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Opecoelidae Ozaki, 1925 (Trematoda: Opecoeloidea) — ведущее по числу видов и родов семей-
ство трематод в Чёрном море. Мариты наиболее распространённых видов черноморских опе-
целидных трематод подробно описаны морфологически, однако сведения о структуре их гено-
мов отрывочны, а данные о митохондриальных геномах отсутствуют полностью. Цель иссле-
дования — получить первые сведения о строении участков митохондриального генома пред-
ставителей наиболее распространённых в Чёрном море в современный период родов трема-
тод семейства Opecoelidae для последующего уточнения их таксономического статуса. Фи-
логенетические отношения внутри анализируемой части этого семейства реконструированы
на основе данных, полученных нами, и соответствующих данных из GenBank с помощью ал-
горитма Maximum Likelihood и модели нуклеотидных замен HKY. Для укоренения филоге-
нетического дерева использованы соответствующие последовательности Brachycladium goliath
(Brachycladioidea: Brachycladiidae). Поскольку последовательности CO1 — стандартного и наи-
более популярного митохондриального маркера— для исследуемых родов опецелид до сих пор
не были известны, нами на основе известных соответствующих последовательностей Xiphidiata
разработаны праймеры для амплификации фрагмента CO1, чтобы впервые провести соответ-
ствующий филогенетический анализ. Впервые определены и депонированы в GenBank нуклео-
тидные последовательностифрагментов митохондриальных генов CO1 и 16S черноморских тре-
матод Cainocreadium flesi Korniychuk & Gaevskaya, 2000, Gaevskajatrema perezi (Mathias, 1926)
Gibson & Bray, 1982 и Helicometra fasciata (Rudolphi, 1819) Odhner, 1902 от разных видов де-
финитивных хозяев — рыб. У C. flesi не выявлено специфичных к окончательным хозяевам —
рыбам линий по структуре фрагмента митохондриального гена CO1, однако отмечено высокое
CO1-нуклеотидное разнообразие. У марит черноморских H. fasciata определена приуроченная
к зеленушкам-руленам Symphodus tinca CO1-гаплогруппа, статус которой требует дальнейшего
выяснения; необходимы экологические и генетические исследования предполагаемого видово-
го комплекса H. fasciata из разных акваторий. При анализе последовательностей фрагмента ми-
тохондриального гена 16S рРНК гостальных генетических линий у H. fasciata выделить не уда-
лось. У черноморскихG. perezi не обнаружено значительных различий по фрагменту 16S между
трематодами из окончательных хозяев разных видов, однако внутривидовое 16S-нуклеотидное
разнообразие оказалось высоким.
Ключевые слова: Чёрное море, Trematoda, Opecoelidae, Cainocreadium, Gaevskajatrema,
Helicometra, митохондриальные гены, CO1, 16S рРНК
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Ведущим по числу родов и видов семейством трематод Чёрного моря является Opecoelidae
Ozaki, 1925 (Trematoda: Opecoeloidea) (Гаевская и Корнийчук, 2003). Примерно за последние
50 лет оно испытало прогрессирующее уменьшение представленности видов и родов в этом
водоёме (Дмитриева и др., 2018), причины которого полностью не ясны. Мариты наиболее
распространённых в современный период в Чёрном море видов опецелид (Cainocreadium flesi
Korniychuk & Gaevskaya, 2000, Gaevskajatrema perezi (Mathias, 1926) Gibson & Bray, 1982
и Helicometra fasciata (Rudolphi, 1819) Odhner, 1902) подробно описаны только морфологически,
с использованием методов световой микроскопии (Гаевская и Солонченко, 1989 ; Корнийчук,
2009 ; Корнийчук и Гаевская, 2000 ; Определитель паразитов позвоночных…, 1975). Имеющиеся
ныне сведения о структуре геномов видов опецелид (и вообще трематод), известных из Чёрного
моря, представлены главным образом данными о нуклеотидных последовательностях фрагмен-
тов ядерной ДНК (18S рДНК, 28S рДНК, ITS1, ITS2) (Катохин и Корнийчук, 2018 ; Andres et al.,
2014 ; Born-Torrijos et al., 2012 ; Bray et al., 2016 ; Jousson & Bartoli, 2001). Немногочисленные све-
дения о структуре митохондриальных генов опецелид, принадлежащих к представленным в Чёр-
ном море родам этого семейства, получены только на тихоокеанском материале (Donald et al.,
2004 ; Donald & Spencer, 2016 ; González et al., 2013 ; Lagrue, 2016 ; López et al., 2015 ; Martin
et al., 2019 ; Yano & Urabe, 2017) и малопригодны для подтверждения видовой идентификации
черноморских трематод молекулярно-генетическими методами.
Цель исследования — получить первые данные о строении участков митохондриального ге-

нома представителей наиболее распространённых в Чёрном море в современный период родов
трематод семейства Opecoelidae Ozaki, 1925 (C. flesi, G. perezi и H. fasciata) для последующего
уточнения их таксономического статуса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Мариты трематод Cainocreadium flesi, Gaevskajatrema perezi и Helicometra fasciata из семей-

ства Opecoelidae Ozaki, 1925 получены от черноморских рыб, выловленных в районе г. Севасто-
поля и урочища Батилиман, а также в акватории Карадагского природного заповедника (табл. 1).
Их видовая принадлежность определена по общепринятым морфологическим критериям (Гаев-
ская и Солонченко, 1989 ; Корнийчук, 2009 ; Корнийчук и Гаевская, 2000 ; Определитель пара-
зитов позвоночных…, 1975).
Для молекулярно-генетического анализа выбраны фрагменты митохондриальных генов тре-

матод, кодирующих рибосомную РНК 16S и первую субъединицу цитохром c-оксидазы (CO1).
Выделение тотальной ДНК проводили по методу с применением ЦТАБ (Wilke et al., 2006).
Для амплификации фрагмента 16S рРНК размером 257 нуклеотидов использовали праймеры
OMP38 5’-AGACGGAAAGACCCCGAG-3’ и OMP04 5’-CTCACGCCGGTCTTAACT-3’ и сле-
дующий термопрофиль полимеразной цепной реакции: денатурация при +94 °C 3 минуты,
40 циклов (денатурация при +94 °C 20 секунд; отжиг праймеров при +52 °C 30 секунд;
синтез при +72 °C 25 секунд). Эти праймеры были разработаны и использованы для рекон-
струкции митогеномов описторхидных трематод (Shekhovtsov et al., 2010) и оказались при-
годными также для генотипирования опецелид. Применяли стандартные условия реакции
(см. http://molbiol.ru/protocol/12_01.html).

Для амплификации фрагмента гена CO1 размером 276 нуклеотидов использова-
ли праймеры PlagiHenC1F 5’-GTTGTTTGGGCTCATCATATGTTTA-3’ и OpeCo1uniR2
5’-AGCCACCACAAACCAAGTATCATG-3’ и описанный выше термопрофиль полимеразной
цепной реакции, но с температурой отжига праймеров +54 °C. До нашей работы последова-
тельности CO1 для трематод рода Cainocreadium не были известны, поэтому при разработке
праймера PlagiHenC1F за основу был взят праймер, ранее предложенный для трематод
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семейства Prosthogonimidae (Heneberg et al., 2015); он после выравнивания с представленными
в GenBank (NCBI) последовательностями был модифицирован, чтобы стать пригодным для ге-
нотипирования видов семейства Opecoelidae. При разработке праймера OpeCo1uniR2 за основу
был взят праймер, созданный и применённый для генотипирования описторхид; он аналогично
был модифицирован для работы с ДНК опецелидных трематод (рис. 1).

Таблица 1. Проанализированные образцы марит опецелидных трематод
Table 1. Trematoda (Opecoelidae) maritae samples, analyzed in the study

Идентификатор Вид Вид рыбы- Регион № в GenBank
образца трематоды хозяина сбора 16S CO1

009Cai-PfSKr05-21

Cainocreadium
flesi

Platichthys flesus Севастополь
MT472528 MT472167

010Cai-PfSKr05-22 MT472529 MT472168
022Cai-PfSKr05-23 MT472530 MT472169
001Cai-GmSKr05-21

Gaidropsarus
mediterraneus

Севастополь

MT472531 –
002Cai-GmSKr05-22 MT472532 –
003Cai-GmSKr05-23 MT472533 MT472170
004Cai-GmSKr05-24 MT472534 –
011Cai-GmKKr18-21

Карадаг

MT472535 MT472171
012Cai-GmKKr18-22 MT472536 –
013Cai-GmKKr18-23 MT472537 MT472172
014Cai-GmKKr18-24 MT472538 MT472173
018Cai-GmKKr18-26 MT472539 –
019Cai-GmKKr18-27 MT472540 –
005Hel-SpSKr05-21

Helicometra
fasciata

Salaria pavo Севастополь – MT472174
006Hel-SpSKr05-22 MT472542 MT472175
015Hel-GmBKr17-22

Gaidropsarus
mediterraneus

Батилиман MT472543 MT472176
042Hel-GmKKr18-21

Карадаг

MT472548 –
043Hel-GmKKr18-22 MT472549 –
047Hel-GmKKr18-23 MT472551 MT472177
048Hel-GmKKr18-24 MT472552 –
036Hel-AsKKr18-21

Aidablennius sphynx Севастополь
MT472545 –

037Hel-AsKKr18-22 MT472546 –
040Hel-AsKKr18-25 MT472547 –
049Hel-SpKKr06-21 Scorpaena porcus Карадаг MT472553 MT472178
045Hel-SrBKr02-21 Symphodus roissali Севастополь MT472550 –
056Hel-StSKr19-22

Symphodus tinca Севастополь MT472554 MT472179
057Hel-StSKr19-23 MT472556 –
041Gae-SsSKr19-21

Gaevskajatrema
perezi

Symphodus ocellatus Севастополь MT472557 –
051Gae-SoSKr19-22 MT472558 –
052Gae-StSKr19-23

Symphodus tinca Севастополь MT472559 –
053Gae-StSKr19-24 MT472556 –

– Helicometra
fasciata

Labrisomus
philippii Тихий океан,

побережье
Чили

– KJ996004 [20]

– Helicometra
fasciata

Paralabrax
humeralis

– KJ996005;
KJ996006 [20]

– Brachycladium
goliath

Balaenoptera
acutorostrata

Атлантический
океан KR703278 KR703278 [17]
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Рис. 1. Выравнивание фрагментов гена CO1 опецелид и Brachycladium goliath и положение
праймеров PlagiHenC1F (A) и OpeCo1uniR2 (B)
Fig. 1. Alignment of CO1 gene fragments of Opecoelidae trematodes and Brachycladium goliath; position
of PlagiHenC1F (A) and OpeCo1uniR2 (B) primers

Последовательность ампликонов расшифровывали по методу Сэнгера. Анализ продуктов ре-
акций секвенирования после очистки с помощью осаждения изопропанолом проводили в цен-
тре секвенирования Института молекулярной и клеточной биологии Сибирского отделения РАН
на капиллярном секвенаторе ABI 3730xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Полученные последовательности выравнивали алгоритмом Clustal W; расчёт генетиче-

ских дистанций и анализ множественных выравниваний проводили с помощью программы
MEGA X (Kumar, 2018).
Нуклеотидные последовательности фрагментов митохондриальных генов CO1 и 16S черно-

морских трематод, определённые в этой работе, депонированы в GenBank (см. табл. 1). Для фи-
логенетического анализа использовали соответствующие 16S- и CO1-последовательности опеце-
лид из GenBank (табл. 1). Для Gaevskajatrema perezi фрагмент CO1 амплифицировать не удалось;
одна из возможных причин этой неудачи— чрезмерный полиморфизм в участках дуплексообра-
зования матрицы с праймерами. Филогенетические отношения внутри анализируемой части се-
мейства Opecoelidae реконструированы на основе данных, полученных нами, и соответствующих
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данных из GenBank с помощью алгоритма максимального правдоподобия (Maximum Likelihood,
ML) и модели нуклеотидных замен HKY, рекомендованной подпрограммой Model Test из па-
кета MEGA X. Для укоренения филогенетического дерева использовали соответствующие по-
следовательности трематоды Brachycladium goliath (van Beneden, 1858) Fraija-Fernández, Aznar,
Raga, Gibson & Fernández, 2014 (Brachycladiidae) — вида из близкородственного надсемейства
Brachycladioidea.
Гаплотипы выявляли и анализировали с помощью программы DnaSP 5.10 (Librado & Rozas,

2009). Сети гаплотипов строили с помощью программы Network 10 (http://www.fluxus-
engineering.com/sharenet.htm) (Bandelt et al., 1999).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ генетических дистанций между черноморскими представителями опецелидных тре-

матод из разных родов по последовательностям фрагментов митохондриальных генов 16S
и CO1 выявил существенные количественные различия между ними при гораздо более низкой
внутривидовой изменчивости соответствующих участков генома трематод (табл. 2).

Таблица 2. Генетические дистанции по последовательностям фрагментов митохондриальных генов
CO1 (над диагональю) и 16S (под диагональю) внутри видов (в скобках, жирным шрифтом) и между
видами изученных черноморских опецелидных трематод
Table 2. Estimates of genetic distances (number of base substitutions per site) intra- (in brackets, bold)
and between studied Black Sea Opecoelidae trematodes for CO1 (above diagonal) and 16S mitochondrial
genes fragments (below diagonal)

16S
CO1 Cainocreadium flesi Helicometra fasciata

(0,2175) (0,0423)
Cainocreadium flesi 0,3108(0,0031)
Helicometra fasciata 0,0719(0,0109)
Gaevskajatrema perezi 0,0688 0,0616(0,0127)

Положение изученных видов черноморских опецелидных трематод на филогенетическом де-
реве на основе изучаемого фрагмента 16S рРНК (рис. 2) адекватно отразило распределение видов
трематод по родам.

Cainocreadium flesi Korniychuk & Gaevskaya, 2000. Митохондриальный ген 16S исполь-
зуют, как правило, для различения таксонов трематод выше видового уровня (наиболее надёж-
но — для различения семейств) (Blasco-Costa et al., 2016), и на внутривидовом уровне малове-
роятны какие-либо существенные отличия в его нуклеотидных последовательностях. Тем не ме-
нее у трематод рода Cainocreadium выявлено шесть 16S-гаплотипов, переходы между которы-
ми наглядно иллюстрирует рис. 3. Проанализированные образцы от камбалы глоссы P. flesus
представлены тремя гаплотипами (№ 4–6), различающимися одной нуклеотидной заменой и/или
инсерцией-делецией. Все проанализированные образцы марит Cainocreadium от морского нали-
ма G. mediterraneus представлены тремя другими гаплотипами (№ 1–3), с разницей в одну нук-
леотидную замену между ними. При этом наиболее распространённым является гаплотип № 1:
он был определён у особей Cainocreadium, собранных в разные годы, в различных акваториях
и от разных экземпляров рыб-хозяев. Гостальная приуроченность гаплогрупп гена 16S свиде-
тельствует о некоторой разнонаправленности микроэволюционных процессов в отношении него
в парагемипопуляциях марит черноморских Cainocreadium, формирующихся в морских налимах
и в камбалах глоссах.
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Рис. 2. ML-филограмма сходства черноморских трематод семейства Opecoelidae по фрагменту
митохондриального гена 16S рРНК
Fig. 2. ML phylogram of Black Sea Opecoelidae trematodes, based on 16S rRNA mitochondrial gene
fragment

Анализ сходства-различия трематод C. flesi от разных хозяев по структуре фрагмента мито-
хондриального гена CO1 (рис. 4) не выявил гостально специфичных кластеров, что согласуется
с ранее полученными данными об отсутствии генетической изменчивости этих трематод от на-
лима и глоссы по нуклеотидным последовательностям ITS1 (Катохин и Корнийчук, 2018) и, ви-
димо, может свидетельствовать в пользу принадлежности черноморских марит Cainocreadium
от разных окончательных хозяев — рыб, имеющих тем не менее выраженные морфологические
различия (Корнийчук, 2008), к одному и тому же виду, C. flesi. Между тем у проанализирован-
ных образцов C. flesi отмечено очень высокое CO1-гаплотипическое разнообразие (рис. 4): каж-
дый из них относился к отдельному гаплотипу; выявлено 14 несинонимичных замен (0,21 %)
и 28 синонимичных (0,42 %).
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Рис. 3. Сети 16S-гаплотипов двух видов черноморских трематод
Fig. 3. Haplotype networks of 16S of two Black Sea trematodes

Анализ с помощью программы Network 10 показал, что CO1-гаплотипы черноморских кай-
нокреадиумов делятся на две группы (Hap 1÷4 и Hap 5÷7), разделённые 42 мутационными со-
бытиями; внутри гаплогрупп различия не превышают 5 мутационных шагов (рис. 5). При этом
ни гостальной, ни пространственной приуроченности CO1-гаплогрупп не отмечено (рис. 4): в со-
став каждой из них входят трематоды и от налима, и от глоссы, выловленных в двух черноморских
акваториях, которые отстоят друг от друга почти на 200 км вдоль побережья.
Кайнокреадиумы проникли в Чёрное море, очевидно, из Средиземного, освоив при этом со-

вершенно иных, нежели средиземноморские, окончательных и промежуточных хозяев (Корний-
чук, 2008). Из предковой формы трематод при этом сформировался новый самостоятельный вид,
C. flesi (Корнийчук и Гаевская, 2000); очевидно, процессы адаптации к существованию в новых
хозяевах продолжаются.

Helicometra fasciata (Rudolphi, 1819) Odhner, 1902. Мариты черноморских
H. fasciata (см. рис. 2) по структуре 16S рРНК подразделились на три кластера, ни один из ко-
торых не отражает узкую специфичность к окончательному хозяину: трематоды от A. sphynx
как формируют отдельный кластер, так и присутствуют в составе другого, от рыб-хозяев разных
видов.
Отмечено три группы 16S-гаплотипов H. fasciata. Hap 4÷7 приурочены только к региону Се-

вастополя; Hap 2 и 3 встречаются лишь на Карадаге; Hap 1 найден у марит от рыб из географи-
чески значительно удалённых (более 200 км по прямой между крайними точками) друг от друга
акваторий (Севастополь, Батилиман и Карадаг). При этом ни одни из рыб-хозяев не совершают
значительных перемещений в пространстве (Световидов, 1964).
Изученный образец марит черноморских H. fasciata, паразитирующих в зеленушках-руленах

Symphodus tinca, по структуре CO1 существенно отличается от хеликометр из остальных
обследованных рыб-хозяев, которые группируются на дереве в один общий кластер (рис. 4).
Мы сравнили полученные нами данные о структуре CO1 хеликометр из Чёрного моря с соот-

ветствующими данными из GenBank (см. табл. 1) о трематодахH. fasciata с побережья Чили. Ока-
залось, что хеликометры из этой географически удалённой акватории и особи, паразитирующие
у черноморских рыб из других семейств, выделяются в самостоятельный кластер.
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Рис. 4. ML-филограмма по фрагменту митохондриального гена, кодирующего первую субъединицу
цитохром c-оксидазы (CO1) черноморских трематод семейства Opecoelidae
Fig. 4. ML phylogram of Black Sea Opecoelidae trematodes, based on mitochondrial gene fragment,
encoding the cytochrome c oxidase subunit I (CO1)

CO1-гаплотипы изученных образцов H. fasciata подразделились на три гаплогруппы (рис. 5).
Гаплотипы черноморских хеликометр от большинства обследованных черноморских рыб близ-
кородственны (Hap 1÷3, средняя генетическая дистанция — 0,032). От них существенно отли-
чаются хеликометры от зеленушки-рулены S. tinca (Hap 4, со средней генетической дистанцией
почти в три раза больше вышеописанной внутригрупповой — 0,088).
Наиболее далёкую от остальных гаплогруппу хеликометр (CO1 Hap 5÷6) составляют тихо-

океанские представители вида: средняя генетическая дистанция — 0,154 (размах 0,146÷0,158);
дистанция от черноморских хеликометр из зеленушки-рулены S. tinca — 0,148, от остальных
черноморских хеликометр — 0,155.
Значения генетических дистанций между двумя CO1-гаплогруппами хеликометр из Чёрного

моря и между каждой из этих групп и тихоокеанскими H. fasciata укладываются в установлен-
ный рядом исследователей диапазон различий межвидового уровня по CO1 для трематод (León-
Règagnon, 2010 ; Pérez-Ponce et al., 2016 ; Rosser et al., 2017 ; Vilas et al., 2005). Эти данные,
а также ранее определённое морфологическое своеобразие марит черноморских хеликометр
от зеленушек-рулен (Корнийчук, 2000) позволяют предположить, что все три вышеперечислен-
ных CO1-гаплогруппы H. fasciata могут оказаться неравнозначными в таксономическом отно-
шении. Проверка гипотезы требует проведения комплексного исследования предполагаемого
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видового комплекса Helicometra — получения более полных сведений о CO1-гаплотипическом
составе гостальных группировок марит, изучения морфологических особенностей хеликометр,
принадлежащих к разным CO1-гаплогруппам, и оценки наличия переходных морфотипов.

Рис. 5. Сети CO1-гаплотипов черноморских трематод
Fig. 5. Haplotype networks of CO1 of Black Sea trematodes

Gaevskajatrema perezi (Mathias, 1926) Gibson & Bray, 1982. Трематоды G. perezi специфич-
ны исключительно к рыбам из семейства Губановых (Labridae) и в Чёрномморе обычны у этих хо-
зяев (Корнийчук, 2001). Обследованные нами мариты данного вида из черноморских зеленушек
двух видов оказались однородными по структуре фрагмента 16S (рис. 2). Этот вывод интересно
будет проверить с использованием других маркеров.
В целом применение двух митохондриальных маркеров для решения вопроса о статусе видов

опецелидных трематод показало свою перспективность. Очевидно, что вовлечение в анализ но-
вых образцов из различных хозяев и акваторий предоставит много уникальных данных о видовом
разнообразии и внутрипопуляционной генетической структуре этих трематод.
Полученные сведения о структуре фрагментов митохондриального гена, кодирующего ри-

босомную РНК 16S, и митохондриального гена, кодирующего первую субъединицу цитохром
c-оксидазы (CO1), обследованных черноморских трематод депонированы в GenBank (см. табл. 1)
и интегрированы на сайт подколлекции паразитических организмов коллекции гидробионтов
Мирового океана ФИЦ ИнБЮМ (http://marineparasites.org/taxa/?dna-sequences).
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Выводы:
1. Для амплификации фрагмента гена CO1 трематод родов Cainocreadium иHelicometra впервые
разработаны праймеры PlagiHenC1F и OpeCo1uniR2.

2. Впервые определены нуклеотидные последовательности фрагментов митохондриаль-
ных генов черноморских трематод: гена 16S видов Cainocreadium flesi Korniychuk
& Gaevskaya, 2000, Gaevskajatrema perezi (Mathias, 1926) Gibson & Bray, 1982
и Helicometra fasciata (Rudolphi, 1819) Odhner, 1902 и гена CO1 видов C. flesi и H. fasciata—
от разных видов дефинитивных хозяев — рыб.

3. У трематод C. flesi не выявлено гостально специфичных группировок по структуре фраг-
ментов митохондриальных генов 16S и CO1, однако отмечено высокое CO1-нуклеотидное
разнообразие.

4. У марит черноморских H. fasciata от зеленушки-рулены Symphodus tinca выявлен CO1-гапло-
тип, существенно дистанцирующийся от CO1-гаплогруппы H. fasciata из прочих изученных
рыб-хозяев; таксономический статус хеликометр от S. tinca требует уточнения. При анализе
последовательностей фрагмента митохондриального гена 16S рРНК хеликометр гостальных
генетических линий выделить не удалось.

5. CO1-гаплогруппа тихоокеанских представителей H. fasciata существенно удалена от гапло-
групп черноморских представителей, что требует уточнения таксономического статуса также
и тихоокеанских H. fasciata.

6. Различия в структуре изученного фрагмента гена 16S у черноморских трематод G. perezi
из окончательных хозяев разных видов не обнаружены.
Исследования выполнены по гранту РФФИ № 18-44-920027 р_а и частично в рамках государствен-

ного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Закономерности формирования и антропогенная трансформа-
ция биоразнообразия и биоресурсов Азово-Черноморского бассейна и других районов Мирового океана»
(№ гос. регистрации АААА-А18-118020890074-2).
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GENOTYPING OF BLACK SEA TREMATODES OF THE FAMILY OPECOELIDAE
BY MITOCHONDRIAL MARKERS
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Opecoelidae Ozaki, 1925 (Trematoda: Opecoeloidea) is the biggest trematode family in the Black
Sea in terms of species and genera number. Maritae of the most common Black Sea Opecoelidae
trematodes are well described morphologically; nevertheless, information on their genomes struc-
ture is sketchy, and data on mitochondrial genomes are absent. The aim was to study the structure
of mitochondrial genome fragments of Black Sea trematode species: Cainocreadium flesi Korniy-
chuk & Gaevskaya, 2000, Gaevskajatrema perezi (Mathias, 1926) Gibson & Bray, 1982, and Heli-
cometra fasciata (Rudolphi, 1819) Odhner, 1902. Sequences were made for CO1 (the cytochrome
c oxidase subunit I) and 16S mitochondrial genes. To amplify CO1 gene fragment of Cainocreadium
and Helicometra trematodes, primers were developed. Phylogenetic relationships within the analyzed
part of the Opecoelidae family were reconstructed on the basis of our data and the corresponding
GenBank data by the Maximum Likelihood algorithm, implemented in MEGA X program. To root
the phylogenetic trees, the corresponding sequences of the closely related trematode Brachycladium go-
liath (Brachycladioidea: Brachycladiidae) were used. For the first time, nucleotide sequences of CO1
and 16S mitochondrial genes fragments of Black Sea trematodes C. flesi, G. perezi, and H. fasciata
from different definitive fish hosts were identified and deposited in GenBank. In case of C. flesi, no host-
specific lines were found in the structure of CO1mitochondrial gene fragment, but high CO1 nucleotide
diversity was noted. Black SeaH. fasciata, parasitizing peacock wrasse, Symphodus tinca, were revealed
to be a host-specific CO1 haplogroup; its taxonomic status requires further clarification, and ecological
and genetic studies of the putative H. fasciata species complex from different water areas are needed.
No host-specific genetic lines were found when analyzing the sequences ofH. fasciata 16S rRNAmito-
chondrial gene fragment. No significant differences in 16S fragment were registered between G. perezi
trematodes from different Black Sea definitive hosts; however, the intraspecific 16S nucleotide diversity
was rather high.
Keywords: Black Sea, Trematoda, Opecoelidae, Cainocreadium, Gaevskajatrema, Helicometra,
mitochondrial genes, CO1, 16S rRNA
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