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TURKIYE’NiN EGE VE AKDENIZ KIYILARINDA )
OCHLEROTATUS ZAMMITII (DIPTERA: CULICIDAE)’NIN DAGILIM
ORUNTUSU VE GENETIK YAPISININ BELIRLENMESI

Sare flknur CIHANGIR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismanlari: Dog. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
Prof. Dr. Celal ULGER
2012, 60 sayfa

Ochlerotatus mariae, Ochlerotatus phoeniciae ve Ochlerotatus zammitii olmak
iizere 3 tiirden olusan Mariae grubu, Diinya genelinde sinirh bir dagilima sahiptir.
Grubun her ig tiirii de sadece Akdeniz iilkelerinin kiy1 hatlarindaki kayalik
habitatlardan tespit edilmistir. Tirkiye’de, Mariae grubu tiirlerinden Oc.
phoeniciae ve Oc. zammitii tiirleri bulunmaktadir. Bu arastirmada, Oc. zammitii
tiriiniin Akdeniz ve Ege boélgelerinde dagilim oriintiisii ve genetik yapisinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, Antalya, Mugla, Aydin,
Izmir, Balikesir ve Canakkale illerinin kiyisal bolgelerinde belirlenen 20 farklh
kayalik lokalitede Oc. zammitii’nin larva ve ergin Ornekleri toplanmistir. Elde
edilen orneklerden Oncelikli olarak DNA izolasyonu yapilmigtir. DNA
izolasyonundan sonra her lokaliteye ait 6rneklerin mtDNA ND4 gen bolgesi uygun
primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilmstir.
Ochlerotatus zammitii 6rneklerinden elde edilen ND4 gen bolgesinin dizileriyle
yapilan analizler sonucunda, tiirin dagilim alaninda ND4 geninin 22 haplotipi
tespit edilmistir. Cografik uzaklik ve Gammag degerlerine gore 7 farkli gruba
ayrilan ornekleme lokalitelerinde AMOV A yapilarak gruplar arasindaki varyasyon
% 67.25, gruplart olusturan lokaliteler arasindaki varyasyon % 2.93 olarak
bulunmusken, lokaliteler igindeki varyasyon % 29.82 olmustur. Ayrica
populasyonlar arasindaki gen akisi da hesaplanmig ve birbirlerine yakin lokaliteler
arasinda gen akismmin yliksek, genetik uzaklik agacina dayanilarak yapilan
gruplandirmalarda ise gruplar arasi gen akisinin oldukg¢a diisiik oldugu sonucuna
varilmstir,

Anahtar sozciikler: Ochlerotatus zammitii, Mitokondriyal DNA, ND4, Akdeniz,
Ege.






ABSTRACT

DETERMINATION OF THE DISTRIBUTION PATTERN AND GENETIC
STRUCTURE OF OCHLEROTATUS ZAMMITII (DIPTERA: CULICIDAE)
IN MEDITERRANEAN AND AEGEAN COAST OF TURKEY

Sare [lknur CIHANGIR

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
Prof. Dr. Celal ULGER
2012, 60 Pages

The Mariae group, which consists of three species, namely Ochlerotatus mariae,
Ochlerotatus phoeniciae and Ochlerotatus zammitii, has a limited distribution
worldwide. All of the three species are found in the rocky habitats on the coastal
areas of Mediterranean countries. Ochlerotatus phoeniciae and Oc. zammitii
species of the Mariae group are found in Turkey. The aim of this study is to
determine the distribution pattern and genetic structure of the Oc. zammitii species
in the Mediterranean and Aegean regions. For this purpose, the larval and adult
samples of Oc. zammitii were collected in 20 different rocky locations in the
coastal regions of Antalya, Mugla, Aydin, Izmir, Balikesir and Canakkale
provinces. DNA isolation was performed primarily from the obtained samples.
After DNA isolation, the mtDNA ND4 gene region of the samples, which were
collected from each localities, was amplified by using suitable primers with
Polymerase Chain Reaction. As a result of the analyses that were made with the
sequences of ND4 gene regions, which were obtained from Oc. zammitii samples,
22 haploptypes of the ND4 gene were detected in the distribution region of the
species. AMOVA was applied to sampling localities, separated into seven
different groups depending on the geographical distance and Gammay; values.
The variation between the groups was 67.25%, the variation between the locations
was 2.93%, while the variation within the locations was 29.82%. Furthermore, the
gene flow between the populations was calculated and it was concluded that the
gene flow between the nearby locations was found to be high. Meanwhile, the
gene flow between the groups was very low in the classifications based on the
genetic distance tree.

Key words: Ochlerotatus zammitii, Mitocondrial DNA, ND4, Mediterranean,
Aegean.
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1. GIRIS

Culicidae familyasini olusturan sivrisinekler, viriis, bakteri, protozoa ya da
nematod olabilen ¢ok farkli patojen organizmalara vektorliik yapabilmektedirler.
Bu nedenle, Sitma, Filariasis, Sarthumma, Deng Hummasi, Batt Nil Hummasi,
Chikungunya Atesi ve ¢esitli ensefalitler gibi hastaliklarin insan topluluklarinda
yayilmasini ve diinya genelinde etkili olmasini saglayan sivrisinekler 6nemli bir
bocek grubudur (Lehane, 1991; Kettle, 1995; Beaty ve Marquart, 1996). Diger
bir¢ok bdcek gruplarinda oldugu gibi, Culicidae familyasinin alt taksonlarinin
sistematiginde de zaman zaman degisimler olmaktadir. Bu degisimler nedeniyle
son yillarda yapilan 6nemli diizenlemeler sonucunda, Culicidae familyas: i¢in
gecgerli kabul edilen tiir sayist 3523 olmustur (Harbach ve Kitching, 2005;
Harbach, 2007, 2011). Kayitl tiir sayisiyla, Diptera’nin en yiiksek tiir ¢esitliligine
sahip familyalarindan biri olarak kabul edilen Culicidae familyasinin yaklasik 500
tirtinii kapsayan Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, 1891 cinsi de familyanin en
biiyiik taksonunu olusturmaktadir (Reinert vd., 2008). Ochlerotatus cinsinin
Ochlerotatus phoeniciae (Coluzzi ve Sabatini, 1968) ve Ochlerotatus zammitii
(Theobald, 1903) tiirleri, ilkemizde varligi heniiz tespit edilmemis olan
Ochlerotatus mariae (Sergent ve Sergent, 1903) tiirii ile birlikte Mariae grubunu
olustururmaktadirlar (Coluzzi ve Sabatini, 1968; Coluzzi ve Bullini 1971; Coluzzi
vd., 1976; Bullini ve Coluzzi, 1982). Ochlerotatus cinsinin diger tiir gruplarina
gore, Mariae grubu diinya genelinde ¢ok simurli bir bdlgede dagilim yapmakta
olup, grup tiirleri sadece Akdeniz iilkelerinin kiy1 kesimlerinden bildirilmistir.
Ancak grup tirlerinin {igii de Akdeniz havzasinda bulunmakla birlikte, tiirlerin
Akdeniz ilkelerindeki dagilimlart olduk¢a farklidir. Ochlerotatus mariae tiiri,
Iber Yarimadasi’nin Atlantik kiyis1 da dahil, Bati Akdeniz dagilimlidir (Coluzzi
vd., 1975; Encinas Grandes, 1982; Ribeiro vd., 1988; Bueno-Mari ve Imenez-
Peydro, 2011). Ochlerotatus phoeniciae tiiriiniin dagilimi Akdeniz’in dogusunda
(Coluzzi vd., 1975) olup, iilkemizin de Dogu Akdeniz kiyilarindan bildirilmistir
(Coluzzi, 1974a). Bu arastirmanin hedef tiirii olan Ochlerotatus zammitii’nin
dagilimi ise genel olarak Orta Akdeniz bolgelerindedir (Theobald, 1903; Labuda,
1969; Regner, 1969; Coluzzi, 1974a; Eritja vd., 2000; Ramsdale vd., 2001).
Gilintimiizde, morfolojik ve biyokimyasal yontemlerden elde edilen sonuglara gore,
Mariae grubu tiirlerinin allopatrik dagilim sergiledikleri kabul edilmis olup,
iilkemiz hari¢ diger Akdeniz Bolgesi {lilkelerinin higbirinde tiirlerin herhangi
ikisinin kaydi verilmemistir (Coluzzi vd., 1974b; Becker vd., 2003, Tuncay vd.,


http://www.mosquitocatalog.org/taxon_descr.aspx?ID=18276

2009). Ulkemizde de Oc. zammitii Antalya’nin batisinda, Akdeniz ve Ege
kiyilarinda yayilis gosterirken, Oc. phoeniciae Antalya’nin dogusunda yayilis
gostermekte olup, iki tiiriin simpatrik populasyonlar tespit edilmemistir (Coluzzi
vd., 1974b; Tuncay vd., 2009).

Sivrisineklerin neden olduklar1 vektorel hastaliklar degerlendirildiginde, Mariae
grubu tiirlerinin herhangi birinin bu hastaliklarin yayiliminda etkili olduklarim
gosteren bir sonuca bugiline kadar ulagilmamistir. Bununla birlikte, son yillarda
molekiiler ve biyokimyasal yeni teknik ve yontemlerin uygulandig arastirmalar
sonucunda, daha 6nce vektor olduklari bilinmeyen bir ¢ok sivrisinek tiiriiniin
ozellikle de Ochlerotatus tiirlerinin, Usutu ve Chikungunya gibi arboviriislere
vektorliik yapabildikleri belirlenmistir (Gubler, 1998; Hunter, 2003; Alten vd.,
2007; Caglar vd., 2011; Jost vd., 2011). Ayrica, gerek ¢evresel tahribatlar gerekse
de insan topluluklarinin hareket siklig1 ve artan kiiresel 6lgekteki ticari faaliyetler
gibi nedenlerle, sivrisineklerin ve vektorliiklerini yaptiklar1 bircok arboviriisiin
etkinligi gilin gegtike artmakta ve zamanla yeni cografik bolgelerde yeni
sivrisinek tiirlerinin vektorliigiinii ortaya koyan sonuglara ulasilmaktadir. Son
zamanlarda elde edilen bu sonuglara ek olarak, hem Ochlerotatus cinsindeki diger
tirlerin ¢ok farkli arboviriislere vektorliikleri hem de Mariae grubu tiirlerinin
antropofilik davranig goéstermeleri ve dagilim alanlarimin insan hareketliliginin
yogunlastig1 liman kentlerini ve turizm alanlarin1 kapsamasi degerlendirildiginde,
grup tiirlerinin vektorliikk potansiyellerinin bulundugunu ifade etmek yanlis bir
ongorii olmamaktadir. Bu nedenle, bugiin i¢in Mariae grubunun Oc. zammitii ve
Oc. phoeniciae tiirlerinin bulundugu tek cografik bélge konumundaki tilkemizde,
grup tiirlerine yonelik olarak yapilabilecek evrimsel, biyolojik, populasyon
genetigi ve populasyon dagilim modelleri gibi arastirmalar onem arz etmektedir.
Ciinkii sivrisineklerin vektorliiglinii yaptig1 bir¢ok hastaligin kontroliinde, en
azindan belirli bir cografi bolgeyi ele alarak hedef sivrisinek tiiriiniin ya da
tirlerinin populasyon o&zelliklerine, alt populasyon etkilesimlerine ve dagilim
alanlarina yonelik veriler yararli olmaktadir. Boylece, potansiyel tehdit olusturan
sivrisinek tiirlerinin bilylik bir cografik bolgenin ne kadarinda etkili olabilecekleri
belirlenerek, vektorel hastalik tehlikesinin ortaya ¢ikmasi durumunda, hastaligin
hangi alt bolgelere hizla yayilabilecegine dair ongoriiler olusturulabilecek, etkili
ve zamanlamasi dogru olan vektdr kontrol caligmalari sorunlar biiylimeden
uygulanabilecektir. Bu dogrultuda planlanan bu Yiiksek Lisans Tez ¢alismasinda,
iilkemizin Antalya ili simirlarindan baslayarak, Ege ve Marmara bolgelerine kadar



uzanan arastirma bdlgesinde Mariae grubu tiirlerinden Oc. zammitii tiirliniin
dagilimima ve populasyon genetigine yonelik yapilan arastirmalar sonucunda elde
edilen verilerle, Oc. zammitii tiirliniin ilkemizdeki cografik dagilim Oriintiisi,
dagilim oriintiisiine bagli mtDNA ND4 gen bdlgesi haplotip ¢esitliligi ve haplotip
frekanslarinin belirlenmesi, boylece arboviriislere vektorliik potansiyelini 6n
gordiigiimiiz Oc. zammitii tlirtiniin gelecek dénemlerde olusturabilecegi vektorel
tehlikelere kargt on tedbirlerin planlanmasina katki saglanarak dogru ve etkili
miicadele programlarinin olusturulmasi i¢in bir veri seti olusturulmaya calisilmast

amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Aedes ve Ochlerotatus Tiirleriyle Yapilan Bazi1 Sistematik,
Molekiiler ve Populasyon Genetigi Calismalar:

Aedes Meigen 1818’in tanimi ilk kez yapildiginda, Aedes cinereus Meigen olarak
isimlendirilen tek bir tiirli icermistir ve tanimi oldukea agik bir sekilde yapilmistir.
Ancak zaman igerisinde bilim insanlar1 Aedes’in oldukg¢a heterojen bir cins
oldugunun farkina varmislardir. Bu konuyla ilgili bir ¢ok aragtirmaci cinsin
heterojen durumunu tartismis ve revizyon yapilmasi gerektigini raporlarinda
bildirmislerdir. Belkin (1962) calismasinda Aedes cinsinin polimorfik bir cins
oldugunu ve karakterlerin ¢ogunun degisken oldugunu rapor etmistir. Mattingly
(1971) tiir teshis anahtarinda Aedes cinsi igerisinde bazi karakterlere ait ¢ok fazla
istisna  oldugunu bildirmistir. Harbach ve Kitching (1998) Culicidae
smiflandirmasi ve filogenisi kapsaminda yaptiklart ¢alismada Aedes cinsinin
problemlerini tartigmig ve heterojen yapist nedeniyle cinsi tanimlamakta
zorlanmiglardir. Aedes cinsi tizerine ilk kapsamli ¢aligma ise Edwards (1932)
tarafindan yapilmustir. Edwards (1932) galismasinda, Aedes cinsi igerisindeki
tiirlerin birgogunun degisken, ¢ok azinin sabit karakterler icerdigini belirtmistir.
Ayrica Aedes cinsi ile ilgili yaptigi bu genis capli ¢alismasinda daha Once
Culicidae familyasinin cinsleri olarak siniflandirilan 24 cinsi, Aedes cinsi igerisine
alt cins olarak dahil etmistir. Daha sonra, Edwards (1941) Aedes cinsini erkek
genitelya ve maksillar palp olusumlarina dayanarak iki grup altinda, birka¢ alt
cinse ayirmustir. Belkin (1962), tiir tanimlamalari yaparken Aedes cinsi
icerisindeki alt cinslerin hayat evrelerinde karsilagilan bazi yanilgilar1 gidermek
i¢in, cinsin erkek genitalyas1 ve 4. larval evrelerindeki baz1 karakterlere gore yeni
standartlar gelistirmis ve bu formati takiben ileriki yillarda birgok arastirici
revizyon c¢aligmalar1 yapmustir. Reinert (1999, 2000ab) baz1 diizenlemeler yaparak
Aedes cinsi igerisinden bazi gruplar ¢ikarmus, disi ve erkek genitelyalari, 4. larva
evresi ve pupa karakterlerindeki farklilagsmalar1 kullanarak Ochlerotatus v Aedes
cinsinin altcinsi seviyesinden c¢ikartarak ayri bir cins olarak tanimlamigstir. Daha
sonra, Ochlerotatus cinsini ise kendi icerisinde grup 1 ve grup 2 seklinde tekrar
gruplandirmis ve Aedes cinsinden aktarilan 21 altcins ile birlikte yaklagik 500 tiirii
iceren bliyiik bir kategoriye dontistiirmiistiir. Reinert (2004 ve 2006) Ochlerotatus
cinsinin yeniden smiflandirilmas1 gerektigini One siirerek gerceklestirdigi

taksonomik ¢aligmalarla giiniimiizde bu cinse ait 276 tiir tanimlamaktadir. Yapilan



bu degisimlerden Mariae grubu da etkilenmis ve grup tiirlerinin tamami daha 6nce
Aedes cinsinin tiirleriyken, Ochlerotatus cinsinin tiirlerine dontismiistiir. Ancak
Mariae grubu tiirlerinin dagilimu ile ilgili yapilan iilkesel kayitlarin hemen hemen
tamami temel olarak ¢ok az farkliliklar sunan morfolojik karakterlere
dayandigindan tiirlerin dagilimi ile ilgili tartigmali durumlar gliniimiize kadar
siiregelmistir. Ulkemizde de bu durum gegerli olup, son yillara kadar morfolojik
karakterlere dayali tek bir aragtirma yapilmig (Coluzzi vd.,1974a) ve bu
arastirmanin  sonuglartyla da Oc. zammitii ve Oc. phoeniciae tiirlerinin
tilkemizdeki varligit ve kismen dagilim alanlar1 bildirilmistir. Ancak, grup
icerisinde morfolojik karakter benzerliginin fazla olmasi, grup tiirlerinin
birbirinden morfolojiye bagli olarak ayrilmasini olduk¢a zorlastirmaktadir. Bu
nedenle, grup tiirlerine ait elde edilen bu ilk sonuglarin dogrulanma gerekliligi
ortaya ¢ikmustir. Coluzzi ve Bullini (1971) Mariae grubunun iki {iyesi olan Oc.
mariae ve Oc. zammitii ile ilgili biyokimyasal ya da ¢aprazlama caligmalariyla
giivenilir tiir teshisleri yapmaya c¢alismislardir. Adriyatik kiyisindaki Pecshici’den
ve Tiran Denizi kiyisindaki Sperlonga’dan salinan Oc. zammitii ve zaten bu
bolgelerde var olan Oc. mariae populasyonlarinda Fosfoglutamaz enzimi
polimorfizmine bakilarak hibrit bireyler tespit edilmis ve farkli derecelerde de
olsa, tiirler arasinda hibrit kisirliklar1 gdsterilmistir. Caligma sonuglarina gore Oc.
mariae ve Oc. zammitii tiirlerinin hibrit erkekleri kismen verimsizken, disiler
tiretkendir. Ayrica dogadaki hibrit sayisinin az olmasinin sebebi olarak eslesme
Oncesi lreme izolasyonu mekanizmalarinin oldugu ve birincil izolasyon
mekanizmasinin da tiirlerin iireme habitatlari arasindaki kumlu kiyilara bagh

olarak ortaya ¢iktigi kabul edilmistir.

Mariae grubu lyeleri gibi kriptik tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler
belirtegler, populasyonlarin genetik olarak farklilasmasina neden olan faktérlerin
belirlemesinde de tercih edilen kullanigh araglardir (Collins ve Paskewitz, 1996;
Proft vd., 1999). Bu molekiiler belirte¢lerden ribozomal DNA ITS2 (Second
Internal Transcribed Spacer 2), rDNA 28S geninin ikinci ve tigiincii domaini (D2,
D3) ve mikrosatellit lokuslar1 populasyon genetigi ve filogeni calismalarinda
yaygin olarak kullanilanlardan bazilaridir. Jong vd. (2009) rDNA ITS2 belirtecini
kullanarak arboviriisler agisindan diinya genelinde 6nemli bir vektdr olan Aedes
albopictus’ un Korsika Adasi’ndaki varligini dogrulamiglardir. Huber vd. (2004)
Dengue hummasi viriisiiniin en 6nemli vektorii olan Aedes aegypti’nin Giineydogu
Asya’daki vektorliigiinii ve genetik farklilagmalarimi belirlemek i¢in Mikrosatellit



lokuslarin1 kullanmislar ve farklilagmanin pasif tasimayla insanlar araciligiyla
meydana geldigi sonucuna varmislardir. Ravel vd. (2001) mikrosatellit lokuslari
ile AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) analizleri yaparak,
Meksika’daki  Ae. aegypti populasyonlarinin  genetik  farklilagmalarinin
belirlenmesini saglamislardir.

Tuncay vd. (2009)’nin morfolojik ve molekiiler yontemler kullanarak yapmis
olduklar1 arastirmada tilkemizin Akdeniz Bdlgesi kiyisal alanlarmin tamamim
kapsayacak sekilde 24 farkli lokaliteden toplanan 6rneklerden elde edilen rDNA-
ITS2 bolgesi dizileri karsilastirilmis ve Mariae grubunun Oc. zammitii ve Oc.
phoeniciae olmak iizere iki tlirliniin iilkemizdeki varligi dogrulanmistir. Ancak,
yapilan bu aragtirmanin sonuglar1 tiirlerin dagilim modellerinin ortaya
cikarilmasinda, allopatrik dagilim sergileyen populasyonlarin hangi faktorler
tarafindan simirlandigina ve populasyonlarin genetik farkliliklaria agiklama
getirememistir.  Ozellikle de, ITS2 bélgesinin tiir ici varyasyonlarn
belirlenmesinde uygun olmayan bir belirte¢ olmasi nedeniyle Mariae grubu
populasyonlarinin farkliliklarini ve bu farkliliklarin nedenleri agiklanamamustir.
Diger taraftan, Ege ve Marmara bdlgelerimizde grubun tiir ya da tiirlerinin
dagilimina yonelik herhangi bir ¢aligma da yapilamamis oldugundan, grubun
tigtincii tiirti olan Oc. mariae tiiriiniin tilkemizde bulunup bulunmadigi konusu da

aydmnlatilamamustir.

Niiklear DNA’ya ek olarak, mtDNA belirtegleri de populasyon genetigi
caligmalarinda, tiirlerin cografik dagilimlarinin  ve gen frekanslarinin
degerlendirilmesinde, gen akis1 ve populasyon Oykiisiiniin arastirilmasinda
kullanigh belirteglerdir (Tautz vd., 1989; Zane vd., 2002). Mitokondriyal DNA
boceklerde molekiiler evrim calismalarinda da (Kambhampati 1995, Tang vd.,
1996) ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Clinkii mtDNA, kii¢iik genom yapisi,
rekombinasyona ugramamasi, yiiksek kopya sayisi, hizli evrimlesme 6zelligi ve
anasal kaliim gostermesi gibi nedenlerle populasyon genetigi ve evrimsel
analizlerde oldukca yararli olmaktadir (Krzywinski vd., 2011). Birgok hayvan
gruplarinda oldugu gibi sivrisineklerde de, mtDNA dizileri ¢esitli diizeylerdeki
farkliliklar ve iliskileri ¢ozmede (Krzywinski vd., 2001; Krzywinski ve Besansky,
2003; Loaiza vd., 2010), ana soy hatlarinin dallanma zamanlarin1 hesaplamada
(Krzywinski vd., 2006; Moreno vd., 2010) ve kriptik tiir gruplarinda tiirlerin
PZR’na dayali tanimlamalarim1 yapmada kullanilmaktadir (Goswami vd., 2006;
Dusfour vd., 2007).



Bu arastirmanin hedef tiirli olan Mariae grubu tiirlerinden Oc. zammitii ile ya da
grubun diger tiirleri ile hem {iilkemizde hem de diger iilkelerde Mitokondriyal
DNA belirtegleri kullanilarak yapilmig herhangi bir populasyon genetigi ¢aligmasi
yoktur. Bu nedenle, bu arastirmanin sonuglarinin karsilastirilabilecegi dogrudan
ilgili arastirma sonucglart mevcut olmadigindan, arastirmanin hedef tiirline
sistematik olarak yakin tiirlere ait populasyon genetigi ¢alismalarindan elde edilen
sonuglardan yararlanma geregi ortaya ¢ikmistir.

Kambhampati vd. (1990) Aedes albopictus populasyonlarinin genetik yapisini ve
gen akigint belirlemek amaciyla Asya ve Amerika’da RFLP (Restriksiyon
Fragment Length Polymorphism) analizleri ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda Hong-
Kong, Mauritus ve Singapur’da farkli haplotipler goriilmekle birlikte calisma
alaninda genel olarak ¢ok diisiik mtDNA farklilagsmasi oldugunu saptamislardir.
Genel olarak diisiik mtDNA g¢esitliligi olmasimin sebebi ile ilgili olarak da Ae.
albopictus’un Amerika ve Brezilya’ya 1980°1i yillarda giris yaptigi ve heniiz
farklilasacak kadar zaman gegmedigi yorumu getirilmistir.

Birungi vd. (2002) ABD ve Brezilya’da Ae. albopictus populasyonlarinin genetik
varyasyonunu ve orijinlerini belirlemek amaciyla ND5 gen bolgesini kullanarak
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda niiklear DNA ile yapilan ¢alismalara gére daha
diisiik genetik ¢esitlilik belirlemiglerdir. Ayrica ABD populasyonlarinda genetik
cesitlilik frekansinin diisiik oldugu ve lokal olarak farklilasmalar oldugu, bu
durumun sebebinin ABD’deki populasyonlarin kurucu etkisinden kaynaklandig
oysa Brezilya’da ABD’nin aksine lokal farklilagmalarin olmadigi ve gen akiginin

halen devam ettigi sonucuna varmislardir.

Bosio vd. (2005) Tayland’in genis cografik alanlar1 boyunca Ae. aegypti tiirinde
gen akis1 modelini ve genetik farklilagmayi karakterize etmek amaciyla Tayland’in
kuzeyindeki Chiang Mai kentinden giineyindeki Songkha’ya kadar olan 1400
km.lik alandan 19 Aedes aegypti populasyonu ile populasyon genetigi ¢alismasi
yapmiglardir. Analizler, bolgelerden toplanan sivrisinekler arasindaki bireysel
farklilagsma, 25 km.den daha yakin boélgelerden toplanan Ornekler arasindaki
farklilagsma, 100 km.den daha uzak ornekler arasindaki farklilasma olmak tlizere ii¢
diizeyde varyasyon oldugunu géstermistir.

Mousson vd. (2005) Ae. aegypti ve Ae. albopictus drneklerinin gegmis Oykiisiinii,
genetik farklilasmaya dayali evrimsel siireglerini ve cografik dagilimlarim



caligmak amaciyla ND5, COIl ve Cytb mitokondriyal gen bolgelerini kullanarak
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, Ae. aegypti mtDNA genlerinin Ae. albopictus’a
gore daha hizli evrilmekte oldugu; COI geninin Ae. aegypti i¢in en degisken, Ae.
albopictus i¢cin en az informatif oldugu; ND5 geninin Ae. aegypti icin en
informatif, Ae. albopictus i¢in en az degisken oldugu; Cytb geninin Ae. albopictus
icin en degisken ve en informatif olan gen oldugu sonucuna varmislardir. Bu
sonuglara dayanarak mtDNA genlerinin polimorfizm degerlerinin tiirlere gore
degiskenlik gosterdigi yorumunu getirmislerdir.

Bracco vd. (2007) Amerika, Afrika ve Asya diilkelerindeki Ae. aegypti
populasyonlarinin - mitokondriyal soy hattt dagilimlarim1i ve populasyonlar
arasindaki  filogenetik iliskileri belirlemek amaciyla gergeklestirdikleri
calismalarinda tiiriin 20 haplotipini belirlemislerdir. Bu haplotiplerin 20’sinin
Amerika, 4’tniin Afrika/Asya, 1’inin Amerika/Afrika ve 1’inin Amerika/Asya
haplotipleri olduklarin1 belirtmislerdir. Ayrica Nested Clad analizleri ile
Amerika’da 2 soy hattinin bulundugu, 1. klad’in Afrika haplotiplerine, 2. klad’in
Afrika/Asya haplotiplerine yakin oldugu sonucuna varmislardir.

Paduan ve Ribolla (2008) Brezilya’da Ae. aegypti populasyonlarinin yapisi ve
genetik farklilagmasini karakterize etmek amaciyla mitokondriyal ND4 ve COI
gen bolgelerine ait dizi verilerinden yararlanmiglardir. Calismalarinda,
Brezilya’nin kuzey bolgesinde yiiksek olan genetik farklilagsmay1 populasyonlarin
cografik olarak izole olmasiyla agiklamiglardir. Giiney bolgede dnemli bir liman
kenti olan Santos sehrindeki farklilasmalarin ise cografik izolasyondan ziyade,
yakin zamanda gemiler araciligiyla farkli bolgelerden gelen populasyonlardan
kaynaklandigini belirtmiglerdir.

Raimundo Sausa Lima Junior vd. (2009) Brezilya’daki Ae. aegypti 'nin genetik
cesitliligini  belirlemek amaciyla ND4 gen bolgesi ile gerceklestirdikleri
caligmalarinda Brezilya’da 2 ana genetik soy hattinin bulundugu, ayrica ¢alisma
bolgesine uzak mesafelerde bulunan Rio ve Pacariama bolgeleri haricinde diger
lokalitelelerden toplanan 6rneklerin genetik ve cografik uzakliklar arasinda iliski
olmadig1 sonucuna varmiglardir. Bdylece Rio ve Pacariama haricindeki bolgelerde
insanlar ve ticaret gemileri araciligiyla pasif bir yayilisin oldugu, Rio ve
Pacariama bolgelerindeki genetik farklilasmanin ise cografik uzakliklar nedeniyle
meydana geldigi seklinde yorum yapmuslardir.



Maia vd. (2009) mtDNA’nin ND5 gen bdlgesini kullanarak Brezilya’nin Manaus
kentindeki Ae. albopictus populasyonlarinin genetik yapisini ve ¢esitliligini
belirlemek amaciyla gergeklestirdikleri ¢aligma sonucunda kentin genelinde H1 ve
H2 olmak tizere 2 haplotipin bulundugunu ve genetik ¢esitliligin diisiik oldugunu
belirtmiglerdir. Genetik cesitliligin diisilk olmasinin sebebi olarak populasyonun
darbogaza girmesi veya kurucu etkisiyle kurulmus olabilecegi yorumunu
yapmislardir.

2.2. Tiirkiye Sivrisinek Faunasinda Ochlerotatus mariae Grubu

Culicidae familyasi, Anophelinae ve Culicinae alt familyalar1 olmak iizere 2 soy
hattinda, 113 cinse bagh 3523 tiirii kapmakta olup, biiyiikk ve gesitliligi fazla bir
gruptur (Harbach ve Kitching, 2005; Harbach, 2007, 2011). Diinya genelinde
gegerli kabul edilen mevcut cinslerden Anopheles, Aedes, Coquillettidia, Culex,
Culiseta, Ochlerotatus, Orthopodomyia ve Uranotaenia olmak tizere sadece sekiz
cins lilkemizde bulunmaktadir. Son yillarda yapilan morfolojik ve molekiiler
sistematik caligmalarla iilkemizde bulunduklari belirlenen sekiz tiir ile birlikte,
Tiirkiye sivrisinek faunasi Anopheles (10 tiir), Aedes (3 tiir), Culex (13 tiir),
Culiseta (6 tiir), Ochlerotatus (20 tiir), Coquillettidia (1 tiir), Orthopodomyia (1
tiir) ve Uranotaenia (1 tiir) cinslerinde yer alan 55 tiirden olusmaktadir (Parrish,
1959; Merdivenci, 1984; Kasap vd., 1997; Ramsdale vd., 2001; Aldemir vd.,
2010; Simsek vd., 2011). Bu faunanin hem 20 tiirtinii kapsamasi hem de tiirlerinin
tilkemizin bir¢ok bdlgesinde dagilim yapmus vektdr yada potansiyel vektor
olmalart nedeniyle Ochlerotatus 6nemli bir cinsdir. Uzun yillardir Aedes cinsinin
bir alt cinsi olarak siniflandirilan Ochlerotatus, Reinert (2000c)’in ¢alismalari
sonucunda alt cins kategorisinden cins kategorisine yiikseltilmistir. Bu degisim
sonucunda da, daha Onceleri Aedes cinsinin alt cinsi olarak 180 tiirii kapsayan
Ochlerotatus, giiniimiizde 21 alt cinsinde dagilmis yaklagik 500 kadar tiiriin
gruplandirildigi  biiylik bir cins olmustur (Reinert, 2008). Ancak bu cins
kapsamindaki tiirlerin alt cinsler diizeyine yerlestirilmeleri konusunda birgok
zorlukla karsilasilmig ve tiirlerin grup ici yerlesimi konusundaki tartisma ve
sorunlar diinya genelinde giiniimiize kadar siiregelmistir. Ozellikle de, cins
igerisindeki morfolojik heterojenitenin ¢ok fazla olmasiyla ortaya ¢ikan bu durum
daha sonra ¢éziimlenecek bir sorun olarak birakilmis ve Ochlerotatus tiirlerinden
bazilar alt cins kategorilerine yerlestirilememistir ( Reinert, 2000c; Savega, 2005).
Diger taraftan baz tiirlerin morfolojik benzerliklerinin fazlaligi da 6zel bir durum
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olusturmus ve Ochlerotatus tiirlerinden bazilar1 hem tiirlerin benzerliklerine hem
de tiirlerin yayilis gosterdikleri zoocografik bolgelere gore Annulipes, Caspius,
Communis, Intrudens, Mariae ve Punctor seklinde isimlendirilen tiir gruplari
altinda toplanmistir (Becker vd., 2003). Bu sistematik degisimlerin iilkemiz
sivrisinek faunasindaki etkisi, Ochlerotatus cinsinin kapsadigi tiir sayisinda artma,
Aedes cinsinin kapsadigi tiir sayisinda ise azalma seklinde olmus ve hem bu
sistematik degisimlerin hem de iilkemizde son zamanlarda yapilan sistematik
calismalarin  sonuglartyla Ochlerotatus cinsinin tiir kompozisyonu oldukca
degismistir. Boylece Oclerotatus caspius, Oc. cataphylla, Oc. communis, Oc.
cyprius, Oc. detritus, Oc. dorsalis, Oc. echinus, Oc. excrucians, Oc. flavescens,
Oc. geniculatus, Oc. lepidonotus, Oc. leucomelas, Oc. nigrocanus, Oc. phoeniciae,
Oc. pulchritarsis, Oc. pullatus, Oc. punctor, Oc. refiki, Oc. rusticus ve Oc.
zammitii olmak {izere {tlkemiz sivrisinek faunasinin 20 tiiriini kapsayan
Oclerotatus cinsinin 6nemi oldukg¢a artmustir (Parrish, 1959; Ramsdale vd., 2001;
Aldemir vd., 2009). Bu tiirlerden Oc. phoeniciae, Oc. zammitii ve Oc. mariae tiirii
Mariae  grubunu  olusturmaktadir. Mariae grubu, zoocografik agidan
degerlendirildiginde Akdeniz’i ¢evreleyen kiyisal bolgelerde dagilima sahip bir tiir
grubu olarak kabul edilmektedir (Coluzzi ve Sabatini, 1968; Coluzzi ve Bullini
1971; Coluzzi vd., 1976; Bullini ve Coluzzi, 1982; Becker vd., 2003; Bueno-Mari
ve Imenez-Peydro, 2011). Grup tiirleri birbirlerinden morfolojik olarak ¢ok az
farklilik gostermekle birlikte, Coluzzi vd. (1971) laboratuvar ortaminda
gerceklestirdikleri caprazlama ¢alismalarinda, Oc. phoeniciae ve grubun diger iki
liyesi arasinda tam bir lireme bariyeri oldugunu gostermislerdir. Ochlerotatus
mariae ve Oc. zammitii arasinda da hibrit kisirligi tespit edilmis olup,
carprazlamalarda F1 hibrit erkekleri kismen kisirken, F1 hibrit disilerinin iiretken
oldugu gosterilmistir. Ochlerotatus mariae hari¢ grubun diger iki tiirii tilkemizde
kaydedilmis olmakla birlikte, hem grup ile ilgili yeterli arastirma yapilmadigi hem
de grup tiirlerinin morfolojik benzerliginin fazlaligi nedeniyle uzun yillar
iilkemizdeki Mariae grubu tiirleri ve tiirlerin dagilim ile ilgili kesin sonuglar
ortaya konulamamistir. Mariae grubu ile ilgili ilk kayit Martinii (1927) tarafindan
verilmis olup, Akdeniz Bolgesi’nin Adana-Mersin illeri kapsamindaki kiyisal
kayalik lokalitelerde grup tiirlerinden sadece Oc. mariae tiiriiniin varlig
bildirilmistir. Bu tespitten uzun bir siire sonra Parrish (1959) tarafindan
olusturulan Tirkiye sivrisinek listesinde, Mariae grubu tiirlerinden yine sadece Oc.
mariae tiiriiniin Akdeniz kiyisal bolgelerimizde bulundugu bildirilmistir.
Ulkemizde Oc. mariae tiiriiniin varligma dair yapilan bu iki tespit, Coluzzi vd.
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(1974a)’nin Akdeniz Bolgesi kiyisal alanlarindan topladiklart Mariae grubu
orneklerini morfolojik karakterlere dayanarak degerlendirdikleri calismaya kadar
gecerli olarak kalmistir. Aragtirmacilar bu ¢alismalarinin sonucunda, daha Once
Oc. mariae olarak bildirilen tiiriin aslinda Oc. zammitii oldugunu ve ayrica grup
tiirlerinden Oc. phoeniciae’nin de Tiirkiye’nin Akdeniz sahillerinde bulundugunu
bildirilmislerdir. Ramsdale vd. (2001)’nin hazirlamig oldugu Tiirkiye sivrisinek
faunas: listesinde de bu son tespit kabul edilmis ve iilkemizde Mariae grubunun
Oc. zammitii ve Oc. phoeniciae olmak {izere sadece iki tiirtiniin varligi
bildirilmistir.

2.3. Ochlerotatus mariae Grubunun Zoocografik Dagilim

Mariae grubu tiirlerinin diinya genelinde sadece Akdeniz {ilkelerinin kiy1
kesimlerinde tespiti yapilabilmistir. Romanya’nin Karadeniz kiyilarindan Oc.
zammitii tiriniin kaydi bildirilmigse de (Prioteasa ve Falcuta, 2010) bu kayit
dogrulanamamistir. Grup tiirlerinin iicli de Akdeniz havzasinda bulunmakla
birlikte, tiirlerin Akdeniz iilkelerindeki dagilimlar1 oldukg¢a farklidir. Ochlerotatus
mariae tiirii, Iber Yarimadas’min Atlantik kiyis1 da dahil Bati Akdeniz’de
(Encinas Grandes, 1982), Cezayir, Tunus, Fas, Ispanya, Tiran Denizi, Sicilya,
Italya, Balear Adalar1 ve Yunanistan (dogrulanmamus kayit) dagilimhidir (Coluzzi
vd., 1975; Ribeiro vd., 1988; Bueno-Mari ve Imenez-Peydro, 2011). Ochlerotatus
phoeniciae tiiriiniin dagilimi Akdeniz’in dogusunda (Coluzzi vd., 1975) olup,
iilkemizde Dogu Akdeniz kiyilari, Giiney Kibris, Kibris, Israil, Liibnan ve
Suriye’nin kiyisal bolgelerinden bildirilmistir (Coluzzi, 1974a). Ochlerotatus
zammitii tiiriiniin dagilim1 genel olarak Orta Akdeniz bélgelerindedir ve Italya’nin
Adriyatik kiyilari, Balkanlar, Sicilya’nin dogusu, Malta, Yunanistan ve iilkemizin
Bati Akdeniz kiyilarindan kaydedilmistir (Theobald, 1903; Labuda, 1969; Regner,
1969; Coluzzi, 1974a; Eritja vd., 2000; Ramsdale vd., 2001). Giiniimiizde,
morfolojik ve biyokimyasal yontemlerden elde edilen sonuglara gore, Mariae
grubu tiirlerinin allopatrik dagilim sergiledikleri kabul edilmis olup, iilkemiz harig
diger Akdeniz Bolgesi iilkelerinin higbirinde tiirlerin herhangi ikisinin kaydi
verilmemistir (Coluzzi vd., 1974b; Becker vd., 2003; Tuncay vd., 2009).
Ulkemizde Oc. zammitii Antalya’nin batisinda Akdeniz ve Ege kiyilarinda yayilis
gosterirken, Oc. phoeniciae Antalya’nin dogusunda yayilis gostermekte olup, ayni
lokalite igerisinde bu iki tiiriin simpatrik populasyonlar1 tespit edilmemistir
(Coluzzi vd., 1974b; Tuncay vd., 2009). Mariae grubu tiirlerinin zoocografik
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dagilimiyla ilgili giivenilir sonuglar ortaya koyabilmek i¢in DNA temelli
molekiiler yontemlerin uygulanamadigi dénemlerde daha ¢ok biyokimyasal ya da
caprazlama caligmalarina oncelik verilmistir (Coluzzi ve Sabatini, 1968; Coluzzi
ve Bullini 1971; Bullini ve Coluzzi, 1973; Coluzzi vd., 1976). Caprazlama
calismalarinda farkli derecelerde de olsa, tiirler arasinda hibrit kisirliklar
gosterilmistir. Coluzzi ve Sabatini (1968) ve Coluzzi vd., (1971)’nin laboratuvar
ortaminda gergeklestirdikleri ¢aprazlama ¢aligmalarinda, Oc. phoeniciae ve diger
iki tiir arasinda tam bir hibrit kisirhgimni saptanmigsken, Oc. mariae ve Oc. zammitii
tirleri arasinda sadece F; soyu hibrit erkeklerin kisir olduklar1 gosterilmistir.
Tiirlerin dogal habitatlarinda Oc. mariae ve Oc zammitii tiirleri arasinda hibrit
olusumu test edildiginde ise tiirler arasinda ciftlesme Oncesi ¢ok giiclii bir
izolasyon mekanizmasiin oldugu belirlenmistir (Coluzzi ve Bullini, 1971).
Coluzzi ve Bullini (1971)’nin Sicilya’da yaptiklar1 serbest birakma deneyleri
sonucunda Oc. zammitii ve Oc. mariae tiirleri arasinda meydana gelen hibritlerin
dogada az olmasinin nedeninin eslesme dncesi izolasyon mekanizmalarinin varligi
olabilecegini One siirmiislerdir. Mariae grubu tiirlerinin zoocografik dagilimlarim
etkileyen diger bir Oonemli Ozellikleri, kiy1 zonlarindaki genellikle de karstik
kayalik alanlara bagimli olan bir yasam dongiisiine sahip olmalaridir. Ciinkii
tirlerin iireme habitati bu kayalik alanlardaki kiigiik kaya havuzlarinda deniz
suyunun birikmesiyle olusan alanlardir. Dolayisiyla, tiirlerin dagilim seklini,
yetenegini, populasyonlarin birbirinden ayriligini/izolasyonunu etkileyen en
onemli faktor bu kayalik habitatlarn belirli bir cografyada bulunup bulunmamasi,

devamli olup olmamasidir.
2.4. Ochlerotatus mariae Grubunun Biyolojisi ve Vektorel Onemi

Ochlerotatus mariae grubunun larvalar1t Akdeniz kiy1 seridi boyunca dalga etkisi
altinda bulunan zonlarda olusmus kiiciik kaya havuzlarini iireme alani olarak
kullanmaktadirlar. Bu havuzlarin tuz konsantrasyonu % 2-4 arasindadir fakat
larvalar ortalama % 20 tuz konsantrasyonlarinda da yasayabilmektedirler (Rioux,
1958). Akdeniz bolgesinde Mariae grubu iiyeleri yilda birkag nesil verebilmektedir
ve larvalar kayalik habitatlarda genellikle Mart-Ekim aylar1 arasinda
bulunabilmektedir. Kasim-Subat aylarmi kapsayan kis doneminde genellikle
kurumus kaya havuzlarinda yumurta diyapozu ile kis donemi gegirilmektedir.
Yumurtalar kisa giin uzunlugu ve 16 °C’den daha diisiik sicakliklarda inkiibe
edildigi zaman embriyonik diyapoz olusmaktadir. Diyapozlu yumurtalarda
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diyapozun ¢o6ziilmesi ve kislama donemi tamamlanmasi ancak giin uzunlugu ve
hava sicakliginin artmasiyla gergeklesmektedir. Kis dénemi siiresince dalgalarin
etkisiyle bir¢cok kez yumurtalarin bulundugu kaya havuzcuklari su ile dolmasina
ragmen ancak kiglama yapilan havuzcuklardaki deniz/yagmur suyunun 1sinmasiyla
birlikte yumurta diyapozu kirilabilmekte ve bdylece kisa bir siirede embriyonik
gelisim tamamlanarak yumurtalardan larvalar ¢ikmaktadir. Giin uzunlugu siiresi
disilerde ovipozisyon davranigsinda da degisimlere neden olabilmektedir. Coluzzi
vd. (1975), uzun giin uzunlugunda Oc. mariae disilerinin ovipozisyona hazir
oldugunu, kisa giin uzunlugunda ise ovipozisyona daha isteksiz olduklarin
bildirmislerdir. Disiler diger biitiin sivrisinek disileri gibi yumurta gelisimleri i¢in
kan emmeye ihtiya¢ duyarlar ve insanlardan kan emme egilimindedirler.
Ochlerotatus mariae ve Oc. zammitii tiirlerinin kuslarda sitmaya neden olan
Plasmodium relictum’a vektorliikleri bilinmektedir (Schaffner vd., 2001). Ayrica,
Ochlerotatus cinsi tiirlerinin bir ¢gogunun insan ve hayvanlarda énemli sorunlara
neden olan arboviriislere vektorliik yaptiklart iyi bilinmekte olup, bunlardan bir
kismu Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Schaffner vd., 2001; Becker vd., 2003).
Bununla birlikte, insan sagligi a¢isindan Mariae grubu iyelerinin vektorel
hastaliklarda etkin olduklarin1 kanitlayacak bir sonu¢ bugiine kadar elde
edilmemistir. Fakat hem Ochlerotatus cinsindeki diger tiirlerin ¢ok farkli
arbovirlislere vektorliikkleri hem de grup tiirlerinin antropofilik davranig
gostermeleri ve yayilis alanlarmin insan hareketliliginin yogunlastigi liman
kentlerine ve turizm alanlarmi siklikla kapsamasi nedenleriyle vektorliik
potansiyellerinin olmasi miimkiin bulunmaktadir. Bu nedenle de, zaman igerisinde
ozellikle de arboviriisler agisindan vektorliik yetenegi kazanma riski yiiksek bir
sivrisinek grubu olarak kabul edilmektedir.

Cizelge 2.1. Baz1 Ochlerotatus tiirlerinin arboviriis vektorliikleri

Tiir Vektorlik
Oc. annulipes | Tahyna viriisii dogal vektorii
Oc. atropalpus | Bati Nil viriisii deneysel vektorii

Oc. caspius Tahyna ve Bat1 Nil viriisii dogal vektori
Oc. cantans Tahyna ve Bati1 Nil viriisii dogal vektori
Oc. dorsalis Tahyna virtisti dogal vektorii

Oc. excrucians | Batai, Tahyna ve Bati Nil viriisii dogal vektorii
Oc. flavesces Tahyna viriisti deneysel viriisii

Oc. geniculatus | Sarthumma ve Bati1 Nil viriisii deneysel vektorii
Oc. japonicus | Bati1 Nil viriisii dogal ve deneysel vektorii
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Bolgesi ve Ornekleme Lokaliteleri

Ochlerotatus zammitii, tilkemizde Antalya ilinin batisindan baglayarak Ege ve
Marmara bolgesine kadar dagilimi olan bir tiirdiir. Bu nedenle, Antalya ilinin
batisindan baslayarak, Bati Akdeniz ve Ege Denizi kiyillarim takip eden, kuzey
batida Canakkale ili smirlarina ulasan ve Bozcaada ile Gokgeada’y1 da igine alan
bolge arastirma alani olarak belirlenmistir. Ancak uzun ve dar bir kryisal hattan
olusan bu cografik bolgede sadece Oc. zammitii tiirtiniin {ireme alami olarak
kullanimina uygun olan kiyisal kayalik alanlar 6ncelikli olarak degerlendirilmis ve
Antalya, Mugla, Aydin, Izmir, Balikesir ve Canakkale illeri kapsaminda tiiriin
orneklenebildigi lokaliteler aragtirmaya dahil edilmistir. Arastirma bdolgesi
kapsaminda belirlenmis olan 20 farkli lokaliteden Oc. zammitii tiiriiniin larva ve
ergin ornekleri elde edilmistir. Orneklerin alindig1 lokaliteler Cizelge 3. 1°de
listelenmis, haritada (Sekil 3. 1) gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Ornekleme lokaliteleri

Lokalite No Lokalite Adi Roahehat iy
Kuzey Dogu
1 Antalya-Finike 30° 08.489° 36° 16.735°
2 Antalya-Demre 29°56.539’ 36° 13.341°
3 Antalya-Kasg 29°34.230° 36° 12.574°
4 Fethiye-Biikcegiz 29°13.426° 36° 19.682°
5 Mugla-Gocek 28°51.011° 36° 39.764°
6 Mugla-Sarigerme 28°42.545° 36°42.204°
7 Mugla-Marmaris 27°47.291° 36° 45.547°
8 Mugla-Datca-1 28°12.978’ 36° 58.550°
9 Mugla-Datca-2 27°30.902° 36° 40.655°
10 Mugla-Bodrum 27° 15.748’ 36° 58.187°
11 Aydin-Didim 27°19.261° 37°21.885°
12 Aydin-Kusadasi 27°16.084° 37°54.334"
13 Cesme-Alagati 26° 21.588’ 38°13.834"
14 Izmir-Karaburun 26° 31.367° 38°38.958"
15 Izmir Yenifoca 26° 43.799’ 38°42.584"
16 Izmir-Candarl 26° 50.723° 38°56.122°
17 Izmir-Denizkdy 26° 47.989’ 38°59.426°
18 Balikesir-Ayvalik 26°41.729’ 39°20.909°
19 Canakkale-Bozcaada 26° 04.739’ 39°48.085°
20 Canakkale-Gokceada 25°40.492’ 40° 07.460°




Sekil 3.1. Arastirma bdlgesinde ornekleme lokalitelerinin dagilimi

3.2. Ornekleme Cahsmalar:

Arastirma bolgesi kapsaminda Oc. zammitii tiiriiniin hem larvalarimin hem de
erginlerinin 6rneklenmesine uygun ¢alismalar yapilmistir. Bununla birlikte, tiiriin
ekzofilik davranigh olmasi, erginlerinin sadece kayalik {ireme habitatlarinda ya da
yakinlarinda saldir1 yapmalari, 151k tuzaklarimdan ziyade konaklarina yonelme
egiliminde olmalar1 gibi nedenlerle ergin 6rnekleri larva drneklerine gore ¢ok daha
az yapilabilmistir.

3.2.1. Larva Orneklemeleri

Arastirma bolgesi kapsaminda Oc. zammitii tiiriiniin tireme habitat1 oldugu
belirlenen 20 lokalitede (Sekil 3.2-8) larva kepgeleri yardimiyla larva ve pupa
ornekleri toplanmistir.  Elde edilen Ornekler ayr1 ayr1 Ornekleme kaplarina
konularak, ornekleme zamani ve koordinat bilgilerini de icerecek sekilde
etiketlenmis ve habitat suyu iceren tasima kaplari ile Adnan Menderes Universitesi
Biyoloji Boliimii Ekoloji Laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvarda canli
orneklerden bir kismi1 molekiiler caligmalarda kullanilmak iizere % 95°lik etil alkol
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iceren Ornek kaplarinda etiketlenerek koruma altina alimmistir. Kalan 6rneklerden
secilen IV. evre larvalar ile pupalarin laboratuvar ortaminda 6rnekleme alanlarina
gore ayr1 ayri erginlestirme kaplarina alinarak erginlesmeleri saglanmistir. Sonug
olarak, lireme alanlarmin bir¢ogundan hem larva-pupa hem de ergin sivrisinek
ornekleri elde edilmistir.

3.2.2. Ergin Orneklemeleri

Ekzofajik ve zooantropofilik davranis sergileyen Oc. zammitii tiiriiniin ergin
disilerinin yakalanmasinda bu davranig 6zelliklerinden yararlanilmis ve oncelikli
olarak insan tuzaklartyla larva Ornekleme habitatlar1 yakinlarinda agiz
aspiratorleriyle yakalamalar yapilmistir. Insan tuzaklariyla &rneklemelerin
yapilamadigi lokalitelerde ayrica CDC (Centers for Disease Control) 151k
tuzaklartyla ergin yakalamalar1 yapilmistir. Toplanan Orneklerin bir kismi
molekiiler ¢aligmalar igin % 95°lik etil alkol i¢eren 1,5 ml.lik Eppendorf tiiplere

aliarak, bir kism1 da canli ya da kuru 6rnek seklinde laboratuvara tasinmustir.

Sekil 3.2. Mugla, Bodrum lokalitesi (no: 10)
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Sekil 3.3. Aydin, Didim lokalitesi ( no:11)

Sekil 3.4. Aydin, Kusadas1 lokalitesi (no: 12)
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Sekil 3.5. Izmir, Alagat: lokalitesi (no: 13)

Sekil 3.6. Balikesir, Ayvalik lokalitesi (no: 18)
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Sekil 3.7. Canakkale, Bozcaada lokalitesi (no:19)

Sekil 3.8. Canakkale, Gokgeada lokalitesi (no: 20)
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3.3. Laboratuvar Calismalari

Alansal orneklemelerden elde edilen materyalin degerlendirilmesi laboratuvar
caligmalariyla yapilmistir. Bu kapsamda, miize Srneklerinin olusturulmasi ve
Leica S8 Apo stereo mikroskop ile dijital fotograflanmasi, 6rneklerin molekiiler
analizleri ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile ilgili temel calismalar
yuriitilmiistiir. Molekiiler diizeyde, orneklerden DNA izolasyonu, elde edilen
DNA'lar kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR), agaroz jel
elektroforezi, orneklerin mtDNA ND4 gen bolgesi dizilerinin ve elde edilen
dizilerin analizine yonelik ¢alismalar yapilmigtir. Laboratuvar ¢alismalari sirasinda
DNA’nin UV’ye, diger denatiire ajanlara veya herhangi bir kontaminasyona maruz
kalmamasma dikkat edilmistir. Ayrica protein denatlirasyonu, enzim
inaktivasyonu gibi {riin kalitesini disiirecek kontaminasyon ve risklerden

kaginmak i¢in buz icerisinde/iizerinde ¢alisilmustir.

3.3.1. Orneklerden Total DNA izolasyonu

Ornekleme ¢alismalarindan elde edilen ve laboratuvar ortaminda %95°lik etil alkol
iceren 30 ml’lik Falcon tiiplerinde +4 °C’de koruma altina alinmis olan
orneklerden Invitrogen PureLink genomik DNA kiti kullanilarak DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. DNA izolasyonlarinda, Linton vd. (2001),
Marinucci vd. (1999) ve Simsek vd. (2011)’deki yontemler kismen degistirilerek

uygulanmis olup, ¢alisma yontemine ait asamalar asagida verilmistir.

1. Kurutma kagidi tlizerinde birka¢ dakika bekletilerek alkolii ugurulan 6rnekler
Eppendorf tiiplere alinmig ve {izerine 180 pl PureLink genomik parcalama
tamponu eklenmis ve steril makas yardimi ile mekanik olarak pargalanmstir.
Kismen pargalanmis olan bu karisgtma 20 pl proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek,
vorteksle karistirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen yeni karisim, 55 °C’ye
ayarlanmis sicak su banyosuna yerlestirilerek, parcalanmanin daha iyi saglanmasi
icin bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi parcalanmasi tam
olarak saglanamamis biiyiikk doku pargaciklarini uzaklastirmak i¢in de karisim
10.000 x g’ de 1 dakika santrifiij edilmis ve son olarak siipernatant temiz bir
Eppendorf tiipe alinmustir.

2. Pargalanma sonrasi elde edilen iiriinlere, énce 20 pl RNaz A (20 mg/ml)
eklenmig, vorteksle karigtirllmig ve sonra 2 dakika oda sicakliinda inkiibe
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edilmigtir. Daha sonra, 200 pl genomik parcalama/baglama tamponu eklenerek
elde edilen yeni iiriin, 6nce homojenizasyon i¢in, sonra da homozenize iiriine
eklenen 200 pl % 96-100°lik etil alkoliin karigtmi igin iki kez vorteks ile

karigtirilmstir,

3. Parcalama ve homojenizasyon sonrasi elde edilen ve yaklasik olarak 640 pl
kadar olan karisim, PureLink genomik DNA kitinin toplama tiipii icerisindeki
kolona yiiklenmistir. Daha sonra yiikleme yapilan kolon 10.000 xg’ de 1 dakika
santrifiij edilmis ve DNA’nin kolona baglanmasi islemi gergeklestirilmistir.
Kolonun altindaki toplama kolonu ve igerisindeki sivi kisim atilmis ve iizerinde
DNA bagli olan kolon yeni bir toplama tiipii igerisine alinmigtir. Bu kolon, iizerine
once 500 pl yikama tamponu 1 eklendikten sonra 10.000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmis, sonra tekrar temiz bir tiipe alinarak 500 pl yikama tamponu 2 eklenmis ve
maksimum hizda 3 dakika daha santrifiij yapilmigtir. Son asama olarak, kolona
baglanan DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in kolona 50 pl yikama tamponu eklenerek
oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilmis ve ardindan maksimum hizda 1
dakika santrifiij yapilmistir. DNA’y1 kolondan daha etkin bir sekilde ayirmak igin
bir kez daha 50 pl yikama tamponu eklenip, 1 dakika inkiibasyona birakilmis ve
ardindan maksimum hizda tekrar 1 dakika santifriij yapilmis ve elde edilen DNA
PZR gerceklestirilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.3.2. ND4 Gen Bolgesi icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Molekiiler analizleri yapilacak olan orneklerin DNA izolasyonlar1 yapildiktan
sonra elde edilen total DNA’dan ND4F 5’-TGATTGCCTAAGGCTCATGT-3’ ve
ND4R 5’-TTCGGCTTCCTAGTCGTTCAT-3> (Paduan ve Ribolla, 2008)
primerleri kullanilarak Eppendorf marka PCR cihazinda 6rneklerin yaklasik 360
baz ¢iftinden olusan mitokondriyal ND4 (Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Dehidrogenaz 4) gen bolgesi cogaltilmistir. ND4 gen bdlgesi igin hazirlanan PZR
reaksiyonu karigimi Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Hazirlanan PCR karisimiyla, 0.2 ml PCR tiiplerinde Eppendorf marka 1si
dongiileyici (thermal cycler) ile ilk denatiirasyon 94 °C'de 3 dakika, daha sonra 45
dongii olacak sekilde 94 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 55 °C'de 45 saniye primer
baglanmasi (annealing), 72 °C'de 45 saniye uzama (extension) adimlarindan
olusan reaksiyon gerceklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 10 dakika ekstra uzama
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stiresi ile reaksiyon devam ettirilmis ve elde edilen PCR iiriinii bir sonraki isleme
kadar +4 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu karigimu

Reaktifler (Konsantrasyon) Her bi'r PZR isin
hacim (pL)

Tampon (1X) [Fermentas] 2.5

dNTP (2.5 mM) [Fermentas] 5
Primerler (20 pM) [Bioron] 0.3

Taq DNA polimeraz (1.5 U) [Sigma] 0.2

DNA (100 ng) 2

Distile su 14.7
Toplam hacim 25

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi, PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Agaroz jel elektroforezi islemlerinde PCR diriinlerinin 5 pl 6X yiikleme
tamponuyla (% 50 gliserol, 0,1M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, %
0,1 ksilen siyanol) % 1'lik agaroz jelde, %1 etidyum bromiirlii (EtBr) 1X TBE
(Tris Borik Asit EDTA) tamponu kullanilarak elektroforezi yapilmistir. % 2'lik jel
hazirlanirken 2 g agaroz 100 ml 1X TBE tamponu (500 ml: 54 g Tris-base, 27,5 ¢
Borik asit, 1,7 g Na,EDTA, pH: 8.0) igerisinde mikrodalga firindaeritilerek 40-50
°C'ye kadar sogutulduktan sonra 1 pl EtBr eklenerek iyice karistirilmis ve jel
kabma dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Hazirlanmig olan bu jelin ilk
kuyucuguna Sul. 6X yilikleme tamponu ve 3ul DNA biiytklik belirteci, diger
kuyucuklara da yine SpL 6X yiikleme tamponu ile birlikte PCR iirtinleri (5 pl
kadar) yiiklenmistir. Daha sonra, elektroforez, 50 mA'de 1 saat c¢alistirilmig ve
aymrim sonucundaki jel goriintiisii Vilbert Lourmat goriintiileme sistemi ile
fotograflanmistir. Elde edilen jel goriintiisiinde herhangi bir 6zgiil olmayan bant
olmadiginda PZR iiriinii dogrudan Invitrogen PureLink PCR saflastirma Kiti
kullanilarak temizlenmistir.
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PZR iiriinlerini dizi analizi ncesi temizlemek i¢inPCR {iriinlerinden yeni toplama
tiiplerine 40 pl alinarak iizerlerine 160 pl izopropanol igeren PureLink baglama
tamponu eklenmis ve toplama tiipli igerisinde bulunan kolona yiiklenmistir.
Ornekler 10.000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA’nin kolona baglanmasi
saglanmig, diger maddelerden arindirilmis ve toplama tiipli igerisindeki sivi
dokiilmiistiir. Daha sonra kolona etanol igeren yikama tamponundan 650 pL
eklenmis ve 10.000xg’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra dipteki sivi
dokiilmiistiir. Kolonda kalabilecek etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in de kolon
tekrar maksimum hizda 3 dakika higbir sey ilave edilmeksizin santrifiij edilmistir.
Kolona baglanan PZR iirlinlinii buradan almak i¢in kolon kitle verilen yikama
tiipleri igerisine yerlestirilmis ve kolonun merkezine gelecek sekilde 50 pL yikama
tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
maksimum hizda 2 dakika santriftij yapilmistir. Boylece kolona baglanmig DNA
yikama tamponuyla kolondan ayrilip alttaki tiip i¢erisine alinmistir.

Saflastirma igleminden sonra elde edilen PCR firiinleri agaroz jel elektroforezinde
tekrar yiritiilmis, temiz trliniin kalitesine kontrol edilmigtir. PCR temizleme
kitinden gegirilen ve agaroz jelle kontrol edilen mtDNA ND4 gen bolgesi PZR
tirlinlerinin ayni primer ¢ifti ile enzimatik sentez yontemi (Sanger ve Coulson,
1975) kullanilarak gelistirilmis bir kapiller sistemle (Automatic Sequencer 3730x1)
otomatik DNA dizi analizi yaptirilmistir (Macrogen Inc., Gliney Kore).

3.4. Veri Analizleri
3.4.1. mtDNA ND4 Geni Dizilerinin Hizalanmasi

Oncelikli olarak, ileri (forward) ve ters (reverse) PCR primerleri kullanilarak elde
edilen mtDNA ND4 gen bolgesi dizileri, BioEdit ver 7.0.9 (Hall, 1999) programi
kullanilarak goriintillenmistir. Daha sonra budiziler Clustal W ¢oklu dizi hizalama
programi (Clustal W multiple sequence alignment program) ile hizalanmustir.
Gozle de kontrol edilen hizalama dizileri arasinda uzunluk farkliliklar1 olmasi
nedeniyle Orneklerin baslangic ve sonlanma noktalarindan tekrar hizalamalar
yapilarak diziler analizlere hazir duruma getirilmis ve FASTA formatinda
kaydedilmistir. Yapilan islemler sonucunda, Oc. zammitii tiiri igin hizalanan dizi
uzunluklar1 358 baz ¢iftinden olusmustur.
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3.4.2. mtDNA ND4 Geni Haplotip ve Niikleotit Cesitliligi

Ochlerotatus zammitii’de mtDNA ND4 gen bolgesi haplotip (Hg) ve niikleotid (7)
cesitliligi (Nei, 1987) ile lokalite ciftleri arasindaki genetik farklilasma diizeyinin
gostergesi olan Fsr (Wright, 1951) ve yst (Gammast) (Nei, 1973) degerleri DNASp
ver 4.50 (Rozas vd., 2003) kullanilarak hesaplanmistir. Daha sonra, biitiin
populasyonlara ait ND4 geni dizilerinin ortalama niikleotid c¢esitliligi, haplotip
sayisi, tim populasyonlar igin polimorfik bdlge sayisi, bireyler arasindaki
niikleotit farkliliklarinin ortalamasi (K), niikleotit ¢esitliligi (w;) hesaplanmis ve bu
niikleotit ¢esitliligi Jukes ve Cantor metodu ile dogrulanmistir ( ).

3.4.3. Haplotip Agimin Olusturulmasi

Calismalar sonucunda elde edilmis olan 126 adet hizalanmis mtDNA ND4 geni
dizi analizi veri seti ile ND4 geni haplotipleri belirlenmistir. Belirlenen haplotipler
icin, Templeton vd. (1992) de tanimlanan haplotiplerin istatistiksel ‘“koksiiz
tutumluluk ag1” (Unrooted parsimony network), TCS v1.02 (Clement vd., 2000)
programi kullanilarak olusturulmustur.

3.4.4. Notralite Testleri ve Uyumsuzluk Dagilim Analizi

Populasyonlarin dengede olup olmadigim1 ve populasyonlarda var olan c¢ok
sayidaki alel igerisindeki herhangi bir alel {izerinde secilim olup olmadigini test
etmek amaciyla nétralite testlerine ait olan Tajima D ( Tajima, 1996) ve Fu’s ( Fu,
1997) istatistikleri ile populasyonun ge¢misi hakkinda bilgi veren Uyumsuzluk
Dagilimi Analizi Arlequin ver. 3.1 (Excoffier vd., 2006) programi kullanilarak
hesaplanmustir.

3.4.5. Populasyonlara Ait Uzakhiga Bagh UPGMA Agacinin Olusturulmasi

DnaSP 5.10 (Rozas vd., 2003) programi kullanilarak ornekleme lokalitelerinin
ikili karsilastirmalarina ait yst degerleri hesaplanmistir. Daha sonra elde edilen yst
degerleri kullanilarak MEGA 5.05 (Kumar vd., 2004) programi ile UPGMA
uzaklik agact olusturulmustur. Bu yaklasimda, genetik uzaklik derecesini ifade
eden ve bir lokusta iki alel oldugu zaman Wright (1951)’1n Fsr degerine esit olan
vst (Nei, 1973) degerinin 0-0.05 arasinda olmasi, iki populasyon arasindaki
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genetik uzakligin ¢ok disiik; 0.05-0.25 arasinda olmasi genetik uzakligin orta
diizeylerde ve 0.25’den daha yiiksek olmasi ise genetik farklilasmanin oldukca
yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

3.4.6. Populasyonlarin Genetik Yapisi ve Gen Akisinin Hesaplanmasi

Ornekleme lokaliteleri arasinda cografik uzakliklara ve istatistiksel verilere dayali
lokalite gruplamalar1 yapilarak, Arlequin ver. 3.1 (Excoffier vd., 2006) programi
ile gruplara AMOVA (Excoffier vd., 1992) uygulanmistir. AMOVA ile alel
sikliklarima dayali genetik varyasyonun gruplar arasinda, grup igi lokaliteler
arasinda ve lokaliteler i¢indeki dagilimu, istatistiksel onem dereceleri belirlenerek
(1023 permiitasyon) tespit edilmistir. Ayrica populasyonlar arasi gen akiginin
matematiksel degeri olan Nm degeri DnaSP programi ile hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyonu ve mtDNA ND4 Gen Bélgesi Dizileri

Aragtirma bolgesi kapsaminda 20 lokaliteden toplanmug Oc. zammitii Grnekleri
kullanilarak yapilan DNA izolasyonu sonuglariyla, elde edilmis ND4 gen bolgesi
dizilerine ait sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. DNA izolasyonlari, mtDNA ND4 dizilerine ait sonuglar

Lokalite L okalite _ Onhlerotatus zammitii

No Ornek (n) DNA ND4
1 Antalya-Finike 11 3
2 Antalya-Demre 14 4
3 Antalya-Kasg 13 6
4 Fethiye-Biikcegiz 18 10 9
5 Mugla-Gocek 21 12 8
6 Mugla-Sarigerme 36 10 8
7 Mugla-Marmaris 10 5 2
8 Mugla-Datga-1 26 10 10
9 Mugla-Datga-2 32 10 4
10 Mugla-Bodrum 19 8

11 Aydmn-Didim 35 10

12 Aydin-Kusadasi 38 10

13 Cesme-Alagati 31 10 10
14 [zmir-Karaburun 46 15 15
15 [zmir Yenifoca 13 6 6
16 [zmir-Candarli 26 6 4
17 [zmir-Denizkoy 12 6 5
18 Balikesir-Ayvalik 13 5 4
19 Canakkale-Bozcaada 28 6 6
20 Canakkale-Gokgeada 17 6 5

TOPLAM 459 162 126
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Laboratuvar c¢aligmalart sonucunda 20 lokalite kapsaminda elde edilmis
orneklerden toplamda 162 DNA izolasyonu yapilmistir. Farkli lokalite
orneklerinden izole edilmis bu 162 DNA’nin tamamu Oc. zammitii tiirliniin
MtDNA ND4 gen bolgesi dizilerini elde etmek igin kullanilmistir. Bununla
birlikte, bazi DNA’lardan molekiiler analizlerde kullanilabilecek uygunlukta ve
giivenilirlikte ND4 gen bolgesi dizilerinin elde edilememesi nedeniyle ND4 gen
bolgesi dizi sayisi, izolasyonu yapilmis olan DNA sayisindan daha az olmustur.
Molekiiler analizler 6ncesinde ND4 gen bdlgesi dizilerinin hizalanmasi ve
analizlere uygun hale getirilmesi islemleri sonucunda da lokaliteler genelinde, 358
baz ciftlerinden olusan toplamda 126 adet ND4 gen bolgesi dizisinden olusan bir
veri seti elde edilmistir.

4.2. mtDNA ND4 Gen Bdélgesi Haplotip Dagilimlari, Frekanslar: ve
Haplotip Ag1

Ochlerotatus zammitii tiirtiniin mtDNA ND4 gen bolgesi dizi analizlerinden elde
edilen sonuglar, tiiriin dagilim yaptig1 Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinde ND4
gen bolgesi i¢in 22 haplotipe (Hap) sahip oldugunu goéstermistir. Haplotiplerin
ornekleme lokalitelere gore dagilimi Cizelge 4.2° de verilmistir. Tespit edilen bu
haplotip dizileri 16 polimorfik, 12 parsimoni informatif bolgeden olusmakta olup,
MtDNA ND4 gen bolgesi haplotip dizilerine karsilik gelen polimorfik bolgeler
Cizelge 4.3’ de gosterilmistir. Ayrica, analizi yapilan 358 bg. lik ND4 gen bolgesi
icin niikleotid oranlar1, % 9.22 Sitozin (S); % 41.62 Timin (T); % 30.34 Adenin
(A) ve % 18.83 Guanin (G) olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Ornekleme lokalitelerine gére mtDNA ND4 gen bolgesi haplotiplerinin dagilim

Lokaliteler

mtDNA ND4 Haplotipler (1-22)
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Cizelge 4.3. mtDNA ND4 gen bolgesi dizilerinde polimorfik bolgeler
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Tespit edilen haplotipler igerisinde yiiksek frekansa sahip olan haplotipler, Hapl
(% 40.47), Hap16 (% 14.28 ) ve Hap2 (% 12.69)’dir. En yliksek frekansa sahip
olan Hapl, Finike, Demre, Kas, Marmaris, Bozcaada ve Gokgeada lokaliteleri
harig, diger 14 lokalitede bulunmaktadir. ikinci yiiksek frekansa sahip olan Hap16,
sadece Finike, Demre, Kas, Biikcegiz, Gocek ve Sarigerme’de bulunmaktadir.
Ucgiincii yiiksek frekansa sahip olan Hap2 ise Yenifoca haricinde Bozcaada’ya
kadar olan Kusadasi ve kuzeyindeki lokalitelerinin hepsinde tespit edilmistir.
Ayrica yiiksek frekansli olmasina ragmen Hap6 (%7.93) yalnizca Bozcaada,
Gokceada ve Bodrum lokaliteleri orneklerinde bulunabilmistir. Arastirma alan
kapsaminda Oc. zammitii populasyonlarinin mtDNA ND4 gen bolgesi
haplotiplerine ait frekanslar degerleri Cizelge 4.4°de verilmistir.
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Cizelge 4.4. mtDNA ND4 gen bolgesi haplotiplerine ait frekans degerleri

HPIOtP | 1 camer (o) | HP19P | icane (56
Hapl 40.47 Hap7 0.79
Hapl16 14.28 Hap9 0.79
Hap2 12.69 Hap10 0.79
Hap6 7.93 Hap12 0.79
Hap8 3.17 Hapl13 0.79
Hapl7 3.17 Hapl4 0.79
Hap3 2.38 Hap15 0.79
Hap5 2.38 Hap18 0.79
Hap11l 1.58 Hap20 0.79
Hap4 1.58 Hap21 0.79
Hap19 1.58 Hap22 0.79

Ornekleme lokalitelerinin haplotit gesitlilikleri de farkliliklar gdstermis olup,
haplotip ¢esitliliginin en fazla oldugu lokaliteler, Gocek (Hapl, Hap5, Hapl3,
Hap14, Hap16 ve Hap22), Sarigerme (Hapl, Hapl6, Hap18, Hapl9 ve Hap20),
Bodrum (Hapl, Hap6 ve Hap3), Kusadasi ( Hapl, Hap2, Hap3), Kas (Hapl5,
Hap16, Hap17 ve Hap19) ve Datga-2 (Hapl, Hap10, Hap1l ve Hap12) lokaliteleri
olmustur. Finike (Hap16), Marmaris (Hap5), Yenifoca (Hapl) ve Gokgeada’da
(Hap6) lokalitelerinde ise tek tip haplotip tespit edilmistir. Ornekleme lokaliteleri
temelinde tespit edilen haplotip frekans ve dagilim verilerinden yararlanilarak,
TCS programi ile populasyonlarin haplotip agi olusturulmustur (Sekil 4.1).
Haplotip aginda, temel olarak Hapl ve Hap16 haplotipleri olmak iizere en yiiksek
frekansa sahip iki haplotip, iki ana grup ortaya g¢ikartmistir. Olusan bu haplotip
agma gore, ana gruplar1 olusturan Hapl ve Hap16 disindaki diger haplotiplerden
Hap2, Hap3, Hap4, Hap5, Hap6, Hap7 ve Hap8, Haplden bir niikleotid ile
farklilagmaktadir. Hap9, Hap4 ve Hap5’in her birinden birer niikleotid ile Hap10
ise Hap9’dan iki ve Hap11den bir niikleotid ile farklilagsmaktadir.
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Sekil 4.1. Lokalitelere gore mtDNA ND4 geni haplotiplerinin istatistiksel koksiiz
tutumluluk ag1 (Her bir haplotip frekansi ile temsil edilmektedir. Tam
cizgiler haplotipleri % 95’ten daha yiiksek bir olasiliga sahip olan tek bir
mutasyonel degisimle baglamaktadir).
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4.3. Haplotip (Hq), Niikleotit Cesitliligi () ve Niikleotit Farklihiklarinin
Ortalamasi (K)

Caligmalarla elde edilen mtDNA ND4 gen bolgesi dizilerinin molekiiler analizleri
sonucunda, Oc. zammitii i¢in belirlenmis olan 22 haplotipinin, haplotip (Hg) ve
niikleotid (m) gesitliligi ile niikleotit farkliliklarinin ortalamasi (K) i¢in elde edilen
degerler Cizelge 4.5’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore haplotip cesitliligi
0 ile 1.000, niikleotid ¢esitliligi ise 0 ile 0,01 arasindaki degerlerde kalmistir. Oc.
zammitii tiiriinde en fazla haplotip ¢esitliligi Dat¢a 2 (Hg=1,00) tespit edilmisken,
niikleotit farkliliklarinin ortalamasinin en yiiksek (K= 4,96) oldugu sonuglar
Sarigerme lokalitesinde bulunmustur. Datca-2, lokalitesinin yani sira Gocek, Kas,
Sarigerme, Bodrum ve Kusadasi lokalitelerinde de diger lokalitelere gore daha
yiiksek haplotip ¢esitliligi degerleri bulunmustur. Finike, Marmaris, Yenifoca ve
Gokgeada populasyonlarinda ise sadece bir haplotip olmasi nedeniyle bu
bolgelerde haplotip cesitliligi (Hgy) degeri sifir olmustur.

Cizelge 4.5. mtDNA ND4 gen bolgesi i¢in tespit edilen haplotip (Hg) ve niikleotid
cesitliligi (m), niikleotit farkliliklarinin ortalamasi (K) degerleri

Lokalite Ads Haplotip cesitliligi | Niikleotid cesitliligi farlljl‘l‘lll‘ll:;gtr‘ltmn
(Ha) () ortalamasi (K)

Datga-2 1,00 0,00698 2,50
Gocek 0,89 0,01170 4,00
Kas 0,86 0,00447 1,60
Sarigerme 0,85 0,01387 4,96
Bodrum 0,73 0,00261 0,93
Kusadasi 0,73 0,00240 0,86
Biikcegiz 0,58 0,00660 2,36
Ayvalik 0,53 0,00180 1,06
Bozcaada 0,53 0,00290 1,06
Alagati 0,53 0,00149 0,53
Datga-1 0,51 0,00267 0,95
Candarl1 0,50 0,00140 0,50
Demre 0,50 0,00140 0,50
Karaburun 0,47 0,00133 0,47
Denizkdy 0,40 0,00112 0,40
Didim 0,40 0,00112 0,40
Gokgeada 0,00 0,00000 0,00
Yenifocga 0,00 0,00000 0,00
Marmaris 0,00 0,00000 0,00
Finike 0,00 0,00000 0,00

Ortalama 0,79 0,00982 3,51
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4.4. Notralite Testleri ve Mismatch (Uyumsuzluk Analizi)

Populasyonlar igerisinde herhangi bir alel iizerinde segilim olup olmadigimi
gosteren Tajima D degeri; Demre, Biikcegiz, Datga-1, Datga-2, Didim, Kusadasi,
Candarli ve DenizkOy populasyonlarinda negatif olmustur. Pozitif Tajima D
degerinin bulundugu diger populasyonlarda da elde edilen degerler istatistiksel
olarak onemli ¢gitkmamustir (p>0.05). Ayrica, uyumsuzluk analizi sonuglarina gore
de Biikcegiz ve Datga-1 ( p<0.05) populasyonlari haricindeki diger lokalitelerin
hepsi notral modeli reddetmektedir ( p>0.05). Finike, Gokceada, Yenifoca ve
Marmaris lokalitelerinde tek alel olmasi nedeniyle Fu degerleri ve uyumsuzluk
dagilimlart hesaplanamamigtir. Noétralite testi ve uyumsuzluk analizi sonuglari
Cizelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.6. Notralite testi ve uyumsuzluk dagilimi analiz sonuglar1 (D: Tajima’s
D; Fs: Fu’s istatistik; SSD: sum of squared difference; p: Istatistiksel
onemlilik derecesi)

Lokalite D p Fs p SSD p
Finike 0.0000 1.0000 - - - -
Demre -0.6123 0.3820 0.1718 0.3350 0.0219 0.6650
Kas 1.1241 0.8660  -0.90929  0.1220 0.0404 0.3760
Biikcegiz -1.3208  0.08900 0.74965 0.65100 0.4459 0.0000
Gocek 1.4334 0.9410 -0.9591 0.2520 0.0178 0.7560

Sarigerme 1.4216 0.9420 0.7760 0.6310 0.0866 0.1240
Marmaris 0.0000 1.0000 - - - -

Datca 1 -1.2446 0.1020 0.3901 0.5150 0.2418 0.0010
Datca 2 -0.7968 0.1990 -1.5138 0.0520 0.0699 0.4570
Bodrum 0.3106 0.6850 -0.3041  0.21000 0.0309 0.4730
Didim -0.8165 0.2850 0.0902 0.2890 0.0072 0.7730
Kusadasi -0.0500 0.4450 -0.4267 0.1730 0.0636 0.2910
Alacati 1.3026 0.9380 1.0291 0.5980 0.0303 0.1600

Karaburun | 1.1224 0.8960 1.1203 0.5980 0.0171 0.2330
Gokceada 0.0000 1.0000 - - - -
Yenifoca 0.0000 1.0000 - = = -

Candarh -0.6123 0.3810 0.1718 0.3460 0.0219 0.6480
Denizkoy -0.8165 0.2920 0.0902 0.3050 0.0072 0.7400
Ayvahk 1.6329 0.9560 0.5400 0.4470 0.0898 0.3150

Bozcaada 1.0319 0.8680 1.7231 0.7490 0.2036 0.2180
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4.5. Genetik Uzakhik ve UPGMA Agacinin Olusturulmasi

Ornekleme lokalitelerinin ikili (pairwise) karsilastirilmalariyla elde edilen genetik
uzaklik degerleri (Gammast), bazi lokalitelerde yiiksek derecede anlamli
farkliliklarin varhigimi gostermistir (yst: 0,68206; p<0,01). Her bir lokaliteye ait
lokalitelerin genetik uzaklik derecesini ifade eden Fst ve yst: degerleri Cizelge 4.7
de verilmistir.

Lokalitelerin ikili karsilastirmalar1 sonucunda Finike-Gokceada; Finike-Marmaris;
Finike-Yenifoca; Gok¢eada-Marmaris; Gok¢eada-Yenifoca ve Marmaris-Yenifoca
lokalite ¢iftlerinin genetik olarak birbirlerinden farkli olduklar1 belirlenmistir (yst:
1,000). Genetik olarak farklilasmanin en az dolayisiyla birbirlerine en fazla
benzeyen populasyonlar ise Alagati-Ayvalik; Alagati-Denizkdy; Alagati-
Karaburun; Alagati-Kag; Ayvalik-Candarli; Ayvalik-Karaburun; Biikcegiz-Kas;
Biikcegiz-Demre; Biikcegiz-Finike; Datgal-Denizkdy; Datgal-Didim; Datcal-
Yenifoga; Demre-Finike; Demre-Kas; Denizkoy-Karaburun; Denizkoy-Kusadast;
Gocek-Sarigerme ve Karaburun-Kusadasi populasyonlaridir (yst: <0.5; p<0,01).

Cizelge 4.7. mtDNA ND4 geni genetik uzaklik (Fst ve 7yst) degerleri ile

lokalitelerin ikiserli karsilastirilmalar1

Lokalite ciftleri Gamma Fst Lokalite ciftleri Gamma Fst
ST ST
Alagati-Ayvalik 0,00833 -0,2000 Bodrum-Datgal 0,16430 0,19048
Alagati-Bodrum 0,25752 0,31250 | Bodrum-Datga2 0,45195 0,49756
Alagati-Bozcaada 0,34624 0,42857 Bodrum-Demre 0,84660 0,90652
Alagati-Biikcegiz 0,71332 0,80732 | Bodrum-Denizkoy 0,21667 0,23077
Alagati-Candarli 0,10000 0,06061 | Bodrum-Didim 0,21667 0,23077
Alagati-Datgal 0,14650 0,17284 | Bodrum-Finike 0,86184 0,93913
Alagat1 Datga2 0,47818 0,51852 | Bodrum-Gocek 0,35768 0,48522
Alagati-Demre 0,87851 0,93849 | Bodrum-Gokgeada 0,24510 0,30000
Alagati-Denizkdy 0,04000 -0,0606 | Bodrum-Karaburun 0,22727 0,29524
Alagati1 Didim 0,17241 0,22222 | Bodrum-Kas 0,73793 0,81905
Alagati-Finike 0,88696 0,96825 | Bodrum-Kusadasi 0,16923 0,14737
Alagati-Gocek 0,46131 0,55987 | Bodrum-Marmaris 0,45098 0,72000
Alagati-Gokgeada 0,61702 0,80952 Bodrum-Sarigerme 0,25629 0,35072
Alagati-Karaburun 0,00463 -0,0816 Bodrum-Yenifoga 0,26316 0,30000
Alagati-Kas 0,00894 0,86207 | Bozcaada-Biikcegiz 0,64168 0,77204
Alagati-Kusadast 0,11968 0,08696 Bozcaada-Candarli 0,43989 0,55238




Cizelge 4.7. devam ediyor
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Lokalite ciftleri Gasn_:ma Fst Lokalite ciftleri Gar:rma Fst
Alagati-Marmaris 0,44615 0,80952 Bozcaada-Datgal 0,25190 0,32593
Alagati-Sarigerme 0,34688 0,42433 Bozcaada-Datga2 0,46970 0,52444
Alagati-Yenifoga 0,20000 0,33333 Bozcaada-Demre 0,84399 0,90600
Ayvalik- Bodrum 0,27536 0,31429 | Bozcaada-Denizkdy 0,31905 0,38889
Ayvalik-Bozcaada 0,34524 0,42222 | Bozcaada-Didim 0,31905 0,38889
Ayvalik-Biikcegiz 0,62596 0,80109 Bozcaada-Finike 0,85542 0,93600
Ayvalik-Candarli 0,06667 -0,1666 Bozcaada-Gocek 0,39236 0,52500
Ayvalik-Datgal 0,14713 0,18889 Bozcaada-Gokgeada 0,47619 0,60000
Ayvalik-Datga2 0,46479 0,51282 Bozcaada-Karaburun 0,32258 0,42143
Ayvalik-Demre 0,90210 0,93137 Bozcaada-Kas 0,74684 0,82609
Ayvalik-Denizkoy 0,10000 -0,0666 Bozcaada-Kusadasi 0,30120 0,35556
Ayvalik-Didim 0,26364 0,23810 | Bozcaada-Marmaris 0,46667 0,73333
Ayvalik-Finike 0,93396 0,96078 Bozcaada-Sarigerme 0,29324 0,40189
Ayvalik-Gocek 0,36620 0,55556 Bozcaada-Yenifoca 0,38462 0,46667
Ayvalik-Gokgeada 0,73529 0,77778 Biikcegiz-Candarli 0,64278 0,81802
Ayvalik-Karaburun 0,01984 -0,1428 Biikcegiz-Datgal 0,65134 0,75966
Ayvalik-Kag 0,76852 0,85532 | Biikcegiz-Datga2 0,47864 0,61790
Ayvalik-Kusadasi 0,1441 0,08000 | Biikcegiz-Demre 0,03965 -0,0300
Ayvalik-Sarigerme 0,26254 0,42247 Biikcegiz-Didim 0,65688 0,81117
Ayvalik-Marmaris 0,62500 0,77778 | Biikcegiz-Denizkdy 0,65688 0,81117
Ayvalik-Sarigerme 0,26254 0,42247 Biikcegiz-Didim 0,65688 0,81117
Ayvalik-Yenifoga 0,37500 0,33333 | Biikcegiz-Finike 0,03955 0,03409
Bodrum-Bozcaada 0,23077 0,25000 | Biikcegiz-Gocek 0,12789 0,11923
Bodrum-Biikcegiz 0,62491 0,76089 | Biikcegiz-Gokeeada 0,64264 0,81360
Bodrum-Candarli 0,39542 0,49412 | Biikcegiz-Karaburun 0,73099 0,80944
Biikcegiz-Kas 0,03968 -0,0589 Demre-Karaburun 0,85970 0,94143
Biikcegiz-Kusadasi 0,65783 0,78796 | Demre-Kas 0,08654 -0,0080
Biikcegiz-Marmaris 0,47795 0,81360 Demre-Kusadasi 0,86742 0,91961
Biikcegiz-Sariger. 0,14779 0,15204 Demre-Marmaris 0,92373 0,96429
Biikcegiz-Yenifoca 0,69794 0,83398 Demre-Sarigerme 0,21763 0,35714
Candarli-Datgal 0,26354 0,41778 Demre-Yenifoga 0,96154 0,96875
Candarli-Datga2 0,51351 0,57143 | Denizkdy-Didim 0,11111 0,00000
Candarli-Demre 0,91781 0,94286 Denizkoy-Finike 0,94961 0,97561
Candarli-Denizkdy 0,30250 0,30769 Denizkoy-Gocek 0,38726 0,55556
Candarli-Didim 0,46346 0,52632 | Denizkdy-Gokeeada 0,76471 0,83333
Candarli-Finike 0,95139 0,97143 | Denizkoy-Karaburun 0,01587 -0,0952
Candarli-Gocek 0,39175 0,59091 | Denizkdy-Kag 0,79213 0,86726
Candarli-Gokgeada 0,82237 0,85714 | Denizkdy-Kusadast 0,09352 0,00000
Candarli-Karaburun 0,11837 0,16327 Denizkdy-Marmaris 0,65000 0,83333
Candarli-Kag 0,78507 0,87010 Denizk0y-Sarigerme 0,27523 0,41374
Candarli-Kugadasi 0,27083 0,31667 Denizkoy-Yenifoga 0,12000 0,00000
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Cizelge 4.7. devam ediyor

Lokalite ciftleri Ga:_ma Fst Lokalite ciftleri Gar:rma Fst
Candarli-Marmaris 0,73529 0,85714 | Didim-Finike 0,94961 0,97561
Candarli-Sarigerme 0,28922 0,46690 | Didim-Gocek 0,38726 0,55556
Candarli-Yenifoga 0,64286 0,66667 Didim-Gokgeada 0,76471 0,83333
Dat¢al-Datca2 0,32108 0,36008 | Didim-Karaburun 0,12057 0,17857
Datgal-Demre 0,80028 0,90548 | Didim-Kas 0,79213 0,86726
Datcal-Denizkdy 0,06707 0,03175 Didim-Kusadas1 0,14123 0,09524
Datg¢al-Didim 0,06707 0,03175 | Didim-Marmaris 0,65000 0,83333
Datgal-Finike 0,79599 0,93795 | Didim-Sarigerme 0,27523 0,41374
Dat¢al-Gocek 0,38199 0,47560 | Didim-Yenifoga 0,12000 0,00000
Dat¢al-Gokgeada 0,45339 0,68148 | Finike-Gocek 0,18947 0,38462
Datcal-Karaburun 0,12462 0,14095 | Finike-Gokgeada 1,00000 1,00000
Datcal-Kas 0,72843 0,81833 | Finike-Karaburun 0,85882 0,97143
Datgal-Kusadasi 0,10805 0,08889 | Finike-Kas 0,14286 0,20000
Datgal-Marmaris 0,25217 0,63248 | Finike-Kusadasi 0,88253 0,94902
Datgal -Sarigerme 0,26938 0,32729 | Finike-Marmaris 1,00000 1,00000
Datcal-Yenifoca 0,05753 0,04444 | Finike-Sarigerme 0,19695 0,39827
Datc¢a2-Demre 0,71429 0,77778 | Finike-Yenifoga 1,00000 1,00000
Datga2-Denizkdy 0,47500 0,50847 | GoOcek-Gokgeada 0,37671 0,55556
Datg¢a2-Didim 0,47500 0,50847 | Gocek-Karaburun 0,48359 0,55972
Datga2-Finike 0,72656 0,81481 | Gocek-Kas 0,16556 0,19036
Datga2-Gocek 0,21402 0,27778 | Gocek-Kusadasi 0,39965 0,53651
Dat¢a2-Gokgeada 0,62500 0,66667 | Gocek-Marmaris 0,20455 0,50000
Dat¢a2-Karaburun 0,46167 0,51737 | Gocek-Sarigerme 0,02524 -0,0865
Dat¢a2-Kas 0,58995 0,67200 | Gocek-Yenifoca 0,42353 0,57895
Dat¢a2-Kusadasi 0,44182 0,48205 | Gokgeada-Karabur. 0,55556 0,82143
Datga2-Marmaris 0,31818 0,44444 | Gokgeada-Kas 0,79439 0,87368
Datga2-Sarigerme 0,18226 0,23443 | Gokgeada-Kusadasi 0,58908 0,71111
Dat¢a2-Yenifoga 0,53704 0,54545 | Gokgeada-Marmaris 1,00000 1,00000
Demre-Denizkoy 0,91842 0,94512 | Gokgeada-Sarigerme 0,28065 0,43265
Demre-Didim 0,91842 0,94512 | Gokgeada-Yenifoga 1,00000 1,00000
Demre-Finike 0,12500 0,00000 | Karaburun-Kas 0,79843 0,86460
Demre-Gocek 0,20628 0,33333 | Karaburun-Kusadasi 0,09766 0,07033
Demre-Gokgeada 0,95280 0,96429 Karabur.-Marmaris 0,37037 0,82143
Karaburun-Sariger. 0,26938 0,32729 Kusadasi-Marmaris 0,44086 0,71111
Karabur.-Yenifoca 0,12500 0,28571 Kusadasi-Sarigerme 0,29123 0,40195
Kag-Kusadast 0,76803 0,84255 | Kusadasi-Yenifoca 0,16129 0,13333
Kas-Marmaris 0,68000 0,87368 | Marmaris-Sarigerme 0,15244 0,39827
Kas-Sarigerme 0,18460 0,22773 Marmaris-Yenifoga 1,00000 1,00000
Kasg-Yenifoca 0,83333 0,89091 Sarigerme-Yenifoga 0,30301 0,43265

Analizler sonucunda, Ochlerotatus zammitii’nin mtDNA ND4 geni haplotip
frekanslarma dayali Gammasr ikili karsilastirma degerleri kullanilarak MEGA
programiyla lokalitelerin genetik uzakliklarii gosteren UPGMA uzaklik agaglar
olusturulmus, lokalitere gore tiirlerin gruplanmasi Sekil 4.2’de, haplotip
dagilimlarin1 gosteren harita ise sekil 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Ornekleme lokalitelerine gére mMtDNA ND4 geni haplotip frekanslarinin
Gammasr ikili karsilagtirma degerlerine dayali UPGMA uzaklik agaci
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Ochlerotatus zammiti tiiriiniin 6rneklendigi 20 lokaliteden elde edilen mtDNA
ND4 geni verilerine gore olusturulan UPGMA uzaklik agacinda 7 grup ortaya
cikmigtir. Olusan gruplama Oc. zammiti tiirlinin cografik olarak dagilimin
desteklemekte olsa da, cografik dagilima gore 6nemli buldugumuz farkliliklar da
ortaya ¢ikmigtir. Bodrum, Candarli, Bozcaada ve Gokgeada olmak iizere tek bir
lokaliteden olusan dort grup vardir. Bu lokalitelerden Grup 2’yi olusturan
Gokgeada ve Grup 4’1 olusturan Bozcaada lokalitelerinin ayr1 gruplar olusturmasi
ve izole populasyonlar olarak uzaklik agacinda yer almalari1 beklenen bir sonugtur.
Bununla birlikte, benzer sekilde Grup 5’1 olusturan Bodrum ve Grup 6’y1
olusturan Candarli lokaliteleri de yakin cografyada bulunan diger habitatlardan
ayrilarak uzaklik agacinda ayri dallar olusturmuslardir. Uzaklik agacinda 8
lokaliteyi igine alan Grup 7, diger gruplara gore oldukga biiyiikk bir cografyay1
kapsamustir.

Ornekleme lokaliteleri i¢in olusan yeni gruplandirmalara gére ikinci kez gruplarin
ikiserli karsilagtirmalar1 hesaplanmis (Cizelge 4.8) ve elde edilen gruplara ait yeni
verilerle (Gammast) UPGMA uzaklik agagi1 tekrar olusturulmustur (Sekil 4.3).

Cizelge 4.8. mtDNA ND4 geni verilerine gore lokalite gruplamalarina ait genetik
uzaklik (Fst ve yst) degerleri ile lokalitelerin ikiserli kargilastiriimalari

Lokalite Caimiiie For Lokalite CrrtiliEs Fer

Gruplan Gruplan
Grup1-Grup2 0,60478 0,88690 | Grup3-Grup4 0,17846 0,42838
Grup1-Grup3 0,25382 0,37653 | Grup3-Grup5 0,15506 0,49199
Grupl-Grup4 0,63314 0,83710 Grup3-Grup6 0,15041 0,37995
Grupl-Grup5 0,60292 0,87930 Grup3-Grup7 0,32468 0,42089
Grupl-Grup6 0,61551 0,83159 Grup4-Grup5 0,43989 0,55238
Grupl-Grup7 0,76261 0,86437 Grup4-Grup6 0,23077 0,25000
Grup2-Grup3 0,15947 0,48254 Grup4-Grup7 0,13752 0,37967
Grup2-Grup4 0,47619 0,60000 Grup5-Grup6 0,39542 0,49412
Grup2-Grup5 0,82237 0,85714 | Grup5-Grup7 0,05505 0,28924
Grup2-Grup6 0,24510 0,30000 | Grup6-Grup7 0,07802 0,23279
Grup2-Grup7 0,21181 0,77642
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Sekil 4.4. Lokalite gruplarmin mtDNA ND4 gen bolgesi Gammagr ikili
karsilagtirilmalarina dayali ¢izilen UPGMA agaci1

Gruplarin ikili karsilagtirmalarina ait elde edilen ysr degerlerine bagli UPGMA
agacina gore Kas, Demre, Finike ve Biikcegiz lokalitelerini iceren Grup 1, diger
gruplardan belirgin bir sekilde ayrilmaktadir. Candarli lokalitesini iceren Grup
5’in ise Datgal, Kusadasi, Didim, Denizkdy, Karaburun, Alagati, Yenifoca ve
Ayvalik lokalitelerini iceren Grup 7’ye genetik olarak en yakin grup oldugu tespit
edilmistir.

4.6. Populasyonlar Aras1 Gen Akisi

Gruplar arasinda yst ye dayali olarak hesaplanan gen akisinin gostergesi, Nm
degeri 0,05 ile 4,29 arasinda degismistir (Cizelge 4. 9). Birbirlerine genetik olarak
en ¢ok benzeyen Grup 5 ile Grup 7 ve Grup 6 ile Grup 7 arasindaki gen akiginin en
yiiksek deger oldugu bulunmustur (Nm > 1). Gruplar arasinda tespit edilen en
diistik gen akigs1 ise Grup 2 ile Grup 5 arasinda bulunmustur.
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Cizelge 4. 9. Gruplar arasinda gen akisinin yst degeri lizerinden hesaplanan Nm

degerleri
Gruplar | Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7
Grup 1 0,16 0,73 0,14 0,16 0,16 0,08
Grup 2 1,32 0,28 0,05 0,77 0,93
Grup 3 1,15 1,36 1,41 0,52
Grup 4 0,32 0,83 1,57
Grup 5 0,38 4,29
Grup 6 2,95

4.7. Populasyonlarin Genetik Yapisi

Oc. zammitii’nin cografik dagilim alanlarina dayanarak olusturulan gruplar ile
yapilan AMOVA sonucunda gruplar arasinda, gruplar1 olusturan populasyonlar
arasinda ve populasyonlar icinde olmak {iizere ii¢ diizeyde varyasyon tespit
edilmistir. Buna gore, gruplar arasindaki varyasyon biitiin varyasyonun %
67.25’ini (p<0.05) , gruplar1 olusturan lokaliteler arasindaki varyasyon % 2.93’{inii
(p<0.05) ve lokaliteler icindeki varyasyon ise % 29.82’sini (p<0.05)
olusturmaktadir (Cizelge 4. 10). Farklilasma miktarlarinin grafik tizerindeki
dagilimi da Sekil 4.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Gruplar ve lokaliteler arasinda varyans analizi (Grup sayisi:7; 1:Kas,
Demre, Finike, Biikcegiz; 2:Gokgeada; 3: Gocek, Sarigerme, Marmaris,
Dat¢a-2; 4: Bozcada; 5: Candarli; 6: Bodrum; 7: Alacati, Karaburun,
Ayvalik, Denizkoy, Kusadasi, Datga-1, Didim, Yenifoca)

- Varyasyon Fiksasyon
Oc. zammitii Varyasyon Yiizdesi indeksi P
Gruplar Arasinda 1.49909 67.25 0.67251 Fcr | 0.00000
LHplOILOEe? | g eanp 2.93 0.08934 Fsc | 0.02933
Arasinda
Lokaliteler I¢inde 0.66480 29.82 0.70177 Fsr | 0.00000
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Sekil 4.5. AMOVA analizi ile elde edilen gruplar arasinda, populasyonlar arasinda

ve populasyonlar i¢indeki farklilagma miktarinin dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sivrisinekler, hem kan emerek verdikleri zararlar nedeniyle hem de ¢esitli patojen
organizmalara vektorliikleri ile insan ve hayvan sagligini etkileyen ¢ok onemli
canli gruplaridir. Bu nedenle, diinya genelinde ve iilkemizde sivrisineklerin yayilis
alanlarinin, biyolojilerinin, habitat 6zelliklerinin ve genetik yapilarinin bilinmesi
sivrisineklerle miicadelede 6nem teskil etmektedir.

Ancak sivrisinek kokenli tehditler son yillarda diinya genelinde artmasina karsin,
iilkemizdeki sivrisinek temelli ¢aligmalar bu durumun aksine azalmis ya da
genellikle daha 6nce yapilan arastirmalarin bir degerlendirilmesi seklinde (Kasap
ve Kasap, 1983; Ramsdale vd., 2001) kiigiik 6lgekli bolgesel incelemeler
diizeyinde kalmistir (Alptekin ve Kasap, 1996; Alten ve Bosgelmez, 1997; Alten
vd., 2000; Simsek, 2005; Aldemir ve Bosgelmez, 2006; Aldemir vd., 2010).
Ulkemizde arastirmalar azalmis olmasima karsilik gergekte birgok sivrisinek tiir
grubundaki ozellikle de arboviriislerin en Onemli vektorlerini  kapsayan
Ochlerotatus tiirlerinin olusturdugu gruplardaki sistematik sorunlar bugiin de
¢oziim beklemektedir. Bu gruplardan bir tanesi Mariae grubudur ve
gerceklestirilen bu arastirmanin hedef tiirii olan Oc. zammitii tiirii ile birlikte Oc.
mariae ve Oc. phoeniciae tiirlerini kapsar. Mariae grubu tiirlerinin zoocografik
dagilimina yonelik fazla aragtirma yapilmamis olmakla beraber, diinya genelinde
Akdeniz Havzasi’nda yer alan {ilkelerin kiy1 bolgelerindeki uygun olan kayalik
habitatlarda dagilim yapabildikleri gosterilmistir (Coluzzi vd., 1975; Ribeiro vd.,
1988; Bueno-Mari ve imenez-Peydro, 2011). Grup tiirlerinin bu kisitli zoocografik
dagilimlarinda belirleyici olan ve tiirlerin allopatrik dagilimli olmalarin1 sagladig:
kabul edilen en 6nemli etken, tiirlerin kiy1 zonlarindaki genellikle de karstik
kayalik alanlara bagimli bir yasam dongiisiine sahip olmalaridir.

Ciinkii tiirlerin tireme habitatt bu kayalik alanlardaki kiigiik kaya havuzlarinda
deniz suyunun birikmesiyle olusan alanlardir. Dolayisiyla, tiirlerin dagilim seklini,
yetenegini, populasyonlarin birbirinden ayriligini/izolasyonunu belirleyen, bu
kayalik habitatlarin belirli bir cografyada bulunup bulunmamasi, devamli olup
olmamasidir. Giiniimiizde, morfolojik ve biyokimyasal yontemlerden elde edilen
sonuglarla, Mariae grubu tiirlerinin allopatrik dagilim sergiledikleri desteklenmis
olup, tilkemiz hari¢ diger Akdeniz Bolgesi iilkelerinin hi¢birinde tiirlerin herhangi
ikisinin kaydi verilmemistir (Coluzzi vd., 1974b; Becker vd., 2003; Tuncay vd.,
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2009). Ochlerotatus phoeniciae ve Oc. zammitii olmak {izere grubun iki tiirliniin
iilkemizde bulunmasi, Akdeniz Bolgesi’nin doguda Suriye ve Ortadogu
baglantisina ve Ege Bolgesi kiyisal hattt boyunca Avrupa baglantisina
dayandirilabilmektedir. Ciinkii genel olarak degerlendirildiginde Oc. phoeniciae
tiirti Dogu Akdeniz, Oc. zammitii tiirii ise Bati Akdeniz ve Ege Denizi dagilimlidir.

Bu arastirma, daha dnce Oc. zammitii tiiriine yonelik yapilan arastirma sonuglari
dikkate alinarak planlanmis olup, Antalya ilinin batisinda Finike Ilgesi’nden
baslayarak Akdeniz ve Ege Denizi kiyisal hattim izleyen, batida Canakkale ili
simirlarina ulagan ve Bozcaada ile Gokgeada adalarimi da kapsayan cografik
bolgede gergeklestirilmistir. Bu cografik bolgede 20 lokaliteden Oc. zammitii
ornekleri elde edilmis ve bu oOrneklerle molekiiler ¢alismalar ve analizler
gergeklestirilmistir. Aragtirma bolgesi kapsamimda dagilim yapan Oc. zammitii
tiiriiniin tiir i¢i genetik ¢esitliligini ortaya koyabilmek ve drnekleme lokalitelerine
gore zoocografik dagilim Oriintlisiinii  belirleyebilmek amaciyla tir igi
polimorfizmi yliksek olan mtDNA ND4 gen bdlgesi dizi verilerinden
yararlanilmistir. Mitokondriyal DNA’nin histon proteinlerinden yoksun olmast,
oksidatif fosforilasyon sonrasi serbest radikallere maruz kalmasi ve etkili bir tamir
mekanizmasinin olmamast nedeniyle ¢ok daha kolay mutasyona ugrayip
polimorfizm gostermektedir (Avise, 1999). Pek ¢ok omurgali ve omurgasiz
tiirlerinin ayriminda ve populasyon genetigi ¢alismalarinda siklikla tercih edilen
mtDNA, arastirma tiirii Oc. zammitii ile ilgili ya da Mariae grubunun diger tiirleri
ile ilgili genetik arastirmalarda bugiine kadar kullanilmamustir.

Ancak daha o6nceleri Ochlerotatus’un da bir alt cins olarak igerisinde yer aldig:
Aedes cinsinin birkag tiiriine yonelik yapilan populasyon genetigi ¢aligmalarinda
kullanilmistir ve tiirlerin populasyon ozelliklerini anlama agisindan yararli olan
veriler elde edilmistir. Paduan ve Ribolla (2008), Brezilya’da Aedes aegypti’nin
populasyon genetigi ¢alismasinda mtDNA fragmentleri olan COl ve ND4 gen
bolgelerine ait verilerden yararlanmiglardir. Calismada Aedes aegypti
populasyonlarinda ND4 gen bolgesinin 29 haplotipini tespit ederek, ND4 gen
bolgesinin, COl gen bolgesine gore, daha polimorfik oldugunu gdstermislerdir.
Benzer sekilde, Bosio vd. (2005), Tayland’da Aedes aegypti mtDNA ND4 gen
bolgesine ait 7 haplotip tanimlamislardir. Bu arastirmada da, daha 6nce yapilmis
olan aragtirma sonuglarinda polimorfik 6zellik gosterdigi tespit edilmis olan
MtDNA ND4 gen bolgesinin kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmig ve
Oc. zammitii’'nin populasyon genetigine yonelik analizler mtDNA ND4 gen
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bolgesi verileri kullanilarak yapilmistir. Bu dogrultuda, arastirma bdolgesi
kapsamumda 20 lokaliteden elde edilen Oc. zammitii 6rneklerinin 126‘sindan
MtDNA ND4 gen bdlgesi gogaltilmig ve gen bolgesi icerisindeki 358 baz ciftinden
olusan diziler ile tiirlin zoocografik dagilim yaptig1 6rnekleme lokalitelerindeki
genetik yapisina yonelik bilgiler elde edilmistir. Dizileri elde edilen bdlgenin
analiz sonuglari, bolge igerisinde 342 niikleotidin korundugunu, 16 niikleotidin
polimorfizm gosterdigini ortaya koymustur. Polimorfizm gosteren 16 niikleotidin
12’si ise parsimoni informatif bolgelerdir.

Ayrica, MtDNA ND4 gen boélgesi dizilerinin analizleri sonucunda, dizi igerisinde
46 transisyon, 8 transversiyon olmak iizere toplam 54 substitisyon tespit edilmis
olup, arastirma bolgesi kapsaminda 20 tiireme habitatindan Orneklenen Oc.
zammitii’nin mtDNA ND4 gen bolgesi i¢in 22 haplotip belirlenmistir. Ornekleme
lokalitelerinden Datga 2, Gocek, Sarigerme, Kas, Bodrum, Kusadasi ve Biikcegiz
poplasyonlarinin haplotip c¢esitlilikleri diger lokalitelere gore oldukca fazla
bulunmustur. Tespit edilen bu 22 haplotip; Hapl ve Hapl16 haplotipleri olmak
lizere iki ana hat olusturmaktadir. En yiiksek frekansa sahip olan Hapl haplotipi
(% 40.47) arastirma bolgesi kapsaminda Finike, Demre, Kag, Marmaris, Bozcaada
ve Gokgeada lokaliteleri harig geri kalan 14 lokalitenin tamaminda bulunmaktadir.
Diger taraftan, ikinci derece yiiksek frekansa sahip olan Hap16 haplotipi (%14.28),
sadece Finike, Demre, Kas, Biikcegiz, Gocek ve Sarigerme lokalitelerinde
bulunmaktadir. Bu lokaliteler arasindaki gen akisi verilerine bakildiginda, Finike-
Demre, Demre-Kas, Kas-Biikcegiz, Biikcegiz-Gocek ve Gocek-Sarigerme
arasinda gen akisinin sayisal ifadesi olan Nm degerleri sirasiyla 1,75; 2,64; 6,05;
1,70 ve 9,65°dir. Nm degerinin 1.0’in tlizerinde olmasi bu lokaliteler arasinda gen
akisi oldugu ve bu degerin artmasi da gen akismin fazla oldugu anlamina
gelmektedir.

Diger bir deyisle Fiksasyon Indeksi’nin diisiik olmas1 bu lokalitelerde genetik
stiriiklenme, kurucu etkisi, vektdr kontrol ¢alismalart sonrasinda meydana gelen
darbogaz ve cografik izolasyon gibi c¢esitli olaylarla genetik cesitliliginin
azalmadigr anlamima gelmektedir. En yiiksek frekansa sahip Hapl haplotipinden
bir baz ile farklilagarak 3. yiiksek frekansa sahip olan Hap2 haplotipi (%12.69),
Yenifoca haricinde Kusadast ve Kusadasi’nin kuzeyinde Bozcaada ve
Gokgeada’ya kadar olan diger 6 lokalitede bulunmakta, ancak Bozcaada ve
Gokgeada’da bulunmamaktadir. Nitekim cografik olarak birbirlerine yakin bu 6
lokalite arasindaki gen akig1 da Kusadasi-Alacati arasinda 1,84; Alagati-Karaburun
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arasinda 53,75; Karaburun-Candarli arasinda 1,86; Candarli-Denizkdy arasinda
1,12 ve Denizkdy-Ayvalik arasinda 2,25 olarak bulunmustur. Bu 6 lokalite ile
caligma alammuz igerisinde cografik olarak en uzak konumda olan lokalitelerden
biri olan Bozcaada arasindaki gen akis1 0,47 gibi ¢ok diisiik bir degere sahiptir. En
yiiksek frekansa sahip olan Hapl haplotipinden 1 baz ile farklilasan H6 (%7.93)
haplotipi ise yalmzca Gokceada, Bozcaada ve Bodrum lokalitelerinde ve yine
Hap1’den 1 baz ile farklilasan Hap8 haplotipi ise yalnizca Bozcaada lokalitesinde
bulunmaktadir. Gokgeada ve Bozcaada arasindaki gen akisi ise 0.28dir. Bozcaada
ve Gokgeada, gruplar i¢in olusturulan UPGMA agacinda da goriildiigii gibi diger
gruplardan ayrilmaktadir. Wright (1951)’1in ada modeli, Bozcaada ve Gokgeada
gibi uzaklikla izolasyonun tespit edildigi ada populasyonlarinda digsaridan gen
akisim etkileyecek bir yapay etki olmadikca zaman igerisinde populasyonun
dengeye ulasacagimi Ongbrmektedir. Ayrica bu iki adanin birbirlerine yakin
olmasina ragmen aralarindaki gen akiginin az olmasi burada daha 6nce meydana
gelmis vektor kontrol ¢aligmalari ile populasyonlarin dar bogaza girmesi sonucu
baz1 alellerin kaybedilmis olabilecegi veya genetik siiriiklenme ya da kurucu
etkisiyle kurulmus olabilecek bu populasyonlarin birbirlerinden tam olarak
farklilagacak kadar zaman ge¢irmis olabilecekleri dnglirlistinii olusturmustur.

Orneklemelerin yapildigi 20 lokaliteye ait Oc. zammitii populasyonlari,
farklilasma derecelerini ifade eden Fsr ve yst degerlerine bagl olarak olusturulan
UPGMA agacinda lokaliteler cografik uzakliklarina dayanarak 7 gruba ayrilmistir.
Nitekim AMOVA sonuglaria gore ¢aligma alanimiz igerisinde ii¢ diizeyde elde
edilen molekiiler varyans dereceleri de ortaya c¢ikan bu gruplandirmayi
destekleyici bir sekilde; 7 grup arasindaki varyasyonun yiizdesi %67.25 (p<0.05);
grup icerisinde lokaliteler arasinda % 2.93 (p<0.05) ve lokaliteler igerisinde ise %
29.82 (p<0.05) olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu gruplamalarda da 1. grubu
olusturan ve birbirleri arasindaki gen akisi yiiksek olan Finike, Demre, Kas ve
Biikcegiz lokaliteleri dig grup olarak diger gruplardan belirgin bir sekilde
ayrilmaktadir (Bkz. Sekil 4.2). Grup 1 ve diger gruplar arasinda ise ¢ok diisiik
miktarda gen akisi bulunmaktadir. Gen akisinin azalmasinin sebebi olarak bu
lokalitelerin diger lokalitelerden cografik olarak izole olmasi ve aralarindaki uzun
kumsallarin bu tiirler i¢in bariyer teskil edecegi disiiniilmektedir. Coluzzi ve
Bullini (1971), calismalarinda 25 km.den daha fazla olan kumsallarin tiirlerin
farklilasmasinda rol aldigini belirtmektedirler.
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Bu nedenle, Grup 1’’i olusturan Finike, Demre, Kas ve Biikcegiz lokalitelerinin, bu
grup lokalitelerine en yakin konumda bulunan ve Grup 3’ olusturan Gocek,
Sarigerme, Marmaris ve Datca 2 lokalitelerinden Patara sahilleri ile ayrilmis
olabilecegi ongoriilmiistiir. Diger taraftan, mtDNA ND4 geni verilerine gore
olusan gruplama Oc. zammiti tiiriiniin cografik olarak dagilimini Grup 1 ve Grup 3
arasinda oldugu gibi desteklese de, cografik dagilima gore 6nemli buldugumuz
farkliliklar da ortaya ¢ikmistir. Bodrum, Candarli, Bozcaada ve Gokgeada olmak
iizere tek bir lokaliteden olusan dort ayr1 grup da vardir. Bu lokalitelerden Grup
4’1l olusturan Bozcaada ve Grup 2’yi olusturan Gokgeada lokalitelerinin ada
olmalar1 nedeniyle ayr1 gruplar olusturmasi ve izole populasyonlar olarak uzaklik
agacinda yer almalar1 beklenen bir sonugtur. Bununla birlikte, benzer sekilde Grup
6’y1 olusturan Bodrum ve Grup 5’i olusturan Candarli lokaliteleri de yakin
cografyada bulunan diger habitatlardan ayrilarak uzaklik agacinda ayri dallar
olusturmuslardir. Uzaklik agacinda 8 lokaliteyi i¢ine alan Grup 7, diger gruplara
gore oldukea biiyiik bir cografyayi kapsamistir. Bu durum da, cografik bariyerlerin
diginda Oc. zammiti tiirtiniin dagilim Oriintiisiinde antropojenik etkiler gibi bagka
diger faktorlerin de etkin olabilecegi 6ngoriisiinii olusturmaktadir. Aralarindaki
cografik uzakliga ragmen Grup 6’y1 olusturan Bodrum ve Grup 2’yi olusturan
Gokgeada arasindaki diigsiik Fst degeri ve paylasilan Hap6 haplotipi bu iki
populasyon arasinda gen akisinin devam ettiginin gostergesidir. Calisma
sonuglarimiza benzer sekilde, Bosio vd. (2005), Aedes aegypti ile yaptiklari
caligmalarinda uzaklikla izolasyonun olmamasina ragmen gen akisinin yiiksek
olmasinin sebebini pasif hareket olarak tanimlanan insan hareketlerine
baglamislardir.

Gergeklestirilen bu calisma ile elde edilen sonuglarin tamami Ochlerotatus
zammitii tiirii icin ilk kez elde edilmis verilerdir. Ozellikle de ND4 gen bolgesi i¢in
belirlenmis haplotipler literatiir agisindan yeni sonuglar olup, bu tiirlin zoocografik
dagilim Oriintiisii ve genetik ¢esitliligi agisindan 6nemli bir veri seti olusturmustur.
Diinyanin diger bdélgelerinde benzer aragtirmalar o6zellikle Aedes cinsi
kapsamindaki vektorel agidan onemli olan tiirlerle ilgili olarak yapilmistir ve
mtDNA ND4 ya da ND5 genleri dizi verilerine dayanan ¢alismalarla farkli tiirler
icin c¢aligmalarimizda oldugu gibi ¢ok sayida ND4 ya da ND5 geni haplotipi
belirlenmistir. Boylece, ¢calismalardan elde edilen verilerle arboviriis vektorliikleri
acisindan diinyanin en tehlikeli sivrisinekleri olarak kabul edilen Aedes aegypti
(Bosio, vd., 2005; Bracco vd., 2007; Junior ve Scarpassa, 2009), Aedes albopictus
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(Kambhampati ve Rai, 1991; Maia vd., 2009) tiirlerinin populasyon genetigine
dair 6nemli sonuglara ulasilmis ve bu tiirlerin kontroliinde dogru miicadele
stratejilerinin gelistirilmesine katki saglanmistir. Gergeklestirilen bu caligmada
elde edilen veriler ile de benzer sekilde iilkemizde vektorel agidan Onemli
olabilecek, antropofilik egilimi yiiksek olan Oc. zammiti tiiriine yonelik 6nemli
sonuglara ulagilmistir.
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