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Oz: Asya Balik Sestodu Schyzocotyle acheilognathi (Bothriocephalus acheilognathi) (Yamaguti,
1934) tiirii istilac1 bir balik parazitidir. Bu parazit farkli ¢evresel kogullara uyum saglama konusunda
* https://orcid.org/0009-0004-1221-2905 olagantistii bir yetenege sahiptir ve bu nedenle Asya'daki dogal cografi kokeninden Antarktika harig¢
- https://orcid.org/0000-0002-7791-1959 her kitay istila etmistir. Tiirkiye’de bu istilact sestod tiirtiniin molekiiler karakterizasyonu hakkinda
yeterince veri bulunmamaktadir. Bu arastirmada Tiirkiye’nin Orta Karadeniz Bolgesi Kizilirmak
tizerinde kurulu olan Samsun ili Derbent Baraji’nda avlanan sazan baliklarindan (Cyprinus carpio)
toplanan ve morfolojik olarak S. acheilognathi tiirii olarak teshis edilen parazitlerin mitokondriyal
DNA cox1 gen bolgesinin molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve diinyadaki ayn tiire ait olan diger
izolatlar ile filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaglanmustir. Bu aragtirmada S. acheilognathi tiiriine
ait bes izolatin mitokondriyal DNA cox1 gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizleri
yapilmustir. Buradaki bes izolatin coxl gen bdlgelerinin kendi aralarinda niikleotit farklilig

*Sorumlu yazar: saptanmamustir. Tirkiye’nin Karadeniz Bdlgesi’nden sazan baliklarinda tespit edilen bu parazit
Gokmen Zafer PEKMEZCI o tiirtiniin GZP-1 izolatinin GenBank kaydi “OR632343” erisim numarasi ile saglanmistir. GZP-1 izolati
Ondokuz Mayis Universitesi, Veterinerlik ile Madagascar MAD16 (MG968744), Cin CH1497 (MG968745), Ingiltere UK5 (MG968746),
Fakiiltesi, Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim . L.

Dal, Samsun, Tiirkiye Japonya JAP1 (KX060590), Meksika MX62 (KX060591), Cek Cumhuriyeti PBI23 (KX060592),
B zpekmezci@omu.edu.tr Afrika SAF3 (KX060593), Tiirkiye TU1 izolatlar1 (KX060594) ve ABD USA10 (KX060595) izolatlari

arasinda %0,0-1,78 oraninda genetik uzaklik saptanmistir.

Keywords: Cox1, Cyprinus carpio, PCR, Schyzocotyle acheilognathi, Tiirkiye.

Molecular Characterization of the Asian Tapeworm Schyzocotyle acheilognathi
(Cestoda: Bothriocephalidae) Infecting Carp (Cyprinus carpio) in Tiirkiye

Abstract: The Asian tapeworm Schyzocotyle acheilognathi (Bothriocephalus acheilognathi)
(Yamaguti, 1934) is an invasive fish parasite. This parasite has an extraordinary ability to adapt to
different environmental conditions and has therefore invaded every continent except Antarctica from
its natural geographical origin in Asia. There is insufficient data on the molecular characterization of
this invasive cestode species in Turkey. In the present study, molecular characterization of the
mitochondrial DNA cox1 gene region of the parasites collected from carps (Cyprinus carpio) fished in
the Derbent Dam of Samsun province, which is located on the Kizilirmak River in the Central Black
Sea Region of Turkey and morphologically identified as S. acheilognathi was carried out and it was
aimed to determine the phylogenetic relationships with other isolates belonging to the same species in
the world. In this study, the mitochondrial DNA cox1 gene region of five isolates of S. acheilognathi
was amplified by PCR and DNA sequence analysis was performed. There were no nucleotide
*Corresponding author: differences among the cox1 gene regions of the five isolates. The GenBank record of the GZP-1 isolate
(Gt Zoitsi MELMIZZLCH of this parasite species detected in carps from the Black Sea Region of Turkey was recorded with the
Ondokuz May1s University, Faculty of . « \ R L . X
Veterinary, Division of Aquatic Diseases, accession number_ OR632343”. The GZP-1 isolate has been identified with Madagascar MAD16
Samsun, Tiirkiye (MG968744), China CH1497 (MG968745), England UK5 (MG968746), Japan JAP1 (KX060590),
>4: zpekmezci@omu.edu.tr Mexico MX62 (KX060591), Czech Republic PBI123 (KX060592), The genetic distance between Africa
SAF3 (KX060593), Turkey TU1 (KX060594) and USA USA10 (KX060595) isolates was 0.0-1.78%.

Anahtar kelimeler: Cox1, Cyprinus carpio, PCR, Schyzocotyle acheilognathi, Tiirkiye.
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GIRiS

Balik parazitleri arasinda en patojen sestodlardan biri
olarak bilinen Asya Balik Sestodu (ABS) Schyzocotyle
acheilognathi (Bothriocephalus acheilognathi)
Bothriocephalidea takiminin bir {iyesidir. Bu tiir ilk olarak
Japonya'nin Ogura Golii'ndeki kiigiik bir sazangil balik tiirii
olan Acheilognathus rhombeus'tan B. acheilognathi olarak
tanimlanmistir  (Yamaguti, 1934). Bothriocephalidea
takiminin  kapsamli bir molekiiler filogenetik analizi
sonucunda ABS'nin Bothriocephalus cinsinden ziyade
Schyzocotyle cinsinde yer almasi gerektigi kanisina
varilmis ve su anda bu parazitin kabul edilen bilimsel adin
ise S. acheilognathi oldugu kabul edilmistir (Brabec vd.,
2015). Schyzocotyle acheilognathi bir¢ok ¢ok sayida farkl
tiirdeki tatli su baliklarindan rapor edilen istilac1 parazit
olup yayilmasiyla ilgili yeni raporlar ortaya cikmaya
devam etmektedir. Bu sestod tiirii diinya genelinde tatli su
baliklarindan 6zellikle de sazangiller (Cyprinidae) igin
ciddi bir tehdit olusturmakta ve 6liimlere neden olmaktadir.
ABS’u 1950'li ve 1960’11 yillarda oncelikle sazan (C.
carpio) ve ot sazam (Ctenopharyngodon idella) tiirlerinin
canli olarak nakledilmesi ile Cin'den Rusya’nin bati kismi
ile dogu ve orta Avrupa'ya yayilmistir. Bu parazit farkli
cevresel kosullara uyum saglama konusunda olaganiistii
bir yetenege sahiptir oldugundan Asya'daki dogal cografi
kokeninden Antarktika hari¢ her kitay: istila etmistir. Bu
sestod tirli Ozellikle kiiltiir ortaminda gdletlerde
yetistirilen yavru sazan baliklarinin en 6nemli bir paraziti
haline gelmistir. Ozellikle sazangillerin yavrularinda %100
oraninda Oliimlere neden oldugu ya da onlarmm yasam
stiresini ~ kisaltarak  yetigkin ~ baliklarin  bilylimesini
engelledigi bilinmektedir. Agir parazit yiikleri sazanlarda
bagirsagin tikanmasina ve ciddi patolojik degisikliklere
neden olarak biiyiime geriligi ile baliklarin hayatta kalma
durumlarinin azalmasina neden olmaktadir (Williams,
1994; Scholz vd., 2012; de Leoén vd., 2018; Kuchta vd.,
2018). Schyzocotyle acheilognathi’nin konakgis1 olarak
rapor edilen balik tiirlerinin sayis1 son yillarda 6nemli
Olciide artmustir. Bu tiir Dove & Fletcher, (2000) tarafindan
yedi takima ait 65 tatli su balik tiliriinde bildirmistir.
Salgado-Maldonado & Pineda-Lopez (2003) tarafindan
parazitin enfekte ettigi yedi takimdan 102 balik tiiri
listelemistir. Son olarak Scholz vd., (2012) tarafindan bu
parazit tiirii on takimdan 200 farkli tath su balik tiiriinde
rapor edilmistir. Ulkemizde S. acheilognathi tiirii farkli
cografik alanlarda olmak tizere ¢esitli tath su balik
tirlerinde morfolojik olarak teshis edilmistir (Doriicii &
Ispir 2005; Oztiirk, 2005; Aydogdu & Server 2006; Oztiirk
& Ozer 2014; Innal vd., 2016; Yardime1 vd., 2018). Bu
istilac1 parazit tiiriiniin varlig1 iilkemizin farkli cografi
bolgelerinde ¢ok sayida tatli su balik tiirlerinde bildirilmis
olunmasma ragmen, Tirkiye’de bu istilact sestodun

molekiiler karakterizasyonu hakkinda yeterince veri
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada Samsun ili Derbent
Baraji’nda avlanan sazan baliklarindan (C. carpio) izole
edilerek morfolojik olarak teshis edilmis olan S.
acheilognathi tiiriine ait olan izolatlarin mitokondriyal
parsiyel cytochrome c¢ oxidase subunit (coxl) gen
bolgesinin  molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve
diinyadaki aym tiire ait olan diger izolatlar ile filogenetik
iligkileri belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Schyzocotyle acheilognathi izolatlarinin DNA
ekstraksiyonlart ve PCR analizleri: Tirkiye’nin Orta
Karadeniz Bolgesi Kizilirmak iizerinde kurulu olan
Derbent Baraj Golii’nde (41° 25" 6" Kuzey enlemi ile 35°
49’ 52" Dogu boylami) avlanan ve balik¢ilardan 6lii olarak
satin alinan farkli sazan (C. carpio) bireylerinden 2020-
2021 yillan1 i¢inde izole edilen ve morfolojik olarak S.
acheilognathi (Cestoda) olarak teshis edilen %70’lik
etanolde saklanan 5 izolattin genomik DNA (gDNA)
ekstraksiyonu ticari kit (Thermo) protokoliine gore
yapilmustir. Parazitlerin gDNA’larinin cox1 gen bolgesini
¢ogaltmak i¢in JB3 ileri (5'-TTT TTT GGG CAT CCT
GAG GTT TAT-3') ve JB4.5 geri 5-TAA AGA AAG
AAC ATA ATG AAA ATG-3") yonlii primer giftleri
kullanilmistir (Bowles vd.,1992; Yera vd., 2008; de Leon
vd., 2018). Toplam hacim 25 pl olacak sekilde 2 pl gDNA,
10 uM ileri yonlii JB3 ve geri yonli JB4.5 primerleri, 0,5
pl 10 mM dNTPs karigimi, 2,5 pl 10X Dream Taq PCR
buffer, 1,5 ul 2 mM MgCl, ve 1U DreamTaq™ Hot Start
DNA polimeraz igeren PCR karigimi hazirlanmigtir (de
Leén vd., 2018). Elde edilen karisim termal siklus
cihazinda (PXE 0.2, Thermo Scientific) ilk denatiirasyon
94 °C 3 dakika, 35 siklus 94 °C 60 saniye (denatiirasyon),
45 °C 60 saniye (baglanma), 72 °C 1 dakika (uzama) ve son
uzama 72 °C 10 dakika olacak sekilde ayarlanmistir (de
Leon vd., 2018). Elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromid
ile boyanmis %!l agaroz jel’de yiritilmiis ve jel
transilluminatér cihazinda ultraviyole 1s1ik altinda
goriintiilenmistir. Amplifikasyonda basarili olan PCR
riinlerinin ayni primer g¢iftleri ile ¢ift yonlii DNA dizi
analizleri (sanger dizileme) hizmet alimi karsiliginda
Macrogen (Amsterdam, NL) firmasina yaptirilmistir.

DNA dizi analizleri ve filogenetik iliskilerinin
belirlenmesi: Cox1 bolgesi i¢cin DNA dizi analizleri
yapilan ileri ve geri yonlii dizilerin Contig Express in
Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) ve Geneious Prime
(version 2022.2.2) programlari ile kromotogramlarin kalite
skorlar1 analiz edilmistir. Kromotogramlarin kalitesinin
belirlenmesinde phred skoru 20°nin (Q> 20) tizerinde olan
bazlar dikkate alinmistir (Ewing vd., 1998). Sonrasinda
cox1 gen bdlgesi igin 5 izolatin ayr1 ayri ileri ve geri yonli
dizilerinin  birlestirmeleri  yapilmig bu  dizilerden
primerlerin dizilimleri ¢ikarildiktan sonra ayr1 ayri
niikleotid dizileri elde edilmistir. Elde edilen dizilerin
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GenBank veri tabaninda blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri
(Altschul vd., 1997) yapilmis ve ayn tiiriin diger izolatlar
ile aralarindaki benzerlik oranlari (%) tespit edilmistir.
GenBank’a kayitli olan aym tiirlin diger izolatlar1 ile bu
aragtirmadaki izolatlarin ClustalW algoritmasi (Thompson
ve ark., 1994) kullanilarak ¢oklu dizi hizalamalar1 BioEdit
programi ile yapilmistir (Hall, 1999). Coklu dizi
hizalamalarindaki belirsiz ya da farkli hizalanan alanlar
“daha az kat1 se¢cim” segenegi isaretlenerek Gblocks 0.91b
programi kullanilarak kaldirilmistir (Castresana, 2000).
Izolatlarm cox 1 gen bolgelerinin genetik uzakliklari (p—
distance) Kimura—2—Parameter modeli (tek tip oranlar ve
%95'lik kismi silme) kullanilarak MEGA X programu ile
hizalanmig diziler iizerinden hesaplanmistir (Kumar vd.,
2018). Parsiyal coxl bolgesinin filogenetik agaci
maximum likelihood (ML) metodu ile akaike information
criterion (AIC) gore belirlenen model (HKY) kullanilarak
1000 tekrarli olarak MEGA X programui ile olugturulmustur
(Kumar vd., 2018).

BULGULAR

Schyzocotyle acheilognathi tiiriine ait olan 5
izolattin cox1 gen bdlgesi ~450 baz olarak basarili bir
sekilde cogaltilmis ve her bir izolat ig¢in ayri ayri elde
edilen son niikleotid dizilerinden ileri ve geri yonlii primer
dizilimleri ¢ikartildiktan sonra 399 baz uzunlugunda DNA
dizileri elde edilmistir. Bes izolatin parsiyel coxl gen
bolgelerinin  kendi aralarinda  ntikleotit  farklilig:
saptanmamustir (p-distance=0,000). Bu izolatlar arasindan
sadece bir izolatin (GZP-1) GenBank kayd: “OR632343”
erisim  numarast ile saglanmistir.  Schyzocotyle
acheilognathi GZP-1 izolatimin (OR632343) GenBank
blastn analizleri sonrasinda aynmi tiiriin Madagascar
MADI16 (MG968744), Cin CH1497 (MG968745),
Ingiltere UKS5 (MG968746), Japonya JAP1 (KX060590),
Meksika MX62 (KX060591), Cek Cumhuriyeti PBI23
(KX060592), Giiney Afrika SAF3 (KX060593) ve ABD
USA10 (KX060595) izolatlar1 ile %100 benzer oldugu ve
aralarinda niikleotid farklilig1 olmadig: saptanmistir (Sekil
1).

10 » » ® @ @ » 0 %
TATGTATTAA TTTTGCCTGG GTTTGGTGCA ATTAGTCATG TGTGTTTAAA ATTGGGGTGT TCTCCAGATG CTTTTGGGTT TTACGGTTTA
» o 12 10 10 10 10 m 190
TTATTTGCTA TGTTTTCTAT TGTTTIGITTA GGTAGTATTG TGTGGGGGCA TCATATGTTIT GTGGTTGGTT TAGATGTAAA GACGGCAGTA
1497 S 3 e 52 = x R §
¢
9 00 0 0 e 0 0 0 m
TTTTTITAGTT CTGTAACTAT GATTATTGGT GTTCCAACCG GTATTAAGGT GTTTTCTTGG TTGTACATGA TTATGAAAAG ACGGGTGTCT
0 3 30 10 30 0 M0 0 860
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Sekil 1. Schyzocotyle acheilognathi izolatlarinin niikleotid farklilig.
Figure 1. Nucleotide divergence of Schyzocotyle acheilognathi isolates.
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Sekil 2. Schyzocotyle acheilognathi izolatlarinin genetik uzaklig.
Figure 2. Genetic distance of Schyzocotyle acheilognathi isolates.
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KX060590 JAP1, Japonya
OR632343 GZP-1, Turkiye
KX060591 MX62, Meksika
KX060592 PBI23, Gek Cumhuriyeti

KX080593 SAF3, Afrika
KX060595 USA10, ABD
MG968744 MAD 16, Madagaskar

MG968746 UK 5, Ingiltere

MG968745 CH 1497, Cin

S

00020

KX060594 TU1, Tarkiye

Sekil 3. Schyzocotyle acheilognathi izolatlarin filogenetik agaci.
Figure 3. Phylogenetic tree of Schyzocotyle acheilognathi isolates.

Bu ¢alismadaki GZP-1 izolat1 (OR632343) ile
Marmara Boélgesi Iznik Golii'nde avlanan —giimiis
baligindan (Atherina boyeri) izole edilen TUI izolatt
(KX060594) arasinda %98 oraninda benzerlik bulunmus
ve GZP-1 (OR632343) ile TU1 izolatlar1 (KX060594)
arasinda %1,78 oraninda genetik uzaklik (Sekil 2) ile yedi
niikleotid farklilig1 (Sekil 1) saptanmigtir.

Schyzocotyle  acheilognathi  tiirtiniin ~ farkh
izolatlarinin parsiyel cox1 gen bolgesinin ML metodu ve
HKY modeli kullanilarak olusturulan 1000 tekrarli
filogenetik agacinda Tirkiye GZP-1 (OR632343)
izolatinin Madagascar MAD16 (MG968744), Cin CH1497
(MG968745), Ingiltere UK5 (MG968746), Japonya JAP1
(KX060590), Meksika MX62 (KX060591), Cek
Cumhuriyeti  PBI23  (KX060592), Afrika SAF3
(KX060593) ve ABD USA10 (KX060595) izolatlar ile
kiimelendigi goriilmistiir (Sekil 3).

TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde helmint sistematigi ve filogeni
aragtirmalarinda molekiiler genetik yaklasimlar siklikla
kullanmilmaktadir.  Schyzocotyle acheilognathi
yasam dongiisii, cografi dagilimi ve konakg¢i araliklart

tlirliiniin

konusunda yayinlanmig arastirma sayisinin fazla olmasina
ragmen, molekiiler verileri kullanan g¢aligmalar sasirtici
derecede azdir ve biiylik dl¢iide niikleer rRNA ITS (ITS1,
ITS2) genleri ile sinirlidir (Luo vd., 2002; Brabec vd.,
2016; Boonthai vd., 2017; Li vd., 2017). Parazitin
filogenetik iligkilerinin ortaya konulmasinda
mitokondriyal DNA verilerinin rRNA ITS gen lokusuna
gore daha iyi ¢oziimleme sagladigini bildirildigi (Brabec
vd., 2016) i¢in bu arastirmada S. acheilognathi tiiriine ait
bes izolatinin mitokondriyal DNA verilerine gore
molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve filogenetik
iliskileri ortaya konulmustur. Tirkiye’de bu parazit
tirliniin  molekiiler karakterizasyonu hakkinda yapilan
literatlir taramasinda sadece bir arastirma yapildig
goriilmiistiir (Brabec vd., 2016). Bu arastirmada Marmara
Bolgesi Iznik Gélii’'nde avlanan giimiis baligindan (A.
boyeri) izole edilen ve morfolojik olarak teshis edilen bu
sestod tiirliniin yurt digindaki arastiricilara gonderilmesi
sonucunda tDNA ve mtDNA yoniinden genetik yapisi

arastirilmistir (Brabec vd., 2016). Bu istilact sestod
tirlinlin yeni bir ortamda ¢ok yiiksek adaptasyon
gostererek hizli bir evrimlesme potansiyeline sahip oldugu
bildirilmistir (de Ledn vd., 2018). Mitokondriyal DNA
coxl verilerine gore bu arastirmada Karadeniz Bolgesi
Derbent Barajinda avlanan sazan baligindan (C. carpio)
izole edilen S. acheilognathi GZP-1 izolati1 (OR632343) ile
farkli balik tiirlerinden (Ptychochromis cf. inornatus,
Saurogobio dabryi, Schizopyge niger, C. carpio, Gila
conspersa, Labeobarbus kimberleyensis, Cyprinella
lutrensis) izole edilen Madagascar MAD16 (MG968744),
Cin CH1497 (MG968745), Ingiltere UK5 (MG968746),
Japonya JAP1 (KX060590), Meksika MX62 (KX060591),
Cek Cumhuriyeti PBI23 (KX060592), Afrika SAF3
(KX060593) ve ABD USA10 (KX060595) izolatlarinin
%100 identik oldugu ve niikleotid farklilig1 olmadigi
saptanmustir (p-distance=0,000) (Brabec vd., 2016; Kuchta
vd., 2018). MtDNA verilerine gore aym tiiriin farkli balik
konak izolatlarinin dizileri arasindaki yiiksek korunum
diizeyi tlirin atasal kokenlerinin ayni popiilasyondan
gelmesi ile agiklanabilir. Buna ragmen GZP-1 izolatinin
(OR632343), Marmara Bolgesi Iznik Golii’nde avlanan
giimiis baligindan (A. boyeri) izole edilen TU1 izolat1
(KX060594) (Brabec vd., 2016) ile arasinda %1,78
oraninda genetik uzaklik saptanmig ve DNA dizilerinin
arasinda yedi niikleotid farkliligi tespit edilmistir.
Schyzocotyle acheilognathi tiiriiniin Diinya’daki cografik
alanlara gore farkli izolatlar1 arasinda mtDNA cox1 gen
bolgesi acgisindan yiiksek korunumu tespit edilmesine
ragmen (Brabec vd., 2016), bu aragtirmada Tiirkiye’ye ait
iki izolat (GZP-1 ve TU1) arasindaki tespit edilen genetik
farklilik izolatlarin birbirlerine gore tiiriin erken farklilasan
popiilasyonlara ait olmalari ile agiklanabilir.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma ile Tiirkiye nin
Karadeniz Bdlgesi’'nde istilact bir parazit tiirii olan S.
acheilognathi’nin esas konagi olan sazan baliklarmdan (C.
carpio) toplanan parazitlerin mitokondriyal DNA cox1 gen
bolgesinin  molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve
diinyadaki ayn tiire ait olan diger izolatlar ile filogenetik
iligkileri  belirlenmigtir. Tiirkiye’nin farkli cografik
alanlarinda varligi bilinen bu istilact sestod tiirtiniin farkli

400



Memis & Pekmezci, (2024)

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:9, No:3, (397-402), 2024

tatll su balik konaklarindan elde edilecek izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonlariin yapilarak parazitin
filogenetik iligkileri hakkinda bilgiler elde edebilmek i¢in
yeni arastirmalar yapilmalidir.
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