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Kum sinekleri insan ve hayvan saglhgini yakindan ilgilendiren bir¢cok patojenin
tasinmasinda etkilidir. Vektor-patojen iligkisinin dogru kurulabilmesi igin tar
teshisi, en onemli adimi olusturmaktadir. Kum sinekleri temelde morfolojik
karakterler kullanilarak birbirlerinden ayrilirken; yakin akraba turleri ve tar
komplekslerinin Uyelerini birbirlerinden ayirmak oldukga zordur. Kum sinegi
davranisiyla ilgili genlerin yakin akraba turleri ve tur komplekslerini ayirmada
basarili oldugu bilinmektedir. Calismanin amaci, kum sineklerinin kur yapma
davranisi ile ilgili cacophony ve period genleri kullanilarak Turkiye’de ¢ok gesitli
cografi kokenlerden toplanan kum sinegi turleri icindeki ve arasindaki farkliliklari

ortaya koymaktir.



Analizler, Turk kum sineg@i faunasinin temsilcisi olan 16 tur / tir kompleksine ait
toplam 884 ornek kullanilarak gercgeklestiriimistir. Yukarida belirtilen genlerin
amplifikasyonundan sonra tur igi ve turler arasi uzakliklar hesaplandi, filogenetik
agaglar olusturuldu ve populasyonlarin genetik analizleri yapildi. Bu genlerin
farkli turler ve tur komplekslerinin Uyeleri arasindaki ayrim gucu de tartigildi.

Cacophony geni igin elde edilen sonuglar turler arasi mesafe dedgerlerinin
Paraphlebotomus alt cinsinde %1.34-%14.36, Larroussius alt cinsinde %4.23-
%10.34, Adlerius alt cinsinde %0.93-%31.86, Transphlebotomus alt cinsinde
%5.15-%7.55, Sergentomyia alt cinsinde %18 arasinda degistigini gostermigtir.
Period geni igin turler arasi genetik uzaklik degerleri Paraphlebotomus alt
cinsinde %1.94-%12.77 arasinda degismis; Larroussius ve Adlerius alt cinsinde
sirasiyla %6 ve %7 olarak hesaplanmistir. Bu c¢alismada degerlendirilen
cacophony ve period genlerinin Turkiye’deki tum kum sinegi turlerinin ayirt
edilmesinde basarili ve tur komplekslerinin Uyelerinin belilenmesinde kullanigli
olduklari bulunmustur. Buna ek olarak cacophony geni kullanilarak Phlebotomus
major kompleksi Uyeleri arasinda olasi bir hibridizasyon durumu tespit edilmigtir.
Tam sonuglarin birlikte degerlendiriimesi, hem cacophony hem de period geninin
kum sinegdi taksonomisinde kullanilabilecek onemli molekuler belirtecler oldugunu

gostermigtir.

Anahtar Kelimeler: Kur davranigi, kur sarkisi, cacophony, period, Kum sinedgi,
Tarkiye
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ABSTRACT

VARIATION OF CACOPHONY AND PERIOD GENE REGIONS IN SAND
FLY SPECIES (DIPTERA: PSYCHODIDAE) IN TURKEY

Begiim KARAOGLU

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozge ERISOZ KASAP

January 2020, xiii+139 pages

Sand flies are important in transporting many pathogens which are closely related
to human and animal health. Specimen identification is the most important step
in establishing the vector-pathogen relationship correctly. While specimen
identification of sand flies basically relies on traditional approaches, it is difficult
to make a robust discrimination between the members of species complexes and
between closely related species using only morphological characters. Genes
related to sand fly behavior have been reported to be successful in distinguishing
between the closely related species and species complexes. The aim of this study
was to reveal the variations within and between the sand fly species collected
from a wide range of geographical origins in Turkey using cacophony and period
genes that are related to courtship behavior of sand flies.

The analyses were conducted using a total of 884 specimens belonging to 16
species/species complexes that are the representatives of Turkish sand fly fauna.

Intraspecific and interspecific distances were estimated, phylogenetic trees were
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constructed and genetic analyses of populations were performed after the
amplification of above mentioned genes. The discrimination power of these
genes between the different species and members of species complexes were
also discussed.

Results obtained for cacophony gene showed that the interspecific distance
values range between 1.34% - 14.36% in Paraphlebotomus subgenus, 4.23% -
10.34% in Larroussius subgenus, 0.93% - 31.86% in Adlerius subgenus, 7.55%
- 5.15% in Transphlebotomus subgenus and 18.00% in Sergentomyia subgenus.
For the period gene, the interspesific distance values were ranged between
1.94% -12.77% in Paraphlebotomus subgenus and estimated as 6% and 7% in
Larroussius and in Adlerius subgenera, respectively. Both cacophony and period
genes evaluated in this study were found to be successful in discrimination of all
sand fly species in Turkey, and helpful for the delineation of the members of the
species complexes. Moreover, using the cacophony gene a possible
hybridization event was identified between the members of Phlebotomus major
complex for the first time. Evaluation of all results together showed that both
cacophony and period genes are important molecular markers which can be used

in sand fly taxonomy.

Keywords: Courtship behavior, Love songs, cacophony, period, Sand fly, Turkey
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1. GIRIS
1.1. Kum Sineklerinin Biyolojisi ve Vektoériyel Onemi

Kum sinekleri agik kahverengi renkte, uzun bacaklara sahip, boylari nadiren 3,5
mm’yi asan sineklerdir. Yogun killara sahip vucut yapilari, dinlenme halinde
kanatlarini vucutlarinin Uzerinde “V” seklinde tutmalari ve karakteristik ziplama
hareketleri ile diger dipterlerden kolayca ayirt edilebilirler. Holometabol
canhlardir; yumurta, larva, pupa ve ergin olmak uzere dort yasam evresi bulunur
[1, 2]. Yasam donguleri, tire ve basta sicaklik olmak Uzere gevresel kosullara
bagli olarak degismekle birlikte, genellikle 30-45 gun arasinda tamamlanir [3].
Hem disi hem de erkek ergin bireyler bitkilerden salgilanan sekerli salgilar ve bitki
Ozsulari ile beslenirler. Buna ek olarak ¢gogu kum sinegdi turunun digi bireyleri,
yumurtalarinin gelisimi sirasinda ihtiya¢ duyduklari proteini saglayabilmek igin en
az bir kez kan emmek zorundadir. Bu yolla enfekte omurgali bir canlidan kan
emerek aldigi patojenleri, tekrar kan emme yolu ile baska canlilara aktarmaktadir
[1, 4]. Konak tercihleri turlere gore farkliik gosterebilmekle birlikte kuglar,
surungenler ve memelilerden olusan genis bir tercih araliklari mevcuttur [5]. Ergin
kum sinekleri genellikle sabahin erken saatleri, aksam ve gece aktiftirler.
Dinlenme halinde iken hayvan barinaklari, kiler, duvar oyuklari, aga¢ kovuklari,
magaralar ve kus yuvalari gibi serin ve karanlik mikro habitatlarda bulunurlar [1,
2]. Kum sineklerinin dogadaki Greme alanlari ile ilgili cok fazla galisma bulunmasa
da disi bireylerin yumurtalarini, larvalarin gelismelerini tamamlayabilmelerine
olanak saglamak amaciyla organik materyal bakimindan zengin ve nemli

ortamlara biraktiklari bilinmektedir [4].

Kum sineklerinin ugus mesafeleri genellikle ¢ok kisadir, karakteristik ziplama
hareketleri nedeni ile larvalarin beslenme habitatlarindan fazla uzaklasamazlar
[1]. Bununla birlikte bazi turlerin yaklagik iki km uzakhktaki bolgelere kadar
ucabildikleri kaydedilmistir [1, 6].



Dunyada 49° Kuzey ve 40° Guney enlemleri arasinda Guney Avrupa, Asya,
Afrika, Avusturalya, Orta ve Guney Amerika’da yayilim gosteren kum sinekleri,
Yeni Zelanda ve Pasifik Adalari’nda bulunmamaktadir. Turkiye’'de ise farkl fauna
profilleri ile tm cografi bolgelerde varliklarina rastlanmaktadir [1, 2].

Ergin digi bireyler ve omurgali hayvanlar arasindaki beslenme iligkisi, kum
sineklerinin insan ve hayvan sagligi bakimindan diinyada son derece dnemli bir
yere sahip olmasina neden olmaktadir. Leishmania Ross, 1903 cinsine ait
parazitlerin bilinen ve kanitlanmis tek vektort olmalarinin yani sira, birgok viral
ve bakteriyel hastaligin tagsinmasinda etkili olmalari, kum sineklerini dunya
¢apinda onlem alinmasi ve mucadele edilmesi gereken kritik vektor canlilar
haline getirmistir [4, 7]. Kum sinegi kaynakli 6zellikle leishmaniasis ve phlebovirus
enfeksiyonlari her yil milyonlarca insani tehdit etmektedir [8]. Turkiye'de
Leishmania infantum Nicoll, 1908'un yol agtigi zoonotik visseral leishmaniasis
(ZVL) [9] ile Leishmania tropica (Wright, 1903) ve Leishmania infantum
parazitlerinin neden oldugu kutan6z leishmaniasisin (KL) [10] varligi
bilinmektedir. Ayni zamanda Leishmania infantum, insan enfeksiyonlarindan
daha ylUksek prevalans gosteren ve hayvan saghgini etkileyen kanin
leishmaniasis’e (KanL) de yol agmaktadir [11]. Hastalik etkenlerinin
tagsinmasinda vektorun ait oldugu tur, risk faktorlerinin belirlenmesi ile yakindan
iligkilidir. Bu nedenle kum sinekleri ile ilgili olarak gergeklestirilien taksonomik
calismalar, vektor-parazit iligkisini aydinlatmada ve etkili mucadelede
yontemlerinin geligtirimesinde son derece dnemli bir rol oynamaktadir [11, 12].

1.2. Kum Sineklerinin Siniflandirilmasi

Kum sinekleri Arthropoda subesi, Insecta sinifinin, Diptera takiminda yer alan,
Psychodidae ailesinin Phlebotominae alt ailesi igerisinde bulunmaktadir. Yeni
Dunya’da Lutzomyia Franga, Brumptomyia Franca ve Parrot ve Warileya Hertig
ile Eski Dunya'’da Phlebotomus Rondani ve Berté, Sergentomyia Franga ve
Parrot ve Chinius Leng olmak Uzere toplamda alti cinsi bulunmaktadir [13]. TUm
dinyada 800'den fazla turd bulunan kum sineklerinin 98’, insan

leishmaniasis’inin kanitlanmis veya suphelenilen vektorleridir. Medikal dneme



sahip bu turler Yeni Dinya’da genellikle Lutzomyia cinsine ait iken, Eski Dinya’da

Phlebotomus cinsine aittir [2, 4].

Tarkiye'de Phlebotomus ve Sergentomyia cinslerine ait alti alt cins igerisinde
siniflandirilan toplam 28 turdn varligi bilinmektedir. Bu turlerden Phlebotomus
sergenti Parrot, 1917 ve Phlebotomus tobbi Adler, Theodor & Lourie, 1930
sirasiyla L. tropica ve L. infantum’un kanitlanmig vektorleridir [10, 14].

1.3. Kum Sineklerinde Tur Tesghisi

Kum sinekleri vektor-konak-patojen iligkisine bagh olarak insan ve hayvan
saghgini yakindan ilgilendiren 6nemli vektor canlilardir. Yalnizca konak tercihleri
degil, ayni zamanda biyolojileri, ekolojileri, cografi bolgeler arasindaki yayilimlari,
vektoriyel kapasiteleri gibi birgok farkli parametre de turden ture farkhlik
gOstermektedir [4]. Vektor-patojen iligkilerinin  dogru tanimlanabilmesi,
yayllimlarinin ortaya gikarilmasi ve buna bagl olarak tasidiklari hastaliklar ile ilgili
risk faktorlerinin belirlenerek gerekli dnlemlerin etkili bir sekilde ve zamaninda
alinabilmesi adina dogru tur teshisi, yapilacak her tarlt calismanin ilk ve en kritik
noktasini olusturmaktadir [12].

Kum sineklerinde tur teshisi birgcok farkli yol ile saglanmaktadir. Ergin dncesi
donemde elektron mikroskobu altinda gergeklesen ayrintili mikroanatomi
gOzlemleri [15], ergin dOnemde bas, kanat ve genitalyada bulunan karakterlerin
morfolojik ve morfometrik analizleri [16], mitotik metafaz kromozomunda
gozlenen G-baglanma oruntusune bagh sitogenetik calismalar [17] ile
mikrosatelit bolgelerinin veya mitokondriyal ya da ¢ekirdek genomda yer alan gen
bolgelerinin DNA dizi analizlerine dayanan molekuler teknikler gibi farkli
arastirma yontemleri, tlr teshisi igin uygulanan gesitli yontemler arasinda yer
almaktadir [7, 18].

Tar teshisi calismalarinda farkli yontemler kullanilsa da gerek tur igi / turler arasi

var oldugu anlasilan varyasyonlar, gerekse s6z konusu yontemlerden bazilarinin



O0zel cihazlarin kullanimini gerektirmesi sebebiyle, kum sinekleri ile ilgili
gunumuze kadar gercgeklestirilien taksonomik c¢alismalarin buyuk bir kismi
morfolojik ve molekuler yontemlere odaklanmistir [7, 16, 18].

1.3.1. Morfolojik Yontemler

Morfolojik tur teshisi, yapilacak galismadan bagimsiz olarak uygulanacak ilk
adimi olusturur. Bagka bir deyigle taksonomik, filogenetik, ekolojik veya
epidemiyolojik her tarld g¢alisma igin organizmanin dogru tanimlanmasi,
sonrasinda izlenecek yolun dogru belirlenmesi adina esastir. Yumurta ve larvalar
morfolojik tur tanimlamasinda neredeyse hi¢ kullaniimazken disi ve erkek ergin
bireylerin tur tayinleri, bas ve genitalyasi disekte edilip uygun solusyonlar
kullanilarak preparatlarinin hazirlanmasinin ardindan i1sik mikroskobu altinda ve

uygun teshis anahtarlari ile yapiimaktadir [19].

Disi kum sineklerinde farinks ve cibariumda bulunan diglerin sayisi, sekli ve
pozisyonu, teghiste kullanilan 6nemli morfolojik karakterleri olusturur. Ayni
zamanda genitalyalarinda bulunan spermateka kanalinin bag ve gévdesinin sekli,
segment sayisi ve yapisi da disilerde dikkat edilmesi gereken Oonemli
karakterlerdir [20, 21].

Erkek kum sineklerinde ise farinks ve cibarium digleri ¢ok belirgin bir yapiya sahip
olmadigi i¢cin daha ¢ok genitalyada bulunan yapilar dikkate alinmaktadir. Coxite
ve style uzunlugu, style Uzerindeki spin sayisi, aedegusun sekli gibi yapilar
erkeklerde ayirt edici morfolojik karakterlerdir [20, 21]. Ayni zamanda kanat
damarlari, anten ve bacak segmentleri ile agiz pargalari da her iki esey i¢in ayirici
Ozellik gosteren diger karakteri olusturur [19]. Morfolojik tur teshisinde yaygin
olarak kullanilan karakterler Sekil 1.1 ve Sekil 1.2’ de gosterilmigtir.



Sekil 1.1. Disi kum sineklerinin morfolojik teshisinde kullanilan baslica
karakterler. A. Cibarium digleri, B-C. Farinks armaturu ve farinks
digleri, D. Spermateka, E. Spermateka bagi (Yiimaz, Ekolojik
Bilimler Arastirma Laboratuvarlari, 2016-2019).

Sekil 1.2. Erkek kum sineklerinin morfolojik teshisinde kullanilan baslica
karakterler. A.1. Coxite, A.2. Style, A.3. Aedegus, B. Style’den
ctkan spinler, C. Aedegus (Yilmaz, Karaoglu, Ekolojik Bilimler
Aragtirma Laboratuvarlari, 2019).

Morfolojik tur teshisi, kum sinegi orneklerinin uygun kosullarda saklanmasi ve
tanimlayici karakterinin kaybolmadan dogru sekilde prepratlarinin yapilmasi ile
mumkun olmaktadir. Buna ek olarak populasyonlar arasinda gosterdigi
varyasyon ile olduk¢a genis fenotipik plastisiteye sahip turler, morfolojik
karakterlerin tir ayriminda yetersiz kaldigi alt cinsler, morfolojik olarak birbirinin
neredeyse aynisi olan fakat aralarinda pre-zigotik veya post-zigotik Ureme
izolasyonu bulunan yakin akraba turler olarak tanimlanan kriptik turler ve kriptik
turlerden olusan tur kompleksleri gibi bazi tur ve tar gruplari icin morfolojik teshis
yetersiz kalmakta ve molekuler tur teshisine ihtiya¢c duyulmaktadir [12, 22-24].



1.3.2. Molekiiler Yontemler

Morfolojik yontemlerin yetersiz kaldigi ve kesin sonu¢ vermedigi durumlarda,
organizmalarin nukleik asit ve protein analizlerini esas alan molekuler tekniklere
dayali teshis yontemleri kullaniimaktadir. Bunlarin yani sira yapilan morfolojik
calismalarin desteklenmesi, vektoriyel kapasite, vektor-patojen iligkisi, konak
tercihi, degisen cevresel kosullara adaptasyon, filogenetik analizler, tirlesme,
populasyon yapisi ve genetigi gibi birgok farkl ¢calisma alaninda da molekuler
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir [18, 25, 26]. Bunun gibi durumlarda DNA dizi
analizi, tercih edilen ilk yontemlerden birini olugturmaktadir. Farkh taksonlara ait
bireylerden elde edilen DNA dizilerinin ikili ve goklu kargilastiriimasi, molekuler
taksonomik ve evrimsel birgok ¢calismada siklikla kullaniimaktadir [23].

Elde edilen karsilagtirmali veriler, morfolojik olarak ayirt edilemeyen turlerin
teshisine ve turlerin sinirlarinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Molekuler
taksonomik ve filogenetik caligmalarda gen segimi oldukga O6nemlidir.
Mitokondriyal DNA genleri maternal kalitim gostermeleri, rekombine olmamalari
ve yuksek mutasyon hizlari nedeni ile yakin akraba turleri birbirinden ayirmada
siklikla kullaniimaktadir. Cytochrome oxidase I (cox ), cytochrome oxidase Il (cox
Il), cytochrome b (cyt b), NADH dehydrogenaze 1 (ND1), NADH dehydrogenase
2 (ND2) ve NADH dehydrogenase 4 (ND4) gen bolgeleri, kum sinegi
sistematiginde kullanilan baglica mitokondriyal genleri olugturmaktadir. Buna ek
olarak Elongation factor 1-o. (EF 1-a), ribozomal 28S ve internal transcribed
spacer 2 (ITS 2) gekirdek DNA kalitimini temsil eden genler ile cacophony (cac)
ve period (per) gibi periyodik davraniglar ile ilgili genler de molekuler taksonomik
calismalarda yer alan 6nemli genlerdir [7, 23, 26, 27].

Filogenetik calismalar igin mitokondriyal gen dizileri Uzerinden suregelen
calismalar, kum sinegi taksonomisini aydinlatmada birgok durumda tek basina
yeterli olmakla birlikte beraberinde analize alinan ¢ekirdek DNA’sI, sahip oldugu
daha yavas evrimlesme hizi ve ¢ogunlukla igerdigi korunmus bdlgelerin varligi
nedeniyle yapilan ¢alismayi dogrulamak ve c¢alismanin guvenilirligini arttirmak
adina onemlidir. Tum bunlara ek olarak cac ve per gibi sirkadiyan ritim ve kur



davranisi ile iligkili genler gibi evrimlesme hizi yiksek oldugu dusundlen genlerde
meydana gelen amino asit degisimleri, Ozellikle mitokondriyal ve c¢ekirdek
genomda yer alan genlerin ayirmada yeterince basarili olamadigi taksonomik
problemlerin ¢gozUmunde ve turlesme sureci hakkinda yorum yapmada onemli
aday genlerdir [7, 23, 27, 28].

Kum sineg@i taksonomisini aydinlatmada karsilasilan zorluklar ve ozellikle tur
komplekslerini ayirmada meydana gelen problemler, taksonomistleri ve
arastirmacilari yeni ve ayrim gucu yuksek genler aramaya itmistir. Bu dogrultuda
yapilan galigmalar sonucunda kur davranigini kontrol eden, bu yolla da turler
arasindaki Ureme izolasyonuyla dogrudan iligkili cacophony ve period gen
bdlgelerinin, molekuler taksonomiye yeni bir yaklasim getirecegi disunulmektedir
[28].

1.4. Kum Sineklerinde Kur Davranisi

Kur davranigi ayni ture ait karsit eseyli bireylerin birbirini taninmasi, eseysel
uyariimanin saglanmasi, disi ve erkek kopulasyonunun baglamasi, eseysel
secilim gibi birgok fonksiyona sahiptir ve her canli grubunda farkh sekilde ifade
olmasiyla Ureme izolasyonuna dogrudan katki saglamaktadir. Boceklerde kur
davranigi farkl sekillerde gorulmektedir: Renkli kanat ve goz yapilari goérme
duyusuna yonelik uyarilar saglarken; antenler, palpuslar veya genital yapilarin
temasi ile dokunsal sekillerde de kur davranislari gergceklesebilmektedir. Benzer
sekilde uzun mesafede gerceklesen kur davraniglari, ¢cekirgelerde oldugu gibi
daha ¢ok ses araciligi ile saglanmaktadir. Meyve sinekleri ve kum sinekleri gibi
bazi boceklerde ise yakin mesafe kur davranigi gorulmektedir ve tire 6zgu
olusturduklari farkh kanat titresimleri ile iletisim saglanmaktadir. Ortaya ¢ikan
farkli frekanslardaki kur sarkilar, ayni ture ait farkli eseylerin birbirini

tanimasindaki en 6nemli yolu olusturmaktadir [29, 30].

Kum sineklerinde gozlenen kur davranisi, Drosophila cinsinin bireylerinde oldugu
gibi, farkli kanat ¢irpma frekanslarina bagh olarak olusturulan tire 0zgu kur

sarkisina dayanmaktadir. Kum sineklerinde giftlesme konak Uzerinde veya



cevresinde gerceklesmektedir. Erkek bireyler, kan emme davranisi
gOstermemelerine ragmen konagin Uzerine veya gevresine toplanarak esey
feromonlari salgilar; diger yandan kanat titregimlerine bagh farkli frekanslarda
“kur sarkisi” olustururlar. Boylece erkek bireyler, ture 6zgl alan savunmasi
yaparken, ayni zamanda kendi turlerine ait digi bireyleri bu alana ¢ekerek

cifttesmeye tesvik ederler [1, 4].

Tare 6zgu Uretilen kur sarkisi, ayni ture ait bireylerin birbirini tanimasinda en etkili
yol olmakla beraber; Ozellikle yakin akraba turler arasindaki ayrimi saglamasi,
kanat ¢irpma frekanslarinda meydana gelen bir degisimle beraber bireylerin
birbirini taniyamamasi ve sonug¢ olarak turlerin ciftlesmeleri igin gereken
eslesmelerde ortaya g¢ikan uyumsuzluklar ile UGreme izolasyonunun
gerceklesmesinde en dnemli parametrelerden birini olusturmaktadir. Bu nedenle,
oldukga karmasik bir taksonomiye sahip kum sineklerini dogru teshis etmede kur
davranisini kontrol eden genlerin olduk¢ga dnemli molekuler belirtecler olduklari
dusunulmektedir [31, 32].

1.5. Kum Sineklerinde Kur Davranigini Kontrol Eden Genler

Kur davranisini kontrol eden genler, kum sineklerinde turlesme ile ilgili
gerceklestirilen galismalarda en kullanigli molekuler belirtecler arasinda yer
almaktadir. Varliklari ilk olarak Drosophila turlerinde ortaya konmus cacophony
(cac) ve period (per) genlerinin, kum sineklerinde de kanat ¢irpma frekansini ve
buna bagl olarak “kur sarkisi’ni kontrol ettigi bilinmektedir [31, 32].

Cacophony (cac) geni, voltaj bagimli kalsiyum kanalinin a-1 alt Gnitesini kodlar.
Bu alt Unite, her biri alti adet transmembran domaininden olusan birbirine eg dort
tekrardan meydana gelir. Her tekrarda besinci ve altinci transmembran domaini
arasinda kalan kisim kanalin porlarini olusturur. Dordincu tekrarin altinci
transmembran domaini, IVS6 domaini olarak isimlendirilir [33]. Voltaj bagimli

kalsiyum kanalinin a-1 alt Gnitesinin sematik gosterimi Sekil 1.3.’te verilmigtir.
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Sekil 1.3. Voltaj bagiml kalsiyum kanal o-1 alt Unitesi ve IVS6 domaininin
sematik gosterimi (R. Lins ve ark., 2002’den, degistirilerek).

IVS6 domaininde meydana gelen mutasyonlar, sarki veya gorus ile ilgilidir ya da
letal etkili olabilmektedir. Mutant alellerin Urettigi sinyallerin daha uzun aralikl ve
daha fazla dongu ile karakterize oldugu bilinmektedir [31]. Ayrica benzer sekilde
mutasyon meydana gelen alellerden birinin, Drosophila turleri arasinda benzer
“kur sarkisi” Uretmesine sebep oldugu da bilinmektedir. Yeni Dunya kum sinekleri
ile cac geni Uzerine yapilan galigsmalar, bu genin Lutzomyia longipalpis tur
kompleksi igerisinde yer alan tdrlerin ayrimini saglamada 6nemli bir belirteg
oldugunu gostermistir [34].

Genin icerisinde IVS6 domainini kodlayan yaklagik 270 baz ciftlik boélge, 100 baz
cifte yakin bir intron bolgesi icerir. Ekzon bolgesi turler arasinda oldukga iyi
korunmusken, Drosophila’da bulunmayan intron bolgesi, kum sineklerinde gok
daha az korunmustur ve turler arasinda birgok insersiyon, delesyon ve nokta
mutasyonun varlgi bilinmektedir. IVS6 domaininde yer alan intronlarin bu gekilde
hizli evrimlegmesinin ve yuksek oranda polimorfik olmasinin bir sonucu olarak
cac geni, populasyon genetigi calismalari i¢in de guglu bir belirteg olma
6zelligindedir [32, 33].

ilk defa Drosophilada yapilan calismalarda ortaya konulan, pupadan ¢ikma
davranisinin sirkadiyan ritmini ve erginlerin lokomotor aktivitelerini kontrol ettigi
bilinen period (per) geni, eseysel davranis ve Ureme izolasyonu i¢in kullanilan bir
diger onemli molekuler belirtegtir. “Kur sarkisi” ritminin tire 6zgu farkhligini

kontrol etmesi ve kriptik turler arasinda dreme izolasyonu saglamasi nedeniyle,



turlesmeye sebep olan genlerden biri olarak dusunulmektedir [34, 35]. YUksek
oranda genetik varyasyon gosteren per geni ve bu genin homologlari, Drosophila
digindaki diger boceklerin populasyon genetigi ve molekuler evrim galismalarinda
da olduk¢a 6nemlidir [36]. Kum sinekleri ile yapilan ¢alismalarda, Lutzomyia
longipalpis tur kompleksine ait Uyelerin belirlenmesinde per geninin basarili

sonug verdigi ortaya konulmustur [34, 35].

Buyulk bir proteini kodlayan per geni, yaklasik 50 baz ciftlik bir intron bolgesi
bulundurmaktadir ve iki 6nemli bolge icerir. Bunlardan ilki, nokta mutasyon
meydana gelmesi durumunda, olusturdugu PER proteini ve diger proteinler
arasindaki etkilesimi ile iliskili, oldukgca korunmus PAS bolgesidir. Diger onemli
bolge ise Threonin-Glisin (Thr-Gly) tekrar bolgesidir. Drosophila’da fazla
korunmamis olan bu tekrar bolgesi, kum sineklerinde goérece kisa bir yapiya
sahiptir [36]. Ozellikle kriptik tiirleri ayirmada ortaya koydugu basarili sonuglar ile
per geninin populasyon genetigi ve molekuler evrim ¢alismalarinda kullanisli bir
belirte¢ olma 6zelligi gostermektedir [35]. period geninin bolumleri, Sekil 1.4.’te

gOsterilmisgtir.

N =

H]]]]]]]]]]]]m PAS/CLD domain % pers domain
- intron

post-intron tekrar bolgesi

komsu bolgeler

Sekil 1.4. period geni bolumlerinin sematik gosterimi (C. J. Mazzoni,
2002'den, degistirilerek).
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1.6. cacophony ve period Gen Bolgelerinin Kum Sineklerinin Tur

Tanimlamasindaki Onemi

Kum sineklerinin tur teshisinde geleneksel morfolojik yontemlerden sonra en gok
kullanilan yontem, c¢esitli molekller belirteglerin yardimi ile gergeklesen
molekuller tur teshisidir [12, 18]. Bu belirtecgler igerisinde en ¢ok kullanilan
mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl veya cox1) geninin yaklagik
650 baz ¢iftlik gen bolgesi, farkli canli gruplarina ait birgok tiriin tanimlanmasinda
kullanilan ve “barkod” olarak isimlendirilen evrensel bir molekuler belirte¢ olma
Ozelligi gostermektedir [37]. Barkodlama galigsmalari, birgok farkl subeye ait canli
grubunun teshisinde oldugu gibi [38], kum sineklerinde de morfolojik veriler ile
birlikte degerlendirildiginde, turlerin guvenilir bir sekilde teshis edilmesinde
kullanilan yontemlerden birisidir [12, 39]. Farkh lokalitelerden toplanan
neotropikal kum sineklerinde yapilan galismalar, Brezilya’'daki kriptik kum sinegi
turlerini ortaya koymada ve turlerin siniflandiriimasinda DNA barkodlamasinin
etkinligini gostermektedir [40]. Ayrica turlerin siniflandiriimasinda mumkun olan
en dogru ayrimi saglamak ve teghisin dogruluguna emin olmak amaci ile barkod
bolgelerinin yani sira farkli mitokondriyal veya c¢ekirdek DNA dizileri de
calismalarda kullaniimaktadir [18].

Buna ek olarak kum sineklerinde siklikla gorulen fenotipik varyasyon, tur teghisi
sirasinda cesitli problemler yaratabilmekte, molekuler veriler ile birlikte
degerlendirilen sonuglar dogrultusunda korele olmayan sonuglar ortaya
koyabilmektedir. Depaquit ve arkadaslarinin [22] Asya, Avrupa ve Kuzey
Afrika’dan toplanan P. perfiliewi s.I. Ornekleri ile yaptiklann c¢alismada
populasyonlar arasinda fenotipik plastisite olduk¢a fazla goérilmus, yalnizca
morfolojik karakterler dikkate alinarak kompleksin igerisinde yer alan turleri
ayirmak mumkun olmadigi gibi, ayni zamanda c¢alismaya dahil edilen iki adet
molekuler belirteg (cyt b ve ITS2) arasinda da uyumsuz filogenetik sonuglar elde
edilmistir. Kasap ve arkadaslari [24] tarafindan yapilan bagka bir ¢alisma,
Tarkiye'deki P. major s.l. turlerinin taksonomik durumunun tam olarak
aciklanamadigini ortaya koymustur. Farkh lokalitelerden toplanan P. major s.l.
ornekleri icin morfolojik karakterler ile cyt b ve EF 1-a molekuler belirtecler birlikte

degerlendiriimigtir. Elde edilen sonuglar ile olusturulan filogenetik analizler, P.
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major s.|. kompleksine ait P. neglectus ve P. syriacus turleri diginda komplekse
ait uguncu bir olasi taksonun daha varligini ortaya koymustur. Ancak grubun
gercek Uye sayisi, yayillimlari ve taksonomik durumlari henuz tam olarak

bilinememektedir.

Kriptik turlerin belirlenmesinde, tur komplekslerine ait bireylerin ortaya
cikarilmasinda ve yayillimlarinin anlagilmasinda gunumuzde rutin olarak
kullanilan molekuler belirteglerin yani sira, ayrim gucu yuksek ve guvenilir yeni
gen bolgelerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu gibi durumlarda, gesitli mutasyonlarin
olusmasi halinde kur sarkisini degistirerek Ureme izolasyonu ile turlesme
surecinde buyuk rol oynayan cacophony ve period genleri, turler arasindaki
iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda yeni molekuler belirtegler olarak kullaniimaktadir
[12, 31]. Lutzomyia longipalpis tir kompleksi ile yapilan ¢alismalarda, bu gen
bolgelerinin komplekse ait bireyleri tanimlamada yuksek ayrim gosterdigine dair
calismalar  kaydedilmigtir [28]. Ayni zamanda per geninde tanimlanan
polimorfizmler, bu genin yeni bir barkod bdlge olarak kullanilabilecegine dair
Oneriler ortaya koymaktadir [35].

Tez calismasi kapsaminda, Turkiye’de varligl bilinen butin tar ve tar
kompleksleri, cacophony ve period gen balgeleri kullanilarak analiz edilmistir. Bu
gen bolgelerinden elde edilen sonugclar, Turkiye’de var oldugu bilinen 28 turun
onceki barkod sonuglari ile karsilastirilarak Turkiye’de bulunan kum sinegi
taksonomisinin tekrar degerlendirilmesi, kriptik turleri tanimlamada yeni birer
molekuler belirte¢ olarak bu genlerin kullanilip kullanilamayacaginin tartigiimasi,
populasyonlar arasindaki gen akisinin ortaya cikarilmasi ve tur ici ile turler
arasinda yapilan gesitli analizlerle literatire katki saglanmasi hedeflenmigtir. Ayni
zamanda cacophony ve period gen bolgeleri ile ilgili calismalar yalnizca Yeni
Dunya kum sinekleri igin gerceklesmis olmakta, Eski Dinya kum sinekleri igin
literatirde neredeyse bdyle bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile hem
Eski Dunya kum sinekleri icin ilk veriler olusturulmus hem de Turkiye’de yayilim
gosterdigi bilinen turler icin iki gene de ait genetik yaklagimlar ortaya koyulmustur.
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2. YONTEM

2.1. Tez GCalismasinda Kullanilan Ornekler

Kum sineklerinin 6rneklenmesi, Dog. Dr. Ozge Erigdz Kasap'in doktora ve
sonrasi arasgtirmalari kapsaminda 2005-2016 yillari arasinda Turkiye'nin farkli
cografi bolgelerine yapilan arazi caligmalari ile gergeklestirilmistir. Araziden
toplanan drnekler, Hacettepe Universitesi Biyoloji Bélim{’'nde yer alan Ekolojik
Bilimler Arastirma Laboratuvarlari'na getirilerek burada morfolojik ve/veya
molekuler tur teghisleri tamamlanmigtir [12, 23].

Bas ve genitalyasi disekte edilen kum sineklerinin morfolojik teshisleri uygun
anahtarlar kullanilarak gergeklestirilmistir [20, 21, 41, 42]. “Qiagen DNeasy Blood
and Tissue (Hilden, Germany)” izolasyon kiti ile her bir bireyin toraksindan izole
edilen ve -20°C’de saklanan oOrneklere ait DNA'lar ise molekuler teshis

calismalarinda kullanilmigtir [12, 23].

Tez cgalismasi kapsaminda Turkiye'yi temsil edecek sekilde 29 ildeki, 101
lokaliteden toplanan kum sineg@i ornekleri galismaya dahil edilmis; sonuglarin
guvenilirligi arttirmak amaciyla mumkuan olan en fazla sayida birey kullaniimaya
O0zen gosterilerek toplamda alti alt cinse ait 884 ornek, cacophony ve period gen
bolgelerine ait analizler ile tez ¢alismasina katilmistir. Calismaya dahil edilen her
ture ait birey ve lokalite sayisi Cizelge 2.1.’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan 6rnek ve lokalite sayisinin turlere gore

dagilimi.
Takson Ornek Birey
Toplanan Sayisi
Lokalite Sayisi
Subgenus Phlebotomus Rondani and Berte
Phlebotomus papatasi (Scopoli, 1786) \ 14 69
Subgenus Paraphlebotomus Theodor
Phlebotomus alexandri Sinton, 1928 \ 8 32
Phlebotomus caucasicus Marzinowsky, 1917 N 1 2
Phlebotomus jacusieli Theodor, 1947 N 3 8
Phlebotomus sergenti Parrot, 1917 \ 12 63
Phlebotomus similis Perfiliev, 1963 X
Paraphlebotomus sp.* 1 4
Subgenus Larroussius Nitzulescu
Phlebotomus burneyi Lewis, 1967 Phlebotomus kandelakii 8 58
Phlebotomus kandelakii Schurenkova, 1929 s
Phlebotomus major Annandale, 1910 Phlebotomus major 24 193
Phlebotomus neglectus Tonnoir, 1921 1™
Phlebotomus syriacus Adler & Theodor, 1931
Phlebotomus galilaeusTheodor, 1958 Phlebotomus perfilieiwi 17 119
Phlebotomus perfiliewi Parrot, 1939 s.l™
Phlebotomus transcaucasicus Perfiliev, 1937
Phlebotomus tobbi Adler, Theodor & Lourie, 1930 \ 22 121
Subgenus Adlerius Nitzulescu
Phlebotomus balcanicusTheodor, 1958 \ 2
Phlebotomus brevis Theodor & Mesghali, 1964 \ 2
Phlebotomus halepensisTheodor, 1958 \ 11 45
Phlebotomus kyreniaeTheodor, 1958 \ 9
Phlebotomus simici Nitzulescu, 1931 \ 49
Adlerius sp.* 2 18
Subgenus TransphlebotomusAdler
Phlebotomus anatolicus Erisoz Kasap, Depaquit & Alten, 2015 1 5
Phlebotomus economidesi Léger, Depaquit & Ferté, 2001 \ 1 1
Phlebotomus killicki Dvorak, Votypka & Volf, 2015 N 2 9
Phlebotomus mascittii Grassi, 1908 X
Subgenus Sergentomyia Franga & Parrot
Sergentomyia antennata Newstead, 1912 X
Sergentomyia dentata Sinton, 1933 \ 6 32
Sergentomyia minuta (Rondani, 1843) \ 35
Sergentomyia theodori (Parrot, 1942) X
884

\ Galismaya dahil edilen tiirleri gdstermektedir.
x Calismaya dahil edilmeyen tirleri gostermektedir.

* Morfolojik karakterler kullanilarak tir diizeyine kadar teghisi yapilamayan 6rnekleri géstermektedir.

** Morfolojik karakterler kullanilarak tir dizeyine kadar teshisi yapilamayan ve tir kompleksi olarak degerlendirilen

ornekleri gostermektedir.

14



2.2. Laboratuvar Calismalari

2.2.1. cacophony Geninin Amplifikasyonu

Tarkiye'nin cesitli lokalitelerinden toplanan ve DNA’si izole edilen kum sinegi

orneklerinin

cacophony geninin amplifikasyonu igin c¢alismalar, Hacettepe

Universitesi Biyoloji Bolimi Ekoloji Anabilim Dali Evrimsel ve Ekolojik Genetik

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Reaksiyonlarda “SNP Hot Start” Taq seti ile

“6L1cac (ileri)” ve “3L1cac (geri)” primer cifti [33] kullaniimig, laboratuvarda

bulunan SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher) ile amplifikasyonlar

gerceklestiriimigtir. Calismada, turler arasinda oldukga varyasyon goOsteren

yaklasik 100

baz c¢iftlik (bg) intron bdlgesini iceren yaklagik 270 nukleotitlik bir

bdlgenin c¢ogaltilmasi hedeflenmistir. Primerlerin nukleotid dizileri asagida

belirtiimig, gen Uzerindeki konumlari ise $ekil 2.1.’de gosterilmistir.

5L1cac ileri;  5-GTGGCCGAACATAATGTTAG-3'
3L1cac geri; 5-CCACGAACAAGTTCAACATC-3'
Sekil 2.1. P. tobbi'nin cacophony geni ve primerlerin gen dizisi Uzerindeki

yerlesimleri.

Her reaksiyon 50 ul son hacimde gercgeklestiriimigtir. Polimeraz Zincir

Reaksiyonu’nunda (PZR) kullanilan reaktifler ve hacimleri agagida verilmistir:

Reaktifler iﬁ:santrasyon g:?ktlf Hacimleri
sdH20 - 30,7 l

10X Tampon 1X 5 pl

2,5 mM dNTP 200 uyM 4 yl

25 mM MgClz 2 mM 4yl

10 uM Primer (ileri) 0,4 uM 2 ul

10 uM Primer (Geri) 0,4 uM 2l

5U/ul Taq Polimeraz 1,5 U 0,3 ul

Kalip DNA - 2yl
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PZR’nin gergeklestigi sicaklik kosullari asagida gosterildigi gibidir:

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye

35 °C 30 saniye X 35
72°C 30 saniye

72°C 10 dakika

Butun reaksiyonlar, galisma sirasinda bir kontaminasyon olup olmadigini kontrol
etmek amaci ile negatif kontrol esliginde kurulmustur. Reaksiyon sonunda her
ornege ait 6 ul PZR drind, 1 pl 6x yikleme tamponu ile karistirilip, Red Safe ile
boyanmis %Z2’lik agaroz jelde yurutulerek sonuglar elde edilmigtir. Agaroz jel
elektroforezi ile Paraphlebotomus sp. ve Adlerius sp. alt cinslerine ait turlerde
spesifik olmayan bantlara rastlanmis ve reaksiyondaki dongu sayisi 35°ten 30’a
dusurulerek, bu iki alt cinse ait tum orneklerin PZR’leri tekrarlanmistir. Elde edilen
tum bantlar, 200-300 b¢ uzunlugunda olmakla beraber, Adlerius sp. alt cinsi
icerisindeki orneklerin bant uzunlugu 200 ila 500 b¢ bant agirliginda degiskenlik

gostermigtir.

2.2.2. cacophony Geninin DNA Dizi Analizi

Amplifikasyonu gergeklestirilen cac geninin PZR purifikasyonu ve DNA dizi
analizi, BM Labosis tarafindan hizmet alimi ile gerceklestiriimigtir. Reaksiyon,
DNA'nin her iki kalibi Gzerinden, amplifikasyon sirasinda kullanilan primerler ile
tamamlanmistir. Orneklere ait elde edilen cift yonli diziler, Qiagen CLC Main
Workbench 8 programi ile hizalanip dizenlenmis ve sonugta her bir 6rnege ait
bir adet DNA dizisi olugturulmustur.
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DNA dizi analizi sonucunda elde edilen kromatogram goéruntisunde her bir
ndkleotidin olusturdugu 1simanin ortaya ¢ikardigi pikin, bazi 6rneklerde belirli bir
nukleotid bolgesinden baglayarak cift pikler seklinde devam etmesi ile cac
geninde heterozigot insersiyon/delesyonun gosterdigi dugunulen bireylerin varligi
tespit edilmis; net bir kromatogram goruntusu elde edilememesi nedeniyle, bu
bireylerin DNA dizilerine sanger sekanslama ile ulasilamamistir. Heterozigot
bireylerin her iki kalibindan elde edilen kromatogram goruntisu Sekil 2.2.de
gOsterilmisgtir.

20 40 60 80 100
| | | | |
TGAAATATGATGAGCGAGCTGGCAAGAACCCCACGAAACATGTGGGTCATCTCTGGCTTATGCATACTTCGTGTCCTTCATCTTTTTCTGTTCGTTCTTGGTAAGTT

20 40 60 80 100
I I I I |
TTTGGGCCGGACCAAAAGGTAGCCCGTTTTAAGGGGAGGCCCAGGGGAGAAGGGAGCGGCCAAGGACCCCCCGAAACCAGGGGGTTCTTTTCGGGTTAAGCCAAATT

o A e

Sekil 2.2. Heterozigot P. tobbi érnedine ait kromatogram gériintisi. A. ileri,
B. Geri yonde DNA dizi analizi sonuglan (Ok igareti
insersiyon/delesyonun bagladigi yeri gostermektedir).

2.2.3. Heterozigot insersiyon/Delesyon Gériilen Bireylerin Klonlanmasi

DNA dizi analizi sonucu heterozigot insersiyon veya delesyon igcerdigi dugunulen
bireylerin cacophony gen bdlgeleri klonlanarak, bireylere ait her iki allelin ayri ayri
dizilenebilmesinin saglanmasi hedeflenmigtir. Bu amagla uygulanan basamaklar

maddeler halinde belirtilmistir:

1. Klonlanacak Bireylerin Secilmesi

Heterozigot bireylerin sayisinin gorece fazla olmasi ve birden fazla turde benzer

durumun gorulmesi sebebi ile her tlur kendi igerisinde degerlendiriimigtir.
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Kromotogramda gorulen cift piklerin basladigi yere ve hangi nukleotid ciftleri ile
devam ettigine bakilarak her tlrun kendi icerisindeki insersiyon/delesyon
oruntusu cikarilmig ve analiz edilen turlere ait drnekler bu 6runtu dikkate alinarak
gruplandiniimistir. Olusturulan gruplar igerisinde her 6runtuye ait bir adet ornek,

klonlanacak 6rnek olarak secilmisgtir.

Tar icinde ve turler arasinda gorulen farkli oruntllere dair 6rnek goruntuler

sirasiyla Sekil 2.3. ve Sekil 2.4.’te verilmigtir.

ZO 40 8 100

CAGATAATGTCATCAGCATGCCGGTAAAGAACCCCACGAGACATGTGGGTCATCTCTGGCTTATGCATACTTCGTGTCTTTCATCTTTTTCTGTTCGTTCTTGGTAA

GTTCTTTTTATTGACTTTGAAAGTATTCTAAGACAACCAAAGTTTTTTTTTTTTGAATATTTAAATTTTTCTTGGGGG

20 40 60 80 100

I I | I I
TTGATACAGGATGATGAGCATGCCGGTAAGAACCCCACGAGACATGTGGGTCATCTCTGGCTTATGCATACTTCGTGTCTTTCATCTTTTTCTGTTCGTTCTTGGTA

e oreroonralalret oA e

120 140

I | I I
AGTTCTTTTTATTGACTTTTAAAGTATTCTAAGACAAACTTTTTTTTTTTTTATGTTAAATTTAATTTGGGCGTGG

A

Sekil 2.3. S. minuta tartne ait iki farkh (A ve B) bireyden elde edilen farkl
heterozigotluk  Oruntusu  (yalnizca ileri yonlu  okumalar
gOsterilmistir).
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20 40 60 80 100
|

| | | |
GAAACATGTGATGAGCGAGCTGGCAAGAACCCCACGAAACATGTGGGTCATCTCTGGCTTATGCATACTTCGTGTCCTTCATCTTTTTCTGTTCGTTTTTGGTGAGT

20 40 60 80 100
| | | | |
CCCTGCTATATGATGAGCGAGCTGGCAAGAACCCCACGAAACATGTGGGTCATCTCTGGCTTATGCATACTTCGTGTCCTTCATCTTTTTCTGTTCGTTCTTGGTAA

Sekil 2.4. P. major s.I. (A) ve P. kandelakii s.|. (B) turlerine ait farkli
heterozigotluk  Oruntusu  (yalnizca ileri yonlu  okumalar
gOsterilmistir).

2. Klonlanacak Bireylerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Klonlanacak bireylerin her biri icin PZR, yukarida belirtilen kogullar altinda tekrar
edilmis ve son hacim 100 pl olarak belirlenmistir. Orneklerin %2’lik agaroz jelde
goruntilenmesinin ardindan PZR UrUnleri buza alinmig ve klonlama iglemi
oncesinde Orneklerin oda sicakliginda veya -20°C’de 24 saatten fazla
bekletiimemesine 6zen gosterilmigtir. Bu nedenle, PZR’den baslayip dizilerin elde
edilmesine kadar devam edecek islem basamaklari dikkate alinarak, dort
ornekten olugan setler halinde ¢alisma plani yapilmigtir.

3. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR Urdnlerinin elde edilmesinden sonra yapilacak tum islemler, Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuvari Sistem Biyoteknolojisi ileri
Aragtirma Birimi'nde, Dr. Ogr. Uyesi Evren Doruk Engin'in yaptigi tasarim

kendisinin gozetim ve denetiminde uygulanmigtir.
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PZR UrUnlerinin saflastirilmasi igin asagida yer alan protokol uygulanmigtir:

Saflastirilacak dort 6rnek icin, 6rnek bagina 24,2 pl H20, 312,5 pul 8M
Guanidin-HCI ve 150 pl %100 2-propanol 15 ml'lik falconda birlestiriimis;
uzerine 10 pl 50X Bromtimol mavisi ve 3,4 ul 3000 mM Sodyum Asetat
eklendikten sonra vortekslenmistir.

100 pl'lik PZR arunleri 2 ml'lik tiplere alinarak, her biri tzerine 500 pl'lik
karisim eklenerek tupler tekrar vortekslenmistir.

Yeni 2 mllik tuplerin kapaklari kesilerek Uzerine silika matrisli tupler
yerlestiriimis ve PZR Urunu igeren karisimlar, silikal tiplere aktariimigtir.
4.000 rpm’de 30 sn santriflj isleminin ardindan altta kalan tupler, tim sivi
icerigi ile birlikte atilmig, her bir silika matrisli tip yeni 2 ml'lik ependorf
tuplerin Gzerine alinmistir.

600 pl %99 Ethanol 15 ml'lik tiplere alinarak tzerine 7,5 ul 1000 mM (pH
6.99) Tris-Cl eklenmis, en son 142,5 ul H20O koyulup ters-ylz yaparak
hassas sekilde karistirilmigtir.

Olusan 750 pl'lik karigim, silika matrisli tupler Uzerine koyularak 5.000
rom’de 30 sn santrifij edilmistir. Altta bulunan 2 ml’'lik ependorf tipe gegen
alkol, Ustteki silika matrisli tuplere degdiriimeden dikkatlice dokulmus ve
maksimum ivme ile 10 dk tekrar santrifUjlenmistir.

Altta bulunan 2 ml’lik ependorf tupler yenileri ile degistirildikten sonra silika
matrisli tuplerin kapaklari agik birakilarak 37°C etivde 15 dk kurumaya
birakilmistir.

Etdvden gikarilan tupler, uzerine 60 pl 2,5 mM (pH 8.8-9) Tris-Cl koyularak
maksimum ivme ile 1dk santrijlenmis ve Ustteki silkali tupler ¢ikarilarak 2
ml'lik ependorfta bulunan saflastirilmis DNA o6rneklerinin  safligi
Nanodrop’ta (Thermo Fisher) dlguimustur.

Saflagtirma protokoli tamamlanan PZR Uranleri, klonlama iglemi i¢in hazir hale

getirilmigtir.

4. PZR Uriinlerinin Klonlanmasi

PZR Urdnlerinin klonlanmasi Invitrogen TA Cloning Kit (Thermo Fisher) ile

gerceklestiriimigtir. TA klonlama yontemi, ticari Tag DNA polimeraz enziminin
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PZR sonunda olugan Urinun 3’ ucuna bir adet deoksiadenozin eklemesi ve ticari
lineer pCR 2.1 plazmidinin 3’ ucunda deoksitimin rezidusu bulunmasi ile bu
uclarin birleserek PZR G4randnun vektor plazmide aktarilmasi prensibine
dayanmaktadir. PZR drunun vektdore baglanma semasi S$ekil 2.5.te
gOsterilmektedir.

Sekil 2.5. TA Klonlama yonteminin gemasi (Invitrogen TA Cloning Kit
protolokunden alinmigtir).

Ligasyon

Transformasyona hazirlik i¢in 6rneklerin klonlanmaya baglamasindan bir gin
once, -80°C’de stok olarak bulunan Escherichia coli (E. coli) K12D5a mutanti,
temiz 2X YT besiyerine alinarak transformasyonun gerceklesecegi kultura
olusturmak Uzere bir gece 37°C’de galkalamali etivde inkibasyona birakilmistir.
Ertesi gun inkibasyondan alinan bakterilerden 100 ul, balon joje igerisinde
bulunan 20 ml 2X YT sivi besiyerine aktarilarak, 37°C’'de calkalamali etlvde
yaklasik iki saat tekrar inkiibasyona alinmistir.

PZR Urlnlerinin vektorlere baglanmasini saglayacak olan ligasyon basamagi,
Invitrogen TA Cloning Kit protokolinde yer alan basamaklar izlenerek
gerceklestiriimigtir. Ligasyon i¢in kitin igerisinde yer alan lineer pCR 2.1 plazmid
vektori, T4 DNA ligaz enzimi ve 5X T4 ligaz tamponu kullaniimistir. ilk olarak
protokolu optimize edebilmek amaciyla kit igerisinde yer alan 1:1 Vektor:PZR
ardnua orani uygulanmis ve basarili sonug elde edilememistir. Ardindan 1:2, 1:3,
1:5 ve 1:10 Vektor:PZR Grunu oranlari denenerek iclerinden yalnizca 1:3 oraninin
uygun oldugunun tespit edilmesi ile batin hesaplar bu orana gore yapilmistir.
Reaksiyonlarin kuruldugu tupler, ligasyonun gergeklesmesi icin 22°C’de yaklasik

1,5 saat inkUbasyona birakilmistir.
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Transformasyon

Transformasyon basamagi, asagidaki basamaklar izlenerek gergeklestiriimigtir:

Calkalamali etiivde 37°C’de inkuibasyona birakilan E. coli K12D5a mutanti
inkibasyondan alinarak, 2 ml’lik dort 6rnek tipune aktariimig ve tupler
10.000 rpm’de 15 dk santrifuj edilmistir.

Olusan bakteri pelletinin ters yonunden tuplerdeki sivi bosaltilip, tekrar
kisa bir donusun ardindan tiplerde kalan sivi pipetle alinmistir.

Her 6rnek igin 100 pl olacak sekilde “Transformation and Storage Solution
(TSS)” (pH 6.2), 15 ml'lik tupe alinmig, Uzerine toplam hacmin %5’i kadar
“‘Dimethyl Sulfoxide (DMSO)” eklenerek vortekslenmistir.

2 ml’lik taplerde bulunan bakteri pelletinin Uzerine 100 ul TSS+DMSO
karigsimi eklenerek, bakteriler yavasga suspanse edilmigtir.

22°C’de inkUibasyona birakilan ligasyon tupleri inkibasyondan alinmis ve
suspanse edilen bakteri tuplerine 5’er ul ligasyon Grand eklenmigtir. Tapler
yavasca vurularak karistirilmigtir.

Her bir bakteri+ligasyon Urunu iceren 2 ml’lik ependorf tlp, buz igerisinde
40 dk inkubasyona birakilmig, ardindan 42°C’de 90 sn su banyosuna
alinmig ve son olarak tekrar 2 dk buzda bekletilerek bakterilerin plazmidleri
almasi i¢in sok yaratiimistir.

Buzdan alinan her bir tupun tzerine 900 ul 2X YT eklenip, tuplerin igerigi
15 ml'lik falcon tuplere aktarilmis ve 2 saat suresince galkalamali etivde
37°C’de inkubasyona birakilmistir.

inkiibasyon siiresinin ardindan tiiplerdeki icerik tekrar kendi 2 mllik
ependorlarina aktariimig ve 10.000 rpm’de 90 sn santriflj edilmistir.

Dipte olusan bakteri pelletinin ters yonunden olacak sekilde sivinin
neredeyse tamami bosaltilmig, kalan sivi ile bakteriler dikkatli sekilde
suspanse edilerek besiyerine ekilmeye hazir hale getirilmistir.

Bakterilerin besiyerine aktarilmasi

Bakterilerin 50pug/ml kanamisin iceren kati besiyerine aktariimasi igin oncellikle

cam Ozeler steril edilmistir. Her érnege ait transformasyon tupa igin bir petri kabi

tayin edilmig, Uzerlerine ornegin kodu not edilmistir. Transfromasyon tuplerinin
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igerigi, bek alevi yaninda, kendi petri kabi igerisine rastgele sekilde damlatiimisg,
bakteriler “L” seklindeki cam 6zenin genis tarafiyla petriye yayillmistir. Daha sonra
Oze, petriye dik agiyla tutularak once igten disa, sonra da digtan ice dogru
halkalar cizerek bakterilerin petriye iyice dagiimasi saglanmistir. Ekim iglemi
biten petriler, etivde 37°C’de iki gece inkUbasyona birakiimistir.

Kolonilerin olusmasi ve koloni PZR

Ekimin ardindan iki gece sonunda petriler etiivden alinmig ve bakterilerin koloni
olusturup olusturmadigi kontrol edilmistir. Koloni olusmamasi durumunda PZR
basamagi da dahil olacak sekilde iglemler tekrarlanmistir. Kolonilerin olusmus ise

var olan kolonilerin her biri sayilarak petrinin Gzerine numaralari yaziimistir.

Numaralandirilan kolonilerden rastgele sekiz adet koloni secilerek, hedef geni
icine alan ve almayan bakterilerin ayrimini saglamak amaci ile koloni PZR
yapilmisgtir. Her klonlama sureci dort kum sinegi Orneginin cac geninin
amplifikasyonu ile baslamis, petriye ekim suresince ayni sayi ile devam etmis,
koloni PZR sirasinda her dérnege ait sekiz koloni segilerek islemler 32 koloni igin
uygulanmaya devam etmistir. Her bir koloni PZR’si igin reaksiyonlar 15 ul son
hacimde olusturulmustur ve kullanilan bilesenler agagida yer almaktadir:

Reaktifler Son Reaktif Hacimleri

Konsantrasyon (x1)
sdH20 - 6,62 pl
10X Tampon 1X 1,5 ul
10 mM dNTP 200 uM 0,3 ul
25 mM MgCl2 1,5 mM 0,9 ul
10 uM Primer (ileri) 0,2 uM 0,3 ul
10 PM Primer (Geri) 0,2 uM 0,3 ul
5U/ul Taq Polimeraz 04U 0,08 ul
Kalip DNA - 5ul
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Reaksiyonun gerceklesmesi icin evrensel M13-20 ve M13-26 primerleri
kullaniimigtir. Koloni PZR 96’lik plate’lerde yapilmig; plate dik tutularak ilk dort
satir ornek sayisini, sekiz sutun ise ornek bagina koloni sayisini ifade edecek
sekilde deney planlanmigtir. Plate’in sematik goruntusu Sekil 2.6.’da verilmigtir.

1. 28 3. 4. 5. 6. 2 8.
Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni

1. Ornek -
2. Ornek ~
3. Ornek w
4. Ornek IS

T 0T

o

Sekil 2.6. Koloni PZR’'da odrneklerin ve oOrneklere ait kolonilerin plate’te
yerlesiminin sematik goruntusu.

Her kuyuya belirtilen hacimde su koyulup, segilen rastgele koloniler pipet ucuyla
alinarak kuyulardaki suyun iginde suspanse edilmistir. Her 6rnek i¢in alinan yeni
kanamisinli petri kabi sekiz hicreye bolunmusg, sUspansiyon sonrasinda ayni
pipet ucu kendisi icin ayrilan hucreye yalnizca birka¢ kez dokundurularak tekrar
ekim yapilmigtir. Boylelikle her 6rnege ait bir tane ekim petrisi, bir tane de
kendisine ait sekiz adet kolonisinin bulundugu ve plate’teki sirasinin aynisini

yansitan koloni PZR petrisi olusturulmustur.

Kolonilerin her biri kuyularda suUspanse edilip kendisi igin ayrilan hicreye
ekildikten sonra yukarida belirtilen reaktifler icin PZR karigimi hazirlanarak
kuyulara 10’ar yl olarak bolinmus ve toplamda her kuyuda 15 pl olacak sekilde
koloni PZR i¢in belirtilen kosullarda reaksiyon baglatiimistir.
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94°C 2 dakika

94°C 20 saniye

50 °C 45 saniye X 40
72°C 60 saniye

72°C 5 dakika

Hedef gen bblgesinin aktarildigi bakteri kolonilerinin secilmesi

Reaksiyon sonunda butun koloniler, %2’lik agaroz jelde yurutulmas, ardindan
etidyum bromdarli tamponda bekletildikten sonra goruntulenmistir. Koloni PZR
sirasinda kullanilan M13-20 ve M13-26 primerleri, plazmidin yaklasik 200 b¢’lik
bir bolgesini ¢ogaltmaktadir. Hedef genin plazmide baglanacagi bolge, bu iki
primerin yerlesim yerinin ortasinda bulunmaktadir. Primerlerin ve PZR Grinunun

plazmid icerisindeki yerlesimi Sekil 2.7.’de gosterilmisgtir.

lacZa ATG Sac! BarH|  Spol

M13Geri(-26)Primer Hind Ken!
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGIGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Bs‘lXI Ecz‘)RI EcrllFiI
GTAAOGmCmCAGTGTGCTGGAATTC(mAMGAATTCT&
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG

Aval
PaeR7 |
EcoRV BstX| Not | Xho'| Nsi| Xba | Apal

| | ) |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|[CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
[

T7 Promoter M13 _ileri (-20) _Primer
AGT GAG TCG TAT TA/CAAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C|AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Sekil 2.7. pCR 2.1 vektorun haritasi (Invitrogen TA Cloning Kit protolokinden
alinmigtir).
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Geni alan plazmidleri iceren bakteriler, jel goruntilemesi sirasinda hedef gen ile
beraber yaklasik 450-500 bg araliginda gorultrken; kendi Uzerine kapanarak geni
alamayan plazmidleri iceren bakteriler 200 b¢’e yakin bir agirlikta gorilmektedir.
Goruntuleme sonucu klonlama iglemi pozitif oldugu tespit edilen plaklar petride

isaretlenmistir.

Plazmid izolasyonu

Pozitif kolonilerin DNA dizi analizi o6ncesinde plazmid izolasyonunu
gercgeklestirebilmek igin, 50 ml “Luria-Bertani (LB)” icerisinde 50ug/ml kanamisin
olacak sekilde karigim hazirlanarak, ters-yiiz ile karistirilmistir. izole ediimek
Uzere her ornek igin U¢ adet pozitif koloni segilmig ve toplam koloni sayisi kadar
2 ml’lik ependorf ve 15 ml’lik falcon tup, “6rnek kodu-koloni sayisi” seklinde isim
verilerek hazirlanmistir. ilk olarak 1 ml LB-kanamisin karisimi ependorf tiipe
alinmig, ardindan pozitif koloniler pipet ucu yardimi ile alinarak tlp igerisinde
hassas sekilde suspanse edilmigtir. Daha sonra tuplerin igerikleri, ayni kodlu 15
ml'lik falcon tupe aktarilmig ve Uzerlerine 1 ml daha LB-kanamisin karigimi
eklenerek 37°C’de bir gece ¢alkalamali etivde inkibasyona birakilmigtir. Ertesi
glin inkiibasyondan alinan falcon tiipleri icin Mini Prep Plazmid izolasyon

Protokoll uygulanmigtir.

DNA dizi analizi

Plazmid izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin DNA dizi analizi, BM Labosis
tarafindan hizmet alimi ile tamamlanmistir. Her 6rnek igin ilk asamada u¢ adet
pozitif koloni dizi analizine génderilmistir. iki farkh allel tespit ediimesi
hedeflenerek gerceklestirlen DNA dizi analizi sonucunda basarili sonug elde
edilen diziler analizlere alinmig; henuz tek allel tespit edilmis olan 6rnekler icin
pozitif kolonilerin belirlenmesinden sonra gergeklesen plazmid izolasyonu

basmagi yeni u¢ adet koloni igin tekrarlanmigtir.
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2.2.4. period Geninin Amplifikasyonu

Tez galismasina dahil edilen tum oOrnekler i¢in period geninin amplifikasyonu,
literatirde yer alan butun primerler ve PZR kosullar altinda denenmistir [36, 43];
ancak Yeni Dunya kum sineklerinin amplifikasyonunu gergeklestiren bu kosullar,
Tuarkiye’de orneklenen higbir Eski Dunya kum sinegi turindn period genini
amplifiye etmede basarili sonug vermemistir. Calismaya dahil edilen her tur icin
ayri optimizasyon ¢alismasi gerekmis, bu dogrultuda yedi tir ve dort tur

kompleksine ait bireyler deneme galismalarina dahil edilmistir.

Optimizasyon c¢alismalari her basamak icin ayri degerlendiriimig, tum
degerlendirmelerin ardindan olduk¢ga kapsamli bir deney plani gikariimistir.

Yapilan galismalar, agagida sirasi ile yer almaktadir:
e Primerlerin optimizasyonu

Yeni primer tasarimi: Literaturde yer alan primerlerin olumlu sonug

vermemesi nedeniyle Ankara Universitesi Biyoteknoloji Ensititisi Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Hilal Ozdag'in danismanhi ve gézetiminde dejenere primer
tasarlanmistir. Bunun igin, period gen dizisi bilinen tek Eski Dunya kum sinegi
olan Phlebotomus dubosqinin DNA dizisi ile, iclerinde Drosphila
melanogaster, Apis mellifera, Mus musculus gibi farkli organizasyon
duzeyindeki canli gruplarinin DNA dizisinin oldugu bir hizalama yapilimis,
analize alinan tum canlilar igin ayni olan nukleotidler oldugu gibi birakilip,
degisken nukleotidlerin yerine mevcut degisimi karsilayan dejenere nukleotid
yazilarak yeni bir primer olusturulmustur. Bu yeni dejenere tasarim, hedef
geni en uzun sekilde amplifiye edecek olan ve turler arasinda en iyi
tasarlanmis primer olarak gorulen, literaturdeki 5L1per2 (ileri) ve 3L1per2
(geri) primerleri Gzerinden yapilmistir. 3L1per2 (geri) primeri, tim canh
gruplart arasinda %100 korunmus gorundugunden, degisim vyalnizca
SL1per2 (ileri) primerinde yapilmig ve 5L1per2deg olarak isimlendirilmistir.
Primer ciftinin dizisi agsagida yer almaktadir:

5L1per2deg (ileri) 5-WGCRTCYTTTTGYAGYAAACC-3'
3L1per2 (geri) 5-TCAGATGAACTCTTGCTGTC-3’
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Var olan primerin modifikasyonu: Literatudeki en uygun primer olarak gorulen

SL1per2 (ileri) ve 3L1per2 (geri) primer cifti, galigacagimiz turlere goérece en
yakin tar olan P. dubosqginin DNA dizisi Uzerine yerlestirilerek baglanma
basarisi kontrol edilmis, ileri primerin bittigi noktadan sonra iki adet “sitozin”
nukleotidinin bulunmasi nedeniyle, primerin diziye baglanma sansini
arttirmak icin var olan diziye iki adet “c” bazi eklenerek ticari olarak temin
edilmis, adi S5L1per2_cc olarak degistiriimis ve 3L1per2 primerinde herhangi

bir degisiklik yapilmamistir. Primerlerin dizileri asagida gosterilmigtir:

5L1per2_cc (ileri) 5-AGCATCCTTTTGTAGCAAACCC-3'
3L1per2 (geri) 5-TCAGATGAACTCTTGCTGTC-3’

e MqgCl> konsantrasyonu

Reaktiflerin son konsantrasyonlarinin hesaplanmasi sirasinda MgClzigin 1,
1,5 ve 2 mM’lik son konsantrasyon degerlendirmeye alinmis, denemelerde
her U¢ konsantrasyon igin de ayri hesaplamalar yapilarak reaksiyonlar

kurulmustur.

e Primerlerin baglanma sicakligi

Primerlerin baglanma sicakligi, ilk asamada Tm derecelerine gore
ayarlanmig olsa da, olumlu sonug¢ alinamamasi nedeniyle denemelere 50°C,
55°C ve 60°C olmak Uzere Ug sicaklik ile devam edilmis, gerektigi durumda

ince ayarlarla sicakligin yukseltiimesi veya dusurulmesi planlanmigtir.

e Taq DNA polimeraz

Farkli ticari markalara ait Tag DNA polimeraz enzimlerinin reaksiyonun
basarisini degistirip degistirmedigini gozlemlemek amaci ile farkli markalara
ait enzimler kullanilmigtir. Bu markalara ait protokollerde farkli bir sicaklik
dongusu olmasi durumunda deneme galismalarina protokolde yer alan bu

sicakhik donguleri de eklenmistir.
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Degerlendirilen tim bu parametreler dogrultusunda, kapsamli ve siral bir deney
plani olusturularak Turkiye’den orneklenmis yedi tir ve dort tir kompleksi
bireyinin per geninin amplifikasyonu igin toplamda yedi farkli primer (sonuglara
gore yukarida bahsedilen iki farkli primer ¢ifti ile denemelere devam edilmistir),
uc farkli MgClz konsantrasyonu, ug farkli primer baglanma sicakligi ve 14 farkl
ticari marka ile farkli kombinasyonlarda 1000’i agskin deneme yapilmigtir. Tum
denemelerin sonucunda BIORON Taq DNA Polimeraz, DFS / KCI tamponlari,
50°C-52°C primer baglanma sicakligi, 2 mM MgCl, konsantrasyonu ve yukarida
bahsedilen iki yeni primer ¢ifti ile dort tur ve iki tur kompleksi igin basarili sonug
alinmisgtir. Cizelge 2.4. Ture 0zgu optimizasyon c¢alismasinin sonuglarini

gOstermektedir.

Cizelge 2.2. Ture 6zgu PZR kosullari.

TURLER PRIMER CiFTi TAQ SETi PCR DONGULERI REAKTiF HACIMLERI (x1)
sdH,0 15,85 pl
94 °C 2 dk 10x Tampon :2,5ul
2,5 mM dNTP 22l
P. tgbb/ SLiper2 cc- BIORON 94 c,C 10sn 100 mM MgCIz :0,5ul
S. minuta 3Liper2 (DFS tampon) 52°C 20sn x35 10 uM I. Primer  : 1l
P. perfiliewi sl. P P 72°C 1dk 10 UM G. Primer : 1 ul
Taq Polimeraz 10,15 pl
72°C 10 dk DNA 22l
Toplam 225 ul
sdH,0 : 15,85 pl
95 °C 5 dk 10x Tampon 22,5 ul
2,5 mM dNTP 22l
. SLiper2deg - BIORON 95 c,C 30sn 100 mM Mgclz :0,5ul
P. papatasi 3L1per2 (DFS tampon) 50°C 30sn x30 10 uM I. Primer  : 1l
P P 72°C  30dk 10 M G. Primer : 1l
Taq Polimeraz 10,15 pl
DNA 22l
72°C 10 dk
Toplam 125 ul
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Cizelge 2.2. devam ediyor.

sdH,0 : 15,85 pl
94 °C 2 dk 10x Tampon 22,5 ul
2,5 mM dNTP :2ul
. 5Liper2 cc- BIORON 94 uC 10 sn 100 mM MgCIz 20,5 ul
P. halepensis 3L1per2 (KCl tampon) 52°C 20sn x35 10 uM I. Primer  : 1l
P P 72°C 1dk 10 M G. Primer : 1l
Taq Polimeraz 10,15 pl
72°C 10 dk DNA :2ul
Toplam 125 pl
sdH,0 : 15,85 pl
94 °C 2 dk 10x Tampon 22,5 ul
2,5 mM dNTP :2ul
Paraphlebotomus 94°C  10sn 100 MM MgCl,  : 0,5 l
sp. SL1per2deg - BIORON R C o
3L1per2 (KCI tampon) 52°C 20sn x35 10 uM I. Primer  : 1l
(Genel déngt) P P 72°C 45sn 10 M G. Primer : 1l
g Taq Polimeraz 10,15 pl
72°C 10 dk DNA :2ul
Toplam 125 ul
sdH,0 : 15,85 pl
R 10x Tampon :2,5ul
:araphlebotomus 94 °C 2 dk 2.5 mM dNTP L2l
p: orc 10en 100 mM MgCl,  : 0,5 l
(silik bant veren SL1per2deg - BIORON 59 °C 20sn x 35 10 uM 1. Prlmer 1l
3L1per2 (KCl tampon) R 10 uM G. Primer : 1l
veya bant 72°C 1dk )

.. Taq Polimeraz 10,15 pl
vermeyen 6rnekler DNA S0l
igin) 72°C 10dk ToH

Toplam 225 ul
sdH,0 : 15,85 pl
94 °C 2 dk 10x Tampon :2,5ul
Paraphlebotomus 2,5 mM dNTP :2ul
sp. SLiper2deg - BIORON 94 c,C 10 sn 100 mM MgCIz :0,5ul
3L1per2 (KCI tampon) 52°C 20sn x30 10 uM I. Primer 1l
(Cift bant veren P P 72°C 1dk 10 uM G. Primer : 1l
ornekler igin) Taqg Polimeraz 10,15 pl
72°C 10 dk DNA :2ul
Toplam 225 ul
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2.2.5. period Geninin DNA Dizi Analizi

Amplifikasyonu gerceklestirilen period geninin purifikasyonu ve DNA dizi analizi,
BM Labosis tarafindan hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyonda
kullanilan iki farkh primer cifti ile dizileme reaksiyonu gift yonlu olarak
tamamlanmistir. Her ornek igin elde edilen iki adet DNA dizi, Qiagen CLC Main
Workbench 8 programi ile hizalanarak, orneklere ait tek bir DNA dizisi elde
edilmistir.

2.3. DNA Dizi Analizi Sonucu Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

iki farklh gen icin sonuglar elde edilmig, bu sonuglar dogrultusunda gen bélgeleri
ayni yol izlenerek kendi iglerinde analiz edilmistir. Her iki gene ait DNA dizileri,
MEGA 7 ve Unipro UGENE yazilimlari kullanilarak hizalanmis ve dizenlenmistir.
Olusturulan duzenlenmis diziler kullanilarak filogenetik analizler ve populasyon
genetigi analizleri gergeklestirilmistir. Tez ¢calismasi kapsaminda cacophony ve
period gen bolgeleri igin amplifikasyonu gergeklesen tum orneklerin DnaSP v6
yazilimi kullanilarak haplotipleri elde edilmistir. Her bir alt cins icin MEGA 7
yazilimi kullanilarak en uygun nukleotid substitisyon modeli belirlenmis, bu
modeller altinda filogenetik agaglar olusturulmustur. Tum bireyler kullanilarak tar
ici ve turler arasi genetik uzakliklar hesaplamigtir. Turkiye’de genis bir alanda
yayilim gosteren Phlebotomus kandelakii s.|. ve Phlebotomus major s.l. tur
kompleksleri icin cacophony geninin Arlequin v.3.1.1 yazilimi kullanilarak
molekuler varyans analizleri (AMOVA) gerceklestirilmigtir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda s6z konusu turler icerisinde yuksek orada gozlenen varyasyonun

kaynagi arastiriimigtir.
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3. BULGULAR

3.1. cacophony Geni igin Elde Edilen Bulgular

Morfolojik ve molekuler yontemlerle teshisi gerceklestirilen farkl alt cinslere ait
884 adet kum sinegi Orneginin cacophony geni analiz edilmis, elde edilen
sonuglar alt cinslere gore asagida verilmigtir:

3.1.1. Phlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye'de Phlebotomus alt cinsine ait tek tur olan Phlebotomus papatasinin 14
farkh lokaliteden toplanan 69 6rnegi icin PZR gerceklestiriimigtir. Agaroz jel
elektroforezi sonucunda jele yuklenen her bir 6rnege ait bant agirhigr beklenen
aralikta go6zlenmistir. Orneklerin hepsi igin ¢ift yonli DNA dizi analizi
gerceklestiriimig, elde edilen sonuglar istisnasiz tum orneklerde indel oldugunu
ortaya koymustur. P. papatasi orneklerine ait agaroz jel elektorforezi Sekil 3.1.'de,
dizi analizi sonucu elde edilen kromotogram goruntisu ise Sekil 3.2.de

verilmigtir.

Lol -202 ik 5 Cunsilia i 0.1 O Glilisd 26113 541461 5, <16 I8 5 (=)

1000 bg—+

Loet iRt A 5 S ke o o B OB DR 0 4 11 5 el SR E)
1000 bg —— wse  *
500b94?. :
30000 ] 55 s g e D - - -

70008 —

Sekil 3.1. cacophony geni amplifikasyonu gerceklestiriien P. papatasi
bireylerine ait 6rnek agaroz jel elektroforezi goruntusu (L: DNA
molekuler agirlik belirteci, 1-18: Caligsilan oOrnekler, (-): Negatif
kontrol).
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ATAGGACAAGCAAATTTAATTTT

Sekil 3.2. Cacophony geni DNA dizi analizi gergeklestirilen P. papatasi
bireyleri icin 6rnek kromotogram goruntisu (A. lleri okuma, B. Geri
okuma goruntusu).

P. papatasi 6rneklerinde var oldugu belirlenen indelin, diger turlerin 6érneklerinde
gOzlenen indel oruntusunun aksine amplifiye edilen yaklasik 240 b¢’lik bolgenin
tamaminda gorulmesi nedeniyle, bu orneklere ait herhangi bir insersiyon /
delesyon oruntistu manuel olarak ortaya koyulamamigtir. Herhangi bir oruntu
cikarilamamasinin yani sira, P. papatasi turinuan yayilim alani igerisindeki yerel
populasyonlari arasinda gen akisinin devam ettigini ve populasyonlar arasinda
herhangi bir ireme izolasyonunun henuz bulunmadigini ileri siren arastirmalar
g0z onunde bulundurularak [44] bu ture ait klonlanacak temsilci birey veya
bireyler secilmemis, bu nedenle P. papatasi ornekleri daha sonraki analizlere

dahil edilmemistir.

3.1.2. Paraphlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Phlebotomus similis diginda Turkiye’de yayillim g0sterdigi bilinen tim
Paraphlebotomus turleri calismaya dahil edilmis ve 17 lokaliteden toplam 105
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ornegin cacophony geni analiz edilmistir. Ayrica morfolojik karakterler
kullanilarak  tir duzeyinde higbir kategoriye dahil edilemeyen dort
Paraphlebotomus sp. 6rnegi de ¢alismaya dahil edilmistir. Alt cins igerisinde yer
alan tum turlerde heterozigot insersiyon / delesyon igeren bireylerin var oldugu,
DNA dizi analizleri sonucunda tespit edilmistir. Bu dogrultuda P. alexandriigin 31,
P. caucasicus igin bir, P. jacusieli i¢in alti ve P. sergenti igin sekiz 6rnegin DNA
dizisi basarili sekilde elde edilmis; P. alexandri ve P. caucasicus igin birer, P.
Jacusieli i¢in iki, P. sergenti igin 53 ve Paraphlebotomus sp. igin ise tum
orneklerde heterozigot insersiyon / delesyon oldugu tespit edilmistir. P. alexandri,
P. caucasicus ve P. jacusielinin tum lokalitelere ait temsilcileri i¢in cacophony
geninin dizisine ulasiimisken, P. sergenti s.|. sadece Bursa’dan orneklenen
temsilciler ile bu genlere ait analizlere dahil edilmistir. Her lokaliteden yeterli
sayida kum sinegi 6rneginin cacophony dizisine ulasiimasi, yeterli sayida temsilci
bireyin bulunmamasi durumunda ise sonuglarin period geni ile desteklenmesi

nedeni ile bu alt cinse ait higbir birey klonlanmamigtir.

Her tUre ait rnegin cacophony geni hizalanip duzenlenerek analizlere hazir hale
getirilmis ve butan tdrlerin  haplotipleri  belirlenmigtir.  Amplifikasyonu
gerceklestirilen yaklagik 230 b¢'lik gen bolgesi icin yapilan degerlendirmeler
sonucunda P. alexandri'ye ait bes, P. caucasicus’a ait bir, P. jacusiel’'ye ait dort
ve P. sergenti'ye ait iki adet olmak Uzere Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde
toplamda 12 adet haplotipin var oldugu tespit edilmigtir. Ayrica her bir tir igin
haplotip gesitliligi hesaplanmistir. Analizlere tek birey ile katilan P. caucasicus’un
haplotip ¢esitliligi sifir olarak bulunmustur. En yuksek haplotip ¢esitliligini 0.80
degeri ile P. jacusieli, en dusuk haplotip ¢esitliligini ise 0.24 degeri ile P. alexandri

gostermis, P. sergenti s.I.’'nin haplotip gesitliligi ise 0.46 olarak tespit edilmigtir.

Filogenetik analizler ve populasyon genetigi analizleri klonlama gerekmeksizin
DNA dizisine ulasilan ornekler ile gergeklestirilmis, indel iceren bireyler herhangi
bir analiz cercevesinde degerlendirmeye alinmamistir. Cacophony genine ait veri
elde edilen 6rnek sayisi, heterozigot indel gorilen ornek sayisi, her bir ture ait
haplotip sayisi ve haplotip gesitlilik degerleri Cizelge 3.1.’"de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.1. cacophony geni analiz edilen Paraphlebotomus turleri igin DNA
dizisi elde edilen ve heterozigot indel gbzlenen 6rnek sayilari ile her
bir tdr icin tespit edilen haplotip sayisi ve haplotip gesitlilik degerleri

P. alexandri P. caucasicus P. jacusieli P. sergenti Parap hlebotorr;L‘J)s
cacop_hony dizisi 31 1 6 8 0
olan 6rnek sayisi
Heterozigot indel
g06zlenen 6rnek 1 1 2 53 4
sayisl
Haplotip sayisi 5 1 4 2 0
Haplotip cesitliligi 0.24 0 0.8 0.46 -

Paraphlebotomus turlerinin  6rneklendikleri lokaliteler, o6rnek numaralari,
cacophony haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge
3.2.’de, bu alt cinse ait turlerin cacophony geni bakimindan gosterdikleri nukleotid

degisimleri ise Sekil 3.3.’te 6zetlenmisgtir.

Cizelge 3.2. Paraphlebotomus turlerinin cacophony geni icin elde edilen
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gére dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip

Mardin DRI 11 alexandri cac 1/2

PAL 2.48 alexandri_cac_1

YLIM 2.46 alexandri_cac_1

KDIS 2.36 alexandri_cac_1

Mersin KDIS 2.58 alexandri_cac_1

= KDIS 2.59 alexandri_cac_1
'g KDIS 2.61 alexandri_cac 1/2
® CAK 37 alexandri cac 1/3
% Artvin TEK 2.48 alexandri cac 1/5

Q AKB 63 alexandri_cac_1

AKB 109 alexandri_cac_1

AKB 2.43 alexandri_cac_1

Aydin AKB 2.44 alexandri_cac_1

AKB 2.50 alexandri_cac_1

AKB 2.59 alexandri_cac_1

AKB 2.66 alexandri_cac 4

Cizelge 3.2. devam ediyor.
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Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
KRBRN 28 alexandri_cac_1
KRBRN 29 alexandri_cac_1
izmir KRBRN 63 alexandri_cac_1
SFR 32 alexandri_cac _1/2
SFR 69 alexandri_cac_1
- Erzincan |BAG 1.10 alexandri_cac_1
'§ BLD 3.36 alexandri_cac_1
% BLD 3.39 alexandri_cac_1
® BLD 3.67 alexandri_cac_1/2
« Antalya BLD 3.89 alexandr?_cac_1
BLD 3.104 alexandri_cac_1
BLD 3.127 alexandri_cac_1
BLD 4.16 alexandri_cac_1
BLD 66 alexandri_cac_1
Malatya BG 2.208 alexandri_cac_1
P. caucasicus Kars TK 21-4.2 caucasicus_cac_1
Karabiik GS 2 jacusieli_cac_2
5 GS 3 jacusieli_cac_2
4 YUVA 2.76 jacusieli_cac_4
8 Erzincan |YUVA2.77 | jacusieli_cac_3/4
Q YUVA 2.83 jacusieli_cac_3
Antalya IS 2 jacusieli_cac_1
CUM 1.9 sergenti_cac_2
GEL 1.2 sergenti_cac_2
'g GEL 2.2 sergenti_cac_1
g GEL 2.3 sergenti_cac_1/2
§ Bursa DY 3.15 sergenti_cac_2
Q DY 3.16 sergenti_cac_2
DY 3.18 sergenti_cac_2
YAG 3.2 sergenti_cac_1
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20

| | |

sergenti_cac_1 TGGCCGAACA TAATGTTAGC CTGTCTTAAA GGAAGACCAT GTGATGAGCG AGCTGGGAAA

caucasicus_cac_1
jacusieli_cac_1

jacusieli_cac_2

jacusieli_cac_4

alexandri_cac_1

40 60

Korunmus ve
degisken bolgeler

120

sergenti_cac_1 TTTCATCTTT TTTTGTTCGT TCTTGCTAAG TTTTATCGTC TTTAGGATTT AACAGATGAA

140 160

caucasicus_cac_l . . . .. ... e e e e e cC. ..... A. T...... AG.
Jacusieli_cac_l ... L. e e e e e e e e e e e e T. . oo
Jacusieli_cac_2 . .. L. e e e e e e e e e e e e e e e
Jacusieli_cac_d €. . . . . . e e e e e e e e e T. oo oo
alexandricac_.1 C......... ........ A, L. A.C.ACA ....... A.C TT....... 1]

80 100

| |
GAACCTGAGG AAACATGTGG GTCATCTCTG GCTTATGCAT ACTTCGTGTC 110
G...... A e e e e 110
........ O 0]
........ e A X}
........ S & X}
...... L e I 0]

180 200 220

GCCAATCTAC GTCCAGTTTA ACATTTGTTT TTTTTTT-CA ATTAAGATGT 219
AL, C.A. LCo e . AL 220
.......... CG e m ..........219
..................................... -. e 219
.......... C......C. T Y | P e ... 220
.......... C. AAC 1] AT..C AR - T 213

Korunmus ve
degisken bolgeler

sergenti_cac_1 TGA 222

caucasicus_cac_1 223
jacusieli_cac_1 222
jacusieli_cac_2 222
jacusieli_cac_4 223

alexandri_cac_1 ... 216

Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.3.
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Paraphlebotomus alt cinsine ait turlerin cacophony haplotipleri ve dig grup olarak
GenBank'tan alinan Phlebotomus alt cinsine ait Phlebotomus duboscqi
(GenBank erigsim numarasi: AF422198)'nin cacophony dizisi kullanilarak en
uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmig, s6z konusu veri seti igin T92
(Tamura 3-parameter) en uygun model olarak bulunmustur. Bu nukleotid
substitisyon modeli altinda ML filogenetik agaci olusturulmustur. Elde edilen
agaca gore Turkiye'de var oldugu bilinen tum Paraphlebotomus turleri,
cacophony geni bakimindan yuksek bootstrap degerleri ile birbirlerinden

ayrilmigtir.

Paraphlebotomus alt cinsi igin cacophony genine ait diziler kullanilarak elde
edilen agaca gore, bu alt cinsin temelde iki soya ayrildigi belirlenmistir.
Tarkiye'nin birgok farkh yerinden toplanan P. alexandri Ornekleri, cografi
bolgeden bagimsiz tek bir grup olarak belirgin bir gekilde diger tum
Paraphlebotomus turlerinden ayrilarak soylardan ilkini olustururken; %91
bootstrap degeri ile oldukg¢a iyi desteklenmis diger soyu P. caucasicus, P.
jacusieli ve P. sergenti haplotipleri olusturmaktadir. ikinci soyu olusturan
turlerden P. caucasicus turune ait tek haplotipin, bu soy icerisinde yer alan diger
tirlerden belirgin sekilde ayrildig tespit edilmistir. ikinci soy igerisinde yer alan
diger bir tur olan P. jacusieliye ait ornekler iki farkli alt soya ayrilmig; Erzincan
orneklerini olugturan jacusieli_cac_3 ve jacusieli_cac_4 haplotipleri birlikte
gruplanarak belirgin sekilde diger haplotiplerden ayrilip yeni bir grup
olusturmustur. Karabuk’ten orneklenen ve diger bir P. jacusieli haplotipi olan
jacusieli_cac_2, Bursa’dan toplanan P. sergenti drnekleri ile birlikte ayri bir alt
soyu olusturmus, Antalya’dan toplanan jacusieli_cac_1 haplotipi ise bu gruptan
ayriimistir. Cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Paraphlebotomus ML
filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.4.'te verilmistir.
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e sergenti_cac_2 (11)

0.72

b jaCUSIEli_CaC_2  (4)
0.87

0.77 sergenti_cac_1 (5)

jacusieli_cac_1  (2)
0.57

e jacusieli_cac_3 (3)

0.81

0.91

b jacusieli_cac_4  (3)

caucasicus_cac_1 (2)

alexandri_cac_5 (1)

e glexandri_cac_1 (54)

b alexandri_cac_3 (1)

P glexandri_cac_2 (4)

b glexandri_cac_4  (2)

Phlebotomus duboscqi_Senegal
(AF422198)

0.8

Sekil 3.4. cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Paraphlebotomus
alt cinsi icin elde edilen ML filogenetik agaci (Parantez igerisindeki
degerler, her bir haplotipin frekansini gostermektedir).
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Paraphlebotomus alt cinsine ait tum bireylerin cacophony genine ait diziler
kullanilarak tur igi ve turler arasi genetik uzakliklar hesaplanmistir. Genetik
uzaklik hesaplamalarinda ML analizlerinde oldugu gibi, en uygun nukleotid
substitusyon modeli dikkate alinmigtir. Veri setine dahil edilen tum bireyler igin en
uygun model T92 (Tamura 3-parameter) olarak belirlenmis ve genetik uzaklik
hesaplamalari bu modele gore gergeklestirilmigtir. Turler arasi genetik uzakligin
%1 ve Uzeri bir deger gosterdigi, tur ici genetik uzakhgin ise P. jacusieli digindaki
(%1) diger tum tarler icin %0.03 ile 0.16 arasinda bir deger oldugu belirlenmigtir.
Cizelge 3.4. Paraphlebotomus alt cinsi igin elde edilen turler arasi ve tur igi
genetik uzaklik degerlerini gostermektedir.

Cizelge 3.3. Paraphlebotomus alt cinsinde yer alan turlerin cacophony geni
bakimindan tur ici ve turler arasi genetik uzaklik degerleri.

P. sergenti P. caucasicus P. jacusieli P. alexandri
P. sergenti 0.0016 0.0148 0.0054 0.0255
P. caucasicus 0.0528 - 0.0131 0.0272
P. jacusieli 0.0134 0.0467 0.0131 0.0236
P. alexandri 0.1314 0.1436 0.1202 0.0003
Kdsegen degerler (kirmizi font) : Tur ici genetik uzaklik degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Tarler arasi genetik uzaklhk degerleri

Kdsegenin Ustiinde kalan degerler (koyu siyah font) : Turler arasi standart sapma degerleri

Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde iki ayri takson olarak siniflandirilan P.
jacusielive P. sergenti s.l. arasinda gozlenen %1’lik genetik uzakligin, P. jacusieli
icin tur ici genetik uzaklik analizlerinde de ayni degerde olmasi sonucu, genetik
uzaklik hesaplamalari tekrarlanmigtir. ML filogenetik agacinda P. jacusieli ve P.
sergenti s.|. haplotiplerinin oldugu iki alt soy gruplara ayrilmigtir. Birinci grubu
jacusieli_cac_3 ve jacusieli_cac_4 haplotipleri, ikinci grubu ise jacusieli_cac_1,
sergenti_cac_1, jacusieli_cac_2, sergenti_cac_2 haplotipleri olugturmus, tur igi
ve turler arasi genetik wuzakhklar bu gruplandirma dikkate alinarak
hesaplanmistir. Analiz sonucunda tur igi genetik uzaklik birinci grup igin %0.15,
ikinci grup icin ise %0.38 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonugclar
dogrultusunda tur i¢i genetik uzaklik, diger turlerde oldugu gibi P. jacusieli i¢in de

%71’in altinda bir deger olarak bulunmustur. Daha detayli analizler
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gerceklestirilerek, jacusieli_cac_3 ve jacusieli_cac_4 haplotiplerinde herhangi bir
degisiklik yapilmadan birinci grup olarak degerlendirmeye alinmig; Antalya’dan
toplanan jacusieli_cac_1 haplotipi ikinci grup, sergenti_cac_1, jacusieli_cac_2 ve
sergenti_cac_2 haplotipleri ise uguncu grup olarak analize dahil edilmigtir.
Sonugta tur i¢i genetik uzaklik birinci grup igin %0.15, Gguncu grup igin ise %0.14
olarak hesaplanmistir. ikinci grubu olusturan tek bir haplotipin olmasi sebebiyle,
bu gruba ait tur ici genetik uzaklik degeri bulunmamistir. Elde edilen yeni sonugclar
Cizelge 3.5.'te yer almaktadir.

Cizelge 3.4. Paraphlebotomus alt cinsinde yer alan gruplarin cacophony geni
bakimindan grup igi ve gruplar arasi genetik uzaklik degerleri.

Grup1 Grup2 Grup3 P. caucasicus P. alexandri
Grup1 0.0015 0.0077 0.0090 0.0137 0.0229
Grup2 0.0152 - 0.0075 0.0142 0.0241
Grup3 0.0208 0.0146 0.0014 0.0151 0.0248
P.caucasicus 0.0435 0.0468 0.0525 - 0.0271
P.alexandri 0.1120 0.1212 0.1315 0.1436 0.0003
Késegen degerler (kirmizi font) : Grup igi genetik uzaklik degerleri
Késegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Gruplar arasi genetik uzaklik degerleri

Késegenin Ustlinde kalan degerler (koyu siyah font) : Gruplar arasi standart sapma degerleri

Tekrar edilen genetik uzaklik hesaplamalari ile tur igi genetik uzaklik orani tim
turlerde %0.03 ile 0.15 arasinda bulunmustur. Yapilan ayrintili analizler
sonucunda elde edilen genetik uzaklik degerleri, ikinci ana soy hattinda temelde
Uuc ana grubun varhgini ortaya koyarak ML filogenetik agacindaki sonugclari
desteklemektedir.

3.1.3. Larroussius Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye'de yayihm gosterdigi bilinen Larroussius alt cinsine ait butun tur ve tar
kompleksleri calismaya dahil edilmis, 30 lokaliteden 491 adet kum sinegi
orneginin cacophony geninin analizleri gergeklestiriimigtir. DNA dizi analizi
sonucu butun turlerde heterozigot insersiyon / delesyon gosteren bireylerin var

oldugu tespit edilmistir. Phlebotomus kandelakii s.lI. igin 15, Phlebotomus major
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s.l. icin 122, Phlebotomus perfiliewi s.l. i¢cin 33 ve Phlebotomus tobbi igin ise 57
ornekte heterozigot insersiyon / delesyon gozlenmistir. S6z konusu indel
durumunun Larroussius alt cinsi igerisinde oldukga fazla bir oranda bulunmasi ve
bu alt cins igerisinde U¢ adet tir kompleksinin var olmasi nedeni ile her tar igin bir
indel 6runtusunun gikariimasi, yapilan analizlerin ilk basamagini olusturmustur.
P. kandelakii s.|. ve P. major s.l. drneklerinin DNA dizi analizleri sonucunda elde
edilen cacophony dizileri manuel olarak analiz edilmis ve hem P. kandelakii s.l.
icin hem de P. major s.l. igin dorder adet indel 6runtusu tespit edilmistir. Bunun
yani sira, P. perfiliewi s.l. 6rneklerinin Turkiye’'de tek takson olarak bulundugu ile
ilgili calismalar [12] dogrultusunda bu ture ait bireyler icin herhangi bir indel
oruntusu olusturulmamis ve klonlama basamagina dahil edilmemigtir. Ayni
zamanda cacophony dizisi elde edilmemis P. perfiliewi s.I. orneklerine ait
analizler period geni analizleri ile desteklenmis, bu nedenle bu taksona ait
cacophony analizleri, klonlama basamagina ihtiya¢ duyulmaksizin DNA dizisine
ulasilan ornekler Uzerinden gercgeklestiriimigtir. Benzer sekilde, Turkiye'de
yayilim gosterdigi bilinen tum yerel populasyonlarda bireyler arasinda gen
akisinin devam ettigi ile ilgili calismalar bulunan [12] P. tobbi ornekleri igin de
indel 6runtusu olusturulmamis; ancak bu ture ait rastgele secilen iki adet 6rnek
klonlanarak cacophony gen dizilerine ulagilmigtir. P. kandelakii s.I. bireylerinin
toplandigi her lokaliteden temsilci 6rnek galigmaya alinmigtir. Buna ek olarak bazi
lokalitelerden toplanan 6rneklerin tum bireylerinde indel gdozlenmesi nedeniyle P.
major s.l. érnekleri igin Edirne, Aydin ve Mardin’den; P. perfiliewi s.l. drnekleri igin
Erzincan’dan ve P. tobbi ornekleri igin Ankara, Igdir, Samsun ve Adana’dan
temsilci birey / bireylere ait cacophony dizisi elde edilememigtir.

Larroussius alt cinsine ait tum turler igin elde edilen cacophony gen dizileri
hizalanip duzenlenmig, haplotipleri belirlenmigtir. Haplotiplerin belirlenmesi
sirasinda klonlardan gelen DNA dizileri analizlere dahil edilmistir. Ancak klonlama
islemini takiben secilen koloniler ile gercgeklestirilen DNA dizi analizleri
sonucunda, P. kandelakii s.|. ve P. major s.l. drneklerinde birey basina ikiden
fazla farkli DNA dizisinin var oldugu tespit edilmistir. S6z konusu farkh diziler,
haplotip analizlerine dahil edilmistir; ancak bu islem yalnizca farkh haplotipleri
ortaya koymak igin gergeklestiriimistir. Sonraki analizlere dahil edilecek DNA
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dizileri, diger orneklerden elde edilen diziler ile hizalanarak populasyonda temsil
edilip edilmeme durumlarina gore segilmigtir. Hizalama sonucunda s6z konusu
turin herhangi bir populasyonunda var oldugu kanitlanamayan cacophony
genine ait DNA dizisi, haplotip ¢esitliligi de dahil olmak Uzere higbir analize dahil
edilmemistir. Bu dogrultuda P. kandelakii s.l. i¢in dokuz, P. major s.l. igin 40, P.
peffilieiwi s.l. icin 15 ve P. tobbi igin 38 haplotipin var oldugu tespit edilmistir.
Ayrica her bir tar i¢in haplotip gesitliligi hesaplanmistir. Larroussius alt cinsi
icerisinde toplamda 102 haplotipin varligi belirlenmistir. Turler arasinda gézlenen
en yuksek haplotip gesitliligini 0.94 degeri ile P. major s.l., ardindan en yuUksek
cesitliligi ise 0.92 degeri ile P. tobbi gostermis; en dusuk gesitlilik 0.50 degeri ile
P. kandelakii s.|."de gozlenirken, P. perfiliewi s.l. igin haplotip ¢esitliligi 0.69 olarak
hesaplanmistir. Larroussius alt cinsi igin cacophony genine ait veri elde edilen
ornek sayisi, heterozigot indel gorulen 6rnek sayisi, her bire ait haplotip sayisi ve
haplotip c¢esitlilik degerleri Cizelge 3.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Cacophony geni analiz edilen Larroussius turleri igin DNA dizisi
elde edilen ve heterozigot indel gozlenen ornek sayilari ile her bir

tur icin tespit edilen haplotip sayisi ve haplotip gesitlik degerleri

P. kandelakii

S| P. major s.l. P. perfiliewi sl.  P. tobbi
gacophony dizisi olan 42 68 80 40
ornek sayisi
Heterozigot indel
g06zlenen 6rnek sayisi 15 122 33 57
Klonlanan 6rnek sayisi 4 5 0 2
Haplotip sayisi 9 40 15 38
Haplotip cesitliligi 0.50* 0.94* 0.69 0.92

* Haplotip cesitliligi, analizlere dahil edilmeyen klonlar gikarilarak hesaplanmigtir.

Birey sayisinin fazla olmasi ve turlerin igerisinde klonlanan orneklerin varligi

sebebiyle Larroussius alt cinsinin cacophony geninin analizleri her bir tar / tlr
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kompleksi igcin ayri ayri gercgeklestiriimis, her analizden once en uygun

substitisyon modeli veri setleri igin ayri hesaplanmistir.
e P. kandelakii s.l. igcin cacophony sonuglari

P. kandelakii s.l. bireylerinin orneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari,
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlarn Cizelge 3.7.de
gOsterilmisgtir.

Cizelge 3.6. Larroussius alt cinsinde yer alan P. kandelakii s.l. orneklerinin
cacophony geni igin elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin

lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
KOS 3.2 kandelakii_cac 7
CiC 21 kandelakii_cac 7
cic2s8 kandelakii_cac 7
Samsun CIC 3.3 (Klon 5)* kandelakii_cac_6
CIC 3.3 (Klon 3) kandelakii_cac_7
DURA 3.1 kandelakii_cac 7
DURA 3.2 kandelakii_cac 7
DURA 3.3 kandelakii_cac 7
Sinop AKC 1.21 kandelakii_cac 7
lgdir Pirli 2 (Klon 2) kandelakii_cac_2
Pirli 2 (Klon 7) kandelakii_cac_1
_ YNK 2.3 kandelakii_cac 7
o YNK 2.7 kandelakii_cac_7
< YNK 2.8 kandelakii_cac_7
K} YNK 2.9 kandelakii_cac_7
S Rize YNK 2.10 kandelakii_cac 7
=< YNK 2.11 kandelakii_cac_7
e YNK 3.8 kandelakii_cac_7
YNK 3.9 kandelakii_cac 7
YNK 3.10 kandelakii_cac 7
BLN 14 kandelakii_cac 7
BLN 55 kandelakii_cac 7
NEB 31 kandelakii_cac 7
NEB 114 kandelakii_ cac 7/8
Karabik |NEB 124 kandelakii_cac 7
NEB 144 kandelakii_cac 7
NEB 2.216 kandelakii_cac 7
NEB 2.219 kandelakii_cac 7
NEB 2.222 kandelakii_cac_7

Cizelge 3.7. devam ediyor.
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BLD 11 kandelakii_cac 7
BLD 100 kandelakii_cac 7
BLD 140 kandelakii_cac 7
Antalya BLD 2.3 kandelak?i_cac_?
BLD 3.99 kandelakii_cac 7
BLD 3.102 kandelakii_cac 7
BLD 3.161 kandelakii_cac 7
BLD 4.10 kandelakii cac 7/9
r YUVA 1.11 kandelakii_cac_3
:i‘t YUVA 1.16 kandelakii_cac_3
3 KLM 1.21 kandelakii_cac_3
g Erzincan | KLM 1.22 (Klon 6) kandelakii_cac_3
Q KLM 1.22 (Klon 2) kandelakii_cac 4
KLM 1.24 kandelakii_cac 3
KLM 1.28 kandelakii cac 4
BG 1.20 kandelakii_cac 4
DUM 1.7 kandelakii_cac 3
DUM 1.8 (Klon 7) kandelakii_cac_3
Malatya
DUM 1.8 (Klon 1)* kandelakii_cac_5
KKOY 1.10 kandelakii_cac 4
KKOY 1.11 kandelakii cac 3

* Populasyonda temsil edilmemesi nedeniyle higbir analize dahil ediimeyen klon haplotiplerini

gOstermektedir.

P. kandelakii s.|. drneklerinin analizleri igin dig grup olarak Larroussius alt cinsine
ait P. major s.l., P. tobbi ve P. peffiliewi s.l. ornekleri kullaniimigtir. S6z konusu
veri seti icin en uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmis, veri setine
gore en uygun model K2+G (Kimura 2-parameter) olarak belirlenmistir. Bu model
altinda ML filogenetik agaci olusturulmustur. Elde edilen P. kandelakii s.l.
haplotipleri, temelde iki ana soya ayriimistir. ilk soyu Samsun, Rize, Karabik ve
Antalya olmak Uzere Turkiye'nin farklh cografi bolgelerinden toplanan
kandelakii_cac_8, kandelakii cac_ 7 ve kandelakii_cac_ 9 haplotipleri
olusturmaktadir. ikinci soyda ise kandelakii_cac_3, kandelakii_cac 4,
kandelakii_cac_2 ve kandelakii_cac_1 haplotiplerinin yer aldigi Erzincan,
Malatya ve 13dir populasyonlari bulunmaktadir. Birinci soyda bulunan
kandelakii_cac_7 haplotipinin, Turkiye'de en c¢ok bulunan P. kandelakii s.l.
haplotipi oldugu bulunmustur (haplotip frekansi 66). ikinci ana soyu olusturan
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haplotipler degerlendirildiginde, Igdirdan o6rneklenen kandelakii_cac_1 ve
kandelakii_cac_2 haplotiplerinin, %71 bootstrap degeri ile Erzincan ve Malatya
populasyonlarini  temsil eden kandelakiicac_ 3 ve kandelakii_cac 4
haplotiplerinden ayrildig1 goérulmusttr. Cacophony haplotipleri kullanilarak
olusturulan P. kandelakii s.l. ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi

Sekil 3.5.’te verilmigtir.

P. kandelakii s.|. cacophony veri seti icin tur i¢i genetik uzaklik hesaplamalari JC
(Jukes-Cantor) modeli altinda gergeklestiriimis, analize dahil edilen tum
populasyonlar birlikte degerlendirildiginde grup ici genetik uzaklik degerinin
%1’den fazla oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak genetik uzaklik hesaplamalari,
ML filogenetik agacinda belirgin sekilde ayrildigi gozlenen iki ana soy hatti ayri
ayri degerlendirilerek gergeklestirildiginde Samsun, Sinop, Rize, Karabuk ve
Antalya populasyonlarinin olusturdugu ilk soy igin grup igi genetik uzakhgin
%0.00; Erzincan, Malatya ve Igdir populasyonlarinin olusturdugu ikinci soy igin
genetik uzakhgin ise %0.41 oldugu belirlenmigtir. Bu iki ana soy arasi genetik
uzaklk degeri ise %2.13 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.8.). Bu sonugclar
molekuller varyans analizi (AMOVA) ile de desteklenmigtir. Analiz edilen P.
kandelakii s.. 6rnekleri icin gozlenen varyasyonun buyuk bir kisminin filogenetik
analizlerin igaret ettigi iki soy arasindaki varyasyondan (%92.75, ®¢1=0.9275, p
< 0.05) kaynaklandigi, buna ek olarak bu soylari olusturan populasyonlar arasi
varyasyonun toplam varyasyonun %3.64’Un0U olusturdugu (®sc=0.5022, p <
0.05), populasyon igi varyasyonun ise %3.61 (®sc=0.9639, p<0.0001) oldugu
tespit edilmigtir.
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== kandelakii_cac_1 (2)

b kandelakii_cac_2 (2

0.53 ii_cac_ 4 (8)

ii_cac_3 (16)

ii_cac_ 8 (1)

0.92

— kandelakii_cac_7 (66)

0.65

b kandelakii_cac_9 (1)
093 P. perfiliewi s.|
0.70
0.99 P. tobbi
1 .
P. majors.1.

2.0

Sekil 3.5. Cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. kandelakii s.l. i¢in elde edilen ML filogenetik
agaci (Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).
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Cizelge 3.7. Larroussius alt cinsinde yer alan P. kandelakii s.l. gruplarinin
cacophony geni bakimindan grup igi ve gruplar arasi genetik
uzaklik degerleri.

Grup 1 Grup 2
Grup 1 0.0000 0.0094
Grup 2 0.0213 0.0041
Késegen degerler (kirmizi font) : Grup igi genetik uzaklik degerleri
Késegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Gruplar arasi genetik uzaklik degerleri

Késegenin Ustlinde kalan degerler (koyu siyah font) : Gruplar arasi standart sapma degerleri

Grup 1 : kandelakii_cac 7,6, 8,9

Grup 2 : kandelakii_cac 3, 4,5, 2, 1

e P. major s.l. igin cacophony sonuglari

P. major s.I. bireylerinin orneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari, haplotipleri
ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlar Cizelge 3.9."de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Larroussius alt cinsinde yer alan P. major s.. Orneklerinin
cacophony geni igin elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin
lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
IM 1.7 major_cac_15/16
Ankara YES 1.15 major_cac_15/16
YES 2.8 major_cac_16 /22
YES 4.2 major_cac_15/16
ISK 2.2 major_cac_16 /22
. ISK 3.1 major_cac_16 /22
P YYOL 5.2 major_cac_16 /22
S YYOL 7.1 major_cac_16/22
g Rize ZFR 2.3 major_cac_16 / 22
Q DERE 2 major_cac_16 /22
ASL 5 major_cac_16 /22
YKOY 1.3 major_cac_16 /22

YKOY 1.33 major_cac_21

AL 3.12 (Klon 9) major_cac_12

Edirne AL 3.12 (Klon 5) major_cac_13

AL 3.12 (Klon 8)* major_cac_14
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Cizelge 3.8. devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
Tekirdag |YM 1.4 major_cac_15/16
GEL 1.4 major_cac_19/20
Bursa .
YAG 3.3 major_cac_19/20
, BAG 1.21 major_cac_19/20
Erzincan v va 1.13 major_cac_17 / 34
Kirklareli |HAM 3 major_cac_23 /26
HIZ 6 major_cac_16 /22
Sakarya |HIZ7 major_cac_16 /22
HIZ 10 major_cac_15/16
KOS 2.1 major_cac_12 /21
Cic1.2 major_cac_15/16
Samsun CiC 2.10 major_cac_16 /22
KAR 1 major_cac_19/20
CML 3.2 major_cac_6
CML 3.8 major_cac_6
TEK 1.3 (Klon 8)* major_cac_5
, TEK 1.3 (Klon 7) major_cac_6
Artvin i
TEK 1.3 (Klon 3) major_cac_7
7; TEK 1.3 (Klon 2)* major_cac_8
S TEK 1.3 (Klon 1)* major_cac_9
g TEK 1.18 major_cac_27 / 35
o KRBRN 2 major_cac_16 /22
KRBRN 4 major_cac_23 /26
zmir SFR 12 majzor_cac_15/ 16
SFR 13 major_cac_19/20
SFR 38 major_cac_16 /22
SFR 41 major_cac_25/ 32
Tokat GK 4 major_cac_15/16
GK 10 major_cac_17/18
, AKC 1.2 major_cac_19/20
Sinop ,
UcC 21 major_cac_15/16
Canakkale |IF 15.17 major_cac_21
KARA 14.104 major_cac_28
Kars KARA 14.105 major_cac_27
KOT 78.17 major_cac_27
BLN 2 major_cac_16/29
BLN 3 major_cac_23 /26
Karabik |NEB 2 major_cac_21
NEB 3 major_cac_12
YYL 2 major_cac_12
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Cizelge 3.8. devam ediyor.

CUH 10 (Klon 8)
CUH 12

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
BLD 4 major_cac_39 /40
BLD 6 major_cac_13/ 38
Antalya BLD 7 major_cac_12/ 37
GKC 2 major_cac_36
GKC 3 major_cac_33/ 36
OT 68 major_cac_2
OT 99 major_cac_1/2
SOF 95 major_cac_1/2
DUT 16 major_cac_1/2
DUT 42 (Klon 6) major_cac_10
. Adana CEL 12 major_cac_2
ES TEP 3.97 major_cac_2
S ZER 264 (Klon 8) major_cac_1
E ZER 264 (Klon 6) major_cac_2
ZER 264 (Klon 5)* major_cac_3
ZER 264 (Klon 4)* major_cac_4
KDIS 4 major_cac_23 /25
Mersin KDIS 2.55 major_cac_23 /24
SARI 2 major_cac_21
SEB 5 major_cac_2
Hatay .
SEB 19 major_cac_33
CUH 6 major_cac_30
CUH 10 (Klon 2) major_cac_1
K. Maras

major_cac_11

major_cac_30/ 31

* Populasyonda temsil edilmemesi nedeniyle higbir analize dahil edilmeyen klon haplotiplerini

gOstermektedir.

P. major s.I. haplotiplerinin ML filogenetik agacini olusturmak i¢in dig grup olarak
Larroussius alt cinsine ait P. kandelakii s.l., P. peffiliewi s.I. ve P. tobbi turlerine
ait ornekler kullaniimigtir. Bu veri seti icin hesaplanan ve en uygun nukleotid
substitisyon modeli olarak bulunan K2+G (Kimura 2-pameter + Gamma
distributed) modeli altinda filogenetik aga¢ olusturulmustur. Diger analizlerde

oldugu gibi, filogenetik analizler igcin de klonlama islemi sonunda, tek bir 6rnege
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ait ikiden fazla cacophony geni dizisi elde edilen 6rnekler, gene ait diger diziler
ile hizalanmis, her birey i¢in populasyonda var oldugu bilinen iki adet DNA dizisi

analizlere alinmis, diger diziler analizlerin diginda tutulmustur.

Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan P. major s.l. érnekleri igin olusturulan ML
filogenetik agaci temelde iki ana soya ayriimistir. ilk ana soy hattini %55
bootstrap degeri ile major_cac_28, 33, 36, 2, 10, 1, 30 ve 31 haplotipleri; ikinci
ana soy hattini ise, Turkiye’'de var oldugu bilinen diger P. major s.l. érneklerinden
elde edilen haplotipler olusturmustur. Birinci soy hatti, kendi igerisinde Ug¢ alt soya
ayrilmigtir: Bunlardan ilkini Turkiye’de Adana, Hatay ve Kahramanmarag'tan
toplanan major_cac_2, 10, 1, 30 ve 31 haplotipleri olusturmustur. Bu alt soy, %65
bootstrap degeri ile desteklenerek, birinci soy icerisindeki diger gruplardan
ayrilmistir. ikinci alt soyu major_cac_33 ve 36 haplotipleri olusturmus; Antalya ve
Hatay’dan toplanan orneklere ait bu haplotiplerin bulundugu alt soy, %67
bootstrap degeri ile desteklenmistir. SEB 19 Hatay Ornegi, birinci alt soyda
bulunan tum Hatay 6rneklerinden; GKC2 ve GKC 3 Antalya ornekleri ise ikinci
ana soyda bulunan diger Antalya orneklerinden ayrilarak, birlikte farkli bir alt soyu
olusturmustur. Uglinci alt soyda ise tek bir Kars 6rneginden elde edilen
major_cac_28 haplotipinin yer aldigi gérulmustur. Hatay ve Antalya 6rneklerinde
oldugu gibi KARA 14.104 Kars 6rnegi (major_cac_28), diger Kars 6rneklerinden
ayrilarak farkh bir grup olusturmustur. Kahramanmarag’tan toplanan ve
heterozigot insersiyon / delesyon gostermesi nedeni ile klonlanan CUH 10
bireyine ait elde edilen iki adet allel, tim P. major s.l. 6rnekleri igin olusturulan
filogenetik ML agacinda farkl soylarda yer almig, allellerden biri (major_cac_1)
birinci ana soy hattinda bulunurken diger allel (major_cac_11) ikinci ana soy
hattinda yer almigtir. Cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius
alt cinsine ait P. major s.l. orneklerinin ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin
frekansi Sekil 3.6.'da verilmistir.
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major_cac_17 (2)

_E major_cac_18 (1)
major_cac_14 (2)
_E major_cac_37 (1)
major_cac_7 (2)
_E major_cac_12 (8)
major_cac_39 (1)
_E major_cac_15 (9)
major_cac_23 (5)

| _E major_cac_26 (3)

major_cac_29 (1)

major_cac_11 (2

major_cac_25 (2)

major_cac_21 (9)

—E major_cac_16 (24)

major_cac_22 (14)

major_cac_24 (1)

0.55 - major_cac_38 (1)

|- major_cac_40 (1)

= major_cac_19 (6)

major_cac_20 (6)
| E major_cac_13 (3)
major_cac_6 (6)

[~ major_cac_34 (1)

0.71

| major_cac_32 (1)

1 0.62 - major_cac_27 (5)

| - major_cac_35 (1)
major_cac_28 (2)

0.55 067 = major_cac_33 (3)

major_cac_36 (3)

major_cac_2 (17)
0.6

major_cac_10 (2)

0.65 major_cac_1 (7)
_E major_cac_30 (3)
major_cac_31 (1)
_4 P. kandelakii s.|.
0.
- —4 P. perfiliewi s.|.
0.88

P. tobbi

INPS

Sekil 3.6. cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. major s.l. igin elde edilen ML filogenetik agaci
(Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).
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P. major s.l. bireylerine ait cacophony veri seti igin en uygun nukleotid
substitisyon modelinin JC+G (Jukes-Cantor + Gamma distributed) oldugu tespit
edilmistir. Genetik uzaklik hesaplamalari bu model dikkate alinarak
gerceklestiriimis ve P. major s.l. igin tur ici genetik uzakhk degeri %1 olarak
hesaplanmigtir. Hesaplamalar, ML filogenetik agacinda gozlemlenen ana ve alt
soylarin isaret ettigi dort grup dikkate alinarak tekrar gergeklestirildiginde, grup igi
genetik uzaklik degerlerinin %0.16-%0.34 arasinda degisiklik gosterdigi, buna ek
olarak sO0z konusu gruplar arasi genetik uzakhk degerinin ise %0.83-%2.75
arasinda degistigi belirlenmigtir (Cizelge 3.10.). P. major s.l. Orneklerinin
cacophony geni icin gerceklestiriien AMOVA sonuglari da bu sonuglari destekler
niteliktedir. Dort grup arasinda gézlemlenen varyasyonun (%83.40, ®c1=0.8340,
p<0.0001), gruplar olusturan populasyonlar arasinda gozlemlenen
varyasyondan (%6.14, ®sc=0.3700, p<0.001 ) ve populasyon i¢i varyasyondan
(%10.46, Psc=0.8954, p<0.0001) daha yuksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.9. Larroussius alt cinsinde yer alan P. major s.l. gruplarinin cacophony

geni bakimindan grup ici ve gruplar arasi genetik uzaklik degerleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Grup1 0,0027 0,0052 0,0086 0,0106
Grup2 0,0083 0,0016 0,0070 0,0099
Grup3 0,0168 0,0116 - 0,0112
Grup4 0,0275 0,0236 0,0266 0,0034
Kbdsegen degerler (kirmizi font) : TUr i¢i genetik uzaklik degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Tarler arasi genetik uzaklik degerleri

Kbsegenin Ustiinde kalan degerler (koyu siyah font) : Tirler arasi standart sapma degerleri

Grup 1 : major_cac_2, 10, 1, 30, 31
Grup 2 : major_cac_33, 36
Grup 3 : major_cac_28

Grup 4 : Kalan bitiin major haplotipleri
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e P. peffiliewi s.l. igin cacophony sonuglari

P. peffiliewi s.I. bireylerinin 6rneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari,
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge 3.11.de
gOsterilmisgtir.

Cizelge 3.10. Larroussius alt cinsinde yer alan P. perfiliewi s.I. drneklerinin
cacophony geni igin elde edilen haplotipleri ve bu

haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
YAG 2.4 perfiliewi_cac 4
YAG 2.6 perfiliewi_cac_3
Bursa YAG 2.7 perfiliew?_cac_3
YAG 2.1 perfiliewi_cac 3
YAG 2.12 perfiliewi_cac 3
YAG 3.10 perfiliewi_cac 3
YM1.9 perfiliewi_cac 4
YM 2.4 perfiliewi_cac 3
1Z1.2 perfiliewi_cac_3
Tekirdag IZ1.4 perfiliewi_cac 3
1Z1.375 perfiliewi_cac 3
1Z1.376 perfiliewi_cac 3
1Z1.377 perfiliewi_cac 3
AL 3.17 perfiliewi_cac 4
. Edirne BOS 1.10 perfiliewi_cac 3
_ui SARI 3.2 perfiliewi_cac 3
s HAM 3.10 perfiliewi_cac_3
= PAM 8 perfiliewi_cac_1
E PAM 11 perfiliewi_cac 1/7
:_.' PAM 12 perfiliewi_cac_1/2
PAM 30 perfiliewi_cac_1
Sanhurfa | HIS 2 perfiliewi_cac_1
HIS 4 perfiliewi_cac_1
HIS 7 perfiliewi_cac_1/8
HIS 8 perfiliewi_cac_1
HIS 9 perfiliewi_cac_1
Igclir Pirli 3 perfiliewi_cac_1
Pirli 4 perfiliewi cac 1/10
YYL 3 perfiliewi_cac 3
YYL 4 perfiliewi_cac 3/9
. YYL5 perfiliewi_cac 3
Karabtk |y g perfiliewi_cac_3
BLN 15 perfiliewi_cac 3
BLN 18 perfiliewi_cac 3
Kars KOT 1 perfiliewi_cac_1
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Cizelge 3.10.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
HCL 1 perfiliewi_cac_1
HCL 2 perfiliewi_cac_1/2
Gankiri HCL 3 perfiliewi_cac_1
HCL 5 perfiliewi_cac_1
KDL 3 perfiliewi_cac_1/2
KDL 8 perfiliewi_cac_1/2
KDL 9 perfiliewi_cac_1
KDL 12 perfiliewi_cac_1/2
Yozaat KDL 18 perfiliewi_cac_1/2
g KDL 31 perfiliewi_cac_4/5
KDL 32 perfiliewi_cac _1/4
KDL 34 perfiliewi_cac_1/2
KDL 35 perfiliewi_cac 3
KDL 36 perfiliewi_cac_1
. MK 1 perfiliewi_cac_1/2
Sivas MK 2 perfiliewi_cac 1/2
BG 2.15 perfiliewi_cac_1
BG 2.34 perfiliewi_cac 1/6
Malatya BG 2.39 perfiliewi_cac 1/6
. BG 1.288 perfiliewi_cac_1/2
P BG 1.262 perfiliewi_cac_1/6
§ Adana DAM 4.29 perfiliewi_cac_13/ 14
= CAM 5.81 perfiliewi_cac 14 /15
§. BAK 1.3 perfiliewi_cac _1/6
Q BAK 1.5 perfiliewi_cac_1/2
Tokat o
BAK 1.42 perfiliewi_cac 3
BAK 1.44 perfiliewi_cac 1/2
OVA 5.1 perfiliewi_cac_1/2
VET 2.1 perfiliewi_cac_1/2
VET 3.3 perfiliewi_cac_1/2
VET 3.4 perfiliewi_cac_1
Ankara VET 3.4.2 perfiliewi_cac_1/2
VET 3.5 perfiliewi_cac_1/12
VET 3.6 perfiliewi_cac_1
VET 3.7 perfiliewi_cac_1/2
VET 3.8 perfiliewi_cac_1
VET 3.9 perfiliewi_cac_1
BOY 4.1 perfiliewi_cac_1
BOY 4.2 perfiliewi_cac_1
BOY 4.3 perfiliewi_cac 1/7
. BOY 4.4 perfiliewi_cac_1
Artvin BOY 4.5 perfiliewi_cac_1
BOY 4.7 perfiliewi_cac_1/ 11
BOY 4.8 perfiliewi_cac_1
BOY 4.10 perfiliewi_cac_1
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P. perfiliewi s.l. haplotipleri icin ML agacinin olusturulmasi, K2+G (Kimura 2-
parameter + Gamma distributed) nukleotid substitisyon modeli altinda
gerceklestiriimig, dis grup olarak Larroussius alt cinsine ait P. tobbi, P. kandelakii

s.l. ve P. major s.l. 6rnekleri kullaniimigtir.

P. perfiliewi s.l. haplotipleri kullanilarak olusturulan ML filogenetik agaci
incelendiginde, Turkiye'nin farkli cografi bolgelerinden toplanan tim haplotiplerin
belirgin bir farklilagsma gostermeksizin tek bir ana soy iginde gruplandigi tespit
edilmistir. En ylUksek frekansa sahip (76) perfiliewi_cac_1 haplotipinin cografi
bolge fark etmeksizin P. perfiliewi s.l. bireylerinin Turkiye'de yayilim gosterdigi
neredeyse butun lokalitelerinden orneklendigi belirlenmistir. Benzer sekilde en
yuksek frekans gosteren ikinci ve Uguncu haplotipler olan perfiliewi_cac_3 ve
perfiliewi_cac_2 (sirasiyla haplotip frekanslari 43 ve 17) de herhangi bir cografi
sinir gozlenmeksizin farkli cografyalardan érneklenmistir. Cacophony haplotipleri
kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsine ait P. perfiliewi s.l. drneklerinin ML

filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.7.de verilmistir.

Tam P. perfiliewi s.|. ornekleri kullanilarak hesaplanan en uygun nukleotid
substitisyon modeli, bu veri seti i¢in JC (Jukes-Cantor) olarak bulunmus, genetik
uzaklik hesaplamalari JC modeli altinda gergeklestirilmistir. P. perfiliewi s.l.
ornekleri icin yapilan tur ici genetik uzakhk hesaplamalari sonucunda bulunan

%0.37 degeri, ML agacinda gozlenen durumu destekler nitelikte sonug vermigtir.
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0.74

0.64

perfiliewi_cac_13 (1)

0.88

e perfiliewi_cac_14  (2)

perfiliewi_cac_7 (2)

perfiliewi_cac_1 (76)

perfiliewi_cac_11 (1)

perfiliewi_cac_9 (1)

perfiliewi_cac_4 (8)

perfiliewi_cac_3  (43)

— perfiliewi_cac_5 (1)

perfiliewi_cac_15 (1)

perfiliewi_cac_8 (1)

0.73

0.99

0.51

perfiliewi_cac_10 (1)

perfiliewi_cac_6 (4)

== perfiliewi_cac_2 (17)

perfiliewi_cac_12 (1)

P. tobbi

0.98

P. kandelakii s.|.

P. majors.l.

Sekil 3.7.

cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. perfiliewi s.l. igin elde edilen ML filogenetik
agaci (Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini

gOstermektedir).
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e P. tobbiigin cacophony sonuglari

P. tobbi bireylerinin orneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari, haplotipleri ve

bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlar Cizelge 3.11.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Larroussius alt cinsinde yer alan P. tobbi orneklerinin
cacophony geni igin elde edilen haplotipleri ve bu
haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
DEN 1.10 tobbi_cac 3
Aydin DEN 1.19 tobbi_cac _3/33
AKB 5.7 tobbi_cac 8
AKB 5.8 tobbi_cac 5/16
Bursa GUN 1.5 tobbi_cac _3/32
Tekirdag 1Z1.3 tobbi_cac 3/16
Edirne HAM 1.2 tobbi_cac 3
Antalya BLD 4.14 tqbbi_cac_8
BLD 5.37 tobbi_cac 21/38
YKOY 1.27 tobbi_cac 6/7
Rize ASL 9 tobbi_cac 20/ 21
YYOL 3.46 tobbi_cac 17 /19
TEK 1.4 tobbi_cac 35/ 36
Artvin TEK 1.7 tobbi_cac 33/ 34
- TEK 1.28 tobbi_cac 21/37
S AKC 2.20 tobbi_cac_3
E Sinop AKC 2.25 tobbl_c.ac_3/ 18
AKC 3.23 (Klon 6) tobbi_cac 1
AKC 3.23 (Klon 2) tobbi_cac_2
Malatya KKOQOY 1.8 tobb?_cac_9/ 10
KKQOY 1.9 tobbi_cac 5/26
SEB 4 tobbi_cac 6/12
Hatay SEB 9 tobbi_c?c_22 /23
SEB 16 (Klon 7) tobbi_cac_3
SEB 16 (Klon 2) tobbi_cac_4
K. Maras CUH 5 tobbi_gac_27 /28
CUH 11 tobbi_cac_11
Tokat BAK 1.43 tobbi_cac 13
BAK 1.79 tobbi_cac 3
YUVA 1.3 tobbi_cac 13
Erzincan |YUVA 2.19 tobbi_cac 13
YUVA 2.116 tobbi_cac 14 /15

58




Cizelge 3.11. devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
Sivas MK 3 tobbi_cac 3
DRI 15 tobbi_cac 3
Mardin
DRI 21 tobbi_cac_24 /25
KDL 2 tobbi_cac 13
KDL 4 tobbi_cac_17
3 Yozgat ]
'8 KDL 30 tobbi_cac 3
E KDL 39 tobbi_cac_17
Mersin SARI 10 tobbi_cac 3/5
KRBRN 49 tobbi_cac 30/ 31
. SFR 3 tobbi_cac 5
Izmir
SFR 37 tobbi_cac 29
SFR 44 tobbi_cac 3/5

P. tobbi haplotipleri igin dig grup olarak Larroussius alt cinsine ait P. perfiliewi s.l.,
P.kandelakii s.l. ve P. major s.l. 6rnekleri kullaniimig, s6z konusu veri seti i¢in en
uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmigtir. JC+G (Jukes-Cantor +
Gamma distributed) modeli, en uygun model olarak belirlenmisg, P. tobbi igin ML
filogenetik agaci bu model altinda olusturulmustur. Tum P. tobbi ornekleri
icerisinden rastgele secilen AKC 3.23 ve SEB 16 ornekleri klonlanmig, DNA dizi

analizi sonucu klonlarda elde edilen diziler analizlere dahil edilmigtir.

Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan P. tobbi igin olusturulan ML filogenetik
agaci, oldukca yuksek (%90) bir bootstrap degeri ile Larroussius alt cinsi
icerisindeki diger turlerden belirgin sekilde ayriimistir. Klonlanan orneklere ait
diziler, populasyonda yer alan diger orneklerin DNA dizileri ile uyumlu olarak
gruplanmis, herhangi bir cografi ayrim olmaksizin P. tobbi'nin tum Turkiye'de tek
bir soy olarak bulundugu goérulmustur. En yuksek haplotip frekansini gosteren
(22) tobbi_cac_3 haplotipi, P. tobbi’'nin Turkiye’'de yayilim gosterdigi bilinen tum
yerel populasyonlarinda paylasiimistir. Cacophony haplotipleri kullanilarak
olusturulan Larroussius alt cinsine ait P. tobbi 6rneklerinin ML filogenetik agaci

ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.8."da verilmistir.
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0.66 tobbi_cac_ 9 (1)
tobbi_cac_26 (1)
tobbi_cac_11 (2)

0.67 tobbi_cac_18 (1)

tobbi_cac_36 (1)

tobbi_cac_16  (2)

tobbi_cac_22 (1)

tobbi_cac_8 (4)
tobbi_cac_4 (2)
tobbi_cac_27 (1)

tobbi_cac_1 (2

)
tobbi_cac_6 (2)
)

tobbi_cac_2 (2

tobbi_cac_13 (8)

tobbi_cac_5 (6)

1]

tobbi_cac_37 (1)

|_ tobbi_cac_7 (1)

| tobbi_cac_24 (1)

- tobbi_cac_33

|- tobbi_cac_34

| tobbi_cac_12 (1

I— tobbi_cac_38 (1

tobbi_cac_21
0.62 tobbi_cac_35
tobbi_cac_30 (1)

tobbi_cac_31 (1)

tobbi_cac_17  (5)

tobbi_cac_23 (1)

tobbi_cac_3 (22)

tobbi_cac_10 (1)
tobbi_cac_19 (1)
tobbi_cac_32 (1)

tobbi_cac_20 (1)

tobbi_cac_14 (1)

tobbi_cac_15 (1)

5}

10 L

70 tobbi_cac_25 (1)

0.68 tobbi_cac_28 (1)

tobbi_cac_29 (2)

P. perfiliewi s.|.

o
©
o

P. kandelakii s.|.

A

P. majors.1.

A

2.0

Sekil 3.8. cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. tobbi igin elde edilen ML filogenetik agaci
(Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).

60



Tam P. tobbi bireyleri kullanilarak en uygun nukleotid substitisyon modeli tekrar
hesaplanmig, JC (Jukes-Cantor) modeli en uygun model olarak belirlenmistir. P.
tobbi icin tur igi genetik uzaklik hesaplamasi, bu model altinda gergeklestiriimig
ve %0.68 olarak bulunmustur.

Larroussius alt cinsi icerisinde yer alan tum turlere ait sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, bu alt cinse ait turlerin cacophony geni bakimindan
gosterdikleri nukleotid degisimleri Sekil 3.9’da 6zetlenmisgtir.
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100
|

kandelakii_cac.2 TGGCCGAACA TAATGTTAGC CTGTCTTAAG GGAAGACCAT GTGATGAGCG AGCTGGCAAA GAACCCCACG AAACATGTGG GTCATCTCTG GCTTATGCAT ACTTCGTGTC 110

kandelakii_cac_7
major_cac_1
major_cac_33
major_cac_28
major_cac_19
major_cac_27
major_cac_38
perfiliewi_cac_2
perfiliewi_cac_3
tobbi_cac_27
tobbi_cac_35
Korunmus ve
degisken bolgeler

kandelakii_cac_7
major_cac_1
major_cac_33
major_cac_28
major_cac_19
major_cac_27
major_cac_38
perfiliewi_cac_2
perfiliewi_cac_3
tobbi_cac_27

198
191
193
197
197
199
198
201
202
201

120 140 160 180 200
kandelakii_cac_2 CTTCATCTTT TTCTGTTCGT TCTTGGTAAG TCGACGCTTT T———TT——TT CAT-CTTAAG AGATTCCCAA ACTTACCGAT CGCGTTTTCT TC 196

........................................ ---..CT.. i.568.4.8 ......T. e .G AL
.................... T.....G T.GA.T.-- —----=-=---- .T.TTC.T.C ......T..G ......T. ATA......
.................... T.....G GA.T..C - ---===--. TT.TTC.T.C ......T..G .......... ATA. .. ...
.................... T.....G. GATT .-=--..T--G TT.TTC.T.C ......T..G .......... .ATA......
.................... T.....G. GA.T.C. C---.-T-. TT.TTC.T.C ......T. e .. TATAL. .. ...
.................... T.....G. T.GA.T C---..TA. TT.TTC.T.C ......T..G .......... TATA......
.................... T.....G. GA.T.C. C---.GT-.. TT.TTC.T.C ......T..G .......... TATA......
.................................... TGG ATT..TT.C ...-....G. GA....T. T LATL L
.............................. A.....T ATT..TT.. .CAT...GG. GA....T. T LATL L
.............................. TT.GCT ATT..TT.C ...-....G. .A....T. N IT. o
.............................. TT.GCT ATT..TT.C .C.T....G. .A....T. oo oo JCTL ...

tobbi_cac_35
Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.9.

Larroussius alt cinsine ait turlerin cacophony haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degisimleri
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Butin  Larroussius  oOrnekleri  cacophony geni  bakimindan  birlikte
degerlendirildiginde, tum ornekler igin en uygun nukleotid substitisyon modeli
GTR+G (General Time Reversible + Gamma distributed) olarak bulunmus ve tar
(tur kompleksi) ici ve turler (tur kompleksleri) arasi genetik uzaklik hesaplamalari
gerceklestiriimigtir. Tarler arasi genetik uzaklik degerlerinin %4.23-%10.34, tur ici
genetik uzakhk degerlerinin ise %0.19-%1.27 arasinda degistigi belirlenmigtir
(Cizelge 3.12.).

Cizelge 3.12. Larroussius alt cinsinde yer alan turlerin cacophony geni
bakimindan tar ici ve turler arasi genetik uzaklik degerleri.

P. kandelakii s.|. P. major s.I. P. perfiliewi s.I. P. tobbi
P. kandelakii s.1. 0.0094 0.0207 0.0172 0.0185
P. major s.l. 0.0874 0.0127 0.0218 0.0237
P. peffiliewi s.l. 0.0619 0.0921 0.0019 0.0133
P. tobbi 0.0687 0.1034 0.0423 0.0072
Kdsegen degerler (kirmizi font) : Tur ici genetik uzaklik degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Tarler arasi genetik uzaklik degerleri

Kdsegenin Ustiinde kalan degerler (koyu siyah font) : Tirler arasi standart sapma degerleri

3.1.4. Adlerius Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye'de yayilim gosterdigi bilinen Adlerius alt cinsi icerisinde yer alan tum turler
calismaya dahil edilmis, 12 lokaliteden toplam 115 6rnegin cacophony geni analiz
edilmigtir. Ayrica morfolojik karakterler kullanilarak tur seviyesine kadar teshis
edilemeyen 18 adet Adlerius sp. ornegi de ¢alismaya dahil edilmigtir. Toplamda
yedi adet Phlebotomus balcanicus, iki adet Phlebotomus brevis, 35 adet
Phlebotomus halepensis, dort adet Phlebotomus kyreniae, 35 adet Phlebotomus
simici ve 16 adet Adlerius sp. 6rneginin cacophony dizisi elde edilmistir. Ayrica
P. brevis ve P. halepensis i¢in birer, P. simici ve Adlerius sp. igin ikiger ve P.
kyreniae igin ise beg bireyde heterozigot insersiyon / delesyonun varhgi tespit
edilmistir. Yeterli sayida oOrnegin cacophony gen dizisine sorunsuz sekilde
ulasiimasi nedeniyle, s6z konusu alt cins igerisinde yer alan higbir 6rnek klonlama

islemine dahil edilmemigtir. P. brevis i¢in Antalya, P. balcanicus igin Kars ve P.
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kyreniae igin Erzincan lokalitelerinden toplanan tum bireylerde heterozigot indel
gOzlenmesi nedeniyle s6z konusu turler icin belirtilien lokalitelerden temsilci
bireyler c¢alismaya katilmamigtir. Buna ek olarak P. simici igin
Kahramanmarag’tan hig¢bir 6rnegin amplifikasyonu basarili sonug vermemis ve
bu lokaliteden higbir birey galismaya dahil edilememigtir. Morfolojik karakterler
kullanilarak tur seviyesine kadar teshis edilemeyen Adlerius sp. ornekleri ise,
toplandiklari tim lokalitelerden temsilci bireylerle analizlere alinmistir.

Elde edilen tum turlere ait cacophony dizileri hizalanip duzenlenerek analizlere
hazir hale getiriimis ve Adlerius alt cinsinde yer alan butun turlerin haplotipleri
belirlenmistir. P. balcanicus ve P. brevis’e ait ikiser, P. halepensis’e ait sekiz, P.
kyreniae’e ait bes, P. simici'ye ait 28 ve Adlerius sp.’ye ait U¢ adet olmak Uzere,
Adlerius alt cinsi igerisinde toplamda 48 adet haplotipin var oldugu tespit
edilmistir. Tum tarler igin haplotip gesitliligi hesaplanmis ve en ylksek haplotip
cesitliligini 0.90 degeri ile P. simici gosterirken, en dusuk haplotip ¢esitliligi 0.48
degeri ile Adlerius sp. i¢in bulunmustur. Diger turlere ait haplotip cesitliligi
degerleri ise P. balcanicus igin 0.49, P. brevis igin 0.50, P. halepensis i¢in 0.84
ve P. kyreniae i¢in 0.86 olarak hesaplanmigtir. Cacophony genine ait veri elde
edilen ornek sayisi, heterozigot indel goérilen ornek sayisi, turlerin haplotip
sayilari ve haplotip gesitlilikleri Cizelge 3.13.’te yer almaktadir.

Cizelge 3.13. Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan turlerin analizlere dahil edilen
ve indel gozlenen ornek sayilari ile her bir tur icin elde edilen
haplotip sayisi ve haplotip ¢esitligi.

P. balcanicus P. brevis P. halepensis P. kyreniae P. simici Adler;Lés
cacophony dizisi 7 2 35 4 35 16
olan 6rnek sayisi
Heterozigot indel
gbzlenen 6rnek 0 1 1 5 2 2
sayisl
Haplotip sayisi 2 2 8 5 28 3
Haplotip cesitliligi 0.49 0.50 0.84 0.86 0.90 0.48
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Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan turlerin orneklendikleri lokaliteler, ornek
numaralari, haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge
3.14.’te; bu alt cinse ait turlerin cacophony geni bakimindan gosterdikleri

nukleotid degisimleri ise Sekil 3.10.’da 6zetlenmisgtir.

Cizelge 3.14. Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan turlerin cacophony geni
icin elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere

gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
CUM 1.2 balcanicus_cac_1/2
4 CUM 1.3 balcanicus_cac_2
2 CUM 1.4 balcanicus_cac_2
§ Bursa CUM 1.10 balcanicus_cac 1
3 CuM 2.3 balcanicus_cac_2
Q HAM 2.1 balcanicus_cac 1
DAV 1.28 balcanicus_cac 2
P. brevis izmir SFR 48 brevis_cac 2
’ SFR 54 brevis_cac_1/2
KOS 1.1 halepensis_cac 4
Samsun |KOS 1.2 halepensis_cac 4
KOS 1.3 halepensis_cac 4
Sivas KA 2 halepensis_cac 3
MK 4 halepensis_cac 3
YKOY 1.2 halepensis_cac 4
Rize AK 1.2 halepensis_cac_1/5
ISK 1.2 halepensis _cac 1/5
ASL 10 halepensis_cac 4
CML14 halepensis _cac 1/5
_,,, Artvin CML 1.7 halepensis_cac 1
@ TEK 1.12 | halepensis_cac_1/5
8_ Yozgat KDL 5 halepensis cac 1/2
3 AYK 7 halepensis_cac_2
: konva | BAD23 halepensis_cac_1/3
y BAD 28 halepensis_cac 3
BAD 29 halepensis_cac 3
YUVA 1.36 halepensis_cac_2
YUVA 1.37 | halepensis cac 2/3
Erzincan YUVA 2.2 halepensis_cac_3/6
YUVA 2.3 halepensis_cac_2
YUVA 24 halepensis_cac_2
KLM 1.18 halepensis cac 2/6
BG 1.4 halepensis_cac_2
Malatya BG 1.21 halepensis_cac 2
DUM 1.1 halepensis_cac_2
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Cizelge 3.14.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
KOT 2 halepensis_cac_1/5
KOT 7 halepensis_cac_1/3
Kars :
o TK 18-2.1 halepensis_cac 3/5
§ TK 20-2.1 halepensis_cac 4
3‘ PNR 1 halepensis_cac_6/8
B PNR 2 halepensis_cac 3/7
o Mardin  |PNR 17 halepensis_cac_6/7
SRG 1 halepensis_cac 6/7
SRG 6 halepensis_cac 2/6
g DRI 4 kyreniae_cac_4/5
S ) DRI 5 kyreniae_cac_2/3
5 Mardin DRI7 kyreniae_cac_1
Q DRI 43 kyreniae_cac_2
YES 1.12 simici_cac_2
YES 1.13 simici_cac 2/18
YES 2.7 simici_cac_18/27
YES 2.9 simici_cac 2/18
YES 3.16 simici_cac_27 /28
Ankara -
YES 3.17 simici_cac 2 /27
YES 4.24 simici_cac_2
YES 4.25 simici_cac_1/2
YES 5.7 simici_cac 18
YES 5.9 simici_cac_1/2
DEN 2.12 simici_cac 2/17
S Aydin DEN 2.44 simici_cac_1
£ DEN 2.50 simici_cac_15/16
Q AKB 1.4 simici_cac_15/18
o SFR 29 simici_cac 2/9
[zmir
SFR 59 simici_cac 7/8
BLD 2.6 simici_cac_24 /25
BLD 3.110 simici_cac_ 17
BLD 3.117 simici_cac_17/20
BLD 3.164 simici_cac_18/23
Antalya o
BLD 4.17 simici_cac_21/22
BLD 5.39 simici_cac_19/20
BLD 55 simici_cac 2/10
BLD 120 simici_cac_18/26
Konya BAD 6 simici_cac 2/6

66




Cizelge 3.14.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
BAG 1.1 simici_cac 2/5
BAG 1.6 simici_cac 5/10
Erzincan BAG 1.13 simici_cac_13/14
- BAG 1.14 simici_cac_11/12
= BAG 1.15 simici_cac_2 /5
@ KKOY 1.2 simici_cac_3/4
Q Malatya .
KKOY 1.18 simici_cac 5
KDL 63 simici_cac 2
Yozgat KDL 75 simici_cac 2
KDL 84 simici_cac_1/2
BAG 1.17 adlerius_cac_1
Erzincan KLM 1.29 adlerfus_cac_Z /3
KLM 1.33 adlerius_cac _1/2
KLM 1.35 adlerius_cac _1/2
KKOY 1.13 adlerius_cac_1
KKOY 1.15 adlerius_cac_1
a KKOY 1.16 adlerius_cac_1
g KKOY 2.19 adlerius_cac_1
E KKOY 2.20 adlerius_cac_1
< KKOY 2.22 | adlerius_cac_1/2
Malatya .
KKOY 3.10 adlerius_cac 2/3
KKQY 3.12 adlerius_cac 2
DUM 1.12 adlerius_cac _1/2
DUM 1.13 adlerius_cac_1
DUM 1.14 adlerius_cac_1
DUM 1.16 adlerius_cac_1
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20 40 60 80 100
|

I | | |
simici_cac_.8 TGGCCGAACA TAATGTTAGC CTGTCTTAAG GGAAGACCAT GTGATGAGCG AGCTGGCAA- GAACCCCACG AAACATGTGG GTCATCTCTG GCTTATGCAT ACTTCGTGTC 109
imici A

SIMICI_CAC_D . o o v ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e A e e e e e e e 110
SIMICI_CAC_13 . . . . e e e e A e e e e 110
3 o U - N 110
AAIEFIUS_CAC_L . . . ot i e e e e e e e e e e e e e e e e e e A e e 110
balcaniCUus_Cac_2 . . . . . v et e e e e e e e e e e e e e e e e A e e 110
halepensis_Cac_8 . . . . . . . ... e e e e e e T LA e e 110
Kyraniae_cac_3 . . . . . i e e e e e e e e e e A e e e 110
kyraniae_Cac_4 . . . . . ... e e e e e A et e e e 110
Korunmus ve
degisken bolgeler
12‘0 1?0 1?0 1?0 zrlm zz‘o
simici_cac. 8 CTTCATCTTT TTCTGTTCGT TCTTGGTAAG ATCGGCTTTC TCAAGAGGCA TTTGACTGGA GAATGTAGGC CAATAACTTG GGCTAATAAG AAGAAT--AT AAAGAATTTT 217
SIMICI_CAC_O . . . . o o e e e e e e e e g€... ..8.1. 5. .BH.B8...H. 218
simici_cac_13 G .. 218

..C.TATAGA .T.AT.AAAA 220
. .C.TA--GA .T.AT.AAAA 218

brevis_cac_1
adlerius_cac_1

balcanicus_cac_2 ..G. - -GTTT. 202
halepensis_cac_8 .G = TGTTT. 208
kyraniae_cac_3 LA -GTTT. 205
kyraniae_cac_4 AL - -GTTT. 206
Korunmus ve
degisken bolgeler
270 Zflso 2?0 3?0 3%0
simici_cac. 8 CCAAAAACAA AGAATAATGA AAAAACAGAT TGATCTCCTA TTTTTTAGTA CTTAAAAGAC AGAATTTTGA TTTATTTTTC GAATATTTTG GGTTTTTGTG 327
simici_cac_9 i . 8 AL R EEE . EEEE. B EEEE. CEE. . JE. . EE . EEE 328
simici_cac_13 HAEE .1 AEEE. .B8.. BE. .BH. BEE 328
brevis_cac_1 .AAAC.. ACTG..CC.. .TAT 330

AAAC.. ACTG..CC..

. TAT

328
225

adlerius_cac_1
balcanicus_cac_2
halepensis_cac_8

kyraniae_cac_3

kyraniae_cac 4 ...G. .JEEEEEEEE EEEEE---BB B-B------- -B---B-BBE- BEEB------B - BE--BEEEE- - -BEB----BE ----BEE--BE --BEE--B---
Korunmus ve
degisken bolgeler

simici_cac_13
brevis_cac_1
adlerius_cac_1
balcanicus_cac_2
halepensis_cac_8
kyraniae_cac_3
kyraniae_cac_4
Korunmus ve
degisken bolgeler

ci_cac_8
i_cac_9
simici_cac_13
brevis_cac_1
adlerius_cac_1
balcanicus_cac_2
halepensis_cac_8
kyraniae_cac_3
kyraniae_cac_4
Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.10.  Adlerius alt cinsine ait turlerin cacophony haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degisimleri.
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Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan tum haplotipler ile dig grup olarak kullanilan
Larroussius alt cinsi igerisindeki P. perfiliewi s.l., P. tobbi, P. kandelakii s.. ve P.
major s.l. turlerinde olusan veri seti i¢cin en uygun nukleotid substitisyon modeli
K2+G (Kimura 2-parameter + Gamma distributed) olarak bulunmus, ML
filogenetik agaci s6z konusu model kullanilarak olusturulmustur. Elde edilen
agaca gore Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan tum turler belirgin sekilde
birbirlerinden ayrilmigtir (Sekil 3.11.).

Adlerius alt cinsi igin cacophony genine ait haplotipler kullanilarak elde edilen ML
filogenetik agacina gore temelde iki ana soyun var oldugu tespit edilmistir. Birinci
ana soy hatti Adlerius sp., P. brevis ve P. simici trlerinden olusmus ve %98
bootstrap degeri ile desteklenmistir. P. halepensis, P. balcanicus ve P. kyranie
turlerinin bir arada bulundugu ve %96 bootstrap degeri ile desteklendigi grup ise
ikinci ana soy hattini olusturmustur. Birinci ana soy hatti, kendi igerisinde u¢ alt
soya ayrilmistir. Bunlardan ilkini %73 bootstrap degeri ile ayrilan Adlerius sp.
haplotipleri, ikincisini ise %96 bootstrap dedgeri ile ayrilan P. brevis haplotipleri
olusturmustur. Erzincan ve Malatya populasyonlarindan toplanan bireylere ait
haplotipler arasinda herhangi bir ayrim gézlenmeyen Adlerius sp. ornekleri ile bu
alt soy ile yakin iligkili olarak gruplanan ve izmirden érneklenen P. brevis
haplotipleri, uglncu alt soyu olusturan P. simici 6rneklerinden %95 bootstrap
degeri ile ayrniimistir. Oldukga genig bir cografi yayilima sahip olan P. simici'nin
Turkiye'de tek bir soy hatti ile temsil edildigi, en yuksek haplotip frekansina (20)
sahip olan simici_cac_2 haplotipinin, herhangi bir cografi ayrima bagh olmaksizin
Tarkiye'de orneklendigi Malatya hari¢ butin lokalitelerde  bulundugu
belirlenmistir. ikinci ana soy hatti igerisinde ise, birinci ana soy hattinda oldugu
gibi ¢ adet alt soy olusmustur. Birinci alt soyu yuksek bir bootstrap (%81) degeri
ile desteklenen P. halepensis haplotiplerinin olusturdugu grup temsil ederken; P.
balcanicus ve P. kyreniae haplotipleri sirasiyla ikinci ve uglncu alt soylari
olusturmustur. P. simici 6érneklerinde gozlendigi gibi, P. kyreniae haplotiplerinin
kendi igerisinde %60 bootstrap degeri ile ayr bir dal olusturdugu gorulmuas
(kyreniae_cac_1, 2 ve 3 haplotipleri), bu ayrimin yalnizca Mardin'den toplanan
ornekler icerisinde belirgin gekilde gorulmesi nedeni ile genetik uzaklik
hesaplamalari P. kyreniae Ornekleri igin iki grup seklinde gergeklestiriimigtir.
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Cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Adlerius ML filogenetik agaci ve

her bir haplotipin frekansi Sekil 3.11.’de verilmistir.

Tuam Adlerius bireyleri kullanilarak en uygun nukleotid substitisyon modeli
hesaplanmis ve bu veri seti i¢cin JC+G (Jukes-Cantor + Gamma distributed)
olarak bulunmustur. Tur igi ve turler arasi genetik uzaklik hesaplamalari s6z
konusu model kullanilarak gergeklestiriimigtir. Tarler arasi genetik uzakligin %1
ve Uzeri bir deger gosterdigi, tur ici genetik uzakligin ise P. kyreniae digindaki
(%1) diger tum tarler icin %0.02 ile 0.45 arasinda bir deger oldugu belirlenmigtir.
ML filogenetik agacindan elde edilen sonuglar géz 6nunde bulundurularak P.
kyreniae Ornekleri iki farkli gruba ayrilarak genetik uzaklik hesaplamalari
tekrarlanmigtir. Birinci grubu kyreniae_cac_1, 2 ve 3 haplotiplerinin ornekleri,
ikinci grubu ise kyreniae_cac_4 ve 5 haplotiplerinin tek 6rnegi olan DRI 4
olusturmustur. Adlerius alt cinsi igerisinde siniflandirilan taksonlar i¢in cacophony
geni bakimindan elde edilen turler arasi genetik uzaklik degerlerinin %0.93-
%33.30, s6z konusu taksonlara ait tur i¢i genetik uzaklik degerlerinin ise %0.00-
%0.45 arasinda degistigi tespit edilmigtir (Cizelge 3.15.).
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kyreniae_cac_2 (3)
kyreniae_cac_3 (1)
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simici_cac_24 (1)

simici_cac_19 (1)

0.76 simici_cac_25 (1)
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simici_cac_22 (1)
simici_cac_17 (4)
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simici_cac_20 (2)

simici_cac_6 (1)

rmﬁmil#

simici_cac_14 (1)

6 brevis_cac_1 (1)

:

0.95 brevis_cac_2 (3)

073 adlerius sp._cac_2 (8)
adlerius sp._cac_1 (22)

adlerius sp._cac_3 (2)

P. peffiliewi s.I.

P. tobbi

0.83

P. kandelakii s.I.

_ 0.92
_4 P. majors.I.
6.0

Sekil 3.11.  cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Adlerius alt cinsi igin
elde edilen ML filogenetik agaci (Parantez i¢erisindeki degerler, her
bir haplotipin frekansini gostermektedir).
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Cizelge 3.15. Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan turlerin cacophony geni

bakimindan tar ici ve turler arasi genetik uzaklik degerleri.

P. balcanicus  P. brevis P. halepensis P. kyreniae  P. ky reniag P. simici Adlerg;)s
P. balcanicus 0.0018 0.0555 0.0120 0.0105 0.0152 0.0535 0.0555
P. brevis 0.3006 0.0000 0.0544 0.0556 0.0509 0.0194 0.0062
P. halepensis 0.0333 0.2977 0.0045 0.0090 0.0132 0.0558 0.0550
P. kyreniae 1 0.0252 0.3032 0.0222 0.0031 0.0114 0.0547 0.0554
P. kyreniae 2 0.0441 0.2797 0.0379 0.0260 - 0.0531 0.0508
P. simici 0.3002 0.0729 0.3186 0.3105 0.3015 0.0025 0.0170
Adlerius sp. 0.2990 0.0093 0.2977 0.3016 0.2780 0.0572  0.0000
Kosegen degerler (kirmizi font) : Tur ici genetik uzaklik degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Tarler arasi genetik uzakhk degerleri

Kdsegenin Ustiinde kalan degerler (koyu siyah font) : Turler arasi standart sapma degerleri

3.1.5. Transphlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan ve Turkiye'de yayilim gosterdigi
kaydedilen P. mascittii harig butun turlerin cacophony gen bolgeleri elde edilerek
calismaya dahil edilmis, iki farkli lokaliteden toplam 15 birey analiz edilmigtir.
Phlebotomus anatolicus turune ait tek birey diginda, analize alinan higbir ornekte
heterozigot insersiyon / delesyon goézlenmemis, cacophony genine ait diziler
basarili sekilde elde edilmistir. Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan
Phlebotomus anatolicus igin U¢, Phlebotomus economidesi igin bir ve
Phlebotomus killicki i¢in ise dokuz adet 6rnegin DNA dizisine ulagiimig, her tar
icin elde edilen cacophony genine ait DNA dizileri hizalanip dizenlenerek turlerin
orneklendikleri tum lokalitelerden temsilci birey / bireyler analizlere hazir hale

getirilmigtir.

Her tUr icin haplotipler belirlenmis; P. anatolicus i¢in dort, P. economidesi ve P.
killicki igin ise birer olmak Uzere, Transphlebotomus alt cinsi igerisinde toplamda
alti adet haplotipin var oldugu tespit edilmistir. Her bir tlre ait haplotip ¢esitliligi
hesaplanmistir ve birer haplotipe sahip P. economidesi ve P. Killicki i¢in 0.00

bulunan haplotip ¢esitliligi, P. anatolicus igin 0.80 olarak bulunmustur. Cacophony
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genine ait veri elde edilen ornek sayisi, heterozigot indel gorulen 6rnek sayisi,

turlerin haplotip sayilari ve haplotip gesitlilikleri Cizelge 3.16.’da yer almaktadir.

Cizelge 3.16. Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan turlerin analizlere
dahil edilen ve indel gozlenen ornek sayilari ile her bir tir igin elde

edilen haplotip sayisi ve haplotip cesitligi.

P. anatolicus P. economidesi P. killicki

cacophony dizisi olan
- 3 1 9
ornek sayisi
Heterozigot indel

N ~ 1 0 0
g06zlenen 6rnek sayisi
Haplotip sayisi 4 1 1
Haplotip cesitliligi 0.80 0.00 0.00

Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan turlerin 6rneklendikleri lokaliteler,
ornek numaralari, haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari
Cizelge 3.17.'de, bu alt cinse ait tlrlerin cacophony geni bakimindan gosterdikleri
nukleotid degisimleri ise Sekil 3.12."de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 3.17. Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan turlerin
cacophony geni igin elde edilen haplotipleri ve bu
haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
BLD 4.6 anatolicus_cac 3/4
P. anatolicus Antalya BLD 4.31 anatolicus_cac_3
BLD 5.56 anatolicus cac 1/2
P. economidesi Antalya BLD 5.49 economidesi cac 1
BLD killicki_cac_1
BLD 3.73 killicki_cac_1
- BLD 3.133 killicki_cac_1
_f; Antalva BLD 5.53 killicki_cac_1
E y BLD 28 killicki_cac_1
Q BLD 61 killicki_cac_1
BLD 63 killicki_cac_1
DIK 3 killicki_cac 1
Mersin KOP 17 killicki_cac 1

73



20 40

60

80

killicki_cac_1 TGGCCGAACA TAATGTTAGC CTGTCTTAAG GGAAGACCAT GTGATGAGCG AGCTGGTAAA GAACCCCACG AAACATGTGG

economidesi_cac_1
anatolicus_cac_1
anatolicus_cac_2
anatolicus_cac_3

Korunmus ve
degisken bolgeler

120 140 160

180

killicki_cac_1 CTTCATCTTT TTCTGTTCGT TCTTGGTGAG ATCCACTTTC CTT———TCCC AGAGATTGTC TCACA————C TGATCCTGTT

economidesi_cac_1
anatolicus_cac_1
anatolicus_cac_2
anatolicus_cac_3
Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.12.
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........................... A.. ...GG....T ...CCCC... TA
........................... A.. ...GG....T ...GCCC... TA
........................... A.. ...GG....T ...-CCC... TA
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AL
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A

.GTCA.
.CTCA.
.CTCA.
.CTCA.

100
|
GTCATCTCTG GCTTATGCAT ACTTCGTGTC 110
.............................. 110
.............................. 110
.............................. 110
.............................. 110
200
TTETTTETCC AGATGTTGA 202
JERNNEEEE ......... 205
Tommmmmm 203
Tommmmmm 203
Tomm-mmm ... 202

Transphlebotomus alt cinsine ait turlerin cacophony haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degisimleri.
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En uygun nukleotid substitisyon modeli, tum haplotipler ile Larroussius ve
Adlerius alt cinslerine ait dig grup ornekleri kullanilarak hesaplanmistir. S6z
konusu veri seti i¢cin en uygun model T92+G (Tamura 3-parameter + Gamma
distributed) olarak belirlenerek ML filogenetik agaci bu model dogrultusunda
olusturulmustur. Elde edilen agaca goére Turkiye'de var oldugu bilinen ve
analizlere dahil edilen Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan tum turler

belirgin sekilde birbirinden ayriimigtir.

Transphlebotomus igerisindeki turler ile birlikte iki farkli dis grup kullanilarak
olusturulan ML filogenetik agacina gore analize alinan turler Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan turler ile birlikte ayri bir dal olusturmus, bu dogrultuda
cacophony geni kullanilarak elde edilen agagta Larroussius ve
Transphlebotomus alt cinslerinin daha yakin iligki ile birlikte gruplanarak Adlerius
alt cinsinden ayrildigi tespit edilmigtir. %66 bootstrap degeri ile ayrilan
Transphlebotomus soyu, temelde iki ayri alt soya ayrilimig ve s6z konusu alt
soylar yuksek bootstrap degerleri ile desteklenmigtir. %85 ile desteklenen ve tim
haplotiplerin bir arada tek bir grubu olusturdugu P. anatolicus, %82 degeri ile
desteklenen ve ayri bir grup olusturan P. Killicki ve P. economidesi turlerinden
belirgin sekilde ayriimistir. Cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan
Transphlebotomus ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil

3.13.'te verilmistir.
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Larroussius spp.

killicki_cac_1  (9)

economidesi_cac_1 (2)

0.66

= anatolicus_cac_4 (1)

0.85 — anatolicus_cac_1 (1)

anatolicus_cac_2 (1)

anatolicus_cac_3 (3)

Adlerius spp.

9.0

Sekil 3.13.  cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Transphlebotomus
alt cinsi icin elde edilen ML filogenetik agaci (Parantez igerisindeki
degerler, her bir haplotipin frekansini gostermektedir).
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Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan tum bireyler igin en uygun nukleotid
substitisyon modeli dikkate alinarak tur ici ve turler arasi genetik uzakhk
hesaplamalari yapilmigtir. ML filogenetik agaci, bu veri seti icin en uygun model
olarak belirlenen T92+G (Tamura 3-parameter + Gamma distributed) modeli
altinda gerceklestirilmigtir. Tar igi genetik uzaklik tum tdrler igin %0 olarak
belirlenirken; turler arasi genetik uzakligin %5.22-%7.55 arasinda degistigi
belirlenmistir. Cizelge 3.18. Transphlebotomus alt cinsi i¢in elde edilen turler arasi

ve tur igi genetik uzaklik degerlerini gostermektedir.

Cizelge 3.18. Transphlebotomus alt cinsinde yer alan turlerin cacophony
geni bakimindan tir i¢i ve turler arasi genetik uzakhk

degerleri.
P. Killicki P. economidesi P. anatolicus
P. killicki 0.0000 0.0166 0.0203
P. economidesi 0.0515 0.0000 0.0166
P. anatolicus 0.0755 0.0522 0.0000
Kdsegen degerler : Tar ici genetik uzaklik degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler : Tarler arasi genetik uzaklik degerleri

Kdsegenin Ustlinde kalan degerler  : Turler arasi standart sapma degerleri

3.1.6. Sergentomyia Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Sergentomyia alt cinsi igerisinde bulunan Sergentomyia antennata ve
Sergentomyia theodori disinda Turkiye'de var oldugu bilinen turlerin cacophony
gen dizileri galismaya dahil edilmigtir. Toplamda yedi lokaliteden 67 kum sinegi
orneginin DNA dizi analizi yapilmis, ¢calismaya dahil edilen Sergentomyia dentata
turd igerisinde higbir bireyde heterozigot insersiyon / delesyon gézlenmemis;
bunun aksine Sergentomyia minuta turinun neredeyse butun bireylerinde s6z
konusu durumun varhgi tespit edilmigtir. Bu dogrultuda S. dentata’ya ait 29, S.
minuta’ya ait ise yalnizca dokuz ornegin cacophony gen dizisine ulasiimigtir. S.
minuta igerisinde heterozigot indel gozlenen toplam 23 adet 6rnek i¢cin manuel
olarak bir insersiyon / delesyon oruntisu ¢ikariimig, bu dogrultuda tur igerisinde
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Ui farkli ériintiiniin oldugu tespit edilmistir. ilk asamada ériintiilere ait birer birey
ve Oruntiden bagimsiz rastgele iki birey klonlama ¢alismalari igin segilmigtir. Elde
edilen klonlarin DNA dizi analizleri gergeklestiriimis, tek birey icin beklenenin
aksine iki adet DNA dizisinden fazla dizi elde edilmistir. Analize dahil edilecek
dizilerin se¢imi, s6z konusu gen dizisinin populasyonda temsil edilip edilmeme
durumuna gore gergeklestirilmistir. Bu durumda bazi 6rnekler icin tek allel (DIK
2, DIK 11), bazi ornekler igin ise iki allel (BLD 4.34) analizlere alinmig, her turlt
hesaplama bu klonlarin da dahil edildigi veri seti Uzerinden gergeklestiriimigtir.
Gen bolgesine ait populasyonda temsil edilmeyen diger diziler haplotip analizine
katilmig; fakat haplotip cesitliligi hesaplamalari dahil sonraki analizlerden
higbirine alinmamistir. Turkiye'de S. dentata’nin dérneklendigi tum populasyonlara
ait temsilci érnegin cacophony gen dizisine ulagilmisken, S. minuta’nin izmir'den
analize katilan higbir 6rnegi bulunmamaktadir. Sergentomyia alt cinsi igerisinde
yer alan turler i¢in yapilan haplotip analizleri sonucunda, S. dentata igin alti, S.
minuta igin ise 13 adet haplotipin varligi tespit edilmistir. Ayrica her iki tur icin
haplotip ¢esitliligi hesaplanmig, S. dentata ve S. minuta igin sirasiyla 0.64 ve 0.72
olarak bulunmustur. Cacophony genine ait veri elde edilen Ornek sayisi,
heterozigot indel gorulen 6rnek sayisi, turlerin haplotip sayilari ve haplotip
cesitlilikleri Cizelge 3.19.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.19. Sergentomyia turlerinin analizlere dahil edilen ve indel
gOzlenen ornek sayilari ile her bir tir igin elde edilen haplotip
sayisi ve haplotip gesitligi.

S. dentata S. minuta
cacophony dizisi olan 6rnek sayisi 29 6
Heterozigot indel gézlenen drnek sayisi 0 23
Klonlanan 6rnek sayisi 0 5
Haplotip sayisi 6 13
Haplotip cesitliligi 0.64* 0.72*

* Haplotip cesitliligi, analizlere dahil edilmeyen klonlar gikarilarak hesaplanmistir.
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Sergentomyia turlerinin 6rneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari, haplotipleri
ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge 3.20.’de, bu alt cinse ait
turlerin cacophony geni bakimindan gosterdikleri nukleotid degisimleri ise Sekil
3.14’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.20. Sergentomyia turlerinin cacophony geni igin elde edilen
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gére dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
1Z 2.149 dentata_cac 1
> 1Z 2.157 dentata cac 2/3
£ 12 2.168 dentata_cac_2 /3
o 1Z2173 dentata cac 1/2
IZ3.5 dentata_cac 1
TURP 4.3 dentata_cac_1
° AL 1.2 dentata cac 1/2
£ |TURK1.14 dentata_cac_1
w BOS 2.11 dentata_cac 1
HAM 1.5 dentata cac 1/3
BLD 4.21 dentata_cac 1
o] BLD 4.40 dentata_cac 1
g BLD 5.51 dentata_cac 1
= < BLD 5.52 dentata_cac_1
:§ BLD 5.57 dentata cac 1/3
% _ KRBRN 65 dentata cac 1/2
E SFR 52 dentata_cac 1
SFR 68 dentata_cac_1/2
KDIS 39 dentata cac 1/4
7 KDIS 2.42 dentata_cac_1
2 KDIS 2.49 dentata_cac_1/2
KDIS 2.64 dentata_cac 1
DAM 4.312 dentata_cac 4
DAM 4.375 dentata_cac 2
© ZER 2.210 dentata cac 2/4
k5 ZER 2.211 dentata_cac_2/ 4
< ZER 2.212 dentata_cac_2 /4
ZER 2.167 dentata cac 2/4
ZER 2.195 dentata cac 5/6
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Cizelge 3.20.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No cac Haplotip
BLD 4.34 (Klon 3) minuta_cac_3
BLD 4.34 (Klon 7) minuta_cac_4
BLD 4.34 (Klon 5) minuta_cac_6
© BLD 4.34 (Klon 4) minuta_cac_7
g BLD 5.59 minuta_cac_ 3/ 11
< DIK 2 (Klon 1) minuta_cac_3
DIK 11 (Klon 5) minuta_cac_4
© DIK 11 (Klon 3) minuta_cac_5
g DIK 23 minuta_cac 4
E AKB 2.76 (Klon 6) minuta_cac_8
@ < AKB 2.76 (Klon 5) minuta_cac_9
z AKB 2.76 (Klon 1) minuta_cac_10
AKB 5.9 minuta_cac_13
KDIS 40 (Klon 4) minuta_cac_1
c KDIS 40 (Klon 1) minuta_cac_2
.g KDIS 44 minuta_cac 4 /12
= KDIS 46 minuta_cac_3 / 11
KDIS 63 minuta_cac 4

* Populasyonda temsil edilmemesi nedeniyle higbir analize dahil edilmeyen klon haplotiplerini

g6stermektedir.
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| |
dentata_cac_.1 TGGCCGAACA TAATGTTAGC CTGTCTTAAA GGAAGGCCAT

dentata_cac_2
minuta_cac_3
minuta_cac_4
minuta_cac_13
Korunmus ve
degisken bolgeler

| |
dentata_cac_l1 TTTCATATTT TTCTGTTCGT TCTTGGTAAG ACTATAAAAA

dentata_cac_2
minuta_cac_3
minuta_cac_4
minuta_cac_13
Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.14.
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Sergentomyia alt cinsine ait turlerin cacophony haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degisimleri.



Sergentomyia alt cinsine ait drneklerin cacophony haplotiplerinden olusan veri
seti icin dis grup olarak, GenBank’tan alinan Phlebotomus alt cinsine ait P.
duboscqi (Erisim numarasi: AF422198), Paraphlebotomus alt cinsine ait P.
Jacusieli, Adlerius alt cinsine ait P. brevis, Transphlebotomus alt cinsine ait P.
killicki ve Larroussius alt cinsine ait P. perfiliewi s.lI. drnekleri kullaniimigtir. S6z
konusu veri seti igin en uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmig, T92+G
(Tamura 3-parameter + Gamma distributed) en uygun model olarak bulunmustur.
ML filogenetik agaci bu model altinda olugturulmustur. Cacophony geninden elde
edilen haplotipler kullanilarak olusturulan ML filogenetik agacinda S. dentata ve
S. minuta haplotipleri, yuksek bootstrap degerleri altinda belirgin sekilde
birbirlerinden ayrilmisgtir. Tarkiye’den o6rneklendigi tum lokalitelerden gelen
bireyler tek grup halinde bir soyu olusturmus, boylelikle S. dentata bireyleri S.
minuta bireylerinden %100 bootstrap degeri ile ayrilmistir. %60 bootstrap degeri
ile desteklenen diger soy hatti, S. minuta 6rneklerinin olusturdugu bir soy olmakla
beraber, kendi icerisinde gorece yuksek bootstrap degeri ile desteklenmis iki alt
soya ayrilmistir. Birinci alt soyu minuta_cac_12, 3 ve 11 haplotipleri, ikinci alt
soyu ise minuta_cac_13, 8, 1, 4 ve 2 haplotipleri olugturmustur. Ancak elde edilen
agag dikkate alindiginda bu ayrimin S. minuta 6rneklerinin toplandigi lokalitelere
bagli olmaksizin ortaya ¢iktigi gorulmustur. Cacophony haplotipleri kullanilarak
olusturulan Sergentomyia ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil
3.15.’te verilmistir.

Sergentomyia alt cinsi igerisindeki turlere ait bireylerin tamami kullanilarak tur igi
ve turler arasi genetik uzaklik hesaplamalari yapiimigtir. S6z konusu veri seti igin
en uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmig, belirlenen T92 (Tamura 3-
parameter) modeli dikkate alinarak genetik uzaklik hesaplamalari
gerceklestiriimigtir. S. dentata ve S. minuta arasindaki genetik uzaklk degeri %18
olarak hesaplanmigtir. Farkli lokalitelerden orneklenen S. dentata igin tur igi
genetik uzakhgin %0.45; ML filogenetik agacinda iki ayri alt soy seklinde temsil
edilmesine ragmen S. minuta igin tur i¢i genetik uzakhgin ise %0.28 oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.15.

P. brevis

P. killicki

P. perfiliewi s.|.

cacophony haplotipleri kullanilarak olusturulan Sergentomyia alt
cinsi icin elde edilen ML filogenetik agaci (Parantez icerisindeki
degerler, her bir haplotipin frekansini gostermektedir).
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3.2. period Geni igin Elde Edilen Bulgular

Morfoloijk ve molekuler teshisi gergeklestirilen farkli alt cinslere ait 884 adet kum
sinegi orneginin period genine ait yaklasik 500 b¢’lik bolgesi icin amplifikasyon
calismalari yapilmis, Paraphlebotomus alt cinsi igerisinden dort, Larroussius alt
cinsinden iki, Adlerius alt cinsinden iki ve Sergentomyia alt cinsinden bir adet tur
olmak Uzere toplamda dokuz turun period gen dizisine ulasiimistir. Elde edilen
sonuglar alt cinslere gore asagida verilmigtir:

3.2.1. Phlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye’'de var oldugu bilinen ve Phlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan tek tur
olan Phlebotomus papatasi, 14 farkh lokaliteden toplamda 69 birey ile galismaya
dahil edilmig, neredeyse butin 6rneklerin period geninin amplifikasyonu basarili
sekilde gergeklesmis olmasina ragmen DNA dizi analizleri sonucunda oldukga
fazla sayida bireyde heterozigot insersiyon / delesyon gorilmesi nedeniyle s6z
konusu turt temsil edecek sayida bireyin DNA dizisine ulagilamamistir. Ayrica P.
papatasinin yayillim gosterdigi yerel populasyonlari arasinda gen akiginin devam
ettigini ve populasyonlar arasinda herhangi bir dreme izolasyonunun heniz
bulunmadigini gosteren galismalar [44] dikkate alindiginda, bu ture ait hi¢bir birey

icin klonlama iglemi gergeklestiriimemis, sonraki analizlere dahil edilmemigtir.

3.2.2. Paraphlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

P. similis diginda Turkiye’de yayilim gosterdigi bilinen tum Paraphlebotomus
turleri galismaya dahil edilmis, toplamda 17 lokaliteden 105 bireyin period genine
ait DNA dizisi analiz edilmistir. DNA dizi analizleri sonucunda Phlebotomus
sergenti s.l'ye ait bir ornek diginda higbir 6rnekte heterozigot insersiyon /
delesyon gorulmeksizin tum tarlerin period gen dizisine ulagiimigtir. Ayrica P.
sergenti s.l.'nin Antalya’dan toplanan iki ornegi icin basarili amplifikasyon
gerceklestiriiemezken; diger butin turlerin érneklendikleri lokalitelerden yeterli
sayida temsilci bireye ait gen dizisi elde edilmigtir. Bu dogrultuda Phlebotomus
alexandriigin 29, Phlebotomus caucasicus igin iki, Phlebotomus jacusieli igin yedi
ve Phlebotomus sergenti s.l. igin 55 adet ornek ¢alismaya dahil edilmistir. Buna
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ek olarak morfolojik karakterler kullanilarak hicbir kategoriye dahil edilemeyen
dort adet Paraphlebotomus sp.ornedi de diger turler ile birlikte analizlere

alinmigtir.

Her ture ait 6rnegin period geni kullanilarak haplotipleri belirlenmigtir. Yapilan
analizler sonucunda P. alexandriye ait 18, P. caucasicus’a ait Ug, P. jacusieli'ye
ait dort, P. sergenti s.l'ye ait 38 ve Paraphlebotomus sp.'ye ait dort adet
haplotipin varligi tespit edilmigtir. Ayrica her bir tlr igin haplotip c¢esitliligi
hesaplanmig, en yuksek haplotip gesitliligini 0.96 degeri ile P. sergenti s.l.
gOsterirken, en dusuk haplotip gesitliliginin 0.69 degeri ile P. jacusielide
bulundugu goérulmustir. Diger tarler igin haplotip ¢esitliligi ise P. alexandri igin
0.79, P. caucasicus i¢in 0.83 ve Paraphlebotomus sp. igin 0.75 olarak
hesaplanmisgtir. Period genine ait veri elde edilen 6rnek sayisi, heterozigot indel
gorulen ornek sayisi, turlerin haplotip sayilari ve haplotip cesitlilikleri Cizelge
3.21.'de yer almaktadir.

Cizelge 3.21. Paraphlebotomus turlerinin period geni i¢in analizlere dahil
edilen ve indel gozlenen ornek sayilari ile her bir tur igin elde
edilen haplotip sayisi ve haplotip ¢esitligi.

P. alexandri P. caucasicus P. jacusieli P. sergenti Parap h/ebotomSLFl)s
period dizisi olan
ornek sayisi 29 2 / 55 4
Heterozigot indel
gbzlenen 6rnek 0 0 0 1 0
sayisl
Haplotip sayisi 18 3 4 38 4
Haplotip cesitliligi 0.79 0.83 0.69 0.96 0.75
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Paraphlebotomus turlerinin  6rneklendikleri lokaliteler, o6rnek numaralari,
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge 3.22.’te; bu alt
cinse ait turlerin period geni bakimindan gosterdikleri nukleotid degisimleri ise

Sekil 3.16.’da 6zetlenmisgtir.

Cizelge 3.22. Paraphlebotomus turlerinin period geni igin elde edilen
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
Mardin DRI 11 alexandri_per 1/7
PAL 2.48 alexandri_per 3/6
YLIM 2.46 alexandri_per_1/2
BATI 7 alexandri_per 1/2
Mersin KDIS 2.36 alexandri_per 1/5
KDIS 2.58 alexandri_per 1/4
KDIS 2.59 alexandri_per 2/3
CAK 37 alexandri_per 1/2
Artvin TEK 2.48 alexandri_per 11/13
AKB 109 alexandri_per_1/2
AKB 2.43 alexandri_per_1/11
Aydin AKB 2.44 alexandri._per_’l /112
'% AKB 2.50 alexandri_per 1/2
S AKB 2.59 alexandri_per_1/2
3 AKB 2.66 alexandri_per 1/2
® KRBRN 28 alexandri_per_10/ 11
Q izmir KRBRN 29 alexandri_per_1/2
SFR 32 alexandri_per 2/9
SFR 69 alexandri per 1/2
Erzincan BAG 1.10 alexandri per 1/2
BLD 3.36 alexandri_per_1/17
BLD 3.39 alexandri_per_1/2
BLD 3.67 alexandri_per_1/2
Antalya BLD 3.89 alexandr?_per_1 /16
BLD 3.104 alexandri_per_1/18
BLD 3.127 alexandri_per 1/2
BLD 4.16 alexandri_per_14 /15
BLD 66 alexandri_per 1/17
Malatya BG 2.208 alexandri_per 4/8
P. caucasicus Kars Kotek 15 caucasicus_per 2/3
’ TK 21-4.2 caucasicus_per 1/2
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Cizelge 3.22. devam ediyor

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
. GS 2 jacusieli_per_1
- Karabtk GS 3 jacusieli_per_1
g YUVA 2.76 jacusieli_per 2
3 _ YUVA 2.77 jacusieli_per 2/3
< Erzincan YUVA 2.81 jacusieli_per 2
« YUVA 2.83 jacusieli_per_2
Antalya IS 2 jacusieli_per_4
BKVK 1 sergenti_per 4 /16
BKVK 5 sergenti_per 4 /13
BKVK 6 sergenti_per_14 /15
Mardin PNR 14 sergenti_per_13
PNR 15 sergenti_per_4
DRI 23 sergenti_per 9/ 14
SRG 3 sergenti_per 6/12
Pirli 5 sergenti_per_ 29/ 30
Igdir Pirli 9 sergenti_per_27 /28
Pirli 10 sergenti_per 9/ 31
AYK 17 sergenti_per_24
Konya ES 1 sergenti_per 8/17
ES 2 sergenti_per_8/23
PAL 1.13 sergenti_per_3/8
PAL 1.21 sergenti_per_1/7
PAL 2.56 sergenti_per 5/6
g KEL2 sergenti_per 2/8
o KEL 3 sergenti_per_1/9
5 Mersin YLIM 8 sergenti_per_1/2
Q CAK 10 sergenti_per_3
SARI 63 sergenti_per_3/4
KOP 18 sergenti_per_3/6
HS 1 sergenti_per 8/ 11
HS 2 sergenti_per 8/10
ZER 2.628 sergenti_per_1/4
Adana ZER 2.688 sergent?_per_1 /9
ZER 2.751 sergenti_per 4/6
ZER 3.369 sergenti_per_37 /38
Hatay AS 3 sergenti_per_21/32
Maras CS1 serggnti_per_26
CS2z2 sergenti_per_13/25
Rize YKOY 1.26 sergenti_per_1
GAZi 1.4 sergenti_per_21
Erzincan GAZi 1.5 sergenti_per 9/ 11
BAG 1.11 sergenti_per_21/33
BAG 1.12 sergenti_per_ 7 /11
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Cizelge 3.22. devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
DUM 1.1 sergenti_per_19
DUM 2.16 sergenti_per 9/18
DUM 2.17 sergenti_per_17 /22
DUM 2.18 sergenti_per_19 /21
Malatya DUM 2.19 sergenti_per_13/20
DUM 2.20 sergenti_per_14/19
DUM 2.21 sergenti_per_17 /18
_ DUM 2.22 sergenti_per_17 /18
o DUM 2.23 sergenti_per_17 /18
§, CUuM 1.9 sergenti_per_35/ 36
§ GEL 1.2 sergenti_per_35
a GEL 2.2 sergenti_per_24
GEL 2.3 sergenti_per 24 /35
Bursa DAV 1.1 sergenti_per_24
DAV 1.10 sergenti_per_24
DY 3.15 sergenti_per_24
DY 3.16 sergenti_per_24 /35
DY 3.18 sergenti_per_24 / 36
YAG 3.2 sergenti_per 24 /34
TEK 1.34 paraphlebotomus_per 2 /4
) TEK 4.4 paraphlebotomus_per 2 /4
Paraphlebotomus sp. Artvin
TEK 4.5 paraphlebotomus_per 2/ 3
TEK 4.9 paraphlebotomus_per 1/2
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Sekil 3.16.  Paraphlebotomus alt cinsine ait turlerin period haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degisimleri.

89

100
100
100
100
100
100

196
196
197
197
196
199

296
296
297
297
296
299



Paraphlebotomus alt cinsine ait 6rneklerin period haplotiplerinden olusan veri seti
icin dig grup olarak, Phlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan Phlebotomus
duboscqi (GenBank erigim numarasi: AY071913) kullaniimig, en uygun nukleotid
substitisyon modeli T92+G (Tamura 3-parameter) olarak bulunmustur. ML
filogenetik agaci bu model dikkate alinarak olusturulmustur. Period geni
kullanilarak olusturulan filogenetik agaca goére, analizlere dahil edilen
Paraphlebotomus turleri birbirlerinden belirgin sekilde ayriimistir.

Elde edilen ML filogenetik agacina gore Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde
temelde iki ana soyun varligi gozlenmigtir. Turkiye’'nin bir¢cok farkli bolgesinden
toplanan P. alexandri haplotiplerinin hepsi birlikte gruplanarak birinci soyu
olusturmustur. S6z konusu alt cins igerisindeki diger turler olan P. sergentis.l., P.
caucasicus, Paraphlebotomus sp. ve P. jacusieli haplotipleri ise ikinci ana soyda
birlikte gruplanmistir. Birinci alt soyda, Bursa’dan toplanan ornekler harig, diger
butin lokalitelerden toplanan P. sergenti s.l’ye ait haplotiplerin yer aldigi
belirlenmistir. ikinci alt soyda ise, P. caucasicus haplotipleri %100 bootstrap
degeri ile diger turlerden ayrilmig; Artvin’den toplanan ve morfolojik karakterler
bakimindan higbir kategoriye dahil edilemeyen Paraphlebotomus sp. haplotipleri
diger turlerden ayri bir grup olusturmustur. Paraphlebotomus sp. haplotiplerine
kardes bir grup olarak ise P. jacusieli ve Bursa'’dan orneklenen P. sergenti s.l.
haplotipleri belirlenmis; Erzincan haplotipleri olan jacusieli_ 2 ve 3’Un %100
bootstrap degeri ile ayrilarak farkl bir grup olusturdugu tespit edilmistir. Bu gruba
kardes grup olarak, P. jacusieli’nin Karabuk ve Antalya haplotipleri (jacusieli_1 ve
4) ile Bursa’dan orneklenen tum P. sergenti s.l. haplotiplerinin yer aldigi tespit
edilmistir. Period haplotipleri kullanilarak olusturulan Paraphlebotomus ML

filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.17.’de verilmistir.
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Sekil 3.17.  period haplotipleri kullanilarak olusturulan Paraphlebotomus alt
cinsi icin elde edilen ML filogenetik agaci (Parantez icerisindeki
degerler, her bir haplotipin frekansini gostermektedir).
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Paraphlebotomus alt cinsi igerisindeki tum bireyler kullanilarak en uygun
nukleotid substitisyon modeli hesaplanmig, T92+G (Tamura 3-parameter +
Gamma distributed) modeli, tur igi ve turler arasi genetik uzaklik kargilagtirmalari
icin en uygun model olarak belirlenmistir. Genetik uzaklik hesaplamalari bu model
altinda hesaplanmis, Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan turler igin tar
ici genetik uzakhgin P. jacusieli ve P. sergenti s.I. disinda %0.00 ile %0.03
arasinda degistigi gorulmustur. Turler arasi genetik uzakliklar ise %2 ve Uzerinde
degerler gostermigstir. P. jacusieli ve P. sergenti s.I.'nin her ikisi i¢in de gozlenen
tur ici genetik uzaklik degerinin %1 olmasi nedeni ile s6z konusu iki tur igin ML
filogenetik agacinin da destekledigi sekilde bir gruplandirma yapilarak, genetik
uzaklik hesaplamalari tekrarlanmistir. Bu dogrultuda, P. alexandri, P. caucasicus
ve Paraphlebotomus sp. ornekleri herhangi bir grup ayrimi yapiimaksizin analize
dahil edilirken; Bursa disindaki tum lokalitelerden toplanan P. sergenti s.l.
ornekleri “P. sergenti s.I”. olarak, Erzincan P. jacusieli érnekleri “P. jacusiel’”
olarak, Antalya ve Karabuk’ten toplanan P. jacusieli ve Bursa’'dan toplanan P.
sergenti s.I. ornekleri ise tek grup altinda “P.jacusieli-P. sergenti s.l.” olarak
analize alinmigtir. Elde edilen sonuglara gore her bir tlr ve tar grubu igin tar igi
genetik uzaklik degerinin %0.00 ile %0,29 arasinda oldugu tespit edilmigtir.
Cizelge 3.23. Paraphlebotomus alt cinsi i¢in elde edilen turler arasi ve tur igi
genetik uzaklik degerlerini gostermektedir.
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Cizelge 3.23. Paraphlebotomus alt cinsinde yer alan turlerin period geni

bakimindan tar ici ve turler arasi genetik uzaklik degerleri.

. P. jacusieli-
P. alexandri P. sergesnltl P. caucasicus Parap hlebotomSL‘/)s P. jacusieli  P. sergenti
B ) s.l.
P. alexandri 0.0003 0.0193 0.0203 0.0198 0.0200 0.0201
P. sergenti s.l. 0.1194 0.0029 0.0086 0.0066 0.0074 0.0068
P. caucasicus 0.1257 0.0319 0.0000 0.0091 0.0104 0.0085
Paraphlebotomus sp. 0.1222 0.0228 0.0324 0.0000 0.0076 0.0063
P. jacusieli 0.1277 0.0297 0.0398 0.0253 0.0000 0.0067
P. jacusieli- 0.1248  0.0250 0.0302 0.0194 0.0218 0.0017
P. sergentis.l.
Kbdsegen degerler (kirmizi font) : Tur igi genetik uzakhk degerleri
Kdsegenin altinda kalan degerler (siyah font) : Turler arasi genetik uzakhk degerleri

Kdsegenin Ustiinde kalan degerler (koyu siyah font) : Tirler arasi standart sapma degerleri

3.2.3. Larroussius Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye'de yayilim gosterdigi bilinen tum Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan
turler ¢alismaya dahil edilmig, 30 lokaliteden 491 adet kum sinegi 6rneginin
period genine ait yaklagsik 500 bg¢ analiz edilmistir. Tiam optimizasyon
calismalarina ragmen, Phlebotomus kandelakii s.|. ve Phlebotomus major s.l.
bireylerinin period gen dizisi amplifiye edilememis, analizler yalnizca gen dizisine
ulasilan Phlebotomus perfiliewi s.|. ve Phlebotomus tobbi bireyleri igin
gerceklestiriimigtir. Toplamda P. peffiliewi s.l.'ye ait 98, P. tobbi'ye ait ise 100 adet
bireyin period gen dizisine ulagiimigtir. Ayrica DNA dizi analizi sonucunda P.
peffiliewi s.l. i¢cin 17, P. tobbi igin ise iki Ornekte heterozigot insersiyon /
delesyonun var oldugu tespit edilmigtir ve bu bireyler sonraki analizlere dabhil

edilmemisgtir.

Her bir tare ait bireylerin tamami igin haplotip analizleri gergeklestirilmis, P.
peffiliewi s.l. igin haplotip sayisi 48, haplotip gesitliligi 0.93; P. tobbi igin ise
haplotip sayisi 65, haplotip ¢esitliligi 0.94 olarak hesaplanmigtir. Larroussius alt

cinsi i¢in toplamda 113 adet haplotipin var oldugu ve bu iki tir arasindaki haplotip
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cesitliliginin neredeyse ayni degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. Larroussius
alt cinsi i¢in period genine ait veri elde edilen 6rnek sayisi, heterozigot indel
gorulen ornek sayisi, turlerin haplotip sayilari ve haplotip cesitlilikleri Cizelge
3.24.’da yer almaktadir.

Cizelge 3.24. Larroussius turlerinin analizlere dahil edilen ve indel

gOzlenen ornek sayilari ile her bir tir igin elde edilen haplotip
sayisi ve haplotip gesitligi.

P. perfiliewi sl. P. tobbi

period dizisi olan dérnek 08 100
sayisl
Heterozigot indel

N ~ 17 2
gOzlenen 6rnek sayisi
Klonlanan 6rnek sayisi 0 0
Haplotip sayisi 48 65
Haplotip cesitliligi 0.93 0.94

Birey sayisinin fazla olmasi nedeniyle Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan

turlere ait analizler her bir tur i¢in ayri gerceklestirilmigtir.

o P. peffiliewi s.l. igin period sonuglari

P. peffiliewi s.I. bireylerinin 6rneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari,
haplotipleri ve bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari Cizelge 3.25.da

gOsterilmisgtir.
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Cizelge 3.25. Larroussius alt cinsinde yer alan P.peffiliewi s.|. orneklerinin
period geni i¢in elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin
lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
YAG 2.4 perfiliewi_per 9
YAG 2.6 perfiliewi_per 6/9
YAG 2.7 perfiliewi_per 9/ 38
YAG 2.1 perfiliewi_per 6/9
YAG 2.12 perfiliewi_per 6/9
Bursa L
YAG 3.4 perfiliewi_per 6/9
YAG 3.5 perfiliewi_per 6
YAG 3.6 perfiliewi_per 36/ 37
YAG 3.10 perfiliewi_per 6/ 19
YAG 3.11 perfiliewi_per 6/9
YM 1.5 perfiliewi_per 22 /23
YM1.9 perfiliewi_per 6 /22
YM 1.10 perfiliewi_per 9 /22
;: YM 2.4 perfiliewi_per 9 /22
'S Tekirdag (1Z21.4 perfiliewi_per 9 /22
2 IZ1.5 perfiliewi_per 22 / 24
E 1Z 1.375 perfiliewi_per 6 /26
o 1Z 1.376 perfiliewi_per 22
1Z1.377 perfiliewi_per 9/ 25
AL 3.8 perfiliewi_per 6 /22
AL 3.17 perfiliewi_per 22/ 34
COP 4.5 perfiliewi_per 6 /22
GAZI 3.4 perfiliewi_per 9 /22
Edirne BOS 1.3 perfiliewi_per 6 /22
BOS 1.10 perfiliewi_per 9 /22
SARI 3.2 perfiliewi_per 9 /22
HAM 3.10 perfiliewi_per 22
HAM 3.14 perfiliewi_per 9/ 26
BLD 5.29 perfiliewi_per 9 /44
Antalya BLD 5.65 perfiliewi_per 42 /43
BLD 5.66 perfiliewi_per_ 41
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Cizelge 3.25.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
PAM 8 perfiliewi_per_4 /11
PAM 11 perfiliewi_per 15/ 16
PAM 12 perfiliewi_per 7/ 14
PAM 30 perfiliewi_per_12 /13
Sanhurfa [HIS 2 perfiliewi_per 4/7
HIS 4 perfiliewi_per_18/19
HIS 7 perfiliewi_per 4/7
HIS 8 perfiliewi_per 18 /19
HIS 9 perfiliewi_per_12 /17
Igdir Pirli 3 perfiliewi_per 4 /7
YYL 3 perfiliewi_per 6/9
YYL 4 perfiliewi_per 6/ 19
YYL5 perfiliewi_per 6
YYL 6 perfiliewi_per 6 /25
Karablk |YYL 8 perfiliewi_per 9
YYL 9 perfiliewi_per 6
i YYL 10 perfiliewi_per 6/9
o BLN 15 perfiliewi_per_6/9
3 BLN 18 perfiliewi_per 6 /9
g KOT 1 perfiliewi_per 7
g Kars .
o KOT 6 perfiliewi_per 4 /13
HCL 1 perfiliewi_per 7 /35
Cankiri T
HCL 5 perfiliewi_per 7
KDL 8 perfiliewi_per 3/4
KDL 9 perfiliewi_per_1/2
KDL 12 perfiliewi_per 6/ 10
KDL 31 perfiliewi_per 6/9
Yozgat o
KDL 32 perfiliewi_per 6/8
KDL 34 perfiliewi_per 4/7
KDL 35 perfiliewi_per 6
KDL 36 perfiliewi_per 4 /5
Erzincan |KLM 2.7 perfiliewi_per 32/ 33
Sivas MK 2 perfiliewi_per_10 /21
BG 2.15 perfiliewi_per_17 / 30
BG 2.33 perfiliewi_per 28 /29
Malatya BG 2.39 perfiliewi_per_17 / 27
BG 1.288 perfiliewi_per 4/ 31
BG 1.262 perfiliewi_per 4 /27
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Cizelge 3.25.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
DAM 4.29 perfiliewi_per_32
DAM 4.27 perfiliewi_per_32
Adana CAM 2.63 pér.'filie.wi_per_32
CAM 2.68 perfiliewi_per_32 /48
CAM 2.59 perfiliewi_per_32
CAM 5.80 perfiliewi_per_32
BAK 1.4 perfiliewi_per 4/7
Tokat BAK 1.5 perfiliewi_per_7 /20
BAK 1.42 perfiliewi_per 6/9
BAK 1.44 perfiliewi_per_21
YES 1.8 perfiliewi_per 6
YES 3.4 perfiliewi_per_32
- VET 2.1 perfiliewi_per 7 /17
; VET 3.3 perfiliewi_per 45/ 47
%’ Ankara VET 3.4 perfiliewi_per 4 /12
§_ VET 3.6 perfiliewi_per_7 /10
Q VET 3.7 perfiliewi_per_10/ 46
VET 3.8 perfiliewi_per 7 /45
VET 3.9 perfiliewi_per 4 /12
BOY 4.1 perfiliewi_per 7 /39
BOY 4.2 perfiliewi_per 4
BOY 4.3 perfiliewi_per 4 /35
BOY 4.4 perfiliewi_per 4
BOY 4.5 perfiliewi_per_ 35
Artvin L
BOY 4.6 perfiliewi_per 7 /40
BOY 4.7 perfiliewi_per 4 /12
BOY 4.8 perfiliewi_per 4
BOY 4.9 perfiliewi_per 30/ 39
BOY 4.10 perfiliewi_per 7 /40

P. perfiliewi s.I. 6rneklerinin ML filogenetik agacini olusturmak tGzere, haplotipler
uzerinden hesaplanan en uygun nukleotid substitisyon modeli K2+| (Kimura 2-
parameter + Invariable) olarak bulunmustur. Dig grup olarak Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. tobbi kullaniimistir ve Turkiye’nin farkli cografi bolgelerinden

toplanan P. perfiliewi s.l. drneklerinin tek grup halinde bulundugu tespit edilmistir.
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Period haplotipleri kullanilarak olugturulan P. perfiliewi s.l. ML filogenetik agaci

ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.18.’de verilmistir.

Tam bireyler kullanilarak en uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmis,
en uygun model JC (Jukes-Cantor) olarak belirlenmis ve P. perfiliewi s.l. igin tar
ici genetik uzaklik hesaplamalari bu model altinda gergeklestirilmistir. Hesaplama
sonucunda elde edilen %0.38 degeri, ML filogenetik agacinda da goruldugu
sekilde, analize alinan bireyler arasinda belirgin bir grup bulunmadigini
desteklemigtir.
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perfiliewi_per 19 (4
perfiliewi_per_44

(
perfiliewi_per_37 (1
(

perfiliewi_per_26

perfiliewi_per_10  (4)

perfiliewi_per_9  (26)

perfiliewi_per_23 (1)
perfiliewi_per_34 (1)

perfiliewi_per_6 (32)

perfiliewi_per_38 (1)
perfiliewi_per_5 (1)
perfiliewi_per_35

(
perfiliewi_per_15 (1
(

perfiliewi_per_47
perfiliewi_per_31 (1

perfiliewi_per_39 (2
perfiliewi_per_12  (5)
perfiliewi_per_1 (1)

perfiliewi_per_7 (18)

perfiliewi_per_11 (1)
perfiliewi_per_13  (2)

perfiliewi_per_18 (2)
perfiliewi_per_32

perfiliewi_per_33

perfiliewi_per_48 (1

perfiliewi_per_41 (2

perfiliewi_per_42

perfiliewi_per_43

perfiliewi_per_24
perfiliewi_per_22
perfiliewi_per_36 (1)

perfiliewi_per_40  (2)
perfiliewi_per_4  (21)

L] =71 HﬁiaLaHm

perfiliewi_per_30 (2)

60 perfiliewi_per_8 (1)
perfiliewi_per_21 (3)

perfiliewi_per_14 (1)

=]
-
B
V'I:IT'L:

perfiliewi_per_46 (1)

perfiliewi_per_25 (2)

perfiliewi_per_20

1 [ perfiliewi_per 2 (1
L perfiliewi_per_45 (2)

perfiliewi_per_3 (1)
I—E perfiliewi_per_16 (1)
055L— perfiliewi_per 17 (4

perfiliewi_per_28

0.63

(
I—E perfiliewi_per_27 (2
0.75 perfiliewi_per_29 (1

P. tobbi

0.55 |
N

20

Sekil 3.18.  period haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. perfilieiwi s.l. igin elde edilen ML filogenetik
agaci (Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).
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e P. tobbiicin period sonuglari

P. tobbi bireylerinin orneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari, haplotipleri ve

bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlar Cizelge 3.26.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.26. Larroussius alt cinsinde yer alan P. tobbi 6rneklerinin period
geni icin elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin
lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
IM 3.3 tobbi_per_14 /33
Ankara .
IM 1.64 tobbi_per 6/7
DEN 1.10 tobbi_per_7 /60
DEN 1.11 tobbi_per_45/59
DEN 1.12 tobbi_per 5
Aydin .
AKB 2.57 tobbi_per_13/62
AKB 5.7 tobbi_per_59 /61
AKB 5.8 tobbi_per 12 /24
GUN 1.5 tobbi_per 29 /58
Bursa .
GUN 1.6 tobbi_per_7 /57
YM 1.6 tobbi_per 6/7
YM 1.11 tobbi_per 6/10
Tekirdag |1Z21.3 tobbi_per 5/7
i 1Z 1.360 tobbi_per 12/13
?é 1Z 1.382 tobbi_per_7 /11
; COP 1.2 tobbi_per_6/ 12
BAS 1.2 tobbi_per 13 /56
Edirne .
TURP 4.2 tobbi_per_1/47
HAM 1.2 tobbi_per 3/7
BLD 2.2 tobbi_per_45/65
BLD 3.18 tobbi_per_13 /47
BLD 4.20 tobbi_per_1/27
Antalya BLD 5.37 tobbi_per 23 /64
BLD 5.38 tobbi_per_45/63
BLD 5.42 tobbi_per 7 /12
BLD 5.45 tobbi_per 24 /27
YKOY 1.27 tobbi_per_17
) ASL 9 tobbi_per 7/18
Rize .
YYOL 3.46 tobbi_per 14 /16
YYOL 4.19 tobbi_per_14 /15
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Cizelge 3.26.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
TEK 1.4 tobbi_per_1/7
Artvin TEK 1.7 tobbf_per_? /32
TEK 1.8 tobbi_per_1/32
TEK 1.23 tobbi_per_1/7
Samsun |KOS 3.3 tobbi_per_7
AKC 2.25 tobbi_per 6
Sinop .
AKC 3.24 tobbi_per 7
KKQOY 1.8 tobbi_per_7 /21
Malatya KKOQOY 1.9 tobbi_per_14 /19
DUM 1.6 tobbi_per_7
SEB 4 tobbi_per_32/52
SEB 7 tobbi_per_33 /51
Hatay }
SEB 8 tobbi_per_37 /50
SEB 9 tobbi_per 48 /49
CUH 3 tobbi_per_33/ 41
K.Maras |[CUHA4 tobbi_per_30/40
3 CUH 5 tobbi_per_38/ 39
3 Igdir Igdir 1 tobbi_per_46 / 47
a GK7 tobbi_per_1/2
BAK 1.23 tobbi_per 6/7
BAK 1.31 tobbi_per_1/7
Tokat :
BAK 1.43 tobbi_per_1
BAK 1.79 tobbi_per 2/7
BAK 1.80 tobbi_per 2/7
YUVA 1.3 tobbi_per_7 /34
YUVA 1.24 tobbi_per_14/19
YUVA 2.19 tobbi_per _1/53
YUVA 2.116 tobbi_per_7
Erzincan GAZi 2.2 tobbi_per_14 /53
BAG 1.24 tobbi_per 53 /54
KLM 1.49 tobbi_per_24 /55
KLM 1.50 tobbi_per_14 /53
KLM 2.3 tobbi_per_14 /54
KLM 2.4 tobbi_per_7 /14
Sivas MK 3 tobbi_per_1/7
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Cizelge 3.26.

devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip

DRI 3 tobbi_per 7 /33
DRI 4 tobbi_per_14 /32
DRI 15 tobbi_per_19/32

Mardin DRI 16 tobbi_per_7/23
DRI 17 tobbi_per_34 /36
DRI 20 tobbi_per_36 /37

DRI 22 tobbi_per 6/ 35

DRI 24 tobbi_per_7 /34

KDL 2 tobbi_per 6/7

KDL 4 tobbi_per 6/7

KDL 6 tobbi_per 3/4

KDL 7 tobbi_per_1/2

Yozgat KDL 10 tobbi_per 1/9

KDL 29 tobbi_per 1/8

KDL 30 tobbi_per_1

KDL 39 tobbi_per 1/6

3 KDL 42 tobbi_per 2/5
S YLIM 2 tobbi_per 21/22
Q YLIM 3 tobbi_per_19 /20
SARI 9 tobbi_per_23/24
SARI 10 tobbi_per_12/25
Mersin KDIS 2 tobbi_per_13/28
CAK 27 tobbi_per_30/ 31
CAK 28 tobbi_per_21/27
CAK 31 tobbi_per_24 /29
PAL 27 tobbi_per_26 /27
KRBRN 13 tobbi_per_13/27

KRBRN 17 tobbi_per_1/7

KRBRN 19 tobbi_per_7 /45

KRBRN 49 tobbi_per_7 /14
izmir KRBRN 55 tobbi_per_11/44

SFR 3 tobbi_per 7 /43

SFR 18 tobbi_per 3/7

SFR 37 tobbi_per_7 /42
SFR 44 tobbi_per_11/27
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P. tobbi haplotiplerinin ML filogenetik agacini olusturmak igin en uygun nukleotid
substitisyon modeli hesaplanmis ve elde edilen K2+G+| (Kimura 2-parameter +
Gamma distributed + Invariable) modeli kullanilarak analiz gergeklestiriimistir. Dig
grup olarak Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan P. peffiliewi s.l. haplotipleri
kullaniimig ve Turkiye’den 6rneklenen tum P. tobbi 6rneklerinin tek bir soy altinda
toplandigi tespit edilmigtir. %89 ve %50 bootstrap degeri gorulen dallar, veri
setinde yer alan ¢ok sayidaki heterozigot bireyin birer allelinden olusan gruplari
temsil etmistir. Period haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsine
ait P. tobbi drneklerinin ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil
3.19.'da; cacophony geni bakimindan gosterdikleri nikleotid degisimleri ise $ekil
3.20.'de 6zetlenmistir.

Tam P. tobbi bireyleri kullanilarak en uygun nukleotid substitisyon modeli tekrar
hesaplanmig, elde edilen JC+G (Jukes-Cantor) modeli altinda tur i¢i genetik
uzaklik hesaplamalari yapilmistir. P. tobbi igerisindeki tur i¢i genetik uzaklik
%0.11 olarak bulunmustur. Elde edilen bu deger, ML filogenetik agacinin da
gosterdigi gibi, s6z konusu tur igerisinde belirgin bir gruplanma bulunmadigini

desteklemigtir.

Ayrica her Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan ve period geni basaril sekilde
elde edilen s6z konusu iki tlre ait tum bireyler igin en uygun nukleotid
substitisyon modeli K2+G (Kimura 2-parameter) olarak bulunmusg ve iki tur arasi
genetik uzaklik %6 olarak hesaplanmistir.
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tobbi_per_12  (5)
tobbi_per_42 (1)
tobbi_per_1  (18)
tobbi_per_31 (1)
tobbi_per_58 (1)
tobbi_per 2 (5)
tobbi_per_22 (1)
tobbi_per_10 (1)
tobbi_per_62 (1)
tobbi_per_49 (1)
tobbi_per_60 (1)
tobbi_per_7  (38)
tobbi_per 9 (1)
0.53 tobbi_per_4 (1)
tobbi_per_3  (3)
0.63k= tobbi_per 24 (5)
tobbi_per_6 (11)
tobbi_per_63 (1)
tobbi_per_5 (4)
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tobbi_per_59 (2)
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tobbi_per_55 (1)
tobbi_per_14  (11)
tobbi_per_17  (2)
tobbi_per_26 (1)
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tobbi_per_65 (1)
tobbi_per_61 (1)
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tobbi_per_57 (1)
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1 tobbi_per_48 (1)
0.5 = tobbi_per 29 (2)

L= tobbi_per 50 (1)

0.89 = tobbi_per_51 (1)

L~ tobbi_per 64 (1)

1
4 P. perfiliewi s.|.

Sekil 3.19.  period haplotipleri kullanilarak olusturulan Larroussius alt cinsi
icerisinde yer alan P. tobbi igin elde edilen ML filogenetik agaci
(Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).
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Sekil 3.20.
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Larroussius alt cinsine ait turlerin period haplotipleri arasinda gorulen nukleotid degigimleri.
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3.2.4. Adlerius Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Tarkiye'de yayilim gosterdigi bilinen Adlerius alt cinsi igerisindeki tum turler
calismaya dahil edilmig, 12 lokaliteden toplam 115 6rnegin period geni analiz
edilmistir. Ayrica morfolojik olarak higbir kategoriye dahil edilemeyen 18 adet
Adlerius sp. ornegi de galismaya katilmistir. Tum optimizasyon galismalarinda
ragmen Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan Phlebotomus halepensis’e ait 28,
Phlebotomus simici’ye ait ise bir adet 6rnegin period gen dizisine ulagiimig, diger
turlerin ise amplifikasyonundan basarili sonug elde edilememistir. P. halepensis
icin Yozgat diginda Tuarkiye'den toplanan tum lokalitelerden temsilci birey
analizlere alinmisg; P. simici'ye ait ise tek temsilci birey Yozgat'tan 6rneklenmistir.
DNA dizi analizleri sonucunda P. halepensis’in higbir bireyinde heterozigot
insersiyon /delesyon gozlenmemistir. Yapilan haplotip analizleri sonucunda P.
halepensis’e ait dokuz adet haplotipin varligi tespit edilmis; haplotip cesitliligi ise
0.62 olarak bulunmustur. Tek ornek ile analizlere katilan P. simici'nin ise bir adet
haplotipe sahip oldugu belirlenmigtir. Period genine ait veri elde edilen 6rnek
sayisl, heterozigot indel gorulen 6rnek sayisi, turlerin haplotip sayilari ve haplotip
cesitlilikleri Cizelge 3.27.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.27. Adlerius turlerinin analizlere dahil edilen ve indel gozlenen
ornek sayilari ile her bir tur igin elde edilen haplotip sayisi ve

haplotip cesitligi.

P. halepensis  P. simici

period dizisi olan 6rnek sayisi 28 1
Heterozigot indel gbzlenen 6rnek sayisi 0 0
Haplotip sayisi 9 1
Haplotip cesitliligi 0.62 0

Adlerius turlerinin 6rneklendikleri lokaliteler, drnek numaralari, haplotipleri ve bu
haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlar Cizelge 3.28.’de; bu alt cinse ait turlerin
period geni bakimindan gosterdikleri nukleotid degisimleri ise Sekil 3.21.’de

Ozetlenmisgtir.
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Cizelge 3.28. Adlerius turlerinin period geni igin elde edilen haplotipleri ve
bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlari.
Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
Samsun KOS 1.2 halepensis_per_2
KOS 1.3 halepensis_per 2
Sivas KA 2 halepensis_per_1
YKOY 1.2 halepensis_per_2
Rize AK 1.2 halepensis_per_2
ISK 1.2 halepensis_per 2/3
P CML 1.7 halepensis_per_2
TEK 1.6 halepensis_per 9
Konya AYK 8 halepensis_per_1
YUVA 1.36 halepensis_per_7
YUVA 1.37 halepensis_per_1
Erzincan |YUVA 23 halepensis_per_2
2 YUVA 2.4 halepensis_per_1
3 KLM 1.18 halepensis_per 1/4
§ BG 1.4 halepensis_per 2/4
Q BG 1.21 halepensis_per_2
Malatya .
BG 1.27 halepensis_per_1/7
DUM 1.1 halepensis_per 5/6
KOT 2 halepensis_per 2/8
KOT 3 halepensis_per 2
Kars KOT 7 halepensis_per 2
KOT 13 halepensis_per 2
TK 18-2.1 halepensis_per_2
TK19-21 halepensis_per_2
Igdir Pirli 7 halepensis_per_2
PNR 1 halepensis_per 2
Mardin SRG 6 halepensis_per 4
DRI 41 halepensis_per 2
P. simici |Yozgat KDL 14 simici_per_1
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halepensis_per_1 GCATCCTTTT GTAGCAAACC CTATAGATTC CTGGTTCACA ATGGATGCTA CATAACGCTT GAAACCGAAT
halepensis_per_5 . . . . . . e e e e e e e e e e e e e e e e =
simici_per_1

100
| |

GGACAAGCTT CGTTAACCCG TGGTCAAGAC AACTGGAATT

Korunmus ve
degisken bolgeler

120 140 160 180
|

CTTTTACTAA

I | I
halepensis_per_1 TGTCATAGGA CACCACCGGG TGTTACGAGG TCAGTTTCGA TTT-ATATTC CTAATTAC--
halepensis_per_5 . . . . . . . ... e e e e e e e -
simici per 1

200 220
|

Korunmus ve
degisken bolgeler

240

halepensis_per_1 CGCTGCTGGT CTGGTTACAC AGCAGTTCCC TGAAGACATC CTCAACGAAG CTAAGAAGAA CCAGGAAAAG
halepensis_per_5
simici_per_ 1 T

260 280

300 320
| |

Korunmus ve
degisken bolgeler

340 360 380 400 420 440
| | | | | |
halepensis_per_1 ATACGGTGAA GCAGCAAGTT TCTAAAAGAT GCCTAGCTTT GGCATCGTTC ATGGAGACTT TAATGGACGA AGTGACGCGA CCTGATCTCA AACTGGAGTT GCCACAAGAA
halepensiS P eI S . . . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e LGl
simici_per_1 . ......... ...... G... ... ... LCLa oo C... ... ... C ....... M. . ... e N
Korunmus ve
degisken bolgeler
4?0 4?0 s?o 5?0
halepensis_per_1 ACGGAGCTAA CTATTTCCGA AAGGGATTCA GTGATGTTGG GCGAGATATC TCCACATCAT GATTACTACG ACAGCAAGAG TTCATCTGA 526
halepensis_per 5 . ... ...... .......... s A e e e e e e e e e e e 525
simici_per_1 ... ... T. AL L L e T. .o i e 526

Korunmus ve
degisken bolgeler

Sekil 3.21.
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Adlerius alt cinsine ait 6rneklerin period haplotiplerinden olugan veri seti igin en
uygun nukleotid substitisyon modeli hesaplanmig, s6z konusu veri seti igin
T92+G (Tamura 3-parameter + Gamma distributed) en uygun model olarak
bulunmustur. Bu model altinda ML filogenetik agaci olusturulmus, dig grup olarak
Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan P. tobbi ve P. perfiliewi s.l. haplotipleri
kullanilmigtir. Veri setinde tek birey ile temsil edilen P. simici, Turkiye'de 10 farkl
lokaliteden orneklenen P. halepensis’ten period geni kullanilarak belirgin sekilde
ayrilmigtir. Tim P. halepensis 6rnekleri, herhangi bir gruplanma olmaksizin tek
bir soy altinda toplanmistir. Period haplotipleri kullanilarak olusturulan Adlerius

ML filogenetik agaci ve her bir haplotipin frekansi Sekil 3.22.de verilmigtir.

Period gen dizisi elde edilen tum Adlerius ornekleri igin yapilan en uygun
substitisyon modeli hesaplamasinda HKY (Hasegawa-Kishino-Yano), bu veri
seti icin en uygun model olarak bulunmus ve genetik uzaklik hesaplamalari
yapilmistir. P. halepensis igin tur igi genetik uzaklk degeri %0.18 iken, P.
halepensis ve P. simici arasindaki genetik uzakligin %7 oldugu tespit edilmigtir.
ML filogenetik agaci, genetik uzaklik hesaplamalari ile desteklenmistir.
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— halepensis_per 2 (33)

halepensis_per 9  (2)

halepensis_per_3 (1)

halepensis_per_4  (4)

halepensis_per 5 (1)

halepensis_per 8 (1)

0.98

halepensis_per 6 (1)

0.91

halepensis_per 7  (3)

halepensis_per_1  (10)

simici_per 1 (2)

0.99 P. perfiliewi s.I.

0.91

P. tobbi

/N A

Sekil 3.22.  period haplotipleri kullanilarak olusturulan Adlerius alt cinsi i¢in elde
edilen ML filogenetik agaci (Parantez icerisindeki degerler, her bir
haplotipin frekansini gostermektedir).
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3.2.5. Transphlebotomus Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan ve Turkiye’'de yayilim gosterdigi
bilinen tum tarler calismaya dahil edilmis, iki farkli lokaliteden toplam 15 bireyin
period geni analiz edilmigtir. PZR optimizasyonu sirasinda higbir érnekte bant
gOzlenmemig, tum denemelere ragmen amplifikasyonu basarili sekilde
gerceklesen  herhangi  bir O6rnege rastlanmamigtir. Bu  nedenle,
Transphlebotomus alt cinsi icerisinde yer alan turlerden higbirinin period gen

dizisine ulagilamamistir.

3.2.6. Sergentomyia Alt Cinsi igerisinde Yer Alan Tiirlere Ait Bulgular

Sergentomyia antennata ve Sergentomyia thedori diginda Turkiye’de yayilim
gosterdigi bilinen tum Sergentomyia alt cinsine ait oérnekler ¢alismaya katilmis,
yedi lokaliteden 67 ornegin period geni analiz edilmistir. S6z konusu genin
amplifiye edebilmek igin gergeklestirilen optimizasyon galismalari Sergentomyia
turleri icin de gergeklestiriimis; ancak yalnizca Sergentomyia minuta’nin period
geni basarili sekilde amplifiye edilmistir. S. minuta’nin Turkiye'de var oldugu
bilinen tum lokalitelerinden temsilci bireyler sonraki analizlere dahil edilmis,
yapilan haplotip analizleri sonucunda bu ture ait yedi adet haplotipin var oldugu
tespit edilmistir. Ayrica haplotip gesitliligi 0.22 olarak bulunmustur. DNA dizi
analizleri sonucunda yalnizca bir adet ornekte heterozigot insersiyon /delesyona
rastlanmistir. Sergentomyia alt cinsi igerisinde yer alan S. minuta igin period
genine ait veri elde edilen ornek sayisi, heterozigot indel gorulen 6rnek sayisi,
turlerin haplotip sayilari ve haplotip gesitlilikleri Cizelge 3.29.’da yer almaktadir.
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Cizelge 3.29. Sergentomyia alt cinsi igerisinde yer alan S. minuta’'nin
analizlere dahil edilen ve indel gozlenen 6rnek sayilari ile her
bir tar icin elde edilen haplotip sayisi ve haplotip ¢esitligi.

S. minuta
period dizisi olan
- 30
ornek sayisi
Heterozigot indel 1
g06zlenen 6rnek sayisi
Haplotip sayisi 7
Haplotip cesitliligi 0.22

S. minuta bireylerinin dérneklendikleri lokaliteler, 6rnek numaralari, haplotipleri ve

bu haplotiplerin lokalitelere gore dagilimlar Cizelge 3.30.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.30. Sergentomyia alt cinsi igerisinde yer alan S. minuta’'nin
period geni icin elde edilen haplotipleri ve bu haplotiplerin
lokalitelere gore dagilimlari.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
BLD 3.153 minuta_per_1
BLD 3.156 minuta_per_1
BLD 3.163 minuta_per 1/7
BLD 3.168 minuta_per_1
BLD 3.189 minuta_per 1/7
Antalya BLD 4.22 minuta_per_1
BLD 4.34 minuta_per_1
BLD 5.50 minuta_per_1
£ BLD 5.59 minuta_per_1/6
E DIK 22 minuta_per_1
% DIK 23 minuta_per 1/5
KRBRN 52 minuta_per_1
L KRBRN 64 minuta_per_1
[zmir )
SFR 62 minuta_per_1
SFR 67 minuta_per_1
AKB 2.76 minuta_per_1
AKB 5.9 minuta_per_1
Aydin .
AKB 23 minuta_per_1
AKB 161 minuta_per_1
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Cizelge 3.30. devam ediyor.

Tiir Lokalite Ornek No per Haplotip
KDIS 14 minuta_per 1/4
KDIS 2.34 minuta_per_1
KDIS 2.37 minuta_per_1
KDIS 40 minuta_per_1
£ KDIS 2.43 minuta_per_1/3
E Mersin KDIS 44 minuta_per_1
17 KDIS 46 minuta_per_1
KDIS 50 minuta_per_1
KDIS 2.56 minuta_per_1
KDIS 57 minuta_per_1
KDIS 63 minuta_per_1/2

Dis grup olarak Adlerius alt cinsi igerisinde yer alan P. halepensis, Larroussius
alt cinsi igerisinde yer alan P. perfiliewi s.l. ve Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde
yer alan P. alexandri'ye ait haplotipler ile Phlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan
ve GenBank’tan period gen dizisine ulagilan P. duboscqi (GenBank erigim
numarasi: AY071913) ornegi kullanilarak S. minuta haplotipleri icin en uygun
nukleotid substitisyon modeli hesaplanmigtir. T92+| (Tamura 3-parameter +
Invariable) en uygun model olarak bulunmusg, ML filogenetik agaci bu modele
gore olugturulmustur. Elde edilen agaca gore Turkiye’'nin farkli lokalitelerinden
orneklenen S. minuta haplotiplerinin tek bir soy halinde bulundugu gorulmasgtar.
Period haplotipleri kullanilarak olusturulan S. minuta ML filogenetik agaci ve her
bir haplotipin frekansi Sekil 3.23.’te verilmistir.

S. minuta’nin tUm bireylerine ait period geni igin en uygun nukleotid substitisyon
modeli T92 (Tamura 3-parameter) olarak bulunmus, bu model kullanilarak tur igi
genetik uzaklik hesaplanmistir. Elde edilen %0.00 degeri ile ML filogenetik
agacindaki sonuglar desteklenmistir.
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minuta_per_1  (53)

minuta_per_2 (1)

minuta_per_4 (1)

minuta_per_7  (2)

0.60

minuta_per_3 (1)

minuta_per 5 (1)

minuta_per_6 (1)

halepensis_per_1

0.99

perfiliewi_per_1

0.7

alexandri_per_18

Phlebotomus duboscqi_Senegal
(AY071913)

Sekil 3.22.  period haplotipleri kullanilarak olusturulan Sergentomyia alt cinsi
icerisinde yer alan S. minuta igin elde edilen ML filogenetik agaci
(Parantez igerisindeki degerler, her bir haplotipin frekansini
gostermektedir).
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4. TARTISMA

Kum sinekleri tagidiklari birgok patojen nedeniyle insan ve hayvan sagligini
yakindan ilgilendiren 6nemli vektor canhlardir [1]. Her yil on binlerce kisinin
hayatini kaybettigi, Dinya Saglik Orgiti'nin giinimizde en acil enfeksiyon
hastaliklar siralamasinda basta yer alan ve tum dunyada 20’den fazla
Leishmania tarinun yol ac¢tigi leishmaniasis, enfekte kum sinegi digileri
tarafindan tasinmaktadir [8]. Kum sineklerinin yayilim gosterdigi alanlarda 800’u
agkin turu bulunmakta, ekolojik ve biyolojik 6zellikler turler arasinda degiskenlik
gOstermektedir [4, 19]. Bu nedenle vektor-konak-patojen arasindaki iligkinin
dogru kurulmasi ve kum sinekleri ile etkin bir micadelenin gergeklestirilebilmesi
icin dogru tur teshisi esastir. Morfolojik karakterlere dayali tur anahtarlari, birgok
canl grubunda oldugu gibi kum sinekleri i¢in de dogru tanimlama ve siniflandirma
icin bagvurulan ilk kaynag! olusturmaktadir. Ancak kum sinegi taksonomisi,
icerdigi bazi sorunlar nedeni ile yalnizca morfolojik karakterlerin kullanimi ile
gergeklestirilecek bir siniflandirmayi olanaksiz hale getirmektedir. Ozellikle
birbirlerine yakin akraba turlerden olugan ve morfolojik karakterlerine bakilarak
ayrimin neredeyse imkansiz oldugu tur komplekslerinin aydinlatiimasi,
taksonomik ¢alismalarda karsilagilan zorluklardan birini olusturmaktadir [11, 12].
Tarkiye'de Larroussius alt cinsi igerisinde Phlebotomus kandelakii s.l.,
Phlebotomus major s.l., Phlebotomus perfiliewi s.l.; Paraphlebotomus alt cinsi
icerisinde ise Phlebotomus sergenti s.l.'nin tur kompleksi olarak bulundugu
bilinmektedir [12]. Bunlar icerisinden P. major s.I. tur kompleksi igerisinde
bulunan P. neglectus ve P. syriacus erkekleri, Lewis [45] ’in tUr anahtarina gore
coxite ve style uzunluklarina ve coxite’te bulunan kil sayilarina gore birbirinden
ayrilirken; ayni tarlerin disileri ortak spermateka kanalinin uzunluguna bagli
karakterler ile teshis edilmektedir. Benzer sekilde P. sergenti s.|. kompleksi
icerisinde yer alan P. sergentive P. similis erkekleri, yine Lewis [45]'e gore coxit’in
basal lobunun uzunluk ve geniglik dlgumleri ile ayrilirken; digilerin klasik preparat
teknikleri ile birbirinden ayrilmasi neredeyse imkansizdir. Bu nedenle taksonomik
olarak problemli turlerin ve tir komplekslerinin anlagiimasi kompleksi olusturan
turlerin belirlenmesi, aralarindaki iliskinin anlagilmasi, yayilim sinirlarinin
cizilmesi ve vektoriyel kapasitelerinin belirlenerek uygun mucadele yontemlerinin

geligtiriimesi acgisindan buyuk onem tasimaktadir [12]. Bu gibi durumlarda
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arastiricilar, morfolojiye ek farkli yontemler deneyerek dogru tur teshisine
ulagmayi hedeflemektedir. Tum canli gruplarinda oldugu gibi kum sineklerinin
taksonomisinin aydinlatiimasi ile ilgili calismalarda da ¢ogunlukla DNA barkod
bolgeleri kullaniimaktadir. Ancak taksonomik statusi net olmayan, birbirine yakin
akraba turlerin siniflandiriimasinda barkod bolgelerin yeterliligi tartigsiimaktadir
[18, 46]. Barkod bolgelerine ek olarak ¢ekirdek gen bolgeleri de ¢alismalarda yer
almakta; ancak iki farkli gene ait sonuglarin korele olmadigi calismalar
bulunmaktadir [22]. Bu nedenle arastirmacilarin tir komplekslerini aydinlatma
uzerine calismalari, guvenilir ve ayrim gucu yuksek yontemler Uzerine

yogunlagsmaktadir [28].

Yalnizca Eski Dunya kum sinekleri i¢in degil, Yeni Dunya kum sinekleri igin de
komplekslerin anlasilmasi buyuk ©Onem tasimaktadir. Latin Amerika’da
Leishmania infantum chagasrnin birincil vektoru olan Lutzomyia longipalpis’in
taksonomik durumunun belirlenebilmesi igin birgok yontem denenmigtir [28].
Bauzer ve arkadaglarinin [28] yayinlamis oldugu derlemede izoenzim
elektroforezi, esey feromon analizleri, metafaz karyotiplemesi, cytochrome b,
cacophony ve period genlerinin nukleotid varyasyon analizleri gibi birgok farkl
yontemin Lu. longipalpisin taksonomik durumunu ortaya g¢ikarmak igin
kullanildigi belirtiimigtir. Bu yontemler icerisinde kur sarkisini kontrol ettigi bilinen
cacophony ve period gen bolgelerine ait nukleotid varyasyon analizleri, Lu.
longipalpis’in  bir tir kompleksi olarak bulundugunu desteklemistir. Tar
kompleksleri ile ilgili gugli tahminler ortaya koyan s6z konusu bu iki genden
cacophony, Eski Dinya kum sineklerinden yalnizca Sergentomyia clydei ile
calisiimigken; period genine ait Eski Dunya kum sinekleri igin bir kayit
bulunmamaktadir [28, 47].

Tez caligmasi kapsaminda cacophony ve period genlerinin Turkiye'de yayilim
gOsteren tum kum sinegi turleri icin nukleotid varyasyonu ortaya g¢ikariimistir.
Elde edilen gen dizileri, S. clydei disinda Eski Dinya kum sineklerine ait ilk
kayitlar olugturmustur. Ayrica Turkiye'deki tum turlerin degerlendirmeye alinmasi

ile genis bir 6rneklem alaninda s6z konusu gen bolgelerinin tur igi ve turler arasi
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varyasyonlari belirlenmigtir. Caligmaya katilan her tur, kendi alt cinsi icerisinde
degerlendirilmistir. Alt cinsler gen bolgeleri bakimindan ayri analizlere alinmis,
her biri igin ayri filogenetik agag olusturulmustur. Sonugta ¢alismaya alinan tum
turler degerlendirildiginde, cacophony ve period gen bdlgelerinin Turkiye'de var
oldugu bilinen turleri birbirinden ayirmada basarili olduklari, ayni turin farkl
populasyonlari arasindaki gen akisinin mevcut durumlarini tespit edebildikleri ve
tur komplekslerinin igerisinde yer alan farklh gruplari belirlemede gugla tahminler
ortaya koyduklari bulunmustur.

Tarkiye’'nin farkh cografi bolgesinden iki cins ve alti alt cinse ait, toplam 884 birey
her iki gen i¢in de analiz edilmigtir. Alt cinslere ait elde edilen sonuglar, daha 6nce
Tarkiye'de bulunan butun turler igin gergeklestirilmis olan barkod ¢aligmasi ile
kargilastinimistir [12].

Phlebotomus Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Phlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan Phlebotomus papatasi, Ortadogu’dan
Akdeniz’e kadar genis bir cografi alanda yayilim gostermektedir [44]. Eski
Dunya’da Leishmania major'in kanitlanmis temel vektoru olan P. papatasinin,
Tarkiye'de bu alt cins igerisinde yer alan tek tur oldugu bilinmektedir [12]. Daha
onceki calismalarda, P. papatasinin yayihm gosterdigi birgcok farkh ulkeden
ornekler toplanmis, bu 6rnekler gesitli cekirdek (/7S2) ve mitokondriyal (ND4, cyt
b) gen bdlgeleri bakimindan analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, s6z
konusu turun tim yayillim alanlari igerisinde gen akiginin devam ettigi, cografi
herhangi bir engele veya mesafeye bagli olarak bir Greme izolasyonunun henuz
gorulmedigi tespit edilmistir [44, 48]. Erigoz Kasap ve arkadaslarinin [12]
Tarkiye'de var oldugu bilinen batun turler ile yaptigi barkod galismasinda, 56 adet
P. papatasi ornegi cox1 barkod bolgesi bakimindan analize alinmig, sonugta tum
orneklere ait tek bir soy hatti elde edilmistir. Tez ¢alismasinda 6rneklem grubu
daha da genigletilerek 69 adet P. papatasi bireyi, cacophony ve period gen
bolgeleri bakimindan analize alinmigtir. Cacophony genine ait DNA dizileri,
analize alinan tum orneklerde heterozigot insersiyon / delesyon gostermis; period
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genine ait dizilerde ise 6rneklerin neredeyse tamaminda ayni durum gozlenmistir.
SOz konusu indel durumu, P. papatasi bireyleri disinda cacophony geninin
amplifiye edilen son 80-100 nukleotidlik bir kisminda gorulurken, yalnizca P.
papatasi bireylerinde elde edilen amplikonun tamaminda tespit edilmigtir. Period
geninde ise diger turlerde oldugu gibi P. papataside gozlenen indel belirli bir
noktadan basglayip, amplikonun sonuna kadar devam etmektedir. Ancak hem
dunyanin farkh Ulkelerinden toplanan orneklerle yapilan calismalar hem de
Tarkiye'nin farkh lokalitelerinden Orneklerin barkod bolgeleri kullanilarak
gerceklestirilen analizler sonucunda, P. papatasi i¢cin gen akisinin tim dunyada
kesintisiz devam ettigi ile ilgili bulgularin var oldugu tespit edilmistir [12, 44, 48].
Bu nedenle P. papatasi ornekleri icin herhangi bir indel oruntusu tespit
edilememis, klonlama basamagina basvurulmaksizin cacophony ve period gen
bdlgeleri bakimindan analizler bu tarun bireyleri igin gergeklestiriimemistir.

Paraphlebotomus Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Paraphlebotomus alt cinsine ait Phlebotomus alexandri, ispanya’dan Cin’e ve
guney Etiyopya’ya kadar genis bir cografi alanda yayilim gostermektedir. Tagidigi
Leishmania donovani complex (Leishmania donovani s.s. ve Leishmania
infantum) nedeni ile yayilim gosterdikleri alanlarda kanitlanmis veya suphelenilen
vektor olarak bilinmektedir [4, 12]. Erig6z Kasap ve arkadaslarinin [12] Tarkiye'de
yaptigi1 barkod galigmasi sonucunda, cox? geni bakimindan iki farkli P. alexandri
soyu oldugu bulunmustur. Ikinci soyu olusturan tek bireyin, diger bitin
bireylerden belirgin sekilde ayrildigi gozlenmigtir. Tez ¢alismasinda barkodu
yapilmis olan ornekler ile calisiimistir; ancak tek bireyle ayri soyu olusturan
ornegdin, her iki genine ait amplifikasyonu da basarili olamamistir. Bu nedenle
degerlendirmeye alinamamis, filogenetik agaclari olusturulamamigtir. S6z
konusu 6rnek harig, diger érnekler igin olusturulan hem cacophony hem de period
gen bolgelerine ait ML filogenetik agagclarinin, barkod sonuglarini destekler
nitelikte oldugu gorulmuasgtir. Turkiye'de P. alexandri turune ait tek bir soy
bulunmustur ve sekiz farkl lokaliteden 6rneklenen tum bireyler arasinda cografi

herhangi bir engel veya mesafeye bagli olmaksizin gen akisinin devam ettigi
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tespit edilmistir. Ayrica tum cografi bolgelerde ayni haplotipin paylagiimasi
(alexandri_cac_1 ve alexandri_per_1 gibi), kesintisiz gen akisi dusuncesini
destekler nitelikte gérilmustir. ikinci bir soy hattinin, diger P. alexandri soyundan
ne kadar farklilastigini veya populasyondaki durumunu anlayabilmek igin 6rnek
sayisini arttirmak ve galigma alanini bu dogrultuda genigletmek gerekmektedir.

Paraphlebotomus alt cinsi icerisinde bulunan bagka bir tlr olan Phlebotomus
sergenti s.l., hem Ulkemizde hem de yayilim gosterdigi birgok Ortadogu ve Afrika
ulkesinde L. tropica’nin kanitlanmig vektoradur [4, 14]. Yayillim alanlari igerisinde
gostermis oldugu morfolojik varyasyonlar nedeniyle, tir kompleksi olarak
dusunulmektedir. Ayni alt cins icerisinde yer alan ve morfolojik olarak P. sergenti
s.l.’ye oldukca benzeyen Phlebotomus similis ise, ilk olarak P. sergenti s.|.'nin alt
turd olarak tanimlanmis [45]; daha sonra yapilan molekuler ve morfolojik bir takim
calismalar sonucunda ise ayri bir tir olarak kabul edilmistir [49, 50]. Depaquit ve
arkadaslarinin [49] farkli Ulkelerden topladiklari Paraphlebotomus ornekleri ile
yaptiklari ¢alismada P. similis, P. jacusieli'ye kardes tur olarak gruplanmis, P.
sergenti s.l. ise bu iki tiirden belirgin sekilde ayriimistir. Ulkemizde Eris6z Kasap
ve arkadaglarinin [12] yaptigi barkod c¢alismasi sonucunda ise, Bursa’'dan
toplanan P. sergenti s.|. orneklerinin belirgin sekilde diger butun P. sergenti
s.l’lerden aynldigi gorulmustur. Tez calismasi kapsaminda cacophony geni
degerlendirilen P. sergenti s.I.’nin, yalnizca Bursa orneklerinin gen dizileri elde
edilmig; diger lokalitelerden toplanan tum orneklerde heterozigot indel gorulmesi
nedeniyle gen dizilerine ulasilamamistir. Olusturulan filogenetik agacta P.
sergenti s.l. ornekleri, P. jacusieli 6rnekleri igerisine yer almigtir. Period geni igin
gerceklestirilen analizlerde ise, Bursa hari¢ Turkiye'deki tum lokalitelerden
toplanan P. sergenti s.|. ornekleri, cografi kosullardan bagimsiz tek bir soy
hattinda toplanmigtir. Bursa P. sergenti s.l. 6rnekleri tipki cacophony’de oldugu
gibi Karabuk ve Antalya P. jacusielfleri ile birlikte gruplanmistir. P. sergenti s.I'ye
yakin akraba takson olan P. similis Turkiye'de rapor edilmis olmasina ragmen,
varhgi suphelidir [12]. Bursa orneklerinin barkod calismasi ile birlikte hem
cacophony hem de period gen bolgeleri bakimindan belirgin sekilde diger P.
sergenti s.l'lerden ayrilmasi, Turkiye’de olasi bir P. similis turinin varligina

isaret edebilmektedir [56]. Ayni zamanda barkod sonucu P. jacusieli gikan
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orneklerin, s6z konusu iki gen bakimindan Bursa P. sergenti s.|.’leri ile karisik
sekilde gruplanmasi, iki tir arasinda bir hibrittesmenin var olabilecegini
dusundurmektedir. Ayrica genetik uzaklik hesaplamalarindan elde edilen
sonuglar, s6z konusu supheleri desteklemektedir.

Paraphlebotomus turleri igerisinden Phlebotomus caucasicus, L. majorin
Afganistan ve iran’da kanitlanmis veya siiphelenilen vektdridir [4]. Son
zamanlarda Kuzey Dogu Anadolu’dan da 6rneklenen P. caucasicus’un ulkemizde
nadir bulunan bir tur oldugu bilinmektedir [12]. Turkiye’deki kum sinekleri igin
olusturulan barkod kutuphanesinde iki birey ile temsil edilen P. caucasicus
ornekleri cacophony ¢alismasina bir, period galismasina ise iki bireyle katilmistir.
SOz konusu barkod geni igin degerlendirmeye alinan P. caucasicus ornekleri,
higbir sinifa dahil edilemeyen ve Artvin’den orneklenen Paraphlebotomus sp.
ornekleri ile kardes tur olarak gruplanmigtir. Cacophony gen dizisine
ulagilamayan Paraphlebotomus sp. 6rneklerinin, period geni degerlendirildiginde
ise P. jacusieli drneklerine daha yakin akraba oldugu goérilmustir. iki filogenetik
agac¢ arasindaki bu fark, cox7 geninin maternal kaltilirken; kur davranigi
genlerinin her iki ebevenyden aktariimasi nedeniyle farkli sonuglarin gikmasi
olarak acgiklanabilmektedir.

Paraphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan ve vektor olduklarina dair herhangi
bir kanit bulunmayan P. jacusieli'nin, Ortadogu ve Kafkaslarda yayilim gosterdigi,
Tuarkiye'de ise Anadolu’da ve Akdeniz'de var oldugu bilinmektedir. Daha 6nce
gerceklestirilen barkod galismasi kapsaminda ilk defa Karabuk’ten olmak Uzere
Karadeniz’'de varhgi belirlenmistir [12]. Cacophony ve period gen bolgelerinden
elde edilen ML filogenetik agaclarinda Erzincan’a ait haplotipler
(jacusieli_cac_3/4 ve jacusieli_per_2/3), belirgin sekilde ayrilmistir. Genetik
uzaklik hesaplamalari ile desteklenen bu durum sonucunda, P. jacusieli turu
icerisinde turlesmeye baslayan ayri bir grubun varligindan s6z edilebilmektedir.
Ayrica P. sergenti s.l. haplotipleri igin tartisilan durum, P. jacusieli haplotipleri igin
de s6z konusu olmustur. i¢ ice gegen P. sergenti s.l. ve P. jacusieli haplotipleri,
olasi bir hibrittesme durumunu ifade ediyor olabilmektedir. Bunun yani sira, cox1
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haplotipleri ile olusturulan ML filogenetik agacinda [12] P. jacusieli 6rnekleri,
birlikte gruplanan P. caucasicus ve Paraphlebotomus sp. Orneklerine yakin
akraba bir durum sergilerken; period sonuglarina gore P. caucasicus ornekleri
belirgin sekilde ayri bir grup olusturmus, P. jacusieli 6rnekleri P. jacusieli-P.
sergenti s.l. grubuna kardes tur olarak gruplanmistir. Ayni durum cacophony
sonuglari igin de gegerlidir. Ancak cacophony geni analizlerine Paraphlebotomus
sp. Orneklerinin dahil olmamis olmasi ve P. sergenti s.I. érneklerine ait tum
bireylerin agacta yer almamasi tum akrabalik iligkilerini gostermede yeterince
basarili olamamistir.

Larroussius Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan Phlebofomomus kandelakii s.l.,
Gurcistan’da Leishmania infanfum’un kanitlanmis vektoradur [51]. Yayilim
gOsterdigi diger Ulkelerde oldugu gibi, Turkiye'de de ZVL’nin suphelenilen vektoru
oldugu bilinmektedir [4, 52]. Bu tur kompleksi icerisinde bulunan P. kandelakii ve
P. burneyi turlerinin Turkiye’de bulunduklarina dair kayitlar rapor edilmigtir [53,
54]. Eris6z Kasap ve arkadaslarinin [12] 2005-2016 yillari arasinda Turkiye’'nin
tum biyocografik bolgelerinden topladiklari 6rnekler igerisinden toplamda 52 adet
P. kandelakii s.. 6rnegi, cox1 geni bakimindan degerlendirilmistir. Sonugta iki
ana soy hattinin varligi tespit edilmigtir. Birinci soyu Anadolu’dan toplanan
haplotipler olustururken, ikinci soy Akdeniz ve Karadeniz’den elde edilen
haplotiplerden olugsmustur. Anadolu haplotiplerinin icerisinde ise Igdir
populasyonlarina ait bir alt gruplanma ortaya cikmigtir. Cacophony geni
degerlendirildiginde, tipki barkod bodlgesinde oldugu gibi iki ana soy hattindan
bahsedilmektedir. Anadolu’dan toplanan 6rneklerin olugturdugu soy, Akdeniz-
Karadeniz orneklerinin olugturdugu soydan tamamen ayrilmigtir. Her iki gen igin
de elde edilen bu sonug, P. kandelakii s.l.'nin tur kompleksi igerisinde yer alan
s6z konusu grubun Turkiye’'nin kuzeyinden guneyine devam eden bir gen akisi
icerisinde oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica Anadolu haplotiplerinin olusturdugu
grup igerisinde 1gdir 6rnekleri ayri bir alt grup olusturmaktadir. Bu alt grubun
onemli bir farkhlasma ile diger gruplardan ayriimadigi; ancak s6z konusu
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populasyondan yeterli sayida birey olmadan gergeklestirilen bu analizin érneklem
grubunun arttinimasi ile daha anlamh ve dogru sonuglar ortaya koyacagi
dusunulmektedir. Anadolu’dan toplanan P. kandelakii s.|. 6rnekleri ile Akdeniz-
Karadeniz’'den toplanan P. kandelakii s.|. ornekleri arasindaki genetik uzaklk
(%2.13), cacophony geni goz onunde bulunduruldugunda iki ayr tur arasinda
gOzlemlenen genetik uzaklik degerini gostermistir. Bu dogrultuda P. kandelakii
s.l. igerisinde yer alan bu iki grubun iki ayri tur olarak Turkiye’de var oldugu ile
ilgili gecerli tahminler 6ne surmek sz konusu olabilmektedir. Ancak erkek
bireylerin karakterinin yeterince belirleyici olmamasi ve digilerin izomorfik olmasi
nedeni ile analizlere alinan 6rneklerin morfolojik teshisleri gergeklestirilemedigi
gibi [45], 6rneklerin herhangi bir gen dizisi P. burneyi ve P. kandelakii s.|.'ye ait
tip lokalitelerinden (sirasiyla Gurcistan ve Pakistan) orneklerin gen dizileriyle
karsilastinlamadig! igin hangi 6rnegin bu tir kompleksinin hangi Uyesine ait

oldugu belirlenememistir.

Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan ve Ulkemizde genig bir alanda yayilim
gosterdigi bilinen P. major s.l. tir kompleksi, birbirine morfolojik olarak oldukga
benzeyen turlerden olusmaktadir [12, 24]. Eris6z Kasap ve arkadaslari [24]
tarafindan yapilan 6nceki g¢alismalarda P. major s.|. kompleksini tanimlamak,
uyelerini ve uyelerinin yayihm sinirlarini belirlemek amaci ile Turkiye'yi temsil
edecek sekilde birgok farkli lokaliteden ornekler toplanmig, tum bireylerin
morfolojik ve molekuler yodntemler ile teshis edilebilmesi amaglanmistir.
Kullanilan 12 farkli morfolojik karakter ile herhangi bir ayrim saglanamamisg;
mitokondriyal cyt b ve nukleer EF 1-« genlerinin birlikte degerlendiriimesi sonucu,
Tarkiye'de simpatrik olarak bulunan ug¢ farkh soyun varligi tespit edilmigstir.
Bunlardan birincisini  Turkiye’nin  yalnizca guney dogusunda bulunan
Phlebotomus syriacus, ikincisini ise Turkiye'nin en dogusu ve en batisinda
bulunan Phlebotomus neglectus tirleri olusturmaktadir. Uglinci bir olasi grup ise
Tarkiye'nin orta kuzey ve orta glney bolgelerinde bulunmaktadir [24]. Barkod
calismasi sonucunda ise Turkiye genelinde toplamda bes farkli grubun
varligindan s6z edilmektedir. iki ayri arastirma birlikte degerlendirildiginde, birbiri
ile ortusen iki grubun varligi tespit edilmigtir. Gruplardan ilki P. syriacus oldugu

dusunulen orneklerden olusurken; ikincisi Turkiye’nin genelinde yayilim gosteren
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diger bir grup tarafindan temsil edilmektedir. P. syriacus’un bulundugu disunulen
bolge, Turkiye'nin Adana, Hatay ve Kahramanmaras illeri ile sinirlanmigtir [12].
Cacophony genine ait sonuglar degerlendirildiginde ise, P. major s.l. 6rneklerinin
iki ana soy altinda toplandigi goralmustar. P. syriacus oldugu dusunudlen 6rnekler,
diger calismalarda oldugu gibi belirgin sekilde ayri gruplanmistir. Akdeniz
Bolgesi'nin guney dogusunda sinirli bulunan ve yapilan tim ¢alismalarda ayni
gruplanmayi gosteren bu 6rneklerin, P. major s.I. tur kompleksi igerisinde yer alan
P. syriacus Ornekleri oldugu gugclu bir tahminle ortaya koyulmustur. Cacophony
geni kullanilarak olusturulan ML filogenetik agacina gore diger sonuglar, P.
syriacus haplotiplerine kardes grubun Antalya’dan iki, Hatay’dan bir ornek
(major_cac_33 ve 36) oldugunu gostermistir. Bu gruba yakin akraba olarak
gruplanan tek birey ise Kars'tan orneklenmistir. S6z konusu butun haplotipler,
ana soylardan ilkini olusturmustur. ikinci ana soyda ise kalan tiim P. major s.|.
haplotipleri yer almakla birlikte, Kars’tan iki ve Artvin’den bir 6rnek (major_cac_27
ve 35) belirgin sekilde ayri bir alt soya ayrilmaktadir. Boylelikle, cacophony geni
bakimindan P. major s.l. tir kompleksi, 6rneklendigi tum alanlar igerisinde dort
alt grup halinde bulunmaktadir. Barkod ve cacophony sonuglari
karsilastinldiginda, her iki gen icin Turkiye’de bulunan P. major s.l. tar
kompleksine ait gruplarin sayisi ve gruplarin yayilim gosterdigi cografi sinirlar gok
benzer bulunmus; buna ek olarak oOrtusmeyen bireylerin var oldugu tespit
edilmistir. Barkod g¢alismasinda kullanilan genin mitokondriyal genomda bulunan
bir gen olmasi, dolayisiyla mutasyon biriktirme hizinin ¢ekirdek genomda
bulunan genlere gore daha hizli olmasi nedeniyle bu uyumsuzlugun olabilecegi
dusunulmektedir [55]. Cacophony geninde gozlenen heterozigot bireyler de bu
uyumsuzluga neden olabilecek baska bir parametre olabilmektedir. Ayrica indel
gOzlenen bireylerin fazlaligi nedeniyle degerlendirmeye alinamayan ¢ok sayida
ornek bulunmaktadir. Bu nedenle orneklem grubunun genisletilerek gruplar
uzerine degerlendirmelerin tekrarlanmasi gerektigi dusunilmektedir. Tum
bunlara ek olarak, genetik uzaklik hesaplamalari P. major s.l. igerisinde yalnizca
iki ana soyun varligi ¢ergevesinde gergeklestirildiginde turler arasinda ortaya
cikan sonug (%2,7), bu gen igin oldukga yuksek bir deger olarak tespit edilmigtir.
Filogenetik agacta goruldugu gibi, bes farkli grup ile hesaplamalar
gerceklestirildiginde, tur igi ve turler arasi oranlar beklenen sinirlar igerisinde
bulunmustur. Bu nedenle P. neglectus olarak bilinen turun, Turkiye’de yayilim

123



gbsterdigi alan tam olarak bilinememektedir. Ozetle Tirkiye’'nin giineyinde P.
syriacus’'un bulundugu net bir sekilde soOylenebilmekle beraber, farkh tarler
oldugu dusunulen diger gruplarin P. major s.l. olarak adlandiriimasinin daha
dogru olabilecegi dustunulmektedir.

P. major s.l. tur kompleksi icin elde edilen diger sonuglara gore, Antalya’dan iki
ornek P. syriacus orneklerine yakin gruplanirken, diger tim Antalya ornekleri
ikinci soyda gruplanmistir. Boylelikle farkli tur oldugu duasunulen P. major s.l.
gruplarindan bireylerin, Antalya’da simpatrik olarak bulunabildigi sonucu, daha
once gerceklestirilen sonuglarla uygunluk gostermektedir [12, 24]. Ayrica
Kahramanmarag’tan klonlanan CUH 10 6rneginin allellerinden biri birinci soy
hattinda, digeri ise ikinci soy hattinda bulunmustur. Tez galismasi kapsaminda P.
syriacus ve farkl bir P. major s.l. turtne ait bireyin hibrit olusturabildigi ilk kez

ortaya koyulmustur.

Larroussius alt cinsi igerisindeki diger tir kompleksi olan Phlebotomus perfiliewi
s.l. icerisinde siniflandirilan Gyelerin taksonomik durumu henlz tam olarak
aydinlatilamamistir. Erkek bireyler dis genital karakterleri bakimindan 6nemli bir
cografi varyasyon gostermekle birlikte, digileri birbirinden ayirmak neredeyse
imkansizdir [22]. Phlebotomus galilaeus, Phlebotomus perfiliewi ve Phlebotomus
franscaucasicus olmak uUzere dunyada yayillim gosteren U¢ turd oldugu
bilinmektedir. Turkiye’de bu Ug¢ tlrun simpatrik olarak bulunduguna dair kayitlar
olmasina ragmen [52, 54, 56], Eris0z Kasap ve arkadaslarinin [12] P. perfiliewi
s.l. tir kompleksi icin ortaya koydu cox? sonuglari, s6z konusu tir kompleksinin
Tarkiye'de tek takson olarak bulundugunu gostermistir. Tez gcalismasindan elde
edilen cacophony ve period gen bolgelerine ait sonuglar ise, yapilmig olan barkod
calismasini desteklemektedir. Her iki gen kullanilarak olusturulan ML filogenetik
agaglari ayri ayri incelendiginde, P. perfiliewi s.l.'nin tek takson olarak gruplandigi
g0Ozlenmis, genis bir cografi alandan érneklenmis farkli populasyonlar arasindaki
gen akisinin devam ettigi tespit edilmistir. Genetik uzaklik hesaplamalari
sonucunda tur iginde herhangi bir farkllagsmaya sebep olacak kadar anlamli bir
ayrim olmadigi anlasiimigtir. Bu iki c¢alismaya ek, tur igi genetik uzakhk
degerlerinden de her iki caligmayi destekler nitelikte sonuglar elde edilmigtir.
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Larroussius alt cinsi igerisinde yer alan Phlebotomus tobbinin, Turkiye'de L.
infantum’un kanitlanmis vektort oldugu bilinmektedir [10, 57]. Cox71 geni ile
yapilan calismalar dogrultusunda P. tobbinin Turkiye'de tek takson oldugu
bilinmektedir. Ayni zamanda Kibris'tan (Erigim numarasi: KX826025,
KX826041), Yunanistan’dan (Erisim numarasi: KU519502, KU519503,
KT634317) ve lisrail’den (Erisim numarasi: KF483675) dérneklerin cox? gen
bolgeleri ile karsilastirildiginda, P. tobbinin farkli populasyonlarinda cografi bir
engele veya mesafeye bagli olmaksizin gen akisinin devam ettigi tespit edilmigtir
[12]. Cacophony ve period gen bolgelerine ait ML filogenetik agaclari ve bu iki
genden elde edilen genetik wuzaklik degerleri, barkod sonuglarini

desteklemektedir.

Adlerius Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Adlerius alt cinsine ait turlerden birkaginin VL'nin siphelenilen vektoru olduklar
bilinmektedir. S6z konusu alt cins igerisinde yer alan turlerin disilerini morfolojik
olarak teshis etmek neredeyse imkansizdir. [58]. Turkiye'de Adlerius alt cinsi
icerisinde toplamda bes tur bulunmaktadir. Bu turlerden Phlebotomus simici
Ortadogu, Dogu Akdeniz ulkeleri ve Kafkasya'da yayilim gostermektedir.
Tarkiye'deki Adlerius turlerine ait elde edilen DNA barkodlama ¢alismasi
sonucunda, P. simici'nin tek bir soy olarak Turkiye'de var oldugu tespit edilmigtir
[12]. Benzer sekilde cacophony dizisi kullanilarak elde edilen haplotipler ile
olusturulan ML filogenetik agacina goére, P. simicinin diger butun Adlerius
turlerinden ayrilarak tek bir grup olusturdugu gorulmustur. Elde edilen haplotipler
arasinda simici_cac_2 gibi haplotiplerin, Turkiye'nin neredeyse tum o6rneklem
alanlarinda paylagilmasi, tirin populasyonlari arasindaki gen akisinin kesintisiz
devam ettigi yonunde guglu tahminler sunmustur. Adlerius alt cinsi igerisindeki en
yuksek haplotip cesitliligi P. simici igerisinde bulunmus, genetik uzaklik analizleri
sonucunda tur icerisinde anlamh bir ayrilma gorulmemisgtir. Bunlarin yani sira,
period genine ait yalnizca bir 0Ornegin amplifikasyonu basarili gekilde
gerceklestiriimig, s6z konusu tur ile ilgili period analizleri gergeklestirilememistir.
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Adlerius alt cinsi igerisindeki diger bir tlr olan Phlebotomus brevis’in Yunanistan,
Malta, Tirkiye, iran ve Kafkaslarda yayiim gosterdigi bilinmekle birlikte,
Tarkiye'de oldukg¢a nadir bulundugu tespit edilmigtir [12]. Daha Once yapilan
calismalarda P. brevis ve P. simicinin yakin akraba turler oldugu ortaya
koyulmus, belirli bolgelerde simpatrik olarak bulunabildikleri rapor edilmistir [59].
Bunlara ek olarak Erigs6z Kasap ve arkadaglarinin [12] Turkiye’de yapmis oldugu
barkod galismasinda morfolojik olarak teshisi gerceklestirilemeyen ve belirgin
sekilde diger butun Adlerius turlerinden ayrilarak yeni bir grup olusturan Adlerius
sp. ornekleri tespit edilmistir. cox1 sonuglarina gore, teshisi gergeklestiriiemeyen
Adlerius sp. ornekleri, P. brevis drneklerine kardes tur olarak gruplanmig ve P.
simici ornekleri bu gruba en yakin Adlerius taksonu olarak konumlanmistir.
Cacophony geni ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ise, daha once
yapilan calismalari destekler niteliktedir [12, 59]. Filogenetik aga¢ dikkate
alindiginda P. brevis ve Adlerius sp. ornekleri birbirlerine kardes grup, P. simici
ornekleri ise bu gruba en yakin diger grup olarak bulunmustur. Ayni sekilde
genetik uzaklik hesaplamalarindan elde edilen degerler, turler arasindaki s6z

konusu genetik mesafeyi desteklemigtir.

Adlerius alt cinsi igerisindeki diger turler olan Phlebotomus balcanicus ve
Phlebotomus kyraniae’nin de yapilan arazi ¢alismalarinda tipki P. brevis gibi,
Tarkiye’de nadir bulunduklari belirlenmistir [12]. P. balcanicus Akdeniz'de, P.
kyraniae ise Anadolu bdlgesinde yayilim géstermektedir. iglerinden P.
balcanicus’un Gurcistan’da ZVL’nin kanitlanmis vektoru oldugu bilinmektedir
[51]. Phlebotomus halepensis ise Orta Dogu, Kafkasya ve Turkiye'de yayilim
gostermekte, hem ZVL hem de KL tasidiklarina dair gugli tahminler
bulunmaktadir [12, 60]. Erisoz Kasap ve arkadaslarinin [12] yapmis oldugu
barkod galismasinda, Turkiye’den 6rneklenen tum P. balcanicus, P. kyraniae ve
P. halepensis oOrnekleri, Adlerius alt cinsinin ikinci soyunu olusturmustur. P.
balcanicus ve P. kyraniae kardes turleri olustururken P. halepensis ornekleri bu
gruptan ayrilmig; fakat yakin akraba takson olarak ML filogenetik agacinda
konumlanmigtir. Cacophony geni ile yapilan caligmalar ise, tipki barkod
bdlgesinde oldugu gibi sonuglar vermistir. Cografi bir nedene bagh olmaksizin
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tum P. halepensis populasyonlari arasinda gen akisinin devam ettigi, genetik
uzaklik analizlerinden elde edilen sonuglarla da dogrulanmigtir. Ayrica period
geni elde edilen tek Adlerius turu olan P. halepensis (bir adet P. simici ornegi
hari¢), bu gen icin de Turkiye'de tek bir grup olarak gozlenmistir. Ayni durum P.
balcanicus’a ait iki haplotip i¢in de gecerlidir. Barkod sonuglarina ek, cacophony
sonuglarinda P. kyreniae igerisinde bir ayrim gézlenmis, kyraniae_cac_1, 2 ve 3
haplotipleri belirgin sekilde diger haplotiplerden ayrilmistir. iki P. kyreniae grubu
arasinda gercgeklestirilen genetik uzaklik hesaplamalari, s6z konusu tur igerisinde
turlesmeye baglayan ayri bir grubun varligina isaret etmektedir. Analize alinan
tum haplotiplerin ayni lokaliteden (Mardin) 6rneklenmis olmasi, turin ornekleri
icerisinde herhangi bir Greme izolasyonunun gergeklestigine dair gug¢lu tahminler
ortaya koymaktadir.

Transphlebotomus Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Tarkiye'de yayilim gosterdigi bilinen diger bir alt cins olan Transphlebotomus’un
vektoriyel durumlart suphelidir [61]. Turkiye’de Phlebotomus anatolicus,
Phlebotomus economidesi ve Phlebotomus killickinin varligi kesin olarak
bilinmektedir [12]. Buna ek olarak Akdeniz Ulkelerinden [62], Avrupa ulkelerinin
en kuzeyine kadar [63-67] dunyada genig bir alanda yayilim gosterdigi bilinen
Phlebotomus mascittiinin ise Turkiye'de kaydi olmasina ragmen varligi suphelidir
[14, 54]. Transphlebotomus alt cinsi igerisinde yer alan tum tarler, barkod
sonuglarina gore birbirlerinden belirgin sekilde ayrilmigtir. P. economidesi ve P.
anatolicus kardes turler olarak gorulurken; P. killicki onlardan ayrilarak farkl bir
grup altinda toplanmigtir. Bunun yani sira cacophony geni tum turleri ayirmada
oldukga basarili iken; s6z konusu genlere ait sonuclarda P. killicki ve P.
economidesi kardes tur olarak gruplanirken P. anatolicus’'un onlardan ayrildigi

goralmustar.
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Sergentomyia Alt Cinsine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Sergentomyia alt cinsi igerisinde yer alan turlerin suringen leishmaniasis’ini
tasidigina dair kayitlar bulunmakla birlikte, insanlar igin patojenik olup olmadigina
dair belirsizlikler mevcuttur [68]. Turkiye’de Sergenfomyia antennata,
Sergentomyia dentata, Sergentomyia minuta ve Sergentomyia theodori olmak
Uzere dort turan varhgi bilinmektedir [56, 57]. Eris6z Kasap ve arkadaglarinin [12]
yaptidi calismada, Sergentomyia alt cinsine ait morfolojik olarak teghisi
gerceklestiriien S. dentata ve S. minuta tarleri kullaniimistir. S6z konusu
calismada, S. dentata’'ya ait orneklerin Akdeniz Bolgesi'nin batisinda ve
guneyinde olmak Uzere Turkiye’de iki ayri gruba ayrildigi ortaya koyulmustur. Tez
calismasi kapsaminda yalnizca cacophony geni basarili sekilde elde edilebilen
S. dentata ornekleri, tek bir takson olarak gruplanmigtir. ML filogenetik agacinda
herhangi bir ayrim gozlenmedigi gibi, genetik uzaklik hesaplamalarindan elde
edilen degerin de destekledigi sekilde tur igerisinde herhangi bir ayrim
g6zlenmemistir. Orneklerin toplandiklari populasyonlarin neredeyse hepsi
arasinda paylasilan haplotiplerin varligr (dentata_cac_1, 2 ve 3) bu durumu
destekleyen bagka bir kanit ortaya koymustur. Sonuglarin hepsi birlikte
degerlendirildiinde populasyonlar arasinda gen akisinin aktif sekilde
gerceklestigi, ancak maternal kalitilan cox?7 geni dikkate alindiginda S.
dentata’nin yayilim gosterdigi bolgenin kendi icerisinde iki gruba ayrilarak
gruplarin kendi arasinda daha aktif bir gen alig-verisinin gerceklestigi
dusunulmektedir. Ancak bu durumun, henlz tlr duzeyinde bir farklilagmaya
sebep olmadigi dusunulmektedir. Ayrica mitokondriyal genomda mutasyon
hizinin daha yuksek olmasi ile [55], orneklerin cox? genine gore boyle bir ayrim
ortaya koyarken, nukleer gen bolgesinde henuz bir farklilagmanin ortaya

¢citkmadigr dusunulmektedir.

Tarkiye'de bulunan ve Sergentomyia alt cinsi igerisinde yer alan diger tir olan S.
minuta’'nin, yalnizca Akdeniz Bolgesi'nden toplanan ornekleri hem barkod hem
de tez galismasina dahil edilmistir. S. minuta igerisinde morfolojik ve molekuler
anlamda ciddi farklihklar bulunmaktadir [12]. Depaquit ve arkadaslarinin [69]
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yaptigi calismada, 10 farkl Ulkeden 6rneklenen S. minuta bireyleri cytochrome b
ve cytochrome C oxidase | mitokondriyal gen bolgeleri bakimindan
degerlendirilmis, sonugta dort farkli grubun varligini ortaya koymustur. Turkiye'de
ise Erigoz Kasap ve arkadaslarinin [12] cox1 geni ile yaptigi ¢alismada, herhangi
bir cografi kosula bagli olmaksizin dnemli genetik uzaklik degerleri ile ayrilan Ug
farkh S. minuta grubu tespit edilmistir. Bu nedenle s6z konusu turan altinda yer
alan farkli alt gruplarin olup olmadigi tartismali bir konu olmakla beraber, S.
minuta’nin taksonomik durumu henuz net olarak bilinmemektedir. Cacophony
sonuglarl degerlendirildiginde ise, Antalya ve Mersin'den bazi haplotipler
(minuta_cac_3, 11 ve 12) ayri bir grup olusturmus, Antalya ve Mersin’in diger
batlin haplotiplerinin de dahil oldugu kalan butiin S. minuta haplotipleri ikinci bir
grup altinda toplanmistir. Period geninde ise Antalya’dan orneklenen yalnizca
minuta_per_6 haplotipi diger butin haplotiplerden ayrilmistir (period genine ait
haplotip, minuta_cac_3 ve 11 haplotipini gosteren ayni ornegi ifade etmektedir).
iki gene ait tir igi genetik uzaklik degerleri ise, S. minuta bireylerinin igerisinde
anlaml bir ayrim olmadigini ifade etmistir. Bu dogrultuda, S. dentata igin yapilan
yorumun aynist S. minuta turd i¢cin de mantikli gérunmektedir: Turkiye’de S.
minuta igerisinde turlesme anlaminda herhangi bir ayrim gorilmeksizin, bazi
populasyonlar arasinda gen alis-veriginin daha aktif sekilde gergeklestiginden
bahsedilebilmektedir.

Elde edilen tim sonuglar degerlendirildiginde gorulmustur ki, kur davranigi ile
yakindan iligkili olan cacophony ve period genlerinin kum sinegi taksonomisindeki
yeri oldukg¢a 6nemlidir. Yeni Dunya’da bulunan ve Amerika’da leishmaniasis’in en
onemli vektoru olan Lutzomyia alt cinsine ait birgok farkl tirde yapilan ¢alismalar
cacophony ve period gen bolgelerinin tir komplekslerinin Gyelerini tanimlamada,
olasi bir hibrittesme durumunu ortaya koymada ve turleri birbirinden ayirmada
gucli birer molekuler belirte¢ oldugunu ortaya koymustur [33, 36, 70].
Literatirdeki galigmalara dayanilarak, tez kapsaminda bu iki genin Turkiye'deki
turleri birbirinden ayirmada ve tur komplekslerini aydinlatmadaki basarisi
degerlendirilmigtir. Cacophony geninin turler arasinda oldukga varyatif bir intron
bdlgesine sahip olmasi sonucu, tum tarler igin ayri bir cacophony 6runtusu oldugu

tespit edilmigtir. Boylelikle turler birbirlerinden intron bolgelerine bakilarak
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(yaklasik 80 bg ile) ayrilabilmektedir. Bu ozelligi ile birlikte cacophony geni, yeni
bir tanimlayici bolge olma 06zelligi gostermektedir. Ancak s6z konusu gende
oldukga sik rastlanan heterozigot indel durumu, ayri bir basamak olan klonlamayi
gerektirmektedir. Diger bir gen olan period ise, turleri ayirmada cacophony kadar
basarili olmakla beraber, tiure 6zgu optimizasyon calismalari gerektirmektedir.
Tarkiye'de yayilim gosterdigi bilinen ve analize dahil edilen tarlerin, s6z konusu
gen bolgeleri kullanilarak ayrimlarinin gergeklestirildigi acgikga gorulmustir.
Kullanilan her iki gene ait sonuglar ve barkod sonuglari [12] Cizelge 4.1.de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Cacophony, period ve cox1 genlerine ait 6zet sonug tablosu

ALT CINS TUR Cacophony Period Cox1
Phlebotomus P. papatasi X* X* N4
P. alexandri v v v
P. caucasicus v v v
Paraphlebotomus ) o
P. jacusieli v v v
P. sergenti s.l. v v v
P. kandelakii s.l. v X v
) P. major s.l. v X v
Larroussius .
P. perfiliewi s.. N4 N v
P. tobbi v v v
P. balcanicus v X v
P. brevis v X v
Adlerius P. halepensis N N N
P. kyreniae v X v
P. simici v X v
P. anatolicus v X v
Transphlebotomus | P. economidesi v X N
P. killicki v X v
] S. dentata v X v
Sergentomyia )
S. minuta v v v
v Amplifikasyonu basarili olan tiirleri géstermektedir.
X Amplifikasyonu basarisiz olan tirleri gdstermektedir.
X* Amplifikasyonu basarili olan; ancak heterozigot indel bulunmasi nedeni ile gen
dizisine ulagilamayan tirleri gostermektedir.
X** Amplifikasyonu tek ornek igin basarili olan tirleri gostermektedir.
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Kur davranisini kontrol eden cacophony ve period genlerinin, ture 6zgu kur
sarkisi olusturmada etkili olduklar bilinmektedir. Turkiye’den 6rneklenen 16 farkli
tur/tur kompleksi icin degerlendirilen s6z konusu bu iki genin, tur icinde genetik
uzaklik degerlerinin %0 ile %1 arasinda degistigi gozlenmistir. Farkli turler ya da
tur kompleksine ait Gyeler arasinda ise bu degerin %1 ve Uzerinde oldugu
belirlenmistir. Calisilan butun alt cinsler kendi iclerinde degerlendirildiginde
cacophony bakimindan genetik uzaklik degerleri Paraphlebotomus alt cinsi igin
%1.34-%14.36, Larroussius alt cinsi igin %4.23-%10.34, Adlerius alt cinsi igin
%0.93-%31.86, Transphlebotomus alt cinsi igin %5.15-%7.55, Sergentomyia alt
cinsi icin ise %18.00 olarak bulunmustur. Period bakimindan genetik uzakliklar
ise Paraphlebotomus alt cinsi icin %1.94-%12.77, Larroussius alt cinsi igin %6.00
ve Adlerius alt cinsi igin %7.00 olarak belirlenmistir. Bu degerlerin alt cinsler
icerisinde bulunan tur ve tur komplekslerinin Gyelerini ayirmada kullanilabilecek

molekuler belirtegler oldugu dusunulmektedir.

SOz konusu genlerde meydana gelen varyasyonlar sonucu, kum sineklerinin ture
O0zgu kur davraniginin degismesi ve tez kapsaminda elde edilen sonuglar
dogrultusunda lokalitelerin cografi orijininden bagimsiz olarak turlerin kendi
iclerindeki genetik uzakhgin %0-%1 arasinda degismesi nedeni ile, her iki gen de
kum sinegi taksonomisinde 6nemli molekuler belirtecler olarak degerlendirilmigtir.
Son olarak s6z konusu gen bolgelerinde meydana gelen degisimlerin kur
davranisini  degistirmesi, buna bagh olarak taran eseylerinin birbirini
taniyamamasi ile ortaya c¢cikan muhtemel Ureme izolasyonu, gen bolgelerinde

gorulen anlamli degisimin turlesme yolundaki 6nemini vurgulamaktadir.
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