Birbirinden  farkli  tlirler konaklarmin  viicut kondisyonlarni, yiizme
performanslarini, tireme kabiliyetlerini ve hematolojik profillerini etkilerler ve
ciddi hastalik tablosu olusturarak yiiksek oranlarda Gliimlere neden olabilirler.
Baliklarda ergin nematodlar c¢ogunlukla sindirim sisteminde parazitlenirken,
larvalar viicut boslugu, i¢ organlarin yiizeyinde ya da paransiminde bulunurlar
(Moravec, 1994; Molnar, et al., 2006; Choundhury and Cole, 2008).

Nematodlar tipik olarak uzun, her iki ucu sivri, bilateral simetrik ve yalanci
viicut bosluguna (pseudocoel) sahip canlilardir. Biiytikliikleri ¢ok degiskendir ve 1
mm’den kiigiik ya da 1 m’den uzun olabilirler. Viicudun hareketinden kaslar ve
psoydosoldeki sivinin  basinct  sorumlu olup, hareket solucanimsi/yilanimsi
sekildedir. Viicut hipodermis tarafindan salgilanan ve kiitikula olarak adlandirilan
hiicresiz bir tabaka ile kaplidir. Viicut ¢eperindeki kaslar tek tabaka olup, sadece
uzunlamasina seyreder ve sirkiiler kaslar yoktur. Sindirim sistemi gelismis olup,
ag1z, barsak ve aniisleri vardir. Sinir sistemi genel olarak basit olup, viicudun farkli
bolimlerindeki hareketin mekanik esgiidiimii hemolenf hacmindeki yerel
degisiklikler ve lokal reflekslerle saglanir. Bosalt1 sistemi lateral kanallar veya
ventral bezler ile bazen de her ikisinden olusur. Bu sistem viicudun 6n ucuna yakin

yerde ventral bir delikle sonlanir. Nematodlarin ¢ogu ayri cinsiyetlidir ve genelde
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disiler parazitler erkeklerden daha biiyiiktiir. Erkek ve disiler distan morfolojik
olarak ayrilabilirler (Seksiiel dimorfizm). Esey organlar1 ayr1 organlar seklinde ve
genellikle dis ortamla baglanti kuran kanallar bi¢imindedir. Disilerin arka ucu
genellikle sivri oldugu halde erkeklerin kivrik veya genislemis olarak sonlanir
(Moravec, 1994; Umur, vd., 2006). Baliklarda bulunan nematodlar ¢ogunlukla
ovipardirlar ve yumurtlayarak ¢ogalirlar. Bununla birlikte ¢ok sayida vivipar olan
nematod tirleri bulunmaktadir (Izyumova, 1964; Moravec, 1994). Nematodlar
yasam dongiilerinde tatli su ya da deniz baliklarini1 kesin, ara ya da paratenik konak
olarak kullanirlar (Choundhury and Cole, 2008).

Nematoda smifi Raphidascarididae ailesinde yer alan Hysterothylacium
tiirleri baliklar1 enfekte eden deniz ascaridoidleri arasinda genis bir dagilima ve
bolluga sahip olan parazitlerdir. Hysterothylacium tiirleri Kuzey Atlantik, Akdeniz,
Karadeniz, Pasifik Okyanusu ve Avustralya, Cin ve Giiney Amerika deniz sularini
kapsayan diinya ¢apinda genis bir dagilima ve bolluga sahiptirler (Bruce, et al.,
1994; Pekmezci, vd., 2013; 2014; Shamsi, et al., 2013, 2015; Li, et al., 2017; 2018;
Simsek, vd., 2018; Roca-Gerones, et al., 2018; 2020; Tedesco, et al., 2018;
Khammassi, et al., 2020).

Raphidascarididae ailesinde yer alan Hysterothylacium tiirlerinin ve larval
tiplerinin taksonomisi (NCBI Taxonomy) asagida belirtilmistir (Schoch, et al.,
2020).

Alem: Metazoa

Sube: Nematoda

Simif: Chromadorea
Takim: Rhabditida

Ust aile: Ascaridoidae
Aile: Raphidascarididae
Cins: Goezia

Cins: Raphidascaris
Cins: lheringascaris
Cins: Hysterothylacium
Tiir: Hysterothylacium aduncum

Hysterothylacium amoyense

Hysterothylacium auctum

3



Hysterothylacium australe

Hysterothylacium bidentatum
Hysterothylacium brucei

Hysterothylacium deardorffoverstreetorum
Hysterothylacium fabri

Hysterothylacium fortalezae
Hysterothylacium kajikiae

Hysterothylacium liparis

Hysterothylacium longilabrum
Hysterothylacium pelagicum
Hysterothylacium persicum

Hysterothylacium reliquens

Hysterothylacium rigidum

Hysterothylacium sinense

Hysterothylacium tetrapteri
Hysterothylacium thalassini
Hysterothylacium zhoushanense
Hysterothylacium sp. 111 SS-2010
Hysterothylacium sp. IV SS-2010
Hysterothylacium sp. IV-A

Hysterothylacium sp. IVA-111-1
Hysterothylacium sp. IVA-111-2
Hysterothylacium sp. IVA-111-5
Hysterothylacium sp. IVA-111-6
Hysterothylacium sp. IVB-112-2
Hysterothylacium sp. IVB-22-11
Hysterothylacium sp. IVB-54-1
Hysterothylacium sp. larval type 11l GZP-2021
Hysterothylacium sp. larval type IV B SS-2020
Hysterothylacium sp. larval type IV (genotype B) SS-2020
Hysterothylacium sp. larval type IV GZP-2021
Hysterothylacium sp. larval type IX GZP-2021
Hysterothylacium sp. larval type V KBP-2020
Hysterothylacium sp. larval type VI A SS-2020
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Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.
Hysterothylacium sp.

larval type VI C SS-2020
larval type VI SS-2019
larval type VIII GZP-2021
larval type VIII SS-2020
larval type XIV SS-2019
type IV AJ-2012

type IV-A LL-2015

type V AJ-2013

type VI AJ-2013

type VI SS-2014

type VIII AJ-2012

type X AJ-2013

type XIII SS-2014

type XIV SS-2014

type XVII SS-2019

V SS-2010

VI SS-2010

VI SS-2016

VII SS-2010

VII SS-2010
VII-111-4

VIII-21-2

VIII-42-2

X SS-2010

XISS-2010

XII SS-2010

XIV-96-1

XV SS-2016
XVIII-126-2

XVIII-80-3

XVIII-84-1



Askaridan parazitler li¢ belirgin dudak, dis labiyal papilla ve ¢ok sayida
kaudal papilla varligiyla karakterizedir. Deniz baliklari, siiriingenler, kuslar ve
memeliler de dahil olmak {izere tiim omurgali hayvan siniflarinin gastrointestinal
sistem parazitleridir. Deniz tiirleri arasinda g¢esitlilik bakimindan yalnizca
spiruridler tarafindan geride birakilirlar ve spiruridlerle birlikte deniz faunasindan
tanimlanan nematodlarin ¢ogunu olustururlar. Ug ascarididan iist ailesi olan
Ascaridoidea, Cosmocercoidea ve Seuratoidea gruplarinda ozellikle denizlerde
yasayan memeliler ve baliklar1 enfekte eden parazitler bulunmaktadir (Rohde,

2005).

Ascaridoidea {stailesi genelde kalin kiitikiilaya sahip olan biiyilik
nematodlardir. Bas kisminda dudaklar genelde 1yi gelismis olup bazen interlabia ile
ayrilabilir. Ozefagus basit ve silindirik yapida ya da arka ucu genislemis ventrikiiliis
ile sonlanir. Ekeklerde iki spikiilim genellikle esit uzunlukta ve benzerdir.
Erkeklerde prekloakal ¢ekmen yoktur ve ¢ok sayida genital papil vardir. Vulva
viicudun orta kismindadir. Bazi tiirler hayat dongiileri esnasinda ara konaga ihtiyag
duyarken digerleri ara konaksiz gelisir. Ascaridoidea {ist ailesine bagl
Raphidascarididae ailesinde yer alan ¢ok sayida tiir tath su ve deniz baliklarda

parazitlenebilmektedir (Moravec, 1994).
Cins: Hysterothylacium (Ward ve Magath, 1917)

Sinonim: Thynnascaris (Dollfus, 1933); Contracaecum (Thynnascaris)
(Dollfus, 1935); Contracaecum (Erschovicaecum) (Morgovoi, 1951);
Contracaecum (Simplexonema) (Kreis, 1952); Contracaecum (Acollaris) (Araujo,
1970).

Oldukga biiyiik nematodlardir. Disi bireyler erkek bireylere gore daha
biiyiiktiir. Viicut uzun ve orta kismi en genis yeridir. Kiitikulada hafif belirgin
halkalanmalar vardir veya yoktur. On ugta 3 adet dudak vardir. Dudaklar iyi
gelismis ve yaklasik olarak esit biiyiikliiktedir. Genellikle dudaklar uzunlugundan
daha genis olup, lateral kenarlarinda seffaf kiitikiiler yapida ¢ikintili ya da ¢ikintisiz
yakalar1 bulunur. Interlabia mevcut olup interlabial ¢ikintilar var ya da yoktur.
Lateral kanatlar1 (kiitikiiler kanat) belirgin ya da degildir. Ozefagus uzun, kassal ve
cogunlukla son kisimlarma dogru genislemektedir. Ventrikiilis kiiresel bir

yapidadir. Posterior seyirli ventrikiiler ¢ikinti mevcuttur. Ventikiiler ¢ikintinin



uzunlugu tiirlere gore degiskenlik gostermektedir. Anterior seyirli barsak ¢ikintisi
(intestinal sekum) bulunur. Barsak ¢ikintisinin uzunlugu tiirlere gore degiskenlik
gosteriri. Bosalt1 (salg1) deligi sinir diiglimii hizasinda ya da yakinindadir. Bosalti
deliginin lokalizasyonu bu cinsin Contracaecum cinsinden ayrilmasinda en 6énemli
morfolojik ozelliktir. Rektal bezler var ya da yoktur. Erkeklerde spikiiliimler
birbirine benzer, esit ya da uzunluklari1 ¢ok az olarak birbirinden farklidir. Genital
papil ¢cok sayidadir. Disilerde vulva viicudun orta kisminin anteriorundadir. Uterus
didelfik ve opistodelfik yapidadir. Ovipardirlar. Aniis terminaldir. Kuyruk koni
bi¢iminde diiz, sivri ve ucunda tek (mukron) ya da birden ¢ok sirali igne
sonlanabilir. Disi ve erkek larvalarda genital yapilar ana hatlar1 ile belirgindir.
Erkek larvalarda spikiiliimler ve kaudal papiller heniiz tam olarak gelismemistir.
Disi larvalarda uterus ve vajina sekillenmis olup vajinal agiklik kiitikula ile kaplidir
ve vulva bicimlenmemistir. Deniz, tath ve aci sularin parazitleridir (Sekil 2.1., 2.2.)
(Moravec, 1994; Pekmezci, vd., 2014; Shamsi, et al., 2013; 2015; Pantoja, et al.,
2016; Tedesco, et al., 2018; Khammassi, et al., 2020).



Sekil 2.1.

Barsak ¢ikintisi

Hysterothylacium sp. tip V larvanin morfolojik 6zellikleri (resim). A-
Hysterothylacium tip V 6n parca (skala: 500 pm), B- Hysterothylacium tip V 6n ug
(skala: 50 pum), C- Hysterothylacium tip V 6zofagus (6)-ventrikiil (v)-barsak (b)
birlesimi (skala: 200 pm), D- Hysterothylacium tip V arka parca (skala: 50 pm), E-
Hysterothylacium tip V kuyruk ucu (skala: 20 um), b: barsak, m: mukron, 6: osefagus,
v: ventrikiilis (Khammassi, et al., 2020)



Bosalt1 deligi

Osefagus

Ventrikiiliis

Ventrikiiler ¢ikinti

Barsak ¢ikintisi

—  Mukron

Mukron

Sekil 2.2. Hysterothylacium sp. tip V larvanin morfolojik 6zellikleri (¢izim). A-
Hysterothylacium tip V 6n parca (skala: 500 um). B- tek terminal mukron gosteren
arka ug (skala: 20 um), C- Hysterothylacium tip V arka parca (skala: 100 pm),
(Khammassi, et al., 2020)



Hysterothylacium tiirlerinin L3’leri bentik ve pelajik baliklarin mezenterinde
ve i¢ organlarinda kapsiillenmis halde bulunurken, L4’leri ve ergin formlar
baliklarin mide ve barsak kanalinda ya da karin bélgesinde serbest bulunabilirler
(Gonzalez, 1998; Klimpel and Ruckert, 2005; Rello, et al., 2008). Hysterothylacium
tiirlerinin konaklar aras1 bulagsma ve gelismesi ile ilgili olarak bilinenlerde bazi
noktalar halen eksiktir. Kesin konak baliklarin digkisi ile yumurtalar atilir ve
yumurtalarda L2’ler gelisir. L2’ler gesitli omurgasizlar (kopepodlar, isopodlar)
tarafindan alinir ve onlarin hemosellerini istila eder. Omurgasizlarda L3 gelisir ve
omurgasizlarin kesin konaklar tarafindan yenilmesi ile parazitlerin ergin sekilleri
olusur. Ya da paratenik konak baliklar ile diger paratenik konaklar tarafindan alinan
L3’ler kendi kendilerine gelismelerini durdurur ve kesin konaklari tarafindan
alinmay1 beklerler. Kesin konak baliklarda L4 ve erginler sekillenir (Navone, et al.,
1998; Anderson, 2000) (Sekil 2.3.).

G. blacodes

%/A____.P

L3,1L4,E G. brasiliensis

S. japonicus T. gaudichaudii
E. anchoita

Sekil 2.3. Hysterothylacium aduncum’un yasam dongiisii (Navone et al., 1998)



Hysterothylacium cinsine ait nematodlar hem larva hem de yetiskin
asamalarinda cesitli deniz balig1 tiirlerini enfekte eder. Bu parazitler larva
asamalarinda konak¢1 spesifik degildir ve bu nedenle deniz ekosisteminde yaygin
olarak bulunurlar ve kiiresel bir dagilim sergilerler (Bruce, et al., 1994; Shamsi, et
al., 2013).

Giiniimiizde Hysterothylacium cinsi deniz ve tatli su baliklarinda rapor edilen
yaklasik 103 tiirti icermektedir (Bezerra, et al., 2021). Bugiine kadar morfolojik
olarak on sekiz (I-XVIII) Hysterothylacium larval morfotipi tanimlanmistir. Bazi
morfotipler molekiiler olarak karakterize edilmis ve ergin Hysterothylacium tirleri
ile iliskilendirilmistir (Cannon, 1977; Szostakowska, et al., 2002; Jabbar, et al.,
2012; 2013; Knoff, et al., 2012; Pekmezci, vd., 2013, 2014; Guo, et al., 2014;
Andres, et al., 2016; Fonseca, et al., 2016; Shamsi, et al., 2013; 2015; 2016; 2018;
Pantoja, et al., 2016; Shamsi, 2017; Zhao, et al., 2017; Zhang, et al., 2018;
Rodriguez, et al., 2019; Costa, et al., 2018; Di Azevedo and Iiiguez, 2018; Ghadam,
et al., 2018; Li, et al., 2012a; b; 2013; 2017; 2018; Roca- Gerones, et al., 2018;
Simsek, vd., 2018; Tedesco, et al., 2018; Hossen and Shamsi, 2019; Khammassi, et
al., 2020) (Tablo 1).
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Tablo 1. Diinyadaki Hysterothylacium tiir ve larva morfotiplerinin konak, cografik alan ile GenBank erigim numarali

Parazit tiirii GenBank Erisim Numarasi Konak Cografik alan Kaynak
rDNA ITS gen MtDNA cox 2
bolgesi geni
Amentum devisi, Saurida
undosquamis, Paraplotosus
albilabris, Mylio australia,
Gerris ovatus, Polynemus
. . i i sheridani, Platycephalus
Hysterothylacium tip | indicus, Synaptura orientalis, Avustralya kiyilart Cannon, (1977)
Cynoglossus bilineatus,
Triacanthus biaculeatus,
Sphaeroides hamiltoni,
Tragulichthys jaculiferus
. . Plectorhynchus chrysotaenia,
Hysterothylacium tip |1 - - Choerodon venustus Avustralya kiyilart Cannon, (1977)
Hysterothylacium tip 111 FN811721(1TS1) . .
$5-2010 FN811678 (ITS2) - Lutjanus spp. Avustralya kiyilart Shamsi et al., (2013)
. . MF693070 (ITS1) i . Roca- Gerongs, et al.,
Hysterothylacium tip 111 MF693086 (ITS2) Trachurus trachurus Bat1 Akdeniz (2018)
. . MZ313477
g)és;erz%t;i/ lacium tip 111 (ITSI\QZE? éél?‘erZ) MZ313478 Mullus barbatus ponticus Karadeniz Bu arastirma
T MZ313479
. . Abudefduf whitleyi
Hysterothylacium tip IVA FN811724(1TS1) i - . L .
$5-2010 FN811690 (ITS2) CaeS|o_ cuning, Lutjanus Avustralya kiyilari Shamsi, et al., (2013)
argentimaculatus
Hysterothylacium tip IVB . . .
) FN811730(1TS1) i Sillago flindersi, .
SS-2010 FN811682 (ITS2) Scomber australasicus Avustralya kiyilari Shamsi, et al., (2013)
Hysterothylacium tip IVC  JN631798 (ITS1) : Sillago flindersi Avustralya kiyilart Jabbar, et al., (2012)

AJ-2012

IN631805 (ITS2)
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Hysterothylacium tip IVD

AJ-2012
Hysterothylacium tip 1V

Hysterothylacium tip 1V
GZP-2021

Hysterothylacium tip V
CAf

Hysterothylacium tip V
GYc

Hysterothylacium tip V
LAe

Hysterothylacium tip V
MNb

Hysterothylacium tip V
MRa

Hysterothylacium tip V
PAc

Hysterothylacium tip V
PROd

Hysterothylacium tip V
ZEc

Hysterothylacium tip V
MB-2016
Hysterothylacium tip V
SS-2010
Hysterothylacium tip VI
SS-2010
Hysterothylacium tip VI
SS-2016
Hysterothylacium tip VI
SS-2019

IN631799 (ITS1)
IN631806 (ITS2)
MF693071 (ITS1)
MF693087 (ITS2)

MZ313181
(ITS1, 5.8S, ITS2)

KU594481
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594482
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594483
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594484
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594485
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594486
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594487
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KU594488
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KX815378
(ITS1, 5.8, ITS2)
FN811738 (ITS1)
FN811699 (ITS2)
FN811740 (ITS1)
FN811701 (ITS2)
LT576346 (ITS1)
LT576347 (ITS2)
MG594309 (1TS1)
MG594332 (1TS2)

MZ313480
MZ313481
MZ313482
MZ313483
MZ313484

KU594493

KU594494

KU594495

KU594496

KU594497

KU594498

KU594499

KU594500

KX815379

Sillago flindersi
Trachurus trachurus

Micromesistiuspoutassou

Mullus barbatus ponticus

Caulolatilus chrysops
Gymnothorax vicinus
Lagocephalus laevigatus
Menticirrhus americanus
Merluccius hubbsi
Paralichthys isoceles
Prionotus punctatus
Zenopsis conchifer
Mullus surmuletus

Lutjanus carponatus

Chaetodon spp., Heniochus

mOonoCceros
Otolithes ruber

Acanthopagrus australis
Rhabdosargus sarba

Avustralya kryilart

Bat1 Akdeniz

Karadeniz

Brezilya
(Atlantik kiyist)
Brezilya
(Atlantik kiyist)
Brezilya
(Atlantik kiy1st)
Brezilya
(Atlantik kiyis1)
Brezilya
(Atlantik kiyis1)
Brezilya
(Atlantik kiyist)
Brezilya
(Atlantik kiyist)
Brezilya
(Atlantik kiyist)

Akdeniz
Avustralya kiyilari
Avustralya kiyilari
Basra Korfezi

Avustralya kiyilar

Jabbar, et al., (2012)
Roca- Gerongs, et al.,

(2018)

Bu arastirma

Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Pantoja, et al., (2016)
Khammassi, et al., 2020
Shamsi, et al., (2013)
Shamsi, et al., (2013)
Shamsi, et al., (2016)

Shamsi, et al., (2018)
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Hysterothylacium tip VII
SS-2010

Hysterothylacium tip VI
SS-2010

Hysterothylacium tip V111

Hysterothylacium tip V111
GZP-2021

Hysterothylacium tip IX

Hysterothylacium tip IX
GZP-2021

Hysterothylacium tip X SA

Hysterothylacium tip X
AJ-2013

Hysterothylacium tip X
SS-2010
Hysterothylacium tip XI
SS-2010
Hysterothylacium tip XII
SS-2010
Hysterothylacium tip XIII
SS-2014
Hysterothylacium tip XIV
SS-2019
Hysterothylacium tip XV
SS-2016
Hysterothylacium tip XV
EL

FN811749 (ITS1)
FN811709 (ITS2)

FN811750 (ITS1)
FN811710 (ITS2)

MF693073 (ITS1)
MF693089 (ITS2)

MZ313180
(ITS1, 5.8S, 1TS2)
MF693080 (ITS1)
MF693096 (ITS2)
MZ313183
(ITS1, 5.8S, 1TS2)
KU594490
(ITS1, 5.8S, ITS2)

JX848679 (ITS1)
IX848692 (ITS2)

FN811761 (ITS1)
FN811714 (ITS2)
FN811763 (ITS1)
FN811717 (ITS2)
FN811767 (ITS1)
FN811720 (ITS2)

LN651104 (ITS2)

MG594310 (ITS1)
MG594333 (ITS2)
LT576348 (ITS1)
LT576357 (ITS2)
KU594491
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MZ313485
MZ313486

MZ313487
MZ313488

KU594502

KU594503

Caesio cuning

Engraulidae, Clupeidae,
Carangidae, Sillaginidae ve
Scombridae

Trachurus trachurus,
Micromesistius poutassou,
Engraulis encrasicolus

Trachurus trachurus
Micromesistius poutassou
Merlangius merlangus

Sarda sarda

Atherinomorus endrachtensis,
Cephalopholis cyanostigma,
Hyporhamphus affinis

Sphyraena novaehollandiae
Seriola lalandi

Lutjanus carponatus
Abalistes stellatus
Tripodichthys angustifrons
Saurida tumbil

Elops saurus

Avustralya kryilart

Avustralya kiyilar

Kuzey-Dogu Atlantik
Okyanusu

Karadeniz

Kuzey-Dogu Atlantik
Okyanusu

Karadeniz

Brezilya
(Atlantik kiyis1)

Avustralya kiyilart

Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilari

Basra Korfezi

Brezilya
(Atlantik kiyist)

Shamsi, et al., (2013)

Shamsi, et al., (2013)

Roca- Geronegs, et al.,
(2018)

Bu arastirma

Roca- Gerones, et al.,
(2018)

Bu arastirma

Pantoja, et al., (2016)

Jabbar, et al., (2013)

Shamsi, et al., (2013)
Shamsi, et al., (2013)
Shamsi, et al., (2013)
Shamsi, et al., (2015)
Shamsi, et al., (2018)
Shamsi, et al., (2016)

Pantoja, et al., (2016)
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Hysterothylacium tip XVI

Hysterothylacium tip XVII

SS§-2019

Hysterothylacium tip XVIII

H. aduncum
H. aduncum
H. aduncum

H. aduncum
H. aduncum

H. aduncum
H. australe
H. brucei
H. kajikiae
H. fabri

H. fabri

H. fabri

H. fabri

H. fabri

LT717074 (ITS1)
LT717075 (ITS2)

MG594313 (ITS1)
MG594336 (ITS2)

MK161426 (1TS1)
MK161451(1TS2)
MW131976
(ITS1, 5.8S, ITS2)
MF693084 (ITS1)
MF693100 (ITS2)
KF736936
(ITS1, 5.8S, ITS2)
JX413596
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MF062510
(ITS1, 5.8S, ITS2)
HE862216 (ITS1)
HE862223 (ITS2)
HE862222 (ITS1)
HE862230 (ITS2)
HE862220 (ITS1)
HE862226 (ITS2)

KU948632
(ITS1, 5.8S, ITS2)

KC852206
(ITS1, 5.8S, ITS2)

KF736940
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MF062511
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MW149072

MF120249

KC862609

MF120252

Epinephelus areolatus,
Pseudorhombus arsius
Saurida undosquamis
Acanthopagrus australis
Rhabdosargus sarba

Tripodichthys angustifrons

Engraulis australis

Melanogrammus aeglefinus

Micromesistius poutassou

Lophius litulon

Merlangius merlangus
euxinus
Lophius litulon

Boops Boops

Seriola lalandi

Kajikia audax

Kajikia audax

Mullus surmuletus
Zeus faber
Uranoscopus japonicus
Uranoscopus japonicus

Boops boops

Irak sular1

Avustralya kiyilar

Avustralya kiyilar

Barents Denizi

Kuzey-Dogu Atlantik
Okyanusu

Cin sular1

Karadeniz
Cin sulari

Ege Denizi
Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilart
Avustralya kiyilart
Akdeniz

Akdeniz

Cin sulan

Cin sular1

Ege Denizi

Ghadam, et al., (2018)

Shamsi, et al., (2018)

Hossen and Shamsi,
(2019)

Bao, et al., 2021

Roca- Gerones, et al.,
(2018)

Guo, et al., (2014)

Pekmezci, vd., (2013)
Li, etal., (2018)
Simsek, vd., 2018

Shamsi, 2017
Shamsi, 2017
Shamsi, 2017
Tedesco, et al., (2018)
Pekmezci, vd., (2014)
Guo, et al., (2014)

Li, et al., (2018)

Simsek, vd., 2018
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. persicum

. reliquens

. reliquens

. reliquens

. amoyense
. amoyense
. auctum

. bidentatum
. fortalezae
. fortalezae

. liparis
. liparis
. longilabrum
. longilabrum

. rigidum

. sinense

. sinense
. tetrapteri

. thalassini

LT576366 (ITS1)
LT576369 (ITS2)

LT717080 (ITS1)
LT717081 (ITS2)
KX786287
(ITS1, 5.8S, ITS2)
MF062509
(ITS1, 5.8S, 1ITS2)
MH211518
(ITS1, 5.8S, ITS2)

AF115571
(ITS1, 5.8S, ITS2)
AY603539
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KX098563
(ITS1, 5.8S, ITS2)

KF601900
(ITS1, 5.8S, ITS2)

JQ520159
(ITS1, 5.8S, ITS2)

HF680321
(ITS1, 5.8S, ITS2)
KX817294
(ITS1, 5.8S, ITS2)

1X982126
(ITS1, 5.8S, ITS2)

KX825838

MF120253

AF179914

MF120251

MF120247

MF120254
MF120256

Scomberomorus commerson

Otolithes ruber,
Brachirus orientalis

Brachirus orientalis
Boops boops

Lophius litulon

Muraenesox cinereus

Zoarces viviparus

Maurolicus weitzmani

Liparis tanakae
Liparis tanakae
Siganus fuscescens
Siganus fuscescens
Lophius piscatorius

Pseudorhombus
cinnamoneus
Conger myriaster
Kajikia audax

Priacanthus tayenus

Basra Korfezi

Irak sular1
Irak sular1
Ege Denizi

Dogu Cin Denizi

Cin sular1

Baltik Denizi

Kuzey Meksika Korfezi

Cin sular1
Cin sular1
Cin sular1
Cin sulan

Irlanda kiyilari

Sar1 Deniz

Cin sulan
Cin sular1

Cin sular1

Shamsi, vd., (2016)

Ghadam, et al., (2018)
Zhao, et al., (2017)
Simsek, vd., (2018)

Zhang, et al., (2018)
Li, et al., (2018)

Szostakowska, et al.,
(2002)

Andres, et al., (2016)

Nadler and Hudspeth,
(2000)

Guo, et al., (2014)
Li, et al., (2018)
Li, etal., (2012a)
Li, etal., (2018)

Li, etal., (2017)

Li, et al., (2018)
Li, et al., (2018)

Liu, etal., (2013)
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H. thalassini
H. zhoushanensis
H. zhoushanensis

H. pelagicum
H.deardorffoverstreetorum
H.deardorffoverstreetorum

H.deardorffoverstreetorum

H.deardorffoverstreetorum
sensu stricto
H.deardorffoverstreetorum
sensu lato

1X028277
(ITS1, 5.8S, ITS2)

JF730199
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MKO039161
(ITS1, 5.8S, ITS2)

MF120250

MF120248
AF179915

JF730205

KU886688

MF189865

MF189886

Priacanthus macracanthus
Pseudorhombus oligodon

Pseudorhombus oligodon

Paralichthys isosceles

Paralichthys patagonicus,
Xystreurys rasile

Parapristipoma octolineatum

Mullus argentinae

Mullus argentinae

Cin sular
Cin sular

Cin sulari

Brezilya
(Atlantik kiyis1)
Brezilya
(Atlantik kiyist)

Kuzeydogu Atlantik

Brezilya
(Atlantik kiy1st)
Brezilya
(Atlantik kiyis1)

Li, et al., (2018)
Li, et al., (2012b)

Li, etal., (2018)
Nadler and Hudspeth,
(2000)

Knoff, et al., (2012)
Fonseca, et al., (2016)

Rodriguez, et al., (2019)

Di Azevedo and Iiiguez,
(2018)
Di Azevedo and Iiiguez,
(2018)
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Son yillarda Hysterothylacium tiirlerinin larva formlarinin 18 morfotipinin
taksonomik olarak yeniden smiflandirilmast yapilmig ve deniz baliklarinda
Hysterothylacium larva formlarinin yeni bir morfolojik anahtari olusturulmustur
(Pantoja, et al., 2016).

Hysterothylacium larval morfotiplerinin molekiiler identifikasyonunda niikleer
ribozomal ITS gen bolgesi (ITS-1, 5.8S subunit, ITS-2), mitokondriyal cox 2 ve rrnS
genleri kullanilmistir (Pekmezci, vd., 2013; 2014; Shamsi, et al., 2011; 2013; 2015;
2016; 2018; Pantoja, et al., 2016; Pekmezci, 2019; Khammassi, et al., 2020; Simsek,
et al., 2021). Hysterothylacium tiirlerinin morfotipleri molekiiler veriler ile
dogrulanabilir ve her iki metot kullanilarak ergin formlari agiklanabilir (Shamsi, et al.,
2011). Molekiiler analizler sonrasinda morfotip VIII ve IX 'un H. aduncum tiiriiniin
sirasi ile tiglincii ve dordiincii donem larva agamalari oldugunu goriilmiistiir (Roca-

Gerongs, et al., 2018).

Ulkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarinda bugiine kadar H. aduncum, H.
fabri ve H. reliquens tiirleri bildirilmistir (Doganay, 1994; Akmirza, 2013; Pekmezci,
vd., 2013; 2014; Keskin, vd., 2015; Simsek, vd., 2018). Karadeniz’de ise bugiine kadar
sadece H. aduncum ve H. fabri tiirlerinin larvalart morfolojik olarak identifiye
edilmistir (Doganay, 1994; Oztirk ve Yesil, 2018; Koksal, 2019). Tiirkiye
karasularinda avlanan deniz baliklarinda saptanan Hysterothylacium tiirlerinin
molekiiler karakterizasyonu konusunda smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Pekmezci, vd., 2013; 2014; Keskin, vd., 2015; Simsek, vd., 2018; Pekmezci, 2019;
Simsek, vd., 2021). Daha onceki yillarda Karadeniz’de avlanan deniz baliklarimi
enfekte eden H. aduncum larvalarimin sadece rDNA ITS ve mtDNA rrnS gen
bolgelerinin  molekiiler karakterizasyonlari yapilmistir (Pekmezci, vd., 2013;
Pekmezci, 2019).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Karadeniz'de avlanan ve ekonomik Oneme sahip olan deniz baliklarindan
Engraulis encrasicolus L., 1758 (hamsi), Trachurus trachurus L., 1758 (karagoz
istavrit), Mullus barbatus ponticus, E., 1927 (barbunya) ve Merlangius merlangus L.,
1758 (mezgit) tiirleri taze olarak satin alinmistir. Ekonomik éneme sahip olan her bir

tiirden 30 balik incelenmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Deniz Bahiklarmn Parazitolojik Muayenesi

Deniz baliklariin her birinin ayr1 ayr1 nekropsileri ve parazitolojik muayeneleri
yapilmistir. Baliklarin karin duvari i¢ organlar zedelenmeden aniisten itibaren basin alt
kismina kadar ince uglu makas yardimu ile kesilmistir. I¢ organlarin yiizeyleri ve karm
boslugu nematod larvalar1 yoniinden steromikroskop altinda farkli biiylitmeler altinda
incelenmistir. Sonra sindirim sistemi ve i¢ organlar disart ¢ikarilmis ve iginde 1:5
oraninda musluk suyu igeren 1 litrelik kapakli kaplar icerisine alinarak oda
sicaklifinda sabit bir pozisyonda bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kaplar igerisinden organlar ¢ikarildiktan sonra tist kisimdaki sivi dokiilmiis
ve dip kistmdaki s1vi steromikroskop altinda nematod larvalari yoniinden incelenmistir

ve larvalar toplanmigtir (Shamsi and Suthar, 2016).
3.2.2. Hysterothylacium Larval Morfotiplerin Morfolojik Identifikasyonu

Aragtirma esnasinda bulunan nematod larvalar tek tek toplanmis, sayilmis ve
distile su altinda temizlenerek %70’lik sicak etanolde tespit edilmistir. Alkolde tespit
edilen larvalar tek tek olacak sekilde ve her seferinde bisturi ucu degistirmek kosulu
ile li¢ esit parcaya ayrilmistir. Larvalarin 6n ve arka parcalarindan morfolojik
identifikasyon yapilirken, orta kisimlar1 molekiiler analizler i¢in kullanilmistir.
Larvalarin 6n ve arka uglar laktofenolde (fenol, laktik asit, gliserin, su=2:1:1:1 orani)
1-2 giin seffaflandirilmistir. Daha sonra larvalarin 151k mikroskobuna (Leica DM 2500
LED) bagh dijital kamera sistemi (Leica MC 190 HD) yardimu ile resimleri ¢ekilmis
ve morfometrik Olgtimleri yapilarak morfotipleri teshis edilmistir (Berland, 1961;
Cannon, 1977; Petter and Maillard, 1988; Shamsi, et al., 2013; 2015; 2016; 2018;
Costa, et al., 2018; Ghadam, et al., 2018; Roca- Gerones, et al., 2018; Tedesco, et al.,

19



2018; Hossen and Shamsi, 2019). Larvalarin morfometrik olgtimleri ortalama deger
(en kiiciik 6l¢tim degeri—en biiyiik 6l¢lim deger) seklinde verilmistir.
3.2.3. Hysterothylacium Larval Morfotiplerin Enfeksiyon Parametreleri

Arastirmada morfolojik olarak identifiye edilen larval morfotiplerin enfeksiyon

orani ve yogunlugu Rézsa et al., (2000) nin belirttigi sekilde hesaplanmustir.

Enfeksiyon Orani (%): Parazit ile enfekte konak (balik) sayisinin incelenen tiim

konak (balik) sayisina oranidir. Yiizde olarak ifade edilir.

Enfeksiyon Yogunlugu=Enfekte Konak (Balik) Basina Ortalama Parazit Sayisi
(Adet): Incelenen konakta (balik) bulunan parazit tiiriiniin toplam sayismin ayni

parazit ile enfekte konak (balik) sayisina oranidir.
3.2.4. Hysterothylacium Larval Morfotiplerin Genomik DNA izolasyonu

Her bir Hysterothyacium larval morfotipi i¢in 3 ile 5 larvanin orta pargalarinin
genomik DNA izolasyonlar ticari kit (Genomik DNA Izolasyon Kiti, MG-GDNA-01,
HibriGen) yardimi ile kit protokoliine gore yapilmistir. Larvalarin gDNA’lar1 PZR

analizleri yapilincaya kadar —20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.5. Hysterothylacium Larval Morfotiplerin PZR Analizleri

Larval morfotiplerin gDNA’larin rDNA ITS (ITS-1, 5.8S, ITS-2) bolgesi NC5

(5-GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3") ve NC2 (5
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3"), mtDNA cox 2 gen bolgesi 211 (5
TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTTYAT-3) ve 210 (5'-

CACCAACTCTTAAAATTATC-3") primer c¢iftleri kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir (Zhu, et al., 1998; Nadler and Hudspeth, 2000). Her bir gen bdlgesi igin
gDNA, PZR master mix, ileri ve geri yonlii primerler olacak sekilde PZR karigimi
hazirlanmistir (Pekmezci, vd., 2013; 2014). PZR karisimi termal siklus cihazina
yerlestirilmis ve amplifikasyonu kosullar1 Pekmezci, vd., (2013; 2014)’de belirtilen
protokollere gore yapilmistir. Sonrasinda amplifiye PZR iirtinleri etidyum bromid ile
boyanmis %]1,5 agaroz jel’de 100 V’da 1 saat yiiriitiilmiis ve sonrasinda jel

goriintiileme cihazinda UV altinda DNA bantlarinin varligi goriintiilenmistir.
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3.2.6. Hysterothylacium Larval Morfotiplerin Filogenetik Analizleri

Her bir gen bolgesi i¢cin amplifikasyonda basarili olan PZR {iriinlerinin
saflagtirilmasi ve iki yonlii DNA dizi analizleri hizmet alimi karsiliginda Ondokuz

Mayis Universitesi KITAM’da yaptirilmistir.

Iki yonlii DNA dizisi belirlenen rDNA ITS ile mtDNA cox 2 gen bdlgelerinin
niikleotid baz dizilerini gosteren kromotogramlarin kalite skorlar1 Geneious R11
(Kearse, et al., 2012) ve Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlari ile analiz
edilmistir. Kromotogramlarin kalite skorlarinin belirlenmesinde Phred skoru 20’nin
(Q>20) tlizerinde olan niikleotid bazlar1 dikkate alinmistir (Ewing and Green, 1998;
Ewing, et al., 1998). Her bir larval morfotipe ait olan ileri ve geri yonlii DNA dizilerin
kendi aralarinda birlestirmeleri Geneious R11 (Kearse, et al., 2012) ve Vector NTI
Advance 11.5 (Invitrogen) programlari ile yapilmis ve her bir larval morfotip igin ortak
bir niikleotid dizisi elde edilmistir. Elde edilen ortak dizilerin GenBank veri tabaninda
BLAST analizleri (Altschul, et al., 1997) yapilarak larval morfotiplerin diger
morfotipler ile aralarindaki benzerlik yiizdeleri belirlenmistir. Sonrasinda GenBank
veri tabanina daha once kaydedilen larval morfotipler i¢in gegerli olan ITS—1, ITS-2
ve cox 2 niikleotid dizileri tespit edilmis ve filogenetik analizlerde kullanilmistir.
Larval morfotiplerin ITS—1 ve ITS-2 dizileri Geneious R11 programi kullanilarak

kendi aralarinda birlestirilmistir (Kearse, et al., 2012).

Arastirmada tespit edilen larval morfotipler ile daha 6nce GenBank’a veri
tabanina kaydedilen diger larval morfotiplerin ITS (ITS-1, ITS-2) ve cox 2 gen
bolgelerinin ¢oklu hizalamalari ClustalW algoritmasi (Thompson, et al., 1994)
kullanilarak BioEdit programi ile yapilmistir (Hall, 1999). Coklu dizi hizalamasindan
belirsiz sekilde ya da oldukga farkli hizalanan niikleotidler “daha az kati se¢im”

secenegi isaretlenerek Gblocks 0.91b programi kullanilarak kaldirilmistir (Castresana,

2000).

Larval morfotiplerin ITS (ITS-1, ITS-2) ve cox 2 gen bolgelerinin genetik
uzakliklar (p—distance) Kimura—2—Parameter modeli (tek tip oranlar ve %95'ik kismi
silme) kullanilarak MEGA X programu ile hizalanmis diziler izerinden hesaplanmistir
(Kumar, et al., 2018). Aynm1 zamanda her iki gen bolgesinin filogenetik agaglari
Neighbour- Joining metodu ve Kimura—2—Parameter modeli kullanilarak 10000
tekrarli olarak MEGA X programi ile olusturulmustur (Kumar, et al., 2018).
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Filogenetik agagta i¢ diigiimlerde 6n yiikkleme degerleri (> 70) rapor edildi (Hillis and
Bull, 1993) ve dis grup olarak Ascaris lumbricoides kullanildi. Bu arastirmada ITS ve
cox 2 gen bolgesi karakterize edilen Hysterothylacium larval morfotiplerin GenBank

kayitlar1 yapilmis ve erisim numaralar1 alinmistir.
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4. BULGULAR

Karadeniz'de avlanan ve ekonomik Oneme sahip olan deniz baliklarindan
Engraulis encrasicolus Linnaeus, 1758 (hamsi), Trachurus trachurus L., 1758
(karagoz istavrit), Mullus barbatus L., 1758 (barbunya) ve Merlangius merlangus L.,
1758 (mezgit) tiirlerine Hysterothylacium tiirlerinin iigiincii ve dordiincii donem
larvalar tespit edilmistir. Incelenen tiim baliklarda Hysterothylacium larvalarmin en
az bir morfotipi bulunmustur. Morfolojik olarak analiz edilen Hysterothylacium

larvalar1 dort farkli morfotipte olmak tizere III, IV, VIII ve IX olarak siniflandirildi.

Bu larval morfotiplerin enfeksiyon parametreleri, ayrintili morfolojik 6zellikleri

ve morfometrik dlglimleri ile genetik karakterizasyonu asagida verilmistir.
4.1. Hysterothylacium sp. larval tip 111

Tammlama: Ucgiincii dénem larva (n=3). Viicut uzunlugu 10 (10-11) mm ve
genisligi 178 (162-197) um’dir. Dudaklar iyi gelismemistir. Dis mevcuttur. Sinir
halkasinin ve bosaltim deliginin 6n uca uzakligi sirasi ile 273 (265-283) ve 377 (360—
390) pum’dir. Ozofagus 868 (860-880) um uzunlugunda olup viicut uzunlugunun
%8,6’s1dir.  Ventrikiil nispeten yuvarlak ve 65 (46-89) pm uzunlugundadir.
Ventrikiiler ¢ikintt uzunlugu 909 (842-986) pm’dir. Barsak sekum uzunlugu
ventrikiiler ¢ikintidan daha kisadir ve 71 (68—74) um uzunlugundadir. Barsak sekum
uzunlugu 6zofagus uzunlugunun %8,1’i, ventrikiiler ¢ikint1 uzunlugunun %7,8’idir.
Kuyruk uzun, sivri, konik sekilli ve ucunda tek diken ile sonlanir. Kuyruk uzunlugu
126 (100-166) pm’dir (Sekil 4.1.).

Konak: Mullus barbatus ponticus, Essipov, 1927 (Mullidae), Barbunya balig1
Konaktaki yerlesim yeri: Barsak
Lokalite: Samsun, Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar1 (FAO fishing area 37.4.2)

Incelenen 6rnek sayisi: M. barbatus ponticus’tan toplanan 3 6rnegin

morfometrik 6l¢iimleri yapilmistir
Epidemiyolojik parametre: Enfeksiyon oran1 %10 (3/30); enfeksiyon
yogunlugu 1; toplam parazit sayis1 3

Genetik karakterizasyon: Mullus barbatus ponticus’tan izole edilen 3 larvanin
(MZ-1, MZ-2, MZ-3) ITS ve cox 2 gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonu
yapilmistir. DNA dizi analizleri sonucunda MZ-1, MZ-2 ve MZ-3 numaral
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izolatlarin ITS ve cox 2 gen bolgeleri sirasi ile 900 ve 536 baz uzunlugunda oldugu
tespit edilmistir. Ug izolat (MZ~1, MZ-2, MZ-3) ITS gen bélgesi agisindan birbirleri
ile %100 oraninda identiktir ve aralarinda niikleotid farklilig1 saptanmamistir. MZ—-1,
MZ-2 ve MZ-3 izolatlar1 arasinda cox 2 gen bdlgesi acisindan niikleotid farklilig
saptanmustir (Sekil 4.2.). Bu izolatlarin cox 2 genleri arasindaki genetik uzakliklar: (p—
distance) %0,00—1,13 arasinda degismektedir (Tablo 4.1). Hysterothylacium sp. larval
tip 11 izolatlarinin ITS sekanslari Hysterothylacium sp. larval tip IV ile 6zdesti.

GenBank Numaralari: Hysterothylacium sp. larval tip 11I’in ITS gen bolgesi
icin MZ-1 izolatt MZ313182 numarasi ile cox 2 gen bdlgesi i¢in MZ-1 izolati
MZ313477, MZ-2 izolatt MZ313478 ve MZ-3 izolati MZ313479 numarasi ile
GenBank’a kaydedilmistir.

A

Sekil 4.1. Hysterothylacium sp. larval tip I1I’{iin morfolojik 6zellikleri. A- On parga (skala: 200 um),
B- On ug (skala: 50 um), C- Ozofagus-ventrikiiliis-barsak birlesim yeri (skala: 200 um),
D- Arka ug (skala: 50 um), a: aniis, b: barsak, bd: bosaltim deligi, bs: barsak sekumu, &:
0zofagus, sh: sinir halkasi, v: ventrikiiliis, ve¢: ventrikiiler ¢ikinti
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Sekil 4.2.

Hysterothylacium sp. larval tip Il izolatlarin (MZ-1, MZ-2, MZ-3) cox 2 genleri

arasindaki niikleotid farkliliklar:
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4.2. Hysterothylacium sp. larval tip IV

Tammmlama: Dordiincli donem larva (n=10). Viicut uzunlugu 12 (10-15) mm ve
genisligi 191 (163-223) um’dir. Dudaklar gelismistir. Dis yoktur. Sinir halkasinin ve
bosaltim deliginin 6n uca uzakligi sirasi ile 286 (257-311) ve 349 (310-375) um’dir.
Ozofagus 880 (720-1019) um uzunlugundadir ve viicut uzunlugunun %7,3’iidiir.
Ventrikiil nispeten yuvarlak ve 77 (50-166) pm uzunlugundadir. Ventrikiiler ¢ikinti
uzunlugu 782 (594-982) um’dir. Barsak sekum uzunlugu ventrikiiler ¢ikintidan daha
kisadir ve 113 (60-173) um uzunlugundadir. Barsak sekum uzunlugu 6zofagus
uzunlugunun %12,8’i, ventrikiiler ¢ikinti uzunlugunun %214,4’tdir. Kuyruk uzun,
sivri, konik sekilli ve ucunda ¢ok sayida diken kiimesi ile sonlanir. Kuyruk uzunlugu
163 (105-250) um’dir (Sekil 4.3.).

Konak: Mullus barbatus ponticus, Essipov, 1927 (Mullidae), Barbunya baligi
Konaktaki yerlesim yeri: Karin boslugu ve i¢ organlarin yiizeyi
Lokalite: Samsun, Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar1 (FAO fishing area 37.4.2)

Incelenen 6rnek sayisi: Mullus barbatus’tan toplanan 10 6rnegin morfometrik

Olctimleri yapilmigtir

Epidemiyolojik parametreler: Enfeksiyon oram1 %40 (12/30); enfeksiyon
yogunlugu 2,5; toplam parazit sayis1 30

Genetik karakterizasyon: Mullus barbatus ponticus’tan izole edilen 5 larvanin
MZ-4, MZ-5, MZ—-6, MZ-7, MZ-8) ITS ve cox 2 gen bdlgelerinin molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. DNA dizi analizleri sonucunda MZ—4-MZ-8 numarali
izolatlarin ITS ve cox 2 gen bolgeleri sirasi ile 900 ve 536 baz uzunlugunda oldugu
tespit edilmistir. Bes izolat (MZ—4-MZ-8) ITS gen bolgesi agisindan birbirleri ile
%100 oraninda identiktir ve aralarinda niikleotid farkliligi saptanmamustir. Bu 5 izolat
arasinda cox 2 gen bolgesi agisindan niikleotid farkliligi saptanmistir (Sekil 4.4.). Bu
izolatlarin cox 2 genleri arasindaki genetik uzakliklari (p—distance) %0,00-2,09
arasinda degismektedir (Tablo 4.1.). Hysterothylacium sp. larval tip IV izolatlarinin

ITS sekanslar1 Hysterothylacium sp. larval tip 111 ile 6zdesti.

GenBank Numaralari: Hysterothylacium sp. larval tip I'V’iin ITS gen bdlgesi
icin MZ—4 izolatt MZ313181 numarasi ile cox 2 gen bolgesi i¢in MZ—4 izolat
MZ313480, MZ-5 izolati MZ313481, MZ—-6 izolatt MZ313482, MZ-7 izolati
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MZ313483 ve MZ-8 izolatt MZ313484 numarasi ile GenBank’a kaydedilmistir.

| ————

Sekil 4.3.

Hysterothylacium sp. larval tip I\V’iin morfolojik 6zellikleri. A- On parga (skala: 200 um),
B- Ozofagus-ventrikiiliis-barsak birlesim yeri (skala: 200 um), C- On ug (skala: 100 um),
D- Arka ug (skala: 50 um), a: aniis, b: barsak, bd: bosaltim deligi, bs: barsak sekumu, 6:
Ozofagus, sh: sinir halkasi, v: ventrikiliis, ve: ventrikiiler ¢ikinti
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Sekil 4.4.

Hysterothylacium sp. larval tip IV izolatlarinin (MZ—4-MZ-8) cox 2 genleri arasindaki

niikleotid farkliliklar:
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4.3. Hysterothylacium sp. larval tip VIII

Tammlama: Ucgiincii dénem larva (n=10). Viicut uzunlugu 11 (7-12) mm ve
genisligi 214 (201-225) pm’dir. Dudaklar iyi gelismemistir. Dis mevcuttur. Sinir
halkasinin ve bosaltim deliginin 6n uca uzakligi sirasi ile 309 (289-343) ve 414 (375—
445) pm’dir. Ozofagus 1540 (1160-1755) um uzunlugundadir ve viicut uzunlugunun
%14’udiir. Ventrikiil nispeten yuvarlak ve 106 (91-116) pm uzunlugundadir.
Ventrikiiler ¢ikinti uzunlugu 517 (412-710) um olup O6zefagus uzunlugunun
%33 tdiir. Barsak sekum uzunlugu 558 (452—805) um uzunlugundadir. Barsak sekum
uzunlugu 6zofagus uzunlugunun %36°s1, ventrikiiler ¢ikinti uzunlugunun %107’sidir.
Kuyruk uzun, sivri, konik sekilli ve ucunda tek diken ile sonlanir. Kuyruk uzunlugu

142 (115-201) pm’dir (Sekil 4.5.).

Konak: Engraulis encrasicolus Linnaeus, 1758 (Engraulidae), Hamsi;
Trachurus trachurus Linnaeus, 1758 (Carangidae), Istavrit; Mullus barbatus ponticus,
Essipov 1927 (Mullidae), Barbunya baligi; Merlangius merlangus Linnaeus, 1758
(Gadidae), Mezgit

Konaktaki yerlesim yeri: Karin boslugu ve i¢ organlarin yiizeyi
Lokalite: Samsun, Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar1 (FAO fishing area 37.4.2)

Incelenen 6rnek sayisi: Engraulis encrasicolus (n=5) ve Trachurus trachurus

(n=5) tiirlerinden toplanan 10 6rnegin morfometrik 6l¢iimleri yapilmistir

Epidemiyolojik parametre: Engraulis encrasicolus igin enfeksiyon oran1 %83
(25/30), enfeksiyon yogunlugu 4,6 ve toplam parazit sayisi 115°tir. Trachurus
trachurus i¢in enfeksiyon orant %70 (21/30), enfeksiyon yogunlugu 2,2 ve toplam
parazit sayisi 48’dir. Mullus barbatus i¢in enfeksiyon orani %16 (5/30), enfeksiyon
yogunlugu 1 ve toplam parazit sayis1 5’tir. Merlangius merlangus i¢in enfeksiyon

orant %10 (3/30), enfeksiyon yogunlugu 2 ve toplam parazit sayisi 6’tir.

Genetik karakterizasyon: Trachurus trachurus’tan izole edilen 2 larvanin
(MZ-9, MZ-10) ITS ve cox 2 gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonu
yapilmistir. DNA dizi analizleri sonucunda MZ—-9 ve MZ-10 numarali izolatlarin ITS
ve cox 2 gen bolgeleri sirasi ile 900 ve 536 baz uzunlugunda oldugu tespit edilmistir.
Iki izolat (MZ-9, MZ-10) ITS gen bolgesi agisindan birbirleri ile %100 oraninda
identiktir ve aralarinda niikleotid farklilig1 saptanmamigtir. MZ—-9 ve MZ-10 izolatlar

arasinda cox 2 gen bolgesi agisindan niikleotid farkliligi saptanmistir (Sekil 4.6.). Bu
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izolatlarin cox 2 genleri arasindaki genetik uzakliklar1 (p—distance) %1,51 olarak
bulunmustur (Tablo 4.2). Hysterothylacium sp. larval tip VIII izolatlarinin ITS

sekanslar1 Hysterothylacium sp. larval tip IX ile 6zdesti.

GenBank Numaralari: Hysterothylacium sp. larval tip VIII’in ITS gen bolgesi
icin MZ-1 izolatt MZ313180 numarasi ile cox 2 gen bdlgesi i¢in MZ-9 izolati
MZ313485 ve MZ-10 izolat1 MZ313486 numarasi ile GenBank’a kaydedilmistir.

Sekil 4.5. Hysterothylacium sp. larval tip VIII’in morfolojik 6zellikleri. A- On ug (skala: 50 um),
B- Arka ug (skala: 50 um), C- On kisim (skala: 50 pm) D- Ozofagus-ventrikiiliis-barsak
birlesim yeri (skala: 200 pm), a: aniis, b: barsak, bd: bosaltim deligi, bs: barsak sekumu,
d: dis, 6: 6zofagus, sh: sinir halkasi, v: ventrikiiliis, v¢: ventrikiiler ¢ikinti
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Sekil 4.6. Hysterothylacium sp. larval tip VIII izolatlarinin (MZ-9, MZ—10) cox 2 genleri arasindaki

niikleotid farkliliklar:
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4.4. Hysterothylacium sp. larval tip IX

Tammmlama: Dordiincli donem larva (n=10). Viicut uzunlugu 15 (12-19) mm ve
genisligi 265 (235-298) um’dir. Dudaklar gelismistir. Dis yoktur. Lateral kanatlar
dudaklarin hemen altindan baglar ve tiim viicut boyunca daralarak devam eder. Sinir
halkasinin ve bosaltim deliginin 6n uca uzakligi sirasi ile 382 (310-440) ve 445 (348—
498) pm’dir. Ozofagus 1610 (1350-1965) um uzunlugundadir ve viicut uzunlugunun
%10’udur. Ventrikiil nispeten yuvarlak ve 102 (85-140) pum uzunlugundadir.
Ventrikiiler ¢ikintt uzunlugu 700 (515-940) pum’dir. Barsak sekum uzunlugu 710
(550-910) um’dir. Barsak sekum uzunlugu 6zofagus uzunlugunun %44, ventrikiiler
cikinti uzunlugunun %2101’idir. Kuyruk uzun, sivri, konik sekilli ve ucu orten ¢ok
sayida bir grup kiiglik dikenler ile kaplidir. Kuyruk uzunlugu 185 (135-265) um’dir
(Sekil 4.7.).

Konak: Merlangius merlangus Linnaeus, 1758 (Gadidae), Mezgit; Trachurus

trachurus Linnaeus, 1758 (Carangidae), Istavrit
Konaktaki yerlesim yeri: Karin boslugu ve i¢ organlarin yiizeyi
Lokalite: Samsun, Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar1 (FAO fishing area 37.4.2)

incelenen 6rnek sayisi: Merlangius merlangus (n=5) ve Trachurus trachurus

(n=5) tiirlerinden toplanan 10 6rnegin morfometrik 6lgiimleri yapilmistir

Epidemiyolojik parametreler: Merlangius merlangus i¢in enfeksiyon orani
%60 (18/30) enfeksiyon yogunlugu 1,2 ve toplam parazit sayis1 22’dir. Trachurus
trachurus i¢in enfeksiyon orant %50 (15/30), enfeksiyon yogunlugu 1,6 ve toplam

parazit sayis1 25°tir.

Genetik karakterizasyon: Merlangius merlangus’tan izole edilen 2 larvanin
(MZ-11, MZ-12) ITS ve cox 2 gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonu
yapilmistir. DNA dizi analizleri sonucunda MZ—11 ve MZ—12 numarali izolatlarin ITS
ve cox 2 gen bolgeleri sirasi ile 900 ve 536 baz uzunlugunda oldugu tespit edilmistir.
Iki izolat (MZ~11, MZ~-12) ITS gen bélgesi agisindan birbirleri ile %100 oraninda
identiktir ve aralarinda niikleotid farkliligi saptanmamistir. MZ-11 ve MZ-12
izolatlar1 arasinda cox 2 gen bolgesi agisindan niikleotid farklilig1 saptanmistir (Sekil
4.8.). Bu izolatlarin cox 2 genleri arasindaki genetik uzakliklar1 (p—distance) %1,13
olarak bulunmustur (Tablo 4.2.). Hysterothylacium sp. larval tip IX izolatlarinin ITS
sekanslar1 Hysterothylacium sp. larval tip VIII ile 6zdesti.
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GenBank Numaralari: Hysterothylacium sp. larval tip XI’un ITS gen bolgesi
icin MZ—-1 izolatt MZ313183 numarasi ile cox 2 gen bdlgesi icin MZ-11 izolati
MZ313487 ve MZ—-12 izolati MZ313488 numarasi ile GenBank’a kaydedilmistir.

Sekil 4.7. Hysterothylacium sp. larval tip IX’un morfolojik dzellikleri. A- Arka ug (skala: 50 pm),
B- On parga (skala: 500 um), b: barsak, bs: barsak sekumu, 6: 6zofagus, v: ventrikiilis,
ve¢: ventrikiiler ¢ikinti
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Sekil 4.8. Hysterothylacium sp. larval tip IX izolatlarinin (MZ-11, MZ-12) cox 2 genleri arasindaki

niikleotid farkliliklar:
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4.5. Filogenetik analiz

Bu arastirmada NJ metodu kullanilarak olusturulan ITS gen bdlgesinin
filogenetik agacinda Hysterothylacium sp. larval tip III (MZ-1) ve IV (MZ-4)
izolatlarmin H. fabri, Hysterothylacium sp. larval tip VIII (MZ-9) ve IX (MZ-11)

izolatlarinin ise H. aduncum tiirii ile kiimelendigini goriilmiistiir (Sekil 4.9.).

Cox 2 gen bolgesinin NJ metodu kullanilarak olusturulan filogenetik agacinda
Hysterothylacium sp. larval tip III (MZ-1-MZ-3) ve IV izolatlarinin (MZ—4-MZ—-8)
H. fabri, Hysterothylacium sp. larval tip VIII (MZ-9, MZ-10) ve IX izolatlarinin
(MZ-11, MZ~12) ise H. aduncum tiirii ile kiimelendigini saptanmistir (Sekil 4.10.).

Bu aragtirmada Karadeniz’den izole edilen Hysterothylacium sp. larval tip 111
(MZ-1, MZ-2, MZ-3) ve IV (MZ-4, MZ-5, MZ—6, MZ-7, MZ-8) izolatlarimizin
ITS gen bolgelerinin birbirleri ile 6zdes oldugu saptanmistir (p—distance=%0,00).
Hysterothylacium sp. larval tip 1l (MZ-1, MZ-2, MZ-3) ve IV (MZ—4, MZ-5, MZ~
6, MZ-7, MZ-8) izolatlarimizin coX 2 geninin kendi aralarindaki genetik uzakliklar

%0,00-2,09 arasinda degistigi goriilmiistiir (Tablo 4.1.).

Karadeniz’den izole edilen Hysterothylacium sp. larval tip VIII (MZ-9, MZ—-10)
ve IX (MZ-11,MZ-12) izolatlarimizin ITS gen bolgelerinin birbirleri ile 6zdes oldugu
saptanmustir (p—distance=%0,00). Hysterothylacium sp. larval VIII (MZ-9, MZ-10)
ve IX (MZ-11, MZ-12) izolatlarimizin cox 2 geninin kendi aralarindaki genetik
uzakliklart %0,37-2,29 arasinda degistigi tespit edilmistir (Tablo 4.2.).

35



=S

H. aduncum (larva) HQ270427
H. aduncum (larva) HM598666
H. aduncum (ergin) MW131974
H. aduncum (erkek) MF693084-MF693100
Hysterothylacium larval tip IX-MZ-11
Hysterothylacium larval tip VIl MZ-9
H. aduncum (larva) KY595229 H.aduncum
H. aduncum (larva) KT852549
H. aduncum (larva) KM272412
H. aduncum (larva) AJ937672
H. aduncum (larva) MF062510
H. aduncum (L4) JX413596
H. auctum AF115571

F Hysterothylacium larval tip VIl SS-2010 FN811750-FN811710

H

H

. aduncum (ergin) MF693084-MF693100

Hysterothylacium larval tip VIIl MF693073-MF693089

ysterothylacium larval tip IX MF693080-MF693096
H. fabri (L4) KX083575
99| Hysterothylacium larval tip IV MZ-4

Hysterothylacium larval tip Il MZ-1
H. fabri (L4) MF062511

Hysterothylacium larval tip IIl MF693070-MF693086
Hysterothylacium larval tip IV MF693071-MF693087

H. fabri (L4) KU948632
s H. fabri (L4) KC852206
H. fabri (ergin) KF736940
Hysterothylacium larval tip IVD AJ-2012 JN631799-JN631806
Hysterothylacium larval tip IVC AJ-2012 JN631798-JN631805
Hysterothylacium larval tip IVA SS-2010 FN811724-FN811690
Hysterothylacium larval tip IVB SS-2010 FN811730-FN811682
™ H. bidentatum AY603539

H.aduncum

H. fabri

72

Hysterothylacium larval tip lll SS-2010 FN811721-FN811678
_179 | H. longilabrum JQ520159
100

Hysterothylacium larval tip VIl SS-2010 FN811749-FN811709
| H. reliquens (ergin) LT717080-LT717081
100" H. reliquens (erkek) KX786287

99r H. liparis KF601900
100 H. sinense (erkek) KX817294
H. thalassini (ergin) JX982126
99' Hysterothylacium larval tip XVIIl MK161426-MK161451

H. rigidum HF680321
Hysterothylacium larval tip V MB-2016 KX815378
H. deardorffoverstreetorum NZ1 (larva) JF730199
Hysterothylacium larval tip V CAf KU594481
H. deardorffoverstreetorum (larva) MK039161
H. deardorffoverstreetorum MF668878
1001 Hysterothylacium larval tip V SS-2010 FN811738-FN811699
Hysterothylacium larval tip V SS-2010 FN811739-FN811700
Hysterothylacium larval tip VI SS-2010 FN811740-FN811701
98! Hysterothylacium larval tip Xll SS-2010 FN811767-FN811720
H. brucei (adult) HE862222-HE862230
H. kajikiae (ergin) HE862220-HE862226
H. tetrapteri KF601901
Hysterothylacium larval tip XVIl SS-2019 MG594313-MG594336
H. amoyense (L3) MH211518
100k Hysterothylacium larval tip XV SS-2016 LT576348-LT576357
H. zhoushanensis JX028277
Hysterothylacium larval tip XV EL KU594491
Hysterothylacium larval tip X SS-2010 FN811761-FN811714
H. australe (ergin) HE862216-HE862223
98] Hysterothylacium larval tip XI SS-2010 FN811763-FN811717
51 Hysterothylacium larval tip X PRA KU594489
Hysterothylacium larval tip X SA KU594490
Hysterothylacium larval tip X AJ-2013 JX848679-JX848692
sal] H. persicum (ergin) LT576366-LT576369
Hysterothylacium larval tip XIV SS-2019 MG594310-MG594333

87|

93

99

72

H. fortalezae KX098563

Ascaris lumbricoides AB571298

0.0

Sekil 4.9.

Karadeniz’den izole edilen Hysterothylacium larval tipleri ile diger Hysterothylacium
tirlerinin ITS (ITS-1 ve ITS-2) gen bolgelerinin filogenetik agaci. Hysterothylacium
tirlerinin ITS dizilerinin evrimsel siireci NJ analiz yonteminde Kimura—2—parameter
modeli kullanilarak ortaya konulmustur. Hysterothylacium larval morfotipleri ile erigkin
tirlerinin GenBank erisim numaralari takson isimlerinin yanlarinda belirtilmistir. Takson
isimlerinden sonra bir veya iki GenBank erisim numarasi sunulmustur. Bir numara
birlestirilmis ITS—1 ve ITS-2 sekanslarin1 gdsterirken, iki numara sirastyla ITS-1 ve
ITS-2 sekanslarini gostermektedir. Bu arastirmadaki izolatlar filogenetik agag {izerinde
koyu mavi renk ile gosterilmistir. Filogenetik agag¢ 10000 tekrar ile olusturulmustur.
Dallarin 6niindeki rakamlar destek degerlerini gostermektedir
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KM065512 Hysterothylacium aduncum (larva)
JQ934892 Hysterothylacium aduncum (larva)
MW149073 Hysterothylacium aduncum (ergin)
g7]F MW149074 Hysterothylacium aduncum (ergin)
JQ934893 Hysterothylacium aduncum (larva)
MW149065 Hysterothylacium aduncum (ergin)
Hysterothylacium larval tip VIl MZ-9
Hysterothylacium larval tip IX MZ-12
Hysterothylacium larval tip VIIl MZ-10
Hysterothylacium larval tip IX MZ-11
KX083579 Hysterothylacium aduncum (larva)
[: H. liparis (ergin) MF120251
1 100~ H. sinense (ergin) (MF120254)
— H. fabri (ergin) MF 120252
751 H. fabri (L4) KC862609
.- 96} KC862609 Hysterothylacium fabri (L4)
Hysterothylacium larval tip IV MZ-4
a4! Hysterothylacium larval tip IV MZ-5
100|  Hysterothylacium larval tip Il MZ-2
KX083578 Hysterothylacium fabri (L4) [H- fabri
88|]; Hysterothylacium larval tip IV MZ-6
Hysterothylacium larval tip IV MZ-7
Hysterothylacium larval tip Ill MZ-1
Hysterothylacium larval tip Ill MZ-3
Hysterothylacium larval tip IV MZ-8
H. reliquens (erkek) KX825838
H. tetrapteri (ergin) MF120256
Hysterothylacium larval tip X PRA KU594501
H. pelagicum AF179915
H. thalassini (ergin) MF120250
Hysterothylacium larval tip XV EL KU594503
H. longilabrum (ergin) MF 120247
H. deardorffoverstreetorum sensu lato MA17.16 (larva) MF 189886
Hysterothylacium larval tip V MB-2016 KX815379
93 99 H. deardorffoverstreetorum PP6.1 (larva) KU886688

100

H. aduncum

100 H. deardorffoverstreetorum sensu stricto GB39 (larva) MF276917
H. deardorffoverstreetorum sensu stricto MA36.5 (larva) MF 189865
Hysterothylacium larval tip V CAf KU594493

71" H. deardorffoverstreetorum NZ1 (larva) JF730205

_: H. amoyense (ergin) MF120253

93 H. zhoushanense (ergin) MF120248
H. fortalezae AF179914
Ascaris lumbricoides AF179907

0.050

Sekil 4.10.

Karadeniz’den izole edilen Hysterothylacium larval tipleri ile diger Hysterothylacium
tiirlerinin cox 2 gen bolgelerinin filogenetik agaci. Hysterothylacium tiirlerinin cox 2
dizilerinin evrimsel siireci NJ analiz yonteminde Kimura—2—parameter modeli
kullanilarak ortaya konulmustur. Hysterothylacium larval morfotipleri ile erigkin
tiirlerinin GenBank erisim numaralari takson isimlerinin yanlarinda belirtilmistir. Bu
arastirmadaki izolatlar filogenetik agag¢ {izerinde koyu mavi renk ile gosterilmistir.
Filogenetik aga¢ 10000 tekrar ile olusturulmustur. Dallarin 6niindeki rakamlar destek
degerlerini gostermektedir
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Tablo 4.1. Hysterothylacium sp. larval tip 111 ve IV’iin cox 2 geninin genetik uzakliklari (%)

Hysterothylacium sp. larval tipleri 1 2 3 4 5 6 7
1 MZ313477 Hysterothylacium sp. larval tip 111 MZ-1 -
2  MZ313478 Hysterothylacium sp. larval tip 11l MZ-2 1,13
3 MZ313479 Hysterothylacium sp. larval tip 11l MZ-3 0,00 1,13
4 MZ313480 Hysterothylacium sp. larval tip IV MZ-4 2,09 2,67 2,09
5  MZ313481 Hysterothylacium sp. larval tip IV MZ-5 2,09 2,67 2,09 0,00
6  MZ313482 Hysterothylacium sp. larval tip IV MZ-6 0,37 0,75 0,37 2,09 2,09
7 MZ313483 Hysterothylacium sp. larval tip IV MZ-7 0,19 0,94 0,19 190 1,90 0,19
8  MZ313484 Hysterothylacium sp. larval tip IV MZ-8 0,00 1,13 0,00 2,09 2,09 0,37 0,19
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Tablo 4.2. Hysterothylacium sp. larval tip VI1I ve IX’un cox 2 geninin genetik uzakliklar1 (%)

Hysterothylacium sp. larval tipleri 1 2 3 4

A~ W N

MZ313485 Hysterothylacium sp. larval tip VIII MZ-9 -

MZ313486 Hysterothylacium sp. larval tip VIl MZ-10 1,51

MZ313487 Hysterothylacium sp. larval tip XI MZ-11 151 0,37
MZ313488 Hysterothylacium sp. larval tip XI MZ-12 2,29 113 113 -
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5. TARTISMA

Bu arastirmada Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilarinda avlanan ve ekonomik énemi
olan dort yenilebilir balik tiirti olan Engraulis encrasicolus, Trachurus trachurus,
Mullus barbatus ve Merlangius merlangus tiirlerinde dort Hysterothylacium sp. larval
morfotip (111, 1V, VI, 1X) morfolojik olarak tanimlanmis ve bu morfotipler molekiiler

olarak karakterize edilmistir.

Aragtirmada tanimlanan bu dort morfotip daha 6nce Avusturalya kiyilarinda
avlanan deniz baliklarinda ilk kez tanimlanan Hysterothylacium IlI, IV, VIII ve IX
morfotipleri ile benzer morfolojik 6zelliklere sahipti (Cannon, 1977; Shamsi, et al.,
2013). Hysterothylacium larvalarinin morfotipleri ilk kez Cannon, (1977) tarafindan
tamimlanmis ve smiflandirilmistir. Bu simiflandirma ile Avustralya kiyilarindan
avlanan deniz baliklarindan Amentum devisi, Saurida undosquamis, Paraplotosus
albilabris, Mylio australia, Gerris ovatus, Polynemus sheridani, Platycephalus
indicus, Synaptura orientalis, Cynoglossus bilineatus, Triacanthus biaculeatus,
Sphaeroides hamiltoni, Tragulichthys jaculiferus, Plectorhynchus chrysotaenia,
Choerodon venustus, Nemipterus aurifiium, Sciaena dussurmieri, Parastromateus
niger, Parapercis nebuiosus, Pseudorhombus arsius, Scoliodon jordani, Lutjanus
amabilis, Nemipterus aurifilum, Johnius australis, Sciuena dussumieri, Pranesus
ogilbyi ve Pseudorhombus arsius tiirlerinde Hysterothylacium larvalari igin sirasi ile
I, I, Il ve TV numarali morfotipler ilk kez tanimlanmistir (Cannon, 1977). Sonrasinda
yine Avustralya kiyilarindan avlanan deniz baliklarindan Lutjanus carponatus,
Chaetodon spp., Heniochus monoceros, Caesio cuning, Sphyraena novaehollandiae,
Seriola lalandi ve Lutjanus carponatus tiirlerinde Hysterothylacium V, VI, VII ve IX,
X, XI, XII (Shamsi, et al., 2013), Neoplatycephalus richardsoni ve Sardinops sagax
tirlerinde VIII (Shamsi, et al.,, 2011), Abalistes stellatus tiriinde XIII ile
Herklosichthys quadrimaculatus, Rastrelliger kanagurta ve Trichiurus lepturus
tirlerinde XIV numarali morfotipler tanimlanmistir (Shamsi, et al., 2015). Basra
korfezinde avlanan Otolithes ruber, Psettodes erumei, Saurida tumbil ve
Scomberomorus  commerson tiirlerinde  Hysterothylacium XV  morfotipi
tanimlanmistir  (Shamsi, et al., 2016). Hysterothylacium XVI morfotipinin
tanimlanmas1 yine Basra korfezinde avlanan Epinephelus areolatus, Pseudorhombus
arsius ve Saurida undosquamis balik tiirlerinde yapilmigtir (Ghadam, et al., 2018). Son

yillarda Avustralya kiyilarinda yakalanan Rhabdosargus sarba ve Tripodichthys
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angustifrons tiirlerinde Hysterothylacium XVII morfotipi (Shamsi, et al., 2018) ile
Engraulis australis tiiriinde Hysterothylacium XVIII morfotipinin tanimlanmasi
yapilmistir (Hossen and Shamsi, 2019). Giiniimiize kadar yapilan arastirmalarda
Hysterothylacium larva formlar1 igin 18 morfotip 6nerilmistir. Son zamanlarda yapilan
baz1 c¢aligmalarda Hysterothylacium morfotiplerinin taksonomik olarak yeniden
siniflandirilmasi yapilmis ve yeni bir morfolojik anahtar olusturulmustur (Pantoja, et
al., 2016). Deniz baliklarin1 enfekte eden Hysterothylacium larvalarinin 18 morfotipik
smiflandirilmasi haricinde Hysterothylacium tiirlerin sadece tigiincii ya da dordiincii
evre larvalariin morfolojik identifikasyonlar: yapilmistir (Petter and Maillard, 1988;
Moravec, 1994; Valero, et al., 2006; Pekmezci, vd., 2013; 2014; Costa, et al., 2018;
Tedesco, et al., 2018; Agostinho, et al., 2020; Bao, et al., 2021). Akdeniz ve
Karadeniz’den avlanan farkli tiirdeki deniz baliklarinda Hysterothylacium aduncum,
H. arnoglossi, H. bifidalatum, H. fabri, H. reliquens, H. rigidum, H. incurvum ve
Hysterothylacium sp. tiirlerinin hem erisikin hem de larva asamalar1 ile
Hysterothylacium larval VV morfotipi morfolojik olarak identifiye edilmistir (Petter and
Maillard, 1987; 1988; Martin-Sanchez, et al., 2003; Valero, et al., 2006; Klimpel, et
al., 2008; MacKenzie, et al., 2008; Rello, et al., 2008; 2009; Kalay, vd., 2009;
Gutiérrez-Galindo, et al., 2010; Amor, et al., 2011; Angelucci, et al., 2011; Vardi¢
Smrzli¢, et al., 2012; Serracca, et al., 2013; Pekmezci, vd., 2013; 2014; Keskin, vd.,
2015; Azizi, et al., 2017; Gazzonis, et al., 2017; Barcala, et al., 2018; Costa, et al.,
2018; Roca-Gerones, et al., 2018; 2020; Simsek, vd., 2018; Tedesco, et al., 2018;
Khammassi, et al., 2020). Bu tez arastirmasinda yapilan morfolojik incelemeler
sonucunda Hysterothylacium morfotip III ve IV ile VIII ve IX’un sirasi ile H. fabri ve
H. aduncum tiirlerinin iigiincli ve dordiincii donem larva asamalart oldugu tespit

edilmistir.

Bu c¢alismada Hysterothylacium fabri tiirii morfolojik olarak Karadeniz'den
incelenen dort balik tiirtinden sadece Mullus barbatus ponticus ‘ta Hysterothylacium
larval morfotip 11 (ligiincii donem larva) ve IV (dordiincii donem larva) olarak tespit
edildi. Hysterothylacium fabri’nin larvalart daha 6nce Karadeniz’de avlanan Alosa
immaculata, Chelidonichtys lucerna, Diplodus annularis, Gaidropsarus
mediterraneus, Gobius niger, Mesogobius batrachocephalus, Mu. barbatus ponticus,
Parablennius sanguinolentus, Pomatomus saltatrix, Raja clavata, Ophidion rochei,

Scorpaena porcus, Serranus scriba, Spicara smaris, Symphodus roissali, Sy. cinereus,
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Sy. tinca, Trachinus draco, Trachurus trachurus ve Uranoscopus scaber tiirlerinde
morfolojik olarak rapor edilmistir (Oztiirk ve Yesil, 2018; Koksal, 2019). Ayrica Ege
Kiyilarinda avlanan Al. fallax, Boops boops, Coris julis, D. annularis, Mu. surmuletus,
Oblado melanur, Pagellus acarne, P. erythrinus, Phycis phycis, T. mediterraneus, Tr.
draco, Squalus blainvillei, Spoondyliosoma cantharus tiirlerinde H. fabri tiri
Contracaecum fabri olarak rapor edilmistir (Akmirza, 2000a; b; 2013).

Bu arastirmada Hysterothylacium aduncum tiirti Karadeniz'den incelenen
Engraulis encrasicolus, Trachurus trachurus, M. barbatus ponticus ve Merlangius
merlangus tiirlerinde morfolojik olarak Hysterothylacium larval morfotip VIl (igincii
donem larva) ve I1X (dérdiincii donem larva) olarak tespit edildi. Karadeniz’de avlanan
Alosa immaculata, Al. fallax nilotica, Arnoglossus laterna, Belone belone, Caspialosa
sp., Chelidonichtys lucerna, E. encrasicolus, Gaidropsarus mediterraneus, Gobius
cruentatus, Go. niger, Me. merlangus euxinus, Mu. barbatus ponticus, Mesogobius
batrachocephalus, Neogobius melanostomus, Ophidion rochei, Parablennius
sanguinolentus, Pomatomus saltatrix, Raja clavata, Sarda sarda, Sciaena umbra,
Scorpaena porcus, Solea solea, Sprattus sprattus, Spicara smaris, Symphodus tinca,
Sy. cinereus, Serranus scriba, T. mediterraneus, T. trachurus, Trachinus draco ve
Uranoscopus scaber tiirlerinde tigiincii ve dordiincii donem H. aduncum larvalart ile
ergin parazitler morfolojik olarak tespit edilmistir (Doganay, 1994; Ismen ve Bingel,
1999; Ozer, 2007; Tepe ve Oguz, 2013; Ozer ve Olguner, 2013; Ozer, vd., 2016;
Dobrucal;, 2017; Ozturk ve Yesil, 2018; Koksal, 2019). Tiirkiye’nin Mersin
kiyilarinda avlanan Sparus aurata ve Diplodus vulgaris tiirlerinde H. aduncum’un
varhig1 rapor edilmistir (Kalay, vd., 2009). Ulkemizin Canakkale kiyilarinda avlanan
Trachurus trachurus, Solea solea, Sparus aurata, Pomatomus saltatrix, Liza saliens

ve Engraulis encrasicolus tiirlerinde H. aduncum tespit edilmistir (Keser, vd., 2007).

Ulkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarini enfekte eden Hysterothylacium
cinsinin molekiiler verileri azdir. Giiniimiize kadar karasularimizda avlanan farkli
tiirdeki deniz baliklarini enfekte eden H. aduncum, H. fabri ve H. reliquens tiirlerinin
molekiiler karakterizasyonlart yapilmistir (Pekmezci, vd., 2013; 2014; Keskin, vd.,
2015; Simsek, vd., 2018; 2021). Karadeniz’den avlanan Merlangius merlangus ve
Trachurus trachurus tiirlerini enfekte eden H. aduncum’un dordiincii donem
larvalariin rDNA ITS (ITS1-5.8S-1TS2) gen bolgesi ilk kez Pekmezci, vd., (2013)

tarafindan karakterize edilmistir. Bu tez ¢alismasi ile Karadeniz’den M. merlangus ve
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T. trachurus tiirlerinden izole edilen Hysterothylacium morfotip VII1 ve IX’un ilk kez
MtDNA cox 2 gen bdlgesi molekiiler olarak karakterize edilmistir. Ulkemizin Ege
Denizi kiyilarinda avlanan Zeus faber tiiriinden izole edilen dordiincii donem H. fabri
larvalarinin  rDNA ITS ve mtDNA cox 2 gen bolgelerinin  molekiiler
karakterizasyonlar1 ilk kez Pekmezci, vd., (2014) tarafindan ortaya konulmustur.
Akdeniz’in Mersin kiyilarindan avlanan Sparus aurata, Diplodus vulgaris ve Solea
solea tiirlerini enfekte eden dordiincii donem H. aduncum larvalarinin ilk kez mtDNA
cox1 gen bolgesi karakterize edilmistir (Keskin, vd., 2015). Sonrasinda tilkemizin Ege
Denizi kiyilarinda avlanan Boops boops’tan izole edilen H. aduncum, H. fabri ve H.
reliquens tiirlerinin tDNA ITS gen bolgesi ilk kez molekiiler olarak karakterize
edilmistir (Simsek, vd. 2018). Bu tez ¢alismasi ile Karadeniz’den avlanan M. barbatus
ponticus tiiriinii enfekte eden tiglincii (morfotip 111) ve dérdiincii (morfotip V) dénem
H. fabri larvalarinin ilk kez rDNA ITS ve mtDNA cox 2 gen bolgeleri molekiiler olarak

karakterize edilmistir.

Kemikli baliklar1 enfekte eden ascaridoid nematodlardan Anisakis,
Contraceacum ve Hysterothylacium cinslerinde yer alan tiirlerin larva asamalarinin
morfolojik olarak dogru tanimlanmasi zordur. Giiniimiizde niikleer ribozomal ve
mitokondriyal DNA’nin ITS boélgesi ile cox 2 gen bolgelerinin DNA dizi analizlerini
iceren molekiiler tekniklerin baliklar1 enfekte eden ascaridoid nematodlarin larva ve
erigkin donemlerini dzellikle tiir diizeyinde dogru identifikasyonlar: igin etkili oldugu
kanitlanmistir (Zhu, et al., 1998; Kellermanns, et al., 2007; Klimpel, et al., 2007,
Amor, et al., 2011; Pekmezci, vd., 2013; 2014; Roca-Gerones, et al., 2018; 2020;
Simsek, vd., 2018; 2021; Tedesco, et al., 2018; Pekmezci ve Yardimci, 2019;
Khammassi, et al., 2020). Bu arastirmada Karadeniz’de avlanan Merlangius
merlangus ve Trachurus trachurus balik tiirlerinde tanimlanan Hysterothylacium
larval morfotip VIII ve IX’un rDNA ITS gen bolgelerinin daha énce Pekmezci vd.,
(2013) tarafindan Karadeniz’den izole edilen H. aduncum doérdiincii donem larvalarin
rDNA ITS gen bolgesi (GenBank erisim numarasi: JX413596-JX413597) ile %100
oraninda eslestigi tespit edilmistir (p—distance=%0,00). Ayrica bu ¢alismadaki
Hysterothylacium larval morfotip VIII ve IX un ITS gen bolgelerinin Ege Denizi’nin
Tiirkiye kiyilar1 (MF062510), Gronland (KT852549), Norveg kiyilar1 (KM272412),
Baltik Denizi (AJ937672), Kuzey Denizi (HM598666), Adriyatik Denizi (KY595228—
KY595229; JQ934879-JQ934883) ve Barent Denizi’nden (MW 131974-MW131976)
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izole edilen H. aduncum tiiriiniin ITS gen bolgesi ile %100 oraninda eslesmistir
(Kellermanns, et al., 2007; Zhu, et al., 2007; Vardi¢ Smrzli¢, et al., 2012; Klapper, et
al., 2015; 2016; Cipriani, et al., 2018; Simsek, vd., 2018; Bao, et al., 2021).
Karadeniz'den H. aduncum ITS dizileri ile Baltik Denizi, Kuzey Denizi, Akdeniz ve
Adriyatik Denizi'nden yaymlanan H. adumcum’un ITS verileri arasindaki %100
oranindaki genetik eslesme bu tiiriin genis bir cografik dagilima sahip olmasi, diisiik
konak oOzgiinliigli ile ara ve kesin konak popiilasyonlarinin fazla olmasi ile

aciklanabilir (Pekmezci, vd., 2013).

Bu arastirmada Hysterothylacium larval morfotip VIII’e ait iki izolatin (MZ—
9 ve MZ—-10) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda Akdeniz’in Sicilya
kiyilar1 (KX083579), Adriyatik Denizi (JQ934891-JQ934893) ile Barent Denizi’nde
(MW149060-MW149074) avlanan deniz baliklarindan izole edilen H. aduncum
tiirliniin cox 2 gen bolgesi ile %94,5-99,6 oraninda benzerlik saptanmistir (Vardié¢
Smrzli¢, et al., 2012; Costa, et al., 2018; Bao, et al., 2021). Ayrica Hysterothylacium
larval morfotip IX’un MZ-11 ve MZ-12 izolatlarinin cox 2 gen bdlgelerinin
Akdeniz’in Sicilya kiyilar1 (KX083579), Adriyatik Denizi (JQ934891-JQ934893) ile
Barent Denizi’nden (MW 149060—MW149074) izole edilen H. aduncum tiiriiniin cox
2 gen bolgesi ile aralarinda %94,7-99,6 oraninda benzerlik bulunmustur (Vardi¢
Smrzli¢, et al., 2012; Costa, et al., 2018; Bao, et al., 2021).

Bu tez ¢alismasinda Karadeniz’de avlanan Mullus barbatus ponticus tiirtinde
tanimlanan Hysterothylacium larval morfotip I11 ve I\VV’iin rDNA ITS gen bolgelerinin
Ege Denizi (MF062511), Iyon Denizi (KU948632-KU948636) ve Akdeniz’in Sicilya
kiyilarindan (KX083575) izole edilen H. fabri tiiriiniin ITS gen bolgesi ile %100
oraninda eslesmistir (Simsek, vd., 2018; Costa, et al., 2018; Tedesco, et al., 2018).
Ayrica tlkemiz karasularinda Pekmezci, vd., (2014) tarafindan Ege Deniz’inde
avlanan Zeus faber’den izole edilen H. fabri ile bu arastirmada Karadeniz’den izole
edilen H. fabri’nin ti¢lincii ve dordiinci donem larvalarin rDNA ITS gen bolgeleri
arasinda %98,89 oraninda benzerlik tespit edilmistir. Ulkemiz karasularindan daha
once Ege Denizi’nden ve bu arastirmada Karadeniz’den izole edilen dordiincii donem
H. fabri larvalarinin ITS gen bolgesi agisindan aralarinda %1,00 oraninda genetik
farklilik tespit edilmistir. Bu ITS gen bolgeleri arasindaki genetik farkliligin Martin-
Sanchez, et al., (2003) tarafindan daha once belirtildigi tizere H. fabri’nin en az 3

kardes tiir (sibling species=morfolojik olarak benzer, genetik olarak farkli tiirler)

44



icermesi nedeni ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

Karadeniz’de avlanan Mullus barbatus ponticus tiirlinde tanimlanan
Hysterothylacium larval morfotip III izolatlarimizin (MZ~1-MZ-3) mtDNA cox 2 geni
Akdeniz’in Sicilya kiyilar1 (KX083578) ve Ege Denizi’nden (KC862609) izole edilen
H. fabri tiiriiniin dérdiincti déonem larvalarinin mtDNA cox 2 gen bolgeleri arasinda
%97,01-98,68 oraninda benzerlik bulunmustur (Pekmezci, vd., 2014; Costa, et al.,
2018). Ayrica Hysterothylacium larval morfotip IV izolatlarimizin (MZ—4-MZ-8)
MIDNA cox 2 gen bolgesi ile Akdeniz’in Sicilya kiyilar1 (KX083578) ve Ege
Denizi’nden (KC862609) izole edilen H. fabri tiirliniin dérdiincti donem larvalarinin
MtDNA cox 2 gen bdlgesi arasinda %97,35-99,63 oraninda benzerlik saptanmistir
(Pekmezci, vd., 2014; Costa, et al., 2018).

Bu arastirmada Karadeniz’den izole edilen Hysterothylacium larval morfotip 111
ve IV izolatlarimizin tDNA ITS gen bdlgelerinin kendi aralarinda intraspesifik
niikleotid degiskenligi yokken (p—distance=%0,00), bu izolatlarimizin mtDNA cox 2
geninin kendi aralarindaki genetik uzakliklar1 (p—distance) %0,00-2,09 arasinda
degistigi saptanmustir. Iyon Denizinden izole edilen dérdiincii dénem H. fabri
larvalarinin ITS gen bolgeleri arasinda niikleotid farkliligi saptanmamistir (Tedesco,
et al., 2018). Brezilya kiyilarindan izole edilen sekiz Hysterothylacium larval morfotip
V izolatinin ITS gen gdlgeleri arasinda intraspesifik niikleotid farklilig1 saptanmazken,
bu izolatlarin cox 2 genindeki genetik heterojenlige dayali 6 farkli genotipe (Va—Vf)
sahip oldugunu bulunmustur (Pantoja, et al., 2016). Akdeniz’in Sicilya kiyilarindan
izole edilen doérdiincii déonem H. fabri larvalarinin ITS ve cox 2 genleri arasinda
intraspesifik niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir (Costa, et al., 2018). Bununla birlikte
Akdeniz’in Tunus kiyilarindan izole edilen Hysterothylacium larval morfotip V’in
farkli izolatlarinin ITS ve cox 2 gen bdlgeleri arasinda intraspesifik niikleotid farklilig:
saptanmamustir (p—distance=%0,00) (Khammassi, et al., 2020). Bu arastirmada
ozellikle Hysterothylacium larval morfotip Il ve IV’iin cox 2 dizileri arasinda tiir igi
niikleotid varyasyonu oldugu anlagilmistir ve bu varyasyonlar ayni zamanda
Hysterothylacium genusunda ITS bdlgesine kiyasla cox 2 geninin yiksek

degiskenligini dogrulamstir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasi ile Karadeniz'den izole edilen Hysterothylacium larval tip 111 ve
IV morfotiplerinin rDNA ITS ve mtDNA cox 2 gen bdlgeleri ile Hysterothylacium
larval tip VIII ve IX morfotiplerinin mtDNA cox 2 gen bdlgeleri ilk kez molekiiler
olarak karakterize edilmistir. Burada elde edilen ITS ve cox 2 verileri Karadeniz ile
diinyanin farkli su kaynaklarindaki Hysterothylacium tiirlerinin filogenetik iliskilerini

ortaya ¢ikartmak i¢in kullanilabilir.

Ulkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarini enfekte eden Hysterothylacium
cinsiyle ilgili yapilan arastirmalar bu cinsin larvalar ile yetiskinleri arasindaki
iligkilerin a¢iga ¢ikmasina yardimci olmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalar ile
Hysterothylacium larval morfotipleri haricinde Hysterothylacium yetiskinleri i¢in de
mimkiin oldugunca fazla morfolojik ve molekiller verilerin saglanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle iilkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarini enfekte
eden Hysterothylacium larval morfotipleri ile yetiskinlerin genetik yapisini incelemek
icin aym1 genetik belirtecleri kullanan daha fazla sayida arastirma yapilmasi

gerekmektedir.
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