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OZET

TURKIYE SULARINDA YAKALANAN VE YETIiSTiRICIiLiGi YAPILAN
LEVREKLERDE (DICENTRARCHUS LABRAX LINNAEUS, 1758) DIPLECTANID
TURLERIN (MONOGENEA, DIPLECTANIDAE) MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Amag: Bu arastirmada ilk kez tilkemiz karasularinda avlanan ve yetistirilen levreklerin
(Dicentrarchus labrax) solungaglarin1 enfekte eden diplectanid tiirlerin (Monogenea,
Diplectanidae) molekiiler identifikasyonu ve filogenetik iliskilerinin  belirlenmesi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Karadeniz ve Ege Denizi’'nde avlanan ve yetistirilen toplam 40 adet
levregin parazitolojik muayenesi yapildi. Levreklerin solungaglarindan izole edilen
diplectanidlerin morfolojik identifikasyonu yapildi. Morfolojik olarak teshis edilen izolatlarin
(GZP-1-5) molekiiler identifikasyonlar1 ve karakterizasyonu i¢in 28S ribozomal RNA (rRNA)
ile 18S rRNA-ITS-1 gen bolgeleri spesifik primerler ile ¢cogaltildi. PZR analizleri sonrasinda
diplectanid tiire ait izolatlarin ayn1 primerler ile DNA dizi analizleri yapildi. Elde edilen
sekanslarin filogenetik aga¢i Maximum Likelihood metodu ile olusturuldu.

Bulgular: Parazitolojik incelemeler sonucunda levreklerin solungaglarinda Diplectanum
aequans (Wagener, 1857) tiirii teshis edildi. Tiirkiye karasularinda yetistirilen ve avlanan
levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani %100, enfeksiyon yogunlugu 15,10 olarak tespit
edildi. GZP-1 izolatinin (MH400167) 18S rRNA-ITS-1 gen bdlgesinin Fransa (AJ276439) ve
Italya’dan (AM943816) izole edilen D. aequans tiirii ile %100 identik oldugu saptandi.
Bununla birlikte 28S rRNA gen bolgesi yoninden GZP-1 izolati (MH400186) ile diger
Diplectanum tiirleri arasinda genetik uzaklik % 21,2-30 olarak saptandi.

Sonu¢: Bu tez calismasi ile diinyada ilk kez D. aequans tiiriine ait GZP-1 izolatinin 28S
rRNA gen bolgesi molekiiler olarak karakterize edilerek MH400186 erisim numarasi ile
Genbank veri tabanina kayit edildi. Ayn1 zamanda iilkemize ait GZP-1 izolatinin 18S rRNA-
ITS-1 gen bolgesinin molekiiler karakterizasyonu ilk kez yapilarak MH400167 erisim
numarasi ile Genbank veri kaydi yapildi.

Anahtar Kelimeler: Diplectanum aequans; DNA dizi analizi; Levrek (Dicentrarchus
labrax); PZR; 18SrRNA ve ITS-1; 28S rRNA

Coskun AYDIN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz - 2018
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF DIPLECTANID SPECIES IN SEA BASS
(DICENTRARCHUS LABRAX LINNAEUS, 1758) REARED AND CAPTURED OFF
TURKISH WATERS

Aim: It is aimed to molecularly identify and determine the phylogenetic relations of
diplectanid species (Monogenea, Diplectanidae) that infects the gills of the sea bass’
(Dicentrarchus labrax) that captured and reared in our territorial waters for the first time
within the present study.

Materials and Methods: At a total of 40 sea bass that captured and reared in the Black and
Aegean Sea were parasitologically examined. Molecular identification was carried out the
diplectanids that isolated from the gills of the sea bass. 28S ribosomal RNA (rRNA) and 18S
rRNA-ITS-1 gene regions were amplified with the specific primers for molecular
identification and characterization of the morphologically identified isolates (GZP-1-5). DNA
sequencing was made with the same primers of the isolates belong to diplectanid species after
PCR analyzes. Phylogenetic tree was conducted by the Maximum Likelihood method of the
obtained sequence analyzes.

Results: Diplectanum aequans (Wagener, 1857) species were identified within the
parasitological examinations of sea bass’ gills. The prevalence of the D. aequans as 100%,
and intensity as 15.10 were detected in the sea bass that reared and captured in the Turkish
territorial waters. The 18S rRNA-ITS-1 gene region of the GZP-1 isolate (MH400167) was
found 100% identical with the French (AJ276439) and Italian (AM943816) isolates collected
from D. aequans species. Moreover, pairwise distance of the GZP-1 isolate (MH400186)
from the other Diplectanum species for the 28S rRNA gene region detected as 21.2-30%.
Conclusion: Within this thesis research the 28S rRNA gene region of the GZP-1 isolate
belongs to the D. aequans species was molecularly characterized for the first time in the
World and submitted to the GenBank with an MH400167 accession number. At the same
time, the 18S rRNA-ITS-1 gene region of the GZP-1 isolate that belong to our country were
molecularly characterized for the first time and submitted to the GenBank with an MH400167
accession number.

Keywords: Diplectanum aequans; DNA sequencing; Sea bass (Dicentrarchus labrax); PCR;
18SrRNA-ITS-1; 28S rRNA

Coskun AYDIN, Master’s Thesis
University of Ondokuz Mayis - Samsun, July-2018
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1. GIRIS

Su iiriinleri igerisinde tatli su ve deniz baliklarinda karsilasilan en 6nemli
sorunlardan birisi de paraziter hastaliklar ve parazitlerin dogrudan konak canli iizerinde
olusturduklar etkilerdir. Balik parazitleri ile dogal kosullarda yasayan ve kiiltiire edilen
balik popiilasyonlarinda siklikla karsilasilir. Dogal kosullarda balik parazitleri
poplilasyon biiyiikliigiinii fark edilebilir derecede etkileyen oliimlere ve konaklarinda
ciddi hasarlara neden olmazlar. Ancak yetistiricilik ortaminda yogun stres altinda kalan
baliklar paraziter enfeksiyonlara karsi yeterince direng gosteremezler. Ulkemiz
karasularinda Avrupa deniz levregi (Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758) hem avcilik
yolu ile hem de kafes sistemlerinde yetistirilerek insan tiiketimine sunulan en degerli
ticari baliklarlardan biridir. Kaliteli ve lezzetli ete sahip olan levrek iilkemiz ve
uluslararasi pazarlarda tercih edilmesi sebebiyle de ekonomik deger tasimaktadir.
Levreklerde 6zellikle solungaglara yerlesim gosteren Diplectanidae ailesindeki
monogenik trematodlar konaklarinda ciddi anlamda hasarlara neden olmaktadir.
Levreklerin (D. labrax) solungaglarini enfekte eden iki diplectanid tiiri bilinmektedir.
Bu tiirler Diplectanum aequans Wagener, 1857 ve D. laubieri Lambert and Maillard,
1974 tiirleridir. Ulkemizde deniz levreklerinde diplectanid tiirlerden sadece D. aequans
tiiriiniin morfolojik olarak identifikasyonu yapilmis ve Karadeniz ile Ege Denizi’nde
varlig1 rapor edilmistir (Toksen, 2007; Oktener ve ark., 2009; Akmirza, 2010; Yardimci
ve Pekmezci, 2010; Akbas, 2011; Bulut, 2011; Uzun, 2013; Emre ve ark., 2014; Ogiit
ve Uzun, 2014).

Son yillarda DNA’nin bilinen bir gen bolgesi ya da genetik barkodlar1 yeni
taksonlarin tanimlanmasi veya var olan taksonlarin ayirt edilmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Trematod taksonlar1 arasinda filogenetik iliskilerin belirlenmesinde
mitokondriyal (cox-1) ve niikleer ribozomal RNA (rRNA) genlerinin (18S-1TS1-5.8S-
ITS2-28S) uygun ve etkin bolgeler oldugu kanitlanmistir (Blasco-Costa ve ark., 2016).
Diplectanid tiirlerin molekiiler olarak tanimlanmasi ya da tiirler arasinda genetik
uzakliklarin belirlenmesinde 28S rRNA gen bolgesinin D1-D3 domain kismi ile 18S
rRNA ve tim ITS-1 gen bdlgelerini igeren niikleer DNA’lar yaygin olarak
kullanilmaktadir (Hassouna ve ark., 1994; Verneau ve ark., 1997; Simkova ve ark.,
2003; Wu ve ark., 2005; Tingbao ve ark., 2006; Lim ve ark., 2010; Chotnipat ve ark.,
2015; Nitta ve Nagasawa, 2017).



Tiirkiye’de bugilin kadar yapilan arastirmalarda D. aequans tiiriiniin sadece
morfolojik teshisi yapilmistir. Ulkemizde bugiine kadar levreklerin solungaglarina
yerlesen ve konak o6zgii olan diplectanid tiirlerin molekiiler karakterizasyonlar1 ve
filogenetik iliskilerinin belirlenmesinde herhangi bir bilimsel arastirma yapilmamustir.

Bu tez caligmasi ile iilkemiz karasularinda avlanan ve yetistirilen levreklerin
(D. labrax) solungaglarini enfekte eden diplectanid tiirlerin ilk kez molekiiler
karakterizasyonlari ile filogenetik soy iliskileri ortaya konulmustur. Elde edilen bilimsel
sonuglarin levrek yetistiriciliginde énemli bir sorun oldugu gériilen D. aequans tiirii ile
ilgili yapilacak olan molekiiler epidemiyolojik arastirmalara katki saglayacagi ve 1sik

tutacag1 kanisindayiz.



2. GENEL BIiLGILER

Insanlarin diinya niifusundaki artisina bagli olarak besin gereksinimlerine olan
ihtiyaclar1 her gegen giin artmaktadir. Hizli niifus artisina bagl olarak en 6nemli besin
gruplar1 arasinda yer alan hayvansal protein kaynaklari insanlar icin yetersiz
kalmaktadir. Su iiriinlerinin ucuz, lezzetli, kolay ulasilabilir ve diger hayvansal protein
kaynaklara gore besin degeri agisindan kalitesi géz Oniine alindiginda alternatif bir

besin kaynagi oldugu bilinmektedir (Braun, 2005).

2.1. Tiirkiye’de Su Uriinleri Uretimi

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii’niin 2015 yili verilerine gore
Diinya’da su {irlinleri tretimi 170 345 641 tondur ve bunun 76 641 025 tonu kiiltiir
balikgihigindan saglanmistir. Ulkemiz agisindan durum degerlendirilmesi yapildiginda
2016 y1l1 verilerine gore Tiirkiye su tiriinleri tiretimi aveilik dahil olmak tizere toplamda
588 715 tondur ve bunun 253 395 tonu yetistiricilikten saglanmistir. Yetistiricilikten
elde edilen tiretimin %59,9‘u denizlerimizden elde edilirken, %40,1°i i¢ sularimizdan
elde edilmektedir. Ulkemizde kiiltiir balig1 yetistiriciliginde {iretim itibari ile ii¢ balik
tiirli On plana ¢ikmaktadir. 2016 yili verilerine gore iilkemizde 107 013 ton alabalik, 80
847 ton levrek ve 58 254 ton ¢ipura iiretimi ger¢eklesmistir (TUIK, 2018).

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciligi ekonomik anlamda ilk olarak 1970’li
yillarda gokkusagi alabalig1 ve sazan iiretimi ile baglamistir. Daha sonra 1980°1i yillarda
levrek ve c¢ipura, 2000’11 yillarda orkinos iiretiminin baglamasi ile iilkemizde kiiltiir
balik¢iligimin iiretimi ivme kazanmistir. Ulkemizde kiiltiir balik¢iligi agisindan en gok
tiretilen baliklar gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Avrupa deniz levregi
(Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) tiirleridir. Bu tiirlerden gokkusagi
alabalig1 biiylik oranda i¢ piyasada tiiketilerken, levrek ve ¢ipuralarin yaklagik olarak
%75’1 Avrupa Birligi tlkelerine ihra¢ edilmektedir. Tiirkiye Cumbhuriyeti Devlet
Planlama Tegkilatinin 6ngoriilerine gore 2023 yilinda Tiirkiye’nin su iiriinleri iiretiminin
600 bin tona ¢ikacagi ve bunun ticari degerinin 5 milyar TL seviyesine ulagacagi tahmin

edilmektedir (Aydin, 2017).



2.2. Avrupa Deniz Levreginin (Dicentrarchus labrax) Biyolojik Ozellikleri

Avrupa deniz levregi kemikli bir baliktir. Serranidae ailesinde ve
Dicentrarchus soyunda yer alir. Tiir adi1 D. labrax (Linneaus, 1758)‘dir. Bu tiir Kuzey
Atlantik ile Norveg¢ kiyilarindan Fas ve Kanarya Adalar1 ile Senegal’e kadar uzanan
sahiller ile Akdeniz ve Karadeniz’de yogun olarak dagilim gostermektedir (Sekil 1)
(FAO, 2018).
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Sekil 1. Levrek baliginin cografik dagilimi (FAO, 2018’den uyarlanmistir)

Levrek baliklar1 denizlerde, aci su lagiinlerinde, nehir agizlarinda yasamlarini
slirdiirebilen bazen tatli sulara giris yapabilen ve ekonomik degeri yiiksek olan bir
baliktir. Levrekler yirtict ve etgil bir tirdir. Yalmz ya da kiiciik siiriiler halinde
dolagirlar. Kis aylarinda 100 m derinlige kadar gog¢ ederler. Levrekler kiiciik baliklar,
karides, yenge¢ ve miirekkep baliklar1 ile beslenirler. Tatli sularda yasamlarini
sirdiirebilir ama treyemezler. Levrekler genis sicaklik toleransina sahiptirler.
Yasamalarii 5-28°C aras1 su sicakliginda siirdiirebilirler. Bununla birlikte tuzluluk
degisimlerine kars1 dayanikli olup diisiik tuzluluga adapte olabilirler (Burgu ve Umur,
2003; FAO, 2018).



2.3. Balik Parazitlerinin Onemi

Balik parazitleri sucul ekosistemin ayrilmaz bir pargasidir. Dogal ve kiiltlire
edilen balik popiilasyonlarinda yaygin olarak bulunurlar. Dogal sartlarda ¢ogu parazitler
popiilasyon biiyiikliigiinii etkileyen oOliimlere ve konaklarinin ciddi yaralanmalarina
neden olmazlar. Baliklarin parazitler sebebiyle hastalandigini tahmin etmek zordur. Bu
durum kiiltiire edilen baliklara gore dogal ortamlarda bulunan baliklarda hemen hemen
imkansizdir. Parazitlerin neden oldugu hastaliklar c¢ok sayida stres faktoriiniin
bulundugu yetistiricilik ortamlarinda daha sik gériilmektedir. Ozellikle baz1 parazitler
hizli bir sekilde ¢ogalarak onemli ekonomik kayiplarin oldugu agir enfeksiyonlara
neden olmaktadir (Meyer, 1991; Scholz, 1999).

Balik parazitlerinin konak iizerindeki etkileri farkli sekillerde kendini gosterir.
Ornegin monogenik trematodlarm irritasyonlarma bagl olarak asir1 mukus iiretimi
sonucunda derinin solunum fonksiyonu bozulur. Yine monogenik trematodlarin
opisthaptorlarinin solunga¢ dokusundaki mekanik irritasyonlarina bagl olarak epitelyal
hiperplaziler, bag doku hipertrofileri, lamellar yapinin yok olmasi, solungac
kapillarlarinda ve ikincil solunga¢ katmanlarinda atrofiler, kanamalar, sekonder bakteri
ve mantar invazyonlari, anemi tablosu sonucunda gaz degisiminin etkilenmesi ile
Oliimler sekillenebilir. Yine Lernaea ve Ergasilus cinsi kopepodlarin saldirt ve
beslenmeleri esnasinda ciddi doku hasarlari, siskinlikler ve hematomlar sekillenir.
Subkutan doku ve deriyi istila eden digenik trematod metaserkerleri deride patolojik
degisikliklere neden olduklar1 gibi fazla sayida olduklarinda kiiciik baliklarda dliimler
sekillenir (Williams ve Jones, 1994; Roberts, 2001).

Yetistiricilik ortaminda su sicakligt ve pH’nin degismesi, birim alanda
istenilenden fazla miktarda balik bulunmasi, asir1 yemleme ve su degisiminin yeterli
diizeyde olmamasi gibi yetistiricilik uygulamalar1 baliklarin hastaliklara karsi olan
direncini azaltmaktadir. Bu durum parazitlerin neden oldugu hastaliklar1 ortaya
cikartmakta ve parazitlerin rahatlikla yayilmalarina sebep olmaktadir (Pillay, 2004).
Yetistiricilik ortaminda parazitlerin baliklar iizerine olan etkileri kisaca 4 sekilde
goriilebilir. Birincisi parazitlerin direkt sebep oldugu &liimlerdir. ikincisi parazitler
baliklarin  beslenme aliskanliklarini  olumsuz yonde etkilemekte ve biiylime
performanslarinda gerilemeye neden olmaktadir. Ucgiinciisii paraziter enfeksiyonlar
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bozulmasina sebep olmaktadir. Sonuncusu ise uzun siiren paraziter hastaliklarin balik
popiilasyonunun azalmasina veya yapisinda degisiklige sebep olmasidir (Barber ve ark.,
2000; Barber ve Poulin, 2002).

Baliklardaki parazit enfeksiyonlarinin kontroliinde oncelikli olarak hastaligin
dogru teshis edilmesi, uygun tedavi prosediiriiniin uygulanmasi ve koruyucu énlemlerin
mutlaka alinmasi gerekmektedir. Baliklarda paraziter enfeksiyonlarin dogru teshis
edilmesi hayati derecede Onemlidir ve hastaligin kontrol altina alinabilmesi ig¢in
gereklidir. Parazit hastaliklarinin etkin bir sekilde kontrol edilebilmesi igin paraziter
etkenlerin ekolojik 6zelliklerinin ve biyolojilerinin arastirilmasi ve ortaya konulmasi
gerekmektedir (Tonguthai, 1997).

2.4. Baliklarda Trematodlarin Genel Ozellikleri

Baliklarda deri, derialt1 doku, yiizge¢ ve solungaclarda parazitlenen ¢ok sayida
monogenik ve digenik trematod bulunmaktadir. Monogenik trematodlarin konak
seciciligi ile direkt yagsam dongiisiine sahip olduklar1 bilinmektedir. Monogenea’lar aci,
tath su ve deniz baliklarinda yaygin olup yogun enfestasyonlar1 genellikle zayif
sanitasyonu ve su kalitesinin bozuklugunu isaret etmektedir. Baliklardaki Monogenik
trematodlarin  biiyiikk bir c¢ogunlugu baliklarin dis yiizeyinde (deri, yiizgecler,
solungaglar, agiz boslugu, burun boslugu) parazitlenirken birkag tiiriin de endoparazitik
yasama (Calicotyle kroyeri) adapte oldugu bilinmektedir. Monogenea’lar posterior
yapisma organellerinin (opisthohaptor) morfolojileri temel alinarak iki simifa
ayrilmaktadir. Daha yaygin olan Monopisthocotylea alt sinifindakilerin kiigiik lateral
cengel ve kitinize ¢apa benzeri yapilar iceren farkli biiyiikliikte tek yapisma organi
bulunmaktadir. Polyopisthocotylea alt smifindakilerde kitin6z olusumlar ile
desteklenmis kiiciik ve gogunlukla simetrik ya da asimetrik olarak muskuler yapida ¢ok
sayida yapisma organi bulunmaktadir. Baliklart en sik olarak enfeste eden
Monopisthocotylid aileler Capsalidae (Benedenia seriolae, Neobenedenia tiirleri),
Dactylogyridae  (Dactylogyrus vastator, Haliotrema abaddon), Diplectanidae
(Diplectanum aequans), Gyrodactylidae (Gyrodactylus salaris), Microbothriidae
(Dermophthirius tiirleri), Monocotylidae (Dendromonocotyle tiirleri) oldugu
bilinmektedir. Yine baliklarda sik karsilasilan Polyopisthocotylid aileler ise
Diclidophoridae (Neoheterobothrium hirame) ve Heteraxinidae (Zeuxapta seriolae)

aileleridir. Monogenea’lar ¢ogunlukla baliklarin solungag, solunga¢ kapaklarinin ig



kism1 ve agiz boslugunda parazitlenip kan ve epitel dokusu ile beslenirler (Buchmann
ve Bresciani, 2006; Kent ve Fournie, 2007; Bullard ve Overstreet, 2008; Whittington ve
Chisholm, 2008). Digenik trematodlar yasam dongiilerinde bir veya daha fazla sayida
ara konaga ihtiyag duyarlar. Baliklar larval ya da ergin Digenea’larin yasam
dongiilerinde kesin, ara ya da paratenik konak rolii listlenmektedir. Cok az sayidaki
ergin Digenea’larin (Bucephalidae, Sanguinicolidae, Monorchiidae, Gorgoderidae,
Allocreadiidae, Opecoelidae) baliklara zarar verdigi bilinmektedir. Baliklardaki
Digenea’larin asil patolojik etkilerinin ¢esitli doku ve organlara yerlesim gdsteren larval
formlar1 olan metaserkerlerden kaynaklanmaktadir. Digenea smifinda yer alan bazi
trematodlarin metaserkeri tatli ve tuzlu su baliklarinin deri, ylizge¢ ve solungaclarinda
bulunmaktadir. Kist icerisinde yer alan metaserkerlerin etrafinda siklikla melanin
pigmentinin birikimine bagl olarak deri ve yiizgeglerde siyah noktalar sekillenmektedir.
Bu sekilde kotii etkilenen baliklarin goze hos olmayan goriintiilerinden dolayr market
degerlerinin de etkilendigi bilinmektedir (Moravec ve ark., 1991; Robert, 2001; Paperna
ve Dzikowski, 2006; Bullard ve Overstreet, 2008).

2.5. Diplectanid Trematodlarim Genel Ozellikleri

Diplectanidae ailesinde deniz ve bazi tatli su baliklarinin solungaglarinda
parazitlenen 20 cins igerisinde yaklasik olarak 250’nin tiizerinde tanimlanmis tiir
bulunmaktadir. Cogu diplectanid tiir diger dactylogyrid tiirlerden haptorlarindaki
tutunma organeli olan squamodisk ile sguamodiskin anteriorundaki destekleyici
cubuklar ve hamuli (kanca) yapilarinin varlig: ile morfolojik olarak kolaylikla ayirt
edilmektedir. Squamodisk Diplectanidae ailesinde bulunan parazit igin ayirict bir
yapidir. Squamodisk ventral ve dorsal olmak fiizere genellikle iki tanedir. Tek
squamodisk yapisina sahip tiirlerde bulunmaktadir. Squamodisk yapisinda degisik
sayida radial olarak dizilmis kii¢iik kitinize diken siralar1 bulunmaktadir. Bu Kitinize
dikenlerin sayis1 ve dizilisine bakilarak diplectanid tiirlerin ayrimlar1 yapilmaktadir.
Parazitin arka ucunda bir adet medial ve iki adet lateral destekleyici cubuk
bulunmaktadir. Lateral ¢ubuklarin u¢larinda dorsal ve ventral olmak tizere 2 ¢ift hamuli
vardir. On ucta 4 adet goz lekesi, kiigiik bir farinks ve ¢ogunlukla ikiye dallanmis
sekilde barsaklar bulunur. Diplectanid tiirlerin ayriminda squamodisk ile erkek
ciftlesme organinin sekli ve yapisi onem arz etmektedir (Oliver, 1968; Whittington ve
Chisholm, 2008). Diplectanum Diesing, 1858 soyu Diplectanidae ailesinin en genis



soyudur. Bu cins igerisinde Fransa’nin Akdeniz kiyilarindaki dogal levrek
(Dicentrarchus labrax) popiilasyonlari ile Atlantik ve Akdeniz kiyilarindaki kiiltiire
edilen popiilasyonlarda D. aequans (Wagener, 1857) Diesing 1858 ve D. laubieri
(Lambert & Maillard 1974) tiirleri rapor edilmistir (Oliver, 1968; Lambert ve Maillard,
1974; Gonzalez-Lanza ve ark., 1991).

Diplectanum aequans 0,65-1,7 mm wuzunlugunda ve 0,26-0,50 mm
genisligindedir. Diplectanum laubieri 1,2-1,45 mm uzunlugunda, 0,25-0,27 mm
genisligindedir. Bu iki tiir arasindaki en Onemli morfolojik farklar squamodisk
tizerindeki Kitinize dikenlerin sira sayisi ile cirrus (penis) seklidir. Diplectanum aequans
tirtinde squamodisk iizerinde 20-25 aras1 diken sirast bulunurken, D. laubieri tiiriinde
11-16 arasinda degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte D. laubieri tiiriiniin cirrusu
kanca seklinde sonlanirken D. aequans’in cirrusu hafif egimli olarak sonlanmaktadir
(Oliver, 1968; Lambert ve Maillard, 1974; Silan ve Maillard, 1989; Gonzalez-Lanza ve
ark., 1991) (Sekil 2-4).

Sekil 2. Diplectanum aequans’in haptor pargalar1, sd: squamodisk, d¢: destekleyici ¢ubuk, h: hamuli,

olcii gubugu= 35 p (Silan ve Maillard, 1989’dan uyarlanmustir)
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Sekil 3. Diplectanum laubieri’nin haptor pargalari, sd: squamodisk, d¢: destekleyici ¢ubuk, h: hamuli,

6l¢ii gubugu= 35 p (Silan ve Maillard, 1989’dan uyarlanmustir)
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Sekil 4. Diplectanid tiirlerin cirrus (penis) yapisi. A: Diplectanum laubieri, B: Diplectanum aequans

(Lambert ve Maillard, 1974’den uyarlanmigtir)



Diplectanum aequans direkt yasam dongiisiine sahiptir. Parazit ovipardir ve
levregin solungaglarina yumurtalarin1 birakir. Erigkin parazitler hermafrodittir. Kiiciik
olan yumurtalar1 (kenar uzunlugu yaklasik 60 um) tetrahedraldir. Tek kisa uzantisi
yaklastk 40 pm uzunlugundadir. Yumurta igerisindeki embriyonun gelismesi su
sicakligi ile ilgilidir. Yumurtadan etrafi siliumlar ile kapli olan oncomiracidium cikar.
10°C’de embriyonun gelismesi 11 giin siirmekte ve devam eden 8 giin igerisinde
yumurtadan oncomiracidium ¢ikmaktadir. Yine 15°C’de embriyonun gelismesi 7
giindiir ve devam eden 5 giin igerisinde yumurtadan oncomiracidium g¢ikmaktadir. Su
sicakligi 20°C oldugunda embriyo gelisimi 4 giin Ve yumurtadan oncomiracidium ¢ikisi
2. giin olurken, su sicakligi 30°C oldugunda embriyo gelisimi sadece 2 giin ve
yumurtadan oncomiracidium ¢ikisi 3. giin olmaktadir. Bununla birlikte D. aequans
yumurtalariin 5°C su sicakliginda 45 giin beklemesine ragmen yumurtadan larva
cikmadigr goriilmiistiir.  Yumurtadan c¢ikan oncomiracidium 13-14°C’de 30 saat
canliligin1 siirdiirmektedir. Oncomiracidium ilk olarak konaginin deri epitel yiizeyine ya
da agiz bosluguna tutunmaktadir. Larvalarda squamodisk ve hamuli gelistikten sonra
konaginin solungaclarina go¢ etmektedir. Bulasma yumurta ya da oncomiracidiumun
bir baliktan digerine geg¢mesiyle olmaktadir. Diplectanum aequans’in eriskin hale
ulagma siiresi su sicakligina baghdir. Su sicakligr 15,5°C’oldugunda bu siire 35 giin
,20°C’de 25 giin, 26 °C’de 15 giin ve 30°C’de ise 9 giindiir (Cecchini ve ark., 1998;
Whittington ve Chisholm, 2008).

Diplectanum aequans tirtiniin  eriskinleri levreklerin  solungaglarinda
parazitlenirken parazitin gen¢ evrelerine levreklerin derisinde rastlanmaktadir
(Whittington ve Chisholm, 2008). Parazit solunga¢ dokusunun epitelleri ile
beslenmektedir. Enfekte baliklarda lamellar 6dem, sekonder lamellerde fiizyon ile
primer ve sekonder lamellerde nekrozlar goziikmektedir (Whittington ve Chisholm,
2008; Yardimci ve Pekmezci, 2012). Enfekte baliklarda deride bulutlagsma,
solungaclarda epitelyal hiperplazi, asir1 mukus sekresyonu ile kizarik bélgeler ve
hemorajili alanlar goriilmektedir. Agir enfekte baliklarda uyusukluk, anoreksi ve asfeksi
semptomlart ve yiiksek oranlarda oOliimler goriilmektedir. Ayrica D. aequans’in
levreklerin geng bireylerinde 6liimlere neden oldugu rapor edilmistir (Oliver, 1977;
Dezfuli ve ark., 2007; Whittington ve Chisholm, 2008).
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2.6. Tiirkiye’de Diplectanum aequans ile Tlgili Kayitlar

Tiirkiye’de D. aequans ilk olarak Ege Denizi’nde kiiltiirii yapilan levreklerde
rapor edilmistir (Toksen, 2007).

Karadeniz’de Ordu ili Vona Koyu’nda ag kafeslerde yetistiriciligi yapilan
levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani %100 olarak tespit edilmistir. Enfekte
levreklerde parazitin enfeksiyon yogunlugu 3,45 olarak bulunmustur (Oktener ve ark.,
2009).

Bodrum Salih Adasi civarinda dogal ortamdan yakalanan ve kafeslerde
yetistirilen levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani sirasi ile %21,5 ile %23,8 olarak
tespit edilmistir (Akmirza, 2010).

Ege Denizi’'nde ag kafeslerde yetistirilen ve giinliik %1,5 oraninda mortalite
gozlenen levreklerin parazitolojik ve patolojik incelemeleri yapilmustir. incelenen
levreklerde %100 enfeksiyon oraninda D. aequans tespit edilmistir. Bununla birlikte
levreklerde enfeksiyonun ortalama yogunlugu ise 31,9 olarak saptanmistir. Patolojik
incelemede parazitlerin etkisine bagli olarak lamellar 6dem, sekonder lamellerde fiizyon
ile primer ve sekonder lamellerde nekrozlar gézlenmistir. Baliklardaki dliimlerin D.
aequans ve Lernanthropus kroyeri parazitlerinin yogun enfestasyonu sonucu olusan
lezyonlardan kaynaklandig1 kanisina varilmistir (Yardimer ve Pekmezci, 2010).

Milas-Bodrum civarindaki isletmelerde kiiltiirii yapilan 139 adet levregin
12°sinde D. aequans saptanmistir (Akbas, 2011).

Mugla Milas yoresinde denizde ag kafeslerde ve karada toprak havuzlarda
yetistirilen levreklerde sirasi ile D. aequans’in enfeksiyon orani1 %95 ile %48,3 olarak
bulunmustur. Parazitin enfeksiyon yogunlugu denizdeki ag kafeslerde yetistirilen
levreklerde 28,9 iken toprak havuzda yetistirilen levreklerde 21,2 olarak tespit edilmistir
(Bulut, 2011).

Ordu-Persembe yoresinde Karadeniz’de kafeslerde yetistirilen levreklerde
%91,7 oraninda D. aequans saptanmistir. Ayrica parazit sayisinin artisina bagli olarak
baliklarda kondisyonun diistiigli gézlenmistir. Ayn1 zamanda parazitin sayis1 arttikca
levreklerden bakteri izole etme olasiliginin arttig1 da ifade edilmistir (Uzun, 2013).

Antalya Beymelek Lagiin Goli’'nde avlanan levreklerde D. aequans’in
enfeksiyon oran1 %71,2, enfeksiyon yogunluguda 35,03 olarak saptanmistir (Emre ve
ark., 2014).
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Karadeniz’de Ordu ve Trabzon illerinde ag kafeslerde yetistirilen levreklerde
D. aequans’in enfeksiyon oram1 %66,7-100 arasinda degiskenlik gostermistir.
Enfeksiyon yogunlugu ise en yiiksek olarak 6,08 olarak saptanmistir. Parazitin dliimlere
neden olmadigini ancak baliklarin kondisyonuna olumsuz etki ederek sekonder

enfeksiyonlara kars1 levrekleri zayif diisiirdiigii belirtilmistir (Ogiit ve Uzun, 2014).

2.7. Diinya’da Diplectanum aequans ile Tlgili Kayitlar

Ulkemiz karasular1 haricinde diinyanin farkli cografik alanlarinda levreklerde
D. aequans ve D. laubieri tiirleri rapor edilmistir.

Akdeniz’in Ispanya kiyilarinda kiiltiire edilen levrek popiilasyonlarmda D.
aequans ve D. laubieri tiirleri saptanmistir. Levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani
ve yogunlugu %80,64 ve 112 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda D. laubieri’nin
enfeksiyon orani ve yogunlugu %67,7 ile 59,61 olarak rapor edilmistir (Gonzalez-Lanza
ve ark., 1991).

Portekiz’de tatli su ekosisteminde kiiltiire edilen levreklerde D. aequans’in
enfeksiyon orani %100 olarak rapor edilmistir (Cruz e Silva ve ark., 2000).

Norveg’in Qiiney dogusunda bulunan Oslo Hali¢’inde yakalanan dogal
levreklerde %100 enfeksiyon oraninda D. aequans tiirii saptanmistir (Sterud, 2002).

Adriyatik Korfezinde ag kafeslerde yetistirilen levreklerin parazitolojik
incelemeleri yapilmigtir. D. aequans'in enfeksiyon orani %60-100 arasinda
bulunmustur. Parazit populasyon dinamiginin suyun tuzlulugu, sicakligi ve spesifik
konake¢1 gibi cevresel faktorlerle giiclii bir iliski sonucu degistigi bildirilmistir
(Mladineo, 2004; 2006).

Adriyatik Denizi'nin kuzey kiyisindaki genc¢ levreklerde D. aequans’in
mortalitelere neden oldugu rapor edilmistir. Levreklerde enfeksiyon orami %73,6,
enfeksiyon yogunlugu 34,61+4,42 olarak tespit edilmistir (Dezfuli ve ark., 2007).

Akdeniz’de Sardinya Adasi Santa Gilla Lagon’unda yakalanan dogal
levreklerde D.aequans’in enfeksiyon orani ve yogunlugu %96 ile 17 olarak saptanmistir
(Culurgioni ve ark., 2010).

Akdeniz’de Korsika'nin giiney kiyilarinda yetistiriciligi yapilan levreklerde D.
aequans tespit edilmistir (Antonelli ve ark., 2016).

Akdeniz’in Cezayir kiyilarinda yakalanan levreklerin parazitolojik incelemeleri

sonucunda %20 oraninda D. aequans tespit edilmistir (Amel ve ark., 2016).
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2.8. Diplectanum aequans’in Tedavi Denemeleri

Cogu yetistiricilik sistemlerinde Monogenea’larin yayilimini kontrol etmek
miimkiin olmamaktadir. Kiiltiire edilen balik popiilasyonlarinda paraziter enfeksiyonlara
kars1 yiiksek antiparaziter etkili ve diisiik toksiteli ilag ve kimyasallarin kullanilmasi
gerekmektedir. Kullanilan antiparaziter ilaclar yeme katildiklar1 gibi tanklarda kisa ya
da uzun siireli daldirma seklinde ya da banyo tarzinda uygulanmaktadir. Kiiltiire edilen
levreklerde Diplectanum enfeksiyonlarinin Onlenmesi i¢in kafesteki barindirma
kosullarinin 1yilestirilmesi ve stres faktorlerinin en aza indirilmesi hayati derecede
onemlidir. Kafeslerdeki suyun iyi oksijenizasyonunun saglanmasi, diisikk yogunlukta
balik stoklamasi ve digki ile artik yemlerin kontrolii sonucu amonyak seviyesinin
azaltilmas1 gerekmektedir. Parazitin tedavisinde trichlorphon’un 0,2 mg/l dozda en az
48 saat banyo tarzi uygulamalarinin etkili oldugu bilinmektedir (Whittington ve
Chisholm, 2008).

Diplectanum aequans’in tedavisinde azametifosun 1 ppm’lik dozunun 2 saatlik
banyo uygulamalart ile 2 mg/kg dozda oral uygulamalari etkili olmustur. Ayrica
triklorfonun 50 mg/kg dozda oral yolla tedavisinin parazitleri 6ldiirdiigii ve etkili oldugu
tespit edilmistir. Bununla birlikte formaldehit, malasit yesili, levamizol, mebendazol,
febantel, toltrazuril, ivermectin ve diklorvos’un banyo uygulamalarimin D. aequans’in
tedavisi i¢in etkili olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde teflubenzuron’un 10-20 mg/kg
dozda oral uygulamalarinin etkili olmadigi rapor edilmistir (Toksen, 2007; Toksen ve
ark., 2012; 2013a, b). Levreklerde rafoxanid etken maddesinin 6 ppm dozda 48 saat siire
ile banyo uygulamalarinin etkili oldugu bildirilmistir (Cognetti-Varriale ve ark., 1992).
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3. MATERYAL METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Levreklerin (Dicentrarchus labrax) satin alinmasi

Karadeniz ve Ege Denizi’nde avcilik yolu ile elde edilen ve kafes sistemlerinde
yetistirilip Samsun’da insan tiiketimi i¢in sunulan taze levrekler (Dicentrarchus labrax)
satin alinmigtir. Karadeniz ve Ege Denizi’nde avlanan levreklerden 10’ar, Karadeniz ve
Ege Denizi’nde kafes sistemlerinde yetistirilen levreklerden 10’ar adet olmak iizere

toplam 40 adet levrek satin alinmistir.
3.2. Metot

3.2.1. Levreklerin (Dicentrarchus labrax) Parazitolojik Muayenesi

Balik¢1 tezgahlar1 ve marketlerden satin alinan levrekler soguk zincir altinda
laboratuvara getirilmistir. Baliklar satin alinirken yakalandiklar1 ve/veya yetistirildikleri
cografi bolgeler kayit edilmistir. Levrekler parazitolojik muayeneleri esnasinda zemin
tizerinde kaymalarini 6nlemek i¢in plastik kesme tahtalari iizerine konulmustur.
Parazitolojik muayene sirasinda levreklerin solunga¢ kapaklari makas yardimi ile
kesilmistir. Daha sonra ince uclu makas ve pensler yardimi ile solungag¢ yaylar
kesilerek cikartilmis ve icinde distile su bulunan petri kaplarina konulmustur. Petri
kaplarina konulan solungag yaylari pensler yardimi ile tek tek steromikroskop altinda
farkli biiyiitmelerde incelenmistir. Incelemeler sonucunda solunga¢ filamentlerinde
tespit edilen diplectanid parazitler saf etanol i¢eren plastik kaplara toplanmis ve sayilari
kayit edilmistir. Levreklerden toplanan diplectanid parazitlerin  morfolojik
identifikasyonu i¢in parazitlerden tek tek gliserinle lam lamel arasi preparatlar
hazirlanmis ve 151tk mikroskobu altinda incelenerek resimleri ¢ekilmistir. Solungag
filamentlerinde bulunan diplectanidlerin morfolojik tiir identifikasyonu ilgili literatiirler
1s18inda yapilmstir (Oliver 1968, 1976; Lambert ve Maillard, 1974; Silan ve Maillard,
1989; Gonzalez-Lanza ve ark., 1991). Tiir identifikasyonu yapilan 10 adet diplectanid
tirtin 151k mikroskobuna bagli kamera sistemi (Leica, MD 190 HD) ile morfolojik
Olgiimleri yapilmis ve kayit edilmistir. Teshis edilen diplectanidler DNA

ekstraksiyonlar1 yapilincaya kadar saf etanol i¢inde saklanmistir.
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Arastirmada tespit edilen diplectanid tiiriin enfeksiyon orani ve yogunlugu
Rozsa ve ark. (2000)’nin belirttigi sekilde hesaplanmuistir.

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 sayisinin ayn1 parazit

ile enfekte konak (balik) sayisina oranidir.

Enfeksiyon orani ve yogunlugu gibi parametreler sterne's exact method ve
bootstrap ornekleme teknigi (n=2000) kullanilarak “Quantitative Parasitology 3.0”
programinda yapilmistir (Reiczigel ve Rozsa, 2005).

3.2.2. Diplectanid Tiiriin PZR ve Filogenetik Analizleri

Levreklerin parazitolojik incelemeleri sonucunda solunga¢ dokusundan
toplanip morfolojik olarak identifiye edilen diplectanid tiiriin genomik DNA (gDNA)
ekstraksiyonu ticari DNA izolasyon kiti (GeneJET, Thermo Scientific) kullanilarak
yapilmustir. Elde edilen gDNA ekstraktlar1 PZR analizleri yapilincaya kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir.

Diplectanid tiiriin molekiiler identifikasyonu i¢in 28S ribozomal RNA (28S
rRNA) gen bolgesi Cl1 (5-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3’) ve D2 (5'-
TGGTCCGTGTTTCAAGAC-3’) primer ciftleri ile 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesi L7
(5-TGATTTGTCTGGTTTATTCCGAT-3") ve IR8 (5°-
GCTAGCTGCGTTCTTCATCGA-3’) primer ciftleri ile invitro kosullarda PZR metodu
ile amplifiye edilmistir (Hassouna ve ark., 1984; Verneau ve ark., 1997; Simkova ve
ark., 2003; Wu ve ark., 2005). Amplifikasyon sonunda elde edilen PZR firiinleri
etidyum bromid ile boyanmis %1,5 lik agaroz jelde elektoforeze tabi tutulmustur.
Elektroforez sonrasi agaroz jel goriintiileme cihazina konulmus ve ultraviyole 11k
altinda amplifiye edilen DNA bandlar1 goriintiillenmistir. Goriintiileme sisteminde parlak
ve beklenen biiyiikliikte tek bant veren PZR {iriinlerinin direkt DNA dizi analizleri
hizmet alim1 karsili§inda firmalara yaptirilmigtir.

Levreklerden toplanan diplectanid tiire ait 5 izolatin 28S rRNA ile 18S rRNA-
ITS-1 gen bolgeleri saflagtirma islemi sonrasinda ayni amplifikasyon primerleri ile ¢ift

yonlii olarak iki tekrarli DNA dizi analizleri firmalara yaptirilmistir.
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Iki yonli DNA dizisi belirlenen 28S rRNA ile 18S rRNA-ITS-1 gen
bolgelerinin baz dizimlerini gosteren kromotogramlarin kalite skorlar1 Geneious R11
(Kearse ve ark., 2012) ve Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlari ile analiz
edilmistir. Kromotogramlarin kalitesinin belirlenmesinde phred skoru 20’nin (Q>20)
tizerinde olan bazlar dikkate alinmistir (Ewing ve Green, 1998; Ewing ve ark., 1998).
fleri ve geri yonlii dizilerin kendi aralarinda birlestirmeleri Geneious R11 (Kearse ve
ark., 2012) ve Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlar1 ile yapilmis ve
diplectanid tiire ait ortak bir niikleotit dizisi elde edilmistir. Elde edilen ortak dizilerin
GenBank veri tabaninda Blastn analizleri (Altschul ve ark., 1997) yapilarak izolatlarin
diinyadaki diger izolatlar ile benzerlik yiizdeleri belirlenmistir. Arastirmada karakterize
edilen diplectanid izolatin (GZP-1) filogenetik soy iliskilerinin belirlenmesi i¢in daha
once Genbank’a kayit edilen diger diplectanid izolatlar ile ¢oklu hizalamalar1 ClustalW
programi (Thompson ve ark., 1994) kullanilarak BioEdit ile yapilmistir (Hall, 1999).
Genetik uzaklik Kimura-2 modeli ve ¢ift yonlii silme (pairwise deletion) veri alt kiimesi
kullanilarak Mega 7.0 programinda hesaplanmistir. Filogenetik aga¢ olusturulmadan
once dizilerin ¢oklu hizalamalar1 iizerinde gerekli diizeltmeler yapilmistir. Niikleotid
kompozisyonu ve sayilar1 BioEdit programui ile hesaplanmigtir (Hall, 1999). Diplectanid
tiirler arasindaki filogenetik iligkilerinin ¢éziimlenmesinde Maximum Likelihood (ML)
analizleri kullanilarak Mega 7.0 programinda filogenetik aga¢ olusturulmustur (Kumar
ve ark., 2016). ML analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun niikleotid yer degistirme
modelin belirlenmesinde Mega 7.0 programi kullanilmistir. En diisik AIC degeri
dikkate alinarak filogenetik aga¢ olusturuldu. ML analizlerinde filogenetik agac¢in
giivenilirliginin belirlenmesinde 100 tekrarli bootstrap testi kullanilmistir (Felsenstein,
1985). Arastirmada izole edilen diplectanid tiire ait GZP-1 izolatinin 28S rRNA gen
bolgesinin dizilimi MH400186 erisim numarasi ile aynm izolatin (GZP-1) 18S rRNA-
ITS-1 gen bolgelerine ait dizilimi MH400167 erisim numaras: ile Genbank’a kayit

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Levreklerin Parazitolojik Muayene Sonugclar:

Parazitolojik incelemeler sonucunda levreklerin solunga¢ filamentlerinde
saptanan diplectanid tiiriin morfolojik identifikasyonu ilgili literatiirler (Oliver 1968,
1976; Lambert ve Maillard, 1974; Silan ve Maillard, 1989; Gonzalez-Lanza ve ark.,
1991) 1s181nda yapilmis ve arastirmada saptanan tiirlin Diplectanum aequans (Wagener,
1857) oldugu tespit edilmistir (Sekil 5-8).

Solungaglardan toplanan 10 adet D. aequans’in morfolojik odlgilimleri
yapilmistir. Saf etanolde tespit edilen parazitler 13,8 (11,3-17,8) mm uzunlugunda ve
0,32 (0,2-0,38) mm genisligindedir. On ugta 4 adet goz lekesi vardir. Cirrusunun ug
kismu hafif egimlidir ve sivri olarak sonlanmaktadir. Parazitin arka haptor kisminda 2
adet squamodisk vardir. Squamodiskte 24-25 sira kitinize diken siras1 vardir. Bir adet
medial ve iki adet lateral destekleyici ¢ubuk ile lateral ¢ubuklarin uglarinda dorsal ve

ventral olmak iizere 2 ¢ift hamuli vardir (Sekil 5-8).

Sekil 5. Diplectanum aequans (Wagener, 1857), gliserin preparat, tiim birey, 6l¢ti: 500 p, orijinal
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Sekil 6. Diplectanum aequans (Wagener, 1857), gliserin preparat, haptor pargalari, d¢: destekleyici
gubuk, h: hamuli, 6l¢ii: 100 p, orijinal

Sekil 7. Diplectanum aequans (Wagener, 1857), gliserin preparat, cirrus (penis), dl¢ii: 50 p, orijinal
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Sekil 8. Diplectanum aequans (Wagener, 1857), gliserin preparat, squamodisk (24-25 adet diken sirast),

6lgii: 50 p, orijinal

Tiirkiye karasularinda kiiltiire edilen ve avcilik yolu ile yakalanan ve arastirma
materyalini olusturan 40 levregin tamami (%100) D. aequans ile enfekte bulunmus ve
enfeksiyon yogunlugu 15,10, toplam parazit sayis1 da 604 olarak tespit edilmistir.

Karadeniz’de kiiltiire edilen 10 levrekte enfeksiyon yogunlugu 26,40 ve toplam
parazit sayisi 264 olarak saptanmigtir. Karadeniz’de avcilik yolu ile yakalanan 10
levrekte enfeksiyon yogunlugu 11,10 ve toplam parazit sayist 111 olarak belirlenmistir.
Ege Denizi’nde kiiltiire edilen 10 levrekte enfeksiyon yogunlugu 9,80 ve toplam parazit
sayist 98 olarak tespit edilmistir. Ege Denizi’nde avcilik yolu ile yakalanan 10 levrekte

enfeksiyon yogunlugu 13,10 ve toplam parazit sayisi 131 olarak saptanmustir.
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4.2. Diplectanid Tiiriin Molekiiler Analiz Sonuclar:

4.2.1. 28S rRNA ile 18S rRNA-ITS-1 Gen Bolgesinin Amplifikasyon
Sonuglar

Morfolojik identifikasyon sonucunda ilgili literatiirler 1s18inda D. aequans
olarak teshis edilen parazitlerin arasindan secilen 5 izolatin (GZP-1-5) 28S rRNA ile
18S rRNA-ITS-1 gen boélgelerinin amplifikasyonunda sirasi ile ~1000 ve ~1050 baz
biiyiikliigiinde bantlar gosterdikleri tespit edilmistir.

Diplectanum aequans GZP-1-5 izolatlariin 28S rRNA gen bdlgesi ile 18S
rRNA-ITS-1 gen bolgelerinin PZR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin

%1,5’1ik jel agarosundaki goriintiileri sirasi ile Sekil 9-10°da verilmistir.

Sekil 9. Diplectanum aequans izolatlarmin 28S rRNA gen bolgesini amplifiye eden C1-D2 primerleri ile
yapilan PZR sonucu elde edilen amplifonlarin jel elektroforez goriintimii. M: Marker (100 bp).
1-5: Diplectanum aequans izolatlar1 (GZP-1-5)
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Sekil 10. Diplectanum aequans izolatlarinin 18S rRNA-ITS-1 gen bolgelerini amplifiye eden L7-IR8
primerleri ile yapilan PZR sonucu elde edilen amplifonlarin jel elektroforez goriiniimii. M:
Marker (100 bp). 1-5: Diplectanum aequans izolatlar1 (GZP-1-5)
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4.2.2. 28S rRNA ile 18S rRNA- ITS-1 Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi ve
Filogenetik Analiz Sonuclar

Diplectanum aequans tiirtine ait GZP-1-5 izolatlarinin DNA dizilerinin ¢oklu
hizalamalar1 sonrasinda izolatlar arasinda 28S rRNA ile 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesi
yoniinden intraspesifik (=tiir i¢i) niikleotid farklilig1 saptanmamustir.

Izolatlar arasinda niikleotid farklilig1 saptanmadig1 icin sadece Karadeniz’den
izole edilen GZP-1 izolatinin 28S rRNA gen bolgesinin (=large subunit ribosomal RNA
geni) niikleotid dizilimi MH400186 erisim numarasi ile Genbank veri tabanina kayit
edilmistir. Ayn1 zamanda GZP-1 izolatinin 18S rRNA-ITS-1 gen bolgelerinin (=small
subunit ribosomal RNA geni-internal transcribed spacer-1) niikleotid dizilimleri
MH400167 erisim numarasi ile Genbank veri tabanina kayit edilmistir.

MH400186 erisim numarali D. aequans GZP-1 izolatina ait 28S rRNA gen
bolgesinin niikleotid dizilimi D. aequans tirii i¢in diinyada ilk kez Genbank veri
tabanina kayit edilmistir.

GZP-1 izolatinin dizi analizleri sonrasinda 28S rRNA gen bdlgesinin 933
bazlik kismi ile 18S rRNA-ITS-1 gen bolgelerinin 960 bazlik kismi basari ile elde
edilmistir.

GZP-1 izolatimin (MH400186) 28S rRNA gen bolgesinin niikleotid

kompozisyonu ve sayisi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. GZP-1 izolatinin 28S rRNA gen bolgesinin niikleotid kompozisyonu (%) ve sayis1

Niikleotid kompozisyonu (%)/Sayisi

izolat

T C A G A+T | G+C Toplam baz sayisi

GZP-1 | 28,1/263 | 19,4/181 | 23,5/220 | 28,8/269 | 51,7 | 48,2 933
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GZP-1 izolatimin (MH400167) 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesinin niikleotid

kompozisyonu ve sayisi Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. GZP-1 izolatinin 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesinin niikleotid kompozisyonu (%) ve say1si

izolat

Niikleotid kompozisyonu (%)/Sayis1

T C A G A+T

G+C

Toplam baz sayisi

GZP-1 | 26,5/255 | 22,1/213 | 25,6/246 | 25,6/246 | 52,19

47,8

960

18S rRNA-ITS-1 gen bolgesi yoniinden D. aequans GZP-1 izolatinin

(MH400167) GenBank veri tabaninda Blastn analizleri yapilmistir. GZP-1 izolatinin tiir

ici ve diger Diplectanum tiirlerle benzerlik oranlar1 Tablo 3’ de verilmistir.
Blastn analizleri sonrasinda GZP-1 izolatinin (MH400167) 18S rRNA gen
bolgesi yoniinden Fransa (AJ276439) ve Italya’dan (AM943816) izole edilen D.

aequans tiri ile %100 identik oldugu saptanmistir. Bununla birlikte D. aequans GZP-1
izolatinin (Tirkiye, MH400167) D. sillagonum (AY553617) ile %97,3, D. grouperi
(AY553618) ile %96,6 ve D. blairense (DQ537356) ile %96,2 oraninda benzer oldugu

belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesi yoniinden Diplectanum aequans GZP-1 izolatinin (MH400167) Genbank’a kayith diger Diplectanum tiirler ile benzerlik

oranlari (%)

D. aequans D. aequans D. aequans D. sillagonum  D. grouperi  D. bilairense
(MH400167), Tirkiye (AJ276439), Fransa (AM943816), Italya (AY553617)  (AY553618) (DQ537356)

(MEAO1E7), Tarkiye - 70100 7100 o el s
6&1?/169(14%6? 16), Italya 7100 7100 ] 7T T2 e
D. sillagonum o 0 0 0 °
(AY55051) %97,3 %97,3 %97,9 - %96,6 7098,2
54 ggfgglgelz) %96,6 %96,6 %98,2 %96,6 - %95,
D. blairense %962 %96,2 %96,5 %098,2 %95,9 -

(DQ537356)
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Diplectanum aequans GZP-1 izolat1 ile diger Diplectanum tiirleri arasindaki
18S rRNA gen bolgesi yoniinden genetik uzakliklar1 (pairwise distance) Tablo 4’de
sunulmustur.

Diplectanum aequans GZP-1 izolatt (MH400167) ile diger Diplectanum tiirleri
arasinda 18S rRNA gen bolgesi yoniinden tiirler aras1 genetik uzaklik %0-7,6 arasinda

farklilik gostermistir (Tablo 4).

Tablo 4. Diplectanum tiirleri arasinda 18S rRNA gen bolgesinin niikleotid sekans farkliliklarinin (%) ikili

karsilagtirmasi

1 2 3 4 5 6
1. D. aequans MH400167, Tirkiye -
2. D. aequans AJ276439, Fransa 0,000
3. D. aequans AM943816, italya 0,000 0,000
4. D. sillagonum AY553617 0,030 0,030 0,027
5. D. grouperi AY553618 0,035 0,035 0,024 0,040
6. D. blairense DQ537356 0,076 0,076 0,084 0,019 0,045 -
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28S rRNA gen bolgesi yoniinden D. aequans GZP-1 izolatinin (Tirkiye:
Karadeniz, MH400186) GenBank veri tabaninda Blastn analizleri yapilmistir. GZP-1
izolatinin diger Diplectanum tiirlerle ilgili gen bolgesine gore benzerlik oranlar1 Tablo 5’
de verilmistir.

Blastn analizleri sonrasinda GZP-1 izolatinin (MH400186) 28S rRNA gen
bolgesi yoniinden D. blaiense (AY553627) ile %86,8, D. penangi (DQ054821) ile
%85.7, D. sillagonum (AY553626) ile %85,3, D. grouperi (DQ054820) ile %84,5, D.
veropolynemi (AY553625) ile %84 ve D. umbrinum (EF100560) ile %83,7 oraninda
benzer oldugu saptanmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. 28S rRNA gen bolgesi yoniinden Diplectanum aequans GZP-1 izolatinin (MH400186) Genbank’a kayithi diger Diplectanum tiirler ile benzerlik oranlari (%)

D. aequans D. blaiense D. penangi D. sillagonum D. grouperi D.veropolynemi D. umbrinum
(MH400186) (AY553627) (DQO54821) (AY553626) (DQ054820) (AY553625) (EF100560)
?M:I?Ou(;llng@ - %86,8 %85,7 %85,3 %84,5 %84 %83,7
a 52?;2;67) %86,8 - %88,1 %91,7 %89,5 %883 %86
35 ég’;j’ggzil) %85,7 %88,1 - %88.8 %93,5 %836.,9 %83.3
a;islé‘gggz”ggm %85,3 %91,7 %888 - %90,2 %80,7 %84.6
35 (g)g"s‘:‘%‘g 6) %834,5 %89,5 %93,5 %90,2 - %843 %918
&gggz%emi %84 %88,3 %86,9 %80,7 %84,3 - %81,9
D. umbrinum %83.7 %86 %833 %84.6 %91,8 %81,9 -

(EF100560)
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Diplectanum aequans GZP-1 izolat1 ile diger Diplectanum tiirleri arasinda 28S
rRNA gen bolgesi yoniinden tiirler aras1 genetik uzaklik (pairwise distance) Tablo 6’da
sunulmustur.

Diplectanum aequans GZP-1 izolatt (MH400186) ile diger Diplectanum tiirleri
arasinda 28S rRNA gen bolgesi yoniinden genetik uzaklik %21,2-30 arasinda farklilik
gostermistir (Tablo 6).

Tablo 6. Diplectanum tiirleri arasinda 28S rRNA gen bolgesinin niikleotid sekans farkliliklarinimn (%) ikili

karsilagtirmasi

1 2 3 4 5 6 7
1. D. aequans MH400186
2. D. blaiense AY553627 0,238
3. D. penangi DQ054821 0,280 0,347
4. D. sillagonum AY 553626 0,224 0,112 0,337
5. D. grouperi DQ054820 0,300 0,359 0,119 0,337
6. D. veropolynemi AY553625 0,268 0,343 0,223 0,307 0,231
7. D. umbrinum EF100560 0,212 0,261 0,273 0,227 0,306 0,274
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18S rRNA gen bolgesi yoniinden D. aequans GZP-1 izolatinin (MH400167)
GenBank veri tabaninda kayitl diger diplectanid tiirler ile olan filogenetik iliskisi Sekil

11°de gosterilmistir.

AY553618 Diplectanum grouperi
FJ655782 Diplectanum grouperi
AY553614 Pseudorhabdosynochus lantauensis
8| FJR5578 Pseudorhabdosynochus sp.
AY553616 Pseudorhabdosynochus coicidesis
AY553615 Pseudorhabdosynochus epinepheli
AYE5361T Diplectanum sillagonum
?‘— DQ537356 Diplectanum blairense
|MH4UU1ET Diplectanum aequans GZP-1

AJ276439 Diplectanum aeguans
AMI43816 Diplectanum aequans

BE{_ AF294953 Furnestinia echeneis
AF294954 | amellodiscus mormyri

88

$AY038194 Lamellodiscus hilii
AY038195 Lamellodiscus impenvius

KY 629329 Dactylogyrus linstowoides

e
0.01

Sekil 11. Diplectanum tiirlerinin 18S rRNA gen bdlgesinin filogenetik agaci. 18S rRNA dizilerinin
evrimsel siireci ML analiz yonteminde Kimura-2 modeli kullanilarak ortaya konulmustur. Filogenetik
agac 100 tekrar ile yapilmistir. Dallarin oniindeki rakamlar destek degerlerini gostermektedir. Diplectanid
tiirlerinin Genbank erisim numaralar1 yanlarinda belirtilmistir. Dactylogyrus linstowoides (KY 629329) dis

grup olarak kullanilmigtir

Maksimum olasilik temelli filogenetik agac¢ (Sekil 11) lizerinde goriilecegi
tizere Karadeniz’den izole edilen ve morfolojik olarak D. aequans olarak identifiye
edilen GZP-1 izolat1 daha once Fransa (AJ276439) ve Italya’dan (AM943816) izole
edilen ve molekiiler olarak karakterize edilen D. aequans tiirli ile ayn1 dalda yer almigtir
(Sekil 11). GZP-1 izolatmin Fransa ve Italya’dan karakterize edilen izolatlar ile ayni
dalda yer almas1 morfolojik olarak D. aequans olarak identifiye edilen GZP-1 izolatinin

molekiiler olarakta D. aequans tiirii oldugunu kanitlamistir.
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28S rRNA gen bolgesi yoniinden D. aequans GZP-1 izolatinin (MH400186)
GenBank veri tabaninda kayitli diger Diplectanidae ailesindeki tiirler ile olan

filogenetik iliskisi Sekil 12°de gosterilmistir.

gg - AY553624 Pseudorhabdosynochus lantauensis
B3| L DQO054830 Pseudorhabdosynochus shenzhenensis
AY553628 Diplectanum grouperi
AYB53622 Pseudorhabdosynochus epinepheli
AYH53623 Pseudorhabdosynochus coicidesis
100 DQ054824 Laticola latesi
AY553621 Pseudorhabdosynochus latesis
DQ054826 Laticola paralatesi
02054825 Laticola lingaoensis
100 1 AY553620 Pseudorhabdosynochus seabassi

L—— DQO054821 Diplectanum penangi

]

a0

54

AY553625 Diplectanum veropolynemi
MH400186 Diplectanum aequans GZP-1

AY553626 Diplectanum sillagonum
AY553627 Diplectanum blaiense
EF100560 Diplectanum umbrinum
EF100556 Lobotrema sciaenae

100 | DQ15T67T2 Murraytrema pricei

EF437159 Sinodiplectanotrema sp. HGY-2007
DQ157673 Sinodiplectanotrema argyromus

100

100

341 GU573891 Sinodiplectanotrema malayanum
100 [~ EF100557 Calydiscoides indianus
L EF100558 Calydiscoides sp. DJXY
52 EF100558 Calydiscoides sp. DJXY
—— DQ0564823 Lamellodiscus spari

100 _EDQ[154822 Lamellodiscus acanthopagri
a7 EF100561 Lamellodiscus japonicus

93

EF100563 Lepidotrema longipenis

— EF100531 Dactylogyrus gotoi
100 L— EF100533 Dactylogyrus lamellatus

0o

Sekil 12. Diplectanidae ailesindeki tiirlerinin 28S rRNA gen bdlgesinin filogenetik agaci. 28S rRNA
dizilerinin evrimsel siireci ML analiz yonteminde General Time Reversible modeli kullanilarak
ortaya konulmustur. Filogenetik aga¢ 100 tekrar ile yapilmistir. Dallarin oniindeki rakamlar
destek degerlerini gostermektedir. Diplectanid tiirlerinin Genbank erisim numaralari yanlarinda

belirtilmistir. Dactylogyrus gotoi ve Dactylogyrus lamellatus dig grup olarak kullanilmistir
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Maksimum olasilik temelli filogenetik agac (Sekil 12) {izerinde goriilecegi
tizere Karadeniz’den izole edilen D. aequans GZP-1 izolatinin (MH400186) ayr1 bir
dalda yer aldig1 ve D. sillagonum (AY553626), D. blaiense (AY553627), D. umbrium
(EF100560), Lobotrema sciaenae (EF100556), Murraytrema pricei (DQ157672),
Sinodiplectanotrema sp. HGY-2007 (EF437159), Sinodiplectanotrema argyromus
(DQ157673) ve Sinodiplectanotrema malayanum (GU573891) tiirleri ile monofiletik
kardes grup olusturdugu goriilmiistir (Sekil 12).
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5. TARTISMA

Bu caligma ile Tiirkiye sularinda yakalanan ve yetistiriciligi yapilan levreklerde
(D. labrax) diplectanid tir/tiirlerin (Monogenea, Diplectanidae) varligi ve saptanan
tiir/tiirlerin molekiiler karakterizasyonlar1 arastirilmistir. Tiirkiye karasularinda avlanan
ve yetistirilen levreklerin parazitolojik incelemeleri sonucunda solungag filamentlerinde
Diplectanum aequans (Wagener, 1857) tiirli morfolojik olarak teshis edilmistir (Sekil 5-
8). Levreklerin konak spesifik paraziti olan bu tiirtin ayirt edici morfolojik 6zellikleri
ilgili literatlirler (Oliver 1968, 1976; Lambert ve Maillard, 1974; Silan ve Maillard,
1989; Gonzélez-Lanza ve ark., 1991) 1s18inda yapilmistir. Arastirmada Tirkiye
karasularinda ag kafeslerde yetistirilen ve avcilik yolu ile yakalanan 40 levrekte D.
aequans’in enfeksiyon orani %100, enfeksiyon yogunlugu 15,10 ve toplam parazit
sayist 604 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Karadeniz’de kiiltiir levreklerinde
enfeksiyon yogunlugu 26,40 olarak tespit edilirken, Ege Denizi’nde kiiltiir levreklerinde
bu oran 9,80 olarak saptanmistir. Bununla birlikte Karadeniz’de avcilik yolu ile
yakalanan levreklerde enfeksiyon yogunlugu 11,10 iken Ege Denizi’nde avlanan
levreklerde enfeksiyon yogunlugu 13,10 olarak tespit edilmistir.

Arastirmada saptanan D. aequans tiriiniin 18S rRNA-ITS-1 ile 28S rRNA gen
bolgeleri molekiiler olarak karakterize edilmistir. Morfolojik incelemede D. aequans
olarak olarak identifiye edilen GZP-1 izolatinin 18S rRNA-ITS-1 gen bodlgesinin Blastn
analizleri sonrasinda Fransa (AJ276439) ve Italya’dan (AM943816) izole edilen D.
aequans tiiri ile %100 identik oldugu saptanmistir. Morfolojik olarak D. aequans olarak
teshis edilen tiirlin ayn1 zamanda 18S rRNA gen bdlgesinin analizleri ile molekiiler
olarak da D. aequans oldugu anlasilmistir. Ribozomal RNA gen bélgeleri yoniinden
karakterize edilen izolatlarin niikleotid dizilerinin Genbank kayitlar1 gerceklestirilerek
erisim numaralar1 alinmistir. Bu arastirma ile MH400186 erisim numarali GZP-1
izolatina ait 28S rRNA gen boélgesinin niikleotid dizilimi D. aequans tiirli i¢in diinyada
ilk kez Genbank veri tabanina kayit edilmistir. Ayn1 zamanda iilkemiz agisindan D.
aequans tirline ait GZP-1 izolatinin 18S rRNA-ITS-1 ile 28S rRNA gen bolgeleri
yoniinden ilk kez molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konulmustur.

Diplectanum aequans Ozellikle levrekleri (D. labrax) enfekte etmektedir.
Diplectanum aequans’i varhig ile ilgili kayitlar cok biiylik bir oranda Akdeniz’de

yasayan ve kiiltiire edilen levreklerden rapor edilmistir. Bununla birlikte Mang Denizi,
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Dogu Atlantik Okyanusu ve Kizildeniz’de yasayan levreklerde de parazit tespit
edilmistir (Whittington ve Chisholm, 2008). Bununla birlikte iilkemiz karasularinda
avlanan ve yetistiriciligi yapilan levreklerde D. aequans tirii ylksek enfeksiyon
oranlarinda ve yogunlugunda saptanmustir (Toksen, 2007; Oktener ve ark., 2009;
Akmirza, 2010; Yardimci1 ve Pekmezci, 2010; Akbas, 2011; Bulut, 2011; Uzun, 2013;
Emre ve ark., 2014; Ogﬁt ve Uzun, 2014).

Bu arastirmada Karadeniz’de Samsun kiyilarinda avlanan ve yetistiriciligi
yapilan levreklerin parazitolojik incelemesi sonunda enfeksiyon orami % 100 olarak
tespit edilmistir. Daha onceki yillarda Karadeniz’de yapilan arastirmalarda Ordu ili
Vona Koyu’nda ag kafeslerde yetisticiligi yapilan levreklerde D. aequans’in enfeksiyon
oran1 da bizim arastirmamizda oldugu gibi %100 olarak tespit edilmistir (Oktener ve
ark., 2009). Karadeniz’de yapilan diger arastirmalarda Ordu ve Trabzon illerinde ag
kafeslerde yetistirilen levreklerde D. aequans’in enfeksiyon oram1 %66,7-100 arasinda
degiskenlik gostermistir (Ogiit ve Uzun, 2014). Yine Ordu-Persembe yoresinde
kafeslerde yetistirilen levreklede %91,7 oraninda D. aequans yayginligi saptanmistir
(Uzun, 2013). Karadeniz’de daha once yapilan arastirmalar ile bizim arastirmamizin
verileri dikkate alindiginda ag kafeslerde yetistirilen levreklerde D. aequans tiirliniin
cok yaygin oldugu anlasilmaktadir. Bu arastirmada ile ayn1 zamanda Karadeniz’den
avcilik yolu ile yakalanan levreklerde de D. aequans tiiriiniin enfeksiyon oranit %100
bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda Karadeniz’de avlanan ve yetistirilen levreklerde D.
aequans’in %100 oranlarinda saptanmas: Karadeniz’de yetistiricilik yapan levrek
ireticilerine daha fazla sorun olusturacagini géstermektedir.

Arastirmamizda Karadeniz’de kiiltiire edilen ve avlanan levreklerde sirasi ile
parazitin enfeksiyon yogunlugu 26,40 ve 11,10 olarak saptanmistir. Karadeniz’de
yapilan diger arastirmalarda Ordu ili Vona Koyu’nda ag kafeslerde yetisiticiligi yapilan
levreklerde enfeksiyon yogunlugu 3,45 olarak bulunmustur (Oktener ve ark., 2009).
Karadeniz’de yapilan bagka bir arastirmada Ordu ve Trabzon illerinde ag kafeslerde
yetistirilen levreklerde enfeksiyon yogunlugu en yiiksek olarak 6,08 olarak saptanmistir
(Ogiit ve Uzun, 2014). Karadeniz’de Oktener ve ark. (2009) ile Ogiit ve Uzun (2014)
tarafindan yapilan arastirmalar dikkate alindiginda bu tez c¢aligmasinda kafeslerde
yetistirilen levreklerde D. aequans’in enfeksiyon yogunlugu daha yiliksek bulunmustur.

Bu arastirmada Ege Denizi’nde avlanan ve yetistiriciligi yapilan levreklerin
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parazitolojik incelemesi sonunda D. aequans’in enfeksiyon oranm1 %100 olarak
saptanmistir. Ege Deniz’inde daha Onceki yillarda yapilan arastirmalarda parazitin
enfeksiyon orani farkli prevalans degerlerinde rapor edilmistir (Akmirza, 2010;
Yardimci ve Pekmezci, 2010; Akbas, 2011; Bulut, 2011). Bodrum Salih Adas1 civarinda
avlanan ve yetistirilen levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani sirasi ile %21,5 ile
%23,8 olarak tespit edilmistir (Akmirza, 2010). Yine Ege Bolgesi’nde ag kafeslerde
yetistirilen levreklerde enfeksiyon orami %100 olarak saptanmistir (Yardimci ve
Pekmezci, 2010). Mugla Milas bdlgesinde denizde ag kafeslerde ve karada toprak
havuzlarda yetistirilen levreklerde sirasi ile D. aequans’in enfeksiyon orant %95 ile
%48,3 olarak tespit edilmistir (Bulut, 2011). Ayrica Antalya Beymelek Lagiin Golii’'nde
avlanan levreklerde D. aequans’in enfeksiyon oran1 %71,2 olarak saptanmistir (Emre ve
ark., 2014).

Bu c¢aligmada Ege Denizi’nde kiiltiire edilen ve avlanan levreklerde sirasi ile
parazitin enfeksiyon yogunlugu 9,8 ve 13,10 olarak tespit edilmistir. Ege Denizi’nde ag
kafeslerde yetistirilen ve giinlik %]1,5 oraninda 6liim gozlenen havuzlarda parazitin
enfeksiyon yogunlugu 31,9 olarak bulunmustur (Yardimci ve Pekmezci, 2010). Mugla
Milas yoresinde enfeksiyon yogunlugu denizdeki ag kafeslerde yetistirilen levreklerde
28,9 iken toprak havuzda yetistirilenlerde 21,2 olarak belirlenmistir (Bulut, 2011).
Bununla birlikte Antalya Beymelek Lagiin Golii’nde avlanan levreklerde D. aequans’in
enfeksiyon yogunlugu 35,03 olarak tespit edilmistir (Emre ve ark., 2014).

Diinyanin farkli cografik alanlarinda levreklerde D. aequans ve D. laubieri
tiirleri rapor edilmistir (Gonzalez-Lanza ve ark., 1991; Cruz e Silva ve ark., 2000;
Sterud, 2002; Mladineo, 2004; 2006; Dezfuli ve ark., 2007; Culurgioni ve ark., 2010;
Amel ve ark., 2016; Antonelli ve ark., 2016).

Gonzélez-Lanza ve ark., (1991) Akdeniz’in Ispanya kiyilarinda yetistirilen
levreklerde D. aequans ve D. laubieri tiirlerini tespit etmislerdir. Ispanya kiyilarida
levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani ve yogunlugu %~80,64 ve 112 olarak tespit
edilmistir. Portekiz’de kiiltiir levreklerinde D. aequans’in enfeksiyon oran1 %100 olarak
rapor edilmistir (Cruz e Silva ve ark., 2000). Benzer sekilde Norve¢ Oslo Hali¢’inde
yakalanan dogal levreklerde D. aequans %100 enfeksiyon oraninda tespit edilmistir
(Sterud, 2002). Adriyatik Korfezi’'nde ag kafeslerde yetistirilen levreklerde D.
aequans'in enfeksiyon oran1 %60-100 arasinda bulunmustur (Mladineo, 2004; 2006).
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Yine Adriyatik Denizi'nin kuzey kiyisindaki gen¢ levreklerde enfeksiyon orani1 %73,6
oraninda ve enfeksiyon yogunlugu 34,61 + 4,42 olarak saptanmistir (Dezfuli ve ark.,
2007). Akdeniz’de Sardinya Adasi Santa Gilla Lagon’unda dogal levreklerde
enfeksiyon orani ve yogunlugu %96 ile 17 olarak saptanmistir (Culurgioni ve ark.,
2010). Akdeniz’in Cezayir kiyilarinda yakalanan levreklerde %20 oraninda D. aequans
tespit edilmistir (Amel ve ark., 2016). Bu tez arastirmasi ile de Tiirkiye karasularinda
kiltiire edilen ve avcilik yolu ile yakalanan levreklerde D. aequans’in enfeksiyon orani
%100 ve enfeksiyon yogunlugu 15,10 olarak belirlenmistir.

DNA’nin bilinen bir gen bolgesi ya da genetik barkodlari yeni taksonlarin
tanimlanmas1 veya var olan taksonlarin ayirt edilmesinde son zamanlarda siklikla
kullanilmaktadir. Trematod taksonlar1 arasinda filogenetik iligkilerin belirlenmesinde
mitokondriyal (cox-1) ve niikleer ribozomal RNA (rRNA) genlerinin (18S-ITS1-5.8S-
ITS2-28S) uygun ve etkin bolgeler oldugu bilinmektedir (Blasco-Costa ve ark., 2016).

Diplectanid tiirlerin molekiiler olarak tanimlanmasi ya da tiirler arasinda
genetik uzakliklarin belirlenmesinde 28S rRNA gen bolgesinin D1-D3 domain kismu ile
18S rRNA-ITS-1 gen bolgelerini igeren niikleer DNA’lar yaygin olarak kullanilmigtir
(Hassouna ve ark., 1994; Verneau ve ark., 1997; Simkové ve ark., 2003; Wu ve ark.,
2005; Tingbao ve ark., 2006, Lim ve ark., 2010; Chotnipat ve ark., 2015; Nitta ve
Nagasawa, 2017). Son zamanlarda trematod taksonlarinin filogenetik iligkilerinin
belirlenmesinde niikleer rRNA genleri ile mitokondriyal cox1 geninin ¢ok popiiler
secenekler oldugu goriilse de, 6zellikle rRNA genlerinden 28S ve ITS gen bolgeleri
daha siklikla kullanilmaktadir. Bu noktada taksonomik iliskilerin belirlenmesinde en az
bir korunan bolge (18S veya 28S rRNA) ve bir ara parcanin (ITS1, ITS2 veya tiim
ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi) filogeniye katilmasi Onerilmektedir (Blasco-Costa ve ark.,
2016).

Bugiine kadar Diplectanum tiirlerinin 28S rRNA gen bdlgesi ile ilgili olarak
Genbank veri tabanma D. blaiense (AY553627), D. penangi (DQ054821), D.
sillagonum (AY553626), D. grouperi (DQ054820), D. veropolynemi (AY553625) ve D.
umbrinum (EF100560) olmak {izere alt1 tiirliniin veri kaydi girilmistir. Ancak Genbank
veri tabanmna D. aequans tiriiniin 28S rRNA geninin veri kaydi girilmemistir. Bu
arastirma ile diinyada ilk kez Genbank veri tabanina D. aequans tiirii i¢in 28S rRNA

veri kaydi girilmistir. Bununla birlikte Tiirkiye’den izole edilen GZP-1 izolatinin 18S
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rRNA-ITS-1 gen bdlgeleri bu arastirma ile ilk kez molekiiler olarak karakterize
edilmistir.

Son yillarda yapilan filogenetik tabanli taksonomide Diplectanidae Monticelli,
1903 ailesi 4 alt aileye ayrilmistir. Bunlar Nasobranchitrematinae Domingues & Boeger,
2008, Pseudomurraytrematoidinae Domingues & Boeger, 2008, Lamellodiscinae Oliver,
1969 ve Diplectaninae Monticelli, 1903 alt aileleridir. Diplectaninae Monticelli, 1903
alt ailesi Paradiplectanum, Rhabdosynochus, Pseudodiplectanum, Monoplectanum,
Latericaecum,  Pseudolamellodiscus,  Acleotrema,  Diplectanum,  Lobotrema,
Murraytrema,  Lepidotrema,  Spinomatrix, =~ Rhamnocercus, = Rhamnocercoides,
Oliveriplectanum, Murraytrematoides, Anoplectanum, Laticola, Pseudorhabdosynochus
ve Echinoplectanum soylarini icermektedir (Domingues ve Boeger, 2008). Bu arastirma
sonucunda D. aequans GZP-1 izolatinin 18S ve 28S rRNA gen bolgelerinin filogenetik
soy iligkilerinde son yapilan filogenetik tabanli taksonomi ile benzer sekilde

Diplectaninae alt ailesinde kiimelendigi gortiilmiistiir (Sekil 11-12).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi ile diinyada ilk kez D. aequans tiiriine ait GZP-1 izolatinin
28S rRNA gen bolgesi molekiiler olarak karakterize edilerek MH400186 erisim
numarasi ile Genbank veri tabanina kayit edildi. Ayn1 zamanda {ilkemize ait GZP-1
izolatinin 18S rRNA-ITS-1 gen bolgesinin molekiiler karakterizasyonu ilk kez yapilarak
MH400167 erisim numarasi ile Genbank veri kayd: yapildi. Ulkemizin Karadeniz
kiyilarindan izole edilen D. aequans GZP-1 izolatina ait yeni ve gecerli olan rRNA
verileri (MH400167, MH400186) Diplectanidae ailesindeki taksonlarin molekiiler
identifikasyonu ve filogenetik iliskilerin belirlenmesinde faydali olacaktir.

Trematod taksonlar1 arasinda filogenetik iliskilerin ¢oziimlenmesinde rRNA
genleri haricinde mitokondriyal cox-1 geninin uygun ve etkili oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle D. aequans tiirlinlin genetik barkodlarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in cox-1 gen
bolgesinin karakterize edilmesi gerekmektedir. Ayrica iilkemiz karasularinda levrek
haricinde ekonomik Onemi olan ¢ipura (Sparus aurata) ve sariagiz (Argyrosomus
regius) gibi diger ekonomik balik tiirlerininde kiiltiir yetistiriciligi yapilmaktadir.
Ekonomik 06neme sahip bu balik tiirlerini enfekte eden diplectanid tiirlerinin

arastirilmasi ve molekiiler karakterizasyonlarinin ortaya konulmasi gerekmektedir.
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