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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DNA DizZiSi TABANLI OLARAK RAPHIDASCARIS ACUS’UN MOLEKULER
TANIMLAMASI

Mine KESKIN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Mehmet Oguz OZTURK

Bu arastirmada, miize materyali olarak etil alkol ortaminda korunan Raphidascaris acus
tiriiniin (Nematoda, Ascarididae) 5.8S gen dizisi lizerinden molekiiler tanimlamasi
yapilmistir. 5.8S rRNA gen bolgesi dizi verileri, anatomik ve morfolojik yapilarina gére
tanimlamasi yapilan R. acus tiirliniin taksonomik konumunu dogrulamistir. Bu siiregte,
0zel olarak tasarlanan AcusF ve AcusR primerleri kullanilmistir. gDNA (5.8S rRNA)
geninin 750 bp kismi belirgin niikleotidleri, her numuneden dogrudan dizilenmistir.
Arastirmada incelenen 12 R.acus Ornegine ait 5.8S gen dizilerinde higbir niikleotid
varyasyonu tespit edilmedi. 5.8S hizali niikleotid dizileri bakimindan, bu arastirmanin
Raphidascaris acus izolatlar1 (MK271779-MK271790) ile iki R.acus izolati
(KT633862, KM047505) arasinda minimum varyasyon goriilmiistiir. Buna karsin,
AY603537 R.acus izolat1 ile %4.11 farklilik bulunmustur. R.acus izolatlarimiz, dort
Raphidascaris  tirti  ile (JN102362.1 Raphidascaris longispicula, FJ009682.1
Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris lophii, KR232377.1 Raphidascaris
macrouri) %13.03-14.97, GQ215514.1 Eustrongylides sp. dis grubu ile %26 farklilik
gostermistir. Ayrica bu ¢aligma sonuglar ile etanolde fikse edilen ve uzun siire etanolde
korunan R.acus gDNA'larinin hasar gormedigini ve rutin olarak c¢ogaltilabildigi

gosterilmistir.
2019, ix + 36 sayfa

Anahtar Kelimeler: DNA, Esox lucius, PZR, Raphidascaris acus



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF RAPHIDASCARIS ACUS (BLOCH, 1779)
(RAPHIDASCARIDIDAE) BASED ON DNA SEQUENCES

Mine KESKIN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetic
Supervisor: Prof. Mehmet Oguz OZTURK

In this study, the molecular identification of the Raphidascaris acus species (Nematoda,
Ascarididae), which is protected as a material in the ethyl alcohol environment, was
carried out on the 5.8S gene sequence. The 5.8S rRNA gene region sequence data
confirmed the taxonomic position of the R. acus species, which was identified
according to their anatomical and morphological structures. In this process, specifically
designed AcusF and AcusR primers were used. 750 bp partial certain nucleotides of the
gDNA (5.8S rRNA) gene was sequenced directly from each sample. No nucleotide
variations were detected in the 5.8S gene sequences of the 12 R.acus samples examined
in the study. In terms of the 5.8S aligned nucleotide sequences, the minimum nucleotide
variations were detected between the present Raphidascaris acus isolates (MK271779-
MK271790) and the two R.acus isolates (KT633862, KM047505).0On the other hand,
AY603537 R.acus isolate showed 4.11% difference. Our R.acus isolates differed by
three Raphidascaris species (JN102362.1 Raphidascaris longispicula, FJ009682.1
Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris lophii, KR232377.1 Raphidascaris
macrouri) 13.03-14.97%, GQ215514.1 Eustrongylides sp. external group 26%. In
addition, the present data showed that R.acus gDNAs fixed in ethanol and preserved in

ethanol for a long time were not damaged and routinely reproduced.

2019, ix + 36 pages

Keywords: DNA, Esox lucius, PCR, Raphidascaris acus
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1. GIRIS

Organizmalarin molekiiler o6zellikleri, onlarin yeniden tanimlanmasi veya benzer
taksonlarla karsilastirilmasi {izerine yapilan ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir
(Smith 1984). Ornegin, anisakid nematodlarin yumurta, larva ve yetiskinlerinin tiir
seviyesinde tanimlanmast i¢in ITS1, ITS2 ve 5.8S gibi niiklear rDNA bolgeleri
molekiiler belirte¢ olarak basariyla kullanilmaktadir (Chilton et al. 1995, Zhu et al.
1998, 2000, 2001, Zhang et al. 2007, Fang et al. 2010, Testini et al. 2011).

Son zamanlarda anisakid tiirler iizerine yapilan caligmalarda, hem morfolojik
tanimlamalar hem de genetik 6zellikler sunulmaktadir (Li ef al. 2012a, b, Shamsi et al.
2008, 2009). Bununla birlikte, daha 6nceki yillarda morfolojik ve anatomik 6zelliklerine
gore tanimlanmis olan tiirlerin molekiiler 6zelliklerinin de ortaya g¢ikarilmasi giliniimiiz
taksonomistlerinin ¢aligsma alanlarindan birini olusturmaktadir (Xu et al. 2012, Zhang et

al. 2007, Zhu et al. 1998, 2000, 2001, Jahantab ef al. 2014, Simsek et al. 2016).

Bir Anisakid nematod olan Raphidascaris acus (Bloch 1779), Holarktik bolgedeki
Esocidae, Salmonidae, Anguillidae, Gadidae familyalarindaki baliklarin sindirim
borusunda parazit olarak yasayan kozmopolit bir tiirdiir (Moravec 1994). Tiirkiye’deki
cesitli balik tiirlerinde Raphidascaris acus olgusu klasik anatomik, morfolojik ve
molekiiler yontemler yardimiyla tanimlanmistir (Oztiirk vd. 2000, Kir ve Tekin-Ozan
2005, Akmirza ve Yardimct 2014, Simsek vd. 2016). Bununla birlikte, Uluabat Golii
(Bursa) turna baliklarindaki (Esox [lucius L.) Raphidascaris acus'un molekiiler

Ozelliklerinin belirlenmesi iizerine arastirma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci; Uluabat Golii (Bursa)’'ndeki Esox lucius L.’dan izole edilen ve
miize materyali olarak korunan Raphidascaris acus Srneklerinin 5.8S gen dizi bolgesi
tanimlamaktir. Elde edilecek genetik verilerle, anatomik ve morfolojik 6zelliklerine
gore teshisi yapilan Raphidascaris acus tiiriiniin taksonomik konumu dogrulanacaktir.
Ayrica calismada elde edilecek verilerle, kiiresel 6lgekte yapilacak olan Raphidascaris

acus tiiriiniin genetik cesitliliginin belirlenmesi ¢alismalarina katki saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Turna Bahg (Esox lucius)'min Sistematik, Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Turna baliginin sistematik konumu Kuru (2011) tarafindan asagidaki sekilde

stralanmustir.

Alem : Animalia

Sube : Chordata

Grup II : Craniata
Altsube : Gnathostomata
Ustsinif : Pisces

Sinif : Osteichthyes
Altsinif : Actinopterygii
Usttakim : Teleostei
Takim : Esociformes
Alttakim : Esocoidei
Familya : Esocidae
Cins : Esox

Tir : Esox lucius Linnaeus, 1758 (Turna balig)

Turna baligt (Esox lucius Linnaeus, 1758) tim kuzey yarimkiirede dogal yayilis
gosteren, Holoarktik kokenli bir balik tiiriidiir (Resim 2.1). Soguk su balig1 olarak
siniflandirilmaktadir. Bu tiiriin yasadigi su sicaklik tolerans araligi yiiksek oldugu icin
Avrupa ve Asya sularina adapte olmustur. 12 m den daha az derinlikteki si1g sular ile
sucul makrofitlerin yasadig1 bolgeler, ideal yasam ortamlarini olusturmaktadir (Craig
2008). Ulkemizin i¢ sularinda genellikle, Sakarya ve Seyhan nehirleri ile Biiyiik
Cekmece, Kiigiik Cekmece, Sapanca, Manyas, iznik, Uluabat (Apolyont), Aksehir,
Eber, Isikl1 (Civril) gollerinde yasamaktadir (Geldiay ve Balik 1999).



Turna baliginm bilimsel ismi Esox lucius’dur. Ulkemizin farkli bolgelerinde Turna,
Uzunca, Oklama, Disli, Yilan Baligi, Ordek Gaga, Yesilbas ve Civi Balig1 gibi yoresel
isimlerle bilinmektedir (Geldiay ve Balik 1999, Celiktas 2009).

Turna balig1 60-150 cm boyuna ve 15-25 kg agirli§ina sahip yirtict bir baliktir. Viicudu
uzun, yanlardan hafifce basik ve kiigiik pullarla kaplhidir. Basin anterior tarafi oldukca
uzun ve yassilasmis olup kiiregi andirmaktadir. ileri dogru uzamis alt ¢ene kenarlarinda
kuvvetli, sivri ve eklemli disler bulunur. Ust cene ise kisa ve dissizdir. Ozel agiz ve
cene yapist nedeniyle kendi biiylikliigiiniin yarisina yakin baliklar1 rahatlikla
yutabilmektedir. Basin dorso-lateralinde yer alan gozler, ileri ve yukari dogru bakar
konumdadir. Pektoral ve abdominal yiizgegler kiiciik olmasina karsilik, daha gelismis
olan dorsal ve anal yiizgegler, viicudun posterior tarafina kaymistir. Abdominal, anal ve
dorsal yilizgecler kirmizimsidir. Yiizgeglerin bu pozisyonu balifin daha hizli yiizmesine
ve ani atak yapmasina biiyiik kolaylik saglamaktadir. Viicudun dorsal tarafi zeytin
yesili, agik yesil ve mavimsi ya da kahverengi olabilmektedir. Bu nedenle rahatlikla
yasadig1 ortamda kamufle olabilmektedir. Karin bolgesi ise daima agik sar1 veya kirli
beyazdir. Boylar1 150 cm, agirliklarnt 35 kg kadar ulasabilmektedir. Ulkemizde
genellikle 15-20 kg agirhiginda bireylere rastlanmaktadir (Geldiay ve Balik 1999,
Celiktas 2009).

Genellikle gollerde goriilen bu tiir, bazen akarsularda ender olarak da aci sularda
yasamaktadir. Karnivor beslenme 6zelligindeki bu balik; balik, kurbaga ve su kuslari
gibi cesitli canlilarla beslenmektedir. Cinsel olgunluga 4-5 yasinda ulagsmaktadir.
Yumurta birakma periyodu Mart-Nisan aylarindadir. Disi baligin biiytikliigiine bagh
olarak yumurta sayis1 degismektedir. Yaklasik 5 kg agirligindaki bir disi balik 90 000
adet yumurta verebilmektedir. Yumurtalarin ¢ap1 2-3 mm ve renkleri kavunigidir

(Geldiay ve Balik 1999).



Resim 2.1 Turna baliginin genel goriiniimii (Akkent ve Oztiirk 2017).

2.2 Raphidascaris acus’un Taksonomik Konumu

Arastirma materyali olan Raphidascaris acus’un taksonomik konumu, GBIF | Global

Biodiversity Information Facility veri tabani easas almarak olusturulmustur (Int.

Kyn.1).

Kingdom: Animalia

Phylum: Nematoda

Class: Secernentea

Order: Rhabditida

Family: Raphidascarididae

Genus: Raphidascaris Raillet and Henry, 1915

Species: Raphidascaris acus (Boch 1779)



2.3 Raphidascaris acus’un Morfolojik ve Anatomik Ozellikleri

Enine ¢izgili kiitikiile sahip, beyazimsi orta boy bir nematodlardir. Agzin terminalinde
tic biiylik dudak yer almaktadir. Dudaklarin 6n kismi iki lobludur. Dorsal dudakta iki
lateral c¢ift papilla; her bir subventral dudak bir yanal amphid ve bir papillaya sahiptir
(Resim 2.2b). Yanal yakalar (alae), subventral ve dorsal dudaklarin kaide kismindaki
bolgeden baslar ve posteriorde kuyruk orta kismina kadar uzanmaktadir (Resim 2.2A).
Ara dudaklar yoktur. Dudaklarin kaide kisimlarindaki pedunkulat yapilari ile kiitikiil
ozellikteki yakalarin varligi bu tiir i¢in karakteristiktir (Jahantab et al. 2014).

Kass1 ve bezsi olmak iizere iki kisimdan meydana gelen 6zofagus ¢ubuk seklindedir.
Kasli 6zofagus, anteriordan posteriora kismen genislemekte ve viicut uzunlugunun %8-
13'i kadar uzunluga sahiptir. Bezsi 6zofagusun uzunlugu yaklasik olarak ayni olup
ventrikiiler apandis nispeten uzundur. Bosaltim ac¢iklig1, sinir halkasinin arka kisminda
ve ventralde bulunmaktadir (Sekil 2.1c). Bagirsak ¢ekumu yoktur. Her iki eseyde
kuyruk koniktir. Fakat erkeklerde kuyruk ventrale dogru kavislidir (Oztiirk 1995,
Jahantab et al. 2014) (Sekil 2.1e,f; Sekil 2.2 b,c).

Erkeklerde viicut uzunlugu 19,512-36,585 pum, maksimum genislikleri ise 366—731
um’dir. Dorsal dudak 72-93 pm uzunlugunda, maksimum genisligi 75—-105 pm olup
subventral dudaklar ise 70-98 pm uzunlugunda ve maksimum genisligi 70—105 um’dir.
Ozofagus 2,352-3,528 um uzunlugunda ve viicut uzunlugunun %8,9-13,3"inii
olusturmaktadir. Anterior ugtan sinir halkasinin uzakligi 461-784 pum’dir. Ventrikulus
glandiiler 108-225 um uzunlugunda, 98-196 um genisliginde olup ventrikiiler apandis
1.098-1,715 pum uzunlugundadir. Ejakiilatér kanal 686—1,666 um uzunlugundadir.
Spikiiller yaklagik esit uzunlukta ve 688—863 um (750 £ 62.5)’dir. Ayrica hafif kavisli
olup distal uglar1 oval, proksimal uclar1 ise fan seklindedir (Sekil 2.b). Spikiiller
ejakiilator kanal uzunlugunun %48,44-114,41’ini ve viicut uzunlugunun %2.01-3.71'ini
olusturmaktadir. Kloakin anterior ucunda median konumlu bir papil bulunmaktadir.
Kuyrugun u¢ kisminda phasmidler yer almaktadir. Kuyruk kavisli ve 117-196 pm
uzunluga sahiptir (Jahantab et al. 2014).



Disilerde viicut 20,244-44,634 pum uzunlugunda, maksimum genisligi 415-1,097
um’dir. Dorsal dudak 72-98 pum uzunlugunda, maksimum genislik 79 um olup
subventral dudaklar 68—105 pm uzunlugunda, maksimum genisligi 70—100 pum’dir.
Ozofagus 2,156-4,606 pm uzunlugunda ve viicut uzunlugunun da %8,5-12,8 um 'sini
olusturmaktadir. Anterior ugtan sinir halkasinin uzakligi 441-588 pm’dir. Ventrikiil 98—
265 pm uzunlugunda, 98-274 pm genisliginde olup ventrikiiler apandis 539—-1,616 um
uzunlugundadir. Vulva anteriordan 11.956-6,517 pum uzaklikta olup, viicut
uzunlugunun  %25,35-29,08’lik anterior kisminda yer almaktadir. Oviduktiin
posterioriinde ¢ok kivrimli ve uzun ovaryumlar yer almaktadir. Vulvanin posterioriinde
kasli vajina bulunmaktadir. Konik sekilli kuyrugun u¢ kisminda phasmidler yer
almaktadir. Kuyruk uzunlugu ise 225-470 um’dir (Jahantab et al. 2014).

200 pm

Resim 2.2 Raphidascaris acus'a ait elektron mikrograflari. A: dorsal ve subventral dudaklarin
tabanlar1 arasinda lateral yaka. B: subventral dudaklar arasinda iiggen yiikseklik
bulunmamasi. Olgek gubuklari, A: 20 um, B: 50 um (Jahantab et al. 2014).



Sekil 2.1 Raphidascaris acus'un karakteristik kisimlarma ait c¢izimler: A, B: sefalik ug, C:
anterior kisim, D: vulva bolgesi, diginin arka kismi, F: erkegin arka kismi. Olgek
cubuklari, A, B: 100 pm, C—F: 200 pm (Jahantab et al. 2014).



Sekil 2.2 Raphidascaris acus'un genital bolge kisimlarna ait ¢izimler: A: disi bireyde vulva
agiklig1, B: erkek bireyde posteridr u¢ kisim, C: disi bireyde posteidr ug kisim. Olgek
c¢ubugu 50 um (Oztiirk 1995).

2.4 Raphidascaris acus’un Tayin Anahtar1

Raphidascaris acus’un  tiir tayin anahtarinin  hazirlanmasinda Bykhovskaya-
Pavlovskaya vd. (1962)’den yararlanilmistir.

la. Bagirsak mevcut, viicudun anterior ucunda probosis yok ........... Nematoda .......... 2
1b. Bagirsak yok, viicudun anteriér ucunda kancalarla donanimli probosis var ...........
....................................................................................... Acanthocephala
2a. Kuyruk bolgesi phazmid veya lateral bezli, kaudal bezler yok, kaudal kuyruk
cogunlukla mevcut, amfidler por sekilli ................ .. Subclass Phasmidea ............ 3
2b. Kuyruk bolgesinde phazmidler mevcut; kaudal bezler mevcut, bazen yok; amfidler
cepsi, tlipsii, nadiren por sekilli ... Subclass Aphasmidea
3a.Ug biiyiik dudak genellikle mevcut, biiyiik dudaklarin arasinda ii¢ intermedial dudak
siklikla mevcut, 6zofagus genellikle ampul sekilli .................. Ordo Ascaridida .... 4
3b. Iki lateral dudak veya alt1 ilkel dudak mevcut, dudak bazen yok, kasli anterior ve
bezli posterior olmak tlizere 6zofagus genellikle iki kistmdan olusur, hic ampulsii degil

....................................................................................... Ordo Spirurida



4a. Bastan sona halka serileri seklindeki kiitikiil ile kapli, halkalarin arka kenarlar
arkaya yonlendirilmis dikenlerle donanimli ...................co Familya Goeziidae
4b. halka yapilar1 olmayan kiitikiillii ................... Familya Anisakidae................. 5
S5a. Bagirsak kanali bir kor g¢ekumlu, anterior bagirsak ¢ekumu mevcut ......
........................................................................................... Porrocaecum

5b. Bagirsak kanali bir kor c¢ekumlu, posterior 0Osafagal c¢ekum mevcut.....

6. Solucanlarin kiitikiilii bastan sona enine cizgili. Kiitikiil anteriorden ventrikiil
seviyesine kadar belirgin servikal yaka var. Yemek borusu silindirik, uzunlugu boyunca
tekdlize genislikte. Erkeklerde 17 ¢ift preanal ve 4 ¢ift postanal papilla var. Spiculler
ventrale dogru kavisli. Disilerde vulva, viicudun birinci ve ikinci {ligte iki orani arasinda

bir yerde bulunmakta .....................ooci, Raphidascaris acus (Bloch 1779)

2.5 Raphidascaris acus Uzerine Yapilan Molekiiler Calismalar

Simsek vd. (2016), Biiyilk Menderes Nehri’'nden yakalanan 30 adet Avrupa yilan
baliginda (Anguilla anguilla 1.) Raphidascaris acus tiirline rastlamigtir. Bu parazit
tiiriin ribozomal DNA (rDNA) Internal Transcribed Spacer (ITS-1, ITS-2 ve 5.8S)’nin
dizi sekans analizleri yapilmis ve sonugta bu nematodun R. acus oldugu dogrulanmastir.
Yilan baliginda tespit edilen R. acus izolatinin (GenBank erisim numarasi: KT633862)
ITS gen bolgeleri (ITS-1 ve ITS-2) ve 5.8S bolgesinin ikili hizalamalar1 sonucunda
Hazar Denizi (KM047505) ve Polonya, Vistula Lagiinii’'nden (AY603537) izole edilmis
R. acus izolatlari ile arasinda sirastyla %0.0 ve 1.9 oranlarinda tiir i¢i niikleotit farklilig

saptanmistir.

Jahantab vd. (2014), Hazar Denizindeki turna baliklar1 (Esox lucius L.)’ndan 20 adet
Raphidascaris acus 6rnegi toplamistir. Numuneler 151k ve taramali elektron mikroskobu
kullanilarak incelenmistir. Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1), 5.8 S ve ITS2 igceren
ribozomal DNA'nin (rDNA) dizilenmis ve bu tiir i¢in genetik belirte¢ olarak
sunulmustur. Raphidascaris acus (Bloch 1779) tiiriine ait allopatrik populasyonlar (Iran,

Polonya, Cekya, Kanada) morfolojik ve genetik olarak karsilastirilmistir.



2.6 Ascarid Tiirler Uzerine Yapilan Molekiiler Calismalar

ITS bolgelerinin ve 5.8S'in; ascaridoid tiirler i¢indeki sibling ve morfotiirlerin dogru
tanimlanmasi i¢in yararli genetik belirtecler sagladigi gosterilmistir (Kellermanns et al.
2007, Klimpel et al. 2007). Belirte¢ olarak niiklear ribozomal DNA'nin (rDNA) Internal
Transcribed Spacer (ITS) kullanilarak; yumurta, larva ve erigkin evrelerindeki
ascaridoid nematodlarin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi i¢in uygun oldugu ifade
edilmistir (Zhu et al.1998, Zhang et al. 2007, Zhu et al. 2000, Du et al. 2010, Fang et al.
2010, Testini et al. 2011, Pekmezci et al. 2014).

ITS1, 5.8S ve ITS2'yi igeren ribozomal DNA (rDNA) bdolgesinin, tiir seviyesinde
anisakid tiirlerin tanimlanmasi i¢in bir genetik isaretleyici olarak rol oynadigi

gosterilmistir (Chilton et al. 1995, Zhu et al. 1998, 2000, 2001, D'Amelio ef al. 2000).

Xu vd. (2012), bes farkli baliktan nematod numuneleri toplayip, ribozomal DNA'nin
Internal Transcribed Spacer (ITS) analiz ederek tanimlamislardir. Analiz edilen 6rnekler
arasinda hedef niikleotid dizileri i¢inde boyut ve niikleotid polimorfizmlerinde herhangi
bir degisiklik tespit edilmemistir. Elde edilen bilgiler, bu az bilinen nematodun dogru

teshisini kolaylagtirmaya katkida bulunmustur.

Abe (2011), Japon giimiis baligi olan, Hypomesus transpacificus nipponensis‘in
abdominal duvarinda Eustrongylides ignotus ve bagirsaklarinda Raphidascaris gigi ‘yi
ilk defa tanimlamistir. Bu parazitlere ait ITS analizleri %99 oraninda benzerlik
gostermistir. Bu giine kadar yapilan arastirmalara gore, Japon giimiis baliginda bu
parazitlere daha once rastlanilmamistir. Bu nedenle, H.transpacificus nipponensis'de

E.ignotus ve R. gigi'nin bulunmus olmasi ile yeni bir konak tespit edilmistir.

Giiney Cin Denizi'ndeki Uroconger lepturus (Richardson) (Anguilliformes: Congridae)
bagirsak ve midesinden tamimlanan Raphidascaris (Ichthyascaris) longispicula sp.
nov'un ribozomal DNA'sinin Internal Transcribed Spacer dizileri (ITS) analiz edilerek
yakindan iliskili nematodlarin dizileri ile karsilastirma yapilmistir. Molekiiler analizler,

morfolojik gbézlemlere dayanan bu tiiriin gecerliligini desteklemistir (Li ez al. 2012).
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Pérez-i-Garcia vd. (2015), Akdeniz’de yasayan ve iki derin su balig1 olan fare baliginda
(Nezumia aequalis) ve uzun burunlu fare balig1 (Trachyrincus scabrus)’nin mide ve
politirik ¢ekumda yeni bir tiir olarak Raphidascaris macrouri n. sp. (Anisakid)
tanimlamistir. Isik ve taramali elektron mikroskobu incelemeleri sonucunda bu yeni
tiirlin Raphidascaris Railliet and Henry, 1915'in diger dort tiirli ile benzer morfolojik
ozellik tasidigini goérmiistiir. Bu sonuglarin desteginde Macrouridae familyasindan ilk
subgenus bildirilmistir. Ayrica ITS1, 5.8S, ITS2 bdlgesi dizilerinin analiz sonuglari

Raphidascaris macrouri n. sp'in homolojisini dogruladig: belirtilmistir.

2.7 Dizileme ve Aga¢ Yapiminda Kullanilan Baz1 Yontemler

2.7.1 Mesafe Tabanh Metotlar

Biitiin taksonlar arasindaki uzaklifa dayanarak olusturulan filogenetik agaclardir.
Belirli bir dizi grubundaki her bir ¢ift arasindaki degisikliklerin sayisini temel alinarak
olusturulan bir yontemdir. Uzaklik metotlariyla hizalanmis diziler arasindaki
farkliliklarin miktarlarina goére aga¢ olusturulmaktadir.(Mount 2001). Bu metotlarla

yapilan analizler diger metotlardan kolay ve daha hizlidir (Freeman and Herron 1999).

2.7.1.1 Kiimeleme tabanli metotlar

Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA)

Taksonlar1 eldeki verilerin uzakliklarina gére algoritmik olarak diizenleyip kiimeleyen
bir metottur. Bu metotla olusan agaglar koklii agacglar ve kokten tiim uglara esit
uzunlukta dallara sahip olan agaglardir (Xiong 2006). Oncelikle en yakn iki takson
gruplanir, daha sonra taksonlar arasi uzakliklarla biitiin taksonlar gruplandirilir.

Taksonlar, uzaklik arttikca birbirlerinden farklilasmaya ve yeni gruplara girmeye

baslamaktadir (Morrison 1996).
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Neighbor-Joining (NJ)
1987 yilinda Saitou ve Nei tarafindan ileri siiriilmiis bir yontemdir. Bu yontemle
olusturulan agaclar kokslizdiir ve koksiiz filogenetik agaclarin en basit metodunu

olusturmaktadir (Xiong 2006).

Bu yontemler ¢ok hizli ve basittir. UPGMA’da dal uzunlugu esit ve kokli agag

olusturulurken NJ’de dal uzunluklan farkli ve koksiiz agaglar olusturulmaktadir.

2.7.1.2 En iyi Durum Tabanh Metotlar

Genellikle genis veri setleri i¢in kullanilan metotlardir.

Fitch-Margoliash (FM)

Esit evrimlesme hizi varsayimini g6z ardi ederek genetik uzakliklarla evrim agaci
olusturan bir yontemdir (Fitch and Margoliash 1967). NJ yontemiyle elde edilen
topolojinin ¢aprazlama kontroliinii yapmak i¢in kullanilmaktadir (Aydin 2015).

Minimum Evolution (ME)

Dal uzunlugu bulunurken cebirsel esitlik kullanilmaktadir. Olusan agaclar arasindan en
uygun olani seg¢ilmektedir. Uzun bir DNA ya da amino asit dizisi kullanildig:
durumlarda ME agaci tercih edilmektedir. Kullanilan niikleotitlerin veya amino asitlerin

sayis1 az oldugu durumlarda NJ metodu kullanilmaktadir (Nei et. al. 1998).

2.7.2 Karakter Dayalh Metotlar

Taksonlardaki farkli karakterlerin varlig1i esasina dayanmaktadir. Her bir taksondaki
canliya ait olan karakterlere ait molekiiller dizilenmektedir (Sarigam ve Miistak 2015).
Bu metotlar fazla emek ve zaman isteyen metotlardir. Bu yontemde kullanilan

algoritmalar Maximum Parsimony, Maximum Likelihood ve Bayesian Inference’dir.

2.7.2.1 Maksimum Parsimony (MP)

Bu yontem incelenen diziler ile uyumlu bir aga¢ elde etmek i¢in gereken en az
mutasyonlarin belirlenmesi esas alinir. Parsimoni tutumluluk, giivenirlilik, olabilirlik
demektir. Hesaplama kolayligindan dolay: istatistiksel 6zellikleri kapsamli bir sekilde

incelenebilmektedir (Saitou and Imanishi 1989). Bir DNA veya amino asit dizisinin
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evrimsel degisimini aciklayabilmek i¢in gereken en az sayida mutasyon degisiklik
sayist her topoloji i¢in hesaplanarak bulunmaktadir. Dizilerin az ve dizi ciftleri
arasindaki benzerliklerin fazla oldugu durumlarda en iyt MP analiz sonucu elde
edilmektedir. MP ile agaclarin olusturulmasinda kesin yaklasimlar, dizi sayisi az oldugu
durumlarda kullanilmakta ve tiim agaglar incelemektedir. Tahmini yaklasimlar ise ¢ok
sayida dizi varliginda kullanilarak olas1 tiim agac¢lar gézden gecirilerek en uygun agac
belirlenir. (Freeman and Herron 1999). En iyi aga¢ olarak en kiigiik mutasyon
degisiklik sayisin1 gosteren topoloji se¢ilmektedir (Saitou and Imanishi 1989, Nei et al.

1998).

2.7.2.2 Maksimum Likelihood (ML)

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda ortaya atilmis bir metottur (Felsenstein
1987). Bu yontem varyasyonlarin ortaya ¢ikma olasiliklarini tanimlamaktadir. Ayrica
belirli dal uzunluklar1 bilinen agacin DNA dizi setini elde etme olasiligini

verebilmektedir (Freeman and Herron 1999).

2.7.2.3 Bayesian Analizi

Bayesian Thomas Bayes (1702-1761) tarafindan olusturulmustur. Bu yontem rastgele
bir degisken icin olasilik dagilimi iginde kosullu olasiliklar ile arasindaki iliskiyi
gostermektedir. ML ve Bayersian yontemleri yayinlarda c¢ik sik  kullanilan

yontemlerdendir (Freeman and Herron 1999).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Arastirma Alam1 Olan Uluabat Gélii’niin Genel Ozellikleri

Calisma alam Uluabat (Apolyont, Apollonia) Gélii, Bursa-izmir Karayolu’nun 30.
km'sinde yer alan tektonik ozellikli bir g6ldir (Resim 3.1). Gol 28, 60° D boylamu ile
40, 17° K enlemi arasinda yer almaktadir. 24.623 hektar yiiz 6l¢limiine sahip gol deniz
seviyesinden yaklasik 10 m yiikseklikte yer almaktadir. Uluabat golii Mustafa Kemal
Pasa Cay1 ve havzaya diisen yagislarla beslenmektedir (Oztiirk 1995).

Uluabat Golii (Bursa) sulama, su iiriinleri avciligi ve giliniibirlik hafta sonu dinlenme
yeri olarak turizm amagh kullanilan 6nemli bir sulak alandir. Uluabat Goéliinde 9 farkli
familyaya ait 21 balik tiirii bulunmaktadir: Carassius gibelio (Bloch 1782), Vimba vimba
(Linnaeus 1758), Alburnus alburnus (Linnaeus 1758), Blicca bjorkna (Linnaeus 1758),
Scardinius erythrophthalmus (Linnaeus 1758), Rutilus rutilus (Linnaeus 1758), Barbus
plebejus (Bonaparte 1832), Tinca tinca (Linnaeus 1758), Chalcalburnus chalcoides
(Giil-denstaedt 1772), Rhodeus sericeus (Jordan and Thompson 1914), Pseudorasbora
parva (Temminck and Schlegel 1846), Cobitis sp. (Linnaeus 1758), Siluris glanis
(Linnaeus 1758), Alosa maeotica (Grimm 1901), Mugil cephalus (Linnaeus 1758),
Sygnathus sp.( Linnaeus 1758), Gobius fluviatilis (Pallas 1811), Knipowitschia sp.
(Iljin 1927), Anguilla anguilla (Linnaeus 1758), Cyprinus carpio (Linnaeus 1758), Esox
Iucius (Linnaeus 1758), Scardinius erythroptalmus (Linnaeus 1758), (Cimar et al.
2013).

3.2 Arastirma Numuneleri
Oztiirk vd. (2000) tarafindan, Uluabat Golii (Bursa)’ndeki turna baligi (Esox lucius
L.)’nmin bagirsagindan izole edilen ve %70 etanol i¢inde depolanmis halde miize

materyali olarak korunan Raphidascaris acus numuneleri arastirma materyali olarak

kullanilmistir.
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3.3 DNA izolasyonu

Analizler ic¢in, miize materyali olarak korunan oOrnekler arasindan Raphidascaris
acus’lar rastgele se¢ilmistir. DNA izolasyonu, EurX GeneMATRIX Tissue-Bacterial
DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilarak elde edilmistir
(https://eurx.com.pl/manuals/en/E3551-TissueBacterial.pdf). Orneklere ait gDNA’nin
safligin1 kontrol etmek icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda

spektrofotometrik dl¢iim yapilmistir.

Uluabat Gola OKA = GOL —

Resim 3.1 Uluabat Gélii haritasi (int. Kyn.2).
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Resim 3.2 Miize materyali olarak korunan Raphidascaris acus numuneleri

Resim 3.3 Bu calisma icin rastgele secilmis Raphidascaris acus numuneleri.
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Resim 3.4 Raphidascaris acus’tan gDNA izolasyonu

3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

R.acus orneklerine ait gDNA’nin PZR ortaminda ¢ogaltimi i¢in 30 ul’lik su ortam
hazirlanmigtir: 1 pl gDNA, her primerden 10 mM, 15 mM MgCl,, her bir ANTP’den 20
mM ve 5 U TaqPolimeraz (Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase).
PZR isleminde R.acus numuneleri i¢in 6zel olarak tasarlanan  AcusF
5'"CACAGCGAGTTGCACACAT3' ve AcusR 5"CCAACAAGCAACACATGCTC3’
primerleri kullanilmistir. Primerler ve konumlar1 Cizelge 3.1 de listelenmigstir. PZR
reaksiyonu su periyotlar 6zelinde gerceklestirilmigtir: 95°C’de 5 dakika 35 dongiiyii
takiben ilk denatiirasyon, 95°C’de 45 saniye ve denatiirasyon, 57°C’de 45 saniye ve
anneling, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C’de 5 dakika son bir final uzamasi. Daha
sonra sicaklik 4°C’ye diisiiriiliip PZR tamamlanmistir. PZR {iriinleri agorose jel
elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bantlar (gDNA) jelden kesilmistir. EurX
GeneMATRIX Agarose Out DNA piirifikasyon kiti (Polonya) kullanilarak

saflastirilmistir.
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Cizelge 3.1 R. acus’un 5.8S rRNA genini ¢ogaltma ve dizileme i¢in kullanilan primerler

Hedef gen Primerler Dizileme (5°-3’ yonil) Kaynak
5.8S AcusF CACAGCGAGTTGCACACAT Bu calisma
(rRNA) AcusR CCAACAAGCAACACATGCTC Bu ¢alisma

3.5 Dizileme, Veri Analizi ve Agac¢ Olusturulmasi

R. acus’a ait saflastirilmig PZR firtinleri dogrudan AcusF ve AcusR primerleri ile ABI
3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) (Macrogen

Hollanda laboratuari) kullanilarak dizilenmistir.

Niikleotid dizileri Mega 7.0 ¢oklu dizi hizalama ClustalW2 yazilimi1 kullanilarak
hizalanip elle ayarlanmistir. 5.8S rRNA gen dizilerinin homoloji arastirmasi FASTA
programi (EMBL; http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/nucleotide.html) ve BLAST
algoritmasi kullanilarak gerceklestirilmistir. Genetik mesafeler, Mega 7.0'da ¢ift yonlii

silme yontemli Tamura Nei iki parametreli model kullanilarak hesaplanmaistir.

Diger R.acus tiirleriyle Mega 7.0’da Maksimum-Likelihood (ML) yontemi ile yapilan
agag sekil 4.1 de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyon Bilgileri

Bu aragtirmada, 25 yildir etanol ortaminda muhafaza edilen 14 Raphidascaris acus
(Nematoda, Ascarididae) bireyinin gDNA ekstraksiyonu ile molekiiler tanimlamasi iki
asamada calisiimistir. Ik asamada calisilan R1, R2, R3, R4 nolu drneklerlerden R4 nolu
ornege ait bant dogru hizalanmamustir. Ikinci asamada c¢alisilan RA1-RA10 nolu
orneklerden ise RA2 nolu 6rnekte gDNA {iriinii hi¢ elde edilmemistir. Diger 6rneklerin
tamaminda tek bir desen ve gilivenilir bant kaydedilmistir. gDNA geni bant boyutu 750
bp olarak belirlenmistir (Resim 4.1).

RA1 RA2 RA3 RA4 RA5 RA6 RA7 RA8 RA9 RA10 R4  Lladder

1000 bg

900 bg
80O bg

0
S G TR N RS D T oo b

600 bg

500 bg

i

Resim 4.1 Rapidascaris acus tiirlerine ait 5.8S rRNA genine ait PZR {iriinlerinin agaroz jel
goriintlisii ve Marker DNA
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4.2 Dizileme Verileri

5.8S rRNA geninin 750 bp niikleotidleri, her numuneden dogrudan dizilenmistir. 12
R.acus bireyine ait 5.8S geni dizileme verileri, GenBankta kayit altina alinmigtir
(Cizelge 4.1). Orneklere ait 5.8S genin higbirinde niikleotid varyasyonu tespit

edilmemistir (Resim 4.2).

Cizelge 4.1 Incelenen R. acus numunelerine ait bilgiler

Cografik Konak Toplanma  Fiksatif Numune DNA GenBank Kabul No
yer balik  tarihi no izolasyonu
30.12.1993 R1 Var MK271779
30.12.1993 R2 Var MK271780
30.12.1993 R3 Var MK271781
30.03.1993 R4 ANOMALI ---
— 30.03.1993 RA1 Var MK271782
’g § 05.03.1993 RA2 YOK
E;, § 05.03.1998 = _ RA3 Var MK271783
& T aoaws 2 RA4  Var MK271784
£ %’ 21.04.1993 RAS Var MK271785
22 2104199 RAG Var MK271786
03.03.1993 RA7 Var MK271787
03.03.1993 RAS Var MK271788
07.04.1993 RA9 Var MK271789
07.04.1993 RAI10 Var MK271790
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Resim 4.2 Bu ¢aligmada elde edilen Raphidascaris acus izolatlar1 (MK271779-MK271790) ile
AY603537.1 Raphidascaris acus, KT633862.1 Raphidascaris acus, KM047505.1
Raphidascaris acus, FJ009682.1 Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris
lophii, JN102362.1 Raphidascaris longispicula, GQ215514.1 Eustrongylides sp.
izolatlarina ait 5.8S niikleotid dizi hizalama verileri
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Bu c¢alismada elde edilen Raphidascaris acus izolatlar1 (MK271779-MK271790) ile
AY603537.1 Raphidascaris acus, KT633862.1 Raphidascaris acus, KM047505.1
Raphidascaris acus, FI009682.1 Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris
lophii, JN102362.1 Raphidascaris longispicula, GQ215514.1 Eustrongylides sp.
izolatlarina ait 5.8S niikleotid dizi bulgular1 Resim 4.2 de, farklilik degerleri ise Cizelge
4.2 de verilmistir. Buna gore, 5.8S hizali niikleotid dizileri bakimindan, bu arastirmanin
Raphidascaris acus izolatlar1 (MK271779-MK271790) ile iki R.acus izolati
(KT633862, KM047505) arasinda 9%0.41°lik bir farklilik goriilmiistiir. Buna karsin,
AY603537 R.acus izolat1 ile %4.11’lik farklilik tespit edilmistir. R.acus izolatlarimiz,
dort Raphidascaris tirii ile (JN102362.1 Raphidascaris longispicula, FJ009682.1
Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris lophii, KR232377.1 Raphidascaris
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macrouri) %13.03-14.97 arasinda bir farklilik géstermistir. Ayrica bu ¢alisma sonuglari
ile etanolde fikse edilen ve uzun siire etanolde korunan R.acus gDNA'larinin hasar

gormedigini ve rutin olarak ¢ogaltilabildigi gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Raphidascaris acus izolat1 ile farkli lokasyonlardaki izolatlarin 5.8S niikleotit dizi
farkliliklariin (%) ikili karsilastirilmasi
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4.3 Agac Verileri

Kismi niikleotit dizilerine dayanan analiz, Raphidascaris acus'un morfolojik temelli
taksonomik konumunu desteklemistir (Sekil 4.1). 5.8S gen dizi verilerine gore
olusturulan 1iliski, bu ¢alismada kullanilan Raphidascaris acus bireylerinin,
AY603537.1 Raphidascaris acus, KT633862.1 Raphidascaris acus, KM047505.1
Raphidascaris acus, FI009682.1 Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris
lophii, IN102362.1 Raphidascaris longispicula, KR232377.1 Raphidascaris macrouri,
GQ215514.1 Eustrongylides sp. ile birlikte aymi grupta yer aldigini dogrulamistir.
Ayrica mevcut veriler, etanolde fikse edilen ve uzun siire etanolde korunan R.acus
gDNA'simin hasar gérmedigini ve rutin olarak ¢ogaltilabildigini ve ¢ogaltilabilecegini

gostermistir.

27



R1 PR

A Flaos

RAS Raoe

RAL H s

KTEI35E2.1 Flaous

KMO47305.1 Rlaos

g7 RAIR
RIfaos

R Raox
R R

B0 |rag s

RAT0 Racus

RAS Faous

RAT Haous

L AYEI353T.1 Rlacus

JHATEE | Rlongispicula
FI009652 1 R frickiue
100 \_[
79 LIFa0aate.| Rl

5215514.1 Eusrong yide 5.

0.050

Sekil 4.1 Segilen 6rneklerin 5.8S gen dizilerinden ¢ikarilan maksimum olabilirlik agaci.
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Sekil 4.1 deki agacin en u¢ kisminda R1 ve R2 nolu 6rneklerin yer aldigi ve bunlar
RAS ve RA9 numunelerinin takip ettigi goriilmiistiir. Ilging bir sekilde KT633862 ve
KT047505 nolu R.acus izolatlarinin s6z konusu dort izolata (R1, R2, RAS, RA9) gore
bu calismada izole edilen diger izolatlara daha ¢ok benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikmaistir.
Diger yandan AY603537 R.acus izolati, agacin karst ucunda RA7 ve RAG6 izolatlariyla
daha fazla benzerlik gostermistir. Ayrica agacin kol ayrimina yakin bolgede yer alan
RA8 ve RAI10 izolatlar1 bu konumlariyla, JN102362.1 Raphidascaris longispicula,
FJ009682.1 Raphidascaris trichiuri, JF809816.1 Raphidascaris lophii tiirlerine, diger
izolatlara gore daha yakin benzerlik tasidiklar1 goriilmiistir. GQ215514.1
Eustrongylides sp. dis grup olmasi nedeniyle beklendigi ilizere agagta farkli bir ayrigma

kolu meydana getirmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Parazit organizmalarin var olan taksonomik problemlerini ¢6zmek ve larval
gelisimlerinin herhangi bir asamasinda onlar1 dogru olarak tanimlayabilmek giintimiiz

taksonomisinin 6nemli ¢aligma alanlarindan biridir (Kijewska et al. 2002).

Parazitik yasam gosteren bir takson olan Ascaridae familyasi i¢indeki tiirlerin dogru
tanimlanmast i¢in ITS1, ITS2 ve 5.8S rRNA gen boélgesi yararli genetik belirtegler
olarak tanimlanmistir (Jahantab et al. 2014, Li et al. 2012, Pekmezci et al. 2013, Simsek
et al. 2016, Zhu et al. 1998). Bu nedenle, son zamanlarda 6zellikle yeni anisakid tiirleri
ile ilgili c¢alismalarda, hem morfolojik tanimlama hem de genetik belirtegleri
sunulmaktadir (Li et al. 2012, Shamsi et al. 2008). Bu calismada da, Uluabat Golii
(Bursa)’ndeki turna baliklarinda daha 6nce morfolojik olarak tanimlanan Raphidascaris

acus (Oztiirk et al. 2000)’un, rRNA 5.8S geni ilk defa tanimlanmustir.

Bu caligsmada elde edilen R.acus izolatlarina ait ITS dizi sonuglari, KT633862 R.acus ve
KMO047505 R.acus izolatlar1 ile %99-100 Ozdeslik gostermistir. Bununla birlikte,
Vistula Lagiinii (Polonya) AY603537 R.acus izolatlar ile dizi benzerlik olgusu %96-
100 arasinda degismistir. izolatlar aras1 bu ITS dizisi varyasyonlar1 ve dzdeslikleri,
izolatlarin allopatrik dagilis alanlar1 arasindaki mesafeye bagli olarak ortaya cikan

muhtemel gen akis izolasyonunun bir gostergesi olabilir.

Sonu¢

Sonug olarak, bu calismada, bir tatlisu golii olan Uluabat Golii (Bursa)’'ndeki Esox
lucius L.’da parazit olarak yasayan Raphidascaris acus’un, 5.8S gen dizisi ilk defa bu
caligma ile tanimlanmistir. S6z konusu genin bant boyutu 750 baz ¢ifti (bp) olarak
belirlenmistir. Tlgili dizi verileri, anatomik ve morfolojik yapilarina gore tanimlamasi
yapilan R. acus tiiriiniin taksonomik konumunu dogrulamustir. Incelenen 12 R.acus
izolat1 gen dizilimi bakimindan kendi aralarinda tam 6zdeslik gostermistir. Caligmada
elde edilen veriler Raphidascaris acus’un, monotipik veya politipik 6zelliginin
anlasilmasina ve allopatrik populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin ortaya
cikarilmasima katkida bulunmustur. Ayrica, uzun siire etanolde korunan R.acus

gDNA'siin hasar gérmedigini ve rutin olarak ¢ogaltilabildigini gostermistir.
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