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OZET

KARADENIZ’ DE YAYILIS GOSTEREN KUDOA (MYXOSPOREA:
MULTIVALVULIDA) TURLERININ 28S rDNA FILOGENISI

ERKAN OZDEMIR
ORDU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABIiLiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI, 35 SAYFA

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi CEM TOLGA GURKANLI)

Bu ¢alismada Kudoa anatolica ve K. niluferi tiirlerinin 28S rDNA genlerinin niikleotit
dizilerine dayali filogenetik analizleri amaglanmistir. Bu parazitler Karadeniz’in Sinop
kiyilarinda yakalanan Atherina hepsetus ve Neogobius melanostomus konaklarindan
izole edilerek tanimlanmustir.

Bu amagla Kudoa anatolica’ya ait iki (AO-18, AO-20) ve K. niliiferi’ye ait bir (AO-
24) bir izolatin 28S rDNA gen bolgelerinin niikleotit dizileri belirlenmis ve Neighbor-
Joining, Maximum-Likelihood ve Maximum-Parsimony algoritmalar1 kullanilarak
filogenetik analizleri yapilmigtir.

Filogenetik analizler sonucunda {i¢ farkli algoritma ile olusturulan agaglarin topolojik
olarak farkli olduklar1 goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak 28S rDNA gen bolgesinin
yiiksek miktarda varyasyon icermesi bu nedenle cins yada daha yiiksek seviyedeki
taksonomik kategorileri kapsayan filogenetik ¢aligmalar i¢in uygun bir genetik markor
olmadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada Karadenize ait bir Kudoa soyhattina
dair destekleyici genetik bulgularda ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Kudoa anatolica, Kudoa niluferi, 28S rDNA, Molekiiler
Filogeni, Myxozoa



ABSTRACT

28S rDNA DIVERSITY of Kudoa spp. FROM THE BLACKSEA
ERKAN OZDEMIR

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FISHERIES TECNOLOGY ENGINEERING

MASTER THESIS, 35 PAGES
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. CEM TOLGA GURKANLLI)

In the current study phylogenetic analyses depending on the nucleotide sequences of
28S rDNA of Kudoa anatolica ve K. niluferi were aimed. These parasites were isolated
and identified from Atherina hepsetus and Neogobius melanostomus hosts from Sinop
coasts of Blacksea.

For this aim 28S rDNA nucleotide sequences belonging to two Kudoa anatolica
isolates (AO-18, AO-20) and one K. niluferi isolate (AO-24) were determine and and
phylogenetic analyses using Neighbor-Joining, Maximum-Likelihood ve Maximum-
Parsimony algorithms were performed.

As a result, topological differences were observed between phylogenetic trees created
with three different algoritms. The reason of this case is the high amonth of variation
within 28S rDNA gene regions which makes it unsuitable genetic marker for
phylogenetic studies conserning genus or higher taxonomic levels. Additionally this
study reveales additional genetic results supporting a Kudoa lineage specific to the
Blacksea.

Keywords: Kudoa anatolica, Kudoa niluferi, 28S rDNA, Molecular Phylogeny,
Myxozoa
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1. GIRIS

1.1 Myxozoa Grubu Canhlar

Myxozoa omurgali ve omurgasiz canlilar1 ara konakgilar olarak kullanan ve onlar1
somiiren, karmasik yasam dongiisiine sahip bir igparazit grubudur (Hartigan ve ark.,
2016). Myxozoa, Cnidaria’ in belirli bir grubunun zaman igerisinde ayrilarak
kii¢iilmesi, morfolojik olarak basitlesmesi ve komplike bir parazitik yasam dongisii
gelistirmesiyle olusmustur (Okamura ve ark., 2015). Myxospor enfeksiyonu ilk kez
nesli tiikenmis bir salmon tiirli olan Coregonus fera’da gézlemlenmis ve buna balikta
kiiciik frengi ad1 verilmistir (Kodadkova, 2014). Myxosporea myxospor ve actinospor
olmak tizere iki konakgili yasam dongiisiine sahiptir (Wolf ve Markiw, 1984).
Actinospor formu belirli halkali solucan tiirlerinde bulunurken myxospor formunun
genellikle kemikli baliklarda, kikirdakli baliklarda, amfibilerde bununla birlikte
nadiren siiriingenlerde, kuslarda, memelilerde, c¢enesiz baliklarida ve hatta bazi
Monogenea ve kafadan bacakli tiirlerinde de bulundugu gosterilmistir (Kodadkova,
2014). Myxosporea balik parazitlerinin énemli bir bdliimiinii olusturur (Ozer ve ark.,
2016). Bunlarin dogal ve kiiltiire alinan balik popiilasyonu tizerine etkisi dnemlidir
(Kent ve ark., 2001). Myxozoa hizli bir DNA evrim oranina sahip olmasi nedeniyle
yiiksek derecede tiir gesitliligine sahiptir (Shpirer ve ark., 2018). Bu surette bu giine
kadar 60 balik cinsinden yaklasik 2180 Myxosporea tiirii tanimlanmustir (Ozer ve ark.,
2016). Bu tez kapsaminda Karadeniz’den sirasiyla Camuka (Atherina hepsetus) ve
Kum Kaya baliklarindan (Neogobius melanostomus) izole edilerek tanimlanan Kudoa
anatolica ve K. niluferi (Ozer ve ark., 2018) tiirleri bu cins igerisinde yaygin bicimde

kullanilan 28S rDNA genetik markiri kullanilarak filogenetik agidan incelecektir.
1.2 Kudoa Cinsi Ozellikleri

1.2.1 Kudoa Morfolojik Ozellikleri

Meglitsch, (1947) Kudoa cinsi liyelerini histozoik ve 6zellikle de baligin kaslarinda
yasayan parazitler olarak tanimlamistir. Bu tanima ragmen bazi Kudoa cinsi iiyelerinin
baliklarda beyin, kalp, gonatlar, bagirsak, solungaclar ve diger organlari hedef
alabildigi belirlenmistir. Bulunduklari organlarda Kudoa tiirine gore kist yada
psodokist olusturur. Kudoa tiirlerinin %60°’1 baligin gévde kasini, %9’u merkezi sinir
sistemini ve % 6’s1 kalbi enfekte etmektedir (Shin ve ark., 2016). Kudoa morfolojik

olarak, ince membranla dort koseli veya yildiz bigiminde myxospor ve her biri
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kutupsal kapsiile sahip olan dort valf arasinda belirsiz birlesim ¢izgisiyle karakterize
edilir (Moran ve ark., 1999). Sahip oldugu kutupsal kapsiilleri ve valfleri 4 veya daha
fazla sayida olmasiyla ayrilirlar (Abe ve Maehara, 2013). Bu ¢ok sayidaki valfin daha
fazla ylizey alani saglayarak su siitununda siiziilmesine neden oldugu ve boylece baligi
enfekte etme sansini artirdigi ileri strdlmistir (Whipps ve ark., 2004). Diger
karakteristik ozelligi ise iki tek cekirdekli sporoplazmaya sahip olmasidir. Bilinen
Kudoa tiirleri deniz ve nehir agzinda yasayan baliklar1 enfekte eder (Moran ve ark.,
1999). Kudoa tiirlerinin ¢ogu tek konakg¢idan tanimlanmasina ragmen baz tiirlerin
birden fazla konakeiy1 enfekte ettikleri belirlenmistir. Bu tiirlere 6rnek olarak Kudoa
thyrisites (en az 38 farkli konakg1), Kudoa nova (20 konake1) ve Kudoa iwatai (19
konakg1) verilebilir (Burger ve Adlard, 2011). Kudoa tiirleri ¢ogunlukla kemikli
baliklarda bulunmasina ragmen bazi kikirdakl baliklardan da izole edilmistir (Gleeson
ve ark.,, 2010). Giniimiizde Kudoa cinsi’nin siniflandirilmasinda morfolojik
karakterlerin yanisira belirli genlerin niikleotid dizilerinin molekiiler filogenetik
analizlerinden de faydalanilmaktadir. Yapilan bir caligmada sekans sonuclarinin
gosterdigine gore Kudoa tiirlerinin spor morfolojisinden ziyade cografik bolgeye gore
filogenetik agagta yer buldugu sonucuna varilmistir (Hervio ve ark., 1997). Kudoa n
sezona bagli olarak konakg¢ilarda bulunma yogunluguna gore calismalar da yapilmustir.
Yapilan bir ¢caligmada sonbahar, kis, ilkbahar, yaz sezonlar1 ve bes ayr1 sinifta balik
(Trachurus trachurus) biiyiikliiklerine gore smiflandirilmis sonucunda enfeksiyon
yayginligi tim sezonlar ve tiim balik gruplarinda yiiksek bulunmustur (Cruz ve ark.,
2003). Yine sargoz (Diplodus sargus) baliklarinin ag kafes igerisindeki yetistiricilik
kosullarinda yil boyunca yapilan bir deneyde Kudoa sp. disiik yayginlik ve
yogunlukta bulunmustur (Golomazou ve ark., 2006). Diger bir ¢aligmada ise Japon
Pisisi (Paralichthys olivaceus) ciftligindeki halkali solucanlarda yapilan molekiiler
filogenetik ¢alismalarda Kudoa septempunctata’nin mayista % 40 ile en yiiksek,
sonrasinda giderek azaldigi ve Agustostan sonra % 0 kaldig1 goriilmiistiir (Paari ve
ark., 2017). Bir eskina balig tiiriiniin (Stellifer minor) viicut kas dokusundaki Kudoa
sciaenae kistleri varligi iizerine yapilan arastirmada, balik viicudu 7 farkli bolge
belirlenerek incelenmistir. Kist dagilimmin viicut kaslarinin bu 7 bolgesinde esit

dagilimli olmadig1 gozlenmistir. Kudoa sciaenae kistleri yayginligi ve yogunlugu



baligin kafa bolgesinden, anteriorundan posterioruna dogru azalan bir ylizdede

bulunmustur (Oliva ve ark., 1992).
1.2.2 Kudoa Sistematigi
Filum: Cnidaria (Hatchek, 1888)
Subfilum: Myxozoa (Grasse, 1970)
Sinif: Myxosporea (Biitschlii, 1881)
Takim: Multivalvulida (Shulman, 1959)
Familya: Kudoidae (Meglitsch, 1960)

Cins: Kudoa (Meglitsch, 1947)

Tip Tiir: Kudoa clupeidae (Hahn, 1917)
(Kristmundsson ve Freeman, 2014).

1.2.3 Kudoa’mn Konakg1 Bahiklar Uzerine Etkileri

Kudoa yaygm olarak olim sonrast peltelesmis et olarak bilinen otoliz
enfeksiyonlariyla ilgilidir. Bunun sonucu olarak konakg1 baligin kas dokusuna verdigi
zararla {iriin kalitesini diisiirmektedir. Ornegin, yetistirilen Atlantik ve Coho
Salmonlarinin  Kudoa thyrsites ile enfekte olan filetolarinin hasattan sonra
pazarlanmasi giiclestirmesiyle su triinleri endiistrisine olumsuz etki etmektedir.
Kudoa enfeksiyonlarinin konak¢i baligin goriiniirde fizyolojisi, yasam siiresi,
davranig1 tizerine etkisi goriinmemektedir. Buna ragmen konakgi baliga yayilan
psodokistlerin proteolitik enzimleri baligin oliimiinden sonra hiicreleri yikmasi
nedeniyle kas bozulmasindan sorumludur (Moran ve ark., 1999). Sargoz baliklari
(Diplodus sargus) iizerinde deneysel kafeslerde yi1l boyunca yapilan ¢alismada Kudoa
sp. diisiik yaygmlik ve yogunlukta bulunmasina ragmen baligin viicut kaslarinin
dorsalinde fibroblast hiicrelerinin sporlar tarafindan siklikla cevrelenmis ve
uzunlamasina lezyonlarla kas1 dejenere ettigi goriilmiistiir (Golomazou ve ark., 2006).
Iki miiren tiirii ve deniz tavsan1 (Anarchias lupus, Anarchias minor, Cyclopterus
lumpus) Izlanda i¢in 6nemli ticari balik tiirleri iizerine yapilan ¢alismada Kudoa
islandica molekiiler filogenetik c¢alismalarla tanimlanmis ve zararli etkileri

bulunmustur. Enfkesiyonun goriiniirde yasayan konakg¢ida zararli herhangi bir etkisi



olmasa da post mortem balik etinin peltelesmesiyle iilkedeki bir ¢esit Miiren
(Anarchias minor) ciftliklerinin kapanmasinda 6nemli bir rol oynamistir. Ayrica
tilkedeki geleneksel deniz tavsani (Cyclopterus lumpus) kurutma ve tiitsiilemesinde
zarara neden oldugu belirtilmistir (Kristmundsson ve Freeman, 2014). Meksika
korfezinin kuzeyindeki yedi balik tiiriiniin kalpleri {izerine yapilan ¢alismada
molekiiler filogenetik c¢alismalarla Kudoa hypoepicardialis izole edilmis ve
tammmlanmistir. Bu Kudoa tiiriiniin ise kalbin miyokardiyum katmaninin ve
epikardiyumun arasindaki fibrinli katmanin enflamasyonuyla bozulmaya neden
oldugu goriilmiistiir (Blaylock ve ark., 2004). Amazon havzasindaki ticari degeri ve
yetistiricilikte ~ degerlendirilebilecek olan bir ¢esit Yaymn baligi tiirliniin
(Hypophthalmus marginatus) ozofagusu ftizerindeki yapilan c¢alismada konakgi
orneklerin %60’ min bu bolgesinde Kudoa sp. psddokistleriyle enfeksiyon olusturdugu
ve Ozofausu hasara ugrattigi goriilmiistiir (Velasco ve ark., 2015). Karaip lapina
baliklarinin gonatlarinda yapilan arastirmada Kudoa ovivora iireme hiicrelerine
yerlestigi ve enfekte olmamis yumurtalar % 98 oraninda déllenirken enfekte olmus
yumurta hiicrelerinin hi¢ dollenemedigi gézlenmistir. Bununla birlikte enfekte olmus
disilerin enfekte olmayanlara gére daha diisiik hizlarda biiyiiyecegi diisiiniilmektedir.
Dahas1 hermafrodit olan bu balik tiirlerinin bu kosullarda yetiskin disilerinin erkege
doniisecegi ongoriilmektedir (Swearer ve Robertson, 1999). Portekizdeki istavrit
(Trachurus trachurus) tiirtindeki Kudoa sp. varliginin arastirildigi ¢alismada ise aksi
olarak Kudoa sp. varlig1 yiiksek oranlarda tespit edilmesine ragmen konak¢inin 6liim
sonrasi kaslarinda peltelesme gozlenmemistir. Dolayisiyla balik etinin peltelesmesine
neden olmamaktadir (Cruz ve ark., 2003). Baz1 Kudoa tiirleri su tiriinleri sektorii ve
deniz balik¢iliginda iirlinlin goriiniimii tizerine olumsuz etkileri nedeniyle ekonomik
olarak dnemlidir. Biitlin bunlarin yaninda Japonya’da ge¢mis yillarda artan ¢ig balik
tiiketimiyle insanlarda besin zehirlenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Abe
ve Maehara, 2013). Yapilan ¢alismada, kuvvetli ihtimalle Pisi baliginin (Paralichthys
olivaceus) ¢ig tiiketimiyle Kudoa septempunctata’nin gida kaynakli hastalikta
etiyolojik etken oldugu bulunmustur (Kawai ve ark., 2012). Hastalarda yayginlik
sirasina gore ishal, kusma, karin agrisi, bulant1 ve ates gibi semptomlar goriilmiistiir

(Kim ve ark., 2018).



2. ONCEKIi CALISMALAR

Karadeniz, Marmara ve Akdeniz c¢evresinde Kudoa’a ait tiirlerin belirlenmesine
yonelik bugiine kadar yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar asagida

kronolojik olarak siralanmustir.

Thelohan, (1895) Akdeniz c¢evresinden bazi baliklar {izerinde yapmis oldugu
calismada Kudoa quadratum tiirtinii ilk olarak Chloromyxum quadratum olarak

tanimlamustir.

Perard, (1928) yapmis oldugu calismayla Akdeniz g¢evresinde gozlenen Kudoa

histolytica tiirlinii ilk olarak Chloromyxum histolyticum olarak tanimlamastir.

Naidenova ve ark., (1975) Karadeniz ¢evresinden bazi baliklar iizerinde yapilan

calismada Kudoa nova’ tanimlamislardir.

Paperna, (1982) Akdeniz’de kiiltiire alinmis Cipuralar tizerinde yaptigi calismada iki
Kudoa tiiriniin bobrekte, mezenterde ve peritonyumda bulundugunu ortaya

koymustur.

Lom ve ark., (1983) yaptiklar1 ¢aligmada Akdeniz’de bulunan 3 dil balig: tiiriiniin
(Arnoglossus imperialis, A. laterna, A. thori) iskelet kaslarindan Kudoa lunata’

tanimlamislardir. Bu tiiriin kist olusturdugunu gézlemlemislerdir.

Lom ve Dykova, (1988) yaptiklari ¢alismada Akdeniz’de yasayan iki Dil baligindan
(Arnoglossus imperialis, A. laterna) izole ettikleri Kudoa lunata tiiriiniin tiim yapisini,

gelisimini ayrintilariyla inceleyerek ortaya koymuslardir.

Naidenova ve Gaevskaya, (1991) Kizildeniz’de yasayan Kilkuyruk baliklari
(Trichiurus  haumela) tizerinde yaptiklar1 ¢alismada Kudoa mirabilis’i

tanimlamisglardir.

Yurakhno, (1991) Karadeniz’de yasayan Giimiis baliklari (Atherina hepsetus)
tizerinde yaptig1 ¢alismada baligin bobreklerinden Kudoa stellula’1 izole etmis ve

tanimlamistir.

Rigos ve ark., (1999) yedi farkli cografik bolgedeki 30 ag kafes isletmesinden alinan

levrek (Dicentrarchus labrax), ¢ipura (Sparus aurata), sivriburun karagéz (Puntazzo



puntazzo) ve sinarit (Dentex dentex) baliklari {izerinde yapilan arastirmada Kudoa sp.

ile bagirsaktan agir olarak enfekte oldugu bulunmustur.

Golomazou ve ark., (2006) Akdeniz’deki dogal kapali lagiinde hali hazirdaki iki
ciftligin ticari yetistiricilik yaptig1 kafeslerde sargoz (Diplodus sargus) baliklar
tizerine yaptiklari ¢caligmada, Kudoa sp. yil boyunca diisiik yaygimnlik ve yogunlukta

oldugu bulunmustur.

Yurakhno ve ark., (2007) Akdeniz’deki kefal baliklar1 (Liza ramada ve Liza aurata)
lizerine yaptiklart ¢alismada yeni bir Kudoa tirii olan Kudoa unicapsula’s
tanimlamiglardir. Ayrica bu ¢alisma molekiiler filogenetik ¢alismalarla desteklenmis
ve parazitin 18S ve 28S rDNA’1 olarak iki ayr1 alt birimi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada
molekiiler filogenetik karakterizasyonda daha ¢ok kullanilan 18S rDNA bélgesi yerine
28S rDNA bdlgesinin Myxozoa’in yakin iligkili tiirlerinin filogenetik analizinde

kullanilmasinin daha kullanisli olabilecegi sonucuna varmislardir.

Gaglio ve ark., (2010) Akdeniz’deki kili¢ baliklarinin (Xiphias gladius) kas dokusu

tizerindeki ¢aligmasinda Kudoa sp. varligini ve enfeksiyonunu ¢aligmislardir.

Pascual ve ark., (2012) Karadeniz’deki kaya baliklarindaki (Neogobius melanostomus)
Kudoa nova iizerine yaptiklari ¢alismada molekiiler karakterizasyon i¢in ribozomal
DNA’m 18S Dbolgesini  kullanmiglardir. Calismada parazitin yayginlik ve
yogunlugunun sezonlara gore degistigini ve en dnemlisi ayni soy hattindan gelen
Kudoa tiirlerinin belirli bir dokuyu enfekte ettigi hipotezini destekleyen veriler elde

etmislerdir.

Yurakhno, (2013) yaptig1 caligmada Karadeniz’deki giimiis baliklarmin (Atherina
hepsetus) bobreklerinden Kudoa stellula’m, iki kaya baligi tiiriiniin (Neogobius
melanostomus ve Gobius niger) kas dokusundan Kudoa nova’in varligini tespit

etmistir.

Kvach ve ark., (2014) Avrupa’in dogusundaki istilact kaya baliklarinin (Gobiidae)
parazit faunasi iizerine yaptiklar1 caligmada, Dinyeper’in denize dokiildiigii sulardaki

kum kaya baliklarinda (Neogobius melanostomus) Kudoa nova varligi bulunmustur.

Ozer ve ark., (2018) Karadeniz’de yasayan kaya baliklarinin (Neogobius

melanostomus) kas dokusundan Kudoa niluferi’i, giimiis baliklarinin (Atherina



hepsetus) kas, iiriner kese ve bobreklerinden ise Kudoa anatolica’1 izole etmislerdir.
Bu ¢alismada filogenetik analizler ribozomal DNA’1n kii¢iik alt birimini kodlayan 18S
bolgesi kullanilarak yapilmis ve bu yeni iki tiiriin filogenetik agagta Kudoa nova ile

ayni1 soy hattindan geldikleri bulunmustur.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak Kudoa anatolica ve K. niliiferi (Ozer ve ark. 2018)
tiirlerine ait Myxozoa izolatlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1). Parazit 6rnekleri Sinop
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ahmet OZER tarafindan

temin edilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan izolat Bilgileri

Izolat Tiir Ismi Konake Tiir Doku  Lokalite
Ismi
AO-18 Kudoa anatolica ~ Camuka Bébrek  Sinop

(Atherina hepsetus)

AO-20 Kudoa anatolica  Camuka Kas Sinop
(Atherina hepsetus)

AO-24 Kudoa niliiferi Kum Kaya Baligi Kas Sinop

(Neogobius melanostomus)

3.2 Yontem

3.2.1 Dokulardan Parazit DNA Ekstraksiyonu

Kudoa spp. ile enfekte olmus konak dokularindan toplam genomic DNA izolasyonu
icin Invitrogen PureLink® Genomic DNA Mini Kit kullanilmistir (Sekil 3.1).
Dokulardan izolasyon firetici firmanin direktifleri dogrultusunda asagida belirtildigi

gibi yapilmistir.



Sekil 3.1 Genomik DNA
Izolasyonu igin
Kullanilan Invitrogen
PureLink® Genomic
DNA Mini Kit
» Doku 6rneklerinden hassas terazi (Sekil 3.2) ile tartilip 25 mg alinarak mikro

santrifiij tiiplere aktarilmistir.

Sekil 3.2 Dokularin Tartilmasi Igin

Kullanilan Hassas Terazi
(Radwag AS 220/C/2)



> Mikro santrifiij tiiplere 180 ul PureLink® Genomic digestan buffer ve 20mg/ml

konsantrasyonundaki Proteinase K ¢6zeltisinden 20 pl eklenmistir.

» Mikro santrifiij tiipler bir gece siireyle 55 °C sicakliga ayarlanmig sarsakli
inkiibatorde bekletilmistir (Sekil 3.3). Bu islem sonucunda dokular

parcalanmastir.
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Sekil 3.3 Genomik DNA
Izolasyonunda Kullanilan
Sarsakli Inkiibator (Wisd
WiseCube WIS-20)

» Mikro santrifijj tiipler oda sicakliginda maksimum hizda (13 000 g) santrifii
edilerek pellet ¢oktiiriilmiistiir (Sekil 3.4). Ustte kala supernatantlar yeni mikro

santrifiij tiiplere aktarilmistir.
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Sekil 3.4 Genomik DNA
Izolasyonunda Kullanilan
Santrifiij (Sigma D-37520)

Tiiplere 20 ul RNase A ilave edilip kisa siire vortekslenmis ve oda sicakliginda

2 dakika inkiibe edilmistir.

Mikro santrifiij tliplere 200 ul Genomik Lysis / Binding Buffer ilave edilip

vortekslenmis ve homojen bir soliisyon elde edilmistir.

Daha sonra lizata 200 pl % 99’luk etanol ilave edilmis ve homojen bir soliisyon

elde edilene kadar vortekslenmistir.

Lizatlar 2 m1’lik PureLink® mini kolonlara aktarilarak 10 000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Toplama tiipiindeki s1vi uzaklastirilmis ve mini kolon tekrar

toplama tiipiine takilmistir.

Daha sonra kolon igerisine 500 pul Wash Buffer 1 ilave edilerek oda
sicakliginda, 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki siv1

uzaklastirilmis ve mini kolon tekrar toplama tiipiine takilmistir.
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» Bu islemi takiben kolon igerisine 500 ul Wash Buffer 2 ilave edilerek oda
sicakliginda, maksimum hizda 3 dakika santrifiij edilmistir ve toplama tiipii

atilmastir.

> Kolonlar yeni birer toplama tiipiine aktarilmis ve igerisine 50 pl PureLink®
genomik eliisyon tamponu ilave edilmistir. Tiipler oda sicakliginda 1 dakika

inkiibe edilmis ve daha sonra 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
» Tiiplerin igerisindeki genomik DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 28S rDNA Bdlgesinin PZR ile DNA Yiikseltgenmesi
Bu c¢alismada PZR yiikseltgemeleri i¢in Techne TC-PLUS Thermal Cycler
kullanilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 PZR Yiikseltgemeleri I¢in
Kullanilan Thermal Cycler
(Techne TC-PLUS)

Kudoa spp. orneklerinden 28S rDNA gen bdlgelerinin PZR ile yiikseltgenmesi igin
Kt28S1F (5’-CAA GAC TAC CTG CTG AAC-3) / 28S1R (GTG TTT CAA GAC
GGG TCG-3’) primer ¢ifti kullanilmigtir (Whipps ve ark. 2004). 50 ul’lik PZR
karisimi Cizelge 3.2°de gosterildigi sekilde sekilde hazirlanmigtir.
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Cizelge 3.2 28S rDNA Gen Bolgesinin Yiikseltgenmesi I¢in Yapilan PZR
Karisiminin Icerigi

Icerik X1
(ub)
ddH20 17
2X Master Mix (Sigma) 25
Primer Forward (Kt28S1F) 1.5
Primer Reverse (28S1R) 1.5
Kahp DNA 5)
TOPLAM (pl) 50

PZR yiikseltgemeleri i¢in kullanilan program dongiisii Cizelge 3.3’de belirtildigi
sekilde uygulanmugtir.

Cizelge 3.3 PZR Amplifikasyonu i¢in Kullanilan PZR Programi

Sicakhik Zaman Dongii
IIkin 95 °C 3 dak. X1
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94 °C 1 dak.

Primer Baglanma 49 °C 1 dak. X40

(TD -0.1°C/ Cyc)

Uzama 72 °C 1 dak.

Son Uzama 72 °C 10 dak. X1

3.2.3 DNA’ 1n Jel Elektroforeziyle Yiiriitiilmesi
Genomik DNA izolasyonu ve PZR yiikseltgemeleri neticesinde elde edilen DNA’nin
gozlenmesi ve kontrol edilmesi i¢in elektroforez yiiriitmesi yapilmistir. Elektroforez

uygulamalar1 ic¢in agaroz jel %0.8 konsantrasyonda asagida agiklandigi sekliyle

hazirlanmustir;

» 100 agaroz hazirlamak igin 6ncelikle 0.8 gr toz halindeki agaroz jel (Sigma
A9530-100G) tartilarak Erlenmeyer sisesi i¢erisine konmustur.

» Erlenmeyer icerisine toplam hacim 100 ml olacak sekilde 1X TBE (Tris Borat
EDTA bkz. 3.2.5) tamponu eklenmistir.
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» 1X TBE tamponu igerisindeki agaroz jel mikrodalga firin igerisinde

eritilmistir.

» Agaroz jel sicakligr yaklasik 60-65°C’ye distiigiinde igerisine ethidium
bromide (10 mgr/ml stoktan 4-5 pul) eklenmis ve elektroforez tablasi igerisine
dokiilmiistiir.

» Tabla agaroz jel tamamen donana kadar hareket ettirmeden diiz bir zeminde

bekletilmistir.

Bu sekilde hazirlanan agaroz jel elektroforez tanki igerisine (1X TBE tampon ile dolu)

yerlestirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. DNA nin Yiiriitiilmesi I¢in Kullanilan Elektroforez (Thermo Scientific
EC300XL2-B1)

Genomik DNA ve PZR f{iriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi i¢in ylikleme tamponu
(Fermentas 6X Loading Dye) kullanilmistir. Bu islem i¢in 1 pl yiikleme tamponu, 3
ul DNA ve 2 pl su karigtirilarak jel kuyularina yiikleme yapilmistir. Daha sonra agaroz

jele 10V/em’lik akim verilerek DNA’nin jel igerisinde yiiriimesi saglanmistir.
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3.2.4 28S rDNA Bolgesinin Niikleotit Dizilemesi ve Filogenetik Analizler

PZR ile cogaltilan 28S rDNA gen golgelerinin niikleotit dizilemeleri Macrogen
Europe B.V. (Hollanda) firmasi tarafindan ticari olarak yapilmistir. Niikleotit
dizilemeleri PZR ylikseltgemeleri i¢in kullanilan primer cifti (Kt28S1F / 28S1R)
kullanilarak ¢ift yonlii yapilmistir. Her iki yondeki kalip zincirler {izerinden yapilan
dizileme sonuglart BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak temizlenmis ve
birlestirilmistir. Bu sekilde 6rneklerin 28S rDNA dizileri kontrollii ve dogru bir sekilde
elde edilmistir. Filogenetik analizler i¢in veri seti olusturulmasi amaciyla farkli Kudoa
tirlerine ait 28S rDNA haplotipleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabanindan indirilmistir (Cizelge 3.3). Haplotiplerin homolog
bazlarinin hizalanmasi i¢in ClustalX v. 2.1 (Thompson ve ark. 1997) programi
kullanilmistir. Hizalamalar BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak kontrol edilmis
ve gerekli goriilen yerler diizeltilmistir. Hizalanmis veri setine en uygun evrimsel
modelin seg¢ilmesi i¢in jModelTest v. 0.1 (Posada, 2008) programi kullanilarak AIC
(Akaike Information Criterion; Akaike, 1974) ve BIC (Bayesian Information
Criterion) testleri uygulanmigtir. Haplotipler arasindaki filogenetik iliskilerin ortaya
konulmasi igin genetik uzaklik esasina dayali Neighbor-Joining (NJ) algoritmasinin
yani sira karakter durumlarina dayali Maximum-Likelihood (ML) ve Maximum-
Parsimony (MP) algoritmalar1 kullanilarak 3 farkli filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Bu analizlerden NJ ve MP i¢cin PAUP 4.0b10 (Swafford, 2003) programi
kullanilmigtir. MP analizleri heuristik arastirma metodu, Branch-Swapping ve Tree-
Bisection-Connection algoritmalart kullanilarak yapilmistir. Analizler rasgele 10
tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. Ugiincii algoritma olan ML analizleri ise PHYML v. 3.0
(Guindon ve Gascuel, 2003) programi kullanilarak yapilmistir. Ortaya konulan
filogenetik iliskilerin giivenilirliklerinin test edilmesi i¢in Bootstrap analizleri
yapilmistir. Bu analiz NJ i¢in 10 000, MP ve ML agaclari i¢in ise 1000 tekrarli olarak

yuritilmistir.
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3.2.5 Kullanilan Cozeltiler
3.25.1EDTA(05M)pH8

Stok 100 ml 0.5 M EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya) cozeltisi olarak
hazirlanmistir. Bunun i¢in i¢in 14.6 gram EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya) 80 ml
ddH2O’ya ilave edilmistir. Cozelti manyetik karistirict ile karigtirilirken NaOH
eklenmek suretiyle pH’s1 8’e ayarlanmistir. Daha sonra ddH20 ile son hacim 100

ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir (Durmaz, 2001).
3.2.5.2 TBE (Tris-Borat-EDTA)

1000 ml 10X TBE tamponu hazirlamak i¢in 108 gr Trizma Base (Sigma, Steinheim,
Almanya), 55 gr Borik Asit (Merch, Darmstadt, Almanya) tartilmis ve igerisine 40 ml
0.5M pH: 8 EDTA (bkz. 3.2.5.1) eklenmistir. C6zeltinin son hacmi ddH2O ile 1000
ml’ye tamamlanmistir. Tampon 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
ve 1/10 oraninda sulandirilarak (1X TBE) kullanilmistir (Maniatis ve ark. 1982).
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Cizelge 3.4 Filogenetik Analizlerde Kullanilan izolatlar

Tiir / Vocher Konak Ulke Gen Bank Kaynak
Numarasi

Kudoa anatolica / AO-18 Atherina hepsetus Tiirkiye - Bu ¢alisma
Kudoa anatolica / AO-20 Atherina hepsetus Tirkiye - Bu ¢aligma
Kudoa niliiferi | AO-24 Neogobius melanostomus ~ Tiirkiye - Bu ¢alisma
Kudoa ovivora Thalassoma bifasciatum Panama AY302731 Whipps ve ark. (2004)
Kudoa paraquadricornis / Caranx sexfasciatus Avustralya FJ792752 Burger ve Adlard (2010)
KpCs
Kudoa quadricornis / KqCf2 Carangoides fulvoguttatus ~ Avustralya FJ792754 Burger ve Adlard (2010)
Kudoa grammatorcyni Grammatorcynus Avustralya AY302729 Whipps ve ark. (2004)

bicarinatus
Kudoa neothunni / . .
NH-Ksp-2012YK Thunnus orientalis Japonya AB710385 Abe ve Maehara (2013)
Kudoa monodactyli/ KmMa  Monodactylus argenteus Avustralya FJ792748 Burger ve Adlard (2010)
Kudoa septempunctata Paralichthys olivaceus Gliney Kore AB693040 Matsukane ve ark. (2011)
Kudoa whippsi / NR Ostorhinchus aureus Avustralya JX090296 Heiniger ve ark. (2013)
Kudoa neurophila / Knsl Seriola lalandi Avustralya GuU808774 Burger ve Adlard (2010)

17



Cizelge 3.4 Filogenetik Analizlerde Kullanilan izolatlar (Devami)

Kudoa lethrini / Lf3
Kudoa thalassomi / KtNm

Kudoa yasunagai / Le5
Kudoa thyrsites / Kt3SlI
Kudoa inornata / IF-2009

Kudoa dianae / M0290

Kudoa paniformis

Kudoa cookii / HI3
Kudoa iwatai / K-20110502

Kudoa hemiscylli / 002
Kudoa carcharhini / Ccl

Kudoa scomberi /
NSMT:Pr323
Kudoa crumena / KcTa4

Lutjanus fulviflamma
Neoglyphidodon melas
Lutjanus ehrenbergii
Seriola lalandi
Cynoscion nebulosus
Sphoeroides annulatus
Merluccius productus
Ostorhinchus cookii
Platycephalus sp.
Orectolobus ornatus
Carcharhinus cautus

Scomber japonicus

Thunnus atlanticus

Avustralya
Avustralya
Avustralya
Avustralya
A.B.D.
Meksika
Kanada
Avustralya
Japonya
Avustralya
Avustralya

Japonya

Saint Kitts and

Nevis

JQ026228
HM022136
JQ026229
GU191935
FJ790312
FJ417058
AY302732
JX090303
AB628193
GU446629
GU446630
AB693045

KC139230

Miller ve Adlard (2012)
Burger ve Adlard (2011)
Miller ve Adlard (2012)
Burger ve ark. (2009)
Dykova ve ark. (2009)
Bartosova ve ark. (2009)
Whipps ve ark. (2004)
Heiniger ve ark. (2013)
Abe ve ark. (2011)
Gleeson ve ark. (2010)
Gleeson ve ark. (2010)

Li ve ark. (2013)

Griffin ve ark. (2014)
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Cizelge 3.4 Filogenetik Analizlerde Kullanilan izolatlar (Devami)

Kudoa leptacanthae

Kudoa thunni / NSMT:Pr277-

279

Kudoa trachuri
NSMT:Pr273-275

Kudoa amamiensis / KaAbl
Kudoa kenti / KkPI

Kudoa quraishii
Kudoa cheilodipteri / LI 28S

Kudoa gunterae / KgAsor

Kudoa islandica / Atlwlf/Lmp

Kudoa unicapsula

Kudoa miniauriculata
Kudoa musculoliquefaciens
Kudoa pleurogrammi

Kudoa trifolia

Zoramia leptacantha
Thunnus alalunga

Trachurus japonicus

Abudefduf bengalensis

Plectroglyphidodon
leucozonus

Rastrelliger kanagurta

Cheilodipterus
quinquelineatus

Abudefduf sordidus
Cyclopterus lumpus

Liza ramada

Sebastes paucispinis
Istiophorus platypterus
Pleurogrammus
monopterygius

Liza aurata

Avustralya

Pasifik
Okyanusu

Japonya

Avustralya
Avustralya

Sudi Arabistan
Avustralya

Avustralya

Izlanda

Ispanya
A.B.D.
Japonya
A.B.D.

Ispanya

JQ974030
AB553306

AB553305

FJ792727
FJ792747

KF830722
JX090299

FJ792735
KJ857071

AM490335
AY302730
LC097084
LC097086

AM490336

Heiniger ve Adlard (2012)
Matsukane ve ark. (2011)

Matsukane ve ark. (2011)

Burger ve Adlard (2010)
Burger ve Adlard (2010)

Mansour ve ark. (2014)
Heiniger ve ark. (2013)

Burger ve Adlard (2010)

Kristmundsson ve Freeman
(2014)

Yurakhno ve ark. (2007)
Whipps ve ark. (2004)
Kasai ve ark. (2016)
Kasai ve ark. (2016)

Yurakhno ve ark. (2007)
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Cizelge 3.4 Filogenetik Analizlerde Kullanilan izolatlar (Devami)

Kudoa ogawai Hyperoglyphe japonica Japonya AB636471 Yokoyama ve ark. (2012)

Ceratonova shasta / Coho Salmon A.B.D. FJ981818 Evans ve ark. (2010)
Bartholomew 1G-C0O-902
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4. BULGULAR

Ribozomal RNA’nin biiyiikk alt birimini kodlayan 28S rDNA gen bolgesinden

Kt28S1F / 28S1R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR yiikseltgemeleri sonucunda
beklenilen biiyiikliikte (yaklasik 750 bp) DNA bantlari elde edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 28S rDNA Gen Bélgesinin PZR Yiikseltgeme Uriinlerine Ait Agaroz Jel
Goriintiisii

Macrogen Europe B.V. (Hollanda) firmasi tarafindan PZR yiikseltgemeleri i¢in
kullanilan primer ile (Kt28S1F / 28S1R) iki zincir ilizerinden (¢ift yonlii olarak)
niikleotid dizilemeleri basaril bir sekilde yapilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bu Calismada Yaptirilan 28S rDNA Niikleotid Dizileme islemine Ait
Kromatogram Goriintiisii

Gen bolgesinin ¢ift yonlii olarak yapilan dizilemeleri BioEdit programi kullanilarak
kontrol edilmis ve birlestirilmistir. Bu sekilde dizilemesi yapilan 28S rDNA gen
bolgesinin kismi niikleotid dizileri (yaklasik 730 bp) elde edilmistir (Sekil 4.3).

A 3 = m

10 IE A =S INFES " g Suly =i,
R N N N N N N N R N O O O R R N RN RN RN
- 10 20 30 40 50 60 70 80 -]
AGGARAGTTAGGTATCTCGTCAGAAACTAGCATTGGTTGTTGAACTACAACATGATAACTCTGCATGTAACCACAATGTGATCAACACARAR
ip A CTAGCATTGGTTGTTGAACTACARCATGATAACTCTGCATGTAACCACAATGTGATCAARCACARA
ont 1 GGAAAGTTAGGTATCTCGTCAGAAACTAGCATTGGTTETTGAACTACAACATGATAACTCTGCATGTAACCACAATGTGATCAACACARA

Sekil 4.3. BioEdit Programu Ile Birlestirilen Niikleotid Zincirlerini Gosteren Grafik
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GenBank’tan tanimlanmig Kudoa tiirlerine ait 28S rDNA haplotipleri indirilerek veri
seti olusturulmus ve yeni K. anatolica ve K. niliiferi haplotiplerimizle birlikte ¢oklu
niikleotid hizlamalar1 yapilmistir (Sekil 4.4). Bu sekilde homog bazlar altalta gelecek

sekilde hizalamalar yapilmistir.

Kigernt Tom Colm sy Help

Nate A Mgt e o e 18 e

Sekil 4.4. Bu Calismada Elde Ettigimiz 28S rDNA Haplotipleri ile Farkli Kudoa
Tiirlerine Ait Haplotiplerin Coklu Niikleotid Hizalamalarini Gosteren
Grafik

Filogenetik analizler bu ¢alismada elde ettigimiz K. anatolica ve K. niluferi 28S rDNA
haplotiplerine ek olarak GenBank tan indirilen 37 farkli Kudoa tiirine ait haplotler
kullanilarak  yapilmistir. Olusturulan agaglar Ceratomyxa shasta tiri ile
koklendirilmistir. Analizler 305 polimorfik bolge igeren toplam 703 hizalanmis baz
tizerinden yiriitilmistir. Bununla birlikte veri setindeki toplam mutasyon miktari
(insersiyon ve delesyon mutasyonlari dahil) 523 olarak belirlenmistir. jModelTest v.
0.1 programi kullanilarak yapilan AIC ve BIC testleri sirasiyla TPM3uf+I+G (I: 0.149;
G:0.72) ve HKY+I+G (I: 0.15; G:0.712) baz degisim modellerini Onermistir.
HKY+I+G modeli daha yiiksek Bootstrap degerleri verdiginden bu tez ¢aligmasinda
bu model kullanilarak olusturulan Neighbor-Joining (NJ; Sekil 4.5) ve Maximum-
Likelihood (ML; Sekil 4.6) agaglari verilmistir. Parsimony analizleri 220 sinapomorfik
karakter {izerinden yiiriitiilmiistiir. Analizler sonucunda esit uzunlikta (2486 basamak)

13 agag elde edilmis olup (C1:0.412309; RI: 0.588451; HI:0.587691) bu agaglarin
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konsensiis agacit Sekil 4.7°de gosterilmistir. NJ (Sekil 4.5), ML (Sekil 4.6) ve MP
(Sekil 4.7) algoritmalar1 ile olusturulan filogenetik agaglarda topolojik olarak
fakliliklar gozlenmistir. Bu ¢alismadaki hedef tiirlerden birincisi olan K. anatolica
izolatlart (AO-18 ve AO-20) arasinda %99,8’lik bir 28S rDNA niikleotit dizi
benzerligi belirlenmistir ve bu iki izolat tiim agaglarda %100’liikk Bootstrap degerleri
ile desteklenen ortak bir soy hatt1 olusturmustur. Diger tiiriimiiz olan K. niluferi (AO-
24) ise AO-18 ve AO-20 ile sirastyla 87,2% ve 87,3%/’liik niikleotit dizi benzerligi
gostermis ve K. anatolica ile ortak bir soy hatti olusturmustur. Bu tiirlerin her ikiside
Karadenizin Sinop ili kiyilarindan izole edilip tanimlanmis tiirler oldugundan bu bu
tirlerin olusturdugu soy hatt1 Karadeniz soy hatt1 olarak adlandirilabilir. Bu soy hatti
NJ (Sekil 4.5) ve ML (Sekil 4.6) algoritmalari ile olusturulan filogenetik agaglarda
gozlenirken, MP (Sekil 4.7) agacinda K. cookie tiirii ile birlikte politomi seklinde bir
iliski ortaya koymuslardir. NJ agacinda Kudoa cooki ve K. miniauriculata tiirleri
Karadeniz soy hatti ile iliskili ¢ikmis ve ortak bir soy hatt1 olusturmustur ancak bu
iliski yeterli Bootstrap degeri ile desteklenememistir. Buna karsin ML agacinda ise
Karadeniz soyhatt1 ispanya’dan tanimlanan K. unicapsula ve K. trifoli tiirleri ile ortak
bir soy hatt1 olusturmuslardir. Benzer sekilde bu iligkide yeterli Bootstrap degeri ile

desteklenememistir.
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100 K. gunterae (FI792735)
K. whippsi (1X090290)
K. thyrsites (GU191935)
K. cheilodipteri (JX090299)
K. grammatorcyni (AY302729)
K. neothunni (AB710385)
K. monodactvli (F1792748)
K. lethrini (JQ026228)
K. yasunagai (JQ026229)
K. neurophila (GUB0B774)
K. thalassomi (HM022136)
K. paniformis (AY302732)
K. paraguadricornis (FJ792752)
K. gquadricornis (FJ792754)
K. trifolia (AM490336)
K unicapsula (AM490335)
AO-18 (K. anatolica)
AO-20 (K. anatolica)
AO-24 (K. niluferi)
K. cookii (1X090303)
K. miniauriculara (AY302730)
K. islandica (KJ857071)
% K. inornata (FY790312)
154 K. pleurogrammi (LC097086)
K. septempunctata (AB693040)
K. ovivora (AY302731)
100 K. amamiensis (FI792727)
K. quraishii (KF830722)
og[ K. crumena (KC139230)
K. thunni (AB5533006)
K. kenti (FI792747)
K. scomberi (AB693045)
K. trachuri (AB553305)
K. leptacanthae (JQ974030)
Q4 K. carcharhini (GU446630)
- K. hemiscylli (GUA446629)
K. musculoliguefaciens (LC097084)
K. ogawai (AB630471)
K. iwatai (AB628193)
K. dianae (FI417058)

100

90

100

Ceratomyxa shasta

(FJ981818)

0.05 substitutions/site

Sekil 4.5. Bu Calismada Elde Ettigimiz K. anatolica (AO-18 ve AO-20) ve K. niluferi
(AO-24) 28S rDNA Haplotipleri ile Farkli Kudoa Tiirlerine Ait
Haplotiplerin Filogenetik Iliskilerini Gosteren NJ Agaci. Bu Agac
HKY+I+G Baz Degisim Modeli Kullanilarak Olusturulmus ve
Ceratomyxa shasta Tiirii ile Koklendirilmistir. 50%’nin Uzerinde

Desteklenmis Diigiimler igin Bootstrap Degerleri Aga¢ Uzerinde
Gosterilmistir
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K. thunni

K. trachuri

K. quraishii

K. amamiensis

K. leptacanthae
K. hemiscylli

K. carcharhini
K. musculoliquefasciens
<0 K oga.wal

K. iwarai

K. ovivora
=]

|: K. miniauriculata
K. cookii
[ 100] AO-20 (Kudoa anatolica)
ﬁ{ AO-18 (Kudoa anatolica)
AO-24 (Kudoa nilfuferi)
Loor K. uricapsuia
_[K. trifolia
ar K. vasurnagai
K. lethrini
K. neurophila

K. thalassonzi
K. monodactyli
K. neothunni

K. grammatovcyni
K. whippsi

K. gunterae

K. thyrsites

K. cheilodipteri
K. guadricornis

67

K. paraguadricornis
K. paniformis

K. inornata

K. pleurogrammi
K. islandica

K. septempunciala

K. dianae

— U1

Ceratomyxa shasta

Sekil 4.6. Bu Calismada Elde Ettigimiz K. anatolica (AO-18 ve AO-20) ve K. niluferi
(AO-24) 28S rDNA Haplotipleri ile Farkli Kudoa Tiirlerine Ait
Haplotiplerin Filogenetik Iliskilerini Gosteren ML Agaci. Bu Agac
HKY+I+G Baz Degisim Modeli Kullanilarak Olusturulmus ve
Ceratomyxa shasta Tiirii ile Koklendirilmistir. 50%’nin Uzerinde
Desteklenmis Diigiimler I¢in Bootstrap Degerleri Aga¢ Uzerinde
Gosterilmistir
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100 K. gunterae

K. whippsi
K. thyrsites

K. cheilodipteri

K. paniformis

— K. grammatorcyni
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L':K' lethrini
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K. neurophila

K. thalassomi

K. monodactyli
— K. paragquadricornis

L« quadricornis
— K. trifolia

L & unicapsula
— AO-18 (K. anatolica)

L A0-20 (K. anatolica)

AO-24 (K. niluferi)

K. cookii

K. amamiensis
guraishii
crumend

thunni

trachuri

100
88
47
66
100
69 87
57
100
100
100
K.
) 97 80 K.
62
100 K
K. kenti
K. scomberi
L K
K.
99

leptacanthae

K. carcharhini

55

92

Lk hemiscylli

K. musculoliquefaciens

K. ogawai

K. iwatai

96

K. ovivora

K. miniauriculata
K. islandica
K. inornata

K. pleurogrammi

K. septempunctata

K. dianae

Ceratomyxa shasta

Sekil 4.7. Bu Calismada Elde Ettigimiz K. anatolica (AO-18 ve AO-20) ve K. niluferi

(AO-24) 28S rDNA Haplotipleri

ile Farkh

Kudoa Tirlerine Ait

Haplotiplerin Filogenetik iliskilerini Gosteren MP Agaci. Bu Agac
Ceratomyxa shasta Tiirii ile Kdoklendirilmistir ve 50%’nin Uzerinde
Desteklenmis Diigiimler igin Bootstrap Degerleri Aga¢ Uzerinde

Gosterilmigtir
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Myxozoa grubuna ait Kudoa anatolica ve K. niluferi
parazit tiirlerinin 28S rDNA genlerinin niikleotit dizilerine dayali filogenetik
analizlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu parazitler Karadeniz’in Sinop kiyilarinda
yakalanan Atherina hepsetus ve Neogobius melanostomus konaklarindan izole

edilerek tanimlanmustir (Ozer ve ark., 2018).

Myxosporea 17 familya ve 64 cins igerisinde siniflandirilan yaklasik 2200 tiir igeren
onemli bir balik parazit grubudur (Fiala ve ark., 2015). Bu grup igerisindeki 6nemli
cinslerden biri olan Kudoa Meglitsch, 1947 olduk¢a genis bir cografik alanda
genellikle deniz baliklarini enfekte eden 6nemli bir Myxozoa cinsidir. Bu giine kadar
cins icerisinde 95 nominal tiir tanimlanmistir ve hemen higbirinin yasam dongiisii tam
olarak bilimemektedir (Eiras ve ark., 2014). Bu parazit cinsin iiyeleri histozoik ve
iskelet kaslar1 igerisinden tammlanmistir (Ozer ve ark., 2018). Bu cins icerisindeki
bazi tiirler 6liim-sonrasi et yumusakligina (post-mortem myoliquefaction) sebep
oldugu i¢in ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle akuakiiltiirde 6nem
tasimaktadir, buna ek olarak baz tiirleri gida zehirlenmelerine de neden olabildigi i¢in
insan sagligi agisindan da 6nem tagimaktadir (Burger ve Adlard 2011; Kawai ve ark.,
2012). Bu cinsin sporlar1 tipik olarak her biri polar kapsiil i¢eren dort yada daha fazla
kabuk valfi bulundurmaktadir ve cins igerisinde tiir teshis ve tanimlamalar1 temel
olarak bu sporlarin morfolojilerine ve morfometrilerine dayanmaktadir (Lom ve
Arthur 1989; Whipps ve ark., 2004). Bununla birlikte, Woese ve Fox (1977)’un yaptig
oncii ¢aligma ile baslayan molekiiler filogeni alanindaki gelismeler canlilar arasindaki
evrimsel iligkileri molekiiler seviyede inceleme imkani ortaya koymustur. Kudoa
taksonomiside bu gelismelerden etkilenmis ve son yillarda morfolojik karakterlerin
yani sira molekiiler filogenide teshis ve tanimlamalarda olmazsa olmaz bir hal almistir.
Myxosporea igerisindeki ilk molekiiler tabanli ¢alismalar 1990’11 yillarin ilk yarisinda
yapilmigdir (Smothers ve ark. 1994; Siddal ve ark., 1995). Genel olarak 18S rDNA
oldukga yavag evrimlestiginden, dolayisiyla biiyiik oranda korunmus oldugundan uzak
akraba soy hatlar1 arasindaki filogenetik iligkileri ortaya koymak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sogin 1989). Bununla birlikte genel kabulun aksine bu gen
bolgesinin Myxozoa igerinde oldukg¢a yiiksek oranda varyasyon gosterdigi tespit

edilmistir bu nedenle gliniimiizde inter ve intra-spesifik iligkilerin ortaya konmasinda
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Kent ve ark., 2001). Kudoa cinsi i¢in ilk garpici
molekiiler tabanli ¢alisma Hervio ve ark.,, (1997) tarafindan yapilmis olup
arastirmacilar 18S rDNA gen bolgesini genetik markor olarak kullanmiglardir.
Ilerleyen donemlerde 1s1 sok protein (hsp70) ve ITS-1 gibi farkl1 genetik markorler de
bu cins i¢in kullanilsa da ¢ok anlamli sonuglar elde edilememistir (Whipps ve Kent
2006), dolayistyla giiniimiizde Kudoa cinsini de kapsayan Myxosporea grubu igin
temel genetik markor olarak 18S rDNA kullanilmaktadir. Diger Myxosporea grubu
cinslerinden farkli olarak Kudoa cinsi i¢in 18S rDNA’ya ek olarak 28S rDNA gen
bolgesi de yaygin olarak kullanilmaktadir, bu nedenle tanimlanmis pek ¢ok Kudoa
tiiriine ait 28S rDNA haplotipi GenBank’ta hali hazirda bulunmaktadir. Bu ¢alismada
Karadeniz’den tanimlanan iki Kudoa tiiriiniin (Kudoa anatolica ve K. niluferi) 28S
rDNA gen bolgesine dayali filogenisi yapilmustir. Ug farkli algoritma (NJ, ML ve MP)
kullanilarak  olusturulan filogenetik agaclarda topolojik olarak fakliliklar
gbzlemlenmistir. Ayrica internal diigiimlerde Bootstrap degerleri ya elde edilememis
yada %50 nin altinda kalmigtir. Bu durum bizim kanimizca 28S rDNA gen bélgesinin
yiiksek miktarda varyasyon igermesinden kaynaklanmaktadir. Bir cinsin biitlin
tiirlerini kapsayan yada daha yiiksek taksonomik seviyedeki filogenetik analizler i¢in
kullanilan genetik markdriin yeterli varyasyon yaninda korunmus bolgelerde icermesi
gerekmektedir. Yukarida belirtildigi iizere 18S rDNA bu amag i¢in uygundur, buna
karsin 28S rDNA daha fazla varyasyon igermektedir. Bu durum bir avantaj gibi
goriinse de evrimsel agidan uzak 6rnekler iceren genis veri setleri iizerinde ¢aligilirken
tam tersi olarak dezavantaj olusturmaktadir. Bu durumun temel nedeni homolog
bazlarin dogru sekilde hizalanamamas1 dolayisiyla bir homoplazi durumunun ortaya
¢ikma olasiligidir. Ayrica bolge yiiksek miktarda insersiyon veya delesyon mutasyonu
igerdiginden hizalama sonucunda ¢ok miktarda bosluk (gap) olugmaktadir, bu durum
filogenetik a¢idan 6nemli pek ¢ok verinin (niikleotitin) analizlerde kullanilamamasina
(missing data) neden olmaktadir. Bu nedenle bizim sonuglarimiz 28S rDNA gen
bolgesinin Kudoa cinsi ve muhtemelen tiim Myxozoa i¢in tiir i¢i yada yakin iligkili

tiirler arasindaki iliskilerin ortaya konmasi i¢in kullanilmasini isaret etmektedir.

Ozer ve ark., (2018) 18S rDNA niikleotit dizileri kullanarak yaptiklar: filogenetik
analizlerde, tanimladiklar1 K. anatolica ve K. niluferi tiirlerinin yine Azak Denizi’den

Neogobius melanostomus’dan izole edilmis K. nova izolati ile ayn1 soy hatt1 icerisinde
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yer aldigimi belirtmigler ve bu bulguya dayanarak Kudoa cinsi igerisinde Karadeniz’e
0zel bir soy hatt1 olabilecegini ifade etmislerdir. K. nova diinyanin farkli bolgelerinden
ve farkli balik tlirlerinden rapor edilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismalar morfolojik
tabanli olup molekiiler veri icermemektedir. Pascual ve ark., (2012) K. nova’nin tiir
tanim1 anlaminda genis bir morfolojik plastisite gosterdigini dolayisiya gergekte
icerisinde birden fazla tiir barindiran bir kompleks olabilecegini ifade etmislerdir.
Ayrica bu tiliriiniin Karadeniz i¢in endemik bir tiir oldugunu sdylemislerdir. Bu ¢alisma
kapsaminda 28S rDNA niikleotit dizileri kullanarak olusturdugumuz filogenetik
agaclarda Karadeniz’den tanimlanan K. anatolica ve K. niluferi tiirleri ortak bir soy
hatti olusturdugundan bu gen boélgesininde 18S rDNA gen bolgesi gibi Kudoa cinsi
icerisinde Karadeniz’e 6zel bir soy hatt1 olabilecegi diislincesini desteklemistir.
Bununla birlikte elimizde K. nova izolat1 olmamasi ve ayrica GenBank’ta bu tiire ait
bir 28S rDNA haplotipinin bulunmamas bir eksiklik olarak ortaya ¢ikmustir. ilerleyen
asamalarda daha fazla sayida K. anatolica ve K. niluferi izolatlarina ek olarak
Karadeniz’den izole edilmis K. nova izolatlarida temin edilerek 28S rDNA niikleotit
dizileri belirlenecek ve bu Karadeniz soy hattinin varligi net olarak ortaya

konulacaktir.

Sonug olarak bu calismada daha énceden Ozer ve ark., (2018) tarafindan Kudoa cinsi
icerisinde varlig1 6nerilen Karadeniz soy hattina dair daha fazla molekiiler kanit elde
edilmistir. Ancak bu hipotezin dogrulugunun kanitlanmasi i¢in daha K. nova
izolatlarinin yan1 sira daha fazla sayida K. anatolica ve K. niluferi 6rnegine ihtiyag
vardir. Ayrica elde edilen diger bir sonugta 28S rDNA gen bolgesinin yliksek miktarda
varyasyon i¢cermesinden dolay1 tiir i¢i yada ayni soy hatti i¢erisindeki yakin iligkili
tiirler arasindaki filogenetik iliskileri ortaya koymak igin ideal bir genetik markor

oldugudur.
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