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ABSTRACT

Posthodiplostomum Dubois, 1936 species have worldwide distribution. Metacercariae of P. cuticola that is common in Europe
causes “black spot” disease in freshwater fishes. A limited number of data on mitochondrial and ribosomal sequences of P.
cuticola are available in the GenBank. In addition, there is no sequencing data on trematodes belonging to genus of
Posthodiplostomum in Turkey. The aim of this study was to investigate the presence of Posthodiplostomum metacercariae in
freshwater chubs (Squalius cephalus) and to reveal the molecular characterization of mt-COI and ITS-2 gene regions of the
identified isolates. Posthodiplostomum metacercariae were detected in the gills of two (1.6%) out of 123 fish. The ITS-2 gene
sequences of the isolates (POSTC1-C2) (MN701652-3) found in this study showed 99.8-100% identity with P. cuticola
sequences isolated from skin, muscle and fins of different fish species in Czech Republic and Hungary. In addition, the mt-
COI gene sequences of the POSTC1-C2 isolates (MN700658-9) showed 99.1-98.9% identity with P. cuticola isolate (cercariae)
(KX931424) from Planorbis planorbis in Lithuanian. This study provides first molecular and phylogenetic characterization of P.
cuticola isolates found in chubs (Squalius cephalus) in Turkey.
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Thrkiye’de Tatli Su Kefali’nin (Squalius cephalus) Solungaglarini Enfekte Eden Posthodiplostomum
cuticola (von Nordmann, 1832) Dubois, 1936 (Trematoda: Diplostomidae) Metaserkerlerinin Ilk
Molekiiler Karakterizasyonu

(074

Posthodiplostomum Dubois, 1936 tirleri diinya genelinde oldukga yayginlik gostermekteditler. Avrupa’da yaygin olan P. cuticola
tirinin metaserkeri tatl su baliklarinda siyah nokta “black spot” hastaligina sebep olmaktadir. GenBank veri tabaninda P.
cuticola tirtne iliskin mitokondriyal ve ribozomal sekans kayd: stnurlidir. Diger yandan, Turkiye’de Posthodiplostomum cinsinde
yer alan trematodlarin sekans karakterizasyonuna dair herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, tatlt su kefallerinde
(Squalins cephalus) Posthodiplostonum metaserkerlerinin arastirilmast ve tespit edilen izolatlarin mt-COI ve ITS-2 gen boélgelerinin
molekiiler karakterizasyonlarinin  yapilmast amaglanmistir.  Incelenen 123 baliktan ikisinin (%1,6) solungaglarinda
Posthodiplostomum metaserkerleri saptanmigtir. Caligmada tespit ettigimiz izolatlarin (POSTC1-C2) (MN701652-3) ITS-2 gen
bélgesine ait nikleotid dizilimleri, Cek Cumhuriyeti ve Macaristan’da farkli balik tiirlerinin deri, kas ve ylzgeclerinden izole
edilen P. cuticola izolatlart ile %99,8-100 arasinda identiklik gostermistir. Yine POSTC1-C2 izolatlarinin (MN700658-9) mt-
COI gen bélgesine ait niikleotid dizilimleri, Litvanya’da Planorbis planorbis’te bulunan P. cuticola izolati (serker) (KX931424) ile
%99,1-98,9 oraninda identik bulunmustur. Bu c¢alisma ile Turkiye’de ilk kez tatlt su kefalinde (Squalius cephalns) bulunan P.
cuticola izolatlarinin molekdiler ve filogenetik karakterizasyonlart ortaya konulmustut.

Anahtar Kelimeler: ITS-2 ve mt-COI gen bélgeleri, Molekiiler karakterizasyon, Posthodiplostomum cuticola, Squalius cephalus,
Tirkiye.
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GIRIS

Posthodiplostomum Dubois, 19306 cinsinde yer alan tiirler
dinya genelinde oldukga yayginlik géstermektedirler
(Niewiadomska ~ 2002).  Yasam  dongilerinde
salyangozlar (birinci ara konak), baliklar (ikinci ara
konak) ve balikla beslenen kuslar (son konak) olmak
tzere u¢ konak bulunmaktadir (Donges 1964).
Posthodiplostomum sp. ile enfekte baliklarda gelisme
geriligi ve agirlik kaybi gézlenmekle birlikte, olusan
lezyonlara baglt olarak, baliklarin  pazar kalitesi
diusmektedir (Lane ve Motris 2000). Bunun yant sira
metaserkerlerle enfekte baliklar son konak olan
kuslara daha kolay yem olabilmektedir (Ondrackova
ve ark. 2000).

Avrupa’da cesitli balik tlrlerinde P. euticola (von
Nordmann 1832) Dubois, 1936 ve P. brevicaudatum
(von Nordmann 1832) Dubois, 1936 olmak tizere iki
tir tanimlanmis ve yalnizca bu iki tiiriin varhgr kabul
ediliyorken, son yillarda yapilan molekiler tabanli
calismalarda daha ¢ok Kuzey Amerika’da yayginlik
gosteren P. minimmm (McCallum 1921) Dubois, 1936
ve P. centrarchi Hoffman, 1958 tiirlerinin de Avrupa’da
farkli konak tiirlerinde varligt ortaya cikarilmistir
(Kvach ve ark. 2017, Stoyanov ve ark. 2017).
Molekdler veriler Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya
gibi farklt cografyalarda dogal enfekte konaklardan
izole edilen trematod turlerinin dogru bir sekilde tir
identifikasyonlarinin yapilmasinda, gelisim dénemleri
arasindaki iligkilerin kurulmasinda ve doku/konak
spesifitelerinin belirlenmesinde stklikla kullanilmistir
(Moszczynska ve ark. 2009, Locke ve ark. 2010,
Nguyen ve ark. 2012, Stoyanov ve ark. 2017, Kvach
ve ark. 2017, Loépez-Hernandez ve ark. 2018,
Hoogendoorn ve ark. 2019). Bunun yani sira
molekiler  tabanli  ¢alismalar  kriptik  tiirlerin
tamimlanmasini, trematod ¢esitliliginin belirlenmesini
ve yasam doOngilerinin daha iyi anlasilmasint da
saglamistir (Poulin 2011).

Avrupa’da yayginlk gosteren P. cuticola tirinin
metaserkerleri Tiirkiye’de Eber ve Sapanca Géli'nden
yakalanan  sazan  (Cyprinus  carpio)  baliklarinda
morfolojik olarak tespit edilmistit (Oztiirk 2005,
Uzunay ve Soylu 2006). Bunun disinda Agag
Kizilirmak Deltasindan yakalanan Neogobius fluviatilis
ve Proterorhinus marmoratus balik tirlerinde morfolojik
olarak Posthodiplostomum sp. rapor edilmistir (Giiven ve
Oztiirk 2018). Ancak, bugiine kadar Tiirkiye'de
Posthodiplostomum cinsinde yer alan trematodlar Gzerine
molekiiler tabanlh arastirmalarin yapilmadigr dikkati
cekmistir. Guntimuiizde Posthodiplostomum cinsinde yer
alan trematodlarin tir teshislerinin dogru bir sekilde
yapilabilmesi i¢cin mt-COI ve ITS gen bolgelerinin
PCR ve seckans analizleri siklikla kullandmaktadir
(Stoyanov ve ark. 2017, Boone ve ark. 2018, Lopez-
Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve ark. 2019).
Bu calismada, tatlh su kefalinde (Squalins cephalus)
bulunan Posthodiplostomum izolatlarinin mt-COI ve

ITS-2 gen boélgelerinin sekans analizleri yapilarak
Turkiye’deki ilgili parazit nesilleri icin ilk molekiler
karakterizasyon verileri ortaya cikarilmustir.

MATERYAL ve METOT

Orneklerin
Incelemeler
Kasim 2016 ve Kasim 2018 tarihleri arasinda I¢
Anadolu Bélgesi, Kayseri li’'ndeki yerel balikcilardan
satin alinarak uygun tasima kosullarinda Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri ve
Hastaliklar1 Laboratuvarina getirilen toplam 123 adet
tatlh su kefali (Squalins cephalus) parazitolojik acidan
incelenmistir. Baliklarin viicut ylzeyleri, ylzgegleti ve
solungaclart  stereo mikroskop (Olympus SZX10
Tokyo, Japan) altinda dikkatlice incelendikten sonra
nekropsileri gerceklestirilmistir. Tim baliklarin karin
bosluklari, i¢ organlart ve kas dokulart ayrr ayr
metaserker varlifi agisindan muayene edilmistir. Siyah
gbrinimli kistlere yalnizca solungaclarda
rastlanmistir.  Solungaglardan  toplanan  kistler
fizyolojik tuzlu su igerisinde doku artiklarindan
temizlendikten =~ sonra  molekiler  analizlerde
kullanilmak tzere %70’lik alkol icerisinde +4°C’de
saklanmistir.

Toplanmast  ve  Parazitolojik

Metaserkerlerden Genomik DNA Izolasyonu,
ITS-2 ve mt-COI Gen Bolgelerinin
Amplifikasyonu

Alkolii uzaklagtirlan metaserkerlerin genomik DNA
(eDNA)  ckstraksiyonlart  ticari kit (Gene]ET
Genomic DNA Purification Kit, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) kullanilarak gerceklestirilmis ve
elde edilen gDNA’lar -20°C’de saklanmustr.

Orneklerden izole edilmis olan gDNA ekstraktlari,
metaserkerlerin ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerini
amplifiye eden OPHET_Fwd/OPHET_Rev (Skov
ve ark. 2009) ve DicelF/Dicel1R (Van Steenkiste ve
ark. 2015) primerleri ile PCR analizlerine tabii
tutulmugstur. PCR reaksiyon karistmi 25 pl final
konsantrasyonda; 12,5 ul ticari master mix (Maxima
Hot Start PCR Master Mix, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), 0,5 pM her bir primer ve 10-50
ng ¢DNA icerecek sekilde hazirlanmistur. PCR
cihazinda (Applied Biosystems, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) protokoller; mt-COI gen bélgesi
icin Van Steenkiste ve ark. (2015)’a gbre ayarlanmus,
ITS-2 gen bolgesi icin ise 95°C’de 4 dk; 30 siklus,
denattrasyon: 95°C’de 30 sn, baglanma: 52°C’de
30sn, uzama: 72°C’de 1 dk ve final uzama: 72°C’de 10
dk olacak sekilde belirlenmigtir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen PCR drinleri (10 pul)
SafeViewIM  (Applied  Biological = Materials
Richmond, BC, Canada) ile boyanarak %1,5 ’luk
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus, jel
gorintilemeleri ve analizleri Quantum CX5 jel
dokiimantasyon sisteminde (Vilber Lourmat, France)
gerceklestirilmistir.
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DNA Dizi (Sekans) ve Filogenetik Analizleri
Ticari kit (High Pure PCR Product Purification Kit,
Roche, Germany) kullanilarak jelden purifiye edilen
her bir gen bélgesine ait PCR turtnler, ilgili forward
ve reverse primertleri ile ¢ift yonli olarak
sekanslanmistir (Macrogen, Amsterdam). Izolatlarin
elde edilen cift yonlit DNA dizilerinin kromotogram
kalite skorlar1 dikkate alinarak Geneious 11.0.2
yaziliminda forward ve reverse dizilimleri birlestirilmis
ve metaserketlere ait final dizilimler elde edilmistir
(Kearse ve ark. 2012). Final dizilimlerinin Geneious
11.0.2  yazimi tzerinden BLASTn  analizleri
gerceklestirilerek metaserkerlerin tlir identifikasyonlari
yapilmistir  (Kearse ve ark. 2012). Daha sonra
GenBank’a, farkli cografik bolgelerden kaydedilmis
Posthodiplostomum titleri ve yakin cinsler icerisinde yer
alan bazt izolatlar secilerek, her iki gen bolgesi icin
veri setleri olusturulmus ve Geneious 11.0.2
yaziliminda ¢oklu hizalamalart yapilmistir (Kearse ve
ark. 2012). MEGA 7.0 genetik yazilimi tzerinden
Kimura two-parameter modeli kullanilarak tir ici ve
arast nikleotid farkliliklart (%) belirlenmistir (Kimura
1980, Kumar ve ark. 2010).

Filogenetik iligkilerin  belitflenmesinde, Geneious
11.0.2  yazihm programinda JC+G (ITS-2) ve
GTR+G (mt-COI) modellerini temel alan Bayesian
(BA) [MrBayes version 3.2.6 (Huelsenbeck ve
Ronquist 2001)] analizi uygulanmistir (Kearse ve ark.
2012). Sekans evrimi icin en uygun DNA modelleri
Akaine Information Criterion (AIC) kriterlerine gére
MEGA 7.0 genetik yaziliminda belirlenmistir (Kumar
ve ark. 2016).

Tylodelphys mashonensis [KC685363 (ITS); KR863382
(mt-COD)] her iki filogenetik agacta dis dal olarak
kullanilmustir. Karakterizasyonu saglanan P. cuticola
izolatlarinin  (POSTC1-C2) ITS-2 ve mt-COl gen
bélgelerine ait DNA dizileri (ITS-2; MN701652-3 ve
mt-COL;  MN700658-9)  erisim  numaralariyla
GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

BULGULAR

Incelenen 123 baliktan ikisinin (%1,6) solungaglarinda
birer adet olmak tUzere Posthodiplostomum  sp.
metaserkeri bulunmugtur. Kistler stereo mikroskop
alunda dikkatlice patlatilarak metaserkerlerin serbest
kalmast saglanmustir. Serbest kalan metaserketlerin
viicut yapilarinin  deforme oldugu gorilmis  ve
morfolojik yapilari goriintilenememistir. Izolatlarin
ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerine ait sekanslar
basariyla elde edilmistir. Metaserkerlerin her iki gen
bélgesine ait sekanslart, BLASTn analizine gbre P.
cuticola olarak identifiye edilmis ve POSTC1-C2 izolat
isimleriyle GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

POSTC1-C2 izolatlarinin I'TS-2 gen bélgesinin sekans
analizleri sonucunda 444bp uzunlugunda DNA dizisi

elde edilmigtir. ITS-2 gen bolgesine ait veri seti
olusturulurken ¢oklu hizalamalari yapilan izolatlarin
dizi uzunluklart 444bp olarak dizenlenmistir.
Calismada  karakterize edilen izolatlarin  ITS-2
ntkleotid dizilimleri arasindaki tiir ici genetik farklilik
saptanmamustir. ITS-2 gen bolgesine gore calismada
bulunan izolatlar, Cek Cumbhuriyetinde Lewnciscus
cephalus ve Blicca bjoerkna dan, Macaristan’da _Abramis
brama, ~ Rutilus  rutilus, B. bjoerkna ve  Scardinius
erythrophthalmus’tan rapor edilen P. cuticola (ME171014-
16; MN080286,89-92) izolatlart ile %100 identiklik
gosterirken, yine Macaristan’da A. brama’dan bildirilen
P. cuticola (MNO080287) izolatt ile %0,2 niikleotid
farkliligr géstermistir. ITS-2 veri setine dahil edilen ve
farkli cografik bolgelerden GenBank’a kayitlart
gerceklestirilmis P. nanum, P. of. minumum, P. centrarchi
ve P. brevicandatum titleriyle POSTC1-C2 izolatlar
arasindaki nikleotid farkliliklari sirasiyla %04,2-6,7;
%7,1-7,7; %4,8-6,4; %3,7 araliginda belirlenmistir.
Bunun yant sira yine GenBank’a Posthodiplostomum sp.
olarak kaydedilmis izolatlar ile bu ¢alismadaki izolatlar
arasitnda  %4,8-8  nikleotid  farkliligi  oldugu
gorilmustir.

POSTC1-C2 izolatlarinin mt-COIl gen bélgesinin
sckans analizleri sonucunda 577bp uzunlugunda
DNA dizisi elde edilmistir. Mt-COI gen bolgesine ait
veri seti olusturulurken ¢oklu hizalamalari yapilan
izolatlarin  dizi  uzunluklart  352bp  olarak
dizenlenmistir.  Calismada  karakterize  edilen
izolatlarin mt-COI niikleotid dizilimleri arasindaki tir
ici genetik farkliiklari %0,3 olarak belirlenmistir.
POSTC1-C2 izolatlarinin mt-COI gen bélgesine ait
ntkleotid dizilimleri, BLASTn analizlerine gore,
Litvanya’da Planorbis planorbiste bulunan KX931424
erisim numarali izolatla (serker) %98,9-99,1 oraninda
identik bulunmustur. Mt-COI veri setine dahil edilen
ve farkli cografik bélgelerden GenBank’a kayitlari
gerceklestirilmis P nanum, P. centrarchi ve P.
brevicandatum  titleriyle  POSTC1-C2  izolatlan
arasindaki niikleotid farkliliklart sirasiyla %19; %22-
22.4; %?25,5-26,3 araliginda belirlenmistir. Bunun yant
stra vine GenBank’a Posthodiplostomum sp. dizeyinde
kayitlar1  gerceklestirilmis izolatlar ile POSTC1-C2
izolatlart arasinda %016,7-25 niikleotid farklilii oldugu
gorilmistir. Mt-COI gen bolgesinin  DNA  dizi
analizlerine gore Posthodiplostomum titleri arasindaki
ntkleotid farkliligin ITS-2’ye gbre oldukga yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Her iki gen bélgesine ait filogenetik agacta iki ana
cluster (dal) olusmustur. Posthodiplostommum  cuticola
izolatlar1  kendi  aralarinda  gruplanarak  diger
Posthodiplostomum ~ tirlerinden  farkli  bir  clusterda
(dalda) yer almistir (Sekil. 1 ve 2).
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r POSTC1

- POSTC2

- MF171014, P. cuticola, Blicca bjoerkna, Czech Republic
- MNO080285, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

099 MN080286, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

— MNO080287, P. cuticola, Abramis brama, Hungary

- MNO080289, P. cuticola, Rutilus rutilus, Hungary

- MNO080290, P. cuticola, Blicca bjoerkna, Hungary

- MNO080291, P. cuticola, Scardinius erythrophthalmus, Hungary
~ MNO080292, P. cuticola, Scardinius erythrophthalmus, Hungary

088 KX931428, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech republic

_[ KX931432, P. brevicaudatum, Gasterosteus aculeatus, Bulgaria
—— MH358392, P. nanum, Gundlachia ticaga, Brazil
1~ MH358393, P. nanum, Poecilia reticulata, Brazil

—— HMO064958, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada

'— MK604881, Posthodiplostomum sp., Tilapia sparrmanii, South Africa

0.99

- MF171010, P. cf. minimum, Lepomis gibbosus, Czech Republic
0.98 - MF171020, P. cf. minimum, Lepomis gibbosus, Portugal

1[ MF171023, P. cf. minimum, Micropterus salmoides, Portugal
HMO064962, Posthodiplostomum sp., Micropterus salmoides, Canada
— KX931441, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Bulgaria

0.84 - KX931442, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Slovakia

- MN080282, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Hungary

HMO064960, Mesoophorodiplostomum pricei, Morone americana, Canada
0.89[ HMO064935, Ornithodiplostomum sp., Percina caprodes, Canada
1 KX931443, O. scardinii, Scardinius erythrophthalmus, Czech Republic

083 KY951727, Ornithodiplostomum sp., Canada

FJ469595, Ornithodiplostomum sp., Notemigonus crysoleucas, Canada

KC685363, Tylodelphys mashonensis

0.03

Sekil 1. Posthodiplostomum titlerinin ITS-2 gen bolgesine gbre filogenetik iliskileri. Tylodelphys
mashonensis (IKC685363) dis dal olarak kullandmugstir. Veri setine dahil edilen izolatlar GenBank
erisim numaralari, tiir ismi, konak ve iilkeleti ile verilmistir. Calismada bulunan izolatlar (POSTC1-
C2) kirmizt karakterde gosterilmistir. Olgek ¢izgisi %00,03 farkliligr gdstermektedir.

Figure 1. Phylogenetic relationships among Posthodiplostomum species based on ITS-2 gene.
Tylodelphys mashonensis (KC685363) was used as an out group. Isolates that is included in data sets
were given with GenBank accession numbers, species names, hosts, and countries. The isolates
(POSTC1-2) found in this study were shown with red character. Scale bar represents 0.03%
substitutions per nucleotide position.
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POSTC1

! POSTC2

0.97

KR863382, Tylodelphys mashonensis

0.2

FJ477220, M. pricei, Canada
1[ FJ477215, Posthodiplostomum sp., Canada
[ HMO064791, Posthodiplostomum sp., Ambloplites rupestris, Canada

MG873357, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD

KX931424, P. cutiocola, Planorbis planorbis, Lithuania
KX931421, P. centrarchi, Lepomis gibbosus, Bulgaria
KX931422, P. centrachi, Ardea cinerea, Spain
KX931423, P. centrachi, Lepomis gibbosus, Slovakia
MH581290, P. centrarchi, Canada
HMO064814, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada
1 FJ477219, Posthodiplostomum sp., Canada
HM064857, Posthodiplostomum sp., Lepomis gibbosus, Canada
KX931425, O. scardinii, Scardinius erythrophthalmus, Czech Republic
0.99[ FJ477208, Ornithodiplostomum sp., Canada
HMO064738, Ornithodiplostomum sp., Perca flavescens, Canada
0.99] KX931418, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech Republic
1 KX931419, P. brevicaudatum, Perca fluviatilis, Czech Republic
KX931420, P. brevicaudatum, Gasterosteus aculeatus, Bulgaria
MH355582, P. nanum, Gundlachia ticaga, Brazil

HMO064865, Posthodiplostomum sp., Perca flavescens, Canada

0.66[ HMO064876, Posthodiplostomum sp., Micropterus salmoides, Canada
1 [ MG873437, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD
MGB873416, Posthodiplostomum sp., Centrarchids, ABD

[ HMO064862, Mesoophorodiplostomum pricei, Larus delawarensis, Canada

Sekil 2. Posthodiplostomum titlerinin mt-COIL gen bdlgesine gore filogenetik iliskileri. Tylodelphys
mashonensis (IKR863382) dis dal olarak kullamilmustir. Veri setine dahil edilen izolatlar GenBank
erisim numaralart, tiir ismi, konak ve tlkeleri ile verilmistir. Calismada bulunan izolatlar (POSTC1-
C2) kirmizi karakterde gésterilmistir. Olgek cizgisi %00,2 farkliligr géstermektedir.

Figure 2. Phylogenetic relationships among Posthodiplostomum species based on mt-COI gene.
Tylodelphys mashonensis (KR863382) was used as an out group. Isolates that is included in data sets
were given with GenBank accession numbers, species names, hosts, and countries. The isolates
(POSTC1-2) found in this study were shown with red character. Scale bar represents 0.2%

substitutions per nucleotide position.

TARTISMA

Avrupa’da yayginlik gosteren P. cuticola tirtiniin
metaserkerleri ikinci ara konak baliklarda deri, kas ve
yuzge¢ gibi farkli dokulara yerleserek melanosit
birikimine baglt olarak siyah nokta (“black spot”)
hastaligina sebep olmaktadirlar (Donges 1964).
Bugiine kadar Tirkiye’de, bu parazit tird ile ilgili
yalnizca Asagl Kizilirmak Deltast ile Eber ve Sapanca
Gollerinden yakalanan birkag farklt balik tiirunde (dert
ve  yizgecler)  morfolojik  dizeyde  veriler
bulunmaktadir. (Oztiirk 2005, Uzunay ve Soylu 20006,
Giiven ve Oztiitk 2018).  Posthodjplostomum  enticola
tirine iliskin GenBank veri tabaninda sinirlt sayida
sekans kaydi bulunmakla bitlikte, Tirkiye’den

Posthodiplostomum cinsinde yer alan trematodlara ait
molekiler tabanli herhangi bir veri bulunmamaktadir.
Bu ¢alisma ile tath su kefalinde (Sqwualins cephalus)
tespit edilen P. euticola izolatlarinin (POSTC1-C2)
Tirkiye’de ilk kez mt-COI ve ITS-2 gen bolgelerinin
sekans analizleri yapilarak molekuler
karakterizasyonlart saglanmis ve GenBank kayitlar
gerceklestirilmistir.

Bu calismada, baliklarin  solungaglarinda bulunan
izolatlar, ITS-2 gen bélgesinin analizlerine gére Cek
Cumhuriyetinde ve Macaristan’da  farklt  balik
tirlerinin deri, kas ve ylizgeclerinden izole edilen P.
cuticola (MF171014-16; MN080286,87,89-92) izolatlart
ile %99,8-100 arasinda identiklik gbstermistir. Veri
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setine dahil edilen Posthodiplostomum izolatlarinin tir ici
genetik farkliliklart %0,0-0,5 iken, tiirler arast farklilik
%1,2-7,7 olarak belitlenmistir. GenBank’a
Posthodiplostomum sp. olarak kayitlar1 gerceklestirilmis
izolatlar ile POSTC1-C2 izolatlar1 arasinda %04,8-8
niikleotid farkliligt oldugu gorilmustir. Calismada
karakterize edilen izolatlarin mt-COI niikleotid
dizilimleri arasindaki tiir ici genetik farkliliklart %0,3
olarak belitlenmistir. POSTC1-C2 izolatlarinin mt-
COI gen Dbolgesine ait niikleotid — dizilimleri
Litvanya’da P. planorbiste bulunan P. cuticola izolatt
(serker) ile (KX931424) %0,9-1,1 niikleotid farkliligs
gOstermistir. Stoyanov ve ark. (2017)’min da belirttigi
gibi bu calismada da mt-COI gen bdlgesine gore
Posthodiplostomum  tirlerinde tir i¢i genetik farklilik
(%0,0-1,7) turler arast farkliliktan (%16,5-26,3)
oldukea dusik bulunmustur. Bu durum mt-COI gen
bolgesinin  Posthodiplostomum  titlerinin  ayriminda
kullanish bir belirte¢ oldugunu géstermektedir. Yine
aynt ¢alismanin (Stoyanov ve ark. 2017) sonuclarina
benzer sekilde mt-COI gen bolgesinin DNA  dizi
analizlerine goére Posthodiplostomum titleri arasindaki
nikleotid farkliligin ITS-2’ye gbre oldukea yiiksek
oldugu gorilmustir. Calismamizda her iki gen
bolgesine ait filogenetik agacta parazit turleri iki ana
dalda yer almistir. Posthodiplostomum cuticola izolatlari,
cesitli aragtirmalardaki (Kvach ve ark. 2017, Lopez-
Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve ark. 2019)
filogenetik  yapilanmaya  benzer seckilde kendi
aralarinda monofiletik olarak gruplanarak, diger
tirlerden farkhh bir dalda yer almis ve bu tirin
Posthodiplostomunun evrimsel stirecinde ve
taksonomisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugu
dikkati cekmistir. Bazi calismalarda da belirtildigi gibi
(Lopez-Hernandez ve ark. 2018, Hoogendoorn ve
ark. 2019), GenBank veri tabaninda Posthodiplostonum
sp. olarak kayith bir izolat (HM064962), P. ¢f.
minumup,  P.  centrarchi  izolatlart  ile  %0,0-0,8,
Mesoophorodiplostomum ~ pricei  izolatt ile ise  %0,8
niikleotid farkliligs gbstermis olup, ITS-2 filogenetik
agacinda s6z konusu izolatlar ile ayni grupta yer aldigt
gorilmistir (posterior olasilik 0,74). Dolayistyla, ITS
filogenesi dikkate alindiginda, Posthodiplostomum ~ve
Mesoophorodiplostomuniun sinonim olarak
adlandirilabilecegi belirtilmistir (Lépez-Hernandez ve
ark.  2018). Yine GenBank veri tabaninda
Posthodiplostommum ~ sp. olarak kayith bazi izolatlar
(FJ477219; HMO64857) Omnithodiplostomum sp. ve O.
scardinii izolatlart (FJ477208; HM06473; KX931425)
ile %16,7-22,4 nikleotid farklihg1 gdstererek, mt-COI
filogenetik agacinda s6z konusu izolatlar ile aym
grupta yer almustir (posterior olasilik 0,68). Filogenetik
analizler 1s13inda Posthodiplostomum cinsinde yer alan
tirler ile diger yakin cinslerde bulunan trematodlar
arasindaki filogenetik iliskiler daha detayli bir sekilde
arastirtlarak  tir ici ve tirler arast ntkleotid
farkldiklarin  kabul edilebilir araliginin  belirlenmesi
gerektigi  kanisina  varlmustir.  Nitekim — Lopez-
Hernandez ve ark. (2018) daha 6nce GenBank veri
tabanina Posthodiplostomum olarak kayitlart yapilmis

olan bazt izolatlarin hatali olabilecegini, yine bu cins
icerisinde ya da Mesoophorodiplostommum cinsi igerisinde
yer alan bazt izolatlarin tekrardan tanimlanmasi
gerektigini vurgulamaktadirlar.

Sonug olarak, bu calisma ile P. euticola izolatlarinin
Turkiye’de ik kez molekiler ve filogenetik
karakterizasyonlat1 ortaya konulmustur. Tirkiye’de
Posthodiplostommum tirlerinin tiir ve genetik cesitliliginin,
birinci ara konak ve son konaklarinin ve bu
konaklardaki dagilimlarinin  belitflenmesi icin daha
genis bir cografyada molekiler ve morfolojik

yontemlerin  birlikte  kullaniddigt  caligmalarin
yurttilmesi gerekmektedir.
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