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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DNA DiZiSI TABANLI OLARAK LIGULA INTESTINALIS L.'IN MOLEKULER
TANIMLAMASI

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

Bu calismada, miize meteryali olarak etil alkol ortaminda korunan Ligula intestinalis
(Pseudophyllidea, Cestoda) tiiriiniin, COI gen dizisi lizerinden molekiiler tanimlamasi
yapilmistir. Elde edilen genetik veriler, anatomik ve morfolojik ozelliklerine gore
teshisi yapilan Ligula intestinalis tiriinlin taksonomik konumunu dogrulamistir. Bu
siirecte COIA2 ve COIB2 primerleri kullanilmistir. COI geninin 480 bp kismi belirgin
niikleotidleri, her 6rnekten dogrudan dizilenmistir. Bir drnekteki bir C niikleotidi harig,
COI gen dizilerinde higbir niikleotid varyasyonu tespit edilmemistir. COI geni hizali
niikleotid dizileri bakimindan, bu arastirmanin L.intestinalis izolatlart (MK286929-
MK286934) ile bir AF153910.1 L.intestinalis izolat1 arasinda %7 farklilik bulunmustur.
Bu c¢alisma sonuclar1 ile etanolde fikse edilen ve uzun siire etanolde korunan
L.intestinalis gDNA'larimin hasar gormedigi ve rutin olarak c¢ogaltilabildigi

gosterilmistir.
2019, viii + 35 sayfa

Anahtar Kelimeler: COI, DNA, Ligula intestinalis, polimeraz zincir reaksiyonu



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LIGULA INTESTINALIS L. BASED ON
DNA SEQUENCES

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

In this study, the molecular identification of the Ligula intestinalis (Pseudophyllidea,
Cestoda) species, which is protected as a material in the ethyl alcohol environment, was
carried out on the COI gene sequence. The genetic data obtained confirmed the
taxonomic position of the Ligula intestinalis species, which was diagnosed according to
anatomical and morphological characteristics. In this process, COIA2 and COIB2
primers were used. primers were used in this process. 480 bp partial certain nucleotides
of the COI gene was sequenced directly from each sample. Except for a C nucleotide in
a sample, no nucleotide variation was detected in the COI gene sequences. In terms of
COI aligned nucleotide sequences, a difference of 7% was found between the L.
intestinalis isolates (MK286929-MK286934) from this study and an AF153910.1 L.
intestinalis 1isolate. Ligula intestinalis. The present data showed that L.intestinalis
gDNAs fixed and preserved in ethanol for a long time were not damaged and routinely

reproduced.

2019, viii + 35 pages

Keywords: COI, DNA, Ligula intestinalis, polymerase chain reaction
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TESEKKUR

Oncelikle tez calismam siiresince destegini benden esirgemeyen danisman hocam Sayim

Prof. Dr. Mehmet Oguz OZTURK ’e siikranlarimi sunarim.
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Genetik Boliimii Ogretim Uyesi Saymn Prof. Dr. Mustafa YILDIZ’a ve Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden Saym Dog. Dr. Deniz
INNAL hocama ¢ok tesekkiir ederim.

Arastirma materyaline ait orneklerden DNA izolasyonu, dizilemesi ve veri analizi
sirecine  katkida bulunan Saym Ilkay Selver BUYUKTOPCU, Ahmet
DEMIRLICAKMAK ve Humen CEBBARI’ye tesekkiir ederim.

Ligula intestinalis 6rneklerinin anatomik-morfolojik olarak tanimlamasinda kullanilmak
tizere mikrotom kesitlerinin temininde katkida bulunan Laborant Emre YILDIZ’a

tesekkiir ederim.

Calisma siirecindeki her asamada maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen

basta annem, babam ve esim olmak tizere tiim aileme tesekkiir ederim.
Ayrica bu tez calismasmi “18. FEN.BIL.36” numarali proje kapsaminda destekleyen

Afyon Kocatepe Universitesi, Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Komisyon Birimine

tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Ligula intestinalis li¢ konakli bir yasam dongiisiine sahip pseudophyllid bir sestod
tiiridiir. Parazitin yasam dongiisiiniin baskin fazi, baliklarin viicut boslugunda yasayan
pleroserkoid evresidir. L.intestinalis kuzey yarikiiredeki ¢esitli balik tiirlerinde yaygin

bir patojendir (Dubinina 1980).

Son yillarda, polimeraz zincir reaksiyonu temelli DNA dizilemesi ve diger molekiiler
yontemler parazitlerin tanimlanmasinda ve onlarin filogenetik  6zelliklerinin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Ornegin, farkli cografik bdlgelerden 10 konak
balik tiirline ait Ligula intestinalis populasyonlarinin genetik cesitliligi basit dizi tekrar
(ISSR) belirtecleri yontemiyle arastirilmistir (Bouzid et al. 2008a). Ligula intestinalis’in
niiklear 28S rDNA ve mitokondrial cytochrome c¢ oxidase subunit I (COI) gen
dizilemesi, bu parazitin smiflandirilmasi i¢in kullanilmistir (Li et al. 2000). Ligula
intestinalis populasyolarinin dahili yazilim boslugu (internal transcribed spacer, ITS),
bu parazite ait populasyonlarin taksonomik konumu i¢in gii¢lii destek saglayicisi olarak

belirlenmistir (Bouzid et al. 2008b).

Glinlimiizdeki arastirmalarin ¢ogu, bu parazit tiiriinii Ligula intestinalis olarak algilamig
ve atifta bulunulmustur (Taylor and Hoole 1989, Brown et al. 2002, Ergoniil ve
Altindag 2005, Hajirostamloo 2008, Innal et al. 2007). Bununla birlikte, bu

tanimlamanin dogru olup olmadigi hala tartismalidir (Logan et al. 2004).

Bu calismanin amact; Catidren, Orenler ve Kunduzlar baraj gollerindeki Chondrostoma
nasus, Alburnus escherichii, Squalius cephalus ve Tinca tinca balik tiirlerinden izole
edilen ve miize materyali olarak korunan Ligula intestinalis 6rneklerinin mitokondrial
cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gen dizisini tamimlamaktir. Elde edilecek gen
dizisi verileriyle, anatomik ve morfolojik Ozelliklerine gore teshisi yapilan Ligula
intestinalis tiriiniin taksonomik konumunu belirlemektir. Ayrica daha genis Glgekte,
Avrupa-Akdeniz bolgesindeki L.intestinalis populasyonlarmin genetik cesitliliginin

mekansal dagiliminin belirlenmesi ¢alismalarina katkida bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ligula intestinalis’in Taksonomik Konumu

Linnaeus (1758)’un tanimladig1 Ligula intestinalis tiirli iizerine ilk faunistik ¢alisma
Cooper (1918) tarafindan gerceklestirilmistir (Dubinina 1964). Giliniimiizde Ligula
taksonundaki tiirler, morfolojik ve anatomik oOzelliklerine gore, iki genus (Ligula ve
Digramma) ile dort tiir (L.intestinalis, L.colymbi ile D.interrupta, D.nemachili) olarak

siiflandirilmistir (Dubinina 1980).

Michigan Universitesi Zooloji Miizesi kayitlarina gére olusturulan Ligula intestinalis’in

taksonomik konumu asagida verilmistir (Int. Kay.1).

e Kingdom: Animalia
o FEumetazoa
o Bilateria
e Protostomia
e Phylum: Platyhelminthes
e C(lass: Cestoda
e Order: Pseudophyllidea
e Family: Diphyllobothriidae
e Genus: Ligula

e Species: Ligula intestinalis (Linnaeus, 1758)

2.2 Tiir Tayin Anahtari

Tez konusu kapsaminda incelenen Ligula intestinalis Orneklerinin tiir tespiti ve
teshisinde Bychowskaya-Pavlovskaya (1962)’den yararlanilmistir. Bu kaynaklar
desteginde, tamimlamasi yapilan tiir ile ilgili tayin anahtar1 asagidaki sekilde

diizenlenmistir.



la. Viicut dorso-ventral yonde yassilagsmis, bilateral simetrili ........... Plathelmintes ... 2
1b. Viicut silindirik yapida, halkasiz, bilateral simetrili, 151k gecirgen bir kutikula ile

OTTULTL oottt e e e e e e e et e e e e e e e e e e Nemathelmintes

2a. Viicudun anteridriinde ¢ekmen yok, konaga tutunmada rol oynayan salgi bezlerinin
disa acildigi 2 veya 4 adet bezsi ¢ikint1 var. Viicudun posteridriinde kitin kancalarla
donanmisg bir tutkag MEVCUL .........ooeiiiiiiiiieee e Monogenea

2b. Viicut kayis seklinde uzamis, anteridrde bir tutunma organi var ........ Cestoda ..... 3

3a. Viicut segmentli. Skoleksin tepe kisminda apikal organ ile lateral kisimlarinda iki
adet bothrium tasiyan skoleks var. Halkalarin her birinde bir veya iki ¢ift ovaryum
mevcut. Uterus ventralden disart acilir ................................. Pseudophyllidea ...... 4

3b. Viicut segmentsiz, ovaryum viicudun posterioriinde ve tek ............ Caryophyllidae

4. Pleuroserkoidlerdeki skoleks agikca belirgin degil, skoleks iizerinde iz seklinde iki
adet bothrium var. Strobilada yalanci bir segmentasyon mevcut. Genital aciklik

strobilanin venralinde bir sira halinde dizili. Ligulidae, ..................... Ligula ....... 5

5a. Kass1 yapilar boyuna ve enine olmak iizere iki tabaka halinde ..... Ligula intestinalis

5b. Kassi yapilar boyuna ve enine olmak {izere ii¢ tabaka halinde ....... Ligula pavlovskii

2.3 Ligula intestinalis’in Yasam Dongiisii

Bykhovskaya-Pavlovskaya (1962) ve Dubinina (1964), Ligula intestinalis tiiriiniin
yasam dongiislindeki birinci larval form olan proserkoid evre icin ara konak gorevi
yapan kopepod tiirlerini Cyclops sternuus, Acanthocyclops bicuspidatus, Eucyclops
serrulatus ve Diaptomus gracilis olarak belirlemislerdir. Markevich (1951) bu parazit
tiirlin ikinci larval formu olan pleuroserkoid evrenin cesitli tathh su baliklarinin
(Carassius carasius, Abramis brama, Blicca bjoerkna, Rutilus rutilus, Aalburnus
alburnus, Scardinus erythrophthalmus, Squalius cephalus, Gobio gobio ve Barbus
barbus) viicut bosluklarinda goriildiiglinti, son konak gorevini ise marti, 6rdek, su

dalgici, deniz dalgic gibi su kuslarinin iistlendigine yer vermektedir.



Ligula intestinalis 1i¢ konakli bir yasam dongiisiine sahip pseudophyllid bir sestod
tiiriidiir. Parazitin yagam dongiislinlin baskin fazi, baliklarin viicut boslugunda yasayan
pleroserkoid evresidir. Ligula ile enfekte baliklar balik¢il kuslar tarafindan yenir ve kus
bagirsaginda ergin bireyler gelisir. Yumurtalar kus digkisi ile dis ortama atilir ve suda
gelisir.  Yumurtadan ¢ikan ve korasidyum denen larvalarin gelisimini devam
ettirebilmesi i¢in uygun birinci ara konak olan bir kopepod tarafindan yenmesi gerekir.
Birinci ara konak olan kopepodlarin hemoséliinde yasam dongiisiiniin ilk parazit
asamasi olan procerkoid gelisir. Baliklar ikinci ara konaklardir ve parazitli copepodlari

yiyerek enfekte olurlar (Olson et al. 2002).

Son konak
lgun sestod
(4-6 gt

e & Tumurta
- 1 =

L] -v‘ —y I 3-10 giin
e < == Coracidium

. larvasi
fkcinci konak \ ? /
Plerocercoid larva
(14-24 ay) Birinci konak

Prosercoid larva

(10-20 giin)

Sekil 2.1 Ligula intestinalis’in yasam dongiisii (Dubinina 1980).

2.4 Ligula intestinalis Enfeksiyonu ile Tlgili Baz1 Cahismalar

Tiurkiye’deki farkli balik tiirlerinde parazit olarak yasayan Ligula intestinalis
enfeksiyonu iizerine ilk calismalar Basaran ve Kelle (1976) ile Cantoray ve Ozcan
(1975) tarafindan yapilmistir. Sonraki yillarda gerek iilkemizde gerekse diinyada L.
intestinalis enfeksiyon yayginligi ve parazit bollugunun belirlenmesi iizerine ¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Arme and Owen 1968, Grabda-Kazubska et a/. 1987, Burgu vd.
1988, Dechtiar and MacLean 1989, Molnar and Székely 1995, Appleby and Sterud



1996, Kir vd. 2004, Dériicii ve Ispir 2005, Kir ve Tekin-Ozan 2005, Tekin-Ozan vd.
2006, innal et al. 2007, Korkmaz ve Zencir 2009, Arslan vd. 2015). Calismalardan
bazilarinda, L. intestinalis enfeksiyonunun mevsimlere, baliklarin yas gruplar1 ve esey
Ozelliklerine bagl olarak gosterdigi degisimler belirlenmistir (Kir vd. 2004, Kurupinar
ve Oztiirk 2009, Ozbek ve Oztiirk 2010, Demirtas ve Altindag 2011). Ayrica, bu parazit
tiiriin, balik kondisyon faktorii, fizyolojik ve anatomik yapilar {izerine olan etkisi de
incelenmistir (Harris ve Wheeler 1974, Kirkagac-Uzbilek ve Yavuzcan-Yildiz 2002,
Ergéniil ve Altindag 2005, Museth 2005, Innal ve Keskin 2005, Akmirza 2007, Tekin-
Ozan ve Barlas 2008).

Hartley (1947), besin igeriginde Cyclops‘larin yer aldigi, genc tatli su baliklarindaki
Ligula enfeksiyonunun yiiksek, yash bireylerdeki enfeksiyonun diisiik yayginlikta
olmasimi ise, copepodla beslenmemelerine baglamaktadir. Benzer bulgular elde eden
Dubinina (1964), Abramis brama’daki Ligula enfeksiyon yogunlugunun en yliksek
oldugu yas araliginin 1+ ve 2+ olup, 3+ yas ve lizeri bireylerde ise enfeksiyon
yayginliginda belirgin azalma tespit etmistir. Arastirici, bu durumu, yash 4.brama’ larin

Cyclops yerine, bentoz ile beslenmelerine baglamaktadir.

Dubinina (1964), Ligulanin gelisiminde ortamin su kalitesin de 6nemli oldugunu
belirtmekte olup; sicak, hafif dalgali ve s1g sularin Ligula igin en iyi ortamlar olduguna
isaret etmektedir. Arastirici, belirtilen Ozelliklerdeki ortamlarin, kopepodlar i¢in de
uygun ortamlar oldugunu, dolayisiyla enfekte bu canlilarla beslenen baliklarin

enfeksiyona yakalanma ihtimallerinin de yliksek oldugunu ifade etmektedir.

Harris ve Wheeler (1974) Thames Nehri (ingiltere)’ndeki Al/burnus alburnus’larda agir
Ligula intestinalis infeksiyonun geng baliklarda goriildiigiinii, baliklardaki yas artisiyla
da enfeksiyonun azaldigini kaydetmistir. Mevsim olarak, yazdan sonbahara dogru
enfeksiyon olgusunda azalma gozlemislerdir. Ayrica, gen¢ konak baliklarin,

infeksiyonu takip eden yilin sonbahar ve kis periyodunda 6ldiikleri belirlenmistir.

Arme and Owen (1968), Ligula pleuroserkoid biylikliigiiyle, balik biiyiikligliniin

orantili oldugunu belirterek, enfeksiyonlu baliklarda ilk yil parazit sayisinin genellikle 1



adet olmasina karsin ikinci ve sonraki yillarda parazit saymin 10 adede kadar
yiikseldigini; yasli baliklarda ise 10 ila 30 adet arasinda oldugunu, bazen 40 maksimum
ise 50 adet olarak belirlemistir. Wyatt ve Kennedy (1989), Rutilus‘daki Ligula

enfeksiyonunun maksimum seviyeye 0+/1+ yasindaki bireylerinde kaydedilmistir.

Molnar ve Szekely (1995), Macaristan’in en énemli sulak alanlarindan biri olan Balaton
Goli’nden incelenen 2 balik tiiriinde Ligula intestinalis infeksiyonuna rastlamistir.
L.intestinalis %1.8 infeksiyon yayginligi ve 1.3 parazit bollugu ile Abramis brama’da
ilkbahar aylarinda; Neogobios fluviatilis’te ise %30 infeksiyon yayginligi ve 1

parazit/balik ile yaz doneminde goriilmiistiir.

2.5 Ligula intestinalis’in Patojenik Ozellikleri

Patojenik bir parazit olan Ligula intestinalis’in konak baliklarda hemoglobin
degerlerinde azalmaya neden olmaktadir. Kosheva (1956), Ligula ile enfekte
A.brama’nin hemeglobin degerinin 14-35, saglikli baliklarda ise bu degerin 42-55
oldugunu kaydetmistir. Aynmi1 arastirici, Ligula enfeksiyonu goriillen Rutilus rutilus,
Blicca bjoernka, Abramis brama bireylerinin, enfeksiyon tagimayanlarmma gore

karacigerlerindeki glikojen seviyesinin daha diisiik oldugunu belirtmistir.

Kerr (1948), bu parazitin konak hipofiz bezinde gonadropik hormon salgisini 6nemli
o6l¢iide baskiladigini, bunun sonucunda da gonad gelisiminin yavasladig belirtmektedir.
Bunun sonucu olarak da, enfeksiyonlu erkek baliklarda gametogenez olusumunun
azaldigi, olusan spermatozoitlerin sekonder safhaya ulasamadiklarini; benzer sekilde
enfeksiyonlu disilerde de tam olgunlasmis yumurtalara rastlanilmadigini ve

yumurtalarin erken vitellojenik sathada kaldiklarini belirtmektedir.

Taylor and Hoole (1989) ise, 4-6 aylik R.rutilus parmak baliklarindaki Ligula
bireylerinin biiylimelerine bagli olarak, konak canlinin karin ¢eperinde incelme
oldugunu vurgulamistir. Ayrica, konak baliga ait organlarin agirhginda ve kan

parametre degerlerinde azalma, salgi1 bezleri ve gonadlarda kiigiilme gozlemistir.



Glintimiizde, tedavi siireci kapsaminda Ligulosis’in kontroli ile ilgili tam bir bilgi
birikimi olmamakla birlikte en kesin ¢oziim olarak son konak canlilarin ortamdan
uzaklastirilmas1  Onerilmektedir. Ayrica havuzlardaki zayif, gii¢siiz baliklarin
toplanmasi, agir enfeksiyon igeren irmak, gol vb. su kaynaklarinin tamamen bosaltilarak
dezenfekte edilmesi ve yeni saglikli baliklar ile doldurulmasi tavsiye edilmektedir

(Bauer 1959).

Museth (2005) Norveg’teki subalpin bir goliin otluk kiy1 seridi ile otluk olmayan agik
bolgelerinde yasayan yasayan Phoxinus phoxinus’lardaki Ligula intestinalis enfeksiyon
degerleri bakimindan bir fark olmadigimi kaydetmistir. Benzer sekilde, Ligula
enfeksiyon degerleri vertikal dagilimda da farklilik gostermemistir. Arastirici, ayni
ortamda yasayan Salmo trutta’larin midesinden ¢ikan Phoxinus phoxinus Orneklerinin
cogunlukla Ligula infeksiyonlu oldugunu goérmiistiir. Museth (2005), P. phoxinus
populasyonunda yas arttikca Ligula infeksiyonunun azaldigini, bunda geng bireylerin
Ligula enfeksiyonuna bagli Oliimleriyle acgiklamaktadir.  Arastirici, Ligula
plerocercoidleriyle parazitli konak baliklarin karin bolgesindeki siskinlikten dolayi

fanyal1 aglarla daha kolay takildiklarini vurgulamaktadir.

2.6 Ligula intestinalis’in Molekiiler Tamimlamasi Uzerine Calismalar

Bouzid vd. (2008a), farkli cografi bolgelerden, Ligula intestinalis popiilasyonlarinin
genetik cesitliligini arastirmak icin, 10 konake tiiriine ait dokuz basit dizi tekrar (ISSR)
belirtecleri arastirmistir. Uretilen ISSR kaliplarindan segilen 110 lokus, % 100 bir
polimorfizm ve 0.776 Nei’s indeksi (GST) ile analiz edilen 6rnekler arasinda yiliksek
degiskenlik ortaya koymustur. Baslica genetik farklilasma, bes genis cografi bolgeyle
(Avrupa, Cin, Kanada, Avustralya ve Cezayir) iliskilendirilmistir. Bununla birlikte,
Avrupa'daki izolatlar, farkli cografi bolgelerden ve farkli konaklardan alindigi halde,
onemli bir genetik varyasyon bulunmamistir. Sonugta, ISSR yaklasiminin hizli ve ucuz
oldugu ve L.intestinalis'in genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in giivenilir géstergeler

sagladig1 gosterilmistir (Bouzid et al. 2008a).



Li vd. (2000), Ligula intestinalis (Pseudophyllidea, Ligulidae)’in etanol i¢inde miize
materyali halinde muhafaza edilen 5 ila 20 yillik orneklerini kullanarak DNA
izolasyonu ve molekiiler tanimlamasi1 yapmistir. DNA, Cin Qinghai — Tibet Platosu,
Rusya ve Ingiltere'de hem tuz hem de tath su kiitlelerinde yasayan farkli balik
konakgilarindan toplanan orneklerden polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilmistir.
Niikleer 28S rRNA geninin 5’ ucunun kismi niikleotid sekanslarina dayanan filogenetik
analizler ve mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt-birimi I (COI) geni, Avrupa karsilig
olarak aym tiirdeki Cin Ligulalarim1 gruplayan morfolojik temelli taksonomiyi
L.intestinalis olarak desteklemektedir. Farkli bolgelerden toplanan 8 adet L.intestinalis
orneksinin gerek 5 baz sonlu nuklear 28SrRNA geni ve gerekse mitokondriyal
cytochrome c¢ oxidase subunit I (COI) geni arasinda niikleotid varyasyon
tanimlanmamustir. Sonuglar gostermistir ki, cografik izolasyon, konak 6zgilinligi ve
konak habitat farkliligi Ligula’nin siniflandirilmasinda taksonomik kriter olarak
giivenilir degildir. Sonuclar ayrica gdstermektedir ki, Avrupa ve Cin’deki cografik
bolgeler arasinda diisiik bir genetik farklilik s6z konusudur. Deneyler, kalic1 formalin
fiksasyonuna tabi tutulan parazit tenyalardan rutin olarak DNA cogaltilabildigini de
gostermistir, bu da formalindeki fiksasyon zamaninin, bu tip miize 6rneklerinde DNA

bozunmasini etkileyen kritik bir faktdr olmadigini diigsiindiirmektedir.

Bouzid vd. (2008b), soyagaci ve genetik yapi, cografya ve konak balik tercihine gore,
tath su baliklarimi etkileyen bir tenya olan Ligula intestinalis tiirlinii analiz etmistir.
Veriler, makrocografik dlgekte 18 farkli lokasyondaki 13 konak balik tiirtinden 109 adet
tenya iizerinden derlenmistir. Genetik rekonstriiksiyon i¢in iki mitokondrial gen,
sitokrom oksidaz altbirimi I ve sitokrom B, ve Intergenik Transkripsiyonlu Spacer 2'nin
(ITS2) nitikleer dizilimi kullanmilmistir. Yerel ve kiiresel cografi olceklerde farkl
evrimsel cesitlilik bulunmustur. Yerel dlcekte homojen genetik yap1 esas olarak bitisik
aralik  genislemesine baglanmistir. GO¢ yapan kuslar, tim popiilasyonun
homojenlesmesinin en muhtemel nedeni olup, 6nemli genetik engellerin olusturulmasini
engellemektedir. Buna karsilik, kiiresel olgekte, genetik olarak uzak ve iyi ayrilmis
kiimeler farkli cografi bolgelerde mevcuttur. Ureme izolasyonu, ayni son konakgiy:
infekte eden ve simpatrik kladlar arasinda bile bulunmus olup, bu da biyolojik olarak

belirlenmis genetik engellerin var oldugunu ve muhtemelen farkl tiirlerin var oldugunu



diistindiirmektedir. ITS2 sekanslarinin 6nemli intragenomik degiskenlik gosterdigi
bulunsa da, iliskileri genellikle mitokondriyal genlerden elde edilen topoloji ile iyi bir

uyum i¢inde oldugu ifade edilmistir. Ciinkii daha hizli mutasyon oldugu anlagilmistir.

Logan vd. (2004), Diphyllobothriidae (Ligula, Digramma, Diphyllobothrium ve
Schistocephalus) familyasina ait 20 pseudophyllid sestod 6rneginin ITS-2 rRNA gen
dizilerinin filogenetik analiz sonuclarimi su sekilde degerlendirmislerdir: 1-Ligulidlerin
Diphyllobothriidae dahil edilmesi dogrudur. 2-Ligula intestinalis'e ait olan Ligula
izolatlari, bu tiirlin ayr1 bir takson kompleksi olusturabilecegini gosteren parafiletik bir
ozellik tasimaktadir. Sonugta, Diphyllobothriidae familyasinin taksonomik revizyon

gerektirdigini gostermektedir (Logan et al. 2004).

Olson vd. (2002), Gudgeon (Gobio gobio) ve Roach (Rutilus rutilus) baliklarindaki
Ligula (Cestoda: Pseudophyllidea) enfeksiyonlarinin, 6zellikle doku tepkisi ve gonadal
gelisimin inhibe edilmesi agisindan, belirgin bir sekilde fark oldugunu belirlemistir.
Ayrica, ITS bolgesi (ITS-1, 5.8S, ITS-2) ve biiylik altbirim alanlar1 (D1-D3) Galler'den
minnow (Phoxinus phoxinus)’a ait bir ornekle; Lough Neagh, Kuzey irlanda'daki
Gudgeon (Gobio gobio) ve roach (Rutilus rutilus) baliklarindan elde edilen parazitlerin
dizileri belirlenip karsilastirilmistir. R.rutilus ve G.gobio’daki Ligulid parazitler
arasinda farkli suslari/tiirleri temsil edebilecegi onerisini destekleyen yeterli farkliliklar
gozlenmistir. Aksine, P.phoxinus'taki Ligula’nin, R.rutilus'takilere c¢ok benzedigi
belirlenmistir. Lough Neagh'taki ayr1 Ligula suslarin ya da tiirlerinin bir arada
bulunmasi, biiyiik olasilikla R.rutilus'un bu sulara girmesi ve biliylik tepeli bahri

kuslarinin (Podiceps cristatus) sayisindaki artisla iligkili bulunmustur.

Li and Liao (2003), Ligulid tenyalarindan 2 cins, Ligula Bloch, 1782 ve Digramma
Cholodkovsky, 1914'm  geleneksel simiflandirmast  hala tartismali  oldugunu
belirtmektedir. Niikleer 28S rRNA geninin 5'ucu, mitokondriyal sitokrom c¢ oksidaz alt
birimi I (COI) geni ve nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz alt birimi 1 (ND 1)
geni i¢in dizilerin molekiiler verileri ve ayrica Niikleer ribozomal deoksiriboniikleik
asidin (DNA) ITS 1 geni, Digramma'y1 karakterize etmek ve Ligula ile olan iligkisini

arastirmak i¢in kullanilmistir. Calisma sonucuna gore, Digramma spp, hem 28S rRNA



hem de COI geninde Ligula intestinalis ile 0zdes sekanslar sergilemis ve ITSI1
bolgesinde L.intestinalis'ten ve ND1 geninde % 7,4 farklilik gostermistir. Ligula ve
Digramma'da 28S ribozomal DNA, COI, ITS 1 ve hatta ND 1 genlerinde yliksek
derecede genetik koruma bulunmustur. Digramma ile 4 gen arasindaki diisiik genetik
sapma, Digramma'nin muhtemelen bagimsiz bir cins olmadigint gostermektedir. Bu
nedenle Ligula ve Digramma'nin, Ligula cinsi igerisinde 2 tiir ve Cin'in ¢esitli
yerlerinden toplanan Digramma bireylerinin aym tiirlere ait oldugu diisliniilmistiir.
Ayrica ITS 1 ve ND1 dizilerinin Ligula ve Digramma'y1 ayirmak igin yararli genetik

belirtecler olarak gosterilmistir.

Luo vd. (2003), Digramma (Cestoda: Pseudophyllidea) cinsinin, sadece proglotis basina
lireme organlarinin sayist ile Ligula cinsinden farkli olduguna isaret etmektedir.
Bununla birlikte arastiricilara gore, Digramma'daki gegis formlarmin ortaya cikisi,
genel gecerliligi ile ilgili cok karisiklik ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢aligmada, daha 6nce
Digramma ve Ligula olarak adlandirilan cestolar, Yangtze Nehrinin alt ve orta
kisimlarindaki gollerden ve ayrica Cin'in Qingzang platosundaki Cinghay Golii'nden
toplanmistir. Ribozomal DNA'nin (ITS rDNA) tiim i¢ kopyalanmis spaceri ve 28S
tDNA'nin 5° ucu, Digramma ve Ligula drnekleri arasinda karsilastirilmistir. ki cins
arasindaki diisiik niikleotid varyasyonu, Digramma cinsindeki sestodlarin Ligula cinsine
parafiletik oldugunu ve Digramma'nin Ligula'nin bir esanlamlis1 olabilecegi
belirtilmistir. Bununla birlikte, daha 6nce tanimlanmis olan Digramma sestodasinin,
Ligula cinsindeki farkl tiirleri temsil edip etmedigi daha fazla arastirmay1 gerektirdigi

vurgulanmaktadir.

Lagrue vd. (2018), Yeni Zelanda’nin Giiney Adasi, Hawea Golii'ndeki yaygin zorba,
Gobiomorphus cotidianus ve quinnat somonu, Oncorhynchus tshawytscha'dan ortaya
cikan tenya Ligula spmin olgusunu bildirmistir. Parazitler oldukg¢a biiyiikk boyutlarda
kaydedilmistir (60-300 mm). Bununla birlikte, balik popiilasyonlarindaki diistik
prevalanslar, enfeksiyonun nadir veya lokal oldugunu diisiindiirmiistiir. ITS1 ve ITS2

dizileri, bu 6rneklerin Ligula cinsine ait oldugunu dogrulamistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Parazit Ornekleri

Kurupmar ve Oztiirk (2009) ile Ozbek ve Oztiirk (2010) tarafindan, Catidren,
Kunduzlar ve Orenler Baraj Golleri’ndeki inci balig1 (4lburnus escherichii), Karaburun
balig1 (Chondrostoma nasus), kadife balig1 (Tinca tinca) ve tathisu kefal balig1 (Squalius
cephalus)’nin karin boslugundan izole edilen ve %70 etanol i¢inde depolanmis halde
miize materyali olarak korunan Ligula intestinalis 6rnekleri arastirma materyali olarak
kullanildi. Orneklerin bulundugu cografik yer, konak balik ismi ve toplanma tarihi

cizelge 4.1°de sunuldu.

Pleroserkoid Ligula intestinalis 6rneklerinden morfolojik olarak tiir tanimlamasi igin,
transversal kesit alinarak i¢ organlarin yapt ve konumlarmin bilinmelidir. Bu nedenle,
pleroserkoidlerden mikrotom ile transversal kesit almak gerekir. Mikrotomla kesit
islemi i¢in, 1 cm uzunlugundaki pleuroserkoid parcalari sirast ile %100 absolii alkol,
absolii alkol-ksilol (1:3, 1:1, 3:1) ve %100 ksilol serilerinden gegirildi. Daha sonra
parafin ile bloklanip, donmasi i¢in 1 giin bekletildi. Numune bloklardan kizakli
mikrotom ile 7p kalinliginda transversal kesit alindi. Pleroserkoid kesitleri hematoksilen
eosin ile boyandiktan sonra, daimi preparat haline getirildi. Preparatlar oda sicakliginda

24 saat bekletilerek kurutulmus ve 151k mikroskobunda incelendi.

Resim 3.1 Arastirma Srneklerinin alindig1 Ligula intestinalis bireyleri
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Resim 3.2 Ligula intestinalis 6rneklerini segme islemi

Resim 3.3 Rastgele secilmis Ligula intestinalis drnekleri
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3.2 DNA izalasyonu

Analizler i¢in stoktaki Ornekler arasindan 6 Ligula intestinalis bireyi rastgele segildi.
Orneklere ait genomik DNA, EurX GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA izolasyon
kiti (Polonya) kullanilarak elde edildi (https://eurx.com.pl/manuals/en/E3551-
TissueBacterial.pdf). izole gDNA’nin miktar ve safligin1 kontrol etmek igin Thermo

Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik 6l¢iim gergeklestirildi.

Resim 3.4 L. intestinalis dokularindan DNA izolasyonu

3.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu reaksiyonu i¢in 30 pl hacimde su ortam hazirlandi: 1 pl
genomik DNA, her primerden 10 mM, 15 mM MgClI2, her bir ANTP den 20 mM ve 5 U
TaqPolimeraz (Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase). PZR islemi
COIA2 5'CATATGTTTTGATTTTTTGG3' ve COIB2 5'AKAACATAATGAAAATGAGC3'

primerleri ile gerceklestirildi (Bouzid et al. 2008b, Cizelge 3.1). Primerler ve konumlari
Cizelge 3.2 de listelendi. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU reaksiyonu su sekilde
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gerceklestirildi: 95°C de 5 dakika, takiben 35 dongili, 95°C de 45 saniye, 57°C de 45
saniye ve 72°C de 1 dakika, ve son bir final uzatmasi olarak 72°C de 5 dakika. Daha
sonra sicaklik 4°C’ye disiiriiliip PZR tamamlandi. gDNA jelden kesildi ve EurX
GeneMATRIX Agarose Out DNA piirifikasyon kiti (Polonya) kullanilarak saflastirildi.

Cizelge 3.1 Ligula intestinalis’in COI genini ¢ogaltma ve dizileme igin kullanilan primerler

Hedefgen  Primerler Dizileme (5’3’ yonii) Kaynak
COI COIA2 CATATGTTTTGATTTTTTGG Bouzid et al. 2008b
(mtDNA)  COIB2 AKAACATAATGAAAATGAGC Bouzid et al. 2008b

Cizelge 3.2 GenBank’tan alinan ve filogenetik analizde kullanilan taksonomik birimler

Parazit tiir Gen Dizisi Kayit no Kaynak

Ligula intestinalis ColI AF153910 Li et al. 2000
Hymenolepis diminuta 28S rDNA K03537 Quet al. (1986)
Taenia crassiceps COlI NC002547 Rostami et al. 2013

3.4 Dizileme, Veri Analizi ve Aga¢ Yapim

Saflagtirilmis PZR {iriinleri dogrudan COIA2 ve COIB2 primerleri ile ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) (Macrogen Hollanda

laboratuari) kullanilarak dizilendi.

Niikleotid dizileri Mega 7.0 coklu dizi hizalama ClustalW2 yazilimi kullanilarak
hizaland1 ve elle ayarlandi. 5.8S rRNA gen dizilerinin homoloji arastirmasi FASTA
programi (EMBL; http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/nucleotide.html) ve BLAST
algoritmasi kullanilarak gergeklestirildi. Genetik mesafeler, Mega 7.0'da ¢ift yonlii

silme yontemli Kimura iki parametreli model kullanilarak hesaplandi.

Farkli lokaliteye ait Ligula intestinalis ile dis grup olarak kullanilan Hymenolepis
diminuta ve Taenia crassiceps tlizerinden filogenetik analiz, Mega 7.0'da Maksimum-
Likelihood (ML) analizi kullanilarak yapildi. ML agaglarindaki giiven, Mega 7.0
programini kullanarak 1.000 bootstrap replikati analiz edilerek belirlendi (Cizelge 3.2).
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4. BULGULAR

4.1 Ligula intestinalis’in Anatomik ve Morfolojik Ozellikleri

Ligula intestinalis pleuroserkoidleri 4.7-18.3 (12.6) cm boyunda, 4.2-13.8 (9.6) cm
eninde tespit edilmistir (Resim 4.1). Pleroserkoidler, kayis seklinde dorso-ventral
yoniinde yassi ve etli olup, ventral yiizeyi boyunca uzunlamasina yiv seklinde bir iz
bulunmaktadir. Anteriér terminal kisim ovalimsi bir sekilde sonlanmaktadir. Anterior

terminalde skoleks gdrevi yapan 2 bothrium iz ¢entigi seklinde az belirgindir.

Pleroserkoidlerin strobila denen govde kismi1 iizerinde yalanci segmentesyon
gorilmektedir. L.intestinalis pleuroserkoidlerine uygulanan enine govde kesit islemi

sonucu, enine ve boyuna kas dokular1 birer tabaka yer almaktadir (Resim 4.2-4.7).

Pleuroserkoid evredeki L.intestinalis bireyleri ergin bireyler olmamasina karsin testis,
ovaryum ve vitellojen bezleri gibi genital yapilar gelismistir (Resim 4.2). Testisler,
ovaryum ve uterusun bulundugu median alan hari¢, merkezi paransima dokusu

ortaminda tek sira halinde dizilmistir.

Ovaryum, her segmentte bir adet olup, genital acikligin karsisinda bulunmaktadir.
Median alanda yer alan uterus, tiipsii yapidadir. Uterus, vajinayla birlikte ortak bir
kanalla disar1 agilmaktadir. Vitellojen bezleri kesemsi sekilli yapilardir. Bu bezler,

korteks parangima dokusu ile boyuna kas tabakasi arasindaki alanda konumlanmastir.

4.2 DNA izolasyon Verileri

Bu calismada, 8 yildir etanol ortaminda muhafaza edilen 6 adet Ligula intestinalis’in
(Pseudophyllidea, Ligulidae) molekiiler tanimlamasi Mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz
I (COI) gen ekstraksiyonu ile yapilmistir. COI geni POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU temelli gogaltilmistir. Orneklerin tamaminda tek bir desen ve giivenilir
bant kaydedilmistir. Bantlarin boyutu 480 bp olarak belirlenmistir (Resim 4.8).
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Resim 4.1 Arastirmada kullanilan ve etil alkol ortaminda korunan Ligula intestinalis 6rnekleri
(orijinal)

Resim 4.2 L1-1 nolu Ligula intestinalis 6rnegine ait enine kesit (orijinal)
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Resim 4.3 L2-1 nolu Ligula intestinalis 6rnegine ait enine kesit (orijinal)

Resim 4.4 L4-1 nolu Ligula intestinalis 6rnegine ait enine kesit (orijinal)

Resim 4.5 L.2-2 nolu Ligula intestinalis 6rnegine ait enine kesit (orijinal)



Resim 4.6 L3-2 nolu Ligula intestinalis 6rnegine ait enine kesit (orijinal)

Resim 4.7 L10-2 nolu Ligula intestinalis rnegine ait enine kesit (orijinal)

4.3 Dizileme Verileri

COI geninin 480 bp kismi belirgin niikleotidleri, her 6rnekten dogrudan dizilendi.
L.intestinalis 6rneklerine ait COI gen dizileme verileri, GenBankta kayit altina alindi
(Cizelge 4.1). Orneklere ait COI genin higbirinde niikleotid varyasyonu tespit edilmedi.
Sadece, L2,2 nolu 6rneknin 225’inci C niikleotidin, diger tiim 6rneklerde T niikleotiti
olarak dizilendigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). Bu baglamda dizilerin eslesme oram
%94-97, benzerlik oran1 %99 dur. Bu veriler 6 Ligula intestinalis bireyine ait COI gen

dizilerinin 6zdes oldugunu gosterilmistir.
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Liga-1

Resim 4.8 Ligula intestinalis 6rneklerine ait COI gen dizisine ait Polimeraz Zincir Reaksiyonu
iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii ve Marker DNA

Cizelge 4.1 Bu calismada kullanilan L.intestinalis 6rneklerine ait bilgiler

Fiksasyon
ve "
Toplanma Ornek DNA GenBank
Cografik yer Konak balik Muhafaza
tarihi ) no izolasyonu Kabul No
edilen
madde
= Alburnus 25.10.2008
= Li-1 Var MK?286929
O escherichii
5 Chondrostoma03.02.2009
s L4-1 Var MK286930
k= nasus
N
5 Squalius  02.02.2009
g L2-2 Var MK286931
N cephalus =
£
Catibren Tinca tinca ~ 28.11.2004 2
) L3-2 Var MK286932
Baraj Goli
Orenler Squalius 08.03.2008
L10-2 Var MK286933
Baraj Golu cephalus
Kunduzlar Squalius 03.02.2009
L2-1 Var MK286934

Baraj Golu cephalus
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Catidren, Kunduzlar, Orenler baraj goliindeki Ligula intestinalis populasyonlarmin COI
gen bolgesi dizileri 409 niikleotit pozisyonunda daha once genbanka kaydedilmis
Ligula intestinalis dizisi (AF153910.1) ile karsilastirilmis ve bu iki izolat arasinda %7

varyasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Bu calismada elde edilen Ligula intestinalis izolatlar1 (MK286929-MK286934) ile
AF153910.1 L.intestinalis izolatina ait COI niikleotid dizi varyasyonu.

GenBank Numarasi  izolat ve Lokalite Niikleotid Dizi Farklilig1 (%)

MK286929- Ligula intestinalis- Catidren, Kunduzlar,
MK286934 Orenler, Tiirkiye 0

AF153910.1 L. intestinalis-Cin
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Resim 4.9 Bu arastirma kapsaminda elde edilen L.intestinalis izolatlar1 (MK286929-
MK?286934) ile AF153910.1 L. intestinalis, AY549506.1 Digramma interrupta,
AY549507.1 Diphyllobothrium ditremum, AY549510.1 Ligula colymbi, AY549511.1
Ligula colymbi, AY549512.1 Ligula intestinalis, AY549513.1 Ligula intestinalis,
AY549516.1 Ligula intestinalis, AY549517.1 Ligula intestinalis, AY549520.1 Ligula
intestinalis AF153910.1 L.intestinalis, Ligula colymbi, Digramma interrupta,
Diphyllobothrium ditremum’un COI ve ITS gen boélgelerinin hizalanmasi. Sayilar
hizalama pozisyonuna isaret eder. Kirmiz1 Adenini, yesil Timini, sar1 Guanini ve mavi
ise Sitozin (Cytosine) niikleotitlerini ifade etmektedir. Ayni niikleotitlere sahip
pozisyonlar ayni renkte boyanmuis olarak gosterilmektedir.
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Bu arastirmada COI dizisi tanimlanan 5 izolat kendi aralarinda tam bir dizi benzesmesi
gostermistir. Buna karsin MK286932.1 numaral1 izolatin 225. niikleotidinde sadece 1
varyasyon bulunmustur (Resim 4.9). Ayrica bu calismada elde edilen izolatlar ile Ligula
intestinalis (AF153910.1) COI gen bolgesinin hizlanmasi sonucu 26 pozisyonda
varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlar 331-345-350-353-363-383-402-417-429-
433-442-485-488-491-515-525-528-573-576-591-638-659-682-689-704-713 olarak

goriilmiistiir (Resim 4.9).
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Mevcut arastirma izolatlarinin COI dizi verileri, ITS gen dizi bolgeleri calisilan
AY549506.1 Digramma interrupta, AY549507.1 Diphyllobothrium ditremum,
AY549510.1 Ligula colymbi, AY549511.1 Ligula colymbi, AY549512.1 Ligula
intestinalis, AY549513.1 Ligula intestinalis, AY549516.1 Ligula intestinalis,
AY549517.1 Ligula intestinalis, = AY549520.1 Ligula intestinalis AF153910.1
L.intestinalis izolatlarinin verileri ile karsilastirilmistir. Gen dizileri arasinda beklendigi

lizere ¢ok sayida varyasyon tespit edilmistir (Resim 4.9).

4.4 Agac Verileri

Kismi niikleotit dizilerine dayanan filogenetik analizler, L.intestinalis'in morfolojik
temelli taksonomik konumunu dogrulamistir. COI ve ITS gen dizilerine gore
olusturulan maksimum benzerlik analizi, AY549506.1 Digramma interrupta,
AY549507.1 Diphyllobothrium ditremum, AY549510.1 Ligula colymbi, AY549511.1
Ligula colymbi, AY549512.1 Ligula intestinalis, AY549513.1 Ligula intestinalis,
AY549516.1 Ligula intestinalis, AY549517.1 Ligula intestinalis, AY549520.1 Ligula
intestinalis AF153910.1 L.intestinalis ile birlikte Pseudophyllidea taksonunda
gruplandiklarini belirlemistir. Agac¢ dallar1 arasindaki fark ise, mevcut izolatlarimiz ve
AF153910.1 Ligula intestinalis'in diger taksonlarla olan konumunu gostermistir. Ayrica,
bu calismada izole edilen 6 L.intestinalis izolat ve AF153910.1 Ligula intestinalis‘in
agacin ayni dal sirasinda yer almasi, bunlarin yakin iligkisini géstermistir. MK286932.1
numarali izolat, 1 niikleotit farklilig1 nedeni ile diger 5 6rnekten ayrilarak ayni aga¢ kolu

tizerinde ayr1 bir dal olusturmustur.

25



AY549516.1
AY549517 1
AY549510.1
AY549507.2
AY549506.1
AY549512.1
AY549513.1
AY549519.1
AY549520.1
- AY549511.1
MK286932.1
—— AF153910.1
MK286929.1
MK286930.1
MK286931.1
MK286933.1
MK286934.1

0.20

Sekil 4.1 COI ve ITS gen bolge verileri desteginde, Maximum Likelihood (ML) analiz yontemi
kullanilarak olusturulan agag.
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5. TARTISMA ve SONUC

Pleroserkoid evresi ¢ogunlukla cyprinid balik tiirlerinde parazit olarak bilinen Ligula
cinsinin birkag tiiri vardir (Dubinina, 1980). Bu tiirlerden biri olan Ligula intestinalis
Anadolu’daki cyprinid balik tiirlerinde genis dagilim gostermektedir (Innal ef al. 2007).
Ulkemizde, Ligula intestinalis tiirii iizerine yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla anatomik-
morfolojik temelli olup (Innal et al. 2007), genetik belirtegler {izerinden tanimlama
caligmalar1 siirhi kalmistir (Logan et al. 2004). Bununla birlikte, organizmalarin
taksonomik konumlarinin dogru belirlenmesi i¢in son yillarda ITS ve COI gibi genetik

belirte¢lerden siklikla yararlanilmaktadir (Li ez al. 2000).

Bu calismada; Alburnus escherichii, Chondrostoma nasus, Tinca tinca ve Squalius
cephalus olmak tlizere 4 farkli cyprinid balik tiirlinden izole edilen Ligula intestinalis
orneklerinin COI gen dizisi ¢ikarilmistir. Elde edilen genetik veriler, daha once
Kurupmar ve Oztiirk (2009) ile Ozbek ve Oztiirk (2010) tarafindan anatomik-morfolojik
Ozelliklerine gore teshisi yapilan Ligula intestinalis tiiriniin taksonomik konumunu
dogrulanmistir. Li vd. (2000)’nin genetik verileri, Ligula'nin morfolojik olarak (Yang
and Liao, 1997) L. intestinalis olarak tanimlandigi bir calismayr da desteklemistir.
Boylelikle, Li vd. (2000), morfolojik ayirim yeterli olmadiginda, DNA sekansi
kullanilarak yapilan molekiiler karakterizasyonun, parazitik tenyalar1 tanimlamak i¢in

giiclii bir arag olabilecegini goriisiinii bu ¢alisma sonuglari ile desteklemistir.

Li vd. (2000) tarafindan, 7 Ligula 6rneginin COI geni (GenBank erisim numarasi
AF153910) icin 393 bp'lik kesin belirgin niikleotidler, her ornekten dogrudan
dizilenmistir. Ilging bir sekilde, incelenen 7 Ligula 6rnegi arasinda COI geninin
dizilerinde hig¢bir niikleotid varyasyonu tespit edilmemistir. Li vd. (2000), dizilerdeki
homolojiyi su nedenlere baglamaktadir: Birincisi, DNA molekiillerinin amplifikasyon
hacimleri kii¢iik oldugu igin homoloji gériilmiis olabilir. Ikincisi, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu islemini bir ka¢ tekrarladigi halde varyasyon goriillmemesini, dizilerin
gercekten dzgiin olmasina baglamaktadir. Ugiinciisii, mitokondriyal genomun mutasyon
kaliplar1 goriisiine uygun olarak, birbirine yakin taksonlarin COI genlerinin dizi

benzerligi gostermesine bagh olabilir.
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Yukaridaki arastiricilarin verilerini destekler 6zellikte olarak, bu ¢aligmada tanimlanan
6 L.intestinalis izolatina ait gen dizilerinin tamaminda tek bir desen ve giivenilir bant
kaydedilmistir. Bantlarin boyutu 480 bp olarak belirlenmistir. Orneklere ait COI gen
tirtinlerinin higbirinde niikleotid varyasyonu tespit edilmemistir. Sadece, L2-2 nolu
orneginin 225’inci C niikleotidin, diger tiim 6rneklerde T niikleotiti olarak dizilendigi
tespit edilmistir. Boylece, mevcut arastirma sonuglari, Li vd. (2000)’nin COI gen
dizilerinin kendi aralarinda homoloji gosterme nedenlerini aciklayan hipotezini

desteklemektedir.

Li vd. (2000), Ligula intestinalis izolatlarinin filogenetik benzerlik gostererek,
Diphyllobothrium nihonkaiense ve Spirometra erinacei ile birlikte Pseudophyllidea
taksonunda gruplandiklarini ifade etmektedir. Bu arastirmada elde edilen filogenetik
analizler de, 6 L.intestinalis izolatinin, Hymenolepis diminuta, Taenia crassiceps ve
AF153910 Ligula intestinalis ile birlikte Pseudophyllidea taksonunda gruplandiklarini
desteklemistir. Li vd. (2000), COI gen pargacigi i¢cin, hem maksimum olasilik hem de
komsu birlestirme yontemleri ile %95’in ilizerinde 6zdes agag¢ topolojisi sagladigini
belirtmektedir. Mevcut bu ¢alismada da, 6 L.intestinalis izolati, soy agacinin ayni dal
sirasinda yer alarak ve diiglimlerdeki %100 lik onyiikleme degeri gostererek, Li vd.
(2000)’nin sonuglarini gii¢lii bir sekilde desteklemistir. Ayrica Li vd. (2000) tarafindan
ifade edilen, molekiiler verilerin Ligula’nin geleneksel siiflandirma konumu ile uyum

iginde oldugu goriisii, mevcut bu ¢alisma sonuglar1 tarafindan da desteklenmistir.

Ligula cinsi orijinalinde tek bir tiir olan L. intestinalis olarak tanimlanmakla birlikte,
daha sonra morfolojik karakterlere ve farkli konak hayvanlardaki olgularina dayanilarak
az ug¢ tirden olustugu distliniilmektedir (Dubinina, 1980). Bununla birlikte, bu
taksonomik birimler giinlimiizde hala tartigmalidir. Bununla birlikte, Li vd. (2000),
farkli konaklardan ve farkli cografi bolgelerden Ligula 6rnelerinin 28S rRNA'da veya
COI genlerinde varyasyon saptamamistir. Boylece Li vd. (2000), Qinghai-Tibet
Platosundaki Ligula 6rneklerinin Avrupa'daki muadilleriyle ayni tiire ait oldugunu ifade
etmektedir. Aym arastiricilar (2000), bu kadar genis cografik bolgelerde yayilis
gosteren L.intestinalis poplasyonlarinin, birbirlerine ¢ok yakin genetik benzerlige sahip

olma ve bunu siirdiirme mekanizmalarini su sekilde aciklamaktadir: Diisiik genetik
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cesitlilik, bu tiir i¢in tiirlesmenin yeni ortaya ¢ikmis oldugunu gosterebilir. incelenen iki
allelde sekans varyasyonunun olmamasi tiirlesme sonrasindaki kisa bir siireyi

yansitabilir. Mutasyonlarin birikmesi i¢in yeterli zaman olmadigi sdylenebilir.

Diisiik genetik ¢esitlilik, parazit yasamla da baglantili olabilecegini diislindiirmektedir.
Ciinkli son konak olan balik¢il kuslarin, go¢ yollart iizerinden uzun mesafelere bu
paraziti nakledebilecegi ifade edilmektedir (Wyatt ve Kennedy, 1989). Boylece, sik
goriilen genetik etkilesim, izole su kiitlelerinin Ligula populasyonlar1 arasindaki diistik

genetik ¢esitliligin korunmasina da yardimer olabilir.

Sonuc¢

Sonug olarak, Alburnus escherichii, Chondrostoma nasus, Tinca tinca ve Squalius
cephalus olmak tlizere 4 farkli cyprinid balik tiirlinden izole edilen Ligula intestinalis
orneklerinin COI gen dizisi ilk kez bu ¢alismayla tanimlanmistir. Bu gen dizisinin bant
boyutu 480 baz ¢ifti (bp) olarak belirlenmistir. Bir 6rnekteki bir C niikleotidi hari¢, COI
gen dizilerinde higbir niikleotid varyasyonu tespit edilmemistir. Elde edilen genetik
veriler, anatomik ve morfolojik ozelliklerine gore teshisi yapilan Ligula intestinalis
tiriiniin  taksonomik konumunu dogrulamistir. Ligula intestinalis’in  allopatrik
populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarinin  ortaya c¢ikarilmasma katkida
bulunulmustur. Ayrica, etanolde fikse edilen ve uzun siire etanolde korunan
L.intestinalis genetik materyalinin hasara ugramadigint ve genetik ¢aligmalarda

kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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