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OZET

Bu c¢alismada Elazig ili smirlan igerisinde bulunan Karakaya Baraj Golii, Keban
Baraj Goli ve Hazar Golii'nde dogal yayilis gosteren Capoeta umbla baliklarinin
gozlerinde parazit olarak bulunan Diplostomum o6rneklerinin mitokondriyal DNA’da
bulunun sitoktom c¢ oksidaz I (COI) gen bdlgesinin dizi analizi verilerine gore
tanimlanmas1 gergeklestirilmistir. Ayrica elde edilen balik 6rneklerinin boy, yas, agirlik ve
cinsiyet gibi morfolojik parametreler 1s1ginda degerlendirilmesi yapilmistir. Buna gore disi
baliklarda parazitlenme daha fazla olurken boy, yas ve agirlik artisina bagl olarak parazit
sayisinda da artiglar kaydedilmistir. mtCOI gen bdolgesinin dizi analizi kullanilarak toplam
8 haplotip belirlenmis ve bu haplotiplere gore genetik uzaklik belirlenerek Maximum
Likelihood (ML), Neighbor Joining (NJ), Minimum Evolution (ME), Maksimum
Parsimony (MP) ve Bayes metotlar1 ile filogenetik agaclar olusturulmustur. Calisma
sonucunda buna gore en diisiik genetik uzaklik 0.00209 degerinde bulunurken en yiiksek
genetik uzaklik ise 0,01264 olarak bulunmustur. Filogenetik analizlerde ise haplotip 3 ve
haplotip 4 arasinda daha yakin bir iliski bulunmustur. Calisilan tiim O6rneklerin
Diplostomum spathaceum’a ait oldugu ve c¢alisma bdlgeleri arasinda parazitin ana

konakgilar tarafindan yayilmis olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Capoeta umbla, Diplostomum, filogenetik, COIl, PCR
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SUMMARY

Identification and molecular investigation of Diplostomum in Capoeta umbla
caught from some water sources in Elazig region

In this study, identification of the cytochrome c oxidasel (COI) gene region in
mitochondrial DNA of the Diplostomum specimens, which are parasitic in the eyes of
Capoeta umbla fish naturally distributed in Karakaya Dam Lake, Keban Dam Lake and
Lake Hazar, within the borders of Elazig province was performed. Moreover
morphological parameters such as height, age, weight and sex of the obtained fish samples
were evaluated. According to the results, while there is more parasitism in female fishes,
the number of parasites increases according to height, age and weight increase. A total of 8
haplotypes were determined using sequence analysis of the mtCOIl gene region and
phylogenetic trees were constructed by determining the genetic distance according to these
haplotypes and determining the Maximum Likelihood ML, Neighbor Joining (NJ),
Minimum Evolution (ME), Maximum Parsimony (MP) and Bayes methods. As a result,
the lowest genetic distance was 0,00209 and the highest genetic distance was 0,01264.
Phylogenetic analysis revealed a closer relationship between haplotype 3 and haplotype 4.
It has been suggested that all the samples studied belong to Diplostomum spathaceum and

that the parasite may have been spread by the main hosts between study sites.

Key Words: Capoeta umbla, Diplostomum, phylogenetic, COI, PCR
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1. GIRIS

Stirekli gelisen ve degisen teknolojik yenilikler ve hizla artan diinya niifusu,
insanlarin ihtiyaclarini karsilayabilecekleri dogal kaynaklarin giderek azalmasina yol
acmaktadir. Bu da dengeli beslenme problemini beraberinde getirmektedir. Insanlarm
dengeli beslenebilmeleri i¢in vazgegilmez olan hayvansal kokenli protein kaynaklarinin
sinirli olmasi, insanlar1 yeni protein kaynaklarini aramaya yoneltmistir. Bu baglamda
hayvansal kokenli protein kaynaklarindan biri olan hayvansal su iriinlerinin, ii¢ tarafi
denizlerle cevrili, gol ve akarsular bakimindan zengin bir cografyaya sahip olan
Tiirkiye’de, gereksinim duyulan protein ihtiyacinin karsilanmasinda 6nemli yere sahip
oldugu diistiniilmektedir. Dolayisiyla balik¢ilik sektorii insanlarin hayvansal protein
ihtiyacini karsilamasinin yani sira, iilke ekonomisine yaptig1 katkiyla da 6dnemli bir ihrag
kalemini olusturmaktadir. Ancak balik¢ilik sektoriinde iiriin kaybinin en aza indirilmesi
icin, hastalik yapict etkenlerin bilinmesi ve miicadele ¢alismalarinin yapilmasi
gerekmektedir (Oge, 1999). Bununla beraber tiim diinyada gelismekte olan Kiiltiir
balik¢iligr heniiz istenilen diizeye ulasamamistir. Bunun g¢esitli nedenlerinin yaninda
baliklarda zaman zaman goriilen paraziter hastaliklar 6nemli bir faktor olarak ortaya
cikmaktadir (Aksoy, 1999). Ekto ve endo parazitlerin baliklarda yaptiklar1 bozukluklar;
soyucu-somiiriicii  etki, mekanik ve fonksiyonel etkiler, toksik etkiler, konakg¢inin
beslenmesi ile ilgili etkiler, parazitlerin baliklarin solunga¢ lamellasina yerleserek
solunumun engellenmesi olarak siralanabilmektedir (Ekingen, 1983). Balik parazitleri,
balik yetistirilmesini engellemesinin yani sira dogal sularda da bircok oliimlere neden
olmaktadir (Aksoy, 1999). Bununla birlikte baliklar sulardaki beslenme piramidinin en
iistinde yer aldiklarindan parazit enfestasyonu ile siirekli karsi karsiya kalmaktadir.
Baliklarin yagama ortamini degistiren herhangi bir sebepte parazit ile konakgis1 arasindaki
denge bozulur ve bir ya da daha fazla parazit tiirii epizootik bir hal alir. Cevrenin
dengeleme olasiligt bozulmus olan dengeyi tekrar yenileyebilir fakat bu siire zarfinda
baliklarda ciddi kayiplar meydana gelir (Ekingen,1983).

Son yillarda balik parazitlerini tanima ve kontrolii konusunda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Balik parazitleri onlarin etkiledikleri baliklarin ekonomik Onemleriyle
dogrudan iligkilidir. Bu nedenle baliklarda bulunan parazitlerin bulunusu ve dagilimi

konusundaki veriler ekonomik ag¢idan oldukg¢a Onemlidir. Ancak, giiniimiizde balik



parazitlerinin dagilimi, biyolojisi ve tanimlanmasi hakkinda yeterli bilgiye heniiz
ulagilamamistir (Dorticti vd., 2008). Morfolojik o6zelliklere dayali olarak yapilan
tanmimlamada Diplostomum tiirlerinin tespiti oldukga giigtiir. Bu nedenle, bir¢ok ¢alismada
farkli Diplostomum tiirleri Diplostomum sp. adi altinda genellestirilerek verilmekte olup
mevcut Diplostomum tiirlerinin dogru olarak tespit edilmesi i¢in daha giivenilir olan
molekiiler tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismada Elazig ili smirlar igerisinde
bulunan Karakaya Baraj Goli, Keban Baraj Goli ve Hazar Goli’nde dogal yayilis
gosteren Capoeta umbla’da bulunan Diplostomum tiirlerinin elde edilmesi ve bunlarin
morfolojik verilerle birlikte mitokondriyal DNA’da bulunan sitokrom ¢ oksidaz I (mtCOI)
gen bolgesinin dizi analizi verileri 1s1ginda taksonomik tanimlanmasi amaglanmistir.
Ayrica, Diplostomum tiirlerinin farkli lokalitelerden toplanan 6rnekleri arasinda genetik bir
fark olup olmadigi, cevresel faktorlerin (farkli baraj gélleri veya nehirler veya ayni nehrin
farkli bolgeleri) parazitin genetik yapisi lizerinde bir etkisinin olup olmadigi da
aragtirtlmistir. BOylece parazitin tiir ve alt tiirlerinin (varsa) belirlenmesi, yasadigi konaga
gore birbirinden ayrilmasina ve parazitle miicadelede parazite kars1 uygun ilag, as1 ve

biyolojik maddelerin gelistirilmesine imkan saglayacaktir.

1.1. Ara Konak (Capoeta umbla) ve Parazit (Diplostomum sp.) ile Tlgili Genel Bilgiler

1.1.1. Capoeta umbla

Capoeta umbla (Heckel, 1843) parazit enfestasyonu ile karst karsiya kalan balik
tirlerinden biridir. Bu baliklarda viicut yapisi az silindirik yapida olup, biraz yanlardan
basik ve kii¢iik pullar ile kaphdir. Kiit burun yapisina sahip ve agiz biiyiik ve enine yarik
sekillidir. Dudaklar1 sert bir deri ile kaplidir. Agzimin kosesinde bir ¢ift kiigiik biyik
mevcuttur. Biyik uzunlugu g6z ¢apindan kisadir. Dorsal yiizgecin serbest kenar1 ice dogru
egimlidir. Kuyruk yiizgecleri normal sekilde ¢atalli ve ylizgeglerin loplarinin kenarlar1 sivri
degildir. Renkleri sirt kisminda koyu esmerimsi, yanlarda sar1 kahverengi, karin bolgesi ise
genellikle kirli beyaz bir gortintimliidiir (Sekil 1.1) (Ekingen ve Ebrucan, 1993; Geldiay ve
Balik, 1996).



Sekil 1.1. C. umbla’nin genel goriiniisii (URL-1, 2018)

1.1.2. Diplostomum sp.

Alem : Animalia
Sube : Platyhelminthes
Simf  : Trematoda

Takim : Strgeatida

Aile : Diplostomatidae
Cins  : Diplostomum
Tiir : Diplostomum sp.

C. umbla’da goriilen parazitlerin basinda diplostomid trematodlar gelmekte ve bu
parazitler digenealarin genis ve farkli bir grubunu olusturmaktadir. Diplostomid
trematodlara dahil Diplostomum tiirlerinin uzunlugu 220-300 pm, genisligi 220-280 pm
olup oval gortintimlidiir (Sekil 1.2) (Akinci, 1999).
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Sekil 1.2. Diplostomum sp.’ye ait genel goriiniis a) Mikrofotograf b) Kamera goriintiisii ¢izimi
(Shwani ve Shamall, 2010)

Bu cinse bagh larval trematodlarin viicudu yasst olup iki boliime ayrilmistir.
Viicudun posteriorundaki gelisme daha azdir. Posterior viicut boliimiinde, bosaltim
tiibiillerinden bosaltim iirlinlerinin idrar kesesine acildigi yerde bosaltim deligi vardir
(Markevic, 1951; Bykhovskaya, 1964). Karin ¢ekmeni agiz g¢ekmenine gore daha
biiyiiktiir. Agiz ¢ekmeninin yaninda iki adet lateral ¢ekmen bulunmaktadir. Diiz boru
seklinde goriilen bagirsaklari, 6zefagusu takiben iki kola ayrilmis olup karin ¢ekmeninin
posterior hizasina kadar erisebilmektedir. Salg1 bezleri, karin ¢ekmeninin hemen 6niinde
bulunmaktadir (Akinci, 1999). Metaserkerleri 400 pm kadar biiyiiklikte olup balik
goziinde beyaz nokta seklinde hareketli yapilar olarak, distan bile fark edilebilmektedirler
(Tigin vd., 1992).

Diplostomum tiirlerinin konaktaki yerlesim yeri bagirsak (Marti, Charadriiformes
takimindaki kuslar) olup indirekt bir gelisim gosterirler. Ara konaklar1 Limnea stagnalis ve
Fossaria cinsine bagli su siimiikliileri (ilk ara konak) ve balik (ikinci ara konak)’lardir.
Gelisim evreleri; yumurta, miracidium, sporokist, redi, serker, metaserker, olgun parazit

seklindedir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Diplostomum sp.’nin hayat dongiisti (URL-2, 2018)

Diplostomum tiirleri ovipar olup bunlarin 0.1 X 0.006 mm ebatindaki yumurtalari,
son konak su kuslarinin digkilariyla suya gegmektedir. Suda yumurtalardan miracidiumlar
¢ikmaktadir. Miracidiumlarin gelisme periyotlar1 yaklasik ti¢ hafta olup, bu siireden sonra
ilk ara konak su stimiikliilerine tutunmaktadir (Toksen vd, 1996; Erer, 2002). Bundan
sonraki gelisim ara konak su siimiikliisiiniin bagirsaginda olup, ana sporokistlerden birgok
kiz sporokist, bunlardan da ara konagin karacigerinde redi ve 0.205 X 0.085 mm ebatindaki
catal kuyruklu serkerler olusmaktadir. Su siimiikliilerinden ¢iktiktan sonra, yumurtlamak
icin kiyiya gelen baliklara gegmektedirler. Baliklar, parazitin biyolojisinde ikinci ara konak
olarak yer alirlar. Serkerlerin baliklara gecisi ya stiletleri yardimiyla baligin kaudal
bolgesindeki yumusak deriyi delerek olmakta ya da dogrudan baligin solungacglarindan
niifuz ederek olmaktadir. Serkerler genelde kan dolasimi yoluyla gozlere ulagsmakta ve
burada geliserek metaserker formuna dontismektedir. Metaserkerlere, en yogun goriildigi
gozler disinda, deri ve solungaclarda da rastlanmaktadir. Olgun trematoda benzer sekilde
ve hareketli olan metaserkerler, kistlenmemislerdir (Markevic, 1951; Tigin vd., 1992;
Toksen vd., 1996; Erer, 2002; Oge, 2005; Arda vd., 2005). Metaserkerlerle enfekte baliklar
son konak su kuslar1 tarafindan yenildiginde, bu kuslarin bagirsak kanalinda Diplostomum
tiirleri sekstliel olgunluga ulasmaktadir (Markevic, 1951; Erer, 2002; Arda vd., 2005).



Seksiiel olgunluga ulasan bu parazitin 2-3 mm uzunlugunda oldugu bildirilmistir (Erer,
2002).

Diplostomum tiirlerinin larvalari, baligin goziinde dejenerasyonlara neden olmakta ve
g6z kurdu hastalig1 olarak bilinen “Larval G6z Diplostomidosisi’ni olusturmaktadir. Bu
hastalig1 olusturan etkenler arasinda; Diplostomum spathaceum, D. baeri, D. indistintum,
D. erythophthalmi, D. mergi, D. paraspathaceum, D. commutatum, D. complanatum,
Tylodelphys clavata, T. podicipana, Posthodiplostomum brevicaudatum tiirleri
bulunmaktadir. Tam gelismis olan metaserkerler, penetratif ve gd¢ eden serkerlerden ve
gelismekte olan metaserkerlerden daha az zararli olmaktadir. Diplostomum sp.
metaserkerleri Oncelikle goze sonra diger viicut boliimlerine (yiizgecler, deri gibi)
yerlesmektedir. Olii baliklarda metaserkerlere beyinde de rastlamak miimkiindiir.
Baliklarin goéziinde bulunan bu metaserkerler, sayica fazla olduklarinda deriden giris
sirasinda balig dldiirebildikleri gibi goz lekelenmesine, g6z merceginde opakliga, 6n goz
kamarasinda sulu eksudant toplanmasindan dolay1 korneanin sismesine (keratoglobus), goz
merceginin bulanikligina (parazitik katarakt), intraokiiler basing artisina, ekzoftalmusa,
korneada yirtilmaya ve sonugta baligin kor olmasina neden olabilmektedir. Katarakth
baliklarin lensleri kirli siit rengindedir ve deforme olmustur. Kor olan baliklar, yemi
goremediklerinden dolayr beslenemeyip, zayiflamaya baslamakta, yiizme bozuklugundan
dolayr da su kuslarina kolaylikla yem olmaktadirlar. Diplostomum sp. metaserkerlerinin
olusturdugu enfeksiyonda, baligim baginda kanli odaklar vardir. Ozellikle solungaglar kanla
ortiilmiis ve kirmizidir. Bu haldeki 5 cm’den kiigiik baliklar, 15-30 dakika iginde
olmektedir. Oliimler, bronsiyel damarlardaki dejenerasyonun yol actigi asfeksi ve
perikardiumdaki anjioreksiden dolay1 goriilmektedir (Markevic, 1951; Bykhovskaya, 1964;
Tigin vd., 1992; Toksen vd., 1996; Oge, 1999; Erer, 2002; Arda vd., 2005).

1.2. Molekiiler Yontemler ile ilgili Genel Bilgiler

Tatli su baliklariin gozlerindeki metaserkerler; siddetli enfeksiyonlarla dogal
yasamda ve kiiltiir ¢iftliklerinde 6nemli kayiplar verdiginden dolay1 6nemli patojen olarak
kabul edilmektedir. Bu durum bir ¢ok iilkede bu parazitin larval safhasi tizerine 6nemli
saha ve deneysel ¢alismalara neden olmustur (Chappell vd., 1994; Georgieva vd., 2013).

Ciinkii heniiz tanimlanmamus tiirler, larval donemin basit morfolojisi ve farkli yasam



dongiistiniin farkli donemleri taksonomik olarak ayri ayri incelendigi i¢in Diplostomum
cinsinin taksonomisi hala tartismali durumdadir (Georgieva vd., 2013).

Tirleri sinirlayarak kesin tiir teshislerini kolaylastirmak, sorunlu taksonlarin teshisi,
heniiz tanimlanmamus tiirlerin kesfi dahil molekiiler verilerden oldukga fazla faydalanilir.
DNA temelli yaklasimlar konakgi-parazit iliskilerinde ve yasam dongiisli ¢alismalarina
hizli bir ivme kazandirabilir. Bu nedenle karmasik yasam dongiileri gdsteren trematodlar
i¢cin eriskin donemlerin sekanslar1 larval déonemin teshisinde dogrudan ve etkili bir arag
olarak kullanilabilir ve bdylece biitlin yasam dongiisii hakkinda c¢ikarim yapilabilir
(Georgieva vd., 2013).

Tiirlerin dogru tanimi, parazitlerle miicadelede de etkin bir stratejinin gelistirilmesine
imkan saglamaktadir. Tirlerin tanimlanmasina yonelik ¢cok sayida yontem bilinmektedir.
DNA temelli yontemler bunlarin basinda gelmektedir ve en Onemli avantajlari, DNA
molekiiliiniin daha az bozulmasi ve yumurtadan ergine tiim yasam evrelerinde elde
edilebilir olmasidir. Ayrica bu yontemlerle es mutasyonlar tespit edilebilir ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak, analizler ¢ok kii¢clik miktarlarda doku ornekleri ile
gerceklestirilebilmektedir. En o6nemlisi de DNA dizisi verilerinin ve bu verilerin
analizlerinin, kolaylikla farkli laboratuvarlarda tekrarlanabilir bir nitelik tagimasidir
(Keskin, 2013).

DNA temelli galismalarin ana basamagini PCR yontemi olusturmaktadir. PCR bir
DNA molekiiliiniin seg¢ilen bir bdlgesinin tekrarlanan kopyalamasi ile sonuglanir. PCR
deney tiipii reaksiyonudur ve canli hiicrelerin kullanimini igermez; kopyalama hiicresel
enzimlerle degil Thermus aquaticus’dan saflastirilmis 1siya dayanikli DNA polimeraz
tarafindan gergeklestirilir. Bir PCR deneyi gergeklestirmek i¢in hedef DNA, Taq DNA
polimeraz, bir oligonukleotit primer ¢ifti ve niikleotitlerin stogu ile karistirilir. Hedef
DNA’nin miktar1 ¢ok az olabilir, ¢linkii PCR olaganiistii hassastir ve sadece tek bir
baslangi¢c molekiiliiyle calisir. Primerlere, taq polimeraz tarafindan gerceklestirilecek DNA
sentez reaksiyonlarinin baslamasi icin ihtiya¢ duyulur. Kopyalanacak parganin her iki
ucuna hedef DNA’da baglanmalidir; bu sebeple de bu baglanma bdlgelerinin dizisi uygun
primer dizilerinin sentezlenebilmesi i¢in bilinmelidir (Brown, 2015).

Reaksiyon, karisimin 94 °C’ye 1sitilmasiyla baglatilir. Bu sicaklikta ¢ift sarmalin iki
polinukleotidini bir arada tutan hidrojen baglar1 kirilarak, boylelikle hedef DNA’nin, tek
iplikli molekiillere denatiire olmast saglanir. Ardindan sicaklik, tek iplikli hedef DNA nin
tek ipliklerinin bir kisminin birlesmesinin gerceklestigi 50°C-60°C’ye diisiiriiliir. Bu



noktada arttk DNA sentezi baglayabilir bu nedenle sicaklik Taq polimeraz i¢in optimum
olan 72°C’ye vyiikseltilir. PCR’in bu ilk asamasinda hedef DNA’nin her ipliginden

“uzun”{irlinlerin bir dizisi sentezlenir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. PCR basamaklar1 (URL-3, 2018)

Bu polinukleotitler 6zdes 5' uclara ve sansa bagli olarak DNA sentezinin sonlandigi
pozisyonlar1 gosteren rastgele 3' uglara sahiptir. Denatiirasyon-baglanma-uzama dongiisii
tekrarlandigi zaman 5' ve 3' uclarmin her ikisinin primer baglanma pozisyonlarinca
belirlendigi kisa iirlinler veren uzun iiriinler yeni DNA sentezi i¢in kalip olarak is gortirler.
Bu sekilde cok sayida kopya elde edilen iiriinler genellikle agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilir ve hedef DNA tek bir bant olarak goriiliir (Brown, 2015).

PCR calismalarinda kullanilan baglica genetik belirteg sistemleri; a) mtDNA
(Mitokondriyal DNA) b) PCR-RFLP (Smirli Parca Uzunluk Polimorfizmi) ¢) RAPD
(Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) d) SSR (Basit Tekrar Dizileri) e) AFLP
(Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm) f) SSCP (Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi) g) ISSR (Basit I¢ Dizi Tekrarlar1) h) SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmleri)

gibi sistemlerdir.



a) mtDNA (Mitokondriyal DNA): Okaryotlar ¢ogunda mtDNA cift iplikli, kapal
halkasal yapida bulunur. Mitokondri DNA’sinin %90’indan fazlasi kodlama yapan
bolgedir yani intron i¢ermez. Biiyiikliikleri organizmalar arasinda farklilik gostermekle
beraber hayvan mtDNA’s1 15-29 kb uzunlugunda olup, 22 tRNA, 2 rRNA ve oksidatif
fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan protein olmak iizere toplam 37
genden olusan bir molekiildiir. Protein genleri; sitokrom b, 7 NADH dehidrogenaz
altbirimi, 3 sitokrom ¢ oksidaz alt birimi ve 2 ATPaz alt biriminden olusur (Sekil 1.5).
Mitokondriyal DNA haploittir ve maternal kalitilir. Hayvan mtDNA’s1 yiiksek derecede
korunmus gen igerigi ve diizenine sahip olup rekombinasyon gostermez ve intron igermez
(Boore, 1999). Mitokondriyal DNA’nin etkili bir tamir mekanizmasindan yoksun olmasi,
histon gibi koruyucu proteinlerin goriilmemesi, i¢ mitokondriyal membranda meydana
gelen oksidatif fosforilasyon ile agiga ¢ikan ve olduke¢a yiiksek mutajenik etkiye sahip
oksijen radikalleriyle fiziksel iliski igerisinde bulunmasi (Richter, 1988), ayrica mevcut
mutant mitokondrinin etkisi ile mtDNA mutasyon hizinin artmas: (Lightowlers ve ark.,
1997) gibi nedenler, mtDNA’da meydana gelen polimorfizmin niikkleer DNA’dan daha
yiiksek oranda goriilmesine neden olur. Ayrica, mtDNA'nin niikleer DNA'ya gore oksijen
radikallerine daha fazla maruz kalmasi1 ve koruyucu mekanizmalarmin bulunmamasi
nedeniyle mtDNA mutasyonlara daha agiktir. Niikkleer DNA'ya gore daha fazla mutasyona
ugrayan mtDNA mutasyonlarinin hizi 1 milyon yillik siiregte ortalama % 2-4 oranindadir.
Bununla birlikte niikleer genin her yeni nesilde farkli rekombinasyon gostermesi
taksonomik ve populasyon c¢aligmalarinda zorluklar olustururken, mtDNA'nin

homoplazmik olusu kullanilabilirligini arttirmaktadir (Seyhan, 2013).



Sekil 1.5. Mitokondri DNA’sinin genel goriiniisii (Keskin, 2013)

b) PCR-RFLP (Siirli Parga Uzunluk Polimorfizmi): Restriksiyon parga uzunluk
polimorfizmi, dizisi bilinen genlerin allelik varyantlarmin varhigint tespit etmek igin
niikleik asitleri incelemek amaciyla en sik kullanilan yontemlerden biridir. Gen iiriinleri
olan proteinler, genin farkli allelik yonlerini yansittig1 i¢in bu tiirden polimorfizmlerin
tespit edilmesi tiir i¢i ya da tiirler arasi varyasyonu molekiiler diizeyde tanimlamak
acisindan onemlidir. Bu polimorfizmler DNA dizisinde restriksiyon enzimlerinin kesim
bolgelerini ortadan kaldirarak ya da yeni bir kesim bolgesi olusturarak allelik
varyasyonlara sebep olmaktadir. Hedef DNA dizisinin uygun restriksiyon enzimleriyle
kesimi sonucunda ortaya c¢ikan fragment biiyiikliikleri varyasyonlar hakkinda bilgi
vermektedir. RFLP yonteminde fazla miktarda DNA bulundurulmas: gerekliligi basta
olmak {izere bircok dezavantajin1 ortadan kaldirmak i¢in PCR-RFLP yontemi
gelistirilmistir. RFLP yontemiyle PCR isleminin kombine edilmis halidir. PCR-RFLP
yontemi, DNA iizerinde polimorfik bélgenin dnce PCR ile ¢ogaltilip sonra RFLP yontemi
ve jel elektroforezi ile ayrimlanmasidir (Toparslan, 2015). Bu yontemde ¢ok miktarda
DNA bulundurma zorunlulugu ortadan kaldirilmistir. Az miktarda DNA’y1 PCR ile
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cogaltmak ve restriksiyon enzimleriyle kesmek RFLP yonteminin dezavantajlarmin
giderilmesine yardimci olmustur (Primrose ve Twyman, 2006).

c¢) RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA): RAPD sentetik primerlerin
yardimiyla yapilan rastgele DNA parcasi c¢ogaltimina dayanan bir yontemdir. RAPD
isaretleyicileri genelde 10 baz ¢ifti uzunlugundadir. Kullanilan primerler hem 6n hem de
ters primer roliinii {istlenmektedir. Cogaltilan DNA parcaciklari genellikle 0.5-5 kb
arasinda bir biiylikliige sahiplerdir (Pareek vd., 2017; Thakar vd., 2017; Aygiin, 2017).
Elde edilen ¢ogaltilmig PCR firilinleri standart jel elektroforezinde yiiriitiilir ve PCR
tiriinlerinin verdikleri bantlar gozlemlenerek agirliklarina gore degerlendirilir. Bantlarin
varlig1 veya yokluguyla sonuglar analiz edilir (Williams vd., 1990, Bozar1 2012, Topdemir,
2017). Primerlerin baglanma bolgelerinin gesitli olusu ve buna bagli olarak olusan farkl
uzunluktaki DNA pargaciklarindan dolay:1 polimorfizm ortaya ¢ikmaktadir (Aygiin, 2017).
Maliyeti ucuz, birden fazla bant {iiretebilen, kisa zamanda yapilabilen ve On bilgi
gerektirmeyen bir tekniktir (Topdemir, 2017).

d) SSR (Basit Tekrar Dizileri): DNA dizilerinde tekrar edilen en kiigiik birimlerdir ve
tekrar dizileri 1-6 bg arasinda degismektedir. Mikrosatellitleri ¢evreleyen bolgelerin
dizileri (flanking region) biliniyorsa o bolgelere uygun primerler tasarlanarak genellikle
20-25 b¢ uzunlugundaki dizilerin PCR ile g¢ogaltimi gergeklestirilebilmektedir. DNA
replikasyonu sirasinda meydana gelen dizi atlama, yanlis baz eslesmeleri ve esit olmayan
krossing-over olaylar1 mikrosatellit sayilarinin farkliligini olugturmaktadir. Bu farkliliklar
ise jel elektroforeziyle belirlenmektedir (Matsuoka vd., 2002). Mikrosatellit belirtegler, az
DNA gerektirmesi, kodominant ve kararli markor sistem olmasi, genomda bol ve daginik
bulunmasi, tekrarlanabilir olmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, bilgilendirici bir markor
sistemi olusundan dolay1 popiilasyon genetigi ve gen haritalama calismalarinda siklikla
kullanilabilmektedir (Powell vd.,1996). Bu belirteg sisteminin dezavantaji ise mikrosatellit
bolgelerinin mutasyon oranlarmin yiiksek olmasi nedeniyle primer baglanma bélgelerinin
degismesine bagli olarak anlamsiz allellerin olugmasina imkan saglamaktadir. Bu da
genotip ve allel frekanslarinin dogru yorumlanmasimi sinirlayabileceginden bazi
tartismalara yol agmaktadir (Freudenreich vd., 1997; Filiz ve Kog, 2011).

e) AFLP (Cogaltilmis Par¢ca Uzunluk Polimorfizm): AFLP ¢oklu lokus (multi-locus)
DNA parmak izi analizidir. RFLP ve RAPD tekniklerinin birlikte gelistirilip
degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. RFLP gibi enzim kesim bolgesindeki indelslere

ve baz degisimini, RAPD’de oldugu gibi PCR primer baglanma bolgesindeki baz
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degisimine dayali olarak polimorfizmi tespit eder. AFLP’nin farklilig1 dizisi bilinen
adaptorlerin enzim kesimlemesi yapilan toplam genomik DNA’ya baglanmasidir. AFLP
restriksiyon enzimleri ile kesilen genomik DNA fragmentlerinin segici PCR
amplifikasyonuna dayali olarak polimorfizm tespiti yapar. AFLP sirasiyla toplam genomik
DNA’nin iki enzim karistmi ile kesilmesi, enzimle kesilen DNA fragmentlerine
adaptorlerinin baglanmasi, ilk segici PCR’mn yapilmasi (restriksiyon fragmentlerinin
cogaltilmasi), isaretli primerler ile secici PCR’1n iki segici baz eklenerek yapilmasi, AFLP
fragmentleri agaroz jel, poliakrilamid jel (PAGE) ve otomasyona dayali (florasan
deteksiyon sistemi) ile amlifiye fragmentlerin analizinin yapilmas: islemlerini
kapsamaktadir (Gol, 2015). Yiiksek orandaki tekrarlanabilir 6zelligi ve polimorfik bant
sayisi, DNA kaynagindan bagimsiz olarak genomun tamamindaki polimorfizmlerin
belirlenmesinde hizli bir yontem olmasi, 6n dizi bilgisi gerektirmemesi, tiir ici ve tiirler
arast akrabaliklarin belirlenmesinde, kiiltiivarlar aras1 varyasyon veya akrabalik
derecelerinin  degerlendirilmesinde etkin olmasindan dolayr genetik  ¢esitlilik
caligmalarinda 6nemli sayilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011).

f) SSCP (Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi): SSCP, PCR iiriinlerinin denatiire
edilmesi ve denatiire edici olmayan poliakrilamid jel elektroforezine uygulanmasi easina
dayanir. Bu durumda DNA’nin tek zinciri niikleotid icerigine bagl olarak sulu ortamda
yeni bir konformasyona sahip olur. Bu konformasyon, esas olarak zincir igi baz
ciftleslemelerine bagli olarak olusan ikincil yapidir. Dizideki herhangi bir baz degislikligi
bu konformasyonda degisiklige neden olabilir. Cogu konformasyonlar, mutant dizi ile ayni
yiike sahip olsa bile fiziksel sekil veya biiytikliigi yeterince degistirirler ve akrilamid gibi
bir matriks ile yapilan elektroforezde hareket farkliligina neden olurlar. Elektroforezdeki
farkli hareket tek zincirli DNA pargalarinin ikincil yapilarinda degisiklik sekillerin
olusumuna baglidir. SSCP ¢alismalarinda DNA pargasinin uzunlugu, elektroforez sirasinda
tercih edilen sicaklik, PCR denatiirasyon yontemi, jelin ozellikleri (jel matriksi, iyon
konsantrasyonu, denatiiran ajan varligi) ile mutasyonun tipi ve bulundugu yer gibi faktorler
onemli rol oynamaktadir (Ozkara, 2003).

g) ISSR (Basit i¢ Dizi Tekrarlar): ISSR ikili, iiglii, dortlii ve besli tekrarlanan
niikleotitlere sahip primerlerin kullanildigi ve bu primerlerle iki mikrosatellit arasi
bolgenin ¢ogaltilabildigi bir tekniktir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiillerek
etidyum bromiir ile boyandiktan sonra belirlenebilmektedir. Kullanilan primerlerle

genomik lokuslar farkli bant biiyiikliiklerinde ¢ogaltilmakta, primerler genelde 3 veya 5’
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uclarimin sonlarindaki mikrosatellit bolgelerine uzanan 1-4 dejenere niikleotit igermekte ve
uzunluklar1 15-30 niikleotit arasinda degismektedir. Primerlerdeki GC oranmin fazla
olmast baglanma sicakliginin yiiksek olmasina Yol agarken buna karsilik kararl
baglanmay1 saglar ve bu nedenle her bir primerin DNA’ya yapisma sicakligi icerigindeki
baz kompozisyonuna gore belirlenir. Cogaltilmis iriinler genelde 200-2000 bg arasi
uzunluktadir. ISSR, dominant bir belirtectir ve dizi bilgisi gerekmeden primer dizayni
yapilabilmesi en 6nemli avantajidir. Yiiksek polimorfizm ve tiretkenlik gostermesi ISSR
analizlerini  genetik  benzerlik, gen haritalama ve taksonomi c¢alismalarinda
uygulanabilirligini artirmaktadir. Bu belirteg sisteminde de RAPD belirteg sisteminde
oldugu gibi tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi1 ve benzer biiyiikliikkteki pargaciklarin
homolog olmamasi gibi dezavantajlar1 vardir (Filiz ve Kog 2011).

h) SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmleri): SNP’ler genomda tek bir niikleotid
degistiginde agiga ¢ikan DNA dizi varyasyonlaridir. Bu nokta degisikliklerini tespit eden
yontemler, bir veya birkag¢ bazlik kiiciik insersiyon ya da delesyonlar1 da saptayabilir. SNP
iki sekilde olusabilir. Birincisi bir piirin bazin (A,G) diger bir piirin bazina veya bir
pirimidin bazin (C,T) diger pirimidin bazina degismesi (tranzisyon), digeri ise bir piirin
bazinin bir pirimidin bazina veya pirimidinin purine degisimidir (transversiyon) (Biilbiil,
2014). SNP olusumlar1 genelde kodlama yapmayan DNA boélgelerinde yaygin olarak
goriilmektedir. Kodlama yapan bolgelerde meydana gelirse aminoasit dizisinin degisimine
neden olabilecegi gibi aminoasit dizisinde herhangi bir degisikligi neden olmayabilir ve
gen iriiniinde de degisiklik olmaz. SNP temelli genotip karakterizasyonunda kullanilan
DNA ¢ipleri ve allel-spesifik PCR, fazla iiriin elde edilmesi ve otomasyona uygunlugu
acisindan dikkat ¢ekmektedir (Filiz ve Kog 2011).

PCR temelli yontemlerin 6rnekleri sayica artirilabilir. Ancak genetik karakterizasyon
caligmalarinda siklikla kullanilan mitokondriyal DNA, RFLP, SSR ve AFLP gibi
yontemler birbirleriyle karsilastirilacak olursa; mitokondriyal DNA’nin RFLP yontemi ile
analizindeki en Onemli avantaj, incelenen genetik lokuslardaki homozigotluk ve
heterozigotluk degerleri ile allel/genotip frekanslarinin belirlenebilmesi ve daha geleneksel
olan Hardy-Weinberg analizleri ile uyumlu olmasidir. RAPD, SSR ve AFLP gibi teknikler
kullanilarak da ¢ok sayida hem monomorfik hem de polimorfik olarak olusturulan genetik
belirtegler, tiim genomu kapsayacak kapasiteye ulasmakta ve ¢evresel yanit genleri ile
kuvvetli bir baglanti (linkaj) kurulmasimni olanakli hale getirmektedir. RAPD analizleri

goreceli olarak daha ekonomik olup, genomik DNA’nin birka¢ yiiz ile 1.500 baz ciftini
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kapsayan DNA belirtegleri ile sonu¢ verebilmektedir. Minisatelit ve mikrosatelit SSR
belirtecleri, tekrarlanan satellit dizilerinin klonlanmasi ve dizi analizlerinin
gerceklestirilmesi i¢in kisa tri, tetra, penta gibi oligoniikleotidlerin sentezine ihtiyag
duydugundan ¢ok fazla zaman isteyen bir yontem olarak bilinmektedir. AFLP belirtegleri
hem dominant hem kodominant olarak bulunur ve RAPD ile SSR’a gore genom basina on
kat daha fazla sayida potansiyel belirteg olusturma kapasitesine sahiptir. Gerek RAPD
gerekse AFLP amplikonlar1 kullanilarak bireylerin populasyon igi-populasyonlar arasi
genetik karsilagtirmalar1 ve ¢evresel yanit genlerinin kalittminin tespit edilerek izlenmesi

gerceklestirilebilir (Keskin, 2013).

1.3. Mitokondriyal DNA Sitokrom C Oksidaz Geni (COl)

Mitokondriler Okaryot hiicrelerde metabolik enerjinin iiretiminde kritik bir role
sahiptir. Lipid ve karbonhidratlarin yikimindan elde edilen ve oksidatif fosforilasyon
islemiyle ATP'ye doniistiiriilen kullanilabilir enerjinin biiylik boliimiiniin iiretiminden
sorumludurlar. Mitokondri  proteinlerinin ¢ogu serbest sitozolik ribozomlarda
sentezlendikten sonra, hedeflenen 6zel sinyaller araciligiyla organele alinirlar. Ayrica
mitokondri, sitoplazmik organeller arasinda, tRNA'lari, rRNA'lar1 ve bazi mitokondriyal
proteinleri kodlayan kendine ait bir DNA'ya sahip olmasiyla diger organellerden ayrilir.
Mitokondrilerin yapilanmasi, niikleer genom tarafindan kodlanan ve sitozolden alinan
proteinlerle birlikte, kendi genomlar tarafindan kodlanan ve organel iginde sentezlenen
proteinleri de gerektirir (Cooper, 1997).

Her mitokondri birgok mtDNA kopyasina sahiptir ve bir hiicrede yiizlerce mtDNA
kopyasi vardir (poliplasmi). mtDNA yapisindaki enzimlerin replikasyonu, transkripsiyonu,
translasyonu ve onarimi i¢in niikleer genlere bagimlidir. Mitokondri bu organelde meydana
gelen metabolik yolakta rol alan tiim diger proteinler i¢in niikleer genoma bagimlhidir.
Niikleer DNA molekiiliinden bagimsiz olarak ¢ogalan mtDNA molekiiliiniin bu 6zelligi
nedeniyle hiicre boliinmesi sirasinda heteroplazmik bir agilma meydana gelebilmektedir.
Heteroplazmi, bir hiicrede iki ya da daha fazla kokene ait (normal ve mutant) farkli
mtDNA molekiiliiniin ayn1 anda bulunmasi olarak ifade edilmektedir. Bunun disinda;
niikleotid eksilmesi (deletion), niikleotid ilave edilmesi (insertion), niikleotid doniistimleri
(substitution), belirli gen bolgelerinde DNA pargalarinin farkli uzunluklarda olmasi ve

herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerinde go6zlenen c¢esitli degisimler mtDNA
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molekiilinde meydana gelen genetik varyasyonun temel kaynaklarini olusturmaktadir.
mtDNA mutasyonlar, nokta mutasyonlari ve yeniden diizenlenmeleri (delesyon ve
duplikasyon) icermektedir. Nokta mutasyonlar1 genellikle maternal gecislidir; delesyon ve
duplikasyonlar ise seyrek goriiliir (Unal, 2016).

COI gen bolgesinin, metazoan mitokondriyal genomu bakimindan tiir igerisinde
%?3’ten kiigtik, tiirler arasinda ise ortalama %10-25 arasinda belirgin bir farklilik gosterdigi
ortaya konulmustur. Giiniimiizde metazoan tiirler i¢in kullanilan standart barkodun tanima,
COI geninin 5° ucundan 652-658 baz ¢iftlik bolgesi olarak ifade edilmektedir. Metazoan
tirler icin intronlarin bulunmamasi, rekombinasyona sinirli sekilde maruz kalmasi, tiim
hiicrelerde yiiksek kopya sayisi, haploit 6zellikte olmasi ve maternal bir kalitima sahip
olmast COI geninin genetik karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilabilirligini
artirmaktadir. Gegmiste yapilan birgok sistematik analiz ¢alismasinda kullanilan 12S rRNA
ve 16S rRNA genleri, gostermis olduklar1 yiiksek insersiyon ve delesyon frekansi
nedeniyle elde edilen dizilerin hizalanmasinda ve karsilastiriimasinda biiyiikk zorluklara
neden olmustur. Metazoan tiirlerin mitokondriyal genomlarinda bulunan 13 protein
kodlayan gen genellikle bu insersiyon ve delesyonlari igermektedir. Bununla birlikte COI
geninin diger protein kodlayan mitokondriyal genlerden iistlinliigli metazoan tiirler i¢in
evrensel primer g¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesi ve bir¢ok farkli taksonomik seviyede
kullanilabilir olmasidir. COl geninde bulunan kodonlarin {iglincii pozisyondaki
niikleotidleri yiiksek oranda substitiisyon gostermekte ve bdylece mitokondriyal rRNA
genlerine oranla ti¢ kat daha yiiksek mutasyon hizina sahip olarak degerlendirilmektelerdir.
Cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir igi varyasyonu ortaya koyabilecek 6zellikte olmasi
farkli tlirlerin, tiirler aras1 ve tiir i¢i varyasyonlarin arastirildigi calismalarda siklikla

kullanilmaktadir (Keskin, 2013).

1.4. Kaynak Ozetleri

Insanlarin dengeli bir sekilde beslenebilmeleri igin yeterli diizeyde hayvansal
proteine ihtiyag vardir. Bu hayvansal protein agiginin gelecekte su iriinleri ile
karsilanabilecegi kabul edilmektedir. Su iirlinleri ve 6zellikle de balik protein bakimindan
zengin bir gida olmasi nedeniyle insanlar i¢in 6nem tasimaktadir (Ekingen, 1983; Dick ve

Choudhlury, 1995).
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Besin bilesenlerinin incelenmesi ve besin maddelerinin sagligimiz {izerindeki
etkisinin  bilinmesi ile bugiin balik, 06nemli bir protein kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Diinyanin pek c¢ok iilkesinde insanlarda hastalik sonucu Oliim
nedenlerinin baginda, kalp damar hastaliklari, yiliksek tansiyon, seker ve kolesterol
gelmektedir. Bu hastaliklarin temelinde kalitsal faktorlerin diginda, beslenme rejimi de ¢ok
onemli yer tutmaktadir. Balik etinin bu hastaliklardaki koruyucu rolii uzun bir siireden beri
incelenmekte olup bu konuda olumlu sonuglar alinmistir (Turan vd., 2006).

Balik¢ilik sektorli insanlarin hayvansal protein ihtiyacini karsilamasinin yam sira,
iilke ekonomisine yaptigi katkiyla da onemli bir ihra¢ kalemini olusturmaktadir. Ancak
balik¢ilik sektdriinde iiriin kaybimnin en aza indirilmesi i¢in, hastalik yapict etkenlerin
bilinmesi ve miicadele galigmalarmin yapilmasi gerekmektedir (Oge, 1999).

Parazitler insan sagligini, hem hastaliklara neden olarak dogrudan hem de insanlar
icin onemli besin kaynagi olan hayvanlarda verim kayiplarina yol acarak dolayli olarak
etkiler. Molekiiler biyolojide ve parazitolojide son 20 yilda oOnemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu gelismelerle birlikte, paraziter hastaliklarin kontrolii i¢in yeni
yaklagimlarin ortaya konmasini saglamistir (Gasser, 2006; Aktas ve Dumanli, 2009; Biskin
vd., 2011). Geleneksel yontemlerle parazitlerin ayrimi ve tanimlanmalari; genellikle
morfolojik yapilarina, konak spesifitelerine, taginma sekillerine, patolojik etkilerine ve
cografik orijinlerine gore yapilmaktadir. Ancak bu oOzellikler, parazitleri tiir diizeyinde
ayirmada ¢ogunlukla yetersiz kalmaktadir (Aktas ve Dumanli, 2009; Biskin vd., 2011).
Molekiiler parazitolojideki gelismeler, 6zellikle niikleik asit tabanl teknikler, 6zgiilligii ve
duyarhilig1 artiran gii¢lii alternatif tan1 araclari sunmustur. Bu teknikler, parazitolojide tani,
tedavi, genetik tiplendirme, sistematik (taksonomi ve filogeni), populasyon genetigi,
ekoloji, epidemiyoloji, antiparazitik ilag ve as1 gelistirilmesi, ila¢ direncinin anlagilmasi ve
parazit genom c¢alismalart gibi konularda uygulama alan1 bulmustur (Gasser, 2006;
Hodgkinson, 2006; Aktas ve Dumanli, 2009; Bigkin vd., 2011).

Tatli su baliklarinin gozlerindeki metaserkeryalar; siddetli enfeksiyonlarda dogal
yagsamda ve kiiltiir ¢iftliklerinde 6nemli kayiplar verdiginden dolayr 6nemli patojen olarak
kabul edilmektedir. Bu durum Avrupa’da larval dénem iizerine 6nemli saha ve deneysel
caligmalara neden olmustur (Chappell vd., 1994; Georgieva vd., 2013). Ciinkii heniiz
tanimlanmamus tiirler, larval dénemin basit morfolojisi ve farkli yasam dongiisiiniin farkli
donemleri taksonomik olarak ayri ayri incelendigi i¢in Diplostomum cinsinin taksonomisi

hala tartismali durumdur (Georgieva vd., 2013).
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Teshis ve taksonomik problemlerin kombinasyonu balik yiyen kuslarda tanimlanan
ve kaydedilen Diplostomum sp. tiirlerin fazla sayida olmasi fakat ara konak¢i balik ve
salyangozlarda tiir farkliliginin daha az olmasi sorununu agiga ¢ikarmistir. Bu durum Cek
Cumhuriyeti ve Slovakya’dan elde edilen son verilerde balik, kus ve salyangozlar igin
9:3:2 tiir oraninin elde edilmesine neden olmustur (Faltinkova, 2005; Georgieva vd., 2013).

Hoffman (1967)’mm Kuzey Amerika tathh su baliklarinin parazitleri kitabinda
Diplostomum’un bilinen tiirleri igerisinde Bolbophorus confusus, Diplostomum corti, D.
baeri eucaliae, D. emarginatae, D. flexicaudum, D. huronense, D. ictaluri, D. scheuringi,
D. spathaceum, Hysteromorpha triloba ‘ya yer vermistir. Diplostomum cinsi muhtemelen
27 tirii kapsamaktadir (Chappell vd., 1994). Shigin’e ithafen Georgieva (2013), ozellikle
Avrupa’da 41 Diplostomum tiirli oldugunu, bunlardan 25 tanesinin yapilan son taksonomik
calismalarda mevcut oldugunu bildirmistir. Désilets ve arkadaslarinin (2013) yaptiklar
Diplostomum tiirleri {izerine olan ¢alismalarinda 5 farkl: tiir bulmuslardir. Blasco-Costa ve
arkadaslarmin  (2014) yaptiklar1 Izlanda’da Diplostomum’un heniiz bilinmeyen tiir
cesitliligi ¢alismasinda 17 tiir bulmuslardir. Faltinkova ve arkadaslar1 (2014) izlanda’da
yaptiklar1 calismada 6 Diplostomum tiiriinii molekiiler yontemler kullanarak teshisini
yapmislardir. Locke ve arkadaslari (2015) DNA barkodlama yontemi kullanarak 52
Diplostomum tiiriinii bulmuslardr.

Salyangozlarda kaydedilen diisiik tiir zenginligi veri eksikligini yansitirken
baliklardaki Diplostomum enfeksiyonuna dair pek ¢ok kayit Diplostomum spathaceum
tiriiniin konak ve uzaysal dagilimi tahminlerden fazla oldugu ve tiir farkliliginin biiyiik
¢ogunlugunun teshis hatalar1 yiiziinden oldugunu goéstermektedir (Diplostomum’un 51
konakgida teshis edilmeyen 108 kayit mevcut). Metaserkerlerin tiir teshisindeki problemli
dogasi, metaserkerlerin dogal balik popiilasyonunda gercek rollerinin degerlendirilmesinde
biiyiik bir engel olusturmaktadir. Diplostomum sp.’ye ait konak-parazit iliskilerinin parazit
biyolojisi ve evrimsel agidan bilgilerin ilerlemesine temel bir engel olusturmaktadir
(Georgieva vd., 2013).

Selver (2008)’e gore, Diplostomum metaserkerlerinden dolay1 Acerina cernua’da
kitle halinde balik 6liimleri kaydedilirken; O. mykiss’in goziinde ise %80-100 arasinda
dejenerasyon belirlenmis ve bu dejenerasyonun 6zellikle géz lensinde, nadiren de vitréz
humor ve goziin 6n odalarinda olustugu belirtilmistir. D. spathaceum serkerlerinin neden
oldugu Cercarial Diplostomiasis gen¢ baliklar arasinda konak tiirii, yas ve balik basina

serker sayisina gore mortaliteye neden olmaktadir. Serkerlerin gogii sazan tiirlerinde beyin,
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g6z fundusu ve kardiak bolgede kanamaya yol agabilmektedir (Selver, 2008).

Diplostomum cinsi igindeki genotipik ve fenotipik karmasikligin daha iyi anlasiimasi
icin kullanilabilecek en kullanigli gen bolgesi mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz I
(mtCOI)’dir. mtCOI geni (ilk 650 niikleotit) hayvan taksonlarinin genis dizilerinin teshisi
ve heniiz tanimlanmamus tiir ¢esitliliginin taninmasi i¢in uygunluk saglar (Georgieva vd.,
2013).

MtCOl geninin genis bir taksonomik aralik boyunca tiirlerin teshisi i¢in
kullanilabilecegine dair yeterli kanitlar mevcuttur. Digenea’lerin ayrilmasi ¢aligmalarinda
mtCOI sekanslarinin diger DNA gen bolgelerinden daha dogru sonuglar verdigini gosteren
calismalar mevcuttur. Barkodlama yapmanin prensipteki avantaji standart markir kullanimi
ile sekans verilerinin ¢aligmalar arasinda kiyaslanabilirligi saglamasidir (Moszczynska vd.,
2009).

Locke ve arkadaslarinin (2010) tath sularda Diplostomum sp.’nin mtCOI gen bolgesi
kullanarak yaptiklar1 tiir ¢esitliligi calismasinda elde edilen sonucu rDNA’nin ITS
bolgesiyle karsilastirarak dogrulamiglardir. Ayrica onemli ve taksonomik olarak zor
patojenleri ortaya koymaya yonelik COIl sekanslarmin yaygin olarak kullanilan ITS
markirlarindan daha {stiin oldugunu 6ne sitirmiislerdir. Mwita (2011) Viktorya Goli
Clarrid baliklarinin  konakgr parazit iligkilerine ve parazit faunalar1 ¢aligmasinda
Cytochrome b ve 18S rDNA fragmentlerini kullanmistir. Simkova ve arkadaslarinin (2012)
caligmalarinda Giiney Fransa’da iki Cyprinid tiirde bulunan parazit kompozisyonu
incelenmis olup, bulunan biitiin tiirler icin mitokondriyal sitokrom b geni kullanilip
molekiiler teshis yapilarak karsilastirmali olarak parazit yogunluklari belirlenmistir.
Chibwana ve arkadaslarmin (2013) Clarias gariepinus’de beyin parazitleri iizerine
yaptiklar1 calismada mtDNA’nin COl ve rRNA’nin ITSI1 -5.8S-1TS2 gen bolgelerini
kullanmiglardir. Calisma sonucunda Clarias gariepinus’de bulunan “Tylodelphys ve
Diplostomum” olmak {izere iki cinsin de tiir sinflandirilmasini yaparak aralarindaki
baglantiy1 ¢ozmiislerdir. Désilets ve arkadaslarinin (2013) Diplostomum sp.’nin topluluk
yapisinin ana belirleyicileri ve potansiyel tiirler aras1 etkilesimleri ¢aligmalarinda mtCOl
gen bolgesi kullanilmistir. Yapilmis olan calismada bes yil siire ile 20 balik tiirii ele
alinmis ve bes farkli Diplostomum tiirii teshis edilmistir ve bu tiirlerin mevsimsel
yogunluklar1 da karsilastirmali olarak verilmistir. Georgieva ve arkadaslarinin (2013)
Avrupa’da Diplostomum’un tiir gesitliligi i¢in molekiiler zenginlestirmenin ilk adresi

olarak yaptiklar1 ¢alismalarinda mtCOl ve rRNA’nin ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgelerini
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kullanmislardir. Blasco-Costa ve arkadaslarinin (2014) Izlanda’da Diplostomum tiirlerinin
molekiiler, morfolojik ve ekolojik kanit1 {izerine yaptiklari ¢alismada; mtDNA’nin COI ve
rRNA’nin ITS sekanslarin1 yapmislar ve ¢calismanin sonucunda kullandiklar ti¢ farkli balik
tirtinde Diplostomum’a ait alt1 farkli tir bulmuslardir. Locke ve arkadaslarinin (2015)
yaptiklar1 DNA Barkodlama c¢alismasinda Diplostomidae’ye ait 52 tiiriin teshisini
yapmiglar ve tanimlanamayan, adi konamayan tiirler i¢in en iyi se¢imin COI geni oldugunu
kanitlamislardir.

Diplostomum’un gozlerde ¢ok miktarda bulunan bir parazit tiirii oldugu Doriicii ve
Ispir (2001), Dériicii ve ark (2002), Dériicii ve Ispir (2005), Dériicii ve ark (2008)’nin
yaptiklar1 caligmalar ve Barata (2012)’min yapmis oldugu tez calismasiyla ortaya
konulmustur. Diplostomum baliklarda korliige ve hatta 6liime yol agabilen bir parazit tiirii

olup, ozellikle de kiiltiir balig1 yetistiriciliginde tehlikeli bir parazit tiiriidiir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Calisma Alam

Karakaya Baraj Golii, Firat Nehri iizerinde Keban Baraji’ndan sonra tigiincii biiyiik
baraj (golalan1 bakimindan) goliinii olusturur. Karakaya Baraji, Keban Baraji’nin 166 km
mansabinda, Diyarbakir ilinin Ciingiis ilgesi yakinlarinda Seki baglar1 mevkiinde insa
edilmistir. Karakaya Baraj1 enerji iiretimi agisindan Atatiirk Baraji’ndan sonra ikinci en
biiyiik elektrik iiretim tesisidir. Firat Nehri {izerindeki ii¢lincii baraj g6l olan Karakaya
Barajinin golalant Keban Baraji’nin mansabina kadar uzanmaktadir (Anul, 1995).
Karakaya Baraji, Glineydogu Anadolu projesi'nin bir pargasi olarak elektrik enerjisi
tiretimi amaciyla 1976-1987 yillar1 arasinda insa edilmistir. Karakaya Baraji Firat Nehri
tizerinde Keban Baraji ve HES'in 166 km mansabinda, Atatlirk Baraji ve HES'in 180 km
mansabinda yer almaktadir. Diyarbakir'a 150 km uzaklikta bulunan baraj adin1 yakininda
bulunan Karakaya kdyiinden almistir. Beton kemer govde agirlik tipi olan barajin govde
hacmi 2.000.000 m3, normal su kotunda gél hacmi 9.580,00 hm?®, normal su kotunda
gdlalan1 268,00 km?dir. Baraj yilda 102 hm3 i¢me ve kullanma suyu saglamaktadir.
Karakaya Baraj Goli'nlin Diyarbakir, Malatya, Elazig ve Adiyaman illerine kiyis
bulunmaktadir (Kii¢iikkyilmaz vd., 2010; Barata, 2012).

Keban Baraji, Elazig ilinin 45 km kuzeybatisinda ve Malatya ilinin 65 km
kuzeydogusunda olup, Karasu ile Murat nehirlerinin birlestigi yerden 10 km daha
giineybatida Keban ilgesi civarinda inga edilmistir. Yiizey alam1 bakimindan tilkemizin
ikinci bliylik baraj goliidiir. Baraj goliiniin maksimum isletme kotu 845 m minimum
isletme kotu ise 813 m’ dir. Maksimum isletme kotunda yiizey alam 687,31 km? ve
depolama hacmi 30,6 milyar m? *tiir. Minimumu isletme kotunda yiizey alan1 379,3 km? ve
depolama hacmi 30,6 milyar m® ’tiir. Baraj goliiniin en derin yeri baraj gdvdesinin
bulundugu nokta olup bu noktada maksimum derinlik 163 m’dir. Baraj g6liiniin ana
akarsuyu olan Firat Nehri, yilin ¢esitli mevsimlerinde ¢ok farkli akim diizeyine sahiptir.
Firat Nehri’nin 6nemli kollarindan olan Murat, Karasu, Peri ve Munzur sularinin yillardir
tagidiklar1 sedimentlerin ¢okelip dipte birlesmesi ile 6zellikle Murat Nehri tarafinda
bulunan Giiltgkiir Kopriisii, Karasu tarafinda bulunan Goktepe bolgesi ve bu bdlgenin

giiney kisimlar1 rezervuar alan1 bakimindan biiyiik degisimlere ugramistir (Dogan, 2014).



Hazar Go6li, Elaz1g ilinin yaklagik 25 km gilineyinde, denizden yiiksekligi 1248 m ve
yiiz 6l¢iimii 86 km? *dir. Kabaca dikdértgen bigimindeki géliin uzunlugu 20 km, genisligi
ise ortalama 4,5 km’dir. Hazar Go6li’niin derinligi hakkinda degisik arastirmacilar 150-300
m arasinda degisen rakamlar vermislerdir. DSI tarafindan 1995 yilinda yapilan bir ¢alisma
ile g6liin en derin yerinin dogu kisminda ve 219 m oldugu belirlenmistir. Hazar G6lii’niin,
Dogu Anadolu Fayr’nin sol yonlii yatay fay hareketine bagli olarak iist Pliyosen’de
(yaklasik i milyon yil Once), bir ¢ek-ayir havza seklinde olustugu kabul edilmektedir.
Hazar Goli, batida Kiirk Cay1, giineydoguda Behremaz Cayi, doguda Zikkim Deresi ve
kuzeyde Savsak Deresi ile beslenmektedir. Verimliligi bakimindan oligotrof géller sinifina
girmektedir. Hazar Goli’niin suyu hafif tuzlu ve sodalidir. Ayrica gol, sert ve pH degeri
yiiksek bir su 6zelligine sahiptir. Bu yiizden gdle baska tiirlerin asilanmalar1 ¢alismalari su
ana kadar basarisizlikla sonuglanmistir. Hazar Go6lii’nde 6 tiir balik tespit edilmistir. Ancak
ekonomik olarak degerlendirilen ve bdlge halki tarafindan sevilerek tiiketilen tek alttiir C.

umbla’dir (Coban, 2010).

2.2. Balik Materyali

Calismada kullanilan balik Ornekleri Mayis-Agustos 2017 tarihleri arasinda
Karakaya Baraj Golii, Keban Baraj Golii ve Hazar Golii'nden yakalanan toplam 150 adet
Capoeta umbla (Heckel, 1843) iizerinde yapilmistir. Ayrica Karakaya Baraj Goliinden 50,
Keban Baraj Goliinden 60 ve Hazar Goliinden 40 birey olacak sekilde dagilim yapilmistir
(Tablo 2.1) (Sekil 2.1).

2.3. Yararlanilan alet ve EKipmanlar

Toplanan balik 6rneklerinin gozlerinden parazitlerin ¢ikarilmas: Leica EZ4 marka
stereo  mikroskop kullanilarak yapilmistir. Fotograf ¢ekimleri, BXS53 arastirma
mikroskobuna bagli DP26 kamera atagmanli goriintiileme sistemi (Olympus) ve CellSens
software ile gergeklestirilmistir. Diseksiyon asamasinda pens, bistiiri, diseksiyon
makaslari, diseksiyon ignesi, makas, tarti, cetvel, degisik ebatlarda petri kutular1 lam,
lamel, numune sisesi, pastor pipet, piset, balik boy Ol¢ctim tahtast kullanilmistir. DNA

izolasyonu ve PCR asamalarinda ise hassas terazi, otomatik pipet seti, thermal blok cihazi,
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santrifiij, vorteks, specktofotometre, yatay jel elektroforezi, elektroforez giic kaynagi, jel

goriintlileme sistemi, mikrodalga firin kullaniimistir.

Tablo 2.1. Caligmada kullanilan balik 6rneklerinin toplandig bolgeler

Bolge Koordinatlar Ornek Sayisi

1 38°26'29.67"K 39°48'33.27"D 10 Adet

2 38°27'42.32"K 38°34'40.42"D 10 Adet

Karakaya Baraj Golii 3 38°34'38.09"K 38°22'13.70"D 10 Adet
4 38°40'32.79"K 38°25'01.56"D 10 Adet

5 38°41'51.74"K 38°29'01.98"D 10 Adet

6 38°53'04.68"K 38°44'14.72"D 10 Adet

7 38°52'37.92"K 38°57'34.91"D 10 Adet

8 38°49'54.84"K 39°16'13.59"D 10 Adet

Keban Baraj Golii

9 38°45'32.71"K 39°28"26.84"D 10 Adet

10 38°36'12.51"K 39°24'20.33"D 10 Adet

11 38°39'03.96"K 39°36'14.82"D 10 Adet

12 38°31'26.29"K 39°30'09.61"D 10 Adet

13 38°29'55.67"K 39°30'27.74"D 10 Adet

Hazar S 14 38°27'09.67"K 39°18'14.67"D 10 Adet

15 38°28'13.62"K 39°17'49.20"D 10 Adet
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Sekil 2.1. Balik 6rneklerinin alindig1 bolgeler (Google Earth)
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Baliklarin agirliklar1 hassas terazide belirlenmis; total boylari Ol¢liim tahtasinda
Ol¢iilip kaydedilmistir. Baliklarin yaslar1 tespit edilerek kaydedilmistir. Sonra Arda vd.,
(2005)’te verilen bilgilere gore otopsi yapildi. Baligin cinsiyeti belirlendi. Bulunan
parazitler igerisinde fizyolojik tuzlu su bulunan petri kutularina birakildi.

Baliklarin gozleri pens ve bistiiri yardimiyla kesilip géz mercegi ¢ikarilldi ve
fizyolojik tuzlu su (% 0,9) igerisine birakildi. Sonra steromikroskop altinda Diplostomum
metaserkerleri toplanarak igerisinde % 96'lik etil alkol hazirlanmis olan ependorf tiiplere
sayilarak birakildi. Ayrica fotograf ¢cekimleri yapildi. Parazitlerin teshisleri Bykhovskaya-
Pavlouskaya (1964), Hoffman (1967), Kennedy(1974), Ekingen (1983), Williams ve Jones
(1994)’e gore yapildu.

2.4. Genetik Karakterizasyon Calismalari

2.4.1. Total DNA izolasyonu

Bu calisma Elazig ili smurlar igerisinde kalan Keban Baraj Golii, Karakaya Baraj
Goli ve Hazar Goli’niin farkli bolgelerinden toplanan toplam 150 adet Capoeta umbla
tiri tizerinde gergeklestirilmistir. Baliklarin goziinde bulunan Diplostomum sp.’ye ait
metaserkaria larvalar1 ependorf tiiplere alinarak % 96’lik etanol igerisinde -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Total DNA izolasyonu, goziinde en az 20 adet mertaserkaria larvasi
bulunduran balik 6rnekleri ile yapilmistir.

Total DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA\) protokoliine gore uygulanmistir:

2.4.1.1. On Hazirhk Asamasi
Calismada kullanilan thermal block cihazi 56°C’de, tiim santrifiij islemleri oda
sicakligi (15-25°C) kosullarinda, vorteks islemi 10 saniye olarak yapilmistir. Buffer ATL

ve Buffer AL isitilip ¢oziilerek kullanilmistir. Ependorf tiipleri (steril ve 1.5ml 6zellikte) ve

spin kolonlar hazir hale getirilmistir.
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2.4.1.2. Uygulama Asamasi

o FEtil alkol igerisinde muhafaza edilen ve en az 20 adet metaserkaria larvasi igeren
ornekler 5000 rpm. de 3 dk santrifiij edilerek larvalarin dibe ¢cokmesi saglanmis ve
daha sonra etil alkol uzaklastirilmistir.

e Ependorf tiipler igerisinde kalan metaserkaria larvlari tizerine 150-180 ul lysis
buffer (ATL) eklenerek tiipler vortekslenmistir.

e Daha sonra tiipler icerisine 20 pl Proteinaz K eklenerek tekrar vorteks islemi
uygulanmistir.

e Tiipler 56 °C’de thermal block cihazinda lizis islemi tamamlanincaya kadar
bekletilmistir.

e Siire sonunda iizerine 200 pl Lysis buffer (AL Buffer) eklenmis ve vorteks islemi
uygulanmistir.

e Esit miktarda % 96’lik etil alkol eklenmis ve bir kez daha vorteks islemi
uygulanmistir.

e Tiipteki karistm DNeasy mini spin kolona aktarilarak spin kolonun altina 2 ml
toplama tiipli yerlestirilerek 8000 rpm. de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda toplama tiipii i¢erisinde bulunan karigim atilmistir.

e DNeasy mini spin kolonu yeni bir 2 ml toplama tiipiine konularak iizerine 500 pl
AWT Buffer eklenerek 8000 rpm. de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiip
igerisindeki karsim atilmustir.

e DNeasy mini spin kolonu yeni bir 2 ml toplama tiipiine konularak iizerine 500 pl
AW?2 Buffer eklenerek 14000 rpm. de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiip icerisindeki karsim atilmistir.

e DNeasy mini spin kolonu temiz 1.5 ml eppendorf tiip igerisine konularak iizerine
200 ul AE Buffer eklenerek 8000 rpm. de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Elde edilen DNA bir sonraki islem yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmis

ancak daha uzun siireli beklemelerde tiipler -20 °C’de saklanmuistir.
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2.4.2. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Elde edilen total DNA’nin miktar ve saflik analizleri spektrofotometrede (NanoDrop
2000, Thermoscientific) gerceklestirilmistir. 1ul DNA 06rnegi cihaza pipet yardimi ile
yerlestirilmis, DNA konsantrasyonu 260 nm’de 1 OD’nin 50 ng/ml ¢ift zincir DNA’nin
absorbsiyon degeri oldugu dikkate alinarak hesaplanmistir. DNA konsantrasyonunun
ayarlanmasinda spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonlari belirlenen 6rnekler, ana
stoklarin kontamine olmamasi ve tiim Orneklerin DNA konsantrasyonlarinin standardize

edilmesi amaciyla DNA konsantrasyonu 200 ng/ul olacak sekilde sulandirilmistir.

Agaroz jel ve gerekli ¢ozeltilerin hazirlanisi:
a) 5X Trisma Base EDTA (TBE):
54 g Trima Base, 27.5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA (5M, pH=8.0) 800-900 ml distile
su igerisinde ¢oziildiikten sonra 1000 ml’ye tamamlanmustir.
b) Ethidium Bromide (10mg/ml)
c) DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus)
d) DNA Ladder iizerine 166ul 6X Loading Dye ve 734ul distile su ilave edilerek
vorteks yardimi ile yiiksek hizda karigtirilmistir.
e) % 1’lik Agaroz Jel
1 g agaroz lizerine 100 ml 1X Trisma Base EDTA (TBE) eklenerek mikrodalga firin
yardimiyla kaynatilmistir. Cozelti sogutulduktan sonra, ¢eker ocak altinda, igerisine Sul
ethidium bromide eklenmis ve yavasca karistirilarak homojen hale getirilmistir. Karigim
son olarak trayler’a yavasca dokiilerek, 20-30 dakika oda sicakliginda donana kadar
beklenecektir.
f) %I1’lik agaroz jel, igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 2ul DNA 6X loading dye ile karistirilarak jele yliklenmistir.

2.4.3. Mitokondriyal DNA Sitokrom C Oksidaz I Gen Boélgesinin Cogaltilmasi
Elde edilen total DNA 6rnekleri spesifik primer g¢iftleri kullanilarak PCR islemi ile
cogaltilmistir (Tablo 2.2).

PCR isleminde kullanilan liyofilize primer (Tablo 1), iiretici firma tarafindan verilen

nmol degerlerinin 10 kat1 kadar distile su ile sulandirilarak 100 pM/ul’lik stok primer elde
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edilmistir. PCR reaksiyonu toplam hacim 25 pl olarak gergeklestirilmistir. Bu hacim
icerisinde 1X PCR tamponu, 2.5 mM MgCl,, 1.25 pmol forward ve 1.25 pmol reverse
primer, 50 uM dNTPs, 0.6 U Taq polimeraz, 50 ng saflastirilmis DNA 6rnegi ve 15 ul
ddH20 kullanilmustir.

Tablo 2.2. Primer Niikleotid Dizileri

Primer ad1 Primer Sekansi Uriin Biiyiikliigii Bolge Ad1
COX-1F S'CGTTTRAATTATACGGATCC 3

500 bp Col
COX-1R 5’AGCATAGTAATMGCAGCAGC 3’

PCR kosullari, Thermal cycler ile 94°C’de 2 dakika 6n denatiirasyonu takiben 35
siklus boyunca 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniye olarak
ayarlamis ve bunlar takiben 72°C’de 10 dakika son uzama basamagi uygulanmistir.

PCR sonrast iiriinler etidyum bromiir ilave edilmis % 2’lik agaroz jel igerisinde
elektroforez yapilmis ve elektroforez sonrasi agaroz jel, UV 1sik altinda COI geninin 500
bp lik fragmentine ait bantin elde edilmesiyle PCR reaksiyonunun dogru ¢alistig

belirlenmistir.

2.4.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Elde Edilen Gen Bélgesinin Dizi Analizi

PCR iiriinleri igin agaroz jel elektroforezinde tek bant elde edilen gen iirtinlerinin
saflastirilmas1 ve dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi yapilacak olan her bir 6rnek i¢in
saflastirma islemi hizmet alimi yoluyla gergeklestirilmistir. Orneklere ait dizi analizinin
yapilmas1 PCR isleminde kullanilan spesifik primerlerin kullanilmasiyla ¢ift yonlii (ileri ve
geri) olarak hizmet alimi yoluyla (BM Laboratuvar Sistemleri) gergeklestirilmistir.

DNA dizileme islemi, Macrogen (Hollanda) laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti kullanilarak gergeklestirilmis (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve

sonu¢ olarak ham DNA dizileri elde edilmistir.
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2.4.5. Dizi Analiz Verilerinin Degerlendirilmesi

Giinlimiizde DNA dizilerini igeren molekiiler veriler tiirler arasi iliskileri analiz
etmek icin kullanilir. Genomlarda mutasyonlar birikebilir ve farkli organizmalarin
genomlart arasindaki niikleotid dizisi farki iki genomun birbirinden ayrilmasini
saglayabilir. Farkli genomlar karsilastirarak taksonlar arasindaki iligkileri ortaya ¢ikarmak
miimkiindiir. Taksonlar arasindaki iliskinin kesinlik kazanmasi ise genler arasi etkilesim,
ila¢ tasarimlari, as1 calismalarinda patojen strain gesitliligi, genetik hastaliklar ve bulasic
hastaliklarin epidemiyolojisi, yeni genlerin gorevlerinin tespiti, mikrobiyel ekoloji gibi
calisma alanlarinda kullanilir (URL-4, 2018).

Calismada Orneklere ait DNA dizileri hizalanmis, haplotip sayr ve cesitliligi
belirlenmistir. Haplotipler i¢in genetik uzaklik ve niikleotit kompozisyonu hesaplanmistir.
GenBank BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizi ile o6rneklerin
karsilastirmasi yapilmis ve ident orant % 100-96 araliginda olan tiim veriler ¢alismaya
dahil edilmistir. Niikleotid dizisi kullanan (karakter temelli yontemler) Maximum
Parsimony (MP), Maximum Likelihood (ML) ve Bayesian Inference metotlari; uzaklik
kullanan (mesafe temelli yontemler) Neigbor Joining (NJ) metodu ve Bayes metodu

kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ornekleme Bélgelerinden Elde Edilen Diplostomum’larin Morfolojik Analizleri

3.1.1. Diplostomum cinsinin sistematik teshisi ve morfolojisi

Viicudu oval goriiniimlii olup posterior viicut kismi az gelismistir. Karin ¢ekmenti,
agiz ¢ekmenine gore daha biyiiktiir. Agiz ¢ekmeninin yanlarinda iki adet lateral ¢ekmen
bulunur.

Uzunlugu 220-300 pum, genisligi 220-280 um olup oval goriiniimliidiir. Bu cinse
bagli larval trematodlarin viicudu yasst olup, iki bolime ayrilmistir. Viicudun
posteriorundaki gelisme daha azdir. Posterior viicut boliimiinde, bosaltim tubullerinden
bosalt1 triinlerinin idrar kesesine acildigi yerde bosaltim deligi bulunmaktadir. Karin
¢cekmeni, agiz cekmenine gore daha biiyiiktiir. Ag1z ¢ekmeninin yaninda iki adet lateral
¢ekmen bulunmaktadir. Diiz boru seklinde goriilen bagirsaklari, 6zofagusu takiben iki kola
ayrilmig olup, karin ¢ekmeninin posterior hizasina kadar ulasabilmektedir. Salgi bezleri,
karin ¢ekmeninin hemen 6niinde bulunmaktadir. Brandes organi 1yi gelismistir. Genellikle
serbest hareket etmekte, nadiren de kistlenip hareketsiz kalmaktadirlar. Biiyiik cogunlugu
gozlerde, daha az miktarda da diger organlarda bulunmaktadir. Metaserkerleri 400 pm
biiyiikliikkte olup balikgoziinde beyaz nokta seklinde hareketli yapilar olarak, distan bile
fark edilebilmektedir.

3.1.2. Diplostomum spathaceum’un sistematik teshisi ve morfolojisi

Viicutlarmin anterior kismi yuvarlak olup posterior kismi c¢ikintilidir Viicudun
posterioru anteriorundan daha kisadir. Ventral ¢ekmen, oral ¢ekmenden iki kat daha
biiyiiktiir. Eklenti organlar1 da ventral cekmenden daha biiyiiktiir. Farinks kii¢iik, 6zofagus
kisadir. Ozofagus dallar1 iki intestinal hortumun icine kadar uzamir, daha sonra bunlar
birleserek “V” harfi gseklini alir. Lateral vantuz belirgindir. Brandes organi yuvarlak ve
transversal konumda uzamis durumdadir.

Diplostomum metaserkerlerinin dorsal yilizeyi konveks, ventral yiizeyi ise konkavdir.

Bu metaserkerler yaklagik 400-500 pm uzunlugunda olup, viicutlari genis, hareketleri



zayiftir. Viicutlart bir bogumla iki kisma boliinmiis, viicudun anterior ucu yuvarlak iken
posterior ucu ise ¢ikintilidir. Posterior viicut boliimii kisa olup 6zellikle gelismis larvalarda
anterior boliimden tamamen ayrilmistir. Ventral ¢ekmen, oral ¢gekmenden yaklasik iki kat
daha biiyiiktlir. Eklenti organlar1 da ventral ¢ekmenden daha biiyiiktiir. Farinks kiiciik,
0zofagus kisa olup bunlar once oral agikliga, daha sonra da anterior gekmene agilmaktadir.
Ozofagus kollari, iki intestinal hortumun igine kadar uzanmaktadir. Daha sonra bunlar
birleserek “V” harfi seklini almaktadir. Lateral vantuz belirgindir. Brandes organi yuvarlak

olup transversal konumda biraz uzamis durumdadir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Diplostomum spathaceum’un genel gériiniisii (Orijinal)

30



) 3

Sekil 3.2. Diplostomum spathaceum’un genel goriiniisii; ac.: agiz ¢cekmeni, f.:farinks, b.:bagirsak, k¢.:karmn

¢ekmeni

3.1.3. istatistiksel Analizler

Parazit ile balik iliskisinde agirlik-ortalama Diplostomum sayisi, Yyas-ortalama
Diplostomum sayisi, cinsiyet-ortalama Diplostomum sayisi, boy-ortalama Diplostomum
sayis1 Minitab programiyla belirlenmistir. Buna gore elde edilen sonuglar asagida
listelenmistir:

1. Erkek ve disi baliklarin parazit tasima oranlar1 arasinda (yada parazitlenme

oranlar1 arasinda) istatistiksel olarak onemli fark bulunmustur (Mann-Whitney,

W=658,5; p<0.05). Disi baliklarin erkeklerden daha fazla parazit tasidigi

gorilmiistiir.
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2. Balik agirlig ile tagidiklar1 parazit sayilari arasinda pozitif yonde énemli bir iliski

oldugu goriilmistiir (Person Korelasyon Analizi; r=0.409). Yani balik agirligi

arttik¢a, balik biiyiidiik¢e parazitlenme orani artmaktadir.

3. Balik Boyu ile parazit sayilar1 arasinda zayif da olsa pozitif yonde bir korelasyon

oldugu (Person Korelasyon Analizi; r=0.257), bu da balik biiyidikee

parazitlenme oraninin arttig1 anlamini tagimaktadir.

4. Balik yasi ile parazit sayist arasinda korelasyona baktigimizda; yine ¢ok zayif da

olsa pozitif yonde bir iliskinin oldugu goriilmekte (Person Korelasyon Analizi;

r=0.192); yani balik yas1 arttik¢a parazit sayisi artmaktadir.
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Sekil 3.3. Karakaya Baraj Goliinde agirliga gore ortalama Diplostomum sayist

Karakaya Baraj Goliinde agirliga gore ortalama Diplostomum sayisinda (Sekil 3.3),

agirlik arttikca parazit sayisininda artti§i gozlenmistir. Yine balik agirligi ile parazit sayisi

arasinda pozitif yonde kuvvetli bir iliski oldugu goriilmiistiir (Person Correlation Analysis,

r =0.652)
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Sekil 3.4. Karakaya Baraj Go6liinde boy uzunluguna gore ortalama Diplostomum sayis1

Ortalama Diplostomum Sayis1
=]

Balik Boy gruplari ile ortalama parazit sayisi arasinda (Sekil 3.4) diizensiz bir
dagilim goriilse de, Korelasyon analizi sonucunda balik boyu ile parazit sayisi arasinda
zayif da olsa pozitif yonde bir korelasyon oldugu (Person Korelasyon Analizi; r=0.257)

belirlenmistir. Bu da balik biiyilidiik¢e parazitlenme oraninin arttig1 anlamini tagimaktadir.
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Sekil 3.5. Karakaya Baraj Golii Cinsiyete bagli Ortalama Diplostomum Sayisi

Erkek ve disi baliklarin parazit tasima oranlari arasinda (Sekil 3.5) istatistiksel olarak
onemli fark oldugu (Mann-Whitney, W=670; p<0.05), Disi baliklarin erkeklerden daha

fazla parazit tagidig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.6. Karakaya Baraj Goli Yasa Bagli Ortalama Diplostomum Sayisi

Balik yag1 ile parazit sayist arasinda (Sekil 3.6) iliskiye bakildiginda; her ne kadar 4
yasindaki baliklarda fazla parazit goriilse de, yas ile parazit sayist arasinda pozitif yonde
bir corelasyon oldugu belirlenmistir (Person Korelasyon Analizi; r=0.192). Yani balik yas1

arttikga parazit sayist artmaktadir.
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Sekil 3.7. Keban Baraj Golii Agirliga Bagli Ortalama Diplostomum Sayist

Keban Baraj Goli Agirliga Bagli Ortalama Diplostomum Sayisi (Sekil 3.7), agirlig
fazla olan baliklarda daha fazla oldugu belirlenmistir. Balik agirligi ile parazit sayisi
arasinda pozitif yonlii bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (Person Correlation Analysis,
r=0.215).
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Sekil 3.8. Keban Baraj G6lii Boy Uzunluguna Bagli Ortalama Diplostomum Sayisi

Balik boyu arttikga parazit sayisinin arttigi (Sekil 3.8) gortilmektedir. Korelasyon
analizi sonucunda balik boyu ile parazit sayisi arasinda pozitif yonde bir korelasyon oldugu
(Person Korelasyon Analizi; r=0.524) belirlenmis olup, bu da balik biiyidikge

parazitlenme oraninin arttigi anlamini tagimaktadir.
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Sekil 3.9. Keban Baraj Golii Cinsiyete Bagli Ortalama Diplostomum Sayisi

Erkek ve disi baliklarin parazit tasima oranlar1 arasinda istatistiksel olarak onemli
fark oldugu (Mann-Whitney, W = 515; p < 0.05) goriilmiis olup (Sekil 3.9), disi baliklarin

erkeklerden daha fazla parazit tasidig belirlenmistir.
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Sekil 3.10. Keban Baraj Goli Yaga Bagli Ortalama Diplostomum Sayis1

Baliklarin yas gruplari ile tasidiklari parazit sayisi arasinda pozitif yonde kuvvetli bir
iliskinin oldugu goriilmistiir (Sekil 3.10). Yani balik yasi arttik¢a parazitlenme orani da
artmaktadir (Person Korelasyon Analizi; 1=0.624).
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Sekil 3.11. Hazar Golii Agirliga Bagh Ortalama Diplostomum Sayist

Balik agirlik gruplan ile ortalama parazit sayisi arasinda inisli ¢ikigh bir durum

goriilse de, balik agirlig: ile tasidiklar: parazit sayilari arasinda pozitif yonde onemli bir

36



iliski oldugu goriilmiistir (Sekil 3.11) (Person Korelasyon Analizi; r=0.409). Bu da
gosteriyor ki balik agirligr arttikea yani balik biiyiidiikge parazitlenme orani artmaktadir.
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Sekil 3.12. Hazar Go6lii Boy Uzunluguna Bagli Ortalama Diplostomum Sayisi

Balik Boy gruplari ile ortalama parazit sayis1 arasinda diizensiz bir dagilim goriilmiis
olsa da biiyilk baliklarda daha fazla parazit bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.12).
Korelasyon analizi sonucunda balik boyu ile parazit sayisi arasinda zayif da olsa pozitif
yonde bir korelasyon oldugu (Person Korelasyon Analizi; r=0.257), bu da balik biiyiidiik¢e

parazitlenme oraninin arttig1 anlamini tagimaktadir.
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Sekil 3.13. Hazar Golii Cinsiyete Baglh Ortalama Diplostomum Sayisi
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Erkek ve disi baliklarin parazit tasima oranlar1 arasinda istatistiksel olarak onemli
fark bulunmustur (Sekil 3.13) (Mann-Whitney, W=658,5; p<0.05). Disi baliklarin

erkeklerden daha fazla parazit tagidig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.14. Hazar Golii Yasa Bagli Ortalama Diplostomum Sayist

Balik yas1 ile parazit sayis1 arasinda ¢ok zayif da olsa pozitif yonde bir iligkinin
oldugu belirlenmis olup (Sekil 3.14) (Person Korelasyon Analizi; 1=0.192).; yani balik yas1

arttikga parazit sayist artmaktadir.

3.2. Ornekleme Bolgelerinden Elde Edilen Diplostomum’larin mtCOI Gen Bolgesinin
Genetik Analizleri

Bu ¢alismada Elazig ili sinirlar igerisinde kalan Keban Baraj Golii, Karakaya Baraj
Goli ve Hazar Golii’nde dogal olarak yayilis gosteren Capoeta umbla tiiriinde enfeksiyona
neden olan Diplostomum sp.’nin mtCOI gen bdlgesinin dizi analizi verileri 1s1ginda
tamimlanmas1 ve kimliklendirilmesinin gergeklestirilmistir. Toplanan 150 adet balik
orneginin gozlerinde Diplostomum sp. parazitleri taranmis ve en az 20 adet metaserkaria
iceren baliklar calismaya dahil edilmistir. Ciinkii DNA izolasyonu en az 20 metaserkaria
larvalarimin birlikte santrifiij edilmesi sonucunda elde edilmistir. DNA izolasyonu toplam
53 adet balik orneginden izole edilen metaserkaria larvalarindan elde edilmis, PCR

islemleriyle ise toplam 49 Ornegin gen bdlgesi c¢ogaltilmistir (Sekil 3.15). PCR
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orneklerinden saflastirma islemi ve ¢ift yonli dizi analizleri hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.15. Diplostomum sp.’ye ait metaserkaria larvalarinin mtCOI gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinin

agaroz jelde goriintiilenmesi (orijinal)

3.2.1. mtDNA COI Gen Bolgesi Dizilerinin Belirlenmesi ve Dizileme Analizleri

Cift yonli (Reverse ve Forward) primerler ile elde edilen DNA dizilerine ait
kromatogramlar (Sekil 3.16) diizeltme uygulanarak tek bir dizi haline getirilmistir (Sekil
3.17). Elde edilen tiim diziler MEGA7 programinda (Clustal W) biraraya getirilerek
hizalanmigtir. Hizalama islemi yapilirken kromatogramlar tek tek degerlendirilerek mtCOI
gen bolgesi igin ortak diziler belirlenmistir (Sekil 3.18). Bu dizilerin baslangi¢ ve bitis
noktasindaki fazlaliklar kesilerek atilmistir. Boylece gen bolgesi tiim Ornekler igin ayni

uzunluga getirilmistir.
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120 130 140 150
GTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTG

b

Sekil 3.16. DNA dizisine ait kromatogramin bir bolimii

MEGA 7.0.21(7161111-x86_64)
File Analysis Help

::vﬁ_ﬁ"’v|kvﬂ_E?vﬁﬁvﬂvﬂvgv(Dv‘?v

Mlign Data Models  'Distance  Diversity ~ Phylogeny UserTree Ancestors Selecon  Rates Clocks  Diagnose

ATCI || ATCH

liid

TraceEditor (C:A\Users\sibel \Desktop\sibel\ Alignment 120118\Z1+ COXF.ab1) - o X

Data Edit Search Display Help

WSS F o DL i B =

40 50 60 70 80 %0
TTTT GAT GCCAGTT CT GATAGGCGGTTTT GGAAATTTTTITGTT GCCTTTATT GCT A

- a x

TraceEditor (C:\Users\sibel\ Desktopsibel\ Alignment 120118\Z1+COXR.ab1)
Dota Edit Search Display Help

i @S| o L0348 8|

80 920 100 110 120 130 L
TTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTAI

Sekil 3.17. Reverse ve forward dizilerinin kontrol edilmesi ve hatali bolgelerin diizenlenmesi

M7: Alignment Explorer -
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DEE% [ ZSBEH WY 0L IEEY TR - I Y X

DNASequences  Translaled Protein Sequences

B R e e e e e e e e e e

Sekil 3.18. Tiim 6rneklere ait hizalanmis dizilerin bir bolimi
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Calismada elde edilen mtCOI gen bolgesinin dizileri asagida listelenmistir:
>71
ATTATATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGT
TCTGATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGAT
TTAAGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTG
TTTGTTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCC
ACCTTTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCT
TTGCATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTA
TTTTTTCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCT
TATTTGTTTACCTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCAC
CTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC
>72
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTA

>73
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG

TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG

TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT

TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>74
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ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTA
GTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTT
TGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGT
TTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAA
GTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATT
TCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGT
TTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTT
TTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTA
TTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>75
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTATTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>76
CGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAG
TCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTT

GGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTT
TAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAG
TTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTT
CCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTT
TATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTTT

TATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTAT
TCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>Z7
GTTTAAATTTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATT
ATATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCT

GATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTA
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AGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTT
GTTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACC
TTTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTG
CATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTT
TTTCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTAT
TTGTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTA

>78
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>79
ATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGA
TAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAG
TTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGT
TTTATAATAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTT
TATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCA
TTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTT
CTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTG
TTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>710
AATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTA
TCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGG
CGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTA
CCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTA
TAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATC
GAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTA
GCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTC
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TATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTA
CTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCT
>711
CGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAG
TCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTT
GGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTT
TAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAG
TTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTT
CCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTT
TATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTTT
TATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTAT
TCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTA
>712
TTTAAATTTTACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTAT
ATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGA
TAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAG
TTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGT
TTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTT
TATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCA
TTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTT
CTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTG
TTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTAT
GC

>713
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG

TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG

TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT

TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTG
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>714
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTA
GTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTT
TGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGT
TTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAA
GTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATT
TCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGT
TTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTT
TTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTA
TTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTA

>715
TTACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCAC
TAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGT

TTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTC
GTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAAT
AAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAG
ATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCT
GGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTAT
[TTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTT
CTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>716
GTTTAAATTTTACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTA
TATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTG

ATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAA
GTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTG
TTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCT
TTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGC
ATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTT

TCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTT
GTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACT
ATG

>Z17
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TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG

TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT

TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>718
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG

TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT

TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTAT

>719
AATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTA
TCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGG

CGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTA
CCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTA
TAATAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATC
GAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTA
GCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTC
TATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTA
CTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCT

>720
GGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAGT
CATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTTG
GAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTTT
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AAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAGT
TTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTTC

CTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTTT

ATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTTTT

ATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTAT

>721
CAGCGTTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTAT
AATTATATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAG

TTCTGATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGA
TTTAAGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCT
GTTTGTTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATC
CACCTTTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTC
TTTGCATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACT
ATTTTTTCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGC
TTATTTGTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTA
>722
TTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGAT
AGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGT
TTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTT
TTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTT
ATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCAT
TTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTC
TTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGT
TTA

>724
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT

47



TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCT

>725
CGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAG
TCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTT

GGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTT
TAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAG
TTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTT
CCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTT
TATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTTT
TATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTAT
TCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCT

>727
GGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAGT
CATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTTG
GAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTTT
AAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAGT
TTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTTC
CTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTTT
ATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTTTT
ATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTATT
CTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>728
CGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTAG
TCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTTT

GGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGTT
TAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAAG
TTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATTT
CCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGTT
TATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTC

>729
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
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TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTG

>Z30
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTA

>731
AATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTA
TCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGG
CGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTA
CCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTA
TAATAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATC
GAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTA
GCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTC
TATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTA
CTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTAT

>733
GTTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTA
TATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTG
ATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAA
GTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTG
TTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCT
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TTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGC
ATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTT
TCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTT
GTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACT
ATG
>734
AATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTA
TCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGG
CGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTA
CCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTA
TAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATC
GAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTA
GCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTC
TATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTA
CTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC
>735
TATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCA
CTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGG
TTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCT
CGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAA
TAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAG
ATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCT
GGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTAT
ITTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTT
CTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCT

>736
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
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TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTC

>Z37
TTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTAT
ATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGA
TAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAG
TTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGT
TTTATAATAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTT
TATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCA
TTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTT
CTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTG
TTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTAT
GCT

>738
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTA

>739
GTTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTA
TATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTG

ATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAA
GTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTG

TTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCT
TTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGC

ATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTT
TCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTC

>740

51



TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT
TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGGTTTGGCTGCTGCGATTACTATGCTA

>741
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTA
GTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTT
TGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGT
TTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAA
GTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATT
TCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGT
TTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTT
TTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTA
TTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTA

>742
TATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCA
CTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGG

TTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCT
CGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAA
TAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAG
ATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCT
GGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTAT
ITTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTT
CTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTAT

>743
TTACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCAC
TAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGT

TTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTC
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GTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAAT
AAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAG
ATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCT
GGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTAT
[TTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTT
CTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>Z744
TACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACT
AGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTT

TTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCG
TTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATA
AGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGAT
TTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGG
TTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTT
TTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCT
ATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTG

>7Z45
TTAAATTATAAGGATCCTTATTATAATTTAATTGCTCGGGAGGTTTATAATTAT
ATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGA

TAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAG
TTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGT
TTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTT
TATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCA
TTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTT
CTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTG
TTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTAT
GCTA

>746
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTA
GTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTT

TGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGT
TTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAA
GTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATT
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TCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGT
TTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTT
TTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTA
TTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTA

>Z47
TTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTAT
ATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTTTGA
TAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAG
TTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGT
TTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTT
TATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCA
TTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTT
CTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTG
TTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCGATTACTA
TGCTA

>748
GTTTAAATTTTACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTA
TATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTG

ATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAA
GTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTG
TTTTATAATAAGTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCT
TTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGC
ATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTT
TCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTT
GTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTACT
ATGCTAAA

>749
GTTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTACAATT
ATATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCT

GATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTA
AGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTT
GTTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACC
TTTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTG

54



CATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTT
TTTCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTAT
TTGTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTAT
>751
ACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCACTA
GTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCTGATAGGCGGTTT
TGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCTCGT
TTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAATAA
GTTTATGAATCGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAGATT
TCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCTGGT
TTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTATTTT
TTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTTCTA
TTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGC

>752
CGTTTAAATTATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATT
ATATTATCACTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTCT

GATAGGCGGTTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTA
AGTTTACCTCGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTT
GTTTTATAATAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACC
TTTATCGAGATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTG
CATTTAGCTGGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTT
TTTCTTCTATTTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTAT
TTGTTTACTTCTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTATTAC
TATGCTA

>753
TATACGGATCCTTATTTTAATTTAATTGCTCCGGAGGTTTATAATTATATTATCA
CTAGTCATGGTTTGGCTATGATTTTTTTCTTTTTGATGCCAGTTTTGATAGGCGG

TTTTGGAAATTTTTTGTTGCCTTTATTGCTAGGTATGCCTGATTTAAGTTTACCT
CGTTTAAATGCTTTAAGTGCTTGGTTAATGTTGCCATCTGCTGTTTGTTTTATAA
TAAGTTTATGAATTGGTTCTGGTGTTGGTTGAACTTTTTATCCACCTTTATCGAG
ATTTCCTTATACCGGTATAGGTGTTGATTATTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCT
GGTTTATCTAGTGTTTTTGGTTCGTTAAATTTTATTACTACTATTTTTTCTTCTAT
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TTTTTATTTTATTAATACCCGTGTTTCTATTATTGTTTGGGCTTATTTGTTTACTT
CTATTCTCTTGTTATCTTCATTGCCAGTTTTGGCTGCTGCTA

3.2.2. mtCOI Gen Bolgesi Genetik Analizi

Dizileri hizalanan Diplostomum sp. 6rnekleri DnaSP Version 5.10 programi ile
haplotip sayist ve haplotip ¢esitliligi belirlenmistir. Buna gore 479 baz ifti ile
olusturulmus hizalama sonuglarina gore sekiz cesit haplotip tespit edilmistir (Tablo 3.1).
ayrica haplotip ¢esitliligi (Hd) 0,6692 olarak elde edilmistir.

Calismada belirlenen her bir haplotip dizisi GenBank BLAST analizi ile
karsilastirilmis ve ¢alisma orneklerinin % 100 ident orani ile Diplostomum spathaceum

(Rudolphi, 1819) ile uygunluk gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 3.1. mtDNA COI gen bolgesi haplotip bilgileri

Haplotipler | DNA dizisi belirlenen 6rnekler Tiir ad

Haplotip 1 | [Z1] Diplostomum spathaceum
) [22, 23, 26, Z7, 210, 711, 712, Z14, 715, Z16, Z17, Z18, Z20, .

Haplotip 2 Diplostomum spathaceum

7221, 722,724, 729, 733, Z34, Z35, Z39, Z41, Z44, 746, Z52]

[Z4, 29, 719, 725, 727, 728, Z31, Z37, Z38, Z42, Z43, Z48,

Haplotip 3 751] Diplostomum spathaceum
Haplotip 4 | [Z5] Diplostomum spathaceum
Haplotip 5 | [Z8, Z13, Z30, Z36, Z49] Diplostomum spathaceum
Haplotip 6 | [Z40] Diplostomum spathaceum
Haplotip 7 | [Z245] Diplostomum spathaceum
Haplotip 8 | [247, Z53] Diplostomum spathaceum

Bu haplotipler kullanilarak tiir i¢i genetik uzaklik degeri Kimura-2-Parametre (K2P)
ve baz degisim modeline dayanarak MEGA7 programi ile hesaplanmistir (Tablo 3.2).

Buna gore en diisiik genetik uzaklik 0.00209 degerinde Haplotip 2 ile Haplotip 1,
Haplotip 3, Haplotip 5 ve Haplotip 6 arasinda bulunmustur. En yiiksek genetik uzaklik ise
0,01264 degerinde Haplotip 7 ile Haplotip 4 arasinda bulunmustur.
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Tablo 3.2. COI gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Haplotip 1, Haplotip 2, Haplotip 3, Haplotip 4, Haplotip
5, Haplotip 6, Haplotip 7, Haplotip 8)

Haplotip 1 Haplotip 2 Haplotip 3 Haplotip 4 Haplotip 5 Haplotip 6 Haplotip 7 Haplotip 8

Haplotipl O

Haplotip2 0,00209 O

Haplotip 3  0,00419  0,00209 O

Haplotip4  0,00842  0,00630 0,00419 O

Haplotip5 0,00419  0,00209 0,00419 0,00419 O

Haplotip6  0,00419  0,00209 0,00419 0,00841 0,00419 O

Haplotip7  0,00840  0,00629 0,00840 0,01264 0,00840 0,00840 O
Haplotip8 0,00419  0,00209 0,00419 0,00842 0,00419 0,00419 0,00840 O

Dizi analizi sonucunda elde edilen tiim haplotipler i¢in Bioedit programi ile niikleotit
kompozisyonu hazirlanmistir (Tablo 3.2). Buna gore analiz edilen tiim haplotiplerde T baz
oraninin en yliksek degerde oldugu belirlenmistir. A ve G bazlarinin ise oranlari birbirine
cok yakin degerde elde edilmistir. En az orana ise C bazi sahiptir. Boylece tiim

haplotiplerde A+T oran1 % 68’in iizerinde bulunmustur.

Tablo 3.3. Haplotipler i¢in niikleotit kompozisyonu

A T G C G+C (%) A+T (%) Toplam
Haplotip 1 18,37 50,10 17,75 13,78 31,52 68,48 479
Haplotip 2 18,37 50,31 17,75 13,57 31,32 68,68 479
Haplotip 3 18,37 50,10 17,75 13,78 31,52 68,48 479
Haplotip 4 18,58 49,90 17,54 13,99 31,52 68,48 479
Haplotip 5 18,37 50,10 17,75 13,78 31,52 68,48 479
Haplotip 6 18,37 50,10 17,95 13,57 31,52 68,48 479
Haplotip 7 18,79 50,10 17,95 13,15 31,11 68,89 479
Haplotip 8 18,37 50,52 17,75 13,36 31,11 68,89 479

3.2.2.1. Filogenetik agaclarin olusturulmasi

Calismada 8 haplotipe gore tiir i¢ci molekiiler filogenetik iliskiyi gostermek amaciyla
Maximum Likelihood (ML), Neighbor Joining (NJ), Minimum Evolution (ME),
Maksimum Parsimony (MP) ve Bayes metodlar1t kullanilarak filogenetik agaglar

olusturulmustur.
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MEGA7 programi kullanilarak olusturulacak agaglarda en wuygun model
belirlenmistir. Buna gore Tamura-Nei (TN93) modeline dayanan Maksimum Likelihood
metodu olusturulmustur (Sekil 3.19). En yiiksek ihtimale sahip olan agag¢ (-739.9283) ile
gosterilmistir. Tk agag, Maksimum Composite Likelihood (MCL) yaklasimi kullanilarak
tahmin edilen mesafelerin bir matrisine Neigbour Join ve BioNJ algoritmalar1 uygulayarak
ve daha sonra istiin olasilik degeri ile topolojiyi segerek otomatik olarak elde edilmistir.
Oran farkliliklarin1t modellemek i¢in ayr1 bir Gamma dagilimi kullanilmistir (5 kategori (+
G, parametre=33.7881)). Buna ilaveten oran degisim modeli ([+ 1],0.0010%) olarak
degerlendirilmistir. Analiz 9 niikleotid sekansini (8 haplotip+1 dis grup) ve 400 baz ¢iftini
icermektedir.

Neigbour Joining agaci Sekil 3.20.’de verilmistir. Buna gore en uygun aga¢ toplam
dal uzunlugu=0.20291874 ile gosterilmistir. Ayrica iliskilendirilmis taksonlarin bootstrap
testinde bir araya getirildigi replikasyon yiizdesi (10000) dallarin yaninda belirtilmistir.
Mesafeler Tamura-Nei modeline gore hesaplanmis ve baz substitusyonlarinin sayisal
ifadeleri verilmistir. Analiz 9 niikleotid sekansini (8 haplotip+1 dig grup) ve 400 baz ¢iftini
igermektedir.

Minimum Evolution agaci Sekil 3.21’de gosterilmistir. Buna gére en uygun agag
toplam dal uzunlugu=0.20291874 ile gosterilmis olup iligskilendirilmis taksonlarin
bootstrap testinde bir araya getirildigi replikasyon yilizdesi (10000) dallarin yaninda
belirtilmistir. Mesafeler Tamura-Nei modeline gore hesaplanmig ve baz substitusyonlarinin
sayisal ifadeleri verilmistir. Minimum Evolution agaci, Yakin Komsu Degisim (Close-
Neighbor-Interchange, CNI) algoritmast kullanilarak aranmistir. Analiz 9 niikleotid
sekansini (8 haplotip+1 dis grup) ve 400 baz c¢iftini igermektedir.

Caligmada MrBayes v. 3.2.1x64 (Ronquist and Huelsenbeck 2003; Ronquist et al.
2011) programi kullanildi. MrBayes programinda analiz edilecek gen dizilimleri Nexus
formatina Clustal-Omega’da EMBOSS tarafindan hazirlandi. Hazirlanan nexus
formatindaki Haplotype very kiimesi; Iset nst=6 rates=invgamma ve mcmc ngen=500000
samplefreq=100 printfreq=100 diagnfreq=1000 model ayarlarini kullanarak analiz edildi.
500.000 iterasyon sonucunda olasiliklarin degerlendirilmesi i¢in toplam 7.502 agag
olusturuldu. Bu aiiaglardanbir tane consensus agaci olusturuldu. Konsensus agacindaki

revizyon ve goriintiileme islemi FigTree v1.4.3 programinda hazirlandi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.19. COI gen bolgesi igin dis gruplu Maximum Likelihood (ML) agaci
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada Elazig ili sinirlart igerisinde yer alan Keban Baraj Golii, Karakaya
Baraj Golii ve Hazar Golii'nde dogal yayilis gosteren Capoeta umbla tiiriiniin gozlerinde
bulunan Diplostomum sp.'ye ait genetik karakterizasyon calismasi gergeklestirilmistir.
Diplostomum sp.'ye ait morfolojik verilerle birlikte mitokondriyal sitokrom oksidaz I gen
bolgesinin dizi analizi verileri birlikte degerlendirilmistir.

Calismada kullanilan balik 6rnekleri Karakaya Baraj Golii'nden 5 bolge, Keban Baraj
Goli'nden 6 bolge ve Hazar Goli'nden 4 bolge olacak sekilde belirlenmis ve toplam 150
birey kullanilmistir. Baliklarin morfolojik 6zellikleri kapsaminda her ii¢ gol icin agirlik,
boy, yas cinsiyet gibi parametreler degerlendirilmis ve bu parametrelere gore baliklarin
tasidiklar1 parazit sayilar iligkilendirilmistir. Buna gore Karakaya Baraj Golii 6rnekleri
icin digi baliklarin erkek baliklara gore daha fazla parazit tasidigi, balik boyu ve yasi
arttikca parazit sayisinin arttig1 goriilmiistiir.

Keban Baraj Goli ornekleri icin agirlik, boy ve yas arttik¢a parazit sayisinda artig
bulunmus; cinsiyetlere gore degerlendirildiginde de disi baliklarin daha fazla parazit
tasidig1 elde edilmistir.

Hazar Goélii'nden toplanan baliklarda ise balik agirhigi ile parazit sayisi arasinda
pozitif iligki bulunmus; benzer sekilde boy ve yas parametrelerinde de artisa paralel parazit
sayisinda artiglar kaydedilmistir. Yine disi baliklarin erkek baliklardan daha fazla parazit
tasidig1 da bulunmustur.

Calisma bolgelerinin hepsi birlikte degerlendirildiginde disi baliklarin erkek baliklara
gore daha fazla parazit tasimasi; agirlik, boy ve yasin artmasiyla parazit sayisinda da
artiglarin  goriilmesi; calisma sonuglarinin her iic bodlgede uyumlu oldugunu ortaya
cikarmaktadir. Agirlik, boy ve yasin artisina bagli olarak goriilen parazit sayisindaki artig
ise agirhgin, boyun ve yasin artmasi i¢in gegen siire artacagindan baligin parazitlerle
karsilagma olasiligini artiracagindan beklenen bir sonugtur.

Cinsiyet faktorii ele alindiginda ise disi bireylerin erkek bireylere gore daha fazla
sayida parazit tagimasi, disi bireylerin iireme donemlerinde daha fazla besine ihtiyag
duyduklar1 ve besin olarak tiikettikleri Diplostomum 'un ara konakgis1 salyangozlardan
daha fazla faydalandiklari diisiiniilecek olursa disi bireylerin daha fazla besine ihtiyag

duyduklarindan dolayi, parazitlerle karsilasma olasiligini da orantili olarak artirmaktadir.



Ayrica Capoeta umbla i¢in populasyonda disi bireylerin sayisi daha fazla olmasi da yiiksek
parazitlenmeyi agiklayabilir.

Doriicii ve arkadaslarinin (2002) Keban Baraj Goli'nde bulunan Acanthobrama
marmid'in gézlerinde Diplostomum sp. enfeksiyonunun bulunusu ve etkileri ¢alismasinda
baligin agirlik ve yas faktorlerine gore parazitin yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir. Elde
edilen bu ¢alisma sonuglarimiz ile uyumlu bulunmustur.

Barata (2012) tarafindan yapilan Karakaya Baraj Goli Komiirhan Bdlgesinden
yakalanabilen bazi baliklarda tespit edilen Diplostomum tiirlerinin yayginlik, bolluk,
yogunluk ve enfeksiyon oranlarina bakilmis olup; dominant bir parazit tiirii oldugu
belirtilmistir. Ancak tiir teshisi morfolojik verilere dayandirilarak yapilamamustir.

Kavak (2016) yaptig1 caligmada Keban Baraj Golii Pertek Bolgesinde aveiligi
yapilan bazi balik tiirlerini toplamis ve parazitlenme durumunu elde etmistir. Buna gore iki
onemli parazit tiirii bulmus olup bunlardan biri de Diplostomum sp. olarak verilmistir. Yine
bu calismada Diplostomum tanimlanmasi yapilamamaistir.

Altan ve Soylu (2018) tarafindan Sakarya Biiyiik Akgol’den tahta baliginin parazit
kominitesi {lizerine yaptig1 calismada tiim konak baliklarda en az bir parazit tiirii tespit
edilmis olup, bu parazitler Trichodina sp., Epystylis sp., Myxobolus sp., Dactylogyrus sp.,
Caryophyllaeus sp., Diplostomum sp., Tylodelphys sp. ve Postodiplostomum sp. gibi
parazitleri tespit etmistir. Ancak bu c¢alismada da yine Diplostomum sp.'nin tiir
tanimlanmast morfolojik veriler 1s181nda gerceklestirilememistir.

Isikli kaynagindan (Civril-Denizli) ag kafeslerinde yetistiriciligi yapilan Gokkusagi
Alabaliginin parazit faunasmin arastirildigr calismada 4 parazit tiirii kaydedilmis olup,
bunlar Trichodina sp., Diplostomum sp., Ichthyophthirius sp. ve Pomphorhynchus sp.
olarak verilmistir. (Sozeren, 2015)

Omerli Baraj Goélii baliklarin Metazoan parazitleri Kircalar (2013) tarafindan
arastirilmig olup Dactylogyrus cinsine ait 4 tiir ve Gyrodactylogyrus sp. ile Diplostomum
sp. parazitleri bulunmustur. Bu ¢alismada da Gyrodactylogyrus ve Diplostomum tiir
teshisleri kesinlestirilmemistir (Kircalar, 2013).

Parazit topluluklari, cografi, ekolojik, filogenetik ve gelisimsel olarak birbirinden
uzaktaki konakta farkli olmama egilimi gosterirler. Ortak yon benzerliginin bozulmasi ve
buna baglhh olarak parazit cesitliliginin belirlenmesi ¢alismalar1 gliniimiizde hizla

artmaktadir. Bu c¢alismalarda bireysel konakgilar, konak popiilasyonlar1 ve konakg1
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tirlerdeki parazit topluluklarinin benzerligi, konukgularin filogenezi, ekolojisi, mekansal
yakiligi ve biiyiikligi degerlendirilmektedir.

Moszczynska vd. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada Platyhelmintes’ler i¢cin COI
geninin barkod bolgesi i¢in primerler belirlemislerdir. Ayrica ¢ogu numunenin kiiglik
olmast ve numunelerdeki DNA'nin kalitesini ve miktarin1 degerlendirmek i¢in ribozomal
RNA (rRNA) geninin bir bolimiinii ¢ogalttklarini belirtmislerdir. Plathelmintesler insan
saglig, hayvancilik, su {riinleri yetistiriciligi ve yaban hayati yonetimi {izerinde ciddi
etkilere neden olan parazitleri iceren g¢esitli yassi solucanlar grubunu olusturdugunu
belirterek, rRNA genlerinin, tamamen bilinmeyen taksonominin orneklerini taramak igin
kullanilabilecegi ve daha sonra, belirli COI primerlerinin tiir diizeyinde tanimlamalar elde
etmek icin kullanilabilecegi 6nerisinde bulunmuslardir.

Locke vd. (2010)’nin Kanada'nin Lawrence Nehri'nde toplanan baliklardan elde
ettikleri Diplostomum metaserkeryalarinin tiirlerini teshis etmek i¢in yaptiklari ¢alismada;
tatli su baliklarim1 diinya capinda parazitize eden bu parazitin morfolojik yoniine bagh
olarak tiirlerin tanimlanamadigin1 ve COI barkod bdlgesi sekanslarini kullarak 47 tiir tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica COI sekanslar1 tarafindan desteklenen ¢ogu tiirlerin
konak¢1 ve doku spesifitelerinin, tDNA'nin ITS sekanslarn tarafindan desteklendigini
ortaya koymuslardir.

Cavaleiro vd. (2012) tarafindan Diplostomum tiiriiniin morfoloji, ultrastriiktiir yapis,
genetik ve morfometrisi, Portekiz’in kuzeybati sahilinden yakalanan Avrupa pisi
baliklarindan elde edilerek agiklanmistir. Metacercarial evre, goz mercek kapsiiliinde
kistlesmemis olarak bulunmus ve 151tk mikroskobu goézlemleri ise tiir igerisinde sekil ve
boyut bakimindan baz1 degiskenliklerin oldugunu gostermistir. Yuvarlak ve uzun olarak iki
farkli morfotipi belirlenmistir. Hem oral hem de ventral g¢ekmenler, ¢ok belirgin
ultrastriiktiirel 6zellikler sunan ve ventral emici durumunda goze carpan, bir dizi papilla ile
saglanmistir. Saptanan iki morfotipin, 18S ve 5.8S rDNA, ITS1 gen bolgesinde % 100
genetik uygunluga sahip oldugu bulunmustur. Bu metacercariaya ait genetik veriler
GenBank'da bulunan Diplostomum tiirlerinden farkli oldugundan, yeni bir genotipe (erigim
numarast GQ370809) iliskin bir veri girisi saglanmistir. Pisi baligidan elde edilen
Diplostomum metaserkeryalarina ait molekiiler filogenetik analizler, ana bilesenler ve
morfometrik verilere dayanan kiime analizleri ile baglantili olarak karsilastirildiginda

Diplostomum spathaceum’un Diplostomum mergi, Diplostomum pseudospathaceum ve
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Diplostomum paracaudum ile farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu tiirlerin ikincisi, mevcut
materyal ile en benzer sekilde bulunmustur.

Georgieva vd. (2013)’nin  Avrupa'daki Diplostomum tiirlerinin ¢esitliligi igin
molekiiler arastirmaya yonelik yapilan ilk c¢alismada, COI gen bolgesi ve ITSI, 5.8S
rDNA, ITS2 barkod bolgelerindeki baglayici sekans verilerini, Avrupa'da salyangoz, balik
ve su kuslariin larval ve olgun parazitlerinden elde ettiklerini belirtmislerdir. COI ile
salyangoz ve balik popiilasyonlarinda incelenen genetik olarak farkli alt1 Diplostomum
soylarmin varligin1 ortaya koyarak, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 sekanslarmin da COI
tarafindan saptanan sonuglar1 destekledigini saptamislardir. Orta Avrupa'da Diplostomum
spathaceum ve Diplostomum pseudospathaceum'un yasam dongiilerinin molekiiler agidan
aydinlatilmasi, tiim yasam dongiisii asamalarinin morfolojisine dayanilarak salyangoz,
balik ve kuslarda dogal enfeksiyonlardan izolatlarin eslestirilmesi ile elde edildigini
bildirmislerdir. Bu analizlerin, molekiiler, morfolojik ve deneysel yaklasimlar, molekiiler
uygulamalarin degerlendirilmesine ihtiyag duyan, genetik agidan farkli soylarin {ig
kompleksi, yani 'Diplostomum mergi', '‘Diplostomum baeri' ve '‘Diplostomum huronense'
olmak tizere 20 molekiiler 6zellikli tiir ve soyu tasvir ettigini belirtmislerdir.

Chibwana vd. (2013) Diplostomid trematodlarin, larval basamaklarinin, dogal ve
kiltiir baliklarinda ciddi parazitik patojen etkilerine neden olabilecek olan, genis ve ¢esitli
bir digenea grubundan olustugunu agiklayarak, 6zellikle tropik bolgelerde bu ¢alismalarin
eksikligini gozler Oniine sermislerdir. Calismada Afrika'da yayin baligi (Clarias
gariepinus)'dan elde edilen parazitlerin COI barkod bolgesi ve ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 gen
kiimesi dizileri kullamlmistir. Bu filogenetik analizlere dayanarak, Diplostomum
mashonense Beverley-Burton (1963) yeni bir kombinasyon olarak degerlendirilmis ve
Tylodelphys cinsine dahil edilmistir.

Tatlisu baliklarindaki parazit topluluklari, yillik ve mevsimsel olarak degisiklik
gosterebilmekte ve konakgilarin uzunlugu, yasi, cinsiyeti ve filogenezisinden ve parazit
tirleri arasindaki iliskilerden etkilenebilmektedir. Desilets vd. (2013) tarafindan yaz
donemi periyotlarinda, bes yillik araliklarla toplanan 20 farkli balik tiiriinde, bu faktorlerin
Diplostomum ¢esitliligi tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Calisma sonucunda bazi
Diplostomum spp arasinda giiglii negatif iliskiler bulunmustur. Bu durum rekabetgi
etkilesimler oldugunu diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte, en giiclii iliski iki Diplostomum

spp. (6rn., vitreus mizaht ve mercek) arasinda bulunmus ve dogrudan rekabette baska
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cevresel faktorlerin de etkili olabilecegi agiklanmigtir. 2006 yilinda enfeksiyon
yogunluklar yiiksek iken 2010 ve 2011'de ¢arpici bir sekilde azalmistir.

Diplostomum tiirlerine ait metacercariac larvalari, kiiresel olarak su iriinleri
yetistiriciligi uygulamalar i¢in ciddi ekonomik tehdit olusturan trematod parazitleridir.
Metacercariae  asamasinda  Diplostomumun  belirlenmesindeki  giigliikler,  balik
popiilasyonlarinda bu tiirlerin aktif roliiniin aydmlatilmasinda onemlidir. Nil tilapinin
gozlerinden elde edilen diplostomoid metaserkariler 18S rDNA ve ITS (ITS1, ITS2)
genleri kullanilarak karakterize edilmistir (Ndeda 2013). Metacercariae'deki ITS rDNA gen
veri kiimesinin filogenetik analizleri Diplostomum mashonense ve Diplostomum baeri ile
yakin iligki oldugunu ortaya koymustur. 18S rDNA sekanslarin1 kullanarak molekiiler
tamimlama Diplostomum compactum, Diplostomum phoxini ve Diplostomum spathaceum
ile yakin iligki ortaya koymustur. Bu ¢alismada Diplostomum cinsinin ribozom belirtecleri
kullanilarak farklilagtirilmasi, 18S rDNA ve ITS genlerinin, tiirler aras1 filogenetik analiz
icin etkili genetik belirtegler oldugunu ve ileride diplostomoidi tanimlamasi igin
kullanilmasini gerektigini ortaya ¢gikarmaktadir.

Kopenhag'in Fures Golii'ndeki iic bolgeden gelen tatlisu pulmoneri salyangozlari,
furkoserkarinin enfeksiyonu (laboratuarda dokiiliip atilmak suretiyle) i¢cin taranmis ve elde
edilen parazit larva molekiiler yontemlerle teshis edilmistir (ITS gen bdlgesinin
cogaltilmasina gore). Salyangozlarda enfeksiyonun genel prevalanst % 2 olarak
bulunmustur. Lymnaea stagnalisten elde edilen cercariaelerin  Diplostomum
pseudospathaceum (prevalansi % 4) ve Radix balthica'tan Diplostomum mergi (prevalans
% 2) olarak elde edilmistir. Patojensiz gékkusagi alabaligi daha sonra izole serkaryalara
maruz birakilmis ve bu baliklarda da metaserkarinin enfeksiyon basarisi ve yeri tespit
edilmistir. Enfeksiyon deneyleri, her iki tiirin de, metasercarial evre i¢in enfeksiyon yeri
olarak gbdz mercegi ile gokkusagi alabaligina bulasabilecegini dogrulamistir (Haarder,
2013).

Perez vd (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada, Orta ve Kuzey Avrupa'daki
Diplostomum ¢esitliligini ortaya ¢ikaran g¢esitli molekiiler ¢calismalar yapildigini belirterek
arakonaklardan salyangoz (Lymnaea stagnalis ve Radix spp.) i¢in yapilmis olan
caligmalarin sinirli oldugunu bildirmisler ve bu c¢alismayla morfolojik ve molekiiler
kanitlar kullanarak boslugu doldurmayi hedeflediklerini belirtmislerdir. Ayrica ¢alismada
COIl barkod bolgesi ve 5.8S5 rDNA, ITS1, ITS2 gen kiimesinin komple dizileri

kullanilmistir.

65



Locke vd. (2015)’nin Diplostomidae tiirlerini bulmaya yonelik yaptiklar1 ¢calismada
balikgozlerinde yasayan metasekeryalarin morfolojiye gore tanimlanmasinin zor oldugu,
bu yiizden DNA barkodlama teknigi kullanilarak Kuzey Amerika, Avrupa ve Afrika'daki
diplostomidlerin ¢esitlilik ve yasam dongiilerini aciklamaya c¢alistiklar1 bildirilmistir.
2000'in tlizerindeki diplostomidler i¢in sitokrom ¢ oksidaz 1 (COI) barkodlarinin ve bazi
orneklerde ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 gen boélgelerine ait sekanslarin mesafeye dayali
analizleri gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 52 tiiriin 6rnekleme yogunlugu arttikga,
sitokrom c oksidaz I'deki varyasyonlarin tiirler arasinda azaldigini ve artarken tiirlerin
orneklendigi mekansal olgekte hi¢ etkilenme olmadigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica
Tylodelphys jenynsiae, Tylodelphys immer ve Diplostomum ardeae'nin de dahil oldugu
cesitli tiirlerde yeni yasam dongiisii baglantilarini, cografi ve ana kayitlar1 ve genetik
verileri kaydedilmistir. Sonug olarak, lens iginde yasayan Diplostomum tiirlerinin,
konak¢iya 6zgii ve diger dokulari enfekte edenlerden daha az sayida oldugu, lensteki
bagisiklik aktivitesinin azalmasinin tiirlesme oranlarini etkiledigi fikrini ileri siirmislerdir.

Choudhary (2016) yapmis oldugu c¢aligmada iki siluroid balik konakg¢ilarindan
Opisthorchis (O. pedicellata sp.1 ve O. pedicellata sp.2)'in izolatlarinin arasindaki iig
niikleer DNA'y1 (18S, ITS1 ve ITS2) degerlendirmistir. Molekiiler analizler diisiik
benzerlikler gostermis olup ITS1 icin % 1.9 ve ITS2 i¢in % 2.6 ve 18S i¢in % 1.6’lik
benzerlik gostermistir. ITS2 bolgesinin ikincil yapisi, 1 ve 4 nolu sarmallarin nispeten kisa,
heliks 2'de U-U uyusmazligi ve 2 UGGG motifinin bulundugu en uzun helezon (3) ile
kayda deger bir fourhelix modeli sergilemistir. MEGA 6'nin komsu birlestirme (NJ) ve
maksimum ayristirma (MP) yontemlerini kullanan filogenetik analizler, her iki izolatin da
onemli destek (% 100) ile yakin bir grup olusturdugunu gdstermistir.

2012-2014 yillar1 arasinda Abseron Yarimadasi'nin Orta ve Gliney smnirt kiyisinda
yer alan Hazar Bolgesi'ndeki 156 cyprinid balik tiirlerinden dort tanesi arastirilmis ve bu
balik tiirlerinde 32 farkli parazit bulunmustur. Bunlardan 14'Gi cyprinidlere 6zgiidiir.
Monogeneanlarin 7 tiirli hari¢, cyprinidlerin tiim parazitleri konaklar1 degistirerek
gelismektedir. Cogu, bentik omurgasiz hayvanlar1 yediginde baliga bulasmaktadir. Calisma
sonucunda dort balik tiirlinlin parazit faunasi arasinda ¢ok yiiksek benzerlik (% 26.1-54.6)
gorilmemistir. Ciinkii her balik tiirlinlin kendi parazit c¢esitliligine sahip oldugu
gorilmistiir. Cesitli balik tiirlerinin parazit faunasindaki farkliliklar esas olarak hayat tarzi
ve besin kompozisyonlarinin 6zellikleriyle baglantili olarak agiklanmistir (Mamedova ve

Veliyeva, 2017).
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Son yillarda su triinleri kiiltiirii cok hizli bir sekilde gelismistir. Bununla birlikte
paraziter hastaliklarda da artiglar goriilmiistiir. Balik parazitlerini teshis etmek igin
kullanilan birgok yontem vardir. Van (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, parazitlerin
teshisi i¢cin 2005 yilinda Danimarka'nin Kopenhag kentinde bulunan Arreso Gdlii'nden ii¢
balik tiirtine ait 50 yabani balik; roach (Rutilus rutilus), levrek (Perca fluviatilis) ve ¢ipura
(Blicca bjoerkna) toplanmustir. Parazitolojik inceleme, normal g6zlem, sikistirma, sindirim
ve PCR yontemleriyle parazitlerin teshisleri gerceklestirilmistir. Calisma sonuglari, vahsi
baliklarda g6z akisi metacercaria'nin (Diplostomum sp. tarafindan enfekte edilmis Blicca
bjoerkna'nin % 100'tinde) yiliksek bir prevalansi oldugunu gostermektedir.

Calismamizda Elazig ili smirlart igerisinde yer alan Karakaya Baraj Golii, Keban
Baraj Golii ve Hazar Golii’nde bulunan Capoeta umbla baliklarinin géziinde enfeksiyona
neden olan Diplostomum tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Molekiiler analizler COI gen dizisi verilerine gore degerlendirilmis olup tiim Grneklerin
Diplostomum spatchaecum oldugu belirlenmistir. Filogenetik analizler Haplotip 3 ile
Haplotip 4 arasinda yakinligin oldugunu isaret etmektedir. Haplotip 3 ve Haplotip 4’i
olusturan ornekler ise her ii¢ ¢alisma bolgesindeki ornekleri kapsamaktadir. Hazar Golii
kapali bir alan olusturdugu i¢in diger iki bolge ile baglantisi bulunmamaktadir. Ancak buna
ragmen her ii¢ bolgeden elde edilen Diplostomum 6rneklerinin yakin benzerlik géstermesi
bolgeler arasinda parazite ait ana konakeilar tarafindan bulastirilmis olabilecegi fikrini
dogurmustur. Ozellikle kus tiirleri ile her {i¢ bolge arasinda parazitin tasinmasina aracilik
etmis olabilir. Bununla birlikte COI dizisi elde edilen tiim orneklerin Diplostomum
spatchaecum olmasi, bu parazitin aragtirma bdlgelerinde prevalansinin % 100 oldugunu

gostermektedir.
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