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YENI TUR Paradiplozoon bingolensis SP. N.’IN TUR TESHISI VE SU
KIiRLILIGI ACISINDAN SITOGENETIK ANALIZI

OZET

Monogenea, dogrudan ve basit fakat benzersiz bir yasam dongiisiine sahip, agirlikli
olarak balik parazitlerinden olusan bir gruptur. Monogeneanlar {izerine yapilan
sitogenetik analizler ¢ok azdir. Ancak bu tiirlerin kromozomlarinin 6zellikleri hakkinda
yeni, dnemli bilgiler verirken taksonlar igindeki filogenetik iliskilerin ¢oziilmesine de
yardimc1 olabilir. Bu ¢aligma, yaygmn bir dr. balikk (Garra rufa) paraziti olan
Paradiplozoon bingolensis Sp. n.'in kromozomlar1 hakkinda yeni verileri ortaya
koymaktadir.

Bu tiirtin karyotipi yedi ¢ift telosentrik (t) kromozomdan (2n=14t, TLC=44,55 pm)
olusur. Sonuglar, Paradiplozoon bingolensis Sp. n.'in Diplozoidae familyasinda yeni tiir
olarak kabul edilebilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Paradiplozoon bingolensis Sp. n., sitogenetik, karyotip, tiir teshisi,
su kirliligi, Garra rufa, doktor balik, Bingdl.



NEW SPECIES Paradiplozoon bingolensis Sp. n.'S SPECIES
DIAGNOSIS AND CYTOGENETIC ANALYSIS IN TERMS OF
WATER POLLUTION

ABSTRACT

Monogenea are a group of predominantly fish parasites with a direct and simple but
unique life cycle. Cytogenetic analyzes on monogeneans are scarce. However, while
providing new, important information about the characteristics of the chromosomes of
these species, it can also help unravel phylogenetic relationships within taxa. This study
is a common Dr. fish (Garra rufa) parasite Paradiplozoon bingolensis Sp. reveals new
data about the chromosomes of n.

The karyotype of this species consists of seven pairs of telocentric (t) chromosomes
(2n=14t, TLC=44.55 um). Results, Paradiplozoon bingolensis Sp. n. can be considered as
a new species in the family Diplozoidae.

Keywords: Paradiplozoon bingolensis Sp. n., cytogenetics, karyotype, species
identification, water pollution, Garra rufa, doctor fish, Bingol.



1. GIRIS

Cyprinidae familyasi tiir sayis1 bakimindan en zengin balik familyalarindan biridir ve
diinyanin farkli bolgelerine yayilmistir. Tiirkiye’de bulunan kemikli baliklarin biiytik bir
kism1 (30 cins ve 70 tiirii) bu familyaya aittir ve iilkemizin her bdlgesindeki tatli su
kaynaklarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Ornegin, Garra cinsi baliklar iilkemizin dogu
ve giiney bolgelerinde bulunmakta olup, 6zellikle “doktor balik” olarak adlandirilan,
Sivas ¢ermiklerinde yiiksek sicaklikta yasayan ve bircok hastaligin tedavisinde kullanilan
Garra rufa (Heckel, 1843) (Sekil 1.1), Cyprinidae familyasina aittir ve Bing6l ili
akarsularinda da yaygin olarak yasamaktadir (Kuru, 1979; Kuru, 1980; Grabda, 1991,
Venere vd., 1997). Ulupinar ve ark. (2013), Murat Nehri ve bagli akarsu kollarinin
Bing6l ili smirlan iginde kalan kisminda, balik faunasinin ortaya konulmasi amaciyla
yaptiklart bir ¢alismada; 1°i Mastacembelidae, 1’i Bagridae, 18’i Cyprinidae, 2’i
Balitoridae, 1’i Cobitidae ve 2’si de Sisoridac familyasina ait 25 tiir tespit etmis olup, bu
taksonlardan Cyprinidae familyas1 hem tiir sayis1 hem de bu tiirlere ait birey sayilar
bakimindan en baskin familya oldugunu, Garra rufa’nin Chondrostoma regium ile birlikte
ozellikle Bingdl 1li kaplicalarina yakin kaynaklarda bolca bulundugunu kaydetmislerdir
(Ulupmar ve Koyun, 2021).

"""l"‘"m!f"""mmﬁ"f"
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Sekil 1.1. Doktor balik [Garra rufa (Heckel, 1843)]



Ancak, baraj yapimi ve asir1 aveilik gibi nedenlerden dolayi tespit calismalar1 yapilmig
olan balik faunasinda ilerleyen zamanlarda degisiklikler meydana gelebilmektedir. Diger
taraftan morfolojik karakterlerin yetersiz kaldig1 durumlarda bazen tiir teshislerinde de
stipheli durumlar ortaya ¢ikabilmektedir. Yanlis tiir tespitleri nedeniyle bir arastirmacinin
belirli bir bolgede var dedigi balik tiirinlin diger bir aragtirmaci tarafindan yok denildigi,
s6z konusu tiiriin gergekte farkli bir tiir oldugu belirtildigi ¢cok kez yasanmistir. Benzer
durum parazitler de dahil bir¢ok canli organizma i¢in de yaygin olarak karsilagilan bir
husustur. Bu nedenle birgok sistematik¢i, morfolojik analizler sonucu karar verilen
tiirlerin genetik analizlerinin de yapilmasini tavsiye etmislerdir. Oyle ki, yapilan cesitli
genetik aragtirmalar sonucu bazi tiirlerin sistemati§inde genus diizeyinde dahi
degisiklikler meydana gelebilmektedir. Ornegin; Ulkemizdeki Barbus tiirleri ile Murat
Nehri’nde de iiyeleri bulunan Nemacheilidae familyasinda ve Acanthobrama (Heckel,
1843) genusunda morfolojik taksonomi iizerinde tartigmalar hala devam etmektedir ve
genetik analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Banarescu and Bogutskaya, 2003; Prokofiev,
2009; Yildirim ve ark., 2012; Ulupinar ve ark., 2013).

Dolayistyla morfoloji, habitat ve davranig oOzellikleri bakimindan oldugu kadar
taksonomik olarak ta genis bir cesitlilige sahip olan canli gruplar1 arasindaki akrabalik
iligkilerinin tam tespit edilebilmesi icin karyolojik ¢alismalarin da yapilmasi, tiir
teshislerinde artik sitogenetik analizler ve/veya diger molekiiler genetik yontemlerin de
kullanilmas1 gerekmektedir. Aksi takdirde, Ornegin degisebilen dis morfolojik
karakterlere gore yapilan sistematik ¢alismalarda, birbirine yakin ve morfolojik olarak
ayirt edilemeyen tiirlerin, alttiirlerin ve izole olmus gruplarin siniflandirilmasinda metrik
ve meristik karakterlerin yetersiz kalacagi ve tiirler arasindaki farkliliklarin kesin olarak
ortaya konulamayacagi asikardir. Elbette bolgesel farkliliklar da goriilebilir. Ornegin;
Karahan (2007), Mersin bolgesinden, Hatay Asi Nehrinden, Kahramanmaras Andirin
Deresi’nden ve Sivas Balikli Kaplica’dan G. rufa tiirii ile Mardin Savur Nehri’nden G.
variabilis tiirii 6rneklerini morfometrik ve sitogenetik yonden karsilagtirmis olup, G.
variabilis’in ayrintili karyotipini ilk kez tanimladigi ¢alismasinda istatistik analizler

sonucu bolgeler arasindaki farklar1 anlamli bulmustur.

Bu tezin aragtirma konusunu olusturan Paradiplozoon bingolensis Sp.n.’in dahil oldugu

Monogenea sinifi bireyleri ile ilgili durum da yukarida anlatilanlardan ¢ok farkli degildir.



Bu sinif iiyeleri; ¢ogunlukla baliklarin deri ve solungaclarinda parazit olarak yasayan
onemli bir monoksen (monoxenous) helmint grubudur. En dar konukcu araligia sahip
(smirlt sayida konukguda yasayan) parazitik bir grup olarak kabul edilirler ve bu da
biiyilkk morfolojik degisikliklerine yol agar. Diplozoidaec familyasi ise sadece bir
konakgida benzersiz bir yasam dongiisline sahip olmasi ile karakterize edilir. Bununla
birlikte, bir yetiskinin gelisimi, kalic1 ¢iftlesme adi verilen dikkate deger bir fenomeni
gerektirir. Bir bireyin birey olusumunu tamamlamak i¢in, diporpa ad1 verilen iki larva

evresini birlestirmek ve bunlar1 organ sistemleri diizeyinde birbirine kenetlemek gerekir.

Monogenea simnifinin  siiflandirilmasi, birgok soru igermektedir. Bu gruplar;
davranislarina, morfometrik 0Ozelliklerine, molekiiler belirteclerine veya biitiin bu
kriterlerin kombinasyonlarina gore siniflandirilir. Diplozoidae familyasi diger familyalara
gore lizerinde daha ¢ok c¢alisma yapilmis bir familya olmasina ragmen hala genetik
arastirmalara ihtiya¢ duyulan bir alandir. Elbette taksonomik siniflandirma ve filogenetik

iligkileri incelemenin en 6nemli yollarindan birisi sitogenetik analizlerdir.

Bu calisma ile Civanova ve ark. (2013) tarafindan Murat Nehri’nin bir kolu olan Gyniik
Cayr’ndan toplanan Garra rufa (Heckel, 1843) (Cyprinidae) baliginin solungaclarindan
alman ve morfometrik teshisi sonucu yeni bir Diplozoid tiirii oldugu belirlenen
Paradiplozoon bingolensis Sp.n.’in (Civanova, et al. 2013) kromozom yapisinin ve
sayisinin ilk kez ortaya konulmasi ve s6z konusu tiir teshisinin yeniden irdelenmesi,
ayrica su Kkirliligi durumunun bir gostergesi olarak mikroniiklei testi yapilmasi

amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Hiicre boliinmesi, temel hiicre siireglerinden biridir. Hiicre boliinmesi ile hiicre sayisi
artar. Hiicrelerin boliinme yetenegi ise her bir canli organizmanin kendine 6zgiidiir ve her
hiicrenin genetik bilgisinde kodlanmistir. Genetik bilgi, kromozomlarda meydana gelen

lineer bir DNA molekiiliinde gizlidir (Kuglik, 2000).

Hiicre boliinmesi iki eslestirilmis siirece ayrilabilir:

e Biiyiime faz1 [interfaz]
e Boliinme faz1 [gekirdek boliinmesi (mitoz) ve hiicrenin iki kardes hiicre olusturan

sitoplazma boliinmesi (sitokinez)].

Boliinme stireci, DNA replikasyonu ile baslar, ardindan kromozomlarin ve sitoplazmanin,
her biri ana hiicrenin genetik materyalinin tam bir kopyasini alan iki yeni yavru hiicreye
dagilimi izler. Bu siire¢ i¢in karakteristik olan olaylar dizisine hiicre donglisii denir
(Sumner, 2003). Hiicre dongiisii, hiicrenin baglangicindan hiicrenin iki yavru hiicreye
ayrildig1 asamaya kadar olan dénem olarak tanimlanir. 1953’te bilim adami1 Howard ve

Pelc hiicre dongiisiinii dort asamaya ayirmastir (Sekil 2.1):

» G1 asamasi (postmitotik/presentetik),
» S fazi (sentez),

» G2 faz1 (postsentetik),

» M faz1 (mitoz).

Hiicre dongiisii olduk¢a diizenlidir. Her fazin siiresi, besinlerin mevcudiyetine ve hiicre
etrafindaki biliylime faktorlerinin konsantrasyonuna baglhidir. Hiicre dongiisii kontrol
noktalar1 (hiicrenin hasarli DNA’y1 tanimasini1 ve dokularin dengesiz, asir1 biiylimesini

onlemesini saglarken, hasarli veya yipranmis hiicrelerin  degistirilmesini  ve



kosullara/gelisimsel ihtiyaclara goére yeni hiicrelerin olusmasini saglayan) hiicre

mekanizmalar1 vardir (Lodish, 2008).

2.1. interfaz

Interfaz: G1, S ve G2 olmak iizere ii¢ asamada ilerler. Hiicre dongiisii i¢in gereken
toplam siirenin en az %91°i kadar siiren yiiksek metabolik aktivite zamanidir. Ttim hiicre
tiplerinde interfazin amaci, hiicre dongiisiiniin farkli bir asamasinda gerceklesen hiicre

boliinmesine hazirlanmaktir (Cooper ve Hausman, 2000).

Cell growth

Cell Division —

Sekil. 2.1. Hiicre dongiisiiniin sematik goriiniimii (Miller, 2010)



2.2. G1 Faza

Hiicrenin boliinmeye devam edip etmeyecegini veya uykuda olup olmayacagini belirleme
olasilig1 olan, biiylime asamasi olarak adlandirilan interfaz igindeki ilk asamadir. Bu,
G1/S siklinleri tarafindan diizenlenen G1’den S’ye gegcis olarak adlandirilan ilk hiicre
dongiisti kontrol noktasidir. Daha fazla boliinme i¢in hazirlik durumunda, hiicrenin ana
gorevleri, gerekli mRNA ve proteinlerin biiylimesi ve sentezidir. Bu tiir hiicreler S fazina
girebilir. Aksine hiicre, DNA hasarina tepki olarak hiicre dongiisiinli durdurabilir ve artik
boliinemez. Bu durum GO fazi i¢in karakteristiktir ve artik boliinmeye ihtiyag duymayan
tamamen farklilasmis, cogalmayan hiicrelere 6zgiidiir. Sporadik olarak hiicreler, gerekirse

GO fazindan G1 fazina tekrar girebilir ve tekrar boliinmeye baglayabilir (Pardee, 1989).

2.3.S Faza

Bu asamada hiicredeki DNA miktar1 eslenir. Her kromozom iki katina ¢ikar, yani iki
kardes kromatidi vardir. Bu replikasyon, bir sonraki hiicre neslinde mutasyon riskini en

aza indirmek i¢in asir1 dogrulukla ger¢eklesmelidir (Bartek ve digerleri, 2004).

2.4. G2 Fazn

Ikinci bilyiime evresi sirasinda organeller ve diger hiicresel yapilar kopyalanir. Hiicrenin
mitoz i¢in sistematik bir hazirlig1 vardir. Hiicre biiyiir ve yeni bilesikler olusur. Fazin bir
kismi, DNA replikasyonunun diizgiin yapilip yapilmadigint ve ¢ekirdegin boliinme igin
hazir olup olmadigint kontrol eden ikinci hiicre dongiisii kontrol noktasidir (O’Connell
vd., 2000).

2.5. Mitoz Fazi

Cekirdegin boliinmesi (mitoz) ve sitoplazmanin, organellerin ve hiicre zarimin bdliinmesi
(sitokinez) ile olusan hiicre dongiisiinlin nispeten kisa donemidir. M evresi sirasinda
hiicre, tiim hiicre bilesenlerini yeniden diizenler ve bunlar1 genetik olarak birbirine 6zdes
iki yavru hiicreye esit olarak boéler. M fazi boyunca, ¢ekirdek zarfi tamamen yok olana

kadar bozulur ve hiicrenin yeniden yapilandirilmasina izin verir. Kromozomlarin



kivrilmast ve yogunlagmasinin eslik ettigi bu asama, kromozomlarin yavas yavas kisalan
ve spirallesen uzun lifler gibi goriindiigi mikroskobik olarak siklikla gozlenir.
Sentromerlerdeki baglanti, hiicrenin zit kutuplarina giden kromatitlerin esit dagilimini
saglar. 1§ kontrol noktas1 olarak bilinen son kontrol noktasi, metafaz/anafaz gecisinde
gerceklesir ve tiim kardes kromatitlerin is mili mikrotiibiillerine dogru sekilde baglanip
baglanmadigini inceler (Musacchio ve Hardwick, 2002). Mitoz siireci, kronolojik sirayla

siralanan bes farkli asamaya ayrilabilir: Profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz.

Profaz sirasinda boliinme igin gerekli tiim yapilar toplanir ve gereksiz yapilar yok edilir -
cekirdek zar1 bozulmaya baglar ve mitotik bir igcik olan bolme aparati olugur. Kromatin
lifleri ayr1 kromozomlarda yogunlagmaya baslar. Nucleolus, ribozomal genler (rDNA)
etrafinda toplanmis biiyiik bir niikleer alandir. Ribozom tiretiminden sorumludur ve
profaz sirasinda kaybolur, bu nedenle mitoz sirasinda rDNA transkripsiyonu durdurulur

(Gébrane-Younes ve digerleri, 1997; Hernandez-Verdun, 2011).

Prometafazda, c¢ekirdek zarfi parcalanir, ¢ekirdek sitoplazma ile birlesir ve ardindan
mitotik igciklerin mikrotiibiilleri kromozomal kinetokora baglanir (Chan ve digerleri,
2005).

Bir sonraki asama olan metafaz, maksimum kromozom yogunlasmasi ile karakterize
edilir ve bu nedenle, karyotiplerin hazirlanmasi1 ve mikroskobik gozlem igin ¢ok
uygundur. Bu asamadaki kromozom, iki kardes kromatitten ve birincil daralma
bolgesinde bir sentromerden olusur. Mitotik milin iki kutbu arasinda merkezi olarak yer

alan hayali bir bolge olan ekvator diizleminde siralanirlar (Craig, 1999).

Anafaz, sentromerlerin ayrilmasiyla baslar, bu da iki 6zdes kromozomun olusmasiyla
sonuglanir (her bir kardes kromatit simdi bir kiz kromozomu olarak adlandirilir). I
ipliklerinin boylarmin kisalmasi, yeni olusan yavru kromozomlarin hiicre kutuplarina gog

etmesine neden olur.

Son asama olan telofaz, kromozomlarin ayrilip hiicrenin zit kutuplarinda toplanip
coziilmeye ve Onceki hallerine donmeye basladiklart zaman meydana gelir. Mitotik i§

ayrisir, yeni niikleer zar olusur ve niikleoller yeniden olusur. Bu durumdaki hiicrenin iki



kardes hiicre c¢ekirdegi vardir. Hiicre boliinmesinin sona ermesi, ana hiicrenin

boliinmesini gerektirir sitokinez (Glotzer, 2005).

2.6. Mayoz Boliinme

Mayoz - indirgeme boliinmesi, amaci iireme hiicrelerinin, gametlerin olusumu olan 6zel
bir hiicre boéllinmesi tiiriidiir. Orijinal hiicre, spermatogonia veya oogonia ile
karsilastirildiginda haploid kromozom sayisina (n) ve diploid kromozom sayisina (2n)
sahiptirler. Mayoz bdliinme sirasinda kromozom tamamlayicisinin yariya boliinmesi
gerceklestirilir, ¢linkii tek bir DNA replikasyonu turunu iki ardigik kromozom
segregasyonu turu izler (Kleckner, 1996). Mayoz bir¢cok yonden mitoza benzer. Hiicre
ayn1 asamalardan gecer ve kromozomlar1 yavru hiicrelere bolmek icin benzer stratejiler
kullanir. Kardes kromatitlerin ayrilmasi, mitotik boliinme ile ayni sekilde gerceklesir,

ancak oncesinde homolog kromozomlarin ayrildig1 indirgeme boliinmesi gelir.

Mayozun interfazi, DNA sentezi i¢in bir S periyoduna sahip olan mitozun interfazindan
farkli degildir. Hiicre iki hiicre boliinme dongiisii kullanir - Meiosis | ve Meiosis 1.
Monogenean Orneginin mayotik boliinmesi Paradiplozoon megan, hem heterotipik
(Meiosis I) hem de homeotipik bdliinmenin (Meiosis II) tipik asamalarini gosteren Sekil
2.2’de ortaya ¢ikar. Ik indirgeme (heterotipik) boliinme sirasinda homolog kromozomlar

ayrilir.

Profaz I’de kromozomlar yogunlasmaya baslarken, homolog kromozomlar birbirleriyle
eslesir ve genetik bilgi aligverisi yapilir (homolog rekombinasyon) (Wilkins ve Holliday,
2009). Boliinmenin bu noktasi daha karmasiktir ve bes adima boliinmiistiir: leptoten,
zigoten, pakiten, diploten ve diakinez. Leptoten asamasinda, kromatin yogunlasir ve
kromatitler yakindir. Bir sonraki zigoten asamasinda, homolog kromozomlarin fiziksel
bir temasi, sinaps meydana gelir ve bir sinaptonemal kompleks olusturur. Islem, dort
kromatitli iki degerli/dortlii kromozomlarin olusumuyla sonuglanir. Bir sonraki adim,
kromozomal caprazlama (crossing over) ve pakiten asamasinda homolog kromozomlarin
kardes olmayan kromatitleri arasinda miiteakip rekombinasyondur (bkz. Sekil 2.2°de a).
Bu fenomen, ortaya ¢ikan gametlerdeki genetik degiskenligi arttirir. Gegis noktalarina

chiasmata denir. Bu siteler, diploten asamasinda sinaptonemal kompleksin



bozulmasindan sonra bile bagl kalir (bkz. Sekil 2.2°de b). Diakinezi asamasi, ¢ekirdekgik
ve c¢ekirdek¢ik zarinin pargalandigi faz I’'in son asamasidir (bkz. Sekil 2.2’de c)
(Pawlovski ve Cande, 2005).

Heterotipik boliinmenin geri kalani, chiasmata farkiyla mitozda oldugu gibi gergeklesir.
Metafaz I’de (Sekil 2.2°de d’ye bakiniz), bivalentler, baglantinin kesilmesini ve Anafaz
I’de hiicrenin zit kutuplarina hareket etmesini takiben ekvator diizleminde yer alir (bkz.
Sekil 2.2°de e). Telofaz I’de sitokinezden sonra, haploid sayida iki kromatit kromozomu
olan iki yavru hiicre olusur. Interkinesis olarak adlandirilan Interfaz II, ilk heterotipik
boliinmeyi takip eder. Bu asamada DNA replikasyonu hi¢ gerceklesmez. ikincisinde,
homeotipik, béliinme kardes kromatitler mitozda oldugu gibi boliiniir. Hiicre bdliinmesi
iki kez gerceklestiginden, bir ebeveyn hiicre dort haploid gamet iiretir bkz. Sekil 2.2°de
h’deki iki haploid gamet (Grelon, 2016).
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Sekil 2.2. Giemsa boyali, Paradiplozoon megan (Monogenea, Diplozoidae) spermatositlerinin Giemsa
mayotik boliinmesi (Bombarova ve digerleri, 2014). a) periferinde tek bir niikleolus bulunan bir Pachytene
bivalentleri. b) Bir niikleol kalintis1 olan diploten. ¢) Cekirdekgik kalintis1 olmayan diyakinez. d) Metafaz I.
e) Anafaz |. f) Metafaz Il. g) Anafaz Il. h) Telofaz 1l — iki haploid sperm hiicresi (spermatozoon). Ok uglari
(a, b) niikleolleri gosterir. Olgek cubugu = 10 pm
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2.7. Kromozom

Her d6karyotik hiicrenin ¢ekirdeginde, DNA kompleksi ve histon proteinleri kromatin adi
verilen yapiy1 olusturur. Birincil islevi, yaklasik 140 milyon niikleotid igeren ¢ok uzun
DNA molekiilii zincirlerini (~5 cm) paketlemektir (Estandarte, 2012). Kromozomlardaki
DNA molekiilleri, yapisini destekleyen ve koruma saglayan histon proteinlerinin etrafina
bircok kez sikica sarilir. Yogunlagsma seviyesi, belirli hiicre dongiisii fazina baghdir.
Kromozom homojen olarak yogunlasmaz. Cok yogun siteler ve ayrica gevsek boliimler
var. Sikigtirmaya gore iki temel kromatin yapist sinifint ayirt ederiz: transkripsiyonel
olarak aktif Okromatin ve transkripsiyonel olarak aktif olmayan heterokromatin.
Okromatin daha az yogun, daha erisilebilir ve genellikle daha kolay kopyalanir. Aksine,
heterokromatin tipik olarak iyi yogunlagmistir, bu da onu transkripsiyon i¢in daha az
erisilebilir kilar. Sentromerler ve telomerler gibi yiiksek yogunlukta tekrarlayan DNA
elementleri iceren kromozomal bdlgelerde sunulur. Hiicre dongiisti boyunca yogunlagmis
olan bélgeler vardir ve bunlar yapisal heterokromatin olarak adlandirilir. Ikinci tip olan
fakiiltatif heterokromatinin aktivitesi, hiicre boliinmesi asamasina ve hiicre tipine baghdir

(Grewal ve Jia, 2007).

Kromozomlarin mikroskobik olarak gozlemlenmesi i¢in en uygun zaman, kromozomlarin
en yogun oldugu hiicre boliinmesinin metafaz asamasidir. Metafaz kromozomunda birkag

morfolojik yap1 goriilebilir (Sekil 2.3).
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Chromatids

Kinetochore Centromere

microtubule Kinetochore

Secondary
constriction

Satellite

Sekil 2.3. Kromozom yapisi (URL 1)

Centromeren birincil daralma, mikrotiibiillerin ve mikrotiibiil motorlarinin, yavru
hiicrelere kromozom ayriminin ger¢ek mekanik siirecini gergeklestirmek i¢in baglandig
kinetochore yapisinin olusumunu belirler. Iki tip kromozom vardir: sentromer
elemanlarinin tiim kromozom uzunlugu boyunca yanal olarak diizenlendigi holosentrik ve

kromozom kolundaki birincil bir daralmada tek bir sentromer bolgesinin lokalize oldugu
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monosentrik (Belmont, 2006). Birincil daralma, kromozomu iki boliime veya kollara

boler. Daha kisa kollara p kollari, uzun kollara ise q kollar1 denir.

Kinetochore, mitotik milin mikrotiiblillerini sabitlemeye hizmet eden sentromerin
yiizeyinde bulunur. Boliinme sirasinda kromozomlarin hiicrenin zit kutuplarina hareketini
saglar. En iyi bilinen kromozom simiflandirmasi, sentromer pozisyonuna dayanmaktadir.
Sekil 2.4, metasentrik, sub-metasentrik, subakrosentrik, akrosentrik ve telosentrik
kromozomlar dahil olmak iizere farkli sentromer pozisyonuna sahip ana kromozom
tiplerini gostermektedir. Siniflandirma, santromerik indeks ve kol orani hesaplamalarina
dayanmaktadir. Sentromerik indeks, kisa kolun uzunlugunun kromozomun mutlak
uzunluguna boliinmesidir. Metasentrik kromozom i¢in 0,5’ten telosentrik kromozom i¢in
0’a kadar degisir. Kol orani, uzun kolun uzunlugunun kisa kolun uzunluguna boliimiidiir.
Metasentrik kromozom igin 1 ile telosentrik kromozom igin oo arasinda degisir (Guerra,
1986).

Metacentric Sub-metacentric Sub-acrocentric Acrocentric Telocentric
Centromere
p
Centromere

q

Centromeric

index (p/p+q) 0.46-0.5 0.26-0.45 0.15-0.3 0

Armratio (q/p) 1-1.17 1.2-2.8 2.3-5.7 0o

Sekil 2.4. Sentromer pozisyonuna, sentromer indeksine ve kol oranina dayali kromozom siniflandirmasi. p
kisa kol, q uzun kol (Sumner, 2003)

Karyotip terimi, 6karyotik hiicrenin ¢ekirdegindeki bir dizi kromozomu karakterize eder.
Kromozom sayisinin, toplam boyutlarinin, kol boyutlariin oraninin ve her kromozomun
morfolojisinin bir tanimini igerir. Bir¢ok hiicrenin karyotipinin gdézlemlenmesine ve
Olciilmesine dayanan kromozomlarin sematik sunumu bir idiogramdir. Ayrintili DNA

dizi analizi, gen haritalamas1 ve kromozom yapis1 veya iglevi hakkinda bilgi saglar

(Bickmore, 2001).
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Telomerler, Okaryotik kromozomlarin fiziksel uglari olarak tanimlanir ve DNA ve
telomer baglayict proteinlerin uzun ardisik tekrarlarindan olusur. Rolleri, kromozomun
uctan uca kaynasmasini, kromozom uglarinin rekombinasyonunu ve bozulmasini
onlemektir (Wai, 2004). Hayvanlarda (Metazoa) sadece 5 motif bulundugundan telomerik
tekrar motifleri olduk¢a korunmus goriinmektedir. ilk, heksamerik tekrar (TTAGGG)n,
tiim Metazoa i¢in atadan kalma bir telomerik tekrar motifi olarak kabul edilir (Traut ve
digerleri, 2007). Bilinen diger telomerik tekrar motifleri, nematodlardaki heksamerik
tekrardir (TTAGGC)n (Miiller ve digerleri, 1991; Wicky ve digerleri, 1996, Niedermaier
ve Moritz, 2000; Ahn ve Winter, 2006; Bombarova ve digerleri, 2009), (TGTGGG)n
bdelloid rotiferlerde (Gladyshev ve Arkhipova, 2007), eklembacaklilarda pentamerik
tekrar (TTAGG)n (Okazaki ve digerleri, 1993; Sahara ve digerleri, 1999; Vitkova ve
digerleri, 2005) ve tiirevleri form, (TCAGG)n, un boceginde bulunur (Osanai ve digerleri,
2006). Bununla birlikte, birkag tiir grubu orijinal telomerik tekrar motifini kaybetti veya
farkli telomer koruma mekanizmalar gelistirdi (Garavis ve digerleri, 2013).
Monogenea’da sadece bir tiir, Paradiplozoon homoion, telomerik tekrar motifi ig¢in

calisilmis ve atalara ait heksamerik tekrar (TTAGGG)n bulunmustur.

Kromozom yapisinda ikincil daralma da gozlenebilir. Ribozomal RNA’ya (rRNA)
kopyalanan ribozomal genlerin (rDNA) art arda tekrarlanan dizilerinden olusan niikleolar
diizenleyici bolgeyi (NOR) temsil eder. Okaryotlarda bu bolge, 18S, 58S ve 28S
ribozomal RNA’y1 kodlayan ii¢ genden olusur. Bu genlerin tekrarlari, bir ila birkag
kromozom ¢ifti iizerinde kiimeler olusturur. Kromozomun sonuna yakinsa, kolun uydu
adi verilen terminal bolimiinii ayirir. NOR’larin sayisi ve konumu her tiir icin

karakteristiktir (McStay, 2016).

2.8. Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik yontemler, hiicrelerdeki genetik materyalin mikroskobik diizeyde ¢alismasina
izin verir. Tiim sitogenetik tekniklerin amaci, tiim kromozomlar veya 6zel ilgi alanlar
i¢cin optimum ¢oziiniirliigii elde etmektir. Yaygin sitogenetik geleneksel boyama, 6rnegin
Giemsa bazli boyama (bknz. Sekil 2) sitogenetikteki Onemli roliinii korur.
Kromozomlarin sayisi, temel morfolojisi ve 6nemli yapisal degisiklikleri hakkinda bilgi

verir (Dolan, 2011). Bu yontemler yiiksek ¢oziiniirliikklii sonuglar vermese de daha ileri
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molekiiler yontemlerin anlagilmasinda ve gelistirilmesinde onemli adimlar atmaktadir
(Bates, 2011). Giemsa bazli boyama, monogeneanlarin tiim sitogenetik ¢aligmalarinda

mevcuttur.

Boyama islemini degistirerek, her tiir i¢in 6zel olan tipik ¢izgili kromozomlarla
sonuclanan farklt boyama elde edebiliriz. Bununla birlikte, diferansiyel teknikler,
kromozom kiimelerindeki belirli yapilar1 da gorsellestirebilir. Monogeneanlarda
kullanilan tek farkli boyama, giimiis nitrat boyama teknigidir (Bombarova ve digerleri,
2014). Hiicre dongiisii sirasinda say1 ve lokalizasyona 6zgli NOR bdlgelerini tespit eder.
Glumiis boyamanin sadece Onceki interfaz sirasinda fonksiyonel olarak aktif olan

NOR’lar1 ortaya ¢ikardig bilinmektedir (Roussel ve Hernandez-Verdun, 1994).

Son yillarda floresan boyalarin kullanimi 6nemli Olgiide artmistir. Popiiler bir karsi
boyama olan DAPI, ¢ift sarmalli DNA’ya baglandiginda mavi floresan yayar (Heng ve
Tsui, 1993). Birkag monogenean tiirii DAPI ile muamele edildi (Koskova ve digerleri,
2011; Bombarova ve digerleri, 2014). Karsilastirildiginda, YOYOI, yesil fliioresans
emisyonu i¢in bilinen daha az bilinen fliioresan boyadir (Giinther ve digerleri, 2010).
Yalnizca bir monogenean karyolojik analizde kullanildi (Bombarova ve digerleri, 2014).
Floresanslari, DAPI’de 20x (Farahat ve digerleri, 2017) ve YOYO1’de 1000x (Hirons ve
digerleri, 1994) olmak iizere DNA’ya baglandiktan sonra garpici bicimde yogunlasir. Ote
yandan, floresanlar1 stabil degildir ve solmalarini azaltmak i¢in antifade kullanilmasi
uygundur. Floresan boyalarin avantaji Giemsa bazli boyamada oldugu gibi 6n islem
gerektirmemeleridir. Boylece kromozomlardan protein ekstraksiyonu Onlenmis olur
(Estandarte, 2012). Ayrica, floresan boyalar hiicrelerin eszamanli olarak lekelenmesine

ve problarla yerinde hibritlenmesine izin verir (Christian ve digerleri, 1998).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), bir kromozom, doku kesiti ve hatta tiim doku
tizerindeki spesifik niikleotit sekansinin tespiti ve lokalizasyonu i¢in kullanilan molekiiler
bir tekniktir. Yontem, numunenin tamamlayict dizisine hibridize olan problar olarak
adlandirilan etiketli tek iplikli dizileri kullanir. Sitogenetikte bu yontem, tek kopya
genleri, tekrarlayan dizileri, kromozom yapilarint (sentromerler, telomerler, kromozom

kollar1 gibi), tiim kromozomlar1 veya belirli bir tiiriin tiim genomunu gorsellestirir
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(Jensen, 2014). Monogeneanlarda, Paradiplozoon megan’in rDNA genlerini saptamak

icin FISH’1 kullandig1 bilinen tek bir ¢calisma vardir (Bombarova ve digerleri, 2014).

Karsilastirmali genomik in situ hibridizasyon, ¢ok renkli floresan in situ hibridizasyon
(M-FISH) ve spektral karyotipleme (SKY) gibi diger ileri molekiiler teknikler,
Monogenea’nin hicbir 6rneginde gergeklestirilmedi. Su anda, bu analizler, genetik
materyalin genel biitiinl{igiinii incelemek i¢in etkili bir yontem olmaya devam etmektedir.
Molekiiler sitogenetik teknikler, geleneksel sitogenetik yontemlerin kabiliyetini biiyiik
Olciide gelistirir. Avantaj, hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda kullanilmalar1 ve
dolayisiyla metafaz tarafindan herhangi bir sinirlamadir. Bu yontemler hem klinik tani

hem de arastirmalarda giinliik olarak kullanilmaktadir (Hsieh, 2011).

2.9. Monogenea

Platyhelminthes’deki ti¢ smifin tiimii - Trematoda, Cestoda ve Monogenea (subphylum
Neodermata) (Lockyer ve digerleri, 2003), dorsoventral olarak diizlestirilmis ve bilateral
simetrik govdelerin ortak 6zelligine ve koruyucu tabaka ile kapli karakteristik dis yiizeye
sahiptir - ¢ok islevli sinsityal tegument (neodermis) (Halton, 1997). Yine de, Monogenea
simifi birgok yonden benzersizdir. Konagin dis yiizeylerini enfekte eden neredeyse
tamamen ektoparazitik helmint grubudur. Monogeneanlarin  %95’inden fazlasinin
baliklarin deri ve solungaglarinda parazit oldugu tahmin edilmektedir (Euzet ve Combes,
1998). Bununla birlikte, Enterogyrus sp. gibi belirli tiirlerde i¢ habitatlar da bilinmektedir.
Baliklarin bagirsaklarinda parazitlenme (Cone ve digerleri, 1987), baliklarin burun
dokusunda Merizocotyle icopae (Cribb ve digerleri, 2003), kurbagalarin mesane ve idrar
yollarinda parazit yapan Polystomatidae familyasinin tiirleri (MacDonald ve Combes,
1978; Aisien ve Du Preez, 2009) veya Oculotrema hipopotam su aygir1 gozii (Thurston
ve Laws, 1965). Ek olarak, solunga¢ paraziti amfibdelidler, 6rnegin Amphibdella
flavolineata, elektrik 1sinlarinin kaninda gen¢ asamalara sahiptir (Lyons, 1971).
Kopepodlardaki Udonella fugu gibi omurgasizlarda da ¢ok sayida tiir bulunur (Kearn,
1998). Tiim su ekosistemlerinde, tatli su, nehir agzi1 ve deniz habitatlarinda meydana
geldikleri bilinmektedir (Gilmore et al., 2012). Temsilciler, ev sahibi ve organ
lokalizasyonu i¢in yiiksek 6zgiilliige sahiptir ve bu grubun ortak evrimsel ve ekolojik

caligmalar igin gekiciligine katkida bulunur (Whittington ve digerleri, 2000).
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Monogenean istilalar tahrise ve asir1 mukus iiretimine neden olur ve bakteri, viral veya
mantar istilast i¢in bir agiklik olusturur. Saglikli olgun bir balik iizerindeki birkag
monogenean genellikle dnemli degildir (Reed ve digerleri, 2009). Bununla birlikte, az
sayida ornek kuluckahanelerde yavas yilizme, anemi, kanama, doku kaybi, iltthaplanma
ve hatta ciddi 6liimlere neden olabilir (Ogawa, 2015). Su {iriinleri endiistrisindeki ciddi
ekonomik etkilerden monogenean parazitler sorumludur. Ornegin, Gyrodactylus salaris,
vahsi Atlantik somon stoklar1 i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Miiteakip kayiplar,
yillik zararin 55 milyon ABD dolarinin iizerinde oldugu Norveg¢’te biiyiik 6nem

tasimaktadir (Denholm ve digerleri, 2016).

2.9.1. Monogenea Sinifimin Filogenetik Ozellikleri

3000 ile 4000 arasinda monogeneanin tanimlandigi tahmin edilmektedir (Whittington,
1998). Bunlarin en konakgiya 6zgii parazitler arasinda olduguna inanilir ve genellikle her
balik tiirliniin en az bir benzersiz Monogenea tiiriine sahip oldugu varsayilir. 25.000°den
fazla teleost balik tiirii biliniyorsa, Monogenea sinifinin ayni sayida tiire sahip oldugunu
varsayabiliriz. Bu nedenle parazit tiirleri agisindan en zengin gruptur (Whittington, 2005;

Buchmann ve Bresciani, 2006).

Monogeneanlarin mevcut taksonomisi, genis cesitliliklerinden dolay1 tam olarak acgik
degildir ve bu sinifi smiflandirmanin birkag¢ yolu vardir. Cogu morfolojik 6zelliklere
dayanmaktadir. En yaygin olarak kullanilan simiflandirma, Monogenea smifim 47
anatomik ve ultrastriiktiirel Ozellige gore (Ornegin baglanma organlarinin yapisi,
osmoregiilasyon sistemi, duyu organlar) Monopisthocotylea ve Polyopisthocotylea alt
simiflarina ayirir (Boeger ve Kritsky, 2001). Bu iki vergideki temel fark, besleme
stratejisidir. Monopisthocotyleanlar epitel dokusu ile beslenirken, poliopisthocotyleanlar

konagin kaninda varliini siirdiiriir.

Filogenetik analizler ayrica sperm yapisina (Justine, 1991) ve mitokondriyal molekiiler
verilere (Perkins ve digerleri, 2010) ve niikleer belirteclere dayaniyordu. En yaygin
olarak kullanilan niikleer belirtegler, ribozomal genler, 28S rDNA (Rohde ve Justine,
2001), 18S rDNA (Rohde ve digerleri, 1993) ve dahili kopyalanmis aralayicilar, ITS1 ve

ITS2’dir (Matejusova ve digerleri, 2001a). Caligmalar Monogenea sinifinin filogenisi
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acisindan uyusmamaktadir. Morfolojik bulgulara gore, monogeneanlar kesinlikle
monofiletiktir (Boeger ve Kritsky, 2001), bazi molekiiler analizlerde oldugu gibi
(Lockyer ve digerleri, 2003). Diger molekiiler analizler, sinifin parafili oldugunu bildirir
(Rohde ve digerleri, 1993; Perkins ve digerleri, 2010). Genel olarak, monogenean

filogenetik agag¢, mevcut asamada yetersiz bir sekilde ¢coziilmiistiir.

2.9.2. Monogenea Smifinin Morfometrik ve Morfolojik Ozellikleri

Monogeneanlarin gévdesi tipik olarak 0,15 - 20 mm uzunlugunda, maksimum 30 mm
uzunlugundadir. Boyut, belirli monogenean tiirlerine bagl olarak degisir. Poulin (1996),
viicut boyutunun sicaklik, enlem, konaktaki baglanma yeri veya su habitat1 tiiri gibi dig
faktorlerden kaynaklanabilecegini one siirerek konakc¢i boyutu ile parazit boyutu arasinda
bir iligki olmadigini beyan etmistir. Matejusova ve ark. (2002), ev sahibi baligin
boyutunun baglanma organlarinin morfometrik 6zelliklerini etkiledigini 6ne siirmiistiir.

Viicut genellikle renksizdir.

2.9.3. Baglanma Organlan

Evrim sirasinda, monogeneanlarin baglanma organlar1 ¢esitlendi. Monogeneanlarda
baglanma organlarinin yapis1 (lireme sisteminin yapisiyla birlikte) familya ve takim
diizeyinde ve ayrica tiir belirlemede siniflandirma i¢in bir temel gorevi goriir (Pouyaud ve

digerleri, 2006).

Monogeneanlar agirhikli  olarak ektoparazitlerdir (yukarida birkag istisnadan
bahsedilmistir), konak¢inin ylizeyine etkili bir sekilde baglanmaya baglidir. Balik
konaklar1 tarafindan {iiretilen giiglii solunga¢ havalandirma akimlarina siirekli olarak
maruz kalirlar (Kearn, 2011). Bu nedenle, bir parazit kendini solungaglara saglam bir
sekilde tutturmalidir. Bu, iyi gelismis ve genellikle olduk¢a karmagik bir posterior
yapiskan organ olan haptor (veya opisthaptor) tarafindan saglanir (Halton, 1982).
Haptorda gelistirilen klempler, diiz konak ylizeylere emme yoluyla baglanan dairesel,
kasli organlar olabilir, yani Capsala sp. (Ingram ve Parker, 2005). Haptorun daha
karmagik yapilart birgok destekleyici iskelet elemani igerir, yani Gyrodactylus sp.

(Garcia-Vasquez ve digerleri, 2011). Bu yapilar, solunga¢ filamentlerinin yiizeyleri
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etrafinda ¢ene benzeri bir kenetlenme saglar. Karmasik kiskaclara sahip solucanlar, emici
gorevi goren kiskaglara sahip olanlardan daha hareketsiz olma egilimindedir (Hayward,
2005). Kelepgeler, say1 ve sekil olarak degisen sert skleritler veya kiigiik kancalarla dahili
olarak desteklenir (Whittington, 2005). Ek olarak, bazi ailelerde epitel hiicrelerini ve
ekstra kavrama igin dislere, civilere ve/veya dikenlere benzeyen kiigiik skleritleri
barindirmak ic¢in siki baglanma i¢in hamuli adi verilen kancalar bulunur, yani

Monocotyle sp. (Santos ve digerleri, 2006).

Viicudun 6n kismi olan prohaptor, Ozellikle hareket, beslenme ve iiremede etkilidir
(Whittington ve ark., 2000). Doku yapismasi viicudun 6n kisminin en 6nemli gorevidir.
Ozellikle monopisthocotylean monogeneanlar, yani Diplectanum sp. (Hadied ve digerleri,
2015). Bu monogeneanlar, siteden siteye hareket ettiklerinde 6n ugtan yapistiricilar
salgilarlar. Birka¢ tiir, kancalar ve/veya emme yoluyla mekanik tutturma islemini
desteklemek veya degistirmek icin arka ugta ikincil olarak yapistiricilar gelistirmistir,
yani Pseudodactylogyrus anguillae (Arafa ve Reda, 2012). Ayni ¢alisma, haptorda
bulunan bezlerin, hamiiliin konak¢inin yiizeyine niifuz etmesini kolaylastiran histolitik bir

role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

2.9.4. Tegiiment

Bircok islevi olan viicut ylizeyi, tegument, Platyhelminthes’in tiim siniflarinda
gelismistir. Erigkin tegumenti, larvanin kirpikli epidermisinin yerini alan cilali olmayan
bir sinsi neodermis tarafindan olusturulur (URL 2). Viicudun i¢ destegini saglar,
besinlerin parazite gegisine katilir, salgi, atiim ve ozmoregiilasyonda rol oynar ve
duyusal bir islevi vardir. Ek olarak, bagisiklik reaksiyonlarina ve konak enzimlerine karsi

koruma bolgesidir (Esh ve Fernandez, 2013).

2.9.5. Sinir Sistemi ve Duyu Organlar

Monogenean sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (CNS) ve periferik sinir sistemi (PNS)
olarak ikiye ayrilir. CNS, eslestirilmis serebral ganglionlardan ve enine komissiirlerle
baglantili ii¢ ¢ift uzunlamasina sinir govdesinden (dorsal, merkezi ve lateral) olusur.

Haptorda, sinir kokleri, kancalara veya kelepcelere bagli baglanma kaslarimin
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innervasyonu i¢in ¢evreye uzanir. Tiim ana anatomik elemanlar PNS tarafindan innerve

edilir (Halton ve digerleri, 1998).

Monogeneanlarda kemoreseptorler, tangoreseptorler, reoreseptorler ve fotoreseptorler
gibi ¢esitli duyu organlart mevcuttur (Buchmann ve Bresciani, 2006). Fotoreseptorler

genellikle larvalarda bulunur ve yetiskinlerde siklikla azalir veya yoktur (Lyons, 1973).

2.9.6. Sindirim Borusu

Monogeneanlarda sindirim kanali, hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak iyi
farklilagmig bir yapidir ve 6n bagirsak ve bagirsak cekumuna béliinmiistiir. On bagirsak,
yapi olarak farklilik gosterir, ancak esas olarak agiz, farinks ve yemek borusundan olusur.
Ag1z, basit bir tiip, emicileri olan bir bukkal huni veya oral bir emici ile ¢evrili bir agiklik
olabilir. Bagirsak ¢ekumu genellikle ¢ifttir ve basit ve dallanmamis olabilir veya medial
ve lateral olarak dallanabilir (Halton, 1982). Baska bir deyisle, sindirim ve damar
sisteminin islevlerini birlestiren bir gastrovaskiiler sistemdir (URL 2). Sindirimden
sorumlu olan proteolitik enzimler, esas olarak 6n bagirsak bolgesinde bulunan sindirim
bezleri tarafindan salinir. Gastrodermis, besin emici gorevi goriir ve gida tiiriine gore
gelistirilmigtir.  Poliopisthokolyleanlar, o6zellikle kanli solucanlar, hemoglobinin
absorpsiyonuna uyarlanirken, opisthocotileanlar epitel hiicrelerinin  ve mukusun

sindirimine uyarlanir (Halton, 1975).

2.9.7. Kas Sistemi

Bircok monogenea kalic1 olarak bagliyken, digerleri konak¢min viicudunun yiizeyi
iizerinde hareket edebilir veya konumlarini bir bolgeden digerine degistirebilir. Tipik
olarak, siiliik benzeri bir sekilde hareket ettikleri goriilebilir. Parazitin viicudunun
gerilmesini temsil eder, solucanin 6n kismini tutturur, viicudu biikerken arka kismini
aywrir. Baglanma organlaria ek olarak kaslar, erkek ve disi ¢iftlesme organlarinin ve
sindirim kanalinin agiz ve farinksinin hareketinde islev goriir (Buchmann ve Bresciani,
2006).
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2.9.8. Bosaltim Sistemi

Protonephridial bosaltim sisteminin temel bilesenleri, toplayici kanallarla birbirine
baglanan protonephridialardir (alev hiicreleri). Birlikte, viicudun 6n kismindaki bosaltim

gozeneklerine devam eden daha biiyiik kanallar olustururlar (Volf a Hordk, 2007).

2.9.9. Yasam Déngiisii ve Ureme

Bu helmintlerin yasam dongiisti dogrudan ve monoksendir, yani ara konakg¢ilarin katilimi
olmadan. Monogeneanlar hermafrodit yassi solucanlardir ve bir yumurtalik ve testislerle
donatilmistir. Ek olarak, vitellaria, bir ootip ve bir seminal hazne mevcut olabilir. Sert
sklerotinize yapilar sirrus (penis) ve vajinada bulunabilir ve 6nemli tanisal 6zellikler
olarak kullanilir (Buchmann ve Bresciani, 2006). Cogu monogenean tiir, yumurtadan
cikar ve kuluckadan ciktiktan sonra enfektif kirpikli larvalari (oncomiracidia) salan
yumurtalar {liretir. Nispeten kisa bir serbest yasam evresinin ardindan larvalar, konagin
yiizeyine yerlesir ve yetiskin evrelerine doniisiir. Diger monogeneanlar canlidir, canlt
dogurur ve neredeyse tamamen gelismis yavrulardir. Dongli her zaman su ortamina
baghdir. Sicaklik, monogenean popiilasyonlar1 etkileyen ana abiyotik faktordiir. Bu
nedenle, hem yumurtlayan hem de canli olan monogeneanlarin {iremesi biiyiik 6lgiide
sicakliga baghdir. Yumurtlayan tiirlerde, yumurta iiretimi, yumurtadan ¢ikma ve larva
sonrast gelisme gibi iireme siireclerinin belirli smirlar iginde sicaklikla arttigi
gbézlemlenmistir (Buchmann ve ark., 2004). Benzer sekilde, canli tiirlerde iireme hizi, bir
ist smira kadar sicaklikla pozitif olarak iligkilidir (Jansen ve Bakke, 1991). Tek
genlilerde basarili iireme sansini artiran hem kendi kendine dollenme hem de capraz
dollenme gozlenmistir (Hoai ve Hutson, 2014). Sekil 2.5, iireme organlarina odaklanarak

Diplozoidae familyasinin temsilcisinin temel anatomisini gostermektedir.
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Sekil 2.5. Diplozoidae familyasinin temel anatomisi (Avenant-Oldewage ve ark., 2014). e yumurta; cv
ortak vitellin kanali; bagirsak sonu; o yumurtalik; testis; sen rahim. Olgek cubugu = 1 mm

2.9.10. Monogenea Siifinin Sitogenetik ozellikleri

Monogenea smifinin sitogenetik bilgisi zayiftir. Simdiye kadar yayinlanan calismalar
kismi veya eksiktir. Bilinen yaklasik 4000 tiirden sadece 21’i karyolojik olarak analiz
edilmistir, bu parazitlerin toplam sayisinin % 0,5’inden azdir. Diplozoidae familyas: diger
familyalara gore sitogenetik acgisindan 12 tiiriin karyotipi ile en ¢ok calisilan familyadir. 8
tanimlanmis tiir ve 4 siniflandirilmamas tiir icerir. Bu karyotiplerin siniflandirilmasi ile
birlikte detayli bilgiler Tablo 1°de &zetlenmistir. Diplozoidae familyasina ek olarak
Mazocraidae ve Gyrodactylidae familyalarindan 9 tiir daha karyotipik olarak analiz
edilmistir (Harris, 1985; Rohde, 1994; Cable ve Harris, 2002). Diplozoidae familyasinin
karyotipik olarak incelenen tiirlerinde haploid kromozom sayisi n=4 (Diplozoon
paradoxum) ile n=7 (Eudiplozoon nipponicum, Paradiplozoon megan, P. bliccae, P.
sapae, P. nagibinae, P. Pavlovskii, P. homoion) arasinda degismektedir (Rohde, 1994;
Koskova ve digerleri, 2011; Bombarova ve digerleri, 2014). Gyrodactylidae’de 6

kromozom (Harris, 1985; Cable ve Harris, 2002) ve Mazocraeidae’de 8 kromozom
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(Rohde, 1994) olmak iizere, diger familyalardan tiirlerin haploid tamamlayicisinda benzer
sayida kromozom vardir. ilgili karyotiplerin ¢ogu icin, Giemsa kullanilarak geleneksel
boyama gerceklestirilmistir. Ikincil daralma sadece 5 tiirde gozlendi. P. megan ve P.
bliccae’nin ikincil daralmasi No. 7 kromozom ¢iftinde yer almaktadir. P. nagibinae ve P.
sapae, 4. kromozom ¢iftinin uzun kollarinda ikincil daralma sergilemistir. D. paradoxum,
1. kromozom ¢iftinde ikincil daralmaya sahip tek diplozoiddir. Floresan boya DAPI ile
ileri boyama sadece diplozoidlerde kullanildi (KoSkova ve digerleri, 2011; Bombarova ve
digerleri, 2014). Bu ¢alismalar, heterokromatinin boyutu ve miktar1 hakkinda yeni bilgiler

getirmistir.

Koskova et al. (2011) ve Bombarova ve digerleri. (2014), pericentromerik bolgelerde
heterokromatin bloklar: ortaya ¢ikardi, bu da diplozoidlerin kiigiik bir tekrarlayan DNA
kaynagina sahip oldugunu o6ne siirdii. AGNO3z boyama ve floresan boya YOYO-1’in
kullanimi daha az yaygindir. YOYO-1 sadece P. megan karyotipinde kullanilmis ve
profazin erken evrelerinde niikleolusun varligimi ve diplotende pargalandigini ortaya
cikarmistir (Bombarovd ve ark., 2014). AgNOs henliz monogenean karyotipte
uygulanmadi. Son teknoloji sitogenetik yOntemi, monogeneanlarda yalnizca bir
kullanimla floresan in situ hibridizasyondur. Bu yontemle 18S rDNA probu, 7 No’lu
kromozom ¢ifti lizerinde bir sinyal ile P. megan’daki ribozomal genlerin yerini ortaya

cikarmistir.



Tablo 2.1. Diplozoidae familyasindaki karyolojik verilerin irdelenmesi
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Tiir Konuk¢u bahk 2n, (n) NF Kaynak
Eudiplozoon nipponicum Cypr::r;li;i%aprlo 14 14 Koroleva (1968b)
Paradiplozoon megan Leuciscus idus @) 14 Bo::ﬂca):;cl)ev\;ae(tla?l?iz%l 2)
Diplozoon paradoxum Abramis brama 8, n=3m + la 14 Koroleva (1968a, b)
D. paradoxum A. brama 8, n=3m + la 14 Koskova et al. (2011)
Bovet (1967) [Koroleva
Diplozoidae sp. A. brama @) 14 (1968b)’ya gore yanlis
veri]
e oy Blccabisrion s 10 KOREER
(F;‘;"/;"’_‘dé?'r?faor?(’; o t'ﬁﬁ?a‘; Vimba vimba 14,n=7a 14  Koroleva (1968b, 1969)
P. bliccae B. bjoerkna 14, n=7a 14 Koskova et al. (2011)
Paradiplozoon sapae Ballerus sapa 14, n=7a 14 Koroleva (1969)
P. sapae B. sapa 14, n=7a 14 Koskova et al. (2011)
Paradiplozoon nagibinae Ballerus ballerus 14, n=7a 14 Koroleva (1969)

P. nagibinae B. ballerus 14, n=7a 14 Koskova et al. (2011)
Paradiplozoon pavlovskii Aspius aspius 14, n=7a 14 Koroleva (1968 a, b)
Paradiplozoon homoion Rutilus rutilus 14, n=7a 14 Koroleva (1968 a, b)

Diplozoidae sp. R. rutilus 14, n=7a 14 Bovet (1967)
Diplozoidae sp. (sp. n.) Rutilus caspicus 10, n=2m+3a 14 Koroleva (1969)
Dipl Diplozoidae sp. Barbus barbus 7) 14 Baer and Euzet (1961)

2n: diploid kromozom sayisi,
(n): haploid kromozom sayisi,

NF: kromozom kol sayisi, m metasentrik kromozom

a: akrosentrik kromozom

Bu yontemlerle bilim adamlari, heterokromatin bloklari, niikleoller, NOR’lar veya

ribozomal genler gibi yapilar1 bulabilirler. Bu yapilarin haritasini ¢ikararak, monogenean

karyotipin gelisimi ve dolayisiyla tiim sinifin evrimi hakkinda teoriler olusturulabilir.

Koroleva’nin (1969) hipotezi, karyotiplerinde daha fazla sayida kromozom bulunan

tirlerin, 2n=14 (E. nipponicum, P. megan, P. bliccae, P. sapae, P. nagibinae, P.

pavlovskii, P. homoion) oldugunu 6ne siirer. ), atasaldir ve bir, iki veya {i¢ akrosentrik

kromozom c¢iftinin Robertsonian translokasyonu, karyotiplerinde daha az kromozom

bulunan tiiretilmis tiirler, 2n=8’dir. (D. paradoxum).
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Cyprinid baliklarin sistematiklerindeki karisiklik ve oOzellikle genetik caligmalardaki
eksiklikler bu baliklarin parazitlerinin belirlenmesi ve hatta belirlenebilen parazitlerin tiir
teshislerinde de yasanmaktadir. Yetistiriciligi yapilan baliklar i¢in ekonomik
degerlerinden kaynakli olarak bir¢cok calisma yapilmis olmasina ragmen dogal balik
tiirlerinin parazitleri ile ilgili daha az sayida ¢aligma bulunmaktadir (Krupp, 1985; Koyun,
2012; Coad, 2014). Hem tiim balik tiirlerinin var olan parazit tiirlerinin tespiti hem de
belirlenebilmis olan parazitlerin molekiiler diizeydeki tiir teshislerinde biiylik eksiklikler
bulunmaktadir. Oysa Baliklar, Plathelminthes, Nemathelminthes ve Acanthocephala gibi
helmintlere konukguluk ederler. Bu gruplarin tath ve tuzlusu baliklarinda ne zaman, nigin
ve ne sekilde parazitlendigi bilim diinyasinda merak edilmis ve dolayisiyla ilgi uyandiran

konulardan birini olusturmustur.

Plathelminthes filumunda yer alan monogenean grubu canlilar g¢ogunlukla balik
parazitidirler. Baliklarin solunga¢ ve viicut ylizeylerinde parazitlenen tek Helmint
grubudur. Kisa yasam dongiileri, yiiksek fekonditeleri, konak 6zgiinliikleri, tiir sayilarinin
fazla olmalar1 ve degisik ortamlarda bulunmalari nedeniyle bilim diinyasinda ilgi

uyandiran konulardan birini olusturmaktadir.

2.9.11. Family Diplozoidae

Polyopisthocotylea’ya ait olan Diplozoidae familyasi, baliklarin kanla beslenen
ektoparazitlerini temsil eder. Diplozoidler, Avrupa-Asya ve afro-tropik dagilima sahip
kozmopolit olarak kabul edilir (Stavrescu-Bedivan ve digerleri, 2009).

Bu ailenin iiyeleri, dogrudan yagam dongiisiine sahip hermafroditlerdir. Yumurtlayan ve
benzersiz bir yasam dongiisiine sahip olduklar1 bilinmektedir. Sekil 2.6’da gosterilmistir.
Déllenmeden sonra yetiskin yumurta birakir ve suda serbestce yasar. Ilk istilaci larva
asamasi olan bir oncomiracidium, yumurtadan ¢ikar ve halihazirda bir ¢ift baglant1 6begi
ve konaga baglanmak icin bir ¢ift merkezi kanca tasir (Hodova ve digerleri, 2010). Bu
noktadan sonra yasam dongiisiiniin geri kalan1 balik {izerinde gerceklesir. Bir
oncomiracidium daha sonra diporpa’nin ikinci larva asamasma gecer. Onceki asamaya
kiyasla, diporpa, balik ylizeyinde ve diger diporpalarla temas kurmaya yardimci olan

duyu organlarinda hareket i¢in emicilere sahiptir. Bir yetigkinin olusumu i¢in bir sonraki
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adim gereklidir. Iki diporpa birbirine kaynasir ve X harfinin karakteristik sekline sahip bir
yetigskin birey olusturur (Valigurova ve digerleri, 2011). Sinir, beslenme ve genital
sistemleri birbirine kaynasir ve bu da onlart ayrilmaz kilar (Zurawski ve ark., 2003). Bu
olaya kalici giftlesme denir ve birbirine bagl iki diporpa, hayatlarinin geri kalaninda tek
bir organizma olarak yasar. Bu dikkat ¢ekici gelisme, “cifte hayvan” anlamina gelen
“Diplozoon” ismine de yansimistir (Kearn, 2011). Pecinkovad’ya (2007) gore,
Diplozoidae familyasina ait tiirler, deneysel olarak 20 °C’nin iizerindeki sicakliklarda
suda yumurta iiretmeye baslar ve yeni nesil parazitler 33 giin i¢inde cinsel olgunluga
ulagir. Sekil 2.7°de, Monogenea sinifina dahil tirlerden olan E. Nipponicum’un su

ortamindaki bagli yasam dongiisiiniin tiim agamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Diplozoidae familyasinin yasam dongiisii (Citek ve digerleri, 2002). a) suda 6zgiirce yasayan bir
yumurta. b) Oncomiracidium, ilk istilac1 larva evresi. ¢) Diporpa, ikinci parazit larva asamasi. d) Iki
diporpanin genglik evresine fiizyonu. €) Birlestirilmis dahili sistemlere sahip yetiskin. f) Diplozoidler,
siprinid baliklar
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Sekil 2.7. Taramali (scanning) elektron mikroskobundan Eudiplozoon nipponicum’un gelisim asamalari
(Hodova ve digerleri, 2010). A-yumurta, B-oncomiracidium, C-diporpa, D-genglik agamasi (iki diporpanin
fiizyonundan sonra), E-yetiskin. Olgek-gubuklar: A=100 pm; B=50 um; C, D=200 um; E=1 mm

Sekil 2.8’de 1ise karyotipik olarak incelenen Diplozoidae familyasinin diger
temsilcileriyle filogenetik iligkileri gosterilmekte olup, Matejusova ve ark. (2004)

Paradiplozoon tiirlerinin parafiletik kokenli oldugunu 6ne siirmiistiir.
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Paradiplozoon nagibinae

Paradiplozoon paviovskii n=7

Paradiplozoon homoion n=7

|l telocentricky chromozém
| akrocentricky chromozom
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Sekil 2.8. Karyolojik olarak incelenen diplozoid tiirlerdeki ikincil daralmanin sayist ve konumu ile
filogenetik iligkileri hakkinda mevcut verilerin 6zeti (veriler Koroleva, 1968 a, b; Matejusova ve digerleri,
2004; Koskova ve digerleri, 2011; Bombarova ve digerleri, 2014). Kromozomlarin ¢izimi, haploid
tamamlayicidaki sayilarini, morfolojilerini ve ikincil daralmanin (kirmizi) konumunu gosterir

Bu familyaya ait ilk cinsin tanimlanmasi 1832 yilinda yapilmis olup, Abramis brama’nin
solungaclarinda Diplozoon paradoxum’ un kaydedilmesiyle Diplozoon cinsi olarak
Diplozoidae familyasina taksonomik olarak yerlestirilmistir (Matesusova 2001). Bu
tarihten itibaren Bychowki ve Nagibina (1959) tarafindan D. pavloski, D. megan ve D.
homonion tiirlerini tespit ettigi ¢alismasma kadar Avrupa’ da bulunan tim diplzoon
tirleri Diplozoon paradoxum olarak tanimlanmisti. 1959’dan giiniimiize kadar Avrupa ve
Asya’ da c¢ok sayida balikta bu genusa ait parazit tiirli kaydedilmistir (Matejusuva, 2001).
Gilinlimiizde ise Diplozoon genusu disinda bu familyaya dahil Paradiplzoon, Inustiatus,
Sindiplzoon ve Eudiplozoon olmak {izere 4 farkli cins daha yer almaktadir. Bu cinslere

ait tiirlerin kayitlarimin bildirildigi ¢alismalara diinyanin ¢esitli {ilkelerinde (Avrupa,
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Afrika, Asya vb. kita {ilkelerinde) rastlanilmak miimkiindiir. Whittigt (1998)’in de
belirttigi gibi monogenea grubu parazitlerin énemli bir 6zelliginin konak 6zgiilliiklerinin
yiiksek olmasi hatta her balik tiirii i¢in tek bir monogenean parazit tiiriinlin olabilecegi ve
bu goriisiin Meshego (1983) tarafindan da desteklenmesi disiiniildiiglinde, bugiin

24.000-25.000 monogenean parazit tliriiniin kaydinin bulunmas1 gerekmektedir.

Ulkemizde 1960’11 yillarda baslayan ve 2000°li yillarda yogunluk kazanan helmint
parazitlerinin tespitinin yapildig1 ¢alismalarda bugiine kadar monogenea sinifina ait 82
tiir kayd1 bildirilmistir. Bundan sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda kaydedilen tiirler ise
olmayip, Paradiplzoon homonion, Diplozoon paradoxum ve Paradiplozoon sp.
seklindedir. Bunlarin bazilarinin tiir teshislerinin ise revizyona ihtiyaci vardir (Geldiay ve
Balik, 2007). Bu literatlir bilgileri de gostermektedir ki iilkemizdeki biiyiik dogal
zenginliklerimize ragmen 371 balik taksonu (Kuru 2004) ve diplozoid parazitlerin

tiirlerinin tespitine yonelik ¢aligmalar ve kayd bildirilen tiir sayilar1 oldukg¢a yetersizdir.

Teze arastirma konusunu olusturan Paradiplozoon bingolensis sp. n. monogenea sinifinin
iiyelerinin tek yagam dongiileri, onkomirasidum adi verilen serbest yiizen larval sathalari,
diporpa adi verilen postonkomirasidiumlari ve iki diporpanin birlesmesinden olusan
olgun bireyleri ile benzersiz olan Diplozoidae familyasina ait bir parazit tirtidir. P.
bingolensis sp. n.’in tespit edildigi konak¢1 balik Garra rufa ise bolgemizde Dicle ve
Firat nehirleri ve 6zellikle Murat nehri ve kollarinda yasayan bir tiirdiir. Bingdl ilinin
Karliova ilgesi sinirlari igerisinde dogan ve Murat Nehri’ne karismadan onceki 1licalar
(hamamlar) bolgesinde akan derenin sicak sularinda ise olduk¢a yogun olup, her mevsim
avlanabilmektedir. Bu balik tiiriiniin dahil oldugu ayni familya ve genusta 6 farkli parazit
tiirli tespit edilmis olmasina ragmen, Civanova, et al. (2013) tarafindan Murat Nehri’nin
bir kolu olan Goyniik Cayr (38 ° 58’ 36.99 "N; 40 ° 40’ 42.13" E)’ndan (Sekil 2.9)
alinan G. rufa 6rneklerinde Paradiplozoon bingolensis sp. (Sekil 2.10) tiirii ilk kez tespit

edilmistir.
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Sekil 2.9. Goyniik Cay1 haritast
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Sekil 2.10. Paradiplozoon bingolensis Sp. n. (Civanova, et al. 2013)

Taxonomic classification (Khotenovsky, 1985)

Class : Monogenea (Bychowsky, 1937)

Subclass : Polyopisthocotylea (Bychowsky, 1937)

Order : Mazocraeidea (Bychowsky, 1957)

Subfamily  : Diplozoinae (Palombi, 1949)

Family : Diplozoidae (Palombi, 1949)

Genera : Paradiplozoon (Khotenovsky, 1985)

Species : Paradiplozoon bingolensis (Civanova, et al. 2013).

Bu tiiriin dahil oldugu Diplozoidae familyasina ait parazit gruplar1 iki hayvancik
(diporpa)’nin birlesmesiyle meydana gelmeleri ve Cyprinid baliklarin solungaglarinda
yaygin olarak parazitlenmeleriyle monogenea sinifinin diger familyalarina benzemeyen
ayirt edici bir 6zellige sahiptirler. Bu familyaya ait diplozoid parazit tiirlerinin morfolojik
tiir teshisinde haptor (tutkag) kisminda bulunan kancalarin (merkez kanca; yan kancanlar)
sekil ve biyiiklikklerinden faydalanilmaktadir. Ancak, diplozoid parazit tiirlerinin

belirlenmesi oldukca zor ve biiylik beceri, tecriibe istemektedir. Tiir teshisinde énemli
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olan morfolojik kriterlerin yap1 ve Olglimlerin degistigi de dikkate alindiginda, bu
morfolojik kriterlere ek olarak parazit tiirlerinin dogru teshisinin yapilabilmesi i¢in ilave

objektif yontemlere de ihtiya¢ duyulmaktadir.

Civanova, et al. (2013) tarafindan 30 adet G. rufa (Heckel, 1843) (Actinopterygii,
Cyprinidae) 6rnegi iizerinde konakg1 olan P. bingolensis sp.’de yapilan dlgtimlere gore
yapilan morfolojik tanimlama ve karakterizasyona gore;
» Yetiskin 6rneklerin ortalama toplam viicut uzunlugu 3,85 mm (3,2-4,5 mm) “dur.
» Yetigkinlerin viicudu tipik olarak X seklinde olup, 6n ve arka kisimlara
ayrilmistir. Aralarinda bir flizyon bolgesi vardir.
» Viicudun 6n kismi, vitellaria ve neredeyse tiim i¢ organlari (6rnegin, sindirim
sistemini) igerir.
Disi ve erkek lireme organlari, bagirsak terminal kismi ve baglama aparati arka kisimda

bulunmaktadir. Bu (posterior) kisim tegumental sirtlar, kivrimlar veya tabaga benzer

sekiller icermez; bunun bulunmamasi Paradiplozoon’un tiim temsilcileri igin tipiktir

(Sekil 2.11).

J|

Sekil 2.11. P. bingolensis; A:kanca yapisi (skala; 100 pm); B Orta kanca (skala 20 um)
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» Baglama aparati, her opisthaptoriin alt (karin) tarafinda 4 c¢ift kiska¢ (kelepge,
clamp) ve bir ¢ift merkezi kanca (hook) igerir. P. Bingolensis’in kiskaglart
genellikle giiclii skleritlerden yapilmistir (Sekil 2.12).

» Orta plakanin 6n ucu hafifce yuvarlaktir. Dikdortgen 6n birlesme (kaynama)
skleriti, 6n ¢enenin proksimal ucuna bagldir.

» Medyan plakanin (narrow) posterior sonu (arka ucu) daralir ve bir agiklikli
(delikli, agizl) genis bir yuvarlak sklerit ile son bulur; arka birlesme skleriti
kisadir.

> On ve arka cenelerin skleritleri cok iri; Arka genelerin skleritleri diger
Paradiplzoon tiirlerinde oldugu gibi iki kisma ayrilmamistir. On cenelerin
skleritleri medial ¢izgide yukar1 dogru doniik olup, medial diizlemin 6n birlestirici
skleritine baglanir.

» Merkezi kancalar, birinci kelepge c¢iftinin yakininda yer alan tipe uygundur.
Merkezi kancalar tipe uygundur ve ilk kiskag¢ (kelepge, clamp) ¢iftinin yaninda
yerlesmistir.

> Ik kiskacin uzunlugu x genisligi (N = 30, 6lgme mikrometresi degerleri) 144,7-
153,3 x 108,5-114,6; ikinci kiskacin 143,8-146,3 x 101,2-107,4, Gi¢lincti kiskacin
150,5-151,4 x 97,9-101,3 ve dordiincii kiskacin 144,7 -153,2 x 108,5- 114,6 olup,
orta (merkezi) kanca (hook) orak uzunlugu (N = 30) 17,5-20,8"dir.
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Sekil 2.12. Paradiplozoon Bingolensis’in hayat dongiisii A- Serbest yiizen oncomiracidium larvasi, B:
Kaynagma oncesi diporpa larvasi, C: iki diporpa larvasinin kaynasmasi, D: Ergin birey hali (YO: Yapigma
organi, AV:Agiz vantuzu, F: Farinks, BC: bagirsak ¢ekumu, 1.C: Birinci ¢ekmen ¢ifti, OV: Orta vantuz,
KB: Kaynagma bolgesi)

Simdiye kadar yapilmis olan bazi sitogenetik arastirma ve yayinlarin onemli bir kismi
yeni tlirlerin veya morfolojik sistematiginde tereddiite diisiilmiis tiirlerin karyotiplerinin

ve dolayisiyla sitotaksonomilerinin yapilmasi seklindedir. Bununla beraber, artik sadece
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yeni tlrlerin degil daha Once genomu belirlenmis tiirlerin kromozomlarinin gelismis
fluoresans boyama teknikleri boyanmasiyla ¢ok daha detayli ve kesin sonuglarin alindigi
gelisen molekiiler sitogenetik teknikler uygulanmaya baglanmistir. Ancak, klasik
teknikler (Giemsa, AgNOR, C-, G-vb. boyama/bantlama yontemleri) daha pratik,

ekonomik, onlar kadar kesin ve hizli sonu¢ vermektedir (Ulupinar ve Alas, 2002).

Helwig (1958), her tiiriin kendine has kromozom yapis1 ve karyotipi oldugunu ve bu dis
morfolojik 6zelliklerin her bir tiir i¢cin karakteristik ve teshis edici oldugunu, bir canlinin
morfolojik yapisina bakilarak yakin akrabalarindan farkinin anlagilamamasi durumunda
kromozom sayis1 ve morfololojisindeki farkliliklari ortaya koyan karyolojik ¢aligsmalar ile
daha iyi anlasilabilecegini belirtmistir. Bu nedenle, tiirler hakkinda sitogenetik bilgi,
modern sistematik i¢in ¢ok Onemlidir, ¢linkii tlirlere bazi belirli genetik siirekliligin
objektif (nesnel) gercekligi denir. Ayrica, Niikleer sitogenetik (hiicre ¢ekirdegi ile ilgili
sitogenetik ¢alismalar) farkli hayvan gruplarinin soy agaci ¢alismalari i¢in daha gilivenilir
veriler saglar. Sitogenetik ¢aligmalar-diploid sayilarin, Kkaryotiplerin, metafaz
kromozomlarinin metrik verilerinin analizi - yardimiyla; 6zel kromozomlarin varligi,
davranig1 ve niikleer yapilarin diizenlenmesi, akraba tiirler ve gruplar arasindaki analoji

gibi spesifik homoloji ortaya konulabilir (Ulupinar ve Okumus, 1997a, 1997b).

Diplozoid monogeneanlar -6zellikle de Avrupa’daki iki diizine cyprinid balik tiiriinde
bulunan- tatlisu solunga¢ ektoparazitleridirler (Khotenovsky, 1985). Bunlarla ilgili
Familya diizeyindeki sistematik caligmalarda, morfolojik 6zelliklerdeki nispeten yiiksek
interspesifik benzerlikler ve sinirli sayida tiirde molekiiler karsilagtirmalart yapilabilmis
olmas1 nedeniyle ¢esitli sorunlar yasanmaktadir (Matejusova ve ark., 2001; 2004; Gao ve
ark., 2007; Civanova ve ark., 2013; Avenant Ol dewage ve ark., 2014). Bu nedenle, ek
yaklagimlarin kullanilmast tiirlerin deliminasyonunun (sinirlandirilmasinin, 6zelliklerinin

daha net hale getirilmesinin) ve/veya filogenisinin belirlenmesinde yardimc1 olacaktir.

Monogenea tiirlerinin karyolojik karakterizasyonu ihmal edilmis bir konudur ve diplozoid
sitotaksonomi {izerine sadece birka¢ ¢aligma yapilmistir. Bugiine kadar 17 diplozoid tiir
sitogenetik olarak incelenmistir (13 tanimlanmis ve 4 smiflandirilmamis takson);
(Benazzi ve Benazzi Lentati, 1976; Harris, 1985; Rohde, 1994; Cable ve Harris, 2002).

Tablo 4’te 6zetlendigi gibi, incelenen tiim diplozoid tiirler 2n=14 kromozom setlerine
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sahiptir. ki tiir hari¢ 3 metasentrik ve 1 akro merkezli elementten olusan akrosentrik
elementler. Bir grubun daha az ilerlemis tiirlerinin genellikle simetrik olmayan
karyotiplere sahip oldugu hipotezi géz Oniine alindiginda, bu karyotip (White, 1973),

atalariin tipini temsil eder (Koroleva, 1969).

Koroleva (1968a, 1968b; 1969) cesitli baliklarda konakc¢i 6 tiiriin karyotipini yapmis,
Koskova ve ark.(2011) ise bunlarin dordiiniin belirli sitogenetik 6zelliklerini ortaya
koymustur. Bu 6 tiirden Parodifozoon bliccae, Paradiplozoon sapae, Paradiplozoon
nagibinae, Paradiplozoon pavlovskii ve Paradiplozoon homoion tiirlerinin diploid setleri
14 akrocentrik kromozom (2n=14) icermekte olup, Diplozoon paradoxum ise 2n=8"dir.
Baer ve Euzet (1961); Bovet (1967); Koroleva (1969), belirsiz {i¢ diplozoidin ya 14 ya da
10 kromozomlu diploid sete sahip oldugunu, Koroleva (1968b) ise diger iki Eudiplozoon
nipponicum ve Paradiplozoon megan tiirlerini ¢alismis olup, kromozom morfolojisi
hakkinda fazla bilgi sahibi olunmayan (mayotik bivalentlere dayandirilarak) n=7
oldugunu ortaya koymustur. Paradiplozoon bingolensis (Civanova, et al. 2013) tiirii

iizerine yapilmis higbir ¢alisma yapilmamastir.

Koroleva (1969), 14’iin altindaki kromozom sayilarina sahip tiirlerin, yillar itibariyle
Robertsoniyen merkezli fiizyon translokasyonlar1 yoluyla ortaya ¢ikmis olabileceklerini
belirtmektedir. D. paradoxum, P. bliccae, P. nagibinae ve P. sapae’nin karyotipleri daha
once Koroleva (1968a; 1968b) tarafindan incelenmis ve kromozomlarin sayr ve
siiflandirilmasina iligkin veriler simdiki sonuglarla, ¢ok uyumlu ¢ikmistir. Ayrica
Kesmir Vadisi’ndeki Diplozoon tiirlerinin kromozom o6lgiimleri hakkinda yeni bilgiler
ortaya konulmustur. Koroleva (1968a; 1969)’nin ortaya koydugu 2n = 14’1 tiirler ile
hicbir belirgin farklilik géstermemis, Koroleva (1968a) tarafindan da sdylenildigi gibi O,
P. bliccae (syn. Diplozoon gussevi) ‘de 3 ila 5 um ve D. paradoxumda 4 ila 13 pum
arasinda maksimum kromozom uzunluguna sahip oldugunu bildirmistir. Yaptiklar
analizler sonucu kromozom uzunluklarmin daha az oldugunu, fakat bu farkliligin
kullanilan metodolojiler arasindaki farkliliklardan kaynaklandigini (Reblanova ve ark.
2010) tarafindan da belirtildigi gibi hava ile kurulan ve yayilma tekniklerinin daha 6nce

kullanilan balonlardan daha uzun kromozomlar iiretmesi nedeniyle belirtmistir.
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P. bliccae, P. nagibinae ve P. sapae tiirlerinin her biri akrosentrik olmak iizere ¢ok
benzer morfolojiye sahip esit sayida 14 kromozomuna sahip olup, ii¢ tiir de Diplozoon’un
kisa ve uzun kol uzunlugunun degistigini ve farkli kromozom morfolojisine sahip 14

kromozom igermektedir (Matejusova ve ark., 2001, 2004; Gao ve ark., 2007).

Diplozoon kashmirensis’in, hepsi akrosentrik (2n=14=14a) olan ve 6,21-14,13 pum
arasinda degisen kromozom uzunluguna sahip 14 kromozom igerdigini, Diplozoon
aegyptensis’in de 14 kromozom igermekle birlikte, ii¢ ¢ift metasentrik ve dort cift
akrosentrik kromozom igerdigini (2n=14=6m+8a), en kiigiikk ve en biiyiilk kromozom
uzunluklarmin 6,84 ve 9,78 pum arasinda bulundugunu belirtmislerdir. Diplozoon
guptai’nin ise kromozom morfolojisi bakimindan o6nceki iki tiirden oldukga farkli
oldugunu (2n=14=2m+2sm+2st+6a), ancak D. aegyptensis ile neredeyse ayni kromozom
uzunluguna sahip oldugunu, yani 5,39 ile 8,02 um arasinda kisa ve uzun kola sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Bu veriler Koroleva (1969)’un sdyledikleriyle, yani D.
paradoxum karyotipinin, tek kollu ciftler ile atadan gelen bir evrimle ilgili oldugu
hipoteziyle iyi bir uyum igindedir. Farkli Diplozoon spp. tiirlerinin tiirler arasi
farkliliklariyla ilgili olarak, goreli uzunluklarinin degisimini gosterirler (Tablo 5). Bu
nedenle, D. kashmirensis’in D. aegyptensis ile olan goéreceli uzunlugu karsilastirilirken,
farklar anlamli degildir (T degeri=-0,00; P-degeri=0,999 ve Pearson korelasyonu=0,190;
P-degeri = 0,683; P>0,05). D. kashmirensis’in D. guptaisi ile (T-Degeri = 0,00; P-
degeri=1,000 ve Pearson ilgilesim = -0,202, P degeri=0,664; P>0,05) yine farkliliklar
anlamli degildir ve D. agyptensis ile D. guptai karsilastirildiginda da (T degeri=0,00; P-
degeri=0,999 ve Pearson korelasyon = -0,127 P-degeri= 0,787; P>0,05) yine farklarin

statik olarak 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.

Bu nedenle, bireysel Diplozoon tiirleri arasindaki goreli kromozom uzunluklarindaki
farklar, Diplozoon tiirlerinin belirlenmesinde giivenilir bir 6lgiit olarak kullanilamaz. Bu
nedenle, Diplozoon tiirleri tanimlamada sentromerik indeks temel alinmalidir.
Dolayistyla 2n = 14 olan incelenen tiim spesi- yonlerin akrocentrik kromozomlarinda
ortaya ¢ikan pericent-romeric heterochromatin, merkezi fiizyon siirecinde kaybolabilir.
Daha sonraki diplozoid monologlar1 ayrintili olarak sitogenetik ¢alismasinin, nispeten dar
ilging balik parazitleri grubunda kromozom evriminin genel yollari daha iyi ortaya

koyacag1 aciktir.
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D. kashmirensis’in 10 numunesinden alinan mitotik metafaz yayilimlarinin analizi
sonucu, karyotipinin 2n=14 olup, hepsinin akrocentrik kromozomlardan olusmaktadir

(Sekil 2.13).

o

Scale Bar 10pm

a8 )

Sekill 2.13. (a) Diplozoon kashmirensis, Kaw 1950’in kromozom yayilimi, (b) Diplozoon kashmirensis
(Kaw 1950)’in Giemsa ile boyanmis mitotik hiicrelerinden olusturulmus idiogrami (a=akrosentrik).
[Karyotip Formiilii: 2n=14a]

En uzun ¢ift 14,13 um ve en kisa ¢ift 6,21 pum uzunlugunda, temel kol sayis1 (NF)=7 ve
toplam kromozom uzunlugu (TCL) 72,57 um dir. Kompleksin kol oran1 7,6-14,15 ve
sentromerik indeks ise 6,60 ile 12,28 arasinda degisir. 2, 3 ve 4 numarali kromozom
ciftlerinin biytikliikleri neredeyse aynidir ve kromozom morfolojisi temelinde
tamimlanmas1 ¢ok zordur (Student T-testi, P-degeri = 0,002; P <0,05). Uzunluk
farklarinin 6nem derecesinin diisiik olmasi nedeniyle ikinci, iiglincii ve dordiincii
kromozom ¢iftlerinin kesin tanimlanmasi olduk¢a zordur. Ancak besinci, altinci ve
yedinci kromozomlar arasinda 6nemli farklar vardir. (P-degeri = 0,000; P <0,001; Student
T-testi). Oysaki birinci ile ikinci (P>0,05) ve dordiincti, besinci, altinci, yedinci (P<0,005)
numarali kromozom ¢iftlerinin tespit edilen goreli uzantilarinin istatistiksel olarak
islenmesi, aralarindaki uzunluk farkindan dolayr 6nemlidir. Yani mutlak uzunluk ve
sentromerik pozisyon temelinde, kromozomlar bir idiogramda azalan uzunluk sirasina

gore siralanmustir (Sekil 2.14 ve Tablo 2.2).
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Sekil 15. (a) Diplozoon kashmirensis (Kaw 1950)’in idiogrami; (b) Diplozoon kashmirensis (Kaw
1950)’in standart sapmali hata gubuklart
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Tablo 2.2. Diplozoon kashmirensis, Kaw 1950’in Kromozom ¢ift numarasina gére kromozom kol
uzunluklari, kol oranlari, sentromerik indeks ve siniflandirilmasi

Z) = = g ~ @
v;; £ En S 2 é iz s
= E. E. = - 2 = £
= =0 <] = - = e =
> SL =L 59 § % = E

- — N St
= 38 32 30 ¢ 5 E
E 3 3 2 & £ Z
- =
1 163 125 1413 767 1947 1154 Akrosentrik L o . oo
2 147 105 11,07 714 1649 1228 Akrosentrik o eSS
3 122 98 11,02 803 1519 11,07 Akrosentrik e
4 112 900 1092 803 1505 10,26 Akrosentrik !
5 08 880 969 989 1335 9,19 Akrosentrik T-Degeri=-10,88
6 0,63 8,00 8,63 12,60 11,89 7,30 Akrosentrik ~ P- Degeri = 0,000
7 0,41 5,80 6,21 14,15 8,56 6,60 Akrosentrik P<0,001
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alisma, Haziran 2021 ve Mayis 2022 tarihleri arasinda yapilacaktir. Goyniik
Cayr’ndan avlanilan 21 adet Garra rufa konakg1 balik tiiriiniin solungag epitellerinden 32
adet yetigkin Paradiplozoon bingolensis Sp.n. parazit 6rnegi alindi. Parazit tiirlerinin
belirlenmesi i¢in ise, her bireyin haptorleri kesilecek, amonyum pikrat-gliserin
karigimindaki bir lam {izerine konulacak ve “Differential Interference Contrast (Nomarski
DIC)”li Olympus BX 50 151k mikroskobu kullanilarak, tutturma aparatlarinin (kiskag ve

merkezi kancalar) morfometrelerine gore tespit edilecektir (Ergens, 1969).

3.2. Yontem

3.2.1. Kromozom Preparasyonlari

Techizat
e SuperFrostTM slaytlar (Thermo Fisher Scientific)

e Slayt/Doku Kurutma Tezgah1 (Medax International, Inc.)
e Karistirict Su Banyosu SW22 (Julabo)

e Vortex mixer (IKA)

e Santriflij (Eppendorf)

e Stereo Mikroskop (Olympus)

e Renkli Mikroskop Kamera DFC450 C Leica

e Adobe Photoshop CS 8.0
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Kimyasallar
» Colchicine (Merck KGaA)

» KCI (Merck KGaA, Germany)

> 96% Ethanol (Thermo Fisher Scientific)
» Methanol (Thermo Fisher Scientific)

» Acetic acid (Merck KGaA)

> 96% ethanol (Thermo Fisher Scientific)
» HCI (Merck, KGaA)

» Acetic acid (Merck, KGaA)

» KH2PO4 (Merck, KGaA)

> NazHPO4-12H20 (Merck, KGaA)

» Giemsa (Merck)

» Gelatine (CentralChem)

» Formic acid (95-97%; Merck, KGaA)
» AgNOs (Merck, KGaA)

1. Yiiksek kaliteli kromozom yayillimlart elde etmek, hiicreleri slayt iizerine
sabitleyerek boyamaya hazir hale getirmek, karyotipleme ve diger sitogenetik
teknikler maksadiyla; her bir parazitin testis ve yumurtaliklar1 (parazitin orta kismi)
almarak (Frydrychova ve Marec, 2002; Orosova ve Spakulova, 2018; Fukova et al.
(2005) ‘ye gore analiz edilmistir.

2. %1 kolsisin stok soliisyonu i¢in 0,1 g kolsisin tozu 10 ml distile su iginde
¢OzUlmiistiir.

3. %0,05’lik kolsisin ¢aligma soliisyonu i¢in 1 ml kolsisin stok soliisyonu 1,5 ml distile
su ile seyreltilmistir.

4. Her bir parazitin testis ve yumurtalik igeren orta kismi (%0,05’lik kolsisin i¢eren
fizyolojik tuzlu su (%0.65 NaCl) bir Petri kabina yerlestirildi ve oda sicakliginda 3-4
saat siireyle bekletildi

5. 0,075 M KCI ¢alisgma soliisyonu i¢in 0,5592 g KCl 100 ml distile su icinde
¢Ozllmiistiir.

6. Parazit doku, oda sicakliginda 15-20 dakika 0,075 M KCI (hipotonik soliisyon)

iceren bir petri kabia konuldu. Hipotonik muamele basarisini test etmek icin; Ford
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ve Hamerton (1956) tarafindan onerilen oda sicakliginda % 0,9’luk sodyum sitrat
cozeltisinde 15 dak. bekletme yontemi de denenecektir.

7. Doku, yeni hazirlanmis soguk fiksatif soliisyonu (Carnoy fiksatifi) (etanol/
kloroform/asetik asit, 6:3:1) iceren bir petri kabina aktarildi ve oda sicakliginda 20-
30 dakika bekletildi. Bu islem, yeni soguk fiksatif ile bir kez daha tekrarlandi
(Materyal genellikle fiksasyondan hemen sonra boyanip ezildi, ancak fikzasyon
isleminden hemen sonra boyanmayacak materyal 1-2 giin i¢inde incelenmek iizere
%70’lik alkolde veya -20°C’de dondurucuda muhafaza edildi.

8. Carnoy fiksatifi ile tespit edildikten sonra, daha 6nce hazirlanmis temiz bir
SuperFrost™ soguk lam iizerine birkag damla %60°lik asetik asit damlatildi ve
numunenin testislerini ve yumurtaligini iceren dokular lam tizerindeki fiksatif i¢ine
konularak forseps (veya tungsten igneleri ya da ¢engelli igne ucu) yardimiyla (Stereo

mikroskop altinda, asetik asit buharlagana kadar) miimkiin oldugunca kiigiik

pargalara ayrildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kromozom preparasyonu i¢in yumurtalik ve testislerin parcalara ayrilmasi
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Hiicrelerin maksimum yayilmasini saglamak i¢in lam her yone egildi. (Lam {izerine
lamel kapayip siki bir basing uygulayarak dokunun biraz daha ezilmesi saglandi.)
Slaytlar daha sonra bir 1sitma plakasina yerlestirildi. 45°C’de ve hiicre
siispansiyonunun damlasi yavas yavas buharlasana kadar slayt boyunca cekilir.
Slaytlar, bir faz kontrast mikroskobu altinda kromozom yayilmalarmin kalitesi
acisindan kontrol edildi.

%70’lik ethenol hazirlamak i¢in 26 ml distile suya %96’lik 70 ml ethanol ilave
edilmis, %80’likethenol hazirlamak i¢in ise 16 ml distile suya %96’1ik 80 ml ethanol
eklenmistir.

Analiz i¢in uygun olan slaytlar, kalan suyu uzaklastirmak icin her biri 1 dakika
stireyle %70, %80 ve %96’lik etanolden olusan etanol serilerinde 1 dakika siireyle
dehidre edildi (kurutuldu).

Bu havada kurutulmus slaytlar daha sonra gece boyunca Carbol-fuchsin iginde
boyandi (Carbol-fuchsin prosediirii iyi sonuglar vermesinin yanisira, havayla
kurutulmus slaytlarin siiresiz olarak saklanabilmesi ve uygun herhangi bir zamanda
boyanabilmesi avantajina sahiptir. Ayrica firin, buzdolab1 vb. gibi laboratuvar
ekipmanina ihtiya¢ duymaz).

%95 alkole daldirma ve 10 dakika boyunca n-biitil alkolde dehidrasyon ile ayirt
edildi.

Slaytlar son olarak sayim igin euparol (veya glycerol veya Canada balsam veya clear

nail polish (temiz tirnak cilasi) ile monte edildi.

3.2.2 Boyama Yontemleri

Kromozom boyama yontemleri, hiicre dongiisii sirasinda onlarin morfometrik ve

morfolojik 6zelliklerini, yapilarim1 ve organizasyonunu gorsellestirmemizi saglar. Bu

tezde goriiniir 151k boyalar1 (Giemsa-Romanowski soliisyonu, AgQNO3) kullanilmistir.

3.2.2.1. Giemsa Boyama

Sitogenetikte molekiiler tekniklerdeki son gelismelere ragmen, Giemsa boyamasi

kromozom analizlerinde en sik kullanilan boyama olmaya devam etmektedir.
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Prosediir:

1. KH2POj4 stok soliisyonu i¢in 2,2675 g KH2P04 250 ml distile su iginde ¢oziilmiistiir.

2. NazHP04~12H0 stok soliisyonu i¢in 9,59 g NaoHP04~12H>0 250 ml distile su i¢inde
¢OzUlmiistiir.

3. Fosfat tamponu i¢in 40 ml KH2POs stok soliisyonu, 60 ml NaoHP0s~12H>O stok
sollisyonu ile karigtirilmistir.

4. %4’lik Giemsa ¢ozeltisi i¢in 4 ml Giemsa, 100 ml fosfat tamponu (pH. 6,8) ile
karistirildi.

5. Slaytlar 25 dakika oda sicakliginda Giemsa soliisyonunda yikandi.

6. Slaytlar damitilmis su ile durulandi ve oda sicakliginda havayla kurutuldu.

7. Slaytlar, bir sonraki kullanima kadar 4 °C’de karanlikta saklandi.

3.2.2.2. AgNOs3 Boyama

AgNOs3, niikleolar diizenleyici bolge bolgeleri (NOR’ler) ile iliskili olan argentofilik
niikleer proteinlere baglanir. Ancak boyama sadece onceki interfazda fonksiyonel olan
NOR’da bagarilidir. Bu teknik, Howell ve Black (1980) tarafindan bocek kromozomlari

icin agiklanan prosediirleri temsil eder.

Kimyasallar:
» Jelatin (CentralChem, Slovakya)
» Formik asit (%95-97; Merck, KGaA, Almanya)
» AgNOs (Merck, KGaA, Almanya)

Prosediir:

1. %2 jelatin i¢in 2 g jelatin tozu 100 ml distile suda 37 °C’de su banyosunda
¢cOziilmiistiir. Cozelti oda sicakligina sogutulduktan sonra 1 ml formik asit ilave edildi.

2. %50 AgNOs i¢in 0,25 g AgNO3 0,5 ml distile su iginde ¢oziildii (3 lam i¢in miktar).

3. Giemsa ile boyanmis lam tizerine 3 damla %?2 jelatin ve 6 damla AgNOs3 ilave edildi,
kromozom yayiliminin yiizeyinde karistirild1 ve bir lamel ile kapatildi.

4. Slayt, preparasyonun mor rengi agik kahverengiye donene kadar 30 °C’ye dnceden
1s1tilmis bir 1sitma plakasina yerlestirildi.

5. Slaytlar damitilmis su ile durulandi ve havada kurutuldu.

6. Slaytlar, bir sonraki kullanima kadar 4 °C’de karanlikta saklandi.
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3.2.3. Mikroskopi ve Gériintii Isleme

Prosediir: Her bir parazit dokusunun en iyi mitotik yayilimindan 10 adedinin resimleri
cekilerek, kromozom Olgiimleri yapilip ortalama mutlak (mean absolute) ve bagil
uzunluklar ile sentromerik indeksler hesaplandi. Bu amagla;

1. Preparasyonlar, kombine 151k ve floresan mikroskobu ile analiz edildi. Mitotik ve
mayotik kromozomlar, bir dijital kamera kullanilarak 100x biiyiitmede fotograflandi
ve Adobe Photoshop ile islendi (Sekil 3.2).

2. Kromozomlarin sirasityla hiicrelerin morfometrik 6zellikleri milimetre cetveli ile
Ol¢tilmiistiir. Elde edilen degerler bar dlgegine gore um’ye cevrildi.

3. Bireysel kromozomlarin mutlak uzunlugu, kromozom ¢iftindeki iki homolog
kromozomun ortalamasindan belirlendi.

4. Kromozomun nispi uzunlugu, haploid genomun (TLC) ortalama toplam uzunlugunun

yiizdesi olarak hesaplandi.

= OJ\’/JJJ‘S‘<Q“‘)Q

Sekil 3.2. Preparasyonlarin floresan mikroskobu ile analizi (mitotik ve mayotik kromozomlarin, dijital
kamera kullanilarak 100x biiyiitmede fotograflanmasi ve kromozomlari pm cinsinden 6lgiilmesi)
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5. Sentromerik indeks Cl’nin hesaplanmasi asagidaki formiile gore yapilmustir:

Cl=100s/c (3.1)

s: kisa kol uzunlugu,

¢: kromozomun mutlak uzunlugu.

6. Kromozomlar, (Levan ve ark., 1964; Guerra, 1986) tarafindan onerildigi sekilde,
sentromer pozisyonu gore asagidaki sekilde adlandirilmistir);
a) Sentromer indeksi (CI) 37,5-50,0 araliginda ise metasentrik (m)
b) 25,0-37,5 olmasi durumunda submetasentrik (sm),
c) 12,5-25,0 ise subtelosentrik (st)
d) 12,5’ten kiigiik (CI <12,5) ise akrosentrik (a);
e) Sayet CI =0 ise telosentrik (t)
f) Sentromer pozisyonu iki Kategori arasindaki sinirda oldugu zaman, her ikisi de

listelenecektir.

3.2.4. Mikronuklei Testi

Bu amagla Al-Sabti 1986 tarafindan 6nerilen mikronuklei testi metodu uygulanmastir;

1. Deneyden evvel, ortama alistirmak amaciyla baliklar iginde 20 °C’lik ve iyi
havalandirilmis klorsuz su bulunan bir tankta 14 giin bekletildiler.

2. Kanserojenik -mutajenik amiller viicut agirhigima gore baliga i.p. enjekte edildi.

3. Grubun birine i¢inde kimyasal amiller eritilmis olan soliisyon, digerine distile su ile
enjekte edilir. Bu uygulama, ayrica, i.p. enjeksiyonu ile de yapildi.

4. Yayimlar i¢in kan 6rnekleri, baligin kuyruk toplardamarindan elde edildi.

5. Daha sonra 20 dak. saf etanol’de fikse edildi, hazirlanan preparatlar oda sicakliginda
kurumaya birakildu.

6. Son olarak, siirimler, Sorenson tamponundaki %20’lik Giemsa ile 15 dak. boyandi.

7. 400x ‘da 151k mikroskobunda mikronuklei varligi incelendi.

8. Lamlar kodlanip, rasgele dagitilarak dnyargisiz/se¢gmece yapilmaksizin sayildi.
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3.2.5. istatistiksel Yontemler

Non-Parametrik testler gibi parametrik testler de kromozomlarin relative (bagil)
uzunlugunu analiz etmek icin kullanildi. Veri analizi i¢in bir bilgisayar programi
(Windows i¢in Minitab) kullanilmistir.

a) Kromozom uzunluklarindaki istatistiksel 6nemi gérmek icin Ki-Kare analizi

kullanilmustir.
Student’s t-testi ise, P-degeri 0,05’den diisiik elde edildigi zaman Onemli olarak

degerlendirilen farkhiliklari test etmek i¢in kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sitogenetik olarak analiz edilen 32 Paradiplozoon bingolensis Sp. n.’in diploid
kromozom sayis1 14 (2n=14) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Giemsa ile boyanan Paradiplozoon bingolensis Sp. n.’in kromozom yayimi (Bar: 10 um)
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Sekil 4.2. Paradiplozoon bingolensis Sp. n.’in karyotipi. (Bar: 10 um)
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Kromozomlar orta uzunlukta ve tek kolludur. Karyometrik analiz i¢in kullanilan 10
metafazda, ilk en uzun ¢ift §,16+£0,63 pm ve en kisa kromozom 7. 4,744+0,27 um
uzunlugundadir (Tablo 4.1). Temel kromozomal kol sayis1 (NF) 14 olarak belirlenmis ve
haploid genomun (TLC) ortalama toplam uzunlugu ise 44,55 um olarak tespit edilmistir.
Boylece karyotip formiilii 2n=14 (n=7t) olarak diizenlenmistir. Sentromer pozisyonuna
gore, tiim kromozomlar telosentrik (t) olarak siiflandirilmis olup, ilk alt1 ¢ift kromozom,
sekil ve biiyiikliikk bakimindan goreceli benzerliklerinden dolay1 ayirt edilmesinde biiyiik
zorluk yasanmustir. Sekil 4.1 ve 4.2’de de goriilecegi gibi mitoz boliinme esnasinda az
cok goriilen ikincil daralma, en kiigiik, 7. kromozom ¢iftinin uzun kollarinin ug
kisimlarinda gozlemlenmistir. Sekil 4.3’te Paradiplozoon bingolensis Sp.n’in goreceli

uzunluguna gore kromozom seti (idiogrami) gosterilmistir.

Tablo 4.1. Paradiplozoon bingolensis Sp.n.’in (n=7t) kromozomlarinin 6lgimleri

Kromozom Cifti Sentromer

No Mutlak Uzunluk (um)  Bagil Uzunluk (%) indeksi Simiflama
1 8,23+0,48 18,44+1,32 0 t
2 7,20+0,53 16,24+1,65 0 t
3 6,47+0,51 14,78+1,20 0 t
4 6,43+0,49 14,65+1,27 0 t
5 6,01+0,32 13,53+0,11 0 t
6 5,7240,51 12,87+1,40 0 t
7 4,98+0,30 10,77+1,34 0 t

t telosentrik kromozom
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1

20 1 2 3 4 b i [

Goreceli uzunluk { "% )
=

Kromozom gifti sayisi

Sekil 4.3. Paradiplozoon bingolensis Sp. n.’in idiogrami ve yedinci (7.) kromozom gifti iizerinde
isaretlenmis ikincil daralmanin gésterimi

Su kirliligi durumunun (sudaki kanserojenik-mutajenik amillerin) bir gostergesi olarak
gerceklestirilen mikroniiklei testi yapilmis, ancak balik orneklerinin alindigi akarsuda
herhangi bir kirleticiye rastlanmamis, dolayisiyla yapilan testler sonucu herhangi bir

micronuclei tespit edilmemistir.



50

5. SONUC VE ONERILER

Monogenean balik parazitlerinin tiir tanimlamasi ve ardindan cins, familya, alt familya ve
daha yiiksek taksonlara gore siniflandirilmasi ¢ok zordur. Filogenetik iliskileri belirlemek
ise daha da karmasiktir. Monogeneanlarin morfometrik ve morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde, baglanma organinin sklerotize sert yapilarinin sekli ve boyutu dikkate
alinir (Khotenovsky, 1985). Diplozoidlerde ise, bir ¢ift merkezi kancanin ve 4 ¢ift
kelepgenin lgiimleri en ¢ok kullanilan morfolojik belirteglerdir. Ozellikle merkezi kanca
orak uzunlugu ve medyan plakanin 6n ucunun sekli ve kiskaglarin 6n birlestirme
skleritleri bu ailede tiir ayrimi i¢in en onemli 6zelliklerdir (Civanova ve ark., 2013).
Ancak, kiskaclar kademeli olarak biiyiidiigii i¢in bu karakterler sabit degildir ve
skleritlerin uzunluk ve genisligi ile konukcu baligin uzunlugu arasinda énemli bir pozitif
iligki bulunmustur (Matejusovad ve digerleri, 2002). Tanimlama i¢in kullanilan ikincil

ozellikler ise ¢iftlesme organlarinin dl¢timleridir.

Taksonomik grubun belirlemesinde igiincii olasi yol da sitogenetik analiz olup, bu
amacla karyotip yapilmasi ve idiogramlarinin ¢izilmesi bireyi ayirt etmenin en uygun
yollarindandir. Bu ¢alismada Monogenea sinifinin Diplozoidae familyasindan olup,
morfolojik karakterlerine bakilarak yeni bir tiir olarak teshisi yapilan Paradiplozoon

bingolensis Sp. n.’in sitogenetik analizleri yapilarak tiir teshisi dogrulamasi yapilmistir.

Karyolojik analiz i¢in kromozom preparasyonlari yapilmis ve ardindan Giemsa ile
geleneksel boyama gercgeklestirilmistir. Dolayisiyla, bu calisma, s6z konusu tiiriin
kromozomlarin sayisi ve siniflandirmasi ile birlikte temel morfometrik parametrelerini
icermekte olup, kromozom morfolojisinin ayrintilarin1 ortaya koymak igin ileri bantlama

metodlarinin ve/veya FISH tekniginin uygulanmasina da ihtiya¢ duyulmaktadir.

Paradiplozoid tiirlerinin ¢cogunda yedinci telesontrik kromozomda goriilen ikincil daralma
Paradiplozoon bingolensis Sp.n.’in de 7. kromozomunda fakat bu kromozomun daha ug

kismina yakin boliimiinde goriilmiistiir.
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Kromozom sayisi, Koroleva’nin (1968b)’in diger tiirlerde tespit ettigi haploid kromozom
say1st (n=7) ile de uyum gostermektedir. Dolayisiyla ayn1 haploid say:1 sitogenetik olarak
incelenen diger diplozoid tiirlerinin ¢ogunda da (Paradiplozoon megan, P. bliccae, P.
sapae, P. nagibinae, P. pavlovskii, P. homoion) goériilmektedir (Baer ve Euzet, 1961;
Bovet, 1965; Koroleva, 1968a; Koroleva, 1968b; Koroleva, 1969; Koskova ve digerleri,
2011; Bombarova ve digerleri, 2014). Tek istisna, diploid hiicrelerde (Koroleva, 1968a,
b) 2n=8 (n=3m+la) kromozomlu Diplozoon paradoxum ve Diplozoidae sp olarak

gosterilen siniflandirilmamas tiirlerdir.

Kromozomlarin tanimlamasi nispi boyutlarina, sentromer konumlarina ve ikincil
daralmalarina (yani kromozomlarin morfolojik 6zelliklerine) yapilabilir. Ayrica, gdzlenen
hiicre dongiisii asamasinin ayni olmasina, kullanilan yonteme ve sitolojik hazirlamanin
kalitesine de baglhdir. Diplozoidlerde, sitogenetik olarak bilinen tiim diplozoidlerin
kromozomlari, sekil ve uzunluk bakimindan c¢ok benzerdir. Geleneksel morfometrik
gozlemlerle kolayca saptanan tek tiir, haploid tamamlayicida n=8 kromozomlu D.
paradoxum’dur. Grubun geri kalan tiirleri, benzerlikleri nedeniyle her tiir birbirinden
ayirt edilmesi ¢ok zor n=7 tek kollu kromozomlardan olusur. Tiirleri tanimlamak ve

karsilagtirmak i¢in kullanilan diger 6zellikler asagida agiklanmistir.

Bununla birlikte, bu tiirlin diger diplozoid monogeneanlarla filogenetik iligkisini ortaya
koyabilmek i¢in burada ortaya konulan kromozomal verilerin daha ileri sitogenetik
analizler ile giiclendirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Mesela; ikincil daralmanin
lokalizasyonu, yani bir niikleolar diizenleyici bolge (NOR), diplozoid tiirlerde degisiklik
gosterir. Or; iki kardes tiir olan P. nagibinae ve P. Sapaede, 4 No’lu kromozom g¢iftinin
uzun Kkolunda, sentromer yakininda bulunur ve dolayisiyla ikincil daralmanin benzer
bolgede bulunmasi s6z konusu tiirlerin yakin iligkisini gosterir (Sekil 7.). E. nipponicum,
P. megan ve P. bliccae’da ise ikincil daralma son en kisa akrosentrik (a) olan 7.
kromozom ¢ifti {izerinde konumlanmaktadir (Aralarindaki fark ikincil daralmanin 7.
kromozom ¢iftini olusturan kromozomlarin degisik bolgelerinde olmasidir.). Yani P.
megan’nda ayni kromozom ¢iftinin orta kisminda NOR gériiniirken ve D. bliccae ‘de ise7.
kromozom ¢iftinin sonuna yakin bir yerde NOR bolgesi (yani ikincil daralma)
goriilmektedir. D. paradoxum ise 1 No’lu metasentrik kromozom ¢ifti iizerinde kisa

kollarin pericentromerik bdlgesinde yer alan ikincil daralmaya sahip tek diplozoid tiirdiir.
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Diger taraftan, sudaki kanserojenik-mutajenik Kkirleticilerin tespiti amaciyla yapilan
micronuclei testi sonucu herhangi bir bulguya rastlanilmamis olmasi, balik 6rneklerinin
alindig1 akarsuda herhangi bir kirleticinin bulunmadigi, bu sularla balik yetistiriciligi
veya diger tarimsal faaliyetlerin rahatlikla yapilabilecegi diisiiniilmektedir. Hatta Bingol
sulart ile ilgili yapilmis deney sonuclari da dikkate alindiginda, Bingol sinirlari
dahilindeki diger su kaynaklariyla geleneksel ve/veya iyi tarim uygulamalar

cercevesinde balik yetistiriciligi faaliyetlerinde bulunabilecegi sdylenebilir.
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