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Oz

Bu calisma, mitokondriyal sitokrom € oksidaz alt birim I (COI) geni kullanilarak
Tirkiye’nin bazi bolgelerinden toplanan Paratanytarsus dissimilis’in (Diptera:
Chironomidae) genetik ¢esitliligini, popiilasyon yapisin1 ve demografik ge¢misini
incelemek i¢in tasarlanmigtir. Bu amagla, Tiirkiye’deki 7 popiilasyonu temsil eden
toplam 32 P. dissimilis larvasi toplanmis, sekanslanmis ve analiz edilmistir. Calisma
alaninda toplam 15 haplotip tespit edilmis ve bu haplotiplerin biri (H9) hari¢ hepsinin
tek popiilasyona 6zgii oldugu gozlenmistir. Toplam popiilasyon i¢in nispeten yiiksek
haplotip ¢esitliligi (h=0,95161) ve diisiik niikleotid c¢esitliligi (7z=0,04624)
bulunmugtur. Maksimum likelihood (ML) ve haplotip ag1 incelemeleri bu 7
popiilasyonun Dogu, Hatay ve Bat1 olmak iizere 3 gruba ayrilabilecegini gostermistir.
Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ve ikili Fst karsilagtirmalarinda, Tiirkiye’deki
P. dissimilis’in farkli diizeylerde yiiksek bir genetik yapilanma gosterdigi
belirlenmistir (p<0,01). Ayrica, gerceklestirilen nétralite testleri ve uyumsuzluk
dagilimi analizleri sonucunda hem ii¢ grubun hem de tiim popiilasyonun demografik
kararlilikta oldugu tespit edilmis ve bunlarda genislemeye veya bir darbogaza
yonelik nétraliteden herhangi bir sapma goriilmemistir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’deki
bazi P. dissimilis popiilasyonlarinin genetik c¢esitliligi, popiilasyon yapist ve
demografik gecmisi degerlendirilerek, tiirin yasam tarihi ve siirdiiriilebilirligi ile
ilgili giincel bilgilere katki sunulmustur. Ancak P. dissimilis’in popiilasyon
cesitliliginin ve demografik gegmisinin daha detayli bir sekilde anlasilabilmesi i¢in
daha fazla 6rnek, 6rnekleme alani ve molekiiler belirte¢ kullanarak gerceklestirilecek
yeni ¢alismalara ihtiyac vardir.
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Abstract

This study was designed to evaluate the genetic diversity, population structure, and
demographic history of Paratanytarsus dissimilis (Diptera: Chironomidae) sampled
from some regions of Turkey using the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit
I (COl) gene. For this purpose, a total of 32 P. dissimilis larvae representing 7
populations in Turkey were collected, sequenced, and analysed. Fifteen haplotypes
were identified in the study area, and it was observed that all of these haplotypes
except one haplotype (H9) were unique to a population. Relatively high haplotype
diversity (h=0.95161) and low nucleotide diversity (z=0.04624) were detected for
the overall population. Maximum likelihood (ML) and haplotype network analyses
suggested that these 7 populations could be divided into three groups as East, Hatay,
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and West. It was determined in analyses of molecular variance (AMOVA) and
pairwise Fsr comparisons that P. dissimilis in Turkey exhibited high genetic
structuring at several levels (p<0.01). Further, as a result of the performed neutrality
tests and mismatch distribution analyses, it was detected that both the three groups
and the overall population were demographically stable, and no deviations from
neutrality were observed for expansion or a bottleneck. In this study, the genetic
diversity, population structure, and demographic history of some P. dissimilis
populations in Turkey were evaluated, and a contribution was made to the current
knowledge on the life history and sustainability of the species. Nevertheless, further
studies using more samples, sampling sites, and molecular markers are needed to
better understand the population diversity and demographic history of P. dissimilis.

1. Giris

Molekiiler biyoloji ve biyoinformatikte 6zellikle
son  zamanlarda  gerceklesen  gelismeler
taksonomi, filogeni, evrim ve popiilasyon genetigi
gibi farkli alanlara 6nemli bilgiler saglamaktadir.
Popiilasyon genetigi calismalari ile tespit
edilmeye caligilan bir popiilasyonun genetik yapisi
esas olarak yasam oykiisii, cografi engeller, gen
akisi, secilim ve darbogazlar dahil olmak iizere
gesitli  faktorler tarafindan  sekillendirilen
popiilasyondaki toplam genetik ¢esitliligi ifade
etmektedir [1]. Genetik cesitlilik ve popiilasyon
yapisi c¢alismalari, bir tiirlin yasam Oykdileri,
demografisi, iiremesi ve ekolojisi hakkinda bilgi
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda uygun koruma
ve yoOnetim stratejilerinin uygulanmasi ve bir
poplilasyonun siirdiiriilebilirliginin  saglanmasi
i¢in olduke¢a kullanighdir [2].

Bocekler diinyadaki en ¢esitli hayvan
grubu olarak bilinir [3]. Suda yasayan bocekler
arasinda, Chironomidae familyasi (Diptera), tatl
su ekosistemlerinde en bol bulunan ve en fazla tiir
cesitliligine sahip bocek grubudur [4]. Halk
arasinda i1sirmayan tatarciklar olarak adlandirilan
chironomidler neredeyse her tiirli tathh su
ortaminda bulunur [4]. Bir¢ok chironomid tiirii
zorlu ¢evre kosullarina karsi genis bir tolerans
gosterirken, bu familyanin bazi tiirlerinin ise
cevresel faktorlere karsi oldukca hassas oldugu
bilinmektedir [5], [6]. Chironomid larvalari,
baliklar ve diger sucul organizmalar i¢in baslica
besin kaynaklarindan biri olmasi nedeniyle sucul
besin zincirinde dnemli bir konuma sahiptir [4].
Bu larvalar, sucul ortamlardaki varliklari,
bolluklari, gelisim durumlar1 ve bazi kosullarda
ortamdan yok olmalart ile sucul ortamin su kalitesi
ve kirliligi hakkinda bilgiler veren biyoindikator
organizmalar olarak oldukg¢a 6nemlidir [5]. Birgok
kirleticiye kars1 hassas olan chironomidlerin ¢ok
kisa bir yasam dongiisii vardir ve laboratuvar
ortaminda yetistirilmeleri olduk¢a kolaydir.
Chironomidler bu ekolojik uygunluklari nedeniyle
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kimyasallarin toksisitelerinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [7]. Ayrica taksonomik olarak
Orthocladiinae ve Chironominae gibi ¢esitli alt
familyalara ait farkli cinsler igerisinde
siiflandirilmalart [8] biyogesitliligin biiyiik bir
parcast olan chironomidleri filogenetik ve
biyocografik c¢aligmalar icin degerli kaynaklar
haline getirmektedir.

Chironominae alt familyasindaki {i¢
tribiisten biri olan Tanytarsini, Paratanytarsus
cinsi de dahil olmak iizere tanimlanmig yaklagik
30 cins ve 400°den fazla tir igerir [9].
Paratanytarsus cinsi Afrotropikal ve Antarktik
haricinde biitiin biyocografik bolgelerde tespit
edilmistir [10] ve bazi Paratanytarsus tiirleri
kentsel lentik ortamlarda olduk¢a yaygin olarak
bulunur [11]. Bu cinsin tiirlerinden biri de
Paratanytarsus  dissimilis’tir  ve {ilkemizde
Akdeniz, Karadeniz ve Dogu Anadolu
Bolgesi’nden kaydi bulunmaktadir [12]. Bu tiir ile
ilgili diinya genelinde yapilan calismalar
genellikle tiiriin biyolojik istekleri ve yasam
dongiisii ile taksonomik ozelliklerinin
belirlenmesi, DNA barkodlama ve filogeni
temellidir [13]-[15]. Durum Tirkiye i¢in de
aynidir [12], [16].

Gergeklestirilen detayli literatiir taramast,
ekonomik ve cevresel agilardan Onemli bir
chironomid tiirii olan P. dissimilis’in popiilasyon
yapisinin ne Tiirkiye ne de baska bir iilkede
incelenmis  oldugunu  gostermistir.  Nitekim
Tiirkiye, ti¢ kita ve li¢ deniz arasindaki benzersiz
konumu, sahip oldugu ¢esitli jeolojik olusumlari
ile farkli iklim, ekolojik kosul ve habitat tipleri
icermesi sebebiyle biyolojik cesitlilik agisindan
olaganiistii zengin bir iilkedir [17]. Bu calisma,
birgok omurgali ve omurgasiz tiiriiniin genetik
cesitliligi ve popiilasyonlarin genetik yapisinin
belirlenmesinde etkili bir molekiiler belirteg
olmas1 nedeniyle popiilasyon genetigi
caligsmalarinda sikga tercih edilen mitokondriyal
sitokrom c oksidaz alt birim | (COI) [18]-[21]
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kullanilarak Tiirkiye’deki bazi P. dissimilis
popiilasyonlarmin ~ genetik  g¢esitliligi  ve
poplilasyon yapisinin arastirtlmasi  amaciyla
gergeklestirilmigtir.  Calismada elde  edilen
sonuclarin bu alandaki bilimsel boslugu
dolduracag1 ve gelecekte yapilacak g¢aligmalara
151k tutacag diigiiniilmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Teshisi
Tirkiye’nin farkli sehirlerindeki lentik tatli su
ekosistemlerinden 500 pm delik c¢apma sahip

siizgecler kullanilarak chironomid larvalar
toplanmistir. Toplanan her bir larva %96’lik etil

alkol igeren eppendorf tiiplere tek bagina
konularak laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvarda tiim chironomid larvalarinin

morfolojik 6zellikleri Olympus SZ51 marka stereo
mikroskopta incelenmis, larvalarin  kafalar
ayrilarak kalici preparat haline getirildikten sonra
kafa kapsiilleri Olympus CX31 marka mikroskop
altinda incelenerek toplanan larvalarin tiir
seviyesine kadar teshisleri yapilmistir [16].
Larvalarin viicutlar1 ise kafa kapsiilleri ile ayn1 kod
verilerek etiketlenmis ve %96°1ik etil alkol i¢eren
eppendorf tiiplere alinarak total DNA izolasyonu
icin -20 °C’de saklanmustir. Tiir teshisinden sonra
Tiirkiye’nin 7 farkli sehrinden (Sekil 1) 32 P.
dissimilis larvasi toplandigi goriilmiis ve her bir
sehir bir popiilasyon olarak kabul edilmek
suretiyle 7 popiilasyonu temsil eden toplam 32 P.
dissimilis 6rnegi ¢alismaya dahil edilmistir.

2.2. DNA izolasyonu, PCR ve Sekans Analizi

Toplanan o&rneklerden total DNA, Hillis ve
Morritz’in [22] protokoliinde kiiciik degisiklikler

yapilarak  izole edilmistir.  Izole edilen
DNA’lardan COI gen boélgesinin 658 baz cifti
uzunlugundaki fragmanlari 911 (5'-

TTTCTACAAATCATAAAGATATTGG-3") ve
912 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3)

primer ¢ifti kullanilarak c¢ogaltilmistir [23]. Bu
primerler,  chironomidlerle  yapilan  baz1
caligmalarda [11, 16, 24] kullanilarak COI gen
bolgesinin basarili bir sekilde ¢ogaltilmasini
saglamasi sebebiyle secilmistir. Her bir PCR tiipii,
son hacim 25 ul olacak sekilde, 1x PCR tamponu,
1,5 mM MgCl, 300 uM dNTP, 0,4 uM her bir
primer, 5 U Taq polimeraz ve 6 uL kalip DNA
icermistir. PCR reaksiyonlari, 95 °C’de 5
dakikalik bir baglangi¢ denatiirasyon basamagi, 40
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amplifikasyon dongiisii (her bir dongii i¢in 94
°C’de 45 saniye, 53 °C’de 90 saniye ve 72 °C’de
2 dakika) ve 72 °C’de 6 dakikalik bir son uzama
basamaginin programlandigi bir PCR cihazinda
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri
%1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilenmis ve daha sonra PureLink Quick PCR
Purification Kit kullanilarak temizlenmistir.
Temizlenen PCR f{iriinleri yine 911 ve 912 primer
cifti kullanilarak Sanger sekanslama yontemi ile
ileri  ve geri olmak T{izere iki yoOnde
sekanslanmugtir.

2.3. Verilerin Analizi

Sekanslama sonundaki ileri ve geri okumalardan
ortak dizilerin elde edilmesi MEGA 6 [25],
hizalamasi ve diizenlemesi ise MEGA X [26] ile
Clustal W kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
islemler sonunda 7 popiilasyonu temsil eden
toplam 32 COI sekansi elde edilmistir. Hizalanan
sekanslarin  niikleotid  kompozisyonlart  ve
transisyon/ transversiyon oranlar ile popiilasyon
ici ve popllasyonlar arasi ortalama genetik
uzakliklar Kimura 2-parameter (K2P) modeli
kullanilarak yine MEGA X ile belirlenmistir.
Ayrica niikleotid doygunlugu, DAMBE programi
[27] ile genetik uzaklik degerlerine karst mutlak
transisyon ve transversiyon sayilar1 grafigi K80
modeli kullanilarak ¢izilmek suretiyle saptanmis
ve bu sekanslardan elde edilen filogenetik bilginin
kalitesi degerlendirilmistir.

Elde edilen sekanslarin filogenetik analizi
MEGA X ile neighbour-joining (NJ) metodu
kullanilarak gergeklestirilmis ve dal
giivenilirlikleri 10000 bootstrap ile
hesaplanmistir. NJ analizi icin dig grubun,
Tanytarsini tribiisii igerisinde yer alan ve
Paratanytarsus cinsiyle oldukea yakin iligkili olan
Tanytarsus ve Cladotanytarsus cinslerinden
sec¢ilmesine karar verildikten sonra GenBank’tan
alinan Tanytarsus arduennensis, Cladotanytarsus
sp. ve Cladotanytarsus atridorsum COI sekanslar1
(erisim  numaralart  swrasiyla  LC329303,
GU668057 ve JF870834), olusturulan NJ agacini
koklendirmek amactyla kullanilmistir. Veri setinin
icerdigi haplotipler, genetik cesitlilik indeksleri
[polimorfik bolgelerin  sayis1  (S), haplotip
cesitliligi (h), ortalama niikleotid farkliliklari
sayist (k) ve niikleotid ¢esitliligi (x)], genetik
farklilagsma seviyeleri (yst) ve ikili etkili gog
oranlari  (Nm) DnaSP  5.10  kullanilarak
belirlenmistir [28]. Ek olarak, tiim popiilasyon
ciftleri arasindaki genetik farklilasma katsayisini
tahmin etmek i¢in, ikili Fst degerleri Arlequin 3.5
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[29] ile K2P ikili wuzakliklar kullanilarak
hesaplanmis ve Fsr’nin 6nem derecesi, her ikili

33’
I

karsilagtirma i¢in 1000 permiitasyonla test
edilmistir.
39 42° 45°

Akdeniz

Karadeniz

100 200
km

Sekil 1. P. dissimilis 6rneklerinin toplandigi lokasyonlar ve ilgili popiilasyonlar ile Anadolu Diyagonali’nin sematik
olarak konumu (kahverengi)

Tespit edilen haplotipler arasindaki
genetik iliskileri test etmek i¢in raxmIGUI 1.0 ile
[30] maksimum likelihood (ML) analizi
GTR+GAMMA+I modeli kullanilarak yapilmis
ve dal giivenilirlikleri ise 10000 bootstrap ile
hesaplanmigtir., Bu analiz i¢in GenBank’tan
Tanytarsus arduennensis, Cladotanytarsus sp. ve
Cladotanytarsus atridorsum COI sekanslari
almmis (erisim numaralar1 sirasiyla LC329303,
GU668057 ve JF870834) ve olusturulan ML
agacini koklendirmek icin dis grup haplotip olarak
kullanilmigtir. Diger yandan haplotiplerin her
popiilasyondaki dagilimini ve bunlarin birbiri ile
iliskilerini gostermek i¢in, POPART 1.7 ile
aralarindaki ikili farkliliklara (e=0) dayali
haplotiplerin median-joining M) ag1
olusturulmustur [31]. ML agac1 ve haplotip aginin
onerdigi gruplar bazinda hiyerarsik popiilasyon
yapisint  (gruplar arasinda, gruplar igindeki
popiilasyonlar arasinda ve popiilasyonlar iginde)
analiz etmek icin, Arlequin 3.5 ile molekiiler
varyans analizi (AMOVA) gerceklestirilmis ve
elde edilen parametrelerin 6nem derecesi 1000
permiitasyonlu mesafe matrisi  kullanilarak
hesaplanmustir.

Tirkiye’deki P. dissimilis popiilasyonu
demografik ge¢misine ait c¢ikarimlar (Grnegin
popiilasyon genislemesi, darbogaz, popiilasyon
duraganligi gibi durumlar) yapabilmek amaciyla
her bir grup i¢in ayr1 ayri ve tiim Srneklerin birlikte
olusturdugu toplam popiilasyon icin ndtralite
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testleri (Tajima’s D ve Fu’s Fs istatistikleri) ve
uyumsuzluk (mismatch) dagilimi analizleri
[Harpending’s raggedness istatistigi (r) ve
varyasyon kareler toplami1 (SSD)] Arlequin 3.5 ile
gerceklestirilmistir. Demografik degisimler ayrica
DnaSP 5.10 kullanilarak sabit popiilasyon
biiytikliigii ve popiilasyon artisi-azalisi modelleri
altinda gerceklestirilen ikili uyumsuzluk dagilimi
analizi sonucu ¢izilen uyumsuzluk dagilimi
grafiklerinin incelenmesi ile degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Genetik Cesitlilik

Toplam 32 bireye ait COI gen bolgesi sekansi elde
edilmistir. 658 baz ¢ifti uzunlugundaki bu
sekanslarin 64 tanesi parsimonik olarak bilgi
verici olmak {izere 65 polimorfik bolge igerdigi
tespit edilmistir. Ortalama baz yiizdeleri su sekilde
bulunmustur: %29,54 A, %40,09 T, %15,24 C ve
%15,14 G. Bu durum giiclii bir AT sapmasini
(%69,63) gostermektedir.
Transisyon/transversiyon oranimin piirinler icin
ki=14,115, pirimidinler i¢in ise k»=5,569 oldugu
belirlenirken, toplam transisyon/transversiyon
orani R=4,918 olarak hesaplanmigti. DAMBE
analiz sonuglart hem transisyonlarn hem de
transversiyonlarin artan genetik uzaklikla arttigini,
analiz edilen COI sekanslarimin &nemli bir
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satiirasyona ugramadigini ve bu sebeple de sonraki
analizlerde kullanilabilir oldugunu gdstermistir.
Sekanslarin NJ analizinde (Sekil 2)
bireylerin oldukca yiiksek bootstrap degerine
sahip bir nod ile 2 farkli klada ayrildiklari, birinci
kladin Ardahan, Elazig ve Hatay
popiilasyonlarindan toplanan orneklerden
olustugu (%100 bootstrap degeri), ikinci kladin ise
Konya, Isparta, Antalya ve Samsun popiilasyonu
orneklerinden olustugu (%100 bootstrap degeri)
gorilmistir. Sekil 1’den de goriilebilecegi gibi,
birinci klad Anadolu Diyagonali’nin dogusuna,
ikinci klad ise batisina tekabiil etmektedir. Diger
yandan birinci klad icerisinde Hatay popiilasyonu
ornekleri %99 bootstrap degeri ile Elazig ve
Ardahan popiilasyonu drneklerinden ayrilarak bir
arada kiimelenmistir. Daha sonra DnaSP ile 32
bireyin COI sekanslarindan toplam 15 haplotip
tespit edilmis ve bu haplotiplerin biri (H9) harig¢

hepsinin tek  popiilasyona
gozlenmistir (Tablo 1).
Calisilan 7 popiilasyon icin genetik
cesitlilik verileri Tablo 2’de sunulmaktadir. Tiim
popiilasyonlar  birlikte  degerlendirildiginde
haplotip ¢esitliliginin oldukca yiiksek oldugu
goriilirken  (h=0,95161), ortalama niikleotid
farklihgr sayist (k) ve ortalama niikleotid
cesitliliginin (7) sirasiyla 30,42339 ve 0,04624
oldugu gozlenmistir. Popiilasyon bazinda en
yiiksek haplotip ¢esitliligi Elazig popiilasyonunda
(h=0,83333), en diisiik haplotip g¢esitliligi ise
Hatay popiilasyonunda (h=0,50000) izlenmistir.
Benzer sekilde, en yiiksek niikleotid farkliligi
sayist ~ ve  niikleotid  ¢esitliligi  Elazig
popiilasyonunda (k=1,16667; 7=0,00177)
bulunurken, en diisiik niikleotid farklilig1 sayis1 ve
niikleotid ¢esitliligi Hatay popiilasyonunda
(k=0,50000; 7=0,00076) gbzlenmistir.

O0zgli  oldugu

86 | Samsun-3
62| Samsun-4
Samsun-2
Samsun-1
57 || Antalya-1
Antalya-2
Antalya-3
6 Antalya-4
. Isparta-4
Isparta-5
Isparta-3
Isparta-1

Klad 2
(Diyagonalin Batisi)

100

100

Isparta-2
Konya-4
Konya-5
Konya-1
Konya-2
Konya-3

50

63~ Hatay-1

g9| Hatay-4

Hatay-3
Hatay-2

3

54 Elazig-1 S

100| 7| Elazig-2 i 8
Elaz13-3 - S

s* Elazig-4 g E
Ardahan-2 8,
Ardahan-3 -g\
Ardahan-1 Q_

57| Ardahan-4
51| Ardahan-5
95" Ardahan-6

_|

Tanytarsus arduennensis

Cladotanytarsus sp.

66

]

0.02

Cladotanytarsus atridorsum

Sekil 2. Tirkiye’ nin farkli illerinden toplanan P. dissimilis bireylerinin NJ agaci. Birey etiketleri toplandigi ili ve
Ornegin numarasini gosterecek sekilde olusturulmustur. Analizde agaglar1 kéklendirmek i¢in Tanytarsus arduennensis,
Cladotanytarsus sp. ve Cladotanytarsus atridorsum dis grup olarak kullanilmigtir. Nodlardaki rakamlar bootstrap
degerlerini belirtmektedir. %50°den kii¢iik degerler gosterilmemistir.
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Tablo 1. Tiirkiye’deki P. dissimilis popiilasyonlarinin haplotip dagilimi

Haplotip

Popiilasyon

Toplam

Ardahan Hatay Elazig

Isparta

Konya Samsun Antalya

H1 3

H2 1

H3 2

H4 1

H5 3

H6 2
H7 1
H8 1
H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

2
2

NN NOWWORPRPPEPNWOWEPNPEP®

Ornek Sayisi 6 4 4

5

5 4 4

w
N

Tablo 2. Orneklenen P. dissimilis popiilasyonlarinin COI gen bélgesi icin genetik cesitlilik indeksleri

Popiilasyon N S H h k T

Ardahan 6 2 3 0,73333+0,155 0,93333 0,00142+0,00039
Hatay 4 1 2 0,50000+0,265 0,50000 0,00076=0,00040
Elazi1g 4 2 3 0,83333+0,222 1,16667 0,00177+0,00055
Isparta 5 1 2 0,60000+0,175 0,60000 0,00091+0,00027
Konya 5 1 2 0,60000+0,175 0,60000 0,00091+0,00027
Samsun 4 1 2 0,66667+0,204 0,66667 0,00101+0,00031
Antalya 4 1 2 0,66667+0,204 0,66667 0,00101+0,00031
Toplam 32 65 15 0,95161+0,015 30,42339 0,04624+0,00288

N: 6rnek sayisi, S: polimorfik bolge sayisi, H: haplotip sayisi, h: haplotip ¢esitliligi, k: ortalama niikleotid farklilig:

sayisi, 7: niikkleotid gesitliligi

Calisilan 7 popiilasyon i¢in
0,50000+0,265 ile 0,83333+0,222 arasinda
degisen kismen yiiksek sayilabilecek haplotip
cesitlilikleri ve 0,00076+0,00040 ile
0,00177+0,00055 arasinda degisen oldukga diisiik
niikleotid cesitlilikleri tespit edilmistir (Tablo 2).
Toplam haplotip ve niikleotid gesitlilik degerleri
ise sirasiyla 0,95161+0,015 ve 0,04624+0,00288
olarak bulunmustur. Tespit edilen bu haplotip ve
niikleotid  ¢esitliligi  degerleri  P.  dissimilis
popiilasyonlari i¢in rapor edilmis wverilerin
bulunmamasi sebebiyle baska c¢aligmalarin
degerleri ile kiyaslanamamaktadir. Ancak bu
degerlere gore Tiirkiye’deki P. dissimilis igin
kismen yiiksek haplotip ve diisiikk niikleotid
cesitliliklerinin s6z konusu oldugu ve bu durumun
da genetik heterojenitenin yani yiiksek bir tir i¢i
genetik cesitliligin gostergesi oldugu sdylenebilir.
Nitekim c¢alismada kullanilan 6rnek sayisinin
nispeten az olmasma ragmen 15 haplotip
belirlenmis olmasi da tiir igi genetik gesitliligin
yiiksek olduguna isaret etmektedir.
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3.2. Popiilasyon Yapisi

32 birey arasindaki genel ortalama genetik uzaklik
0,05240 olarak tespit edilmistir. En yiiksek
popiilasyon  i¢i  genetik  uzaklik  Elazig
popiilasyonunda (0,00178), en diisiik popiilasyon
ici genetik wuzaklik Hatay popiilasyonunda
(0,00076) saptanmustir (Tablo 3). Popiilasyonlar
aras1 genetik uzakliklar degerlendirildiginde
Samsun ve Hatay popiilasyonlarmin en fazla
farklilasan popiilasyonlar (0,10265), Konya ve
Isparta popiilasyonlarinin ise en az farklilagan
popiilasyonlar (0,00183) oldugu belirlenmistir
(Tablo 3). Toplamda 21 ikili popiilasyon
karsilagtirmasinin 19’unda anlamli Fsr degerleri
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 3). Genel Fsr degeri
0,98983 olarak hesaplanmistir  (p<0,0001).
Samsun ve Hatay popiilasyonlar1 en yiiksek ikili
farklilagsmay1 gosterirken (Fst=0,99840; p<0,05),
Konya ve Isparta popiilasyonlar1 en diisiik
farklilasmayi sergilemistir (Fst=0,50973; p>0,05).
Tiim bu degerlerde farkliliklarin gézlenmesi, s6z
konusu popiilasyonlar arasinda farkli cografi
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mesafeler ve fiziksel bariyerlerin bulunmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Tespit edilen 15 P. dissimilis COI
haplotipinin filogenetik iligskileri ML analizi ile
incelenmistir. Elde edilen ML agacinda yiiksek
bootstrap degerleri ile birbirinden ayrilan iki temel
klad belirlenmistir (Sekil 3). Birinci kladda
Anadolu Diyagonali’nin dogusundaki
popiilasyonlarin (Ardahan, Elazig ve Hatay)
haplotipleri (H1-H8) %100 bootstrap degeri ile
birlikte kiimelenirken, ikinci kladda Anadolu
Diyagonali’nin  batisindaki  popiilasyonlarin
(Isparta, Konya, Antalya ve Samsun) haplotipleri
(H9-H15) %100 bootstrap degeri ile birlikte yer
almistir. Birinci kladda yer alan haplotiplerden bir
poplilasyona 6zgii olanlarin monofiletik gruplar
olusturdugu goriilmiistiir. Ancak ikinci kladdaki
haplotiplerden sadece Samsun popiilasyonuna
ozgi olanlar (H12 ve H13) monofiletik grup
olusturmustur. Diger yandan ML agacinda Hatay
popiilasyonu haplotiplerinin %100 bootstrap
degeri ile Ardahan ve FElazig haplotiplerinden
ayrilarak birlikte kiimelendikleri dolayisiyla
birinci kladda iki temel soy hatt1 (Dogu ve Hatay
soy hatlar) bulundugu, ikinci kladin ise sadece
bat1 soy hattindan miitesekkil oldugu goriilmiistiir.

Haplotiplerin ML agacina benzer sekilde,
MJ yontemi ile olusturulan haplotip aginda da 3
ana haplotip grubu (soy hatti) olusmustur (Sekil
4). Bu gruplar Dogu haplotip grubu, Hatay
haplotip grubu ve Bati haplotip grubudur. H4 ve
HS5 haplotiplerinden olusan Hatay haplotip grubu
ile H1, H2, H3, H6, H7 ve H8 haplotiplerinden
olusan Dogu haplotip grubu arasinda en az 9
mutasyon basamagi, Dogu haplotip grubu ile H9-
H15 haplotiplerinden olusan Bati haplotip grubu
arasinda ise en az 52 mutasyon basamagi
bulundugu saptanmistir. Hatay grubundaki iki
haplotip aralarinda bulunan en az bir mutasyon
basamagiyla birbiri ile baglantilidir. Dogu grubu
icinde Ardahan’dan &rneklenen H3 haplotipinin
H1 ve H2 ile en az birer mutasyon basamagiyla
baglantili oldugu ve ayrica Hl ve H2’nin
orneklenmemis ara bir haplotip ile de en az birer
mutasyon basamagiyla baglantili oldugu tespit
edilmistir. Diger yandan H2 ve H3 haplotiplerinin
Elaz1g’dan Orneklenen sirasiyla H6 ve H7
haplotipleriyle aralarindaki en az dérder mutasyon
basamagiyla baglantili oldugu ve H7’nin de yine
Elaz1g’dan 6rneklenen HS ile en az bir mutasyon
basamagiyla baglantili oldugu goriilmiistiir. Bati
grubu i¢inde ise H9’un Isparta’dan 6rneklenmis
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HI10 ve Konya’dan Orneklenmis  HI1
haplotipleriyle en az birer mutasyon basamagiyla
ama Antalya’dan orneklenmis H15 ile en az iki

mutasyon  basamagiyla  baglantili  oldugu
gorlilmistiir.  Ayrica H15’in  Antalya’dan
orneklenmis HI14 ile, HI14’tin Samsun’dan

orneklenmis H12 ile, H12 nin de yine ayni yerden
orneklenmis H13 ile baglantili oldugu ve bu 4
haplotip arasinda en az birer mutasyon basamagi
bulundugu tespit edilmistir.

Hem MJ haplotip agi hem de ML
agacindan elde edilen verilere gore, calisilan
popiilasyonlar Dogu, Hatay ve Bati olmak iizere 3
gruba ayrilmistir. Grup ¢iftleri arasinda genetik
farklilasma derecesi ikili Fst degerleri vasitasiyla
degerlendirilmistir. ikili grup karsilastirmalarmin
tamaminda anlamli Fst degerleri bulunmustur
(p<0,0001). Bati-Hatay gruplar1 (Fsr=0,99289) ile
Bati-Dogu gruplar1 (Fst=0,99002) en yiiksek ikili
farklilasmay1 gosterirken, Dogu-Hatay gruplari
(Fst=0,84027) en diisiik farklilasmay1
sergilemistir. Ayrica ikili grup incelemeleri ile yst
ve Nm degerleri elde edilerek grup ciftleri
arasindaki genetik farklilasma ve gen akisi
degerlendirilmistir. Ortalama yst ve ilgili Ny
degerleri sirasiyla 0,92176 ve 0,02 olarak
bulunmustur. Bu degerler olduk¢a yiiksek bir
farklilasma ve oldukea diisiik bir gen akisina isaret
etmektedir. Bati ile Dogu gruplar1 arasinda ve Bati
ile Hatay gruplari arasinda yiiksek genetik
farklilasma ve disiik gen akisi (Bati-Dogu:
vst=0,90357 ve N»=0,03; Bati-Hatay: yst=0,89157
ve Nm=0,03) belirlenirken, Dogu ve Hatay gruplar1
arasinda ise nispeten daha diisikk bir genetik
farklilasma ve daha yiiksek bir gen akisi (Dogu-
Hatay: vst=0,65557 ve Nmn=0,13) saptanmustir.
Incelenen P. dissimilis popiilasyonlarinin COI gen
bolgesinde gozlenen varyasyonun dagilimim
belirlemek i¢in uygulanan AMOVA ile, her ii¢
diizey i¢in (gruplar arasinda, gruplar i¢i
popiilasyonlar arasinda ve popiilasyonlar iginde)
istatistiksel olarak 6nemli genetik varyasyon tespit
edilmistir (Tablo 4). Buna gore gruplar arasindaki
varyasyon payr %98,54 (p<0,01), gruplar igi
popiilasyonlar arasindaki varyasyon payi %]1,18
(p<0,0001) ve popiilasyon igindeki varyasyon pay1
%0,27 (p<0,0001) olarak belirlenmistir. Analiz
sonucu her li¢ diizeyde de yiiksek bir genetik
yapilanma oldugunu gostermistir.
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Tablo 3. Popiilasyon i¢i ortalama genetik uzakliklar (diyagonal, koyu yazilmig), popiilasyonlar arasi ortalama genetik
uzakliklar (diyagonalin alt1) ve popiilasyon giftleri arasindaki Fst degerleri (diyagonalin iistii)

Ardahan Hatay Elaz1g Isparta Konya Samsun Antalya
Ardahan 0,00142 0,95914***  0,82375***  (0,99736*** 0,99713*** (,99729* 0,99709%***
Hatay 0,02037 0,00076 0,94176**  0,99831* 0,99816* 0,99840* 0,99828*
Elazig 0,00808 0,01646 0,00178 0,99738***  0,99715**  0,99724* 0,99705*
Isparta 0,09515 0,09888 0,09794 0,00091 0,50973 0,85015**  0,80686***
Konya 0,09272 0,09643 0,09549 0,00183 0,00091 0,88971***  0,80686**
Samsun 0,09683 0,10265 0,09963 0,00599 0,00785 0,00102 0,68007
Antalya 0,09480 0,10058 0,09758 0,00475 0,00475 0,00306 0,00102

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,0001

H1 (Ardahan)

8 5
H3 (Ardahan) a
62| " H2 (Ardahan) Soy Hatti 1 §
H6 (Elazig) (Dogu) =
. o
100 0 H7 (Elazi§) ™ g
H8 (Elazig) 1 <Du)
100 4[ H4 (Hatay) [ Soy Hatti 2 =
LS ety L (Helay) 1=
|H11 (Konya) T T =
| H9 (Isparta, Konya) =
100 m
H10 (Isparta) N =
Soy Hatt 3 o =
H15 (Antalya) (Bati) & T
¥
53| H14 (Antalya) g
5o/l H12 (Samsun) _g
70~ H13 (Samsun) i =3
TaH
o C.a.H
68 C.s.H
—_
0.050

Sekil 3. P. dissimilis COI haplotiplerinin ML agac1. T. a. H, C. a. H ve C. s. H dis grup olarak kullanilan sirasiyla
Tanytarsus arduennensis, Cladotanytarsus atridorsum ve Cladotanytarsus sp.’nin haplotipleridir. Nodlardaki
rakamlar bootstrap degerlerini belirtmektedir. %50’den kiigiik degerler gdsterilmemistir.

Tablo 4. Calisilan P. dissimilis popiilasyonlarinin molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglari

Varyasyonun kaynagi Serbestlik  Kareler Varyans Varyans  Fiksasyon p degeri
derecesi toplami bilegenleri yiizdesi indeksi

Gruplar arasinda 2 2517,976 137,11287 Va 98,54 Fcr=0,98544 0,00978

Gruplar i¢i popiilasyonlar arasinda 4 31,511 1,64336 Vb 1,18 Fsc=0,81134 0,00000

Popiilasyonlar i¢inde 25 9,553 0,38213 Vc 0,27 Fsr=0,99725 0,00000

Toplam 31 2559,040 139,13836
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__________________________

H10

H13 Batr Grubu

H4

Dogu Grubu

@ Konya
@ Antalya
@ Samsun
O Ardahan
@ Hatay
@ Isparta
@ Elazig

Sekil 4. P. dissimilis popiilasyonlarinda tespit edilen 15 COI haplotipinin MJ ag1. Her bir daire bir haplotipi, her bir
daire rengi bir popiilasyonu gosterirken dairenin boyutu haplotipin goriildiigii 6rnek sayist ile orantilidir.

Fst degeri, popiilasyonlar arasindaki
genetik farklilagmanin  6nemli bir gostergesi
olarak bilinmektedir [32]. Bu galigmada 21 ikili
karsilagtirmanin 19’u i¢in saptanan istatistiksel
acidan onemli Fsr degerleri (Fsr>0,25; p<0,05)
(Tablo 3) bu popiilasyonlar arasinda gok biiyiik
farklilasmalar oldugunu gostermektedir. Ozellikle
lentik ekosistemlerde, P. dissimilis’in yumurta,
larva, pupa ve ergin yasam evrelerinde yayilma
potansiyeli, kisa Omiirleri ve iireme biyolojileri
nedeniyle son derece diisiiktiir [6]. Bu gercek goz
oniline alindiginda, bu popiilasyonlarin gosterdigi
onemli 6lgiide biiyiik ikili farklilagmalar, cografi
izolasyon faktorleri olarak aralarindaki mesafe ve
fiziksel bariyerlerden kaynaklaniyor olabilir.
Ayrica, hesaplanan ortalama yst degeri (0,92176)
P. dissimilis poptilasyonlarinin  birbirinden
farklilastigin1i  ve genel Nm degeri (0,02)
muhtemelen cografi izolasyon faktorleri nedeniyle
popiilasyonlar arasinda sinirli genetik baglanti
oldugunu gostermektedir. Ancak Isparta ile Konya
ve Samsun ile Antalya popiilasyonlar1 arasindaki
ikili karsilastirmalardan elde edilen istatistiksel
acidan anlamsiz Fst degerleri, bir grup icerisinde
yer alan popiilasyonlarin birbirleriyle diger
gruplardaki popiilasyonlarla oldugundan daha
yakin iliskili olduklarin1 gdstermektedir. Bu
popiilasyon giftlerinden aralarinda nispeten biiyiik
bir cografi mesafe bulunan Samsun ve Antalya

popiilasyonlar1  arasindaki  diisik  genetik
farklilasma  (Fs1=0,68007; p>0,05), cografi
mesafenin Tiirkiye’deki P. dissimilis
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popiilasyonlarinin genetik yapisi tizerinde etkili
olan tek faktor olmayabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle, bu tiiriin
popiilasyonlar1 arasinda genetik cesitlilie neden
olan ve popiilasyon yapisini belirleyen potansiyel
faktorlerin detayl: bir sekilde aragtirilmasi yerinde
olacaktir.

Haplotiplerin ML agaci (Sekil 3) ve MJ
agt  (Sekil 4), c¢alismada  Orneklenmis
popiilasyonlarin 3 ayri soy hattina ayrildigini agik
bir sekilde gostermektedir. AMOVA analizi farkli
hiyerarsik diizeylerde istatistiksel a¢idan anlamli
molekiiler varyasyonlar belirlemistir (p<0,01)
(Tablo 4). Ayrica soy hatlar karsilagtirmalarindan
elde edilen farkli yst ve Nm degerleri, soy hatlar
arasinda farkli genetik farklilagma ve gen akisi
seviyelerine isaret etmektedir. Bu sonuglardan
hareketle, Turkiye’deki P. dissimilis’in farkli
diizeylerde yiiksek genetik yapilanma sergiledigi
sOylenebilir. Bu yiiksek genetik yapilanmada
fiziksel bariyerler ve mesafeler gibi cografi
izolasyon faktorlerinin etkisi yadsinamaz. Bu
baglamda, Tiirkiye’nin giineydogu kismindan
(Hatay) baslayarak kuzeye dogru (Rize) ilerleyen
dag silsilelerinden olusan ve genetik cesitliligin
dagilimim belirleyen 6nemli faktdrlerden biri olan
Anadolu Diyagonali’nin [33], [34], Tirkiye’deki
P. dissimilis’in popiilasyon yapisi ve soy
hatlarinin  dagilisi iizerinde de etkili oldugu
diistintilebilir.
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3.3. Demografik Gecmis

Gruplar (soy hatlar1) bazinda bir degerlendirmede,
Tajima’s D istatistigi sadece Hatay grubu igin
negatif deger tespit ederken (p>0,05), Fu’s Fs
istatistigi ise Dogu ve Bati1 gruplari i¢in negatif
degerler bulmustur (p>0,02) (Tablo 5). Diger
yandan, her bir grup i¢in hem r hem de SSD
degerlerinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
saptanmistir  (p>0,05). Ayrica hem sabit
popiilasyon biiyiikliigii modeli hem de popiilasyon
artisi-azalis1 modeli altinda yapilan uyumsuzluk
dagilimi analizinde tim gruplarin uyumsuzluk

dagilimi grafikleri ¢ok doruklu (multimodal) bir
sekil gostermistir. Tim  Ornekler birlikte
degerlendirildiginde ise hem nétralite testlerinde

hem de uyumsuzluk dagilimi analizlerinde
istatistiksel acidan anlamsiz degerler elde
edilmistir (Tablo 5). Tim ornekler igin

uyumsuzluk dagilimi grafigi de tipki gruplar i¢in
oldugu gibi ¢ok doruklu bir sekil sergilemistir
(Sekil 5). Bu sonuglar hem 6rneklenmis ii¢ grubun
hem de tiim popiilasyonun demografik kararlilikta
oldugunu ve bunlarda genislemeye veya giiclii bir
darbogaza yonelik nétraliteden herhangi bir sapma
goriilmedigini gostermektedir.

Tablo 5. Belirlenen P. dissimilis gruplarinin (soy hatlarinin) nétralite testleri ve uyumsuzluk dagilimi analizi sonuglari

Grup Notralite testleri* Uyumsuzluk dagilimi analizleri*
Tajima’s D Fu’s Fs r SSD

Grup 1 (Dogu) 1,35618 -0,61232 0,12296 0,06915
(p=0,93800) (p=0,33900) (p=0,67400) (p=0,12700)

Grup 2 (Hatay) -0,61237 0,17185 0,25000 0,02196
(p=0,35700) (p=0,35300) (p=1,00000) (p=0,19200)

Grup 3 (Bati) 1,46931 -0,74053 0,03443 0,00737
(p=0,92100) (p=0,33000) (p=0,54600) (p=0,42800)

Toplam 3,30134 6,57999 0,01634 0,03518
(p=1,00000) (p=0,97900) (p=0,93600) (p=0,18100)

*r: Harpending’s raggedness istatistigi, SSD: varyasyon kareler toplamu, p: istatistiklerde elde edilen 6nem dereceleri.
Her bir test i¢in p degeri parantez i¢inde gosterilmektedir.

---&---- Gozlenen Q
0,12 1 Beklenen (sabit populasyon biyliklugu modeli altinda) e
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Sekil 5. Ttim veri setini igeren toplam P. dissimilis popiilasyonunun (N=32) uyumsuzluk dagilimi grafigi

4. Sonug¢ ve Oneriler

Bu caligma ile Tiirkiye’deki P. dissimilis genetik
cesitliligi ve popiilasyon yapisi ilk defa incelenmis
ve mitokondriyal COI gen bdlgesinin bu tiiriin
popiilasyon genetigi ¢aligmalari i¢in kullanislt bir
molekiiler belirte¢ olarak goriilebilecegine iligkin
giiclii kanitlar ortaya ¢ikarilmistir. Sonug olarak
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Tiirkiye’deki bazi P. dissimilis popiilasyonlarinda
genetik heterojeniteye isaret eden kismen yiiksek
haplotip ve disik niikleotid ¢esitlilikleri
bulundugu, bu popiilasyonlarin farkli diizeylerde
(gruplar arasinda, gruplar i¢i popiilasyonlar
arasinda ve popiilasyonlar iginde) yiiksek bir
genetik yapilanma gosterdigi ve demografik
kararlilikta oldugu belirlenmistir. Orneklenen P.
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dissimilis popiilasyonlarinin farkli diizeylerde
gosterdigi yliksek genetik yapilanma,
popiilasyonlar ve soy hatlarinin birbirlerinden
farklilagmas1 ve aralarindaki genetik baglanti
iizerinde cografi mesafenin ve fiziksel bariyerlerin
etkili bir roliiniin olabilecegini diislindiirmektedir.
Bati ile Dogu soy hatlar arasinda ve Bati ile Hatay
soy hatlar arasinda tespit edilen yiiksek genetik
farklilasma ve diisiik gen akist 6zellikle Anadolu
Diyagonali’nin bu soy hatlar1 arasindaki gen
akigini sinirlandirarak birbirlerinden
farklilasmalarma yol agmis olabilecegine isaret
etmektedir.  Chironomidlerin  ekonomik ve
cevresel acilardan 6nemi ve P. dissimilis’in
genetik ¢esitliligi ve popiilasyon yapist ile ilgili
literatiirdeki bosluk g6z Oniine alindiginda, bu
calisgmanin Tirkiye’deki P. dissimilis genetik

Kaynaklar

cesitliligi, popiilasyon yapis1 ve demografik
gecmisine iliskin ¢ok degerli bilgiler sagladig:
aciktir. Ancak yine de daha fazla oOrnekleme
alanindan (hem Tiirkiye’den hem de tiiriin
yayilisinin oldugu bagka yerlerden) toplanan daha
fazla Ornek ile daha fazla molekiiler belirteg
(mitokondriyal ve/veya niikleer) kullanarak
gergeklestirilecek yeni calismalarin  yapilmasi
yararli olacaktir. Boylece P. dissimilis’in genetik
cesitliligi ve popililasyon yapist daha iyi
anlagilabilir ve tirlin bu bdlgedeki tarihsel
demografisi detayli olarak incelenmis olur.

Arastirma ve Yaymn Etigi Beyam

Yapilan calismada arastirma ve yayin etigine
uyulmustur.
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