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Abstract

In this study, genetic diversity of Phlebotomus papatasi population was detected based on mitochondrial
DNA cytochrome c oxidase subunit I (mtDNA COI) gene sequences. Six haplotypes and six polymorphic
sites were detected in totally 17 individuals. The average haplotype diversity (h) and nucleotide diversity
(m) were calculated 0.893 and 0.0051 respectively. The result of Neutrality test as statistically was
insignificant (p>0.05). The results obtained by this study performed firstly for P. papatasi species.
Determined haplotypes for mtDNA COI gene region are new results for literature, in terms of genetic
diversity of this species is an important data set.
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Sanhurfa’da Yasayan Phlebotomus papatasi (Diptera:
Psychodidae) Populasyonunda Genetik Cesitliligin mtDNA
COI Gen Dizileri Kullamlarak Belirlenmesi

Ozet

Bu calismada, Phlebotomus papatasi populasyonunda mitokondriyal DNA sitokrom ¢ oksidaz altiinite I
(mtDNA COI) gen bélgesinin dizi analizlerine dayali genetik gesitlilik belirlenmistir. Toplam 17 6rnekte
alt1 degisken bolge ve alt1 haplotip tespit edilmistir. Ortalama haplotip (h) ve niikleotit gesitliligi ()
sirastyla 0.893 ve 0.0051 olarak hesaplanmigtir. Noétralite testi sonucunda tiim degerler istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur (p>0.05). Yapilan bu ¢alismadaki sonuglar P. papatasi tiirii igin ilk kez elde edilmis
verilerdir. mtDNA COI gen bolgesi icin belirlenen haplotipler literatiir agisindan yeni sonuglar olup, bu
tiiriin genetik ¢esitliligi agisindan énemli bir veri seti olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Phlebotomus papatasi, mtDNA COI, Leishmaniasis, Genetik ¢esitlilik

14| Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online) 'ILIISi'El
Vol 3, No.1, 2017

1. Giris

Phlebotomus’lar yakarca, tatarcik, yakagan, gibi yoresel isimlerle bilinmekte olup, giin batimi ile giin
dogumu arasinda insanlardan kan emerler (Atakan ve ark., 2010). Ergin bireyleri ortalama 3 mm
biiyiikliigiinde olan bu sineklerin bacaklari uzun, viicutlari tiiylii olup, geceleri aktif, giin boyu karanlik
ve nemli mikrohabitatlarda saklanirlar (Yaman ve ark. 2008). Erkek ve disi tatarciklar bitkilerdeki
sekerlerle beslenirler. Sadece disiler yumurtalarini gelistirebilmek i¢in insan ve hayvanlardan kan emer.
Basta leishmaniasis olmak tizere tatarcik hummasi gibi viral hastaliklara vektorlik eden Phlebotomus’lar
Tiirkiye, Iran, Irak, Afganistan, Pakistan, Tajikistan, Ozbekistan, Azerbaycan, Suudi Arabistan, ve
Urdiin’de dagilim gostermektedir (Yaghobi Ershadi, 2012). Tiirkiye’nin Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu,
Giineydogu Anadolu ve Bat1 Karadeniz bolgelerinde tatarciklarin 19 tiirii tespit edilmistir (Daldal ve ark.,
1989; Daldal ve ark., 1998; Volf ve ark., 2002; Yagc1 ve ark., 1998). Bu tiirler iginde P. papatasi ve P.
sergenti Sanliurfa’da dominant tiirler olarak belirlenmistir (Alptekin ve ark., 1999, Volf ve ark., 2002).
Bu tiirlerin ergin disileri Kutanéz Leishmaniasis (KL)’in kesin vektdrleri olduklari tespit edilmistir
(Alptekin ve ark., 1999; Pazarbasi ve ark., 2006; Svobodova ve ark.,2009; Volf ve ark.,2002). Bu
hastaligin  onlenebilmesi i¢in oncellikle bu vektorlerin  kontrol altma almmasi gereklidir.
Leishmaniasis’in kontrolii agisindan Phlebotomus’larin yayilislart ve popiilasyonlarin yapist biiyiik
onem tasimaktadir. Sanlurfa’da yasayan bu cinse ait tiirlerinin yayihislar1 Toprak ve Ozer (2005)
tarafindan ¢alisilmistir. Bu ¢alismada ise dominant tiirlerden biri olan P. papatasi’nin popiilasyon yapisi
mitochondrial DNA sitokrom c oksidaz alt tinite I (mtDNA COI) gen bolgesinin dizi analizlerine dayali
olarak belirlenmistir. MtDNA COI protein kodlayan bir olup, amplifikasyonu ve sekansinin kolay
olmasinin yani sira 6nemli bilgiler verdigi icin populaSyon genetigi calismalarinda bilyiik Slgiide
kullanilan bir markordiir (Near et al. 2003, Hu et al. 2008, Cardenas et al. 2009, Xu et al. 2011).

2. Materyal ve Metot

Caligmamizda materyal olarak kullandigimiz P. papatasi tiirine ait bireyler Sanliurfa ili merkezden
Eylil-Ekim 2016 tarihinde evlerden agiz aspiratorityle toplanmistir. Yakalanan ornekler % 90°lik etil
alkol igeren 1,5 ml mikrosantrifiij tiiplerine konulup DNA izolasyonu yapilana kadar +4 °C de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific)
kullanilarak izole edilen DNA o&rneklerinden 2 pl alinarak % 0.8’lik agaroz jelde SYBR Green
eklendikten sonra 120 Volt, 30 dakika elektroforezde yiiriitiilerek gériintiilenmistir.

2.1. Hedef mtDNA Bélgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

mtDNA COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi icin kullanilan primer Folmer (1994) calismasindan alinmis
olup sekanslar1 asagidaki gibidir.

LCO1490: 5-TGTAAAACGACGGCCAGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'

HC02198: 5'-CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3

PZR islemi BIO-RAD T100™ Thermal Cycler cihazi kullamlarak gerceklestirilmistir. PZR kosullari;
95°C’de 3 dakika ilk denatiirasyon, 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52°C’de 30 saniye baglanma ve
72°C’de 45 saniye uzama olmak iizere toplam 35 dongii gerceklestirilmis, son olarak érnekler 72°C’de
10 dakika tutularak sonlandirilmistir. PZR ile ¢ogaltma (amplifikasyon) reaksiyonlarinda kullanilan
DNA miktar1, kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve primerlerin baglanma sicakliklari gradient PZR
cihazinda optimize edilmistir. Bu bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi ise; toplamda 25 pl
olacak sekilde 13.9 ul dH,0, 1x PCR buffer, 2.5mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1 ul 0.5 mM primer (F+R),
0.1 ul Taq polimeraz ve 50 ng/pl template DNA seklindedir.

PZR isleminden sonra olusan iiriinleri kontrol etmek amaciyla % 2 agaroz jel kullanilmistir. SYBR
Green eklenen agaroz jel, 0.5x TBE (Tris/Borik asittEDTA Tamponu) soliisyonunun bulundugu tank
igerisine yerlestirilip 2 pul PZR iiriinleri kuyulara yiiklendikten sonra 100V elektrik akiminda 30 dakika
boyunca yiiriitiilerek ultraviyole (UV) 151k veren goriintiileme cihazinda gorintiillenmistir (Sekil 1). Elde
edilen PZR {irtinleri ticari bir firmaya gonderilerek 3500 XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
cihazinda dizi analizi yaptirilmastir.
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Sekil 1. PZR Uriinlerinin Gériintiisii (M: Marker; NG: Negatif Kontrol, b¢: Baz Cifti)

2.2. mtDNA COl Dizilerinin Analizi

Ticari firmadan tarafimiza gonderilen mtDNA dizileri ham verileri ChromasPro v 2.0.1 (Technelysium
Pty Ltd) programi kullanilarak degerlendirilip FASTA formatina déniistiiriilmiistiir. Elde edilen FASTA
formatindaki diziler BioEdit software version 7.2.5 programi kullanilarak tiim bireylerin dizileri
hizalanmustir.

Populasyonlar i¢in polimorfik bolge sayisi, haplotip sayisi, haplotip ve niikleotid ¢esitliligi, Tajima D
istatistikleri, DnaSP 5.10.01 (Rozas ve ark., 2003) programi kullanilarak belirlenmistir. Haplotipler
arasindaki filogenetik iliski ise Network version 5.0 programi ile belirlenmistir. Haplotipler arasindaki
genetik iligkileri gostermek amaciyla UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) yontemine gére MEGA 7 programinda gerceklestirilmis ve aga¢ olusturulmustur (Kumar ve
ark., 2016).

3. Arastirma Sonuclari

Sanlurfa merkezinden alman 17 P. papatasi 6rneginde ortalama 650 bg’lik mtDNA COI bolgesi dizi
analizi yapilmistir. Bu bolge Gen Bankasindaki JQ769142.1 numarali sekansla % 99 benzerlik
gostermektedir. Calistigimiz populasyonda bu gen bolgesi igin 6 degisken bolge ve 6 haplotip tespit
edilmistir. Bu bdlgeye ait niikleotit farkliliklar1 Tablo 1°de goriilmektedir.

Tablo 1. mtDNA COI bolgesine ait niikleotit farkliliklar1 ve haplotipler

1 2 4 4 4 4

1 6 2 6 9 9

4 1 9 5 5 8
Haplotip 1 G A G T G G
Haplotip 2 . G
Haplotip 3 A . A A A
Haplotip 4 . . A A A
Haplotip 5 A A
Haplotip 6 . . A C A A
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Bu haplotiplerden Haplotip 1’in gériilme oran1 0.375 iken diger tiim haplotiplerin orani 0.125 olarak
tespit edilmistir. Ortalama haplotip ¢esitliligi (h) 0.893 ve ortalama niikleotid ¢esitliligi (w) 0.0051,
nétralite testlerinden Tajima’s D degeri ise 0.51846 olarak hesaplanmustir.

H_t

Sekil 2. P. papatasi tiiriine ait mtDNA COI haplotiplerinin ag modeli (Median-Joining Network)

Sekil 2°de analiz edilen 17 P. papatasi 6rnegi igin olusturulan Median-Joining Network haplotip aginda,
toplam 6 haplotip belirlenmis olup, elde edilen goriintiide evrimsel bir bagi gosteren merkezi bir haplotip
(H1) varligin1 gostermektedir.

PHL1 T]Haplotip 1

PHL2 T]Haplotip 2

PHL17 JHaplotip 5

PHL3 ]Haplotip 3

PHL16 _|Haplotip 4

PHL19 [Haplotip 6

nnns3n nnnzn nnnin nnonn

Sekil 3. Haplotiplerin mtDNA COI Bolgesi Dizilerine Dayali Olarak Cizilen UPGMA dendrogrami

MEGA 7 programi kullanilarak elde edilen 6 haplotipin UPGMA dendrogrami Sekil 3’de gériilmektedir.
Median Joining Network haplotip aginda goriilen haplotip iliskisine benzer bir sonug ortaya ¢ikmustir.
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4. Tartisma

Kutandz Leishmaniasis (KL) diinya genelinde yaygin bir hastalik olup, Iran, Suudi Arabistan,
Afganistan, Cezayir, Brezilya, Peru, Suriye ve Tirkiye’de goriilmektedir (Atakan ve ark., 2010).
Ulkemizde ise Giineydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz Bélgesi’nde yaygin olup sark ¢ibani olarak bilinen
bu hastaliga ergin disi tatarciklar vektorlikk etmektedir. Leishmaniasis halk saghg: agisindan ciddi bir
hastalik olup onlenebilmesi igin vektor tatarciklarla savas zorunludur (Yaman, 2008).

Leishmaniasis’in kontroli acisindan Phlebotomus’larin yayiliglari, ekolojik durumlari, vektorlik ve
yasam ozellikleri gibi konularda yapilacak calismalar biiyiik 6nem tasimaktadir (Ozbel ve ark., 1995).
Bu tiirlerin yonetilmesi ve miicadelesi i¢in o tiiriin genetik gesitliligi ve populasyon yapisinin da bilinmesi
gerekmektedir. Ciinkii genetik yap1 ¢evre kosullarina dayanma kabiliyeti tizerinde etkilidir.

Caligmamizda Leishmaniasis hastaliginin ¢ok goriildiigii bir yer olan Sanliurfa’dan P. papatasi tiirii i¢in
genetik yapisinin tespiti igin mtDNA COI bdlgesine ait dizi analizi yapilmistir. Bu bolge igin 6 degisken
bolge ve 6 haplotip tespit edilmistir. Ortalama haplotip gesitliligi 0.893 ve ortalama niikleotid gesitliligi
0.0051, Tajima’s D degeri ise 0.51846 olarak hesaplanmistir. Benzer bir ¢alisma Ghavami (2017)
tarafindan Iran’da yapilmus olup P. papatasi tiiriine ait 18 birey kullanilmis ve mtDNA cyt-b gen bolgesi
sekanlanarak genetik cesitlilik tespit edilmistir. Ortalama haplotip cesitliligi (h) 0.893 ve ortalama
niikleotid cesitliligi () 0.0051 olarak hesaplanmistir. Noétralite testlerinden Tajima’s D degeri ise
(0.51846) pozitif deger almig ve istatistiksel olarak onemli gikmamigtir (p>0.05). Ghavami (2017)
calismasinda 5 haplotip ve 6 degisken bolge bulunmustur. Bu sonuglar caligmamizla uyum
gostermektedir. Her iki calismada da birey sayisi az olmasma ragmen haplotip sayis1 fazladir. Bu
calismada Medyan birlestirme ag1 (Median joining network) analizinde, H1 haplotipinin agin merkezinde
ve dominant oldugunu ayrica tiim haplotiplerin H1 haplotipinden olustugunu gérmekteyiz (Sekil 2).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar literatiir agisindan yeni sonuglar olup, Sanlurfa’da yasayan P.
papatasi tiriiniin genetik ¢esitliligi agisindan énemli bir veri seti olusturmustur.
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