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OZET

TURKIYE'NIN EGE KIYILARINDA AVLANAN DENIiZ BALIKLARI ENFEKTE
EDEN HYSTEROTHYLACIUM (NEMATODA: RAPHIDASCARIDIDAE)
LARVAL MORFOTIPLERIN TESHISI

Unver Oguzhan TEKAY
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Hastaliklar1 (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Haziran/2023
Danisman: Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

Bugiine kadar Tiirkiye’nin Ege kiyilarinda yakalanan bazi deniz baliklarinda
Hysterothylacium aduncum, H. fabri ve H. reliquens larvalari rapor edilmistir. Buna
ragmen Ege Denizi’'nde yakalanan baliklarda Hysterothylacium larval morfotiplerin
varligt arastirilmamistir. Bu tez ile Ege Deniz’inde avlanan farkli tiirdeki deniz
baliklarinda Hysterothylacium larval morfotiplerinin morfolojik teshisi ve rDNA ITS
gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonlarinin ortaya konulmasi amaglanmastir.

Ege Denizi’'nde yakalanan Belone belone (zargana), Boops boops (kupes),
Engraulis encrasicolus (hamsi), Euthynnus alletteratus (yazili orkinos), Lithognathus
mormyrus (mirmir), Mugil spp. (kefal), Mullus barbatus (barbunya), Mullus
surmuletus (tekir), Sardina pilchardus (sardalya), Sarpa salpa (sarpa), Saurida
undosquamis (iskarmoz), Scorpaena spp. (iskorpit), Spicara maena (izmarit),
Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit), Trigla lyra (kirlangig, 6ksiiz) ve
Upeneus moluccensis (pasa barbunu) olmak iizere 16 farkli deniz balik tiirii
incelenmistir. Nematodlar tek tek toplanmis ve morfolojik incelemeleri sonrasinda
Hysterothylacium sp. larval morfotipler teshis edilmistir. Larval morfotipler arasindan
rastgele secilen Orneklerin rDNA ITS geni amplifiye edilmis ve sonrasinda
sekanslanmistir.

Burada Ege Denizi’nden Hysterothylacium sp. larval tip 1V, V ve VIII
morfotipleri morfolojik olarak teshis edilmistir. Bu morfotiplerinin rDNA ITS gen
bolgelerinin niikleotid yapilar: ortaya ¢ikartilarak filogenetik iliskileri belirlenmistir.
Ege Denizi’nde avlanan Spicara maena (izmarit) balik tlirlinde ilk kez
Hysterothylacium sp. larval tip V tespit edilmistir. Bu nedenle S. maena balik tiirii
Hysterothylacium sp. larval tip V i¢in yeni konak 6zelligi tasimaktadir. Ayrica ilk kez
Tiirkiye karasularindan saptanan tip V morfotipinin ITS gen dizilimi elde edilmistir.
Burada tespit edilen morfotip tip IV, V ve VIII’in ITS dizileri farkli balik tiirleri
enfekte edebilen larval morfotiplerin identifikasyonu i¢in gecerli genetik verileri
saglamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Ege Denizi, Hysterothylacium, ITS, larva



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF HYSTEROTHYLACIUM (NEMATODA:
RAPHIDASCARIDIDAE) LARVAL MORPHOTYPES INFECTING MARINE
FISH CAUGHT OFF THE AEGEAN COAST OF TURKEY

Unver Oguzhan TEKAY
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Aquatic Animal Diseases (Veterinary Medicine)
Master, June/2023
Supervisor: Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

To date, larvae of Hysterothylacium aduncum, H. fabri, and H. reliquens have
been reported in some marine fish caught along the coasts of Turkey's Aegean Sea.
However, the presence of Hysterothylacium larval morphotypes in fish caught in the
Aegean Sea has not been investigated. In this thesis, it is aimed to reveal the
morphological identification of Hysterothylacium larval morphotypes and molecular
characterization of rDNA ITS gene regions in different species of marine fish caught
in the Aegean Sea.

A total of 16 different marine fish species including Belone belone (garfish),
Boops boops (bogue), Engraulis encrasicolus (European anchovy), Euthynnus
alletteratus (little tunny), Lithognathus mormyrus (sand steenbras), Mugil spp.
(mullet), Mullus barbatus (red mullet), Mullus surmuletus (surmullet), Sardina
pilchardus (European pilchard), Sarpa salpa (salema), Saurida undosquamis
(brushtooth lizardfish), Scorpaena spp. (scorpionfish), Spicara maena (blotched
picarel), Trachurus mediterraneus (Mediterranean horse mackerel), Trigla lyra (Piper
gurnard), and Upeneus moluccensis (Indo-Pacific threadfin bream) caught in the
Aegean Sea were examined. Nematodes were collected one by one and
Hysterothylacium sp larval morphotypes were identified after morphological
examinations. The rDNA ITS gene of randomly selected samples from larval
morphotypes was amplified and subsequently sequenced.

Herein, Hysterothylacium sp. larval morphotypes IV, V and VIII were
morphologically identified from the Aegean Sea. Phylogenetic relationships were
determined by revealing the nucleotide structures of the rDNA ITS gene regions of
these morphotypes. Hysterothylacium sp. larval type V was detected for the first time
in Spicara maena (blotched picarel) fish species caught in the Aegean Sea. Therefore,
S. maena is a new host for the fish species Hysterothylacium sp. larval type V.
Moreover, the ITS gene sequence of the type V morphotype detected in Turkish
territorial waters was obtained for the first time. The ITS sequences of morphotypes
IV, V, and VIII identified here provide valid genetic data for the identification of larval
morphotypes capable of infecting different fish species.

Keywords: Aegean Sea, Hysterothylacium, ITS, larvae
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1. GIRIS

Bugiline kadar Tiirkiye’nin Karadeniz, Ege ve Akdeniz kiyilarinda yakalanan
deniz baliklarinda morfolojik ve genetik olarak Hysterothylacium aduncum, H. fabri
ve H. reliquens larvalari1 ve Hysterothylacium larval morfotip 11, IV, VIII, IX rapor
edilmistir (Simsek vd., 2018; Gelen, 2021). Ege Denizi’nde ise yakalanan bazi deniz
balik tiirlerinde morfolojik olarak H. aduncum ve H. fabri larvalari saptanmistir (Keser
vd., 2007; Akmirza, 2013; Kuran vd., 2021). Bugiine kadar Ege Denizi’nde yakalanan

baliklarda Hysterothylacium larval morfotiplerin varligi bildirilmemistir.

Bu arastirmada Ege Denizi’nde yakalanan bazi deniz baliklarin1 enfekte eden
Hysterothylacium sp. larval morfotip IV, V ve VIII’in rtDNA ITS geninin ilk kez
genetik olarak karakterizasyonu saglanmistir. Burada karakterize edilen farkli larval
morfotiplerin ITS gen bdlgesinin molekiiler verileri Hysterothylacium tiirleri ile

morfotipleri arasindaki filogenetik soy iliskilerinin ¢éziimlenmesinde kullanilabilir.



2. GENEL BIiLGILER

Balik parazitleri, tatli ve tuzlu sulara sahip dogal alanlar ve kiiltiire edilen balik
popiilasyonlar1 dahil olmak {iizere sucul ekosistemlerin ayrilmaz bir pargasidir.
Parazitlerin varlig1 dogal kosullarda az oldugunda genellikle 6nemsiz kabul edilirken,
yogun bir sekilde bulunduklarinda sorun yaratabilirler. Parazitler arasinda bulunan
nematodlarin viicut yapilarinda segmentasyon yoktur ve disi ile erkek bireyleri vardir.
Bazi nematodlar dogrudan gelisirken, bazilar1 ise ara/paratenik konaklara gereksinim
duyarlar. Hayvanlar aleminde 6nemli ve genis bir grubu olusturmaktadir. Bu nedenle,
nematodlarin dogru tanimlanmasi ve anlagilmasi, sucul ekosistemlerdeki balik
parazitleri hakkinda daha kapsamli bir bilgi edinmemize yardimci olabilir. Bu
parazitlerin farkli tiirleri konak baliklarimin viicut kondisyonlari, yiizme
performanslari, tireme kabiliyetleri ve hematolojik profilleri tizerinde degisik etkiler
yaratarak yiiksek oranda dliimlere sebep olabilirler. Nematodlarin viicutlari tek parga
halinde uzundur ve bilateral simetrik, yalanci viicut bosluguna sahip canlilardir.
Hareketleri solucanimsi/yilanimsidir. Sindirim, sinir ve bosaltim sistemleri gelismistir.
Nematodlar ¢ogunlukla ayri cinsiyetlidir. Baliklarda bulunan nematodlar ¢ogunlukla

ovipardir (Moravec, 1994; Williams ve Jones, 1994).

Taksonomik olarak Hysterothylacium tiirleri Raphidascarididae ailesinde
bulunmaktadir. NCBI Taxonomy veri tabaninda yer alan Hysterothylacium cinsinin

siiflandirilmasi asagida sunulmustur (Schoch et al., 2020).

Kingdom: Metazoa

Phylum: Nematoda

Class: Chromadorea
Order: Rhabditida
Superfamily:  Ascaridoidae
Family: Raphidascarididae
Genus: Hysterothylacium



Anisakid nematodlarin taksonomisi tarihsel olarak oldukca tartismalidir. Bu
parazitlerin gida giivenligi yonlerini anlamaya calisitken, bu simiflandirma
degisikliklerinin farkinda olmak Onemlidir. Aksi takdirde onemli tarihsel bilgiler
gozden kagabilir. Mevcut politika yapicilart ve gida otoriteleri bu parazitlerin
adlandirma degisikliklerinin farkinda degillerse, insanlarda zoonotik parazitlerle ilgili
onceki raporlar1 géz ardi edebilirler ve bir gida ile iliskili riski hafife alabilirler.
Omegin, Thynnascaris (simdi Hysterothylacium olarak biliniyor) cinsi daha &nce
Anisakidae familyas1 altinda siniflandirilmistir. Ancak Deardorff and Overstreet
(1981) tarafindan Hysterothylacium cinsi yeniden yapilandirilmis Nadler ve Hudspeth
(2000) tarafindan Hysterothylacium cinsi Raphidascarididae familyas: altinda
konumlandirilmistir. Deardorff and Overstreet (1981) ayrica baz1 Contracaecum spp.
(Anisakidae) tiirlerini  Hysterothylacium (Raphidascarididae) cinsi altinda
toplamislardir. Benatre et al. (1968) tarafindan Thynnascaris (simdi Hysterothylacium
olarak biliniyor) nematodlarinin enfeksiyonu sonucu insanlarda eozinofilik graniilom
patogenezine neden olan 15 vaka rapor edilmistir. Hysterothylacium larval tip VIII (H.
aduncum'un {i¢lincii larva asamasi) Ispanya'da bir tiiketicide epigastralji vakasindan
izole edilmistir (Gonzalez-Amores et al. 2015). Ayrica, bu parazit insanlarda balikla
alimin1 takiben alerjik reaksiyonlardan da sorumlu olabilir (Fernandez-Caldas et al.,
1998; Valero et al., 2003). Bu calismalara ragmen bir¢ok yazar H. aduncum'un
insanlarda sindirim veya alerjik bozukluklara neden olabilecegini gosteren klinik

ve/veya deneysel kanitlarin hala yetersiz oldugunu diistinmektedir.

Askarit nematodlarda 6n ugta dudak yapisi belirgindir. Arka uclarinda kaudal
papilla yapilar1 bulunur. Askarit grubu parazitlerin deniz tiir sayilar1 sadece spirurid
grubu parazitlerden sayica azdir. Ancak deniz faunasindan tanimlanan nematodlarin
cogunu olustururlar. Ascaridoidea {ist ailesine ait bilylik nematodlar genellikle kalin
kiitikiillere sahiptirler. Bu nematodlarin bas kisimlarinda dudaklar iyi gelismistir ve
bazi durumlarda interlabia ile ayrilabilirler. Ozefaguslar silindirik bir yapiya sahiptir
ve arka ucu yuvarlaklasarak ventrikiiliisler yap1 ile sonlanabilir. Erkeklerde iki
spikiilim bulunur. Prekloakal ¢ekmenin olmadigi erkeklerde fazlaca genital papil
bulunur. Vulva yapist viicudun orta kisminda yer alir. Ascarit nematodlar yasam
dongiilerinde ara konakli ya da direkt gelisim gosterirler. Raphidascarididae ailesine
ait bir¢ok tiir, tatl su ve deniz baliklarinda parazit olarak yasayabilir (Moravec, 1994;

Rohde, 2005).



Cins: Hysterothylacium (Ward ve Magath, 1917)

Deniz, tatli su veya ac1 su olan sucul ortamlarda yasayan bir parazit tiirii olan bu
nematodlar oldukga biiyiiktiir. Viicutlart uzundur ve orta kisimlari en genistir.
Kiitikulalar1 hafif belirgin halkalanmalara sahip olabilir veya hi¢ olmayabilir. On ugta
ii¢ adet dudak bulunur, bu dudaklar iyi gelismistir ve genellikle esit biiyiikliiktedir.
Dudaklarin yan taraflarinda yaka benzeri yapilar olabilir. Bazi tiirlerde interlabia
mevcuttur, ancak interlabial ¢ikintilar varlig: tiirlere gore degisebilir. Lateral kanatlar
(kiitikiiler kanat) bazi tiirlerde belirgin olabilirken bazilarinda yoktur. Ozofagusun
boyu uzundur ve kasli bir yapidadir. Ozefagus arka kisminda yuvarlak yapida
ventrikiiliis bulunur. Baz tiirlerde 6n uca dogru farkli uzunlukta ventrikiiler ¢ikinti,
arka uca dogru barsak ¢ikintis1 bulunur. Bosalt1 deligi sinir diigiimii hizasinda veya
yakininda yer alir. Bazi tiirlerde rektal bezler vardir. Erkeklerde farkli uzunluk ve
sekillerde spikiilimler bulunur. Genital papilleri bulunur. Vulva disi bireylerde
viicudun orta parcasina yakin yerde bulunur. Oviparlardir. Kuyruk ucu diiz ya da sivri
olabilir ve u¢ kisminda diken yapilari olabilir. Larvalarda genital yapilar ana hatlariyla
belirgindir ve disi larvalarda uterus ve vajina sekillenmis, ancak vulva heniiz

bigimlenmemistir (Moravec, 1994) (Sekil 2.1., 2.2.).

Sekil 2.1. Hysterothylacium larval morfotip tip Il (Gelen, 2021)



Sekil 2.2. Hysterothylacium larval morfotip tip 1V (Gelen, 2021)

Hysterothylacium tiirlerinin tuzlu su ekosistemindeki yasam dongiilerinde bentik
ve pelajik tiirdeki deniz baliklart rol oynamaktadir (Sekil 2.3). Hysterothylacium
tiirlerinin {iglincli donem larvalar1 baliklarin mezenteryumunda ve i¢ organlarin dis
ylizeyinde bulunurlar. Parazitlerin dordiincii donem larvalart ve ergin formlar
baliklarin  sindirim kanalinin i¢inde veya karin bolgesinde serbest olarak
yasayabilirler. Hysterothylacium parazitlerinin bulasma dinamikleri ve gelisme siireci
hakkindaki bilgiler eksiktir. Baliklarin sindirim sisteminde parazitlenen ergin disi
parazitlerin yumurtalar1 konak baliklarin diskisi ile deniz ekosistemine gecer ve
yumurtalarin iginde ikinci dénem larva geligir. Ikinci dénem larvalar omurgasiz
kabuklular tarafindan yenilir. Yenilen ikinci donem larvalar omurgasiz kabuklularin
hemosellerinde geliserek iigiincii donem larvalari olustururlar. Ugiincii dénem larva ile
enfekte olan omurgasiz ara konaklar, son konak deniz baliklar1 tarafindan yenildiginde
parazitlerin yetigkin formlar1 olusur. Alternatif olarak paratenik konaklar tarafindan
yenilen {glinci donem larvalar kesin konak baliklar tarafindan yenilene kadar
gelismelerini durdurarak bekleyebilirler. Kesin konaklarda parazitin dordiincii donem

larva ve yetiskin formlar1 gelismektedir. Hysterothylacium tiirlerinin larval agamalari



konak spesifik olmadiklari i¢in yaygin bir dagilima sahiptirler (Bruce et al., 1994;
Gonzalez, 1998; Anderson, 2000; Shamsi et al., 2013).

L3, 14, E G. brasiliensis

L3

L3

E. anchoita
Sekil

2.3. Hysterothylacium aduncum tiiriiniin hayat cemberi (Navone et al., 1998)

Gilniimiize kadar farkli tlirdeki deniz baliklarinda on sekiz (I-XVIII) adet
Hysterothylacium larval tip morfolojik olarak tanimlanmistir. Hysterothylacium tip |
ve II haricinde geri kalan 16 morfotipin tliimiiniin rtDNA ITS (ITS1, ITS2) gen
bolgelerine gore karakterizasyonlar1 yapilmistir (Cannon, 1977; Shamsi et al., 2013;
2015; 2016; 2018; Shamsi, 2017; Hossen and Shamsi, 2019; Khammassi et al., 2020;
Gelen ve Pekmezci 2023; Hossen et al., 2021; 2023).

Bugiine kadar Tiirkiye’nin Karadeniz, Ege ve Akdeniz kiyilarinda yakalanan
deniz baliklarinda morfolojik ve genetik olarak Hysterothylacium aduncum, H. fabri
ve H. reliquens larvalar1 ve Hysterothylacium morfotip I, 1V, VII, IX rapor
edilmistir (Simsek vd., 2018; Gelen, 2021). Ege Denizi’nde ise yakalanan bazi deniz
balik tiirlerinde morfolojik olarak H. aduncum ve H. fabri larvalari saptanmistir (Keser
vd., 2007; Akmirza, 2013; Kuran vd., 2021). Bugiine kadar Ege Denizi’nde yakalanan

baliklarda Hysterothylacium larval morfotiplerin varlig1 bildirilmemistir.



3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Kasim 2022-Mart 2023 tarihler arasinda Ege Denizi’'nde yakalanan Belone
belone (zargana), Boops boops (kupes), Engraulis encrasicolus (hamsi), Euthynnus
alletteratus (yazili orkinos), Lithognathus mormyrus (mirmir), Mugil spp. (kefal),
Mullus barbatus (barbunya), Mullus surmuletus (tekir), Sardina pilchardus (sardalya),
Sarpa salpa (sarpa), Saurida undosquamis (iskarmoz), Scorpaena spp. (iskorpit),
Spicara maena (izmarit), Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit), Trigla lyra
(kirlangig, 6ksiiz) ve Upeneus moluccensis (pasa barbunu) olmak tizere 16 farkli deniz

balik tiirii aragtirma materyalini olusturmaktadir (Sekil 3.1).

: L L

g / (2 13 14 15 16 17 18 19 2021 2223 24 232
) B 7 5 9 10 1t 13 1 BrAR Ao
! Semm—

Sekil 3.1. Trigla lyra (kirlangig, 6ksiiz)



Taze olarak satin alinan ve parazitolojik muayenesi yapilan deniz balik tiirlerinin

sayis1 asagida belirtilmistir (Tablo 3).

Tablo 3.1. Parazitoloji muayenesi yapilan deniz balik tiirlerinin say1si

Latince ad1 Tiirk¢e ad1 Incelenen balik sayist
Belone belone Zargana 8
Boops boops Kupes 14
Engraulis encrasicolus Hamsi 20
Euthynnus alletteratus Yazili orkinos 1
Lithognathus mormyrus ~ Mirmir 5
Mugil spp. Kefal 1
Mullus barbatus Barbunya 10
Mullus surmuletus Tekir 15
Sardina pilchardus Sardalya 10
Sarpa salpa Sarpa

Saurida undosquamis Iskarmoz 4
Scorpaena spp. Iskorpit

Spicara maena Izmarit 10
Trachurus mediterraneus  Sarikuyruk istavrit 10
Trigla lyra Kirlangig, Oksiiz 1
Upeneus moluccensis Pasa barbunu 47




3.2. Metot

3.2.1. Deniz Baliklarinin incelenmesi ve Hysterothylacium spp. Larvalarinin

Toplanmasi

On alt1 farkl: tiire ait olan deniz baliklar1 tagima kaplar1 ile soguk zincir altinda
taze olarak laboratuvara getirilmis ve bireysel olarak standart parazitolojik
incelemeleri yapilmistir. Balik 6rnekleri Hysterothylacium larvalart agisindan once
gorsel olarak incelenmistir. Baliklarin karin duvari ince ug¢lu makas kullanilarak
antisten pelvik ylizgegler arasindaki bolgeye kadar kesilmistir. Baliklarin karin duvari
acildiktan sonra mide, bagirsak, kor bagirsak, gonad, yiizme kesesi, karaciger ve
bobrek dahil olmak iizere tiim i¢ organlarin dis ylizeyi dikkatlice ¢iplak gozle ve
diseksiyon mikroskobu altinda incelenmistir. Bu asamada toplanan parazitler daha
fazla tanimlama i¢in %70’lik etil alkolde saklanmistir. Baliklarin sindirim sisteminin
On tarafta agiz boslugu ile arka tarafta ise aniis ile olan baglantis1 kesildikten sonra
viicut disina ¢ikarilmis ve limeni boyunca ince u¢lu makas yardimi ile kesildikten
sonra uzunlamasina acilmistir. Sonrasinda sindirim sistemi 500 ml-1 L hacminde
kapakli plastik bir kaplara alindiktan sonra iizerine yaklasik 1:5 oraninda musluk suyu
ilave edilmis ve kapagi kapatilmistir. Kapak sikica kapatildiktan sonra her bir kap
birkag kez siddetli bir sekilde galkalanmis ve oda sicakliginda (>15°C) diiz bir
zeminde 12-24 saat arasinda bekletilmistir. Daha sonra plastik kaplarin kapaklar
sarsilmadan acilmis, inkiibasyon sivisindan sindirim sistemi organlar1 ¢ikarilmis ve
larvalarin sivida batmasi i¢in 5 dakika beklenilmistir. Yiizeydeki sivi daha sonra
yavasca dokiilmiis ve siiziintliniin dip kisimda kii¢iik bir miktar birakilarak daha sonra
bir petri kabina dokiilerek diseksiyon mikroskobu altinda farkli biiyiitmelerde
incelenmigtir. Tiim parazitler ince bir pensle ile toplanmis ve %70 etanol i¢inde

saklanmistir (Shamsi and Suthar, 2016).



3.2.2. Hysterothylacium spp. Larvalarimin Morfolojik Teshisi

Deniz baliklarinin nekropsileri sonrasinda toplanan tiim larvalarin tek tek 11k
mikroskobu ile morfolojik incelemeleri yapilmis ve teshisleri ilgili literatiirlere
(Shamsi et al., 2013; Roca-Gerongs et al., 2018) gore degerlendirilmistir. Morfolojik
teshisleri yapilan larvalarin arasindan rastgele secilen temsili 6rneklerin morfometrik
dlgiimleri yapilmis ve fotograflari ¢ekilmistir. Olgiimler Leica MC190 HD kamera
sistemi ile yapilmis ve ortalama say1 (en kiiclik 6l¢lim sayisi-en biiyilik 6l¢lim sayisi)
olarak ifade edilmistir. Sonrasinda segilen larvalar molekiiler teshislerinin
yapilabilmesi i¢in bistiiri yardimi ile 3 pargaya boliinmiistiir. Parazitlerin 6n ve arka
uclar1 morfolojik incelemeler i¢in %70’lik etil alkolde saklanirken, orta parcalarindan

molekiiler teshis i¢in genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
3.2.3. Enfeksiyon Parametreleri

Hysterothylacium spp. larvalariin prevalans (P), ortalama yogunluk (MI) ve
ortalama bolluk (MA) degerleri asagidaki formiillere gore hesaplanmistir (Rézsa et al.,
2000).

P (%) = (enfekte balik sayisi/toplam incelenen balik sayisi) x 100;

MI = (parazit sayisi/enfekte konak sayisi);

MA = (parazit sayisi/toplam incelenen konak sayist).
3.2.4. Hysterothylacium spp. larvalarinin Genomik DNA izolasyonu

Morfolojik olarak teshisleri yapilan ve morfotip olarak gruplandirilmis olan
Hysterothylacium larvalar1 arasindan rastgele secilen en az 1-3 larva 6rneginin orta
parcalarindan molekiiler teshis i¢in ticari kit (GeneJET Genomic DNA Purification
Kit, Thermo Scientific™) kullanilarak genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu ilgili
kitin protokoliine gore yapilmistir. Ekstrakte edilen gDNA’larin konsantrasyonlari
spektrofotometre (NanoDrop 2000, Thermo Scientific™) ile dl¢iilmiis ve ng/ul olarak
kaydedilmistir. Ekstrakte edilen gDNA’lar —20°C’de saklanmuistir.
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3.2.5. Hysterothylacium spp. Larvalarimin Molekiiler Teshisi

Hysterothylacium spp. larvalarinin gDNA’larinin rDNA’sinda yer alan ITS geni
NC5 ve NC2 primerleri (Zhu et al., 1998) ile PZR amplifikasyonuna tabi tutulmustur.
PZR karisimi 50 pl toplam hacimde ve son konsantrasyon 100-200 ng gDNA, PZR
master mix (2X), 0,5 uM ileri ve geri yonli primerler ve steril distile su ile
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim termal dongii cihazina konulmustur. Termal dongii
cihaz1 95 °C 10 dakika on parcalama, 35 dongili olacak sekilde 95 °C 1 dakika
parcalama, 50 °C (primerlerin Tm degerine bagl olarak) 1 dakika baglanma, 72 °C 1
dakika uzama ve 72 °C 10 dakika son uzama olacak sekilde ayarlanmistir (Pekmezci
vd., 2014). Cogaltilan amplikonlar etidyum bromid eklenmis %1°lik jel’de 120 V’da
90 dakika elektroforez islemine tabii tutulmustur. Elektroforez islemi sonrast DNA

bantlar1 UV altinda incelenmistir.
3.2.6. Hysterothylacium spp. Larvalarinin Filogenetik Analizleri

PZR islemi sonrasinda rDNA ITS gen bdlgesinin amplifikasyonunda basari
olunan larvalarin amplikonlarinin pirifikasyon islemi ile NC5 ve NC2 primerleri
kullanilarak yapilan DNA dizi analizleri Samsun OMU Karadeniz ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde hizmet alim1 seklinde yaptirilmistir. Her bir
larvanin ileri ve geri yonlii ITS DNA dizilerinin kromotogramlari Geneious Prime
programui ile incelenmis ve sonrasinda iki yonlii diziler Contig Express (Vector NTI,
Invitrogen) algoritmasi ile birlestirilmis ve ileri ile geri yonlii primer dizileri
kesilmistir. Bu sekilde her bir larva i¢in tek bir DNA dizisi elde edilmistir. Sonrasinda
her bir larvanin ITS DNA dizilerinin daha 6nce GenBank’a kaydedilmis olan diger
Hysterothylacium larval morfotipleri ile niikleotid benzerlik oranlarinin tespiti i¢in
BLAST algoritmast kullanilmistir (Altschul et al., 1997). Bu arastirmadaki
Hysterothylacium larval morfotipleri ve GenBank’a kayitli olan Hysterothylacium
morfotiplerin ITS DNA dizileri ClustalW (Thompson et al., 1994) algoritmas1 ile
BioEdit programinda ¢oklu hizalamalart yapilmistir (Hall, 1999). Coklu ITS dizi
hizalamalar1 yapilan larval morfotiplerin kendi i¢indeki genetik uzakliklart MEGA X
programinda K2P (tek tip oran—%95 kismi silme) modeli ile belirlenmistir (Kumar et
al., 2018).

Larval morfotiplerin filogenetik aga¢i olusturulmadan once ¢oklu ITS dizi
hizalamalar1 Gblocks 0.91b (Castresana, 2000) yaziliminda “daha az kati se¢im”
opsiyonu kullanilarak analiz edilmistir. Gblocks 0.91b yazilimindan elde edilen
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dizilerden MEGA X (Kumar et al., 2018) programinda NJ metodu ve K2P modeli
kullanilarak 10000 tekrarli filogenetik aga¢ olusturulmustur (Hillis and Bull, 1993).
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4. BULGULAR

Ege Denizi’nde yakalanan Boops boops (kupes), Engraulis encrasicolus
(hamsi), Sardina pilchardus (sardalya), Spicara maena (izmarit), Trachurus
mediterraneus (sarikuyruk istavrit) ve Upeneus moluccensis (pasa barbunu) olmak
tizere 6 farkli deniz baligi tiiriinde tiglincii ve dordiincii donem Hysterothylacium spp.
larvalar1 saptanmustir. Hysterothylacium spp. larvalarinin morfolojik incelemeleri
sonucunda Hysterothylacium sp. larval tip IV, V ve VIII olmak tizere {i¢ morfotip
teshis edilmistir. Belone belone (Zargana), Euthynnus alletteratus (Yazili orkinos),
Lithognathus mormyrus (Mirmir), Mugil spp. (Kefal), Mullus barbatus (Barbunya),
M. surmuletus (Tekir), Saurida undosquamis (Iskarmoz), Scorpaena spp. (Iskorpit) ve
Trigla lyra (Kirlangig, Oksiiz) balik tiirlerinde Hysterothylacium spp. larvalar tespit

edilmemistir.

Hysterothylacium larva tiplerinin enfeksiyon parametreleri ile morfolojik ve

genetik 6zellikleri asagida sunulmustur.
4.1. Hysterothylacium sp. larval tip 1V

Tammmlama: Larvalar (n=10) 4. dénemdir. Boyu 10,5 (9,5-12) mm’dir. Eni 125
(98-196) um’dir. On ugta 3 adet gelismis yapida dudak vardir. Dudaklarin iizerinde
papil yapilari vardir. Dis yok. Sinir diigiimii 6n ugtan 302 (265-335) um uzakliktadir.
Bosalt1 deliginin 6n uca uzaklig1 382 (332-405) um’dir. Ozofagus boyu 930 (770—
1070) um olup, larva boyunun %8,8’idir. Ventrikiil uzunlugu 85 (70-152) pum’dir.
Ventrikiiler ¢ikint1 boyu 650 (462—859) pm’dir. Sekum boyu 75 (51-151) um olup,
ventrikiiler ¢ikint1 boyuna gore ¢cok daha kisadir. Sekum boyu 6zofagus’un %8,06’s1,
ventrikiiler ¢ikintinin ise %11,5’idir. Kuyruk koniktir ve u¢ kisminda fazla sayida

diken bulunur. Kuyruk boyu 112 (83—183) um’dir (Sekil 4.1.).

Konak: Boops boops (kupes), Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit),

Spicara maena (izmarit), Upeneus moluccensis (pasa barbunu)
Konakta bulundugu yer: Karin boslugu, i¢ organ yiizeyi
Lokalite: izmir Koérfezi, Ege Denizi

Morfometrik olciillen 6rnek sayisi: Upeneus moluccensis (pasa barbunu)

tiriinden izole edilen 10 larva
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Epidemiyolojik parametreler: Boops boops (kupes): P: %7,14 (1/14); MI: 4;
MA: 0,28; toplam larva sayist: 4. Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit): P:
%100 (10/10); MI: 8; MA: 8; toplam larva sayisi: 80. Spicara maena (izmarit): P: %10
(1/10); MI: 3; MA: 0,3; toplam larva sayisi: 3. Upeneus moluccensis (pasa barbunu):
P: %2,1 (1/47); MI: 3; MA: 0,06; toplam larva sayist: 3.

Genetik karakterizasyon: Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit) balik
tiirtinden izole edilen 1 (OZ-1), Boops boops (kupes) tiiriinden izole edilen 1 (0OZ-2)
ve Spicara maena (izmarit) tiiriinden izole edilen 1 (OZ-3) olmak iizere toplam 3
larvanin ITS gen bolgesinin iki yonlii dizi analizi yapilmistir. OZ-1, OZ-2 VE OZ-3
izolatlarinin ITS gen bolgelerinin dizi uzunlugu 924 baz olarak elde edilmistir. Her ii¢
izolatin ITS dizilerinin kendi aralarinda %100 benzer oldugu tespit edilmigtir. OZ—1
izolat1 GenBank veri tabanina “Hysterothylacium sp. larval type IV GZP-2023 isolate

OZ-1” ismi ve 0OQ971706 erisim no’su ile yiiklenmistir.

Sekil 4.1. Hysterothylacium sp. larval tip 1V. A: On ug (8l¢ii: 100 um), B-C: Ozofagus-ventrikiiliis-
barsak birlesim yeri (B 6l¢ii: 50 um, C 6lgii: 100 um), D: Kuyruk ucu (6lgii: 50 pm).
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4.2. Hysterothylacium sp. larval tip V

Tammlama: Larva (n=1) 3. dénemdir. Boyu 9,2 mm’dir. Eni 220 pm’dir. On
ucta 3 adet gelismemis dudak vardir. Dis yok. Sinir diigiimii 6n uctan 288 um
uzakliktadir. Bosalt1 deliginin &n uca uzakligs 384 pm’dir. Ozofagus boyu 621 um
olup, larva boyunun %6,7’sidir. Ventrikiil uzunlugu 55 pm’dir. Ventrikiiler ¢ikinti
boyu 547 um’dir. Sekum boyu 112 pum olup, ventrikiiler ¢ikint1 boyuna gore kisadir.
Sekum boyu 6zofagus’un %18,03’s1, ventrikiiler ¢cikintinin ise %20,47’sidir. Kuyruk
boyu 104 pm’dir. Kuyruk uzamis bir yapidadir ve aniisten itibaren kuyruk ucuna dogru
kavisli olarak incelir. Kuyruk ucunda belirgin olarak tek diken (mukron) bulunur
(Sekil 4.2.).

Konak: Spicara maena (izmarit)
Konakta bulundugu yer: Karin boslugu
Lokalite: Izmir Korfezi, Ege Denizi

Morfometrik olgiilen 6rnek sayisi: Spicara maena (izmarit) tiiriinden izole

edilen 1 larva

Epidemiyolojik parametreler: Spicara maena (izmarit): P: %10 (1/10); MI: 1;
MA: 0,1; toplam larva sayis1: 1.

Genetik karakterizasyon: Spicara maena (izmarit) tiiriinden 1 (OZ—4) larvanin
ITS gen bolgesinin iki yonlii dizi analizi yapilmistir. OZ—4 izolatinin ITS gen
bolgesinin dizi uzunlugu 820 baz olarak elde edilmistir. OZ—4 izolati GenBank veri
tabanina “Hysterothylacium sp. larval type V GZP-2023 isolate OZ—4” ismi ve
0Q971708 erisim no’su ile yiiklenmistir.
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Sekil 4.2.  Hysterothylacium sp. larval tip V. A: On parga (8lgii: 200 um), B: On ug (8lgii: 50 um),
C: Ozofagus-ventrikiiliis-barsak birlesim yeri (6l¢ii: 100 um), D: Arka parga (6l¢ii: 50
pm), E: kuyruk ucu (6l¢ii: 50 pm).
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4.3. Hysterothylacium sp. larval tip V111

Tammlama: Larvalar (n=10) 3. donemdir. Boyu 9,8 (9,2—11,2) mm’dir. Eni 184
(155-210) um’dir. On ucta 3 adet gelismemis dudak vardir. Dis mevcuttur. Sinir
diiglimii 6n uctan 317 (292-349) um uzakliktadir. Bosalt1 deliginin 6n uca uzakligi
431(385-438) pum’dir. Ozofagus boyu 1038 (810-1496) um olup, larva boyunun
%10,51’idir. Ventrikiil uzunlugu 45 (39-58) um’dir. Ventrikiiler ¢ikintt boyu 458
(391-511) pm’dir. Sekum boyu 392 (332-465) um’dur. Sekum boyu 6zofagus’un
%37,7’s1, ventrikiiler ¢ikintinin ise %85,5’1dir. Kuyruk konik sekillidir ve ug¢ kisminda
tek diken bulunur. Kuyruk boyu 163 (120-211) um’dir (Sekil 4.3.).

Konak: Boops boops (kupes), Engraulis encrasicolus (hamsi), Sardina
pilchardus (sardalya)

Konakta bulundugu yer: Karin boslugu
Lokalite: izmir Korfezi, Ege Denizi

Morfometrik ol¢iilen 6rnek sayisi: Engraulis encrasicolus (hamsi) tiiriinden

izole edilen 10 larva

Epidemiyolojik parametre: Boops boops (kupes): P: %7,14 (1/14); MI: 3; MA:
0,21; toplam larva sayist: 3. Engraulis encrasicolus (hamsi): %50 (10/20); MI: 1,9;
MA: 0,95; toplam larva sayisi: 19. Sardina pilchardus (sardalya): %20 (2/10); MI: 2;
MA: 0,4; toplam larva sayist: 4.

Genetik karakterizasyon: Engraulis encrasicolus (hamsi) tiirlinden izole
edilen 1 (OZ-5) ve Boops boops (kupes) tiiriinden izole edilen 1 (OZ-6) olmak tizere
toplam 2 larvanin ITS gen bolgesinin iki yonlii dizi analizi yapilmistir. OZ-5 ve OZ—
6 izolatlarinin ITS gen bolgelerinin dizi uzunlugu 924 baz olarak elde edilmistir. OZ—
5 izolat1 GenBank veri tabanina “Hysterothylacium sp. larval type VIII GZP-2023

isolate OZ-5” ismi ve OQ971707 erisim no’su ile yiikklenmistir.
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barsak birlesim yeri (8lgii: 200 um), D: Arka parca (dlgii: 50

ventrikiiliis-

Hysterothylacium sp. larval tip VIII. A: On parca (6lgii: 200 um), B: On ug (8l¢ii: 50 um),

C: Ozofagus

pm).

Sekil 4.3.
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4.4. Filogenetik analiz

Morfolojik incelemeler sonrasinda Hysterothylacium sp. larval tip IV olarak
teshis edilen izolatlarin (OZ-1, OZ-2, OZ-3) ITS gen bolgesine gore olusturulan NJ
agacinda H. fabri ve Hysterothylacium sp. larval tip Il ve IV morfotipleri ile grup
olusturdugu saptanmustir (Sekil 4.4.). OZ-1, OZ-2 ve OZ-3 izolatlarinin ITS gen

bolgelerine gore kendi aralarinda niikleotid farkliligi olmadig: tespit edilmistir.

Morfolojik incelemeler sonrasinda Hysterothylacium sp. larval tip V olarak
teshis edilen izolatin (OZ—4) ITS gen bdlgesine gore olusturulan NJ agacinda H.
deardorffoverstreetorum ve Hysterothylacium sp. larval tip V morfotipi ile grup

olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.4.).

Morfolojik incelemeler sonrasinda Hysterothylacium sp. larval tip VIII olarak
teshis edilen izolatlarin (OZ-5, OZ—6) ITS gen bdlgesine gore olusturulan NJ agacinda
H. aduncum ve Hysterothylacium larval morfotip VIII ve IX ile grup olusturdugu
saptanmustir (Sekil 4.4.). Ayrica OZ-5 ve OZ—6 izolatlariin ITS gen bolgelerine gore

kendi aralarinda niikleotid farklilig1 olmadig1 tespit edilmistir.
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95 "|_JX413596 Hysterothylacium aduncum
KM272412 Hysterothylacium aduncum

KY595228 Hysterothylacium aduncum

MZ313180 Hysterothylacium sp. larval type VIl GZP-2021

MZ313183 Hysterothylacium sp. larval type IX GZP-2021

83| OZ-6

0zZ-5

100 | KT852549 Hysterothylacium aduncum

MW131976 Hysterothylacium aduncum

%0 MF062510 Hysterothylacium aduncum

KC852206 Hysterothylacium fabri

KU948637 Hysterothylacium fabri

0z-1

0z-2

%0 0z-3

% | MF062511 Hysterothylacium fabri

MZ313182 Hysterothylacium sp. larval type lll GZP-2021

L MZ313181 Hysterothylacium sp. larval type IV GZP-2021
KX083575 Hysterothylacium fabri

—— MF062508 Hysterothylacium reliquens

. ————  JQ520159 Hysterothylacium longilabrum

99

100

i‘_— MH211548 Hysterothylacium zhoushanense
MW315518 Hysterothylacium persicum
99 KU594481 Hysterothylacium sp. CAf

KU594482 Hysterothylacium sp. GYc
JF730199 Hysterothylacium deardorffoverstreetorum isolate NZ1
KX815378 Hysterothylacium sp. larval type V KBP-2020
75! OZ-4
JX982126 Hysterothylacium thalassini
100 _| KF601895 Hysterothylacium liparis
100 ' KX817293 Hysterothylacium sinense
MG515224 Contracaecum overstreeti

0.050

Sekil 4.4. Ege Denizi’'nde saptanan Hysterothylacium sp. larval morfotip IV (0Z-1, 0Z-2, 0Z-3),
V (0Z-4) ve VIII (0OZ-5, OZ-6)’in ITS gen bolgesine gore olusturulan NJ filogenetik
agact. Parazit isimlerinin oniinde GenBank erigim numaralart sunulmustur. NJ agag
10000 tekrar ile kurulmustur.
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5. TARTISMA

Ege Denizi’nde yakalanan ve ekonomik onemi olan Boops boops (kupes),
Trachurus mediterraneus (sarikuyruk istavrit), Spicara maena (izmarit) ve Upeneus
moluccensis (pasa barbunu) olmak tizere 4 farkli deniz baligi tiirlinde
Hysterothylacium sp. larval tip 1V, S. maena (izmarit) tiirtinde Hysterothylacium sp.
larval tip V ve B. boops, Engraulis encrasicolus (hamsi) ve Sardina pilchardus
(sardalya) tiirlerinde Hysterothylacium sp. larval tip VIII morfotipi teshis edilmistir.
Bu morfotiplerin ITS gen bolgesinin DNA dizi analizleri yapilarak tiir/morfotip

dogrulamalar1 molekiiler olarak saglanmistir.

Hysterothylacium cinsinde bugiine kadar 18 larval morfotip morfolojik olarak
tanimlanmis ve bu morfotiplerin biiyilik bir cogunlugunun ITS gen bolgelerinin DNA
dizi analizleri yapilarak molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konulmustur (Cannon,
1977; Shamsi et al., 2013; 2015; 2016; 2018; Ghadam et al., 2018; Hossen and Shamsi,
2019). Bu tez ¢alismasinda morfolojik olarak teshis edilen Hysterothylacium sp. larval
tip IV, V ve VIII morfotipleri, gliney yarim kiirede Avustralya kiyilarindan izole
edilerek tanimlamasi yapilan Hysterothylacium larval tip 1V, V ve VIII ile benzerlik
gostermistir (Cannon, 1977; Shamsi et al., 2013; 2015; 2016; 2018; Ghadam et al.,
2018; Hossen and Shamsi, 2019). Akdeniz’in ispanya kiyilarinda avlanan deniz
baliklarindan Engraulis encrasicolus, Micromesistius poutassou ve Trachurus
trachurus’ta Hysterothylacium sp. larval tip IV ve VIII morfotipleri teshis edilmistir
(Roca-Gerones et al., 2018). Karadeniz kiyilarinda yakalanan ve insan tiiketimine
sunulan balik tiirlerinden E. encrasicolus, T. trachurus, Merlangius merlangus ve
Mullus barbatus’ta Hysterothylacium larval tip I1I, IV, VIII ve IX morfotipleri
saptanmistir. Bu arastirmada ise Boops boops, T. mediterraneus, Spicara maena,
Upeneus moluccensis, E. encrasicolus ve Sardina pilchardus deniz balik tiirlerinde

Hysterothylacium sp. larval morfotip IV ve VIII identifiye edilmistir.

Hysterothylacium sp. larval tip V’in ilk kez Avustralya karasularinda avlanan
Lutjanus carponotatus balik tiirinde morfolojik olarak tanimlanmasi yapilmistir
(Shamsi et al., 2013). Bu arastirmada morfolojik olarak teshis edilen Hysterothylacium
sp. larval tip V’in ayirt edici morfolojik 6zellikleri ile Shamsi et al. (2003) tarafindan
tamimlanan Hysterothylacium sp. larval tip V’in morfolojik 6zellikleri bire bir
ortiismektedir. Bu larval tip Avustralya kiyilari haricinde Brezilya’nin Rio de Janeiro

kiyilarinda avlanan Caulolatilus chrysops, Lagocephalus laevigatus, Gymnothorax
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vicinus, Zenopsis conchifer, Prionotus punctatus, Menticirrhus americanus,
Paralichthys isosceles ve Merluccius hubbsi balik tiirlerinde rapor edilmistir (Pantoja
et al. 2016). Son zamanlarda Hysterothylacium sp. larval tip V morfotipi Akdeniz’in
Tunus kiyilarinda avlanan Mullus surmuletus, M. barbatus ve Pagellus erythrinus tiirii
deniz baliklarinda tespit edilmistir (Khammassi et al., 2020). Bu calismada Ege
Denizi’nde avlanan Spicara maena (izmarit) balik tiiriinde ilk kez Hysterothylacium
sp. larval tip V tespit edilmistir. Bu nedenle S. maena balik tiirii Hysterothylacium sp.
larval tip V i¢in yeni konak 6zelligi tasimaktadir. Ayrica bu larval morfotipin cografi

dagilim alan1 genisleyerek Tiirkiye’nin Ege Denizi kiyilar1 da dahil olmustur.

Hysterothylacium cinsindeki morfolojik tanimlamas1 yapilan 18 larval morfotip
arasindan III, IV, VIII ve IX numarali morfotiplerin H. fabri ve H. aduncum’un 3. ve
4. donem larvalart ile iligkili oldugu bildirilmistir (Roca-Gerones et al., 2018). Bu
calisgmada Ege Denizi’ndeki bazi deniz baliklarindan saptanan Hysterothylacium sp.
larval tip IV’iin H. fabri tiiriiniin dérdiincti donem larvasi, Hysterothylacium sp. larval
tip VIII’in H. aduncum tiirliniin {iglincii donem larvast oldugu saptanmistir. Bu
calismada saptanan tligtincti donem Hysterothylacium sp. larval tip V’in kuyruk ucunda
bulunan tek dikenin varlig:1 ve bas kisminda dudaklarinin iizerinde dis benzeri yapinin
olmamasi nedeniyle Hysterothylacium MD (Deardorff and Overstreet, 1981),
Hysterothylacium sp. Il larva (Petter and Maillard, 1988), Hysterothylacium KB
(Petter and Sey, 1997) ve tgiincii donem H. deardorffoverstreetorum (Knoff et al.,
2012) tiirleri ile morfolojik olarak benzerdir. Bu nedenle arastirmamizda tanimlanan
larval tip V'in bu tiirlerden morfolojik olarak ayirt edilemez oldugunu ve bu tiirlerin

birbirleri ile sinonim olarak kabul edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Tiirkiye’nin deniz kiyilarinda yakalanan baliklarda H. aduncum, H. fabri ve H.
reliquens larvalarinin ITS, cox 1 ve 2 genlerinin DNA dizileri belirlenerek molekiiler
karakterleri ve filogenetik iliskileri belirlenmistir (Pekmezci vd., 2013; 2014; Keskin
vd., 2015; Simsek vd., 2018). Hysterothylacium cinsinde yer alan larval morfotipler
arasinda Karadeniz’de avlanan Engraulis encrasicolus, Merlangius merlangus,
Trachurus trachurus ve Mullus barbatus ponticus tiirii deniz baliklarinda saptanan
Hysterothylacium larval morfotip III, IV, VIII ve IX’un ITS ve cox2 genleri
karakterize edilmis ve filogenetik iligkileri ortaya konulmustur (Gelen, 2021).
Tiirkiye’nin Ege Denizi agiklarinda yakalanan Boops boops balik tiiriinde saptanan H.

aduncum, H. fabri ve H. reliquens larvalarimin ITS gen bdlgesinin genetik
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karakterizasyonu yapilmistir (Simsek vd., 2018). Bu c¢alismada Tiirkiye’nin Ege
kiyilarindan avlanan B. boops, E. encrasicolus, Sardina pilchardus, Spicara maena,
T. mediterraneus ve Upeneus moluccensis olmak tizere 6 farkli deniz baliginda
saptanan Hysterothylacium sp. larval IV, V ve VIII tiplerinin ITS gen bdlgeleri

molekiiler olarak karakterize edilmistir.

Gelen (2021) tarafindan Karadeniz’de avlanan Mullus barbatus ponticus tiirii
deniz baligindan izole edilen Hysterothylacium sp. larval tip 1V (MZ313181) ile bu
tez arastirmasinda Boops boops, Trachurus mediterraneus ve Spicara maena balik
tirlerinde saptanan Hysterothylacium sp. larval tip 1V (0Z-1, 0Z-2, OZ-3)’iin ITS
gen bolgelerinin %100 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte Ege
Denizi’nde avlanan B. boops, Iyon Denizi’nde avlanan M. surmuletus ile Sicilya
kiyilarinda avlanan Trigla lyra deniz baligi tiirlerinden izole edilen H. fabri
larvalarinin ITS dizileri (MF062511, KX083575, KU948637) (Simsek vd., 2018;
Costa et al., 2018; Tedesco et al., 2018) ile bu tez g¢alismasinda saptanan
Hysterothylacium sp. larval tip IV (0Z-1, OZ-2, OZ-3) morfotipinin ITS dizilerinin
%100 ortlistiigli saptanmistir. Buna ragmen Pekmezci vd. (2014) tarafindan Ege
Denizi agiklarinda yakalanan Zeus faber baliginda tespit edilen H. fabri tiiriiniin
dordiincii donem larvast (KC852206) ile bu tezde morfolojik olarak identifiye edilen
Hysterothylacium sp. larval tip IV (OZ-1, 2, 3)’tin ITS genleri arasinda %98,9
oraninda ayni oldugu goriilmiistiir. Ayn1 cografi alan olmak tizere Ege Denizi’nden
izole edilen H. fabri larvas1 (KC852206) (Pekmezci vd., 2014) ile bu aragtirmada
saptanan Hysterothylacium sp. larval tip IV (0Z-1, OZ-2, OZ-3)’tiin ITS genleri
arasinda niikleotid farkliligi bulunmaktadir. Bu genetik farkliligin Martin-Sanchez et
al., (2003) ile Gelen (2021)’nin belirttigi gibi, H. fabri tiirlintin bir tiir kompleksine
(sensu lato=morfolojileri benzer, molekiiler yapilar1 farkli olan kardes tiir toplulugu)

sahip olmasi ile iligkilidir.

Bu tez c¢alisgmasinda Spicara maena deniz balig1 tiiriinden izole edilen
Hysterothylacium sp. larval tip V morfotipi ile Akdeniz’in Tunus kiyilarinda avlanan
Mullus surmuletus, M. barbatus ve Pagellus erythrinus tiirii deniz baliklarindan izole
edilen Hysterothylacium sp. larval tip V’in (KX815378) (Khammassi et al., 2020) ITS
gen bolgeleri %100 oraninda benzer bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada izole edilen
Hysterothylacium sp. larval tip V'in ITS dizilerinin Shamsi et al. (2013) tarafindan
tamimlanan Hysterothylacium sp. larval tip V'in ITS1 (FN811738) ve ITS2
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(FN811699) dizileri ile %96,3 ve %94,7 oraninda benzerlik saptanmistir. Brezilya’nin
Atlantik Okyanus kiyilarindan rapor edilen H. deardorffoverstreetorum (JF730199),
Hysterothylacium tip V (KU594481-KU594488) (Knoff et al., 2012; Pantoja et al.,
2016) ile bu tez ¢alismasinda izole edilen larval tip V (OZ-4)’in ITS dizileri arasinda

99,7-100% oraninda benzerlik oldugu goriilmiistiir.

Pekmezci vd., (2013) tarafindan Karadeniz’den Merlangius merlangus ve
Trachurus trachurus balik tiirlerinde bulunan dérdiincii donem H. aduncum larvasi
(JX413596-JX413597) ile Gelen (2021) tarafindan yine Karadeniz’de avlanan M.
merlangus ve T. trachurus baliklarinda saptanan Hysterothylacium sp. larval tip VI
(MZ313180) ve IX (MZ313183) ile Simsek vd. (2018) tarafindan Ege Denizi’nden
Boops boops tiiriinden izole edilen H. aduncum larvasinin (MF062510) ITS dizileri ile
bu tez arastirmasinda Boops boops ve Engraulis encrasicolus tiirlerinden izole edilen
Hysterothylacium sp. larval tip VIII (OZ-5, OZ-6)’in ITS dizileri arasinda %100
oraninda benzerlik tespit edilmistir. Bununla birlikte Hysterothylacium sp. larval tip
VIl (OZ-5, OZ-6)’in ITS dizilerinin diinyanin farkli su kaynaklarindan rapor edilen
H. aduncum larvalarinin ITS dizileri (KT852549, KM272412, KY595228,
MW131976) (Klapper et al., 2015; 2016; Cipriani et al., 2018; Bao et al., 2021) ile
%100 ortlistigi tespit edilmistir.
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6. SONUC

Ege Denizi’nde yakalanan Boops boops (kupes), Trachurus mediterraneus
(sarikuyruk istavrit), Spicara maena (izmarit) ve Upeneus moluccensis (pasa barbunu)
olmak {izere 4 farkli deniz balig: tiiriinde Hysterothylacium sp. larval tip IV, S. maena
(izmarit) tiirinde Hysterothylacium sp. larval tip V ve B. boops (kupes), Engraulis
encrasicolus (hamsi) ve Sardina pilchardus (sardalya) tiirlerinde Hysterothylacium sp.
larval tip VIII morfotipi teshis edilmistir. Parazitolojik muayenesi yapilan Belone
belone (Zargana), Euthynnus alletteratus (Yazili orkinos), Lithognathus mormyrus
(Mirmir), Mugil spp. (Kefal), Mullus barbatus (Barbunya), M. surmuletus (Tekir),
Saurida undosquamis (Iskarmoz), Scorpaena spp. (Iskorpit) ve Trigla lyra (Kirlangig,

Oksiiz) balik tiirlerinde Hysterothylacium spp. larvalari tespit edilmemistir.

Bu calismada Ege Denizi’nde avlanan Spicara maena (izmarit) balik tiiriinde ilk
kez Hysterothylacium sp. larval tip V tespit edilmistir. Bu nedenle S. maena balik tiirii
Hysterothylacium sp. larval tip V i¢in yeni konak 6zelligi tasimaktadir. Ayrica larval

tip V’in diinya iizerindeki dagilimina Tiirkiye’nin Ege Denizi kiyilar: eklenmistir.

Hysterothylacium larval morfotip 1V, V ve VIII’in ITS gen bolgelerinin DNA
dizi analizleri yapilarak molekiiler karakterizasyonlart saglanmis ve filogenetik
iligkileri ~ belirlenmistir. Ayrica ilk kez Tirkiye karasularinda saptanan

Hysterothylacium larval morfotip V’in ITS gen dizilimi belirlenmistir.

Sunulan tez c¢alismast Tirkiye kiyilarinda avlanan  baliklarindaki
Hysterothylacium sp. larval tiplerinin morfolojik teshisi ile bu morfotiplerin genetik
yapilarinin ortaya cikarilmasini konu alacak olan proje ve arastirmalara temel bilgi
kaynagi olusturacaktir. Tiirkiye karasularinda varlig1 bilinen ve avciligi yapilan farkl
tirdeki deniz baliklarinda Hysterothylacium sp. larval morfotiplerin varligi

arastirilmali ve genetik karakterleri ortaya ¢ikarilmalidir.
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