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OZET

Bu caligmada Balkanlar, Anadolu, Kafkaslar ve Kuzey Afrika'da yayilis gosteren
Prosimulium rachiliense tiiriiniin Anadolu populasyonlarimin filogenileri ve taksonomik

durumlar1 COI, ITS 1 ve 2 gen bolgeleri kullanilarak arastirilmastir.

2011- 2019 yillar1 arasinda Anadolu’daki 43 farkli lokaliten toplanan bireyler 8 farkli
populasyona ayrilarak degerlendirilmistir. Toplam 125 bireyden total DNA elde edilmistir.
Gen bolgelerinin ¢ogaltilmas1 ve Sanger sekanslama sonrasinda veri setleri olusturulmus ve
maksimum parsimoni, maksimum olasilik, Bayesian filogeni, Haplotip ag1 analizleri,

molekiiler saat analizi ve genetik ¢esitlilik analizleri uygulanmaistir.

Calisma sonucunda; COI gen bolgesinin populasyonlar arasi iliskiyi ITS1-2 gen
bolgesinden daha iyi ¢oziimledigi goriilmiistiir. Elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde
P. rachiliense tiirii Anadolu populasyonlarinin zengin bir genetik gesitlilige sahip oldugu
goriilmektedir. Yapilan filogenetik analizler ve haplotip ag1 analizleri sonucunda tiiriin

Anadolu populasyonlarinin genetik gesitlilik merkezinin Bati Akdeniz oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte tiiriin filocografik yayilis orlintiisiintin belirlenebilmesi i¢in diger

tilke populasyonlar1 6rnekleri ve daha fazla gen bolgesi ile yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag

oldugu diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prosimulium rachiliense, COI, ITS 1-2, Filogeni, Simuliidae



Vii

SUMMARY

In the study, the Anatolian populations, phylogeny and taxonomic statius of
Prosimulium rachiliense which is prevalent in Anatolia, North Africa, Balkans and

Caucasians have been examined by using COI, ITS 1 and 2 gene regions.

From 2011 to 2019, speciens collected from 43 different locations of Anatolia have
been evaluated by being divided into 8 distinct populations. Total DNA have been obtained
from 125 individuals. Data sets have been formed after replication of gene regions and
Sanger sequencing, and Maximum Parsimony, Bayesian Phylogeny, Maximum Likelihood,
the analysis of Haplotype Network, Molecular Clock Analysis and genetic diversity have

been applied.

As a result of the study, it has been observed that COI gene region has reached a
better conclusion for the relationship between populations than ITS1-2 gene region. When
all the data have been evaluated, it has been observed that the P. rachiliense species has a
great genetic diversity in Anatolian populations. As a result of phylogenetic analysis and
haplotype analysis, it has been determined that the genetic diversity center of the Anatolian

populations of the species is Western-Mediteranean.
In addition, it has been thought that new experiments carried out with the samples of

the populations of other countries and more gene regions are needed to be able to determine

the phylogeographic prevalence of the species.

Keywords: Prosimulium rachiliense, COl, ITS 1-2, Phylogeny, Simuliidae
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1. GIRIS VE AMAC

Biyolojik ¢esitlilik kavrami igerisinde birden fazla tanimi barindirmaktadir. Kisaca
tir ve tlirler arasi genetik, ekolojik ve ekosistemler arasi cesitlilikleri ele alan, canli

organizmalarin ¢esitliligi olarak tanimlanmaktadir (Basibiiyiik vd., 2013).

Ulkemiz biyogesitlilik konusunda olduk¢a zengin bir iilkedir. Diinya iizerindeki 36
biyogesitlilik merkezinden iiciinii (Kafkas, iran-Anadolu ve Akdeniz) barindiran Anadolu,
kendine 06zgili essiz biyogesitliligi ile bir kita ozelligi gostermektedir (Giir, 2017 ve
Sekercioglu vd., 2011). Anadolu cografik lokasyonu, heterojen topografyasi ve iklimsel
kosullarindaki degisikliklere ek olarak karmasik paleocografik tarihi ile de bu cesitlilige
katki saglamaktadir (Altun vd., 2018). Bununla birlikte biyolojik zenginliklerimizi énemli
Olciide kesfetmemis olmamiz, bu alandaki arastirmalarin artmasi gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Biyolojik c¢esitliligin kesfine yonelik olarak yapilan calismalarda ¢ogunlukla
morfolojik karakterlere dayali verilerin kullanildig1 sistematik arastirmalar olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptir (Ciplak, 2004). Ancak morfolojik analizler dogadaki canli ¢esitliligini
belirlemede her zaman yeterli olmayabilir. Fenotipin olugsmasinda etkin olan ¢evresel ve
kalitsal varyasyonlar tiirler teshis edilirken zaman zaman hatali sonuglarin elde edilmesine
neden olabilir. Son yillarda molekiiler biyoloji ve molekiiler genetik alaninda olusan bilgi
birikimi taksonomik ve sistematik aragtirmalari da olumlu yonde etkilemis ve DNA temelli
filogenetik aragtirmalarin yapilmasina da oncii olmustur. Filogenetik arastirmalarda DNA
tabanli analizlerin yapilmasi populasyonlar, bireyler ve taksonlar arasi baglantilarin

kurulmasinda ve ¢esitliligin belirlenmesinde fayda saglamistir (Cruickshank, 2002).

Biyogesitliligin saptanmasi bu cesitlilige neden olan mekanizmalarin ve ¢esitlenme
stireglerinin agiklanmasi ile miimkiindiir. Bir tiirin ya da soy hattinin milyonlarca y1l siiren
evrimini anlayabilmek ve cikarsamalar yapabilmek i¢in nesiller boyunca populasyonlarin
gen havuzlarindaki degisimleri izlemek ve bu degisimin sonuglarini agiklayabilmek gerekir

(Kaya 2015).
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Populasyonlar homojen birlikler degildir. Populasyonlarin genetik yapilanmasinda
gozlenen farklilagmalar, yayilis alanindaki tarihsel ve giincel dinamiklerin yani sira hem
populasyonlarin evrimsel hikdyesi, hem de alanin jeolojik tarihi ile iliskilendirilebilir.
Populasyonu olusturan bireyler arasinda goriilen genetik ve fenotipik varyasyonlar

populasyonlarin evrimsel gegmisini anlamada kullanabilecegimiz araglardir (Kaya, 2015).

Populasyon genetigi, bireylerin genetik farkliliklarin1 kullanarak tiiriin gen
havuzunun evrimini agiklamaya g¢alisir. Bunun i¢in genetik verilerin iyl matematiksel
modellemelerle analiz edilebilmesi gerekir. Bir baska deyisle populasyon genetigi,
populasyonlarin genetik yapisinin zamana ve yere bagli degisimlerini inceler. Populasyon
ici veya arasi genetik c¢esitliligi 6lgmek adina kullanilan matematiksel modellerin
uygulanmas1 ve filogenetik analizler giliniimiizde bilgisayar programlar1 ile
yapilabilmektedir. Bu analizlerden alinan veriler 1s18inda nesiller boyunca olusan
degisimleri ortaya koymak ve agiklayict modeller gelistirmek miimkiin olabilmektedir.
Sonug olarak populasyonlarin genetik kompozisyonunun g¢ok yonlii analiz edilebilmesi
populasyonun tarihsel degisimi, akrabalik iliskileri ve yayilis rotalart hakkinda bilgiler saglar
(Kaya, 2015).

Filocografya, akrabalik iliskisi olan tiirlerin arasindaki veya sadece bir tiir
icerisindeki soy baglantilarinin cografi agidan genetiksel dagilimlarini incelemektedir
(Perktas, 2017) . Filocografya pek ¢ok disiplini ve yontemi arag olarak kullanir. Molekiiler
yontemlerin yani sira ¢ogunlukla istatiksel yontemlerle birlikte, paleontoloji, jeoloji,
populasyon ekolojisi ve populasyon genetigine kadar genis disiplinlerden elde edilen verileri
degerlendirir (Knowles, 2009).

Tiirlesme bir anda olusan bir durum degildir. Zamanla meydana gelen kiiciik genetik
degisimlerin kademeli birikmesiyle gerceklesir. Dolayisiyla fenotip ¢evre ve genlerin
etkilesimi sonucunda olusmaktadir. Bu siirecin detayli bir sekilde anlasilmasi i¢in morfolojik
karakterlerin yeterli olmayacagi ve bunlarla birlikte molekiiler yontemlerin kullanilmasi

geregi ortaya ¢cikmistir (Howard ve Berlocher, 1998).
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Tiirlere 6zgli DNA’y1 ortaya koyan DNA barkodlama yontemi, temelde basit bir
prensiple calismaktadir. Bu prensip, bireylerin DNA dizileri arasindaki farkliliklarinin
canlilarin tiir diizeyinde ayrimlarini saglayacak belirtegler olarak kullanilabilecegini 6n
goriir. DNA barkodlamay1 diger yontemlerden ayiran ana &zellik tek bir gen bdlgesi
kullanilarak biitiin canlilar tiirlerine yonelik evrensel bir biyolojik tanimlama prensibinin

olmasidir (Keskin ve Atar, 2013).

Canli taksonlar1 arasindaki biyolojik gesitlilik ve evrmsel iliskinin ortaya
cikarilmasinda kullanilan araglar ve uygulamalar biyolojinin iki énemli dali olan molekiiler
filogenetik ve popiilasyon genetigi disiplinlerince gelistirilmistir. Molekdiler filogenetik
canli gruplar1 arasindaki evrimsel iliskileri aciga ¢ikarmayi, popiilasyon genetigi ise tek bir
tiiriin kendi i¢cindeki ve farkli popiilasyonlar1 arasindaki varyasyonlari belirlemeyi hedef alir.

(Keskin ve Atar, 2013).

DNA barkodlamada en ¢ok kullanilan gen bolgeleri, niikleer DNA olan ITS (internal
transcribed spacer) ve mitokondriyal DNA olan COI ‘dir (cytochrome ¢ oxidase subunit 1).
Ayrica COI tiir tanimlamasinda oldukga etkilidir. COI geninin herkes tarafindan kabul
edilmis barkod geni olarak secilmesindeki sebep, tiirler arasindaki gostermis oldugu belirgin
farkin yani sira tiir icerisinde ve tiirler arasindaki uzakligin ¢cakismadig tipik bir varyasyon

modeli olmasidir. (Keskin ve Atar, 2013).

Cografik olarak genis yayilim gosteren farkli tiirlerin, tiirler arasi ve tiir i¢i genetik
varyasyonlarin1 da igeren bir¢ok calisma sonucunda elde edilmis birbirleriyle tutarli veri
setleri, COI geninin barkodlama ¢alismasinda kullanilandiginda saptanmis belirte¢ kabul
gormesinde rol oynamistir. COI geninin standart belirte¢ olarak kabul edilmesi sonuglari
NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBank ve BOLD (Barcode of
Life Data Systems) gibi genis, herkese acik veri tabanlarmma da belirgin bir sekilde
yansimistir (Keskin ve Atar, 2013).

Simuliidae familyasi bireyleri, Nematocera (Diptera) alt takiminin tiyesidir. Diinyada
‘Blackflies’ olarak bilinen bu hayvanlara Anadolu’da ‘‘Kér sinek, Uvez sinekleri ya da
Tatarcik sinekleri’” denilmektedir. (Sirin, 2001).
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Simuliidae familyasinin 2384 aktiiel ve 17 fosil tiirii bilinmektedir (Adler, 2021).
Simuliidae familyas1 kutuplar disinda biitiin Diinya'da biiyiik yayilisa sahiptir ve larva, pupa
evrelerinde akarsularda yasarlar. Tiirkiye akarsu havzalarimin nerdeyse ¢ogunda yayilis

gosterdigi bilinmektedir (Baséren ve Kazanci, 2016).

Alt takiminin diger iiyeleri aksine bu familya tiirleri tiknaz viicutlari, viicuda gore
genis kanat yapilar1 ve giiglii bacaklari ile kolaylikla ayirt edilirler (Adler vd., 2004). Cogu
tiirlin ergin disileri kan emmerek patojenleri tasimalar1 nedeniyle medikal ve veterinerlik
acisindan 6nemli biyolojik vektorlerdir. Sucul evreleri ise akarsu ekosistemlerinin 6nemli

bir bilesenidir. (Crosskey, 1990).

Simuliidae larvas: lotik ekosistemde Onemli bir gorev istlenmektedir. Akarsu
sisteminde asili kalan tortular1 filtre edip parcalar halinde dibe ¢okmesine engel olarak
sistemdeki madde dongiisiine katki saglamaktadir. Familya tiirleri oksijen tiirlerinin oksijen
toleranslarinin hasas olmasi1 dolayisiyla bu hayvanlarda su kirliligi arastirmalarinda

yararlanilmaktadir. (Malmqvist vd., 2004).

Kriptik tiir ya da gizli tlir tanimlari, farkli olduklar1 bilinmesine karsin morfolojik
ozelliklerine bakilarak ayirt etmenin giic oldugu tiirler i¢in kullanilir. Bu tiirlerin yaygin
oldugu canli gruplar1 ile yapilan taksonomik arastirmalarda morfolojik karakterlerin
kullanim1 yeterli olamayacagi igin, sitotaksonomi, DNA barkodlama gibi filogenetik

analizler i¢in daha elverisli yontemlerden yararlanilir (Adler vd., 2004).

Simuliidae, diger bir¢ok Diptera familyalarina kiyasla, altcins, tiir gurubu ve tiir
diizeyinde taksonlarin ayriminda problemlere neden olacak kadar morfolojik olarak
konservatif bir yap1 gostermektedir (Crosskey, 1990). Familya icerisindeki ¢cok sayidaki ikiz
tiirlin ayriminda larva politen kromozomlarinin analizi ile tiir sinirlarinin belirlenmesi
bilinen en giivenilir yontemlerden bir tanesidir. Bu sitotaksonomik yontemde tiirlerin sahip
oldugu karakteristik inversiyonlar iireme izolasyonunun olup olmadigini test etme imkant
sunar. Bununla birlikte politen kromozomlarin normalde sadece geg instar larvalarda analiz
icin uygun yapida olmas1 diger yasam evrelerinin tanimlanmasinda sorunlara yol agar. Bu
nedenle, DNA barkodlama gibi molekiiler yontemlerin uygulanmas: Simuliidae

taksonomisinde biiylik 6nem tasir. Son yillarda sayis1 giderek artan familya tiirleri iizerine



DNA barkodlama yontemi ile yapilan ¢aligmalarda, DNA barkodlarinin tiir kompleksleri
icerisindeki morfolojik olarak farkli tiirleri yaklagik %100' oraninda ayirt ettigi gosterilmistir

(Hernandez-Triana vd., 2012).

Prosimuliuim cinsi tanimlanmis 80 nominal tiirii ile Simuliidae familyasinin ikinci
biiyiikk cinsidir. Cinsin “hirtipes” tiir gurubu Palearktik Bolge’de 30 tiir ile temsil
edilmektedir (Adler, 2020). Tez ¢alismasinda hedef organizma olan Prosimulium
rachiliense Djafarov, 1954 tiiri bu tiir gurubunun tyesidir. Tir gurubunun tlkemizden
bilinen 4 tiirii daha vardir (Adler, 2021). Bu tiirler icerisinde P. rachiliense Anadolu'da en
genis yayilis alanina sahip olan tiirdiir (Basoren ve Kazanci, 2016). Bununla birlikte P.
rachiliense tiirii iilkemizden kayitlart genellikle larval ve pupal 6zelliklerine dayali olarak
verilmis olan Prosimulium rufipes (Meigen, 1830) ve Prosimulium fulvipes (Edwards, 1921)
tirleri ile 6zellikle aquatik evrelerde biiyiik dl¢iide morfolojik benzerlik gostermektedir

(Adler ve Sirin, 2014).

Adler ve Sirin (2014), P. rachiliense'nin Bat1 Anadolu populasyonlari ile Ermenistan
populasyonlarina ait bireylerin politen kromozomlarini karsilastirmiglardir. Calismada
Ermenistan populasyonu ile Bat1 Anadolu populasyonlarinin belirgin sekilde sitotaksonomik
farkliliklara sahip olduklarin1 belirlenmistir. Iki {ilke populasyonlar1 arasinda politen
kromozomlarda bariz olarak goriilen farkli inversiyonlara dikkat ceken yazarlar, bu
populasyonlar arasinda iireme izolasyonunun var olup olmadiginin test edilmesi gerektigini
Onermisgler ve tiiriin Ermenistan'da yayilis gésteren populasyonlari igin "Sitoform A" ve Bati
Anadolu populasyonlari i¢in ise "Sitoform B" tanimlamalarini yapmiglardir. Fidan ve Sirin
(2017) ise bu tiiriin i¢-Bat1 Anadolu, Ege ve Bat1 Akdeniz populasyonlarina ait az sayidaki
bireyle sadece tek bir gen bolgesi (COI) ile genetik karsilagtirmasini yapmiglardir. Bu
calismada ozellikle I¢ Bati Anadolu ve Bati Akdeniz populasyonlar: arasinda cografi
yakinlhiga karsin anlamli sayilabilecek bir genetik cesitlilik oldugu sonucuna varilmistir.
Hirtipes tiir gurubu tilkemiz temsilcilerinin taksonomik statiistinii belirlemek i¢in 6zellikle

DNA temelli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Bu c¢alismada Prosimulium rachiliense tiiriiniin tilkemizin farkli cografik
bolgelerindeki populasyonlarindan elde edilmis orneklerden izole edilen iki farkli gen

bolgesi (COI ve ITS1-2) calisilmis olup tezin ana amaclar1 kisaca su sekilde belirlenmistir:



I Tiriin Tirkiye populasyonlarinin genetik ¢esitliligini ortaya koymak
Il Anadolu'daki filogenetik ve filocografik yapilanmasini belirlemek

iii  Tiriin olas1 farkli soyhatlarini ve ayrisma zamanlarini belirlemek

iv Tirkiye ve Palearktik faunasi ile ilgili bilgilere katkida bulunmak

vV Anadolu fauna tarihi bilgilerine katki saglamak

Vi Gen Bankalarina iilkemiz Simuliidae tiirlerine ait veri kazandirmak



2. TEORIK BILGI VE LITERATUR ARASTIRMASI

Arazisi ve iklimsel yapisi bakimindan ¢ok kisa mesafelerde oldukga farkl
derecelerde degisken ana kara 6zelligi gosteren, bir¢ok tiiriin anayurdu olan ve 6zellikle
gecmisteki jeolojik ve iklimsel degisikliklerden etkilenen canlilara siginak olan iilkemiz,
diinyadaki herhangi bir kara parcasindan daha fazla biyolojik 6neme sahiptir (Demirsoy,

1999).

Anadolu ayn1 zamanda bulundugu cografya ve topografyasiyla pek ¢cok melezlesme
durumuyla karsilasma da gozlenen bir bolgedir. Buzul donemde siginak olarak kullanilmig
olan boélgelerin olmasi Anadolu'yu biyocografya acisindan daha Onemli duruma

getirmektedir (Bilgin, 2011).

Giliniimiizde molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerde kullanilan teknikler
canlilarla ilgili tlim arastirmalarda oldugu gibi biyocesitlilik calismalarinda da 6zellikle cok
yonlii  kullanilabilecek verilerin elde edilmesini kolaylagtirmistir. Geleneksel fauna
arastirmalariin ortaya koydugu ana ¢ikti olan tiir listelerinin kullanilabilirligi sinirhidir. Bu
nedenle biyolojik cesitliligin genetik, tiirler arasi ve evrimsel boyutuyla anlagilmasinda
yeterli bilgiyi sunmaz. Oysa DNA temelli bilginin filogenetik yontemlerle analizi
biyogesitliligin ¢ok yonlii tanimini ¢esitliligin kokenini ve nasil olustugunu olusum siireciyle
ilgili olaylar1 ve bugiinkii durumunu anlamamizi saglar. Milyonlarca yildir siire gelen Diinya
tizerindeki jeomorfolojik ve iklimsel degisimler sonucunda farkli yagsam alanlar1 sekillenmis
ve yasam ¢esitliligi ortaya ¢ikmustir. Farkli cografyalarda yasayan tiirlerden elde edilen DNA
dizileri arasindaki iliskilerin cografik dagilimlari agiklamada kullanilmas: olarak
tanimlanabilecek filocografyanin iiretmis oldugu bilgi biyocesitlilik arastirmalarina énemli

katkilar saglar (Avise, 2004; Taylor ve Keller, 2007).

Filocografya, genetik farkliliklarin hem tiir icerisinde hemde tiirler arasindaki
dagilisin1 anlamamizi1 saglar ve jeolojik olaylarin ¢evresel degiskenlerin ve cografik
faktorlerin bir tiirlin ekolojisi ve doga tarihiyle etkileserek tiiriin evrimine nasil yon verdigini
ortaya cikarir. Molekiiler temelli filogenetik ve filocografik calismalar gesitli genetik

belirteclere dayanarak gergeklestirilir. Bunlar, filogenetik ve filocografik caligmalarda hem
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populasyon i¢inde ve populasyonlar arasinda, hem de birbiriyle yakindan iliskili tiirler
arasinda ya da diger taksonomik diizeylerde olan genetik varyasyonlar1 karakterize etmek
icin kullanilir. Cesitli genetik belirtecler farkli hizlarda biriken genetik degisiklikleri aktarir
ve filogenetik-filocografik analize zamansal Ozellikleriyle katilmis olurlar. Hizli bir
degisimin gerceklestigi belirtecler, niifus farklilasmasi ve ya gilincel gen akisi gibi kisa
donem siireclerini incelemek icin kullanilirken, uzun donemde isleyen farklilagma

siireclerini incelemek i¢in, daha yavas degisim gozlenen belirteclerden yararlanilir (Behura,
2006).

Mitokondriyal DNA, 6karyot organizmalarda genetik cesitlilik calismalarinda tercih
edilen bir molekiiler belirtectir. Mitokondriyal gen bolgeleri filogenetik ve populasyon
genetigi arastirmalarinda yakin akraba hayvan tiirlerinin ve bir hayvan tiiriinlin zaman i¢inde
degisimini belirlemek icin kullanilmaktadir. Bu belirtecler, yakin zamanda birbirinden
ayrilan tiirlerin zaman i¢indeki varyasyonu ve farklilagmasinin genetik temellerinin

gecerliligi kanith bir sekilde anlagilmasini saglar (Behura, 2006).

Filogenetik arastirmalarda, mitokondriyal DNA’nin birkag farkli gen bdlgesinin
(16rDNA, 12SrDNA, ND1, COI ve Cytb ) daha yaygin kullanildigi goriilmektedir. (Hwang
ve Kim, 1999). Ozellikle COI gen bolgesinin bir taraftan yiiksek oranda korunmus olmasi
diger yandan ise degisken bolgeleri igermesi popiilasyonlar arasi ve popiilasyon i¢i genetik

cesitliligin belirlenmesinde etkin kullanilmasina yol agmistir (Hebert vd., 2003).

Filogenetik ve filocografik ¢alismalarda kullanilan bir diger molekiiler belirte¢
niiklear ribozomal DNA (rDNA)'dir. Niiklear DNA’nin farkli bélgeleri arasindaki niikleotid
dizileri, olduk¢a yakin tiirlerin ya da populasyonlarin arasinda filogenetik farklilik ve
benzerlikleri ortaya cikarmak icin kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999). Niiklear
Ribozomal DNA (rDNA) pes pese dizilen 5000 civarinda kopya icermektedir. Ribozomal
DNA genleri 28S ve 18S, 5.8S alt birimlerini igermektedir. Bu alt birimler korunmakta olan
bolgelerdir. Bununla birlikte ITS1 ve ITS2 (internal transcribed spacer) bdlgeleri ise
degiskenlikler gostermektedir. Bu durum tekrarli kopyalar igeren bu bdlgelerin tiirler

igerisindeki genetik gesitliligin 6l¢timii i¢in kullanilmasina olanak saglar (Keller vd., 2009).
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Son yillarda Simuliidae familyasi igerisinde bir tiiriin farkli populasyonlarinin sahip
oldugu genetik zenginligin belirlenmesinde DNA barkodlamanin yaygin kullanimi dikkat
¢ekmektedir.

Malezya’da COI ve COII gen bolgeleriyle ile yapilan yiikseklik gradient
calismasinda Simulium tani tiiriiniin kromozamal ve morfolojik varyasyonlari g6z Oniine
alarak genetik ¢esitliliginin belirlenmesi amaglamistir. Populasyon ¢esitliligini ortaya
koymak adma yapilan ¢ok sayidaki analiz, tiiirin fakli  yikseltilerdeki lokal
populasyonlarinin yiiksek diizeyde genetik gesitlilige sahip oldugu gozlenmistir (Low vd.,
2014).

Kudela vd. (2018), Apeninler ve Sicilya'da yayilig gosteren ve bizim ¢alismamizda
inceledigimiz Prosimulium rachiliense ile ayn1 tiir gurubunda yer alan Prosimulium italicum
Rivosecchi, 1967 tiiriiniin taksonomik statiistinii COI ve COII gen golgelerini kullanarak
belirlemeye calismislardir. P. italicum birkag morfolojik ayrintiya dayanarak Prosimulium
hirtipes'in bir alttiiri olarak tanimlanmistir. Daha sonra P. hirtipes ile ayni tiir olarak kabul
edilmistir ve sinonim yapilmistir. Bu arastirmacilar, politen kromozom bantlama
modellerinin ve mitokondriyal DNA dizilerinin (COI ve COII) analizleri ile Italya'da yayilis
gosteren P. italicum ile kuzey ve orta Avrupa’daki P. hirtipes populasyonlar: arasindaki

genetik farkliligi ortaya ¢ikararak, P. italicum'un tiir statiisiinii dogrulamiglardir.

Bir diger ¢alismada Avrupa ve Anadolu arasinda bir kavsak gorevi géren Balkan
Yarimadasinda, Simulium cinsi Wilhelmia altcinsine ait 6 tiirii arasindaki filocografik iliskiyi
ortaya ¢ikarmak i¢in COI gen bdlgesinin kullanilmis ve altcins igerisindeki bu tiirlerin

yayilis ortintiileri aydinlatimistir (Duknic vd., 2019).

Kuzey Tayland’da yapilan bir ¢alismada ise birka¢ farkli morfotiirii oldugu
diistiniilen Simulium asakoae tiir kompleksinin, yapilan DNA temelli filocografik analizlerle

tek tiir oldugu sonucuna varilmistir (Low vd., 2020).

Simuliidae, Diptera'nin Nematocera alt takimi i¢inde yer almaktadir. Siklikla siyah

renkli kiigiik viicutlari, viicuda gore genis kanat ve giiglii bacak yapilartyla alttakimin 6teki
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familyalarindan rahatlikla ayrilirlar. Antarktika kitas1 disinda tiim diinyada yayilis
gostermektedirler (Crosskey, 1990).

Disi bireyler yumurtlama sikluslarin1 tamamlamak i¢in kanla beslenirler. Kanla
tasidiklari hastaliklar ve 1sirmalar1 sonucunda sebep olduklar1 komplikasyonlar bu familyay1
insan ve hayvan saglig1 acisindan sorunlu eklembacaklilar arasinda 3. siraya tasimistir. Bazi
tirleri insanlarda ‘nehir korliigii” olarak bilinen Onchocerciasis hastaliginin tasiyicisi, bazi
tiurleri ise kus ve c¢iftlik kanatlilarinda Leucocytozoonosis olarak bilinen oldiiriicii
hastaliginin tasiyicisidirlar. Benzer sekilde binlerce bireyden olusan siirlilerinin ¢iftlik
hayvanlarindan kan emmeleri bu hayvanlar iizerinde strese yol agmakta ve siit, yumurta gibi

tirlin veriminde %30’lara varan kayiplara neden olmaktadir (Adler vd., 2004).

Familya bireyleri larval ve pupal evrelerini akarsu sistemlerinde rheofilik olarak
gecirmektedir. Akarsularda yogun birey sayilar1 fazlaca baskin bir gruptur ve larvalar
genellikle su igindeki asik sekilde olan organik maddeler, diatomlar, bakteriler, detritus,
protozoonlar ve alg tiirleri gibi hayvansal olan organizmalari filtre eder. Besin zincirindeki,
beslendikleri organizmalar ve predatorler arasindaki iligkiyi kurarlar. Bu tip beslenmeleri ile
filtre ettikleri askida kalan organik partikiilleri pargalara ayirarak dibe ¢okmelerine engel
olup, madde dongiisiine katilmalarin1 saglarlar. Ayrica ¢ogu tiir oksijen hassasiyetlerinin
fazla olmasi ile su kirliligi ¢aligmalarinda yapilan arastirmalarda biyoindikatdr olarak

kullanilmaktadir (Adler vd., 2004).

Simuliidae tiirlerinin bilesimi, tath su ekosistemlerinin ekolojik kalitesini 6l¢mede
onemlidir. Ozellikle, ¢dziinmiis organik maddeleri kullanan ve nehirlerde bulunan besin
dongiisiinde belirleyici gorevi olan karasineklerin biyolojik sistemde biiyiik bir rolii vardir

(Bernotiene, 2006; Zhang ve digerleri, 1998).

Simuliidae familyas1 igerisinde yer alan ¢ok sayida tiir gurubunun varligr ve
morfolojik ayrimlarindaki giicliikler 6zellikle vektor tiirlerin zaman zaman hatali teshislerine
ve miicadele ¢alismalarinin yanlhs yonlendirilmesine de sebep olabilmektedir (Hernandez-

Triana vd., 2012).
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Simuliidae familyasi {izerine iilkemizdeki ilk arastirma 20. Yiizyilin baslarinda
yapilmistir. Bu arastirmada Austen (1925) tarafindan Canakkale Biga Yarim Adasindan
Simulium pulchripes tiirii tanimlanmustir (Crosskey ve Zwick, 2007). ilk ¢alismadan 50 yil
sonrasina kadar iilkemizden bu hayvanlara ait higbir veri kaydi yapilmamistir. Afyon ve
Canakkale illerinden Jedlicka (1975) Simulium caucasicum tiiriinii, Odogmia ornata
caucasica olarak kaydedilmistir. Heide Zwick tarafindan (1978) yilinda yayinlanan
Limnofauna Europea’da Tiirkiye'den 3 ayr1 simulid tiiriiniin kayd1 vardir. Ulkemizdeki bu
familyaya yonelik ilk kapsamli ¢alisma olan Kazanci ve Clergu-Gazeau (1990)

aragtirmasinda tilkenin farkli bolgelerinden 21 tiir bildirilmistir.

Ozbek vd. (1995) tarafindan, Dogu Anadolu bolgesinden ve &zel olarak Erzurum
ilinden Simulium bezzi tiiriiniin salgini oldugunu ve 100 civarlarinda kiigiikbasin telef oldugu

durumunun raporu verilmistir.

Balik vd. (2002) y1linda Izmir Dikili'den bir tiirii iilkemizden ilk kez kayit etmislerdir.
Bu hayvanlarin iilkemizde yasayan tiirleri lizerine yapilmis ilk tez calismasinda (doktora),
Sirin (2001) Yukar: Sakarya havzasinda yasayan Simuliidae tiirlerini belirlemistir.

Calismada tespit edilen 23 tiirden 8 tanesi ilk kayit niteligindedir (Sirin ve Sahin, 2005).

Sahin vd. (2004) TUBITAK destekli proje calismasinda Kuzey Marmara bolgesinin
faunasii tespit etmeye calismislardir. Kazanci (2006) baz1 Simuliidae tiirleriyle ekolojik
parametreleri arasindaki baglar1 CCA (Canonical Correspondance Analysis) ile analiz

etmistir.

Crosskey ve Zwick (2007) arastirmalarinda Anadolu i¢in 9 yeni tiir kaydi ve yayilis
bilgileriyle birlikte, o zamana kadar yapilan biitiin calismalar1 analiz ederek Tiirkiye igin bir
kontrol listesi yaymlamistir. 2006 ile 2007 yillarinda ise Orta Kizilirmak havzasinda
rastlanan, o ¢cevredeki insan ve hayvan sagligiyla birlikte ekonomik yonden énemli bir sorun
meydana getiren Simulium lineatum tiirtiniin istilast ve biyolojik miicadele ¢aligmalar1 ise

Yilmaz vd. (2007) vasitastyla rapor edilmistir.
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Tiirkiye'nin Bat1 ve Dogu bolgelerinde bazi akarsularda 15 tiir tespit edilmis ve
tirlerden 5 tanesi yeni kayit olarak bildirilmistir (Kazanct ve Ertung, 2008a). Aymni
arastirmacilar 6 adet tiiri ilk kez rapor ettikleri, 63 tirii igeren bir kontrol listesi

yaymlanmistir (Kazanci ve Ertung, 2008b).

Tuzla (2008) yiiksek lisans ¢aligmasinda politen kromozom analizleri ile {ilkemizden
ilk kez 6 farkli tiire ait sitogenetik 6zellikleri belirtmistir. Kalafat (2008) yiiksek lisans tez
calismasinda Afyon ve ¢evresinde dagilim gosteren tiirleri tespit etmistir. Ertung (2009)
yiikksek lisans tezinde Bati Anadolu'daki akarsularda Simuliidae arastirmalart yapmustir.
Caglar ve Ipekdal (2009) kirk bes tane tiirii iceren calismalariyla, Simuliidae faunasini

Tiirkiye ve yakin iilke faunalari ile mukayese ederek degerlendirmislerdir.

Kalafat ve Sirin (2011) tarafindan iilke faunasina bir yeni tiir kaydi verilmistir.
Yesiloz (2011) yiiksek lisans tezinde, Nevsehir Kizilirmak Havzasinda sorun olusturan

Simulidlerin, molekiiler taksonomisini COI geni ve ITS 2 gen bolgeleriyle ¢alismistir.

Gazyagc1 (2011) doktora calismasini, Kirikkale ve Ankara yoresi Kizilirmak
Havzasinda Simulium cinsine ait tiirlerin belirlenmesi iizerine yapmistir. Adler vd. (2012)
Kizilirmak Havzasinda Wilhelmia alt cinsi tiirlerinin kromozomal yapilarini arastirmis ve
ayni tiir olmasi ihtimali olan iki ayr tiiriin Simulium (Wilhelmia) lineatum ve Simulium

(Wilhelmia) balcanicum kromozomal farkliligini tespit etmislerdir.

Basoren vd. (2013) yilinda Ankara ¢ayr Simuliidae familyasina ait tiirleri incelemis
ve 9 tiir bildirmistir. Demircioglu (2014) Erciyes Dagi akarsularmdaki Simulium tirlerinin

molekiiler klasifikasyonunu yapmustir.

Adler ve Sirin (2014) Prosimulium cinsi hirtipes tiir grubu Bati Asya
popiilasyonlarini, sitotaksonomik yontemlerle arastirmiglardir. Calismada Bat1 Anadolu’da
tiir grubunun 3 tiirliniin varligini belirlemigler ve bu tiirlerden bir tanesini yeni tiir oldugunu
rapor etmiglerdir. Arastirmada Prosimulium rachiliense tiirii Bati Anadolu popiilasyonlari
ile Ermenistan popiilasyonlari arasinda kromozomal inversiyonlarla dikkat ¢ekici farkliliklar
bulmuslar ve Ermenistan popiilasyonlar1 i¢in sitoform A, Anadolu popiilasyonlari i¢inse

sitoform B tanimlamas1 yapmislardir.
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Sirin vd. (2014), Dogu Marmara Bolgesi’nde yapilan arastirmada 17 tiir rapor
etmislerdir. Bir bagka arastirmada ise Trakya Bolgesi’nden 18 tiir kayd1 verilmistir (Sirin vd.

2015). Bu 18 tiirden bir tanesi Tiirkiye i¢in yeni kayittir.

Adler ve Sirin (2015) ve yine Sirin ve Adler (2015) iki yeni tiir tanimi yapmiglardir.
Yapilan iki ¢alismada da tiirlere ait kromozomal ve morfolojik ozelikler detaylica

arastirilmistir.

Kiigiikyetim (2018) yiiksek lisans calismasinda Wilhelmia altcinsi Bati Anadolu
populasyonlarinin genetik ¢esitliliklerinin COI ve ITS 1-2 gen bolgeleri ile arastirmistir.

Fidan (2020) Doktora ¢aligmasinda, Simuliumcinsi ornatum tiir grubunun Anadolu
temsilcilerinin filogenetik ve filocografik analizini ii¢ farkli gen bdlgesi kullanarak
aragtirmistir. Calismada morfotaksonomik olarak Simulium ornatum Meigen, 1818 ve
Simulium kiritshenkoi Rubtsov, 1940 oldugu tespit edilen tiirlerin genetik acidan iki farkli
tiir olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Tiir grubunun bir bagka tiirti Simulium intermedium
Roubaud, 1906 ise Tiirkiye i¢in ilk kez kaydedilmistir. Genetik gesitlilik analizlerine gére
tiir grubunun Anadolu popiilasyonlar1 arasindaki hirbitlesme oranmin yiliksek oldugu

gorilmiistir.

Son yaymlar incelendiginde, diinya karasineklerinin (Diptera: Simuliidae) kapsamli
taksonomik ve cografik envanter revizyonununa gére Prosimulium cinsinin kayitlara gegen

yasayan tiir sayisi 80’dir (Adler, 2021).

Bu tiirlerden P. rachiliense Anadolu'da en genis dagilimi gosterir. (Basoren ve
Kazanci, 2016). Buna ek olarak P. rachiliense tiiriiniin iilkemize ait kayitlarinin ¢ogunlukla
larval ve pupal Ozelliklerine yonelik verilen Prosimulium rufipes (Meigen, 1830) ve
Prosimulium fulvipes (Edwards, 1921) tiirleri ile bilhassa aquatik evrelerde 6nemli derecede
morfolojik benzerlik gostermektedir. Goriilen benzerlikler arastirmalarin  molekiiler

diizeydeki ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigi yoniinde olmustur.
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Bu c¢alismada P. rachiliense tiiriiniin {ilkemizin farkli bdolgelerindeki
populasyonlarinin  genetik g¢esitliliklerinin  DNA  belirtegleri ile arastirilmasina ve

filocografik degerlendirilmesi ile tiiriin yayilis Oriintiisiiniin ortaya konmasina ¢alisilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Materyali

Calisma materyali Prosimulium rachiliense Djafarov, 1954 tiiriine ait pupa ve larva
evrelerindeki bireylerden olusmaktadir. Ornekler, 2011-2019 yillar1 arasinda Tiirkiye nin
farkli bolgelerinden toplanmis, Dog. Dr. Umit SIRIN tarafindan morfotaksonomik olarak
teshis edilmis ve igerisinde absolii alkol (%96) bulunan tiiplerde Eskisehir Osmangazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Entomoloji Laboratuvari'nda, uygun
kosullarda muhafaza edilmis bireylerdir. Orneklerin toplandig1 lokalite ve tarih bilgilerine

Cizelge 3.1’ de yer verilmistir.

Tiirlin iilkemizdeki yayilisinda etkili olabilecegi 6ngdriilen cografik izolasyon ve
havza farkliklarina dikkat edilerek 8 farkli populasyon olusturulmustur. Belirlenen
populasyonlar; Trakya, Marmara, Bati Anadolu, Bati Akdeniz, Orta Anadolu, Bati
Karadeniz, Orta ve Dogu Karadeniz ve Dogu Anadolu populasyonlaridir (Sekil 3.1).



Sekil 3.1. Calismada degerlendirilen populasyonlarin dagilimi
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bireylerin toplandigi lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk hecesi ve
bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur).

Bolgeler Kodlar iSt?\fgon Sehir Istasyon Adi Tarih Boylam Enlem Yiikseklik
Trakya Bolgesi ledibalpr 1 Edirne Baliklidere 5.04.2018 26°40'3.04"D |41°1029.84"K| 31m
Trakya Bolgesi 2edibalpr 1 Edirne Baliklidere 5.04.2018 26°40'3.04"D [41°1029.84"K| 31m
Trakya Bolgesi | 125edibalpr 1 Edirne Baliklidere 5.04.2018 26°40'3.04"D [41°1029.84"K| 31m
Trakya Bolgesi 3kiruspr 2 Kirklareli Uskiip 5.04.2018 27°22'43.30"D |41°4321.58"K| 265m
Trakya Bolgesi 4kiruspr 2 Kirklareli Uskiip 5.04.2018 27°22'43.30"D |41°43'21.58"K| 265m
Trakya Bolgesi Skiruspr 2 Kirklareli Uskiip 5.04.2018 27°22'43.30"D |41°4321.58"K| 265m
Trakya Bolgesi 6kiruspr 2 Kirklareli Uskiip 5.04.2018 27°22'43.30"D |41°4321.58"K| 265m
Trakya Bolgesi 7Kiruspr 2 Kirklareli Uskiip 5.04.2018 27°22'43.30"D |41°43"21.58"K| 265m
Trakya Bolgesi 8kirmanpr 3 Kirklareli Manastir deresi 5.04.2018 27°26'13.38"D | 41°40'5.33"K | 184m
Trakya Bolgesi 9kirmanpr 3 Kirklareli Manastir deresi 5.04.2018 27°26'13.38"D | 41°40'5.33"K | 184m
Trakya Bolgesi | 10kirmanpr 3 Kirklareli Manastir deresi 5.04.2018 27°26'13.38"D | 41°40'5.33"K | 184m

Marmara Bolgesi | 11balcakpr 4 Balikesir Cakallar 4.04.2018 27°33'37.20"D |39°42'50.73"K| 319m
Marmara Bolgesi | 12balcakpr 4 Balikesir Cakallar 4.04.2018 27°33'37.20"D |39°42'50.73"K| 319m
Marmara Bolgesi | 13balcakpr 4 Balikesir Cakallar 4.04.2018 27°33'37.20"D |{39°42'50.73"K| 319m
Marmara Bolgesi | 14candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bdlgesi | 15candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bolgesi | 16candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bdlgesi | 17candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandigi lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk

hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olugturulmustur).

Marmara Bdlgesi | 18candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bolgesi | 19candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bolgesi | 111lcandupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bolgesi | 112candupr 5 Canakkale Duman K. 4.04.2018 26°51'51.83"D | 40°1'0.34"K | 140m
Marmara Bolgesi | 20balazpr 6 Balikesir Azapdere 4.04.2018 27°31'56.93"D | 39°45'7.48"K | 214m
Marmara Bolgesi | 113balazpr 6 Balikesir Azapdere 4.04.2018 27°31'56.93"D | 39°45'7.48"K | 214m
Marmara Bolgesi | 92burharpr 35 Bursa Harmancik 3.05.2011 29°7'46.35"D | 39°41'51.18"K | 692m
Marmara Bolgesi | 93burharpr 35 Bursa Harmancik 3.05.2011 29°7'46.35"D | 39°41'51.18"K | 692m
Ege Bolgesi 21aydakpr 7 Aydin Aksu'ya 3 km 26.03.2016 28°19'53.43"D | 38°427.40"K | 739m
Ege Bolgesi 22aydakpr 7 Aydin Aksu'ya 3 km 26.03.2016 28°19'53.43"D | 38°427.40"K | 739m
Ege Bolgesi 23aydakpr 7 Aydin Aksu'ya 3 km 26.03.2016 28°19'53.43"D | 38°427.40"K | 739m
Ege Bolgesi 24denyahpr 8 Denizli Yahsiler 21.04.2013 28°52'24.00"D | 37°39'8.00"K | 1068m
Ege Bolgesi 25denyahpr 8 Denizli Yahsiler 21.04.2013 28°52'24.00"D | 37°39'8.00"K | 1068m
Ege Bolgesi 26denkopr 9 Denizli Kogar bogaz12 | 22.04.2013 | 28°53'51.00"D | 37°23'18.00"K | 1178m
Ege Bolgesi 27denkopr 9 Denizli Kogar bogaz12 | 22.04.2013 28°53'51.00"D | 37°23'18.00"K | 1178m
Ege Bolgesi 28denkopr 9 Denizli Kogar bogazi 2 22.04.2013 28°53'51.00"D | 37°23'18.00"K | 1178m
Ege Bolgesi 114denkopr 9 Denizli Kogar bogazi 2 22.04.2013 28°53'51.00"D | 37°23'18.00"K | 1178m
Ege Bolgesi 115denkopr 9 Denizli Kogar bogaz12 | 22.04.2013 28°53'51.00"D | 37°23'18.00"K | 1178m
Ege Bolgesi 29denderpr 10 Denizli Derbent 21.04.2013 28°49'17.00"D | 38°6'41.00"K | 540m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandig: lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk

hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur).

Ege Bolgesi 30denderpr | 10 Denizli Derbent 21.04.2013 | 28°49'17.00"D | 37°23'18.00"K | 540m
Ege Bolgesi 116dendepr | 10 Denizli Derbent 21.04.2013 28°49'17.00"D | 37°23'18.00"K | 540m
Ege Bolgesi 90kutsokpr | 34 Kiitahya Sokmen 10.04.2013 30°10'3.87"D | 39°30'59.44"K | 978m
Ege Bélgesi 91kutsokpr | 34 Kiitahya Sokmen 10.04.2013 | 30°103.87"D | 39°30'59.44"K | 978m
Ege Bolgesi 102kutinpr | 40 Kiitahya incik 27.04.2011 | 30°1536.69"D | 39°32'40.96"K | 1008m
Ege Bolgesi 103kutinpr | 40 Kiitahya incik 27.04.2011 | 30°1536.69"D | 39°32'40.96"K | 1008m
Ege Bélgesi 104kutfinpr | 41 Kiitahya Findik 10.04.2013 | 30°12'57.75"D | 39°33'54.92"K | 957m
Ege Bolgesi 105kutfinpr | 41 Kiitahya Findik 10.04.2013 | 30°12'57.75"D | 39°33'54.92"K | 957m
Ege Bolgesi 107kutkarpr | 42 Kiitahya Kargin 28.03.2014 | 30°16'47.41"D | 39°35'18.67"K | 905m
Bat1 Akdeniz Bolgesi | 3lispsipr 11 Isparta Sipahiler 26.03.2015 30°58'37.95"D | 37°39'19.59"K | 1207m
Bat: Akdeniz Bélgesi | 32ispyepr | 12 Isparta Yesil kéy 29.04.2015 | 30°57'50.03"D | 38°0'43.03"K | 945m
Bati Akdeniz Bolgesi | 33antalpr | 13 Antalya Altmyma'ya 151 7052016 | 29°38'13.10'D | 36°5633.73"K | 1405m
Bat1 Akdeniz Bélgesi | 34antkoppr | 14 Antalya ﬁfﬁzﬁ;ﬁ;ﬁ? 24.04.2015 | 32°9'18.09"D | 36°30'14.94"K | 478m
Bat1 Akdeniz Bélgesi | 36mugsepr | 16 Mugla Seki 1.05.2014 | 29°39'1.84"D | 36°49'7.76"K | 1148m
Bat1 Akdeniz Bolgesi | 37mugsepr | 16 Mugla Seki 27.04.2015 | 29°39'1.84"D | 36°49'7.76"K | 1148m
Bati Akdeniz Bélgesi | 38mugkinpr | 17 Mugla Iélélrﬂk‘utFe flﬂ;lgleu 27.04.2015 | 29°2834.06"D | 36°46'45.61"K | 1180m
Bati Akdeniz Bélgesi | 39aksakpr | 18 Aksehir Ak(se‘;'giﬁg'“ 21.05.2015 | 31°2522.45'D | 38°16'36.80"K | 1520m
Bat1 Akdeniz Bélgesi | 40aksakpr | 18 Aksehir Aksekiyolu | 21.05.2015 | 31°2522.45"D | 38°16'36.80"K | 1520m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandigi lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk
hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur).

I‘;];?j‘llgj;l“ Alkayzapr | 19 Kaysei Zamantikolu | 14.05.2019 | 35°26'45.22"D | 37°4821.14"K | 757m
Igﬁ?ggsilu 42kaypikpr | 20 Kayseri Piknik alam | 14.05.2019 | 35°19'45.98"D | 37°4727.22"K | 1013m
iq&?gg;’il“ 117kaypikpr | 20 Kaysefi Piknik alam | 14.05.2019 | 35°19'45.98"D | 37°47'27.22"K | 1013m
i‘ﬁ?ggg“ 43kaykispr | 21 Kayseri Kiskacli kéyit | 15.05.2019 | 36°27'35.62"D | 38°3321.68"K | 1819m
I‘ﬁ‘fgg;l“ Adkaykispr | 21 Kayseri Kiskagh kéyii | 15.05.2019 | 36°27'35.62"D | 38°3321.68"K | 1819m
iq&?’;‘gg’f“ a5kaykispr | 21 Kaysefi Kiskagh kéyii | 15.05.2019 | 36°27'35.62"D | 38°3321.68"K | 1819m
iglétilll;:i:ilu 46sivorpr | 22 Sivas Ortakdy 3.05.2018 | 38°1841.64"D | 39°51'22.34"K | 1787m
I‘;&rllgggu 47sivhopr | 23 Sivas Hobek koyii | 16.052019 | 37°51'39.60"D | 39°18'40.74"K | 1756m
iq&?’;‘ggﬂ“ ABsivipr | 24 Sivas llica deresi | 17.05.2019 | 37°34'42.18"D | 39°58'50.14"K | 1503m
Ig&?ggg“ A9sivipr | 24 Sivas llicaderesi | 17.05.2019 | 37°34'42.18"D | 39°58'50.14"K | 1503m
I‘ﬁ?ggg“ 50eskavpr | 25 Eskigehir Aviak kaya | 20.04.2018 | 30°28'59.23"D | 39°50'32.29"K | 813m
1‘?5?.,?;2;1“ Slyozeypr | 26 Yozgat Eyri gay1 6.05.2018 | 34°55'55.47"D | 39°51'28.89"K | 1195m
Iﬂ;;?gj;l“ 52yozeypr | 26 Yozgat Eyri gay1 6.05.2018 | 34°55'55.47"D | 39°5128.89"K | 1195m
IQ&T;S;N 53yozeypr | 26 Yozgat Eyri gay! 6.052018 | 34°55'55.47"D | 39°5128.89"K | 1195m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandigi lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk
hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur)

I¢ Anadolu Bolgesi 54yozeypr 26 Yozgat Eyri ¢ay1 6.05.2018 | 34°55'55.47"D | 39°5128.89"K | 1195m
I¢c Anadolu Bélgesi 55yozhapr 27 Yozgat Hacifakili 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢c Anadolu Bolgesi 56yozhapr 27 Yozgat Hacifakil 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢ Anadolu Bélgesi 57yozhapr 27 Yozgat Hacifakili 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢c Anadolu Bélgesi 58yozhapr 27 Yozgat Hacifakil 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢ Anadolu Bélgesi 59yozhapr 27 Yozgat Hacifakili 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢c Anadolu Bélgesi 60yozhapr 27 Yozgat Hacifakil 9.04.2019 | 35°43'31.17"D | 39°41'31.35"K | 1172m
I¢c Anadolu Bélgesi 94eskmapr 36 Eskisehir Mayislar 16.04.2014 | 30°39'40.56"D | 40°2'41.47"K | 210m
I¢c Anadolu Bélgesi 95bilyepr 37 Bilecik Yeni dodurga | 28.04.2011 | 29°56'18.30"D | 39°45'52.23"K | 1056m
I¢c Anadolu Bélgesi 96bilyepr 37 Bilecik Yeni dodurga | 28.04.2011 | 29°56'18.30"D | 39°45'52.23"K | 1056m
I¢c Anadolu Bélgesi 97bilyepr 37 Bilecik Yeni dodurga | 28.04.2011 | 29°56'18.30"D | 39°45'52.23"K | 1056m
I¢c Anadolu Bolgesi 100sivorpr 39 Sivas Ortakoy 3.05.2018 | 38°18'41.64"D |[39°5122.34"K | 1788m
I¢c Anadolu Bélgesi 101sivorpr 39 Sivas Ortakoy 3.05.2018 | 38°18'41.64"D |[39°51722.34"K | 1788m
I¢c Anadolu Bélgesi 109eskbepr 43 Eskigehir Besikderesi | 20.05.2018 | 30°25'23.15"D | 39°30'46.49"K | 1016m
I¢c Anadolu Bélgesi 110eskbepr 43 Eskigehir Besikderesi | 20.05.2018 | 30°25'23.15"D | 39°30'46.49"K | 1016m
I¢c Anadolu Bélgesi 118eskbepr 43 Eskisehir Besikderesi | 20.05.2018 | 30°2523.15"D | 39°30'46.49"K | 1016m
I¢c Anadolu Bélgesi 119eskbepr 43 Eskisehir Besikderesi | 20.05.2018 | 30°25'23.15"D | 39°30'46.49"K | 1016m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 61kaskizpr 28 Kastamonu Kizkayas1 7.05.2017 | 33°302.76"D |41°43'42.20"K | 887m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 62kaskizpr 28 Kastamonu Kizkayasi 7.05.2017 | 33°302.76"D |[41°43'42.20"K | 887m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 63kaskizpr 28 Kastamonu Kizkayas1 7.05.2017 | 33°302.76"D |41°43'42.20"K | 887m
Bati1 Karadeniz Bolgesi 64kaskizpr 28 Kastamonu Kizkayasi 7.05.2017 | 33°302.76"D |41°43'42.20"K | 887m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 65kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D |41°44'39.25"K | 1126m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 66kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D |41°44'39.25"K | 1126m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 67kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D |41°44'39.25"K | 1126m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandigi lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk
hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur)

Bat1 Karadeniz Bolgesi 68kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D | 41°44'39.25"K | 1126m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 69kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D | 41°44'39.25"K | 1126m
Bat1 Karadeniz Bolgesi 70kascapr 29 Kastamonu Camili 8.05.2017 | 33°41'0.56"D | 41°44'39.25"K | 1126m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 71baysorpr | 30 Bayburt Sorkunlu koyii | 2.05.2018 |[40°2'51.92"D | 40°28'0.94"K 1852m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 72baysorpr | 30 Bayburt Sorkunlu koyii | 2.05.2018 |[40°2'51.92"D | 40°28'0.94"K 1852m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 73baysorpr | 30 Bayburt Sorkunlu kéyii | 2.05.2018 |40°2'51.92"D| 40°28'0.94"K 1852m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 74baysorpr | 30 Bayburt Sorkunlu koyii | 2.05.2018 |[40°2'51.92"D | 40°28'0.94"K 1852m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 75cordagpr | 31 Corum Dag kiyist 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 76cordagpr | 31 Corum Dag kiyist 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 77cordahpr | 31 Corum Dag kiy1s1 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 78cordagpr | 31 Corum Dag kiy1s1 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 79cordagpr | 31 Corum Dag kiy1s1 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Orta Ve Dogu Karadeniz Bolgesi| 80cordagpr | 31 Corum Dag kiyisi 18.05.2019 |34°1523.23"D| 40°56'10.59"K | 1503m
Dogu Anadolu Bolgesi 8lerzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K | 2008m
Dogu Anadolu Bolgesi 82erzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K | 2008m
Dogu Anadolu Bolgesi 83erzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K | 2008m
Dogu Anadolu Bolgesi 84erzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K [ 2008m
Dogu Anadolu Bolgesi 85erzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K [ 2008m
Dogu Anadolu Bolgesi 86erzkapr 32 Erzincan Kasaplar 3.05.2018 | 38°25'8.55"D | 39°52'31.94"K | 2008m
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Cizelge 1. (devam) Calismada kullanilan bireylerin toplandig: lokalite bilgileri ve Analiz kodlar1 (Kodlar: sira numarasi bulundugu sehrin ilk
hecesi ve bulundugu istasyonun ilk hecesi olarak olusturulmustur)

Dogu Anadolu Bolgesi 87karsapr 33 Kars Sartkamig'a 15 km | 29.06.2018 42°38'51.99"D | 40°15'28.19"K [1992m
Dogu Anadolu Bolgesi 88karsapr 33 Kars Sarikamig'a 15 km | 29.06.2018 42°38'51.99"D | 40°15'28.19"K [1992m
Dogu Anadolu Bolgesi 89karsapr 33 Kars Sarikamig'a 15 km | 29.06.2018 42°38'51.99"D | 40°15'28.19"K [1992m
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3.2. Total DNA izolasyonu

DNA eldesi i¢in secilen pupalarin kokon ve solunum filamentleri diginda kalan tim
viicut kismi, larvalarin ise kafa kapsiilii ¢ikarilarak viiciidun tamami kullanildi.

DNA izolasyonu;

1. Elde etmek istedigimiz dokunun belirlenmesi

2. DNA’nin eldesi i¢in hiicreleri ezerek DNA’ya zarar vermeden par¢alanmasi,
3. DNA’dan hiicre materyalinin uzaklastirilmast,

4. Hiicre igeriginden arinan DNA’y1 ¢oktiirerek total DNA eldesi

olmak iizere 4 asamada gerceklestirildi.

Calismada ZYMO Research DNA Piirifikasyon kiti kullanildi. Uygulanan kit

protokol basamaklart,

1. Segilen 6rnek larva ise kafa kapsiilii, pupa ise flament ve kokonu viicuttan ayrilarak
farkli bir eppendorf tiipiine alindi. Ayrilan kisimlar teshis tekrari veya kontrol igin
saklandi.

2. Total DNA eldesi etmek istedigimiz viicut boliimii tizerinde etiket kodu ile 1,5 mI’lik
eppendorf tiipiine konuldu. DNA’ya zarar vermeyecek sekilde eppendorf igerisinde
kiirdan biiyiikliigiindeki bir aparatla ufak darbelerle viicut biitiinii bozularak ezme
islemi yapildi.

3. Hiicre zarmin pargalanmasiyla DNA’nin agiga ¢ikmasi ve homojen bir karisim elde
etmek adina tiiplerin igerisine 95ul molekiiler su ve 95ul Solid TissueBuffer(Blue),
konuldu. Karigim igerisindeki proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve temiz bir total DNA
eldesi icin 10pul Proteinaz K konuldu.

4. Soliisyonu homojenize etmek icin eppendorf tiiplerine 10-15 saniye vortek islemi
yapild1 ve sonrasinda 55 °C’ de 3 saat su banyosunda inkiibe edildi.

5. Su banyosundan alinan tiiplere DNA eldesi i¢in gerekli olan pH ortamini yaratmak
adma GenomicBindingBuffer soliisyonundan 400ul eklendi ve 10-15 saniye vorteks

islemi yapildi.
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6. Karisim, DNA’y1 filtre etmek i¢in Zymo—Spin kolonuna aktarildi. 12.000 xg’de 1
dakika santrifiij yapilarak DNA ¢oktiirtildii. Santrifiij sonrasi koleksiyon tiipleri atilip
yeni koleksiyon tiipleri kolonlara takildi.

7. Kolonlarmm igerisine DNA 'y1 ilk soliisyonundan temizlemek i¢cin400ul DNA Pre-
WashBuffer eklendi. Sonrasinda 12.000 xg’de 1 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonras tiip bosaltilip tekrar takildi.

8. Kolona 700ul g-DNA WashBuffer eklenerek DNA saflastirma ve son kolon yikima
islemi yapildi. 12.000xg’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii bosaltip tekrar takildi.

9. Ayni islem tekrarlanip 200ul g-DNA WashBuffer eklendi ve 12.000xg’de 1 dakika
santrifiij edildi. Sonrasinda koleksiyon tiipii i¢indeki sivi ile atildi.

10. Onceden hazirladigimiz temiz ve iizerinde bireye verdigimiz kodlarm yazili oldugu
eppendorf tiiplerine kolonlar yerlestirildi. igerisine 50ul - 100ul arasinda DNA
Elution konuldu. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Maksimum hizda 1 dakika
santrifiij islemi yapildi.

11. Santrifiij islemi sonrasi kolonlar atilip Eppendorfta biriken total DNA -20°C'ye
kaldirildi.

3.3.. DNA’nin Nanodrop ile Ol¢iimii, Miktar ve Kalite Tayini

Calismamizda elde edilen total DNA konsantrasyonu ol¢timii Thermo Fisher
Nanodrop 2000 cihaziyla yapildi. DNA'nin i¢inde ¢dzdiiriilen Eliisyon tamponu oncesinde
cihaza kor olarak tanitildi. 50 ng/ul diisik degere sahip bireylerin total DNA'lar1 yetersiz

kabul edilip, Polimeraz Zincir Reaksiyonu gerceklestirilmedi.

3.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

DNA izolasyonu sonrasi segilen bireylerin mitakondriyal DNA ve niiklear DNA
genomunda bulunan iki farki bolge (COI ve ITS1-2) PZR ile ¢ogaltildi. PZR ¢alismasinda
Bio-Rad T-100 marka Thermal Cycler PZR cihazi kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyonu
icin gerekli olan primerleri 6ncesinde yapilmis olan c¢alismalart 6rnek alarak belirlendi
(Simon vd., 1994; Boore, 1999; Spanos vd., 2000). COI gen bdlgesi mitokondriyal gen

bolgesi olup en ¢ok mutasyon ve degisimlere kars1 korunan gen bélgesidir ve 1200 baz ¢ifti
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uzunlugundadir. Bu yiizden bu gen boélgesiyle calismalar yapildi. ITS1-2 gen bdlgesi
filogenetik arastirmalarda siklikla tercih edilen kromozomal gen bolgesi olup ¢ekirdekte
meydana gelen degisimlerin izlenmesi ve korunmus bir gen bolgesi olmasi agisindan tercih

edildi. Bu bolge 970 — 1020 baz ¢ifti uzunlugundadir.

Cizelge 3.2. PZR igin hazirlanan soliisyonlar ve kullanim miktarlari

Materyal Hacim (ul)
dH20 36,35
Buffer 10X 5

MgCI2 (25 mM) 4

dNTP (10 mM) 1

F Primer (100 pmol/ul) 0,2

R Primer (100 pmol/ul) 0,2

Taq 0,25

Total DNA 3

Toplam 50

Cizelge 3.3. Calisilan gen bolgelerinde kullanilan primer dizilimi

Gen BolgesilPrimer BaglanmaY onii Primer Dizilimi

1490:5°-

F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ 25

COl mer

R 3014: 5°- TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-
3’ 25 mer

= ITS5:5°GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’

ITS1-2 22mer
R ITS4: 5°>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 20mer




Cizelge 3.4. COIl i¢in PZR reaksiyon basamaklari
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Reaksiyon Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 4 dk 1X
Denatiirasyon 95 1dk

Annealing 52.2 1dk 30X
Elongation 72 2.30 dk

Final Extension 72 7dk 1X
Cizelge 3.5. ITS1-2 i¢in PZR reaksiyon basamaklar1

Reaksiyon Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 4 dk 1X
Denatiirasyon 95 1dk

Annealing 55.8 1dk 30X
Elongation 72 0.50 dk

Final Extension 72 7dk 1X
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3.5. Jel Elektroforez

Yapilan PZR reaksiyonundan sonra elde ettigimiz iriinlerin kalitesini dlgmek,
istenilen saflik ve yeterli uzunluga sahip olup olmadigini belirlemek i¢in % 1'lik agaroz jel

elektroforezinde kontrol edilmistir.

Jel, 1 gr agaroz toz ve 100ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) ile hazirlandi.
Mikrodalga firinda seffaf ve piiriizsiiz bir hal alana kadar arada g¢alkalayarak hazirlanan
karisim el yakmacak dereceye gelene kadar sogutup sonrasinda 1 pl Etidyum Bromiir
eklendi ve karigtirilarak homojenizasyonu saglandi. Elektroforez kalibina dokiilen karisimin
bir siire polimerlesmesi beklendi. Polimerlesen jel igeresinde 1X TAE bulunan elektroforez
tankina konuldu. Yiikleme kuyucuklarina baz uzunlugu belirli primer ile PZR sonucunda
elde edilen driinler yiiklendi. Yiriitiilen tirtinler 90 volt’da 45 dk islem sonucunda UV 1sin1

ile goriintiilenip, fotograflanarak kayit altina alindi (Sekil 3.2 ve 3.3 ). Bu islemler Bio-Rad

marka jel dokiimantasyon ve goriintiileme cihazinda yapildu.

Sekil 3.2. COI gen bolgesine ait PZR elde edilen {iriinlerin jel elektroforezde ornek
goruntisu
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Sekil 3.3. ITS 1-2 gen bolgesine ait PZR’den elde edilen iiriinlerin jel elektroforezde 6rnek
goruntisu

3.6. Dizi Analizleri

Calismada toplam 125 bireyden elde edilen DNA saflastirildiktan sonra hedef gen
bolgelerinin dizilenmesi i¢in Macrogen firmasina gonderildi. Bireylerin gen bolgelerinin
dizi analizi ¢ift tarafli okunarak abl. dosyasi formatinda alindi. COI ve ITS 1-2 bélgelerinin
hizalanmas1 SEQUENCHER v.4.1 programi kullanilarak gergeklestirildi. Ikili hizalamalar
sirasinda bozuk, temiz olmayan diziler veri matrisine dahil edilmedi.125 bireye ait dizilerden
COI gen bolgesi igin 19 birey, ITS1-2 i¢in ise 29 bireyin dizileri analizler i¢in kullanilamadi.
Ikili hizalamalar1 yapilan diziler daha sonra SEQUENCHER v.4.1 ve MEGA v.7 (Tamuravd
2007) programi kullanilarak her bir gene ait dizilerin ¢oklu hizalamasi gerceklestirildi ve
veri matrisleri elde edildi. Coklu hizalama ile kontrol edilen dizilerin her birinin istenilen

gen bolgesine ait olup olmadigi ise niikleotid BLAST yapilarak kontrol edildi.
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3.7. Verilerin Analizi

Filogenetik analizler gergeklestirilmeden dnce veri setlerinin haplotip analizi DnaSP
v5.0 (Librado ve Rozas 2009) programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha sonra bu
haplotip dosyas1 filogenetik analiz programlarina uygum formatlara (Nexus, Phylip ve

Fasta) yine DnaSP v5.0, Mesquite ve DAMBE programlari ile doniistiiriildii.

Populasyon genetigi analizi i¢in DnaSP v5.0 programiyla populasyonlarin haplotip
ve niikleotid ¢esitliligi analiz edildi. Niikleotid cesitliliginin nétralite iliskisinin belirlemek
tizere notral teori baz alinip Tajima’nin D (1989) ve Fu’nun Fsdegerlerinin (1997)analizi
yapildi. JModelTest 2.1.6 (Posada, 2008) programinda bulunan AIC (Akaike Information
Criterion) ve BIC (Bayesiyan Information Criterion) gore, uygulanacak filogenetik analiz
icin en uygun evrimsel model belirlendi. Agag¢ yapimi i¢in kullanilacak parametre tahminleri

gerceklestirildi.

Haplotiplerin arasi filogenetik iliskiyi belirlemek i¢in PAUP v.4.0b10 (Swofford
2002) programi kullanildi ve Maksimum Olasilik (MO) analizi, Maksimum Parsimoni (MP)
analizi gergeklestirildi. Bayesian filogenetik analizi (BI) MRBAYES v.3.1.2 (Ronquist ve
Huelsenbeck 2003) programi kullanilarak gerceklestirildi.

Haplotiplerin arasi olusan iligskiyi median-joining ve MJ sebeke yaklasimi Network
4.5.1.6 (Anonim, 2021) programiyla gergeklestirirken, haplotipler arasindaki mutasyonel
uzakliklar ise SplitsTree v.4.11.3 (Huson ve Bryant, 2006) programi kullanilarak analiz
edildi.

Olusturulan veri setlerine 3 ayri tiir smirlart belirleme testi uygulandi. Birincisi
ABGD tiir sinirlart belirleme testidir. (Puillandre vd., 2011). Bu Analiz, dizileri barkod
bosluguna gore hipotetik tiirlere ayirir. Haplotiplerde bosluk ve limit tespiti yaparak
gruplama gergeklestirir. Dar bir gruplama yapmak i¢in veri setine tekrar tekrar uygulanip

kesin sonucu belirtir.
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Ikinci tiir smirlar1 belirleme testi TCS 1.21 programiyla gergeklestirilmistir. Bu
program istatistiksel Parsimoni kullanilarak filogenetik ag tahmini analizi yapmaktadir.
(Clement vd., 2000). TCS, retikiilasyon veya ¢oklu dallanma dahil edilip soy tahmininde
bulunan Java temelli programdir. DNA sekans verilerinden ve Restriksiyonendoniikleaz
haritalamasindan ¢ikan haplotiplerlefenotipik iliskilerinin Kladistik analizidir. Analizde,
haplotipler arasinda yakinlik limiti % 90 ve % 95 olarak 2 alt analizle gergeklestirildi.

Ucgiincii tiir sinirlar belirleme testi Speciesldentifier (SpelD) 1.7.8, tiitler aras1 ve tiir
ici uzakliklar1 hesaplamak, DNA dizileri ile tiir tanimlamanin farkli yollarini kesfetmek ve

dizileri ikili mesafelere dayali olarak kiimeler halinde gruplandirmak i¢in kullanilmaktadir
(Meier vd. 2006).

Tiire ait haplotiplerin ve populasyonlarin ayrilma zamanlar1 Bayesian metoduyla,
MarkovChain Monte Carlo (MCMC) simiilasyonlariyla ¢alisan BEAST v. 1.7.4 ve BEAUt
(Drummond ve Rambaut, 2007) programlar1 vasitasiyla hesaplandi. MODELTEST
analizinin onermis oldugu niikleotid degisim modelleriyle birlikte
“uncorralatedlognormalrelaxedclock” saat modeli ve gen bolgeleri i¢in Papadopoulou vd.
(2010) tarafindan verilmis baz/milyon yil oranlar girilerek gerceklestirildi. Veri setleri,
“Yuleproccess” agag tarama segenegiyle ve her 1000’inci simiilasyonda 6rnekleme alinacak

bigimde, 80 milyon jenerasyonlu analiz edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Eskisehir Osmangazi Universitesi Entomoloji Envanteri ‘ne kayitli olan Prosimulium
rachiliense 6rnekleri ile Cizelge 4.1’ de siralanan filogenetik analizler gerceklestirilmistir.
Ornekler Firat ve Dicle Havzalarmin giiney kismi harig tiim Anadolu'yu kapsayan 42 farkli
akarsudan alinmustir. Istasyonlar Anadolu'nun cografik bariyerleri gdz Oniinde
bulundurularak 8 farkli populasyon halinde gruplanmis ve filogenetik analizler icin

toplamda 125 P. rachiliense bireyi segilmistir (Bkz. Cizelge 3.1).

Cizelge 4.1. Calismada uygulanan filogenetik analizler

Calisilan . Baz
Calisilan Haplotip .
Model Sekans Cifti Uygulanan Analizler
Gen Bolgesi Sayilan
Sayilar Sayisi

BI, MO, MP, ABGD,
COl GTR+I+G | 105 90 1171 NetWork, TCS
(%90/95),SpelD, BEAST

ML, Network, SplitsTree.
ABGD, TCS (90/95),SpelD

ITSI-11 GTR+I+G | 99 25 884

4. 1. Morfotaksonomik Bulgular

Calismada kullanilan larva ve pupalarin temel taksonomik karakterleri Rubtsov
(1956) ve Terteryan (1968)’da verilen Prosimulium pronevitschae Rubtsov, 1955 tiiriine ait
deskripsiyonla uyumludur. Bu tiir P. rachiliense’nin sinonimidir (Adler, 2021).Incelenen
materyalde morfolojik karakterler bakimimdan anlamli bir varyasyon gozlemlenmemistir.

Bununla birlikte larva ve pupaya ait taksonomik karakterler asagida verilmistir.

Pupa: Viicut boyu 4.0-4.2 mm. dir. Kokon gevsek ve diizensiz 6rlii olup, cogunlukla viicudu
biiyiik oranda (thoraks dahil) 6rter. Solunum filamentleri 16 tanedir. Ancak dallanmalarinda
(2+3) + (2+2+3) + (2+1+1) ya da (3+2+3) + (2+2) + (2+1+1) gibi varyasyonlar goriilebilir.
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Filamentlerin uzunlugu viicut uzunlugunun yarsini gegmez. Buna karsin filament ortak
saplar1 belirgin sekilde uzundur. Pupa bas bolgesinde temporalde 2 adet, frontalde ise bir ¢ift
yiiz kili tagir. Abdomen sonunda cinsin karakteristigi olan bir ¢ift dikenin inceligi dikkat

ceker (Sekil 4.1).

Larva: Viicut boyu 7.0-8.0 mm’dir. Genel viicut rengi koyu gri veya kahverengimsidir. Bas
kapsiilii koyu renklidir. Apotom benekleri belirgin degildir. Anten 4 segmentlidir.
Hypofarinksin papillalar1 dikkat g¢ekici sekilde kiigiiktiir. Mandibulun 2. ve 3. subapikal
disleri belirgindir. Hypostomiumun median disi giiclii yapida ve digerlerinden belirgin
sekilde uzundur. Kafa kapsiilii ventral yarig1 belirgin sekilde derin degildir Ventral papillalar
anteriorda dallanmstir (Sekil 4.1).
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E

Sekil 4.1. Prosimulium rachiliense tiiriiniin larva ve pupa gorintiileri A.Solunum flamenti,
B.Pupa, C.Larva dorsal, D.Larva lateral, E.Larva kafakapsiilii dorsal, F.Larva kafa kapsiilii
ventral
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4.2. COI Gen Bolgesi Filogenetik Analiz Bulgulari

PZR islemleri ve dizi analizi sonrasinda Sequencer v4.1.4 programi ile.ab1l uzantili
dosyalarin hizalanmalar1 gergeklestirilmistir. Hizalanma sonrasinda niikleotid BLAST
programt ile dosyalarin dogru gen bdlgesi olup olmadig1 kontrol edilmistir. Diziler Mega
programinda diizenlenip veri blogu olusturulmustur. 125 bireyin sekanslar1 ile olusturulan
veri blogunda kisa kalan ve biitlinliigli bozan sekanslar ¢ikarilmistir. COI gen bdlgesi
sekanslart Mega programu ile hizalandiktan sonra 105 dizi ve 1171 baz ¢ifti uzunlugunda bir
set olusturulmustur. Bu veri seti ile ikisi dis grup olmak iizere toplam 90 haplotip elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Niikleotidlerin 817/1171'si konservatif, 354/1171'si varyasyonel,
260/1171'i ise parsimonik bilgi vericidir. Olusturulan dosya, DnaSP, Mega, DAMBE ve
Mesquite programlar1 yardimiyla filogenetik analizlerde kullanmak i¢in farkli formatlara

donustiirtliip kaydedilmistir.
Analizler i¢in secilen dis grup, familyaya ait 2 farkli cinsten 2 farkl tiir se¢ilmistir.
Segilen tiirler, Metacnephiasubalpina (Rubtsov, 1956) ve Simulium (Wilhelmia) sp. dir. Dis

gruplarin COI gen bolgesi laboratuarimizda ¢ogaltilip analize eklenmistir.

Cizelge 4.2. Prosimulium rachiliense tiiriine ait 90 haplotipin frekansi ve kodlar

Haplotip Numarasi Haplotip Frekansi Haplotipi Olusturan Bireyler
Hap_1 1 [119_coi]
Hap_2 1 [118_coi]
Hap_3 1 [116_coi]
Hap_4 2 [115_coi 25Cdenyahpr]
Hap_5 1 [113_coi]
Hap_6 1 [110Ceskbepr]
Hap_7 1 [109Ceskbepr]
Hap_8 1 [107Ckutkarpr]
Hap_9 1 [106Ckutkarpr]
Hap_10 1 [105Ckutfinpr]
Hap_11 1 [104Ckutfinpr]
Hap_12 1 [103Ckutinpr]
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Hap_ 13 1 [102Ckutinpr]
Hap_14 1 [101Csivorpr]
Hap_15 1 [100Csivorpr]
Hap_16 1 [96Cbilyepr]
Hap_17 1 [95Cbilyepr]
Hap_18 1 [93Cburharpr]
Hap_19 1 [92Cburharpr]
Hap_20 1 [91Ckutsokpr]
Hap 21 1 [90Ckutsokpr]
Hap_22 1 [89CkKarsapr]
Hap_23 1 [88Ckarsapr]
Hap_24 1 [87Ckarsapr]
Hap_25 1 [86Cerzkapr]
Hap_26 1 [85Cerzkapr]
Hap_27 1 [84Cerzkapr]
Hap_28 1 [82Cerzkapr]
Hap_29 1 [80Ccordagpr]
Hap_30 1 [79Ccordagpr]
Hap_31 1 [78Ccordagpr]
Hap_32 1 [77Ccordahpr]
[76Ccordagpr
70Ckascapr
67Ckascapr
66Ckascapr
0 ok
60Cyozhapr
59Cyozhapr
58Cyozhapr
57Cyozhapr]
Hap_34 1 [75Ccordagpr]
Hap_35 1 [74Cbaysorpr]
Hap_36: 2 [73Cbaysorpr 71Cbaysorpr]
Hap_37 1 [72Cbaysorpr]
Hap_38 1 [69Ckascapr]
Hap_39 1 [68Ckascapr]
Hap_40 1 [M.subalpina-2]
Hap_41 1 [63Ckaskizpr]
Hap_42 2 [62Ckaskizpr 61Ckaskizpr]
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Hap_43 1 [56Cyozhapr]
Hap_44 1 [55Cyozhapr]
Hap_45 1 [54Cyozeypr]
Hap_46 1 [53Cyozeypr]
Hap_47 2 [52Cyozeypr 51Cyozeypr]
Hap_48 1 [50Ceskavpr]
Hap_49 1 [49Csivipr]
Hap_50 1 [48Csivipr]
Hap 51 1 [47Csivhopr]
Hap_52 1 [46Csivorpr]
Hap_53 1 [45Ckaykispr]
Hap_54 1 [44Ckaykispr]
Hap_55 1 [43Ckaykispr]
Hap_56 1 [42Ckaypikpr]
Hap_57 1 [41Ckayzapr]
Hap_58 1 [40Caksakpr]
Hap_59 1 [39Caksakpr]
Hap_60 1 [38Cmugkinpr]
Hap_61 1 [37Cmugsepr]
Hap_62 1 [36Cmugsepr]
Hap_63 1 [34Cantkoppr]
Hap_64 1 [33Cantalpr]
Hap_65 1 [32Cispyepr]
Hap_66 1 [31Cispsipr]
Hap_67 1 [30Cdenderpr]
Hap_68 1 [29Cdenderpr]
Hap_69 1 [28Cdenkopr]
Hap_70 1 [27Cdenkopr]
Hap_71 1 [26Cdenkopr]
Hap_72 1 [24Cdenyahpr]
Hap_73 1 [23Caydakpr]
Hap_74 1 [22Caydakpr]
Hap_75 1 [21Caydakpr]
Hap_76 2 [20Cbalazpr 19Ccandupr]
Hap_77 1 [18Ccandupr]
Hap_78 1 [17Ccandupr]
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Hap_79 1 [15Ccandupr]
Hap_80 1 [14Ccandupr]
Hap_81 1 [13Cbalcakpr]
Hap_82 1 [12Cbalcakpr]
Hap_83 1 [11Cbalcakpr]
Hap_84 1 [10Ckirmanpr]
Hap_85 1 [9Ckirmanpr]
Hap_86 2 [8Ckirmanpr 6CKkiruspr]
Hap_87 1 [7Ckiruspr]
Hap_88 1 [5Ckiruspr]
Hap_89 1 [4Ckiruspr]
Hap_90 1 [1Cedibalpr]

Elimizdeki veri setine Maksimum Olasilik, Bayesian, Maksimum Parsimoni ve
Haplotip Ag1 analizleri ile birlikte tlir sinirlar1 belirleme testleri ve molekiiler saat analizi

uygulanmigtir.

Bl, MP ve MO analizleri 6ncesinde dizilere uygun olan baz degisim modeli
Jmodeltest programini kullanarak belirlenmistir. Akaike Information Criterion (AIC)'ye
gore uygunlugu en ¢ok olan model GTR+I+G (-InL=6447.5109) olarak bulunmustur. Baz
frekanslari; freqA =0.3257, freqC =0.1862, freqG =0.1278, freqT = 0,3602 olarak
saptanmugtir. Substiitisyon modelinin 6nerdigi baz degisim oranlar1, R(a) [AC] =1.6159,
R(b) [AG] =29,4276, R(c) [AT] =2.2679, R(d) [CG] =0.0000, R(e) [CT] =17.0984, R(f)
[GT] = 1.0000 olarak hesaplanmistir. Degisken bolgelerin oram (G)= 0.7100, degismeyen
bolgelerin orani ise (I)= 0.5840 olarak hesaplanmistir. Onerilen parametreler ve model

dogrultusunda analizler gergeklestirilmistir.

COI i¢in MP analizi 67133 es derecede parsimonik aga¢ ile sonuglanmistir. Veri
setine uygulanan, 100 tekrarli MP analizinde dallarin ¢ogunlugunun yiiksek dal destek
degeri aldig1 goriilmektedir. Benzer sekilde MO analizi sonucunda da populasyonlar arasi
iliskinin yliksek dal destek degerleriyle iyi sekilde ¢oziimlendigi goriilmektedir. Veri seti

icin ayn1 model ve parametre ile uygulanan Bayesian analizi agaci (%50 ¢ogunluk uyum
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agaci) yiiksek dal destek degerleriyle diger analizlere benzer sonug vermistir. COI veri setine

uygulanan tiim filogenetik analiz sonuglar1 BI agaci lizerinde Sekil 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.2. P. rachiliense COI haplotiplerinin 90 haplotip veri seti ile olusturulan BI filogenetik
agact (ML ve MP analizidegerleri ve tiir sinirlar1 belirleme testleri sonuglar1 agag iizerinde
verilmistir)
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Analiz sonuglarinin gosterildigi filogenetik agag incelendiginde 4 ana filogrup goze

carpmaktadir (Sekil 4.2.)

1. filogrubun haplotipleri cografik olarak Bati Anadolu ve Marmara Bolgesini

kapsamaktadir.

Bu filogrup igerisinde Trakya Bolgesi'nden elde edilen Kirklareli haplotiplerinin
olusturdugu haplogrup yiiksek dal destek degeriyle (ML:91, MP:100, BI:1) diger
haplotiplerden farkli bir dallanma gostermektedir. Trakya bolgesinin, bol yagis ve yliksek
sicaklik degerleriyle bilinen Akdeniz-Karadeniz iklimi ¢akismasi, Istanbul'un Avrupa yakasi
ve Kirklareli illerinde goriillmekte ve bu bolgede farkli bir cografik yapi ve iklim
olusturmaktadir. Kirklareli haplogrubunun farkli bir populasyon seklinde gruplanmasi
populasyonun bulundugu bolgenin farkli iklimsel ve cografik 6zellikleri ile ilgili bir sonug

olabilecegi degerlendirilmistir.

Yine bir diger ilgi c¢ekici sonu¢ Aksaray ilinden alinan bireylerin olusturdugu
haplotiplerin bu filogrup i¢erinde dallanmasidir. Toros Daglarinin iist kismindan elde edilen
bu bireyler I¢ Anadolu ya da Akdeniz haplotipleriyle degil Bat1 Anadolu filogrubu i¢inde

dallanmastr.

Bu filogrup icerisindeki yiliksek dal destek degerleri alan diger haplogruplarin
dallanma yapisina bakildiginda farkli populasyonlarin i¢ ige gruplandigi ve biitiinsel
cografik bir Orinti  verdigi goOriilmektedir. Bu nedenle Bati Anadolu ve
Marmarahaplotiplerinin tek bir filogrup olarak degerlendirilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir.

2. filogrup i¢ Anadolu Bolgesi'min kuzeyi ve Karadeniz Bolgesi haplotiplerini
kapsamaktadir. Her ii¢ filogenetik analizden de yiiksek dal destek degeri olmasina karsin
(ML:94, MP:100, BI:0,96) haplotiplerin dallanma yapisi politomiktir. Analizlere
baslanilmadan 6nce haplotiplerin cografik konumlar1 dikkate alinmis ve 3 farkli populasyon
olarak verilmistir. Oysaki analiz sonuglar1 bu 3 populasyonun (I¢ Anadolu- Orta ve Bat

Karadeniz) tek bir populasyon gibi sekillendigini géstermektedir.
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3. filogrup haplotiplerin cografik dagilislar1 Teke Yarimadasinin batisi ve kuzeyini
kapsamaktadir. Filogenetik analiz sonuglart bu grubun, Bati Anadolu'nun giineyinde kalmis

periferik bir populasyon yapisi gosterdigine isaret etmektedir.

4. filogrup 4 farkli haplogrubun birlesiminden olugmaktadir. Bunlar; Isparta-Antalya
haplotipleri, Kayseri haplotipleri, Erzincan-Kars haplotipleri ve Bayburt haplotipleridir. Bu
haplogruplarin bir arada degerlendirilmesinin sebebi haplotiplerin cografik konumlarimin
Giiney Bati Anadolu'dan baslayip Dogu Anadolu'da sonlanan, Anadolu'nun iki biiylik
genetik cesitlilik bariyeri olan Toroslar ve Anadolu diyagonalini takip etmesidir. Bu

dispersal dagilis rotas1 Ciplak (2008) tarafindan "Toros Yolu" olarak isimlendirilmistir.

Bati Akdeniz populasyonundan elde edilen haplotiplerfilogenetik agagta farkli
populasyonlarin igerisine dagilmis ve yiiksek dal destek degerleri almistir. Bu veri ile P.
rachiliense tiiriiniin Anadolu populasyonlarinin genetik gesitlilik merkezinin Bati Akdeniz
oldugu ve bu haplotiplerinatasalhaplotipler oldugu yorumu yapilabilir. Sekil 4.3’de
gosterildigi gibi 4. filogrubun cografik dagilis1 "Toros Yolu" rotasi ile yorumlandiginda
anlam kazanmaktadir. Bu nedenle filogenetik agac iizerinde her ii¢ filogenetik analizden de
oldukg¢a yiiksek dal destek degeri alan bu kii¢iik haplogruplar birlikte degerlendirilmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Filogenetik analizlerin 4 ana filogrup olarak degerlendirilmesi



Sekil 4.4. COI gen bolgesi filogeneti analizleri sonucu elde edilen filogruplarin Tiirkiye
haritasi lizerinde cografik konumlanmalar1 ve Toros yolu rotasi

Populasyonlar arasindaki olasi farklilasmanin belirlenmesi i¢in 3 farkl: tiir sinirlart
belirleme testi gergeklestirilmistir (Sekil 4.3). ABGD ve TCS (%90-95) testleri hemen

hemen benzer sonuglar verirken SpelD testi populasyonlar: farkli gruplandirmistir.

ABGD testi, veri setinde 9 farkli tiir onermektedir. Bu sonuglarfilogenetik analizlerle
(BL, MO, MP) ortiismektedir. 1, 2 ve 3. filogruplar ayr tiirler olarak onerilirken Toros rotasi
tizerinde toplu olarak degerlendirilen 4. filogrubun her bir haplogubunu da ayr1 bir tiir olarak
onermistir. Filogenetik analizlerde de yiliksek dal destek degerleri ile ayrilan bu haplogruplar
cografik olarak Onemli bir bariyer lizerinde farklilagmakta olan populasyonlar olarak

degerlendirilebilir.

TCS %90 ve %95 degerli testlerinde de genel haplotipgruplanma yapisi itibariyle
ABGD testine benzer sonuglar vermistir. TCS (%90) testi ABGD den farkli olarak
"38mugkinpr" haplotipi ve "41kayzapr-42kaypikpr" haplotiplerini de farkli tiirler olarak
degerlendirmis ve toplamda 11 tiir 6nermistir. TCS (%95) testinde ise ayn1 11 tiir 6nerisine
ek olarak Bati Anadolu iginde Bursa-Eskischir-Aksaray haplogrubu 12. tiir olarak

goriilmektedir.
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SpelD testinde ise farkli bir oriintii goriilmektedir. Bu test sonucuna gore veri seti
bize 4 tiir onermektedir. Tiim Orta ve Bati Anadolu'yu ilk tiir olarak, "Kayseri-Isparta"
haplotiplerini 2. tiir olarak 6nermektedir. SpelD testinin 3. ve 4. tiir haplotipleri tiim analizler
tarafindan ortak sonu¢ olarak Onerilmistir. Bunlar; "Erzincan-Kars"haplotipleri ve

"34antkoppr" haplotipidir.

"34antkoppr" haplotipinin tiim analizler tarafindan ayr1 bir tiir olarak onerilmesi ve
filogenetik agac igerisinde Bat1 Akdeniz haplotiplerinin dagmik sekilde dallanmasi genetik

cesitlilik merkezinin bu bolge oldugu ¢ikarsamamizi giiglendirmektedir.

P. rachiliense COI veri setine uygulanan haplotip ag1 analizi sonuglar filogenetik
analiz sonuglariyla ortiigsmiistiir. Analiz sekli incelendiginde kahverengi ile belirlenmis olan
Bati Akdeniz haplotiplerinin tiim ag igerisinde dagilmis halde oldugu ve farkh
populasyonlara ait haplotiplerle birlikte gruplandigi net bir bicimde goriilmektedir. Yine
filogenetik analizlerle benzer sekilde Dogu Anadolu populasyonu, Trakya populasyonu, Bati
Anadolu-Marmara populasyonu gibi temel populasyonlarin ag igerisinde belirgin ayrimlar

gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.5; Sekil 4.6).



H ol \

Marmara Bolgesi
Ege Bolgesi

Trakya Bolgesi

¢ Anadolu Bdigesi
Bati Akdeniz Bdigesi
Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi
Bali Karadeniz Boigesi

Dodu Anadolu Bdlges
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Sekil 4.6. (devam) COI Network analizi sonucu haplotiplerin ayrintili goriintiileri. (7)
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Molekiiler saat analizi sonucu da filogenetik analizlerle paralel sonuglar vermistir
(Sekil 4.7); analize gore i¢ grupta 1. filogrup olarak degerlendirdigimiz Bati Anadolu-
Marmara ve Trakya populasyonlari 1,82 my6 ortak ataya sahiptir. 1. filogrup ile 2. ve 3.
filogrup haplotiplerinin 2,67 myé ortak ataya sahip oldugu goriilmektedir. En uzak
molekiiler saat araligi veren sonu¢ ise; Dogu Anadolu ve 34antkoppr haplotiplerinin
olusturdugu populasyondur. Bu populasyon ile diger populasyonlarin 3,20 myo ortak ataya
sahip olduklari tespit edilmistir. Analiz incelendiginde genel anlamda P. rachiliense tiiriiniin
Anadolu popiilasyonlarinin haplotip yogunlugu ile degerlendirildiginde 2,67 myé (Pliyosen-
Pleyistosen gecisi) ¢esitlenmeye basladigi yorumu yapilabilir.
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Sekil 4.7 COI gen bolgesi veri haplotiplerinin BEAST kronogrami ve jeolojik devirler

cetveli

4.3. COI gen bolgesi icin elde edilen genetik cesitlilik bulgular:

P. rachiliense'nin Anadolu lokaliteleri cografik bariyerler g6z oniine alinarak 8

populasyon seklinde gruplandirilmistir. Bu populasyonlarin  genetik  ¢esitliligini

saptayabilmek amaciyla herbir populasyonun veri seti i¢in ayr1 ayri1; Haplotip ¢esitliligi (hg),
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Haplotip sayist (hs), degisken bolge sayisi (db), niikleotid ¢esitliligi () hesaplanmistir. Her
populasyondaTajima'nin D ve Fu'nun Fs degerleri, niikleotid dizileri arasinda nétral siireg
uzaklagmasi olup olmadigini saptamak amaciyla hesaplanmistir. Tiim hesaplamalar DnaSP5

Programi ile gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3.).

Genetik cesitlilik testi sonuglarina gore COI veri setindeki en yiiksek haplotip
cesitliligi  degerleri sirasiyla Bati Akdeniz (1,0000) ve Dogu Anadolu (1,0000)
populasyonlarinda goriiliirken en diisiik haplotip cesitliligi Bati Karadeniz (0,7556)

populasyonunda tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. COI veri seti ile hesaplanan genetik cesitlilik indeksleri ve nétralite testleri sonuglart
(SU=sekans uzunlugu, N=toplam sekans sayisi, HS=Haplotip sayisi, DB=degisken bolge sayisi,
n=niikleotid ¢esitliligi, HC=Haplotip ¢esitliligi, Fs= Fu’nun Fs’si, D= Tajima’ Tajima’nin D’si)

POPULASYONLAR N SuU DB HS HC T D Fs
Tim 105 | 1171 | 354 | 90 | 0,9907 | 12,51078 | -0,21509 | -33,3
Populasyonlar

Trakya 8 | 1171 | 55 | 7 | 09643 | 12,30722 | “1:40587 | -0.699
Populasyonu
Marmara populasyonu 12 | 1171 | 53 | 11 | 0,9848 | 12,35060 -1,28915 | 3,335

Bati Akdeniz populasyonu | 9 | 1171 | 190 | 9 | 1,0000 | 1235200 | “%:06747 | 0429

Bati Karadeniz populasyonu | 10 | 1171 | 7 | 5 | 07586 | 12,5067 | “116172 | -2371

Orta ve Dogu Karadeniz 0,97197 | -0,686

populasyonu 10 1171 69 9 0,9778 | 12,47784

Dogu Anadolu populasyonu | 7 1171 | 30 7 | 1,0000 | 12,02047 -0,93505 | -1,519

i¢c Anadolu populasyonu | 28 | 1171 | 134 | 24 | 09815 | 1235373 | 093216 | 5351

Ege 0,8645 -3,228

19 1171 | 118 | 18 | 0,9942 | 12,88560
Populasyonu

Tajimanin D si acisindan sonuglar incelendiginde pozitif deger veren
populasyonlarin; Orta ve Dogu Karadeniz populasyonu, I¢ Anadolu populasyonu ve Ege
populasyonu oldugu en diisiik negatif degere sahip populasyonun ise (-1,40587) degeri ile
Trakya populasyonu oldugu goriillmektedir.

Filogenetik ve haplotip ag1 analizlerininde isaret ettigi sekilde Trakya
populasyonunun Marmara populasyonu igerisinde bir darbogaz etkisi ile farklilasmakta

oldugu yorumu yapilabilir. Fs degeri acisindan anlamli bir sonug¢ vermemistir.
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4.4. ITS1- ITS2 Gen Bolgesi Filogenetik Analiz Bulgular

COI gen bolgesi ile ayn1 sekilde; PZR islemleri ve dizi analizi sonrasinda Sequencer
v4.1.4 programu ile. abl uzantili dosyalarin hizalanmalar1 gergeklestirilmistir. Hizalanma
sonrasinda niikleotid BLAST programi ile dosyalarin dogru gen bdlgesi olup olmadigi
kontrol edilmistir. Diziler Mega programinda diizenlenip veri blogu olusturulmustur. 125
bireyin sekanslari ile olusturulan veri blogunda kisa kalan ve biitiinliigli bozan sekanslar
cikarilmigtir. ITS1-2 gen bolgesi sekanslart Mega programi ile hizalandiktan sonra 99 dizi
ve 884 baz ¢ifti uzunlugunda bir set olusturulmustur. Bu veri seti ile biri dis grup olmak
tizere toplam 25 allel elde edilmistir (Cizelge 4.4). Niikleotidlerin 678/884'si konservatif,
196/884'si varyasyonel, 41/884'i parsimonik bilgi vericidir. Olusturulan dosyada, DnaSP,
Mega, DAMBE ve Mesquite programlarinin yardimiyla filogenetik analizlerde kullanmak

icin farkli formatlara dontstiiriiliip kaydedilmistir.

Cizelge 4.4. Prosimulium rachiliense tiiriine ait ITS1-2 gen bolgesi 25 allelin frekansi ve
kodlar1

Haplotip numarast Haplotip frekansi Haplotipi olusturan bireyler
Hap_1 1 [FJ538878.S.aureohirt] dis grup
[100lsivorpr 461sivorpr 471sivhopr
Hap_2 7 48lsivipr 49lsivipr-2 50leskavpr-2

77Icordahpr]
[101lsivorpr 1021kutinpr
107Ikutkarpr 10Ikirmanpr
113lbalazpr 1141denkopr
115Idenkopr 1161dendepr
118leskbepr 11Ibalcakpr
12Ibalcakpr 13lbalcakpr
18Icandupr 21laydakpr
22laydakpr 23laydakpr
241denyahpr 31lispsipr 33lantalpr
33lantalpr-2 36Imugsepr
Hap_3 62 37Imugsepr 38Imugkinpr
39laksakpr 40laksakpr 49lsivipr-1
41kiruspr 50leskavpr-1 51lyozeypr
52lyozeypr 53lyozeypr
54lyozeypr 55lyozhapr 5lkiruspr
61lkaskizpr 62lkaskizpr
63lkaskizpr 64lkaskizpr
65lkascapr 661kascapr 671kascapr
68lkascapr 691kascapr 70lkascapr
75Icordagpr 78lcordagpr 7Ikiruspr
80Icordagpr 84lerzkapr 85lerzkapr
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86lerzkapr 87Ikarsapr 88lkarsapr
891karsapr 911kutsokpr
92lburharpr 93Iburharpr
94leskmapr 95Ibilyepr 961bilyepr
971bilyepr 9lkirmanpr]
Hap_4 1 [103Ikutinpr]
Hap_5 1 [1041kutfinpr]
Hap_6 2 [1091eskbepr 110leskbepr]
Hap_7 2 [141candupr 251denyahpr]
Hap_8 2 [15lcandupr-1 15lcandupr-2]
Hap 9 1 [1ledibalpr]
Hap_10 1 [281denkopr]
Hap_ 11 1 [32lispyepr]
Hap_12 1 [34lantkoppr-1]
Hap_13 1 [34lantkoppr-2]
Hap_14 2 [411kayzapr 43Ikaykispr]
Hap_15 1 [441kaykispr-1]
Hap_16 1 [441kaykispr-2]
Hap_17 1 [451kayKispr]
Hap_18 2 [56lyozhapr 58lyozhapr]
Hap_19 1 [571lyozhapr]
Hap_20 1 [591yozhapr]
Hap_21 1 [61Kiruspr]
Hap_22 3 [71Iba¥ztl)£2; SYOZrIFE)r:i\ysorpr
Hap_23 1 [73Ibaysorpr]
Hap_24 1 [79Icordagpr]
Hap_25 1 [81kirmanpr]

MO analizini yapmadan oncesinde dizilere uygun olan baz degisim modeli
Jmodeltest programini kullanarak bulunmustur. Akaike Information Criterion (AIC)'ye gore
uygun olan model GTR+I+G (-InL=3474.2065) olarak bulunmustur. Baz frekanslari; freqA
=0.3522, freqC =0.1453, freqG =0.1687, freqT = 0,3338 olarak bulunmustur. Substiitisyon
modelinin 6nerdigi baz degisim oranlar1 R(a) [AC] =1.0000, R(b) [AG] =1.5797, R(c) [AT]
=0.9363, R(d) [CG] =0.9363, R(e) [CT] =1.5797, R(f) [GT] = 1.0000 olarak hesaplanmustir.
Degisken bdlgelerin oram1 (G)=1.3960, degismeyen bdlgelerin orami ise (I)= 0.8200
degerinde hesaplanmistir. Onerilen model ve parametreler dogrultusunda analiz

gerceklestirilmistir. Veri seti ile gergeklestirilen Maksimum Olasilik analizisonucunda
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populasyonlar arasi iligkinin iyi sekilde c¢oziimlenmedigi goriilmektedir. Analizde
haplotipler diisiik dal destek degeriyle politomik dallanmislardir. Dogu Anadolu

populasyonu haricinde herhangi bir populasyon oriintiisii tespit edilememistir.

Tiir smirlart belirleme testlerinin hepsi ayni sonucu vermistir. Testlere gore P.
rachiliense' nin Anadolu populasyonlar1 ITS 1-2 gen bolgesi ile degerlendirildiginde tek tiir
olarak onerilmektedir (Sekil 4.8).
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Allel listesinde de goriindiigi lizere tiirler arasinda allel paylagiminin ¢ok olmasi

nedeniyle, haplotipler arasindaki evrimsel iliski, SplitsTree ve Network v.5.0.0.3

programlariyla analizleri yapilmistir.

P. rachiliense ITS 1-2 veri setine uygulanan allel agi analizi sonuglar filogenetik

analiz sonuglariyla ortiismiistiir. Network analizinde haplotiplerin oriintiistiz sekilde bir ag

olusturdugu goriilirken (Sekil 4.9) bir diger allel ag1 analizi olan SplitsTree analizinde Dogu

Anadolu populasyonuna ait

haplotiplerinin

ana haplotip yumagidan

ayrildigi
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gozlemlenmektedir (Sekil 4.10). Maksimum olasilik analizi sonucunda olusturulan
filogenetik agactada Dogu Anadolu populasyonuna ait haplotiplerinin ana politomik

dallanmadan ayr1 bir haplogrup olusturdugu gériilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Anadolu essiz bir biyolojik ¢esitlilige sahiptir. Cografik ve iklimsel kosullarin farkli
vejetasyon tiplerini meydana getirmesi ve bunlarin tiim Anadolu’da dogal gecis kusaklar

olusturmasi neticesinde iilkemiz faunal agidan oldukga yiiksek tiir sayisina sahiptir.

Anadolu’da mevcut biyolojik ¢esitliligin bir diger nedeni de oldukc¢a kuvvetli karasal
(Anadolu diyagonali, Toroslar vb.) ve sucul bariyerlerin (Firat, Kizilirmak nehir havzalar)
populasyonlarin izole kalmasina neden olabilmesidir. Ayn1 sekilde genis bir cografyada
yayilis gosteren tiirlerin tanimlanmasinda bazen zorluklar yaganmaktadir. Bir tiirin farkl
bolgelerdeki populasyonlarina ait bireyler arasinda goriilebilen morfolojik karakterlerdeki
ufak bir varyasyon ya da buna zit sekilde cevresel kosullarin etkisiyle farkli tiirlerin

bireylerinde goriilen morfolojik benzerlik taksonomistlere problem olusturmaktadir.

Bu calismada, Palearktik Bolge’de Katkaslar, Balkanlar ve Kuzey Afrika’da goriilen
ve Anadolu’da genis yayilisa sahip P. rachiliense tiirii populasyonlarinin genetik ¢esitliligi
2 gen bolgesi ile arastirllmigtir. Caligma tlirlin  Anadolunun farklt bolgelerindeki
populasyonlarint temsil edecek ¢ok sayida lokaliteden orneklenmis 125 birey ile
gerceklestirilmistir. Bu bireyler lizerine 2 genetik belirte¢ (COI ve ITS1-2) kullanilarak
aralarindaki filogenetik iligkiyi ve genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikaracak toplam 9 farkli analiz

yapilmistir. Calisma sonucunda oldukga ilging ve dnemli sonuglar elde edilmistir.

COl ile yapilan filogenetik analizlerde 105 dizi ile olusturulan veri setinde 90
haplotip 6nerilmistir. EIde edilen veri setine Haplotip agi analizleri, Maksimum Parsimoni,

Maksimum Olasilik ve Bayesian, molekiiler saat analizi ve tiir sinirlari testleri uygulanmaistir.

Her 3 filogenetik analizde de (BI, MO, MP) benzer sonuclar alnimistir. Elde edilen
veriler tek filogenetik aga¢ iizerinde degerlendirilmis ve 4 ana filogrup {izerinden

yorumlanmistir. Buna gore;

Bat1 Anadolu ve Marmara Bolgesini kapsayan 1. Filogrubun haplotipleri igerisinde
Kirklareli haplotiplerinin farkli bir dallanma gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ Kirklareli

haplogrubunun elde edildigi lokalitenin farkli iklimsel ve cografik ozellikleri ile
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iliskilendirilmistir. Aksaray ilinden alinan bireylerin olusturdugu haplotipler de ilging
sekilde bu filogrup igerisinde dallanmistir. Bu sonug¢ Toroslarin kuzeyinde yasayan
populasyonlar ile Bati Anadolu populayonlar1 arasinda siiregelen bir baglanti olabilecegi

seklinde yorumlanabilir.

I¢ Anadolu Bélgesi'in kuzeyi ve Karadeniz Bélgesi haplotipleri 2. Filogrup olarak
gorilmektedir. Yiiksek dal destek degerine karsin (ML:94, MP:100, BI:0,96)
haplotiplerpolitomik dallanma gdstermistir. Buradan hareketle tiiriin i¢ Anadolu ile Orta ve
Bati1 Karadeniz populasyonlariarasinda gen akisinin diger populasyonlara oranla belirgin

sekilde daha yiiksek oldugu diistintilmiistiir.

3. filogrup haplotiplerin cografik dagilislar1 Teke yarim adasinin batist ve kuzeyini
kapsamaktadir. Filogenetik analiz sonuglari bu grubun, Bat1 Anadolu'nun giineyinde kalmis

periferik bir populasyon yapis1 gosterdigine isaret etmektedir.

4. filogrup; Ciplak (2008)’1n "Toros Yolu" olarak isimlendirdigi rotada yerlesmis 4
farkli haplogrubun birlesiminden olusmaktadir. Bunlar; Isparta-Antalya haplotipleri,
Kayseri haplotipleri, Erzincan-Kars haplotipleri ve Bayburt haplotipleridir. Giiney Bati
Anadolu'dan baslayip Dogu Anadolu'da sonlanan, Anadolu'nun iki biiyiik genetik ¢esitlilik
bariyeri olan Toroslar ve Anadolu diyagonalini takip eden bu 4 haplogrup cografik
bariyerlerin dagilim rotasini nasil etkiledigini ortaya koyan giizel bir 6rnek teskil etmektedir.
Ciplak (2008)’in karasal bir bocek gurubu olan g¢ekirge populasyonlari ile gergeklestirdigi
calismadan elde edilen biyocografik sonuglar ile bizim calismamizda gozlemlenen yayilis

Oriintiisiiniin parallelik gostermesi Anadolu fauna tarihinin agiklanmasi agisindan 6nemlidir.

Tiirtin Bati Akdeniz populasyonundan elde edilen COI haplotiplerininfilogenetik
agacta farkli populasyonlarin igerisine dagilmast ve Yyiiksek dal destek degerleri
almasiedeniyle P. rachiliense Anadolu populasyonlarinin genetik ¢esitlilik merkezinin Bati

Akdeniz oldugu ve bu haplotiplerinin atasal haplotipler oldugu sonucuna varilabilir.

COl veri seti ile gergeklestirilen tiir sinirlar1 belirleme testleri farkli sayida tiir 6nerisi

ile sonuglanmistir. Fakat tiirler filogenetik aga¢ ve haplogruplarin cografik dagilisi goz
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“farklilasma/ayrigsmakta olan populasyonlar” seklinde yorumlanmasi daha dogru olacaktir.
Tez ¢aligmasina dahil edilen bireylerin morfolojik incelenmesinde populasyonlar arasinda
belirgin taksonomik karakter farkliliklarinin gozlemlenmemesi ve COI veriseti ile
gergeklestirilen haplotip ag1 analizinde sekilllenen haplogruplarinpopulasyon Oriintiisiinii

desteklemesi de bu yorumu gii¢lendirmektedir.

COl veri seti ile yapilan molekiiler saat analizi sonuglarinda bu tiirtin Anadolu lokal
populasyonlar1 arasindaki genetik ¢esitlenmesinin Piliyosen-Pleyistosen gegisinde oldugu
goriilmektedir (3,2-2,6 myd). Bahsi gecen donemde iklim sartlari oldukca kurak ve soguktur.
Pileyistosende buzul dénemleri siiresince olusan ve kaybolan kara ve su bariyerleri, tiiriin
populasyonlar arasindaki farklilasmanin baglamasina neden olan faktérlerden birisi olabilir.
Bu ¢ikarsamamuiz ile ¢alismada tiiriin lokal populasyonlarinin "Toros Yolu" iizerindeki hat

boyunca parcali bir yayilis gosterdigi seklindeki diger ¢ikarsamamiz ortiismektedir.

ITS1-2 veri seti sonuglar1 incelendiginde haplotip paylasimmin yogun oldugu
goriilmektedir. Gergeklestirilen Network analizi sonucunda COI gen bolgesinden farkli bir
sonug¢ ortaya c¢ikmustir. Tim veri Seti tek tiir Orlintlisii gostermistir. Bunun yani sira

SplitsTree haplotip agi analizinde; Dogu Anadolu populasyonu ana agdan ayrilmaktadir.

ITS1-2 veri seti ile yapilan Maksimum olasilik analizi sonuglar1 incelendiginde,
SplitsTree analizinde de oldugu gibi, Dogu Anadolu populasyonu haricinde diisiik dal destek
degerli politomik bir dallanma yapis1 goriilmiistiir. Diger yandan bu veriler ile yapilan tiir

sinirlar belirleme testlerinin tiimii, tiiriin Anadolu populasyonlarini tek tiir olarak dnermistir.

2014 yilinda Adler ve Sirin tarafindan gercgeklestirilen caligmada tiiriin Bat1 Anadolu
ve Ermenistan populasyonlar1 sitotaksonomik metotlarla analiz edilmistir. Calisma
sonucunda her iki populasyon farkli birer sitoform (Ermenistan populasyonu igin sitoform a
ve Tirkiye populasyonu igin sitoform b) olarak 6nerilmistir. Bizim ¢alismamizda g¢ekirdek
belirteci olan ITS1-2 gen bolgesi ile yapilan tiir sinirlar1 belirleme testleri sonuglar1 genel
olarak Anadolu populasyonlarinin tek bir tiire ait oldugunu gostermistir. Ancak MO analizi
ve SplitsTree analizlerinin belirgin sekilde Dogu Anadolu populasyonunun digerlerinden
ayrildigini isaret etmesi ile Adler ve Sirin’in (2014) 6nermesinin Ortliigmesi, irdelenmesi

gereken ilging bir sonugtur.
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Calismada elde edilen tiim genetik veri Gen bankasina girildiginde, bu tiire ait

iilkemizden kaydedilmis en genis veri seti olacaktir.

Sonug olarak elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde P. rachiliense tiirii Anadolu
populasyonlarinin zengin bir genetik ¢esitlilige sahip oldugu goériilmektedir. Bununla birlikte
tirtin filocografik yayilis Oriintiisiiniin belirlenebilmesi igin diger iilke populasyonlari
ornekleri ve daha fazla gen bolgesi ile yapilacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugu

distiniilmektedir.

Diger yandan tiiriin “hirtipes” tir gurubu igerisindeki taksonomik statiisiiniin
belirlenmesi i¢cin gurubun diger iiyelerini de kapsayacak filogenetik ve filocografik

arastirmalarin yapilmasi gerekir.
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