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OZET

TURKIYE’DE DAGILIM GOSTEREN Hyalomma marginatum KOCH,
1844°UN POPULASYON YAPISINA YONELIK ARASTIRMALAR

Olcay HEKIMOGLU
Doktora, Biyoloji Bolumu
Tez Damismani: Prof. Dr. Ayse Nurdan OZER

Eylul 2016, X+93 Sayfa

Keneler eklembacaklilar icerisinde en fazla hastalik etkeni tagiyan vektor organizmalardir.
Hyalomma marginatum Koch, 1844, Giiney Avrupa, Anadolu, Arabistan, Orta, Bati ve
Gilineydogu Asya ve Afrika’da yayilim gosteren bir kene tiirii olup, Kirim Kongo kanamali
atesi hastalifinin bilinen vektoriidiir. Bu hastalik iilkemizde de halk sagligimni ciddi
derecede tehdit etmesine ragmen, vektérii H. marginatum’un populasyon genetigine
yonelik bir caligma simdiye kadar yapilmamistir. Tirkiye’deki H. marginatum’un
populasyonlar1 arasinda genetik farkliliklarin olup olmadiginin arastirildigi bu ¢alismada,
Tirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde toplam 70 lokalitede Ornekleme
yapilmistir. Akdeniz, Giineydogu Anadolu ve KKTC lokalitelerinde H. marginatum
bulunamamuistir. Populasyon farkliliklarii karsilastirmak tizere, H. marginatum tard igin
ilk defa 7 mikrosatellit primer dizayn edilmis ve bu primerler 2015 yilinda 6rneklenen 10
populasyona ait bireylerde test edilmistir. FSTAT programi kullanilarak yapilan analizler,
lokus basina alel sayisinin 2 ile 16 arasinda degismekte oldugunu gostermektedir. Yedi
lokusun altisinda Ho degerleri (ortalama 0.76), He degerlerinden daha yiiksektir.
Kendilesme katsayisinin (Fis), -0.143 ile -0.65 arasindaki degerleri populasyonda
heterozigot fazlaligina isaret etmektedir. Bu da populasyonlardaki ¢esitliligin artisinda

kuslarla Afrika’dan tasman H. marginatum bireylerinin etkili bir faktdr oldugunu



diistindiirmektedir. Populasyonlar1 karsilagtirmakta kullanilan Fst (Fiksasyon indeksi)
degeri, Corum populasyonunun en farkli populasyon oldugunu gdstermektedir.
STRUCTURE programi kullanilarak yapilan populasyon yap1 analizleri de, Tiirkiye’de H.
marginatum’un iki farkli grubu oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz veriler, Kirim
Kongo kanamali atesi hastaligimin iilkemizdeki dagilimi ile H. marginatum

populasyonlariin genetik yapisi arasinda bir iligkiye isaret etmemektedir.

Anahtar Kelimeler: Kene, Hyalomma marginatum, populasyon genetigi, Kirim Kongo

Kanamali Atesi, mikrosatellit



ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF THE POPULATION STRUCTURE OF
Hyalomma marginatum KOCH, 1844 DISTRIBUTED IN TURKEY
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Doctor of Philosophy, Department of Biology
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Ticks are known to be the most disease causing vector organisms amongst Arthropoda.
Hyalomma marginatum Koch, 1844, is distributed throughout South Europe, Anatolia,
Arabia, Middle-Western- Southeastern Asia and Africa and it is the known cause of
Crimean-Congo haemorrhagic fever. Although this disease is a serious public health
concern in Turkey, there is still limited information about population structure of H.
marginatum and the distribution of this species in our country. In this thesis study, the
genetic differences between H. marginatum populations were evaluated. Field studies were
conducted both in Turkey and Turkish Republic of Northern Cyprus at 70 different
localities. H. marginatum wasn’t recorded at Mediterranean region, Southeastern Anatolia

and Turkish Republic of Northern Cyprus localities.

In this study, 7 microsatellite primers were designed for the first time to evaluate the
genetic differences of H. marginatum populations. The primers were tested on the samples
of 10 different tick populations which were collected in 2015. FSTAT results showed that

allel per loci differs between 2 and 16. In the 6 loci, out of seven, observed heterozygosity



(Ho) value (mean= 0.76) is found to be higher than expected heterozygosity (He) value.
Inbreeding coefficient (Fis) differs between -0.143 and -0.65, which indicates heterozygote
excess in the population. Hyalomma marginatum specimens, which were transported via
migratory birds from Africa and might contribute to the observed diversity of H.
marginatum populations in Turkey. Fixation index (Fst) values showed that Corum
population is the most distinct population from the other populations in Turkey.
STRUCTURE analyses showed that H. marginatum has two different genetic groups in
Turkey. The data evaluated from this thesis demonstrated that the distribution of Crimean-
Congo haemorrhagic fever in Turkey and genetic structures of H. marginatum populations

are not correlated.

Key Words: Ticks, Hyalomma marginatum, population genetics, Crimean-Congo

haemorrhagic fever, microsatellite
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1. GIRIS

Vektor organizmalarin dolayisiyla tasidiklari hastaliklarin dagilimlari, insan hareketleri,
habitat kullanim aligkanliklarinin degisimi, iklimsel degisiklikler gibi nedenlerle farklilik
gostermektedir. Bir hastaligin epidemiyolojisini anlamak i¢in Oncellikle hastalig
bulastirmada etkili olan anahtar faktorleri, yani biyolojik cesitliligin bir parcasi olan
vektorleri ve bu vektorlerin populasyon dinamiklerini iyi analiz etmek gerekir.
Eklembacakli vektorlerle ilgili ilk goriisler, sadece bir tasiyici olduklar1 ve patojen
Uzerinde herhangi bir etkileri olmadig1 yoniindeydi. Ancak daha sonra yapilan aragtirmalar,
tam aksine, patojenlerin vektdr biyolojisini degistirebildigini ve vektor yeterliligi (patojeni
bulundurma ve onlar1 uygun konaklara aktarabilme yetenegi) lizerinde etkili oldugunu
gostermistir [1]. Eklembacaklilar igerisinde en fazla hastalik etkeni tasiyan vektorler ise

kene tarleridir.

Vektorlerin populasyon genetigi ¢alismalari; gegmisteki ve giincel gen akisi, tiirlerin
dagilimi, konak adaptasyonu gibi patojen spesifikligine ve kimyasal akarisidlere direnci
belirleyen evrimsel faktorlerin i¢ yiiziiniin anlasilmasini saglar. Ayrica, vektor ve patojen
populasyonlarinda goriilebilen lokal adaptasyonlar da, epidemiyoloji iizerine etkili olan bir
faktordlr. Zorunlu parazit ve vektor olarak keneler, konaklari iizerinde ve tasidiklar

patojenler lizerinde dogrudan etkiye sahiptir [2]-[7].

Populasyon genetigi calismalari, sadece ekolojik metotlar kullanilarak agiklanamayan pek
cok soruya cevap bulmada yardimci olmustur. Kenelerde genetik ¢esitliligin diizeyi hem
zamansal [8]-[10], hem de mekansal boyutta [11]-[14] arastirilmistir. Genetik ¢esitliligin
esey biash dagilimi [10],[15] ve bir kene tiirii igerisindeki konak spesifik soylarin
formasyonu da gosterilmistir [16]-[18]. Genetik olarak farkli olan populasyonlarin, farkli
vektoriyel kapasiteye sahip olmalari her zaman tartisma konusu olmustur. Cesitli
calismalarla bir kene populasyonu igerisindeki cografi varyasyonun; patojeni edinme,

stirdiirme ve transfer etme yetenegi lizerinde etkili oldugu gosterilmistir [19]-[23].



Populasyonlarda gerceklesen gen akisi, genetik akrabalik ve genetik siiriiklenme orani gibi
stireclerin arastiritlmasinda mikrosatellitler olduk¢a basarili sonuglar vermektedir [24].
Mikrosatellitler es-baskin kalitim 6zelligi gostermeleri [25], lokusa 6zgii olmalar1 [26],
genom icinde dizenli ve genis yayilim gostermeleri [27], yiiksek mutasyon oran1 [28] ve
genom hakkinda diger molekiiler belirteclere gore daha fazla bilgi vermeleri [25], yaninda,
polimeraz zincir reaksiyonuna dayali bir teknik olmasindan dolayr ¢ok tercih edilen ve
birgok tiirde kullanilan bir DNA belirtecidir. Mikrosatellitlerin belirli bir tir icerisinde
polimorfik olmalar1 ve temelde benzer olmalarma ragmen, bireyden bireye kiigiik
farkliliklar icermeleri, molekiiler genetik alaninda belirte¢ olarak kullanilmalarini uygun
hale getirmektedir. Ayrica kiigik populasyonlarda ve nesli tukenen turlerde bile, yiksek
derecede polimorfik olmalari, mikrosatellitlerin baslica iistiinliiklerinden biridir. Giivenilir
olmalar1 ve kisa zamanda sonug¢ alabilmesi de bu belirteclerin molekiiler genetik
calismalarda tercih edilme nedenleri arasinda gosterilebilir. Mikrosatellitler kenelerin

populasyon genetigi ¢alismalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir [29]-[35].

Arthropoda subesinin Metastigmata (=Ixodida) takiminda yer alan Hyalomma Koch, 1844
cinsi 20 tir icermektedir [36]. Bu cinsin 6nemli gruplarindan Hyalomma marginatum
kompleks, Giliney Avrupa, Arabistan, Anadolu, Orta, Giiney ve Gilineydogu Asya ve
Afrika’da yayilim gdstermektedir. Morfoloji, biyoloji ve davranig 6zellikleri géz Oniine
alinarak, bu taksonun 5 tiirden olustugu bildirilmistir [36, 37]. Bu kompleksin tyelerinden
H. marginatum, pek ¢ok hastalik etkeninin, &zellikle de Kirim Kongo kanamali atesi

viriisiiniin (KKKAV) tasinmasinda rol oynamaktadir

Kirnm Kongo Kanamali Atesi virlisii Bunyaviridae ailesi Nairovirus cinsine aittir ve
mortalite oran1 %3-30 arasinda seyreder [38]. Bu hastalik en yaygin cografi yayilima sahip
kene kokenli hastaliktir ve palearktikte Rusya’dan Yunanistan’a, Afrika’dan Sahara’nin
glineyine kadar uzanir [39]. Tirkiye’de Hyalomma cinsine ait kenelerin vektoriyel dnemi
2002 yil1 itibariyle KKKA vakalarinin goriilmeye baslamasiyla anlasilmistir [40]-[43]. Bu
hastalik iilkemizin i¢ ve kuzeydogu boélgelerinde halk sagligini tehdit eden ve can
kayiplarina neden olan en 6nemli hastaliklardan birisidir. T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine
gore, 2002-2015 yillar1 arasinda 9787 hastaya KKKA teshisi konmus, bu vakalarin 469’u

olim ile sonuglanmistir. Vakalar 6zellikle Tokat, Sivas, Corum, Yozgat ve Erzurum



illerinde gorilmektedir [43]- [45]. Hastalik Tiirkiye’de son yillarda bu denli etkili olmasina
ragmen, H. marginatum populasyonlarinin yapisi, tilkemizdeki dagilimi ve bu dagilimi
etkileyen faktorlerin analizine yonelik calismalar olduk¢a az sayidadir. Hyalomma
marginatum populasyonlar1 arasi iliskileri ve etkilesimleri ortaya koyan molekiiler bir

calisma yapilmamistir.

Bu tez calismasinin amaglar1 asagida belirtilmistir:

1) Hyalomma marginatum’un tiim dagilim alanlarindan 6rnekleme yaparak, tirln

Tiirkiye’deki dagilimina yonelik bir veri seti olusturmak,

2) Hyalomma marginatum’un genetik yapisini arastirmak ic¢in mikrosatellit belirteg

geligtirmek (primer dizayn etmek),

3) Bu mikrosatellit belirtecleri kullanarak H. marginatum populasyonlarini

karsilastirmak
Calismada asagidaki sorularin cevaplar arastirilmistir :

1) Hyalomma marginatum’un Tirkiye’deki dagilim alanlarinda, populasyonlar1 arasinda

genetik ¢esitlilik var midir?

2) Kirim Kongo Kanamali atesi vakalarinin yiiksek oldugu alanlardaki H. marginatum
populasyonlari ile diisiik oldugu alanlardaki H. marginatum populasyonlarinin genetik

yapilar birbirinden farkli midir?



2. GENEL BILGILER

2.1. Keneler

2.1.1. Kenelerin Siniflandirilmasi

Hayvanlar aleminin Artropoda subesi Arachnida sinifi, Acarina takiminda yer alan keneler,
biyolojik, morfolojik ve davramis farkliliklar1 goz Oniine alinarak (¢ aile icinde
incelenmektedir: Ixodidae (713 tir), Argasidae (185 tir), Nuttalliellidae (1 tir) [46]. Bu
eklembacaklilar tropik iklim bolgesinden subarktik bolgeye kadar yayilim gostermekle
birlikte, tiir ¢esitliligi tropikal ve subtropikal bolgelerde daha fazladir [2]. Memeli, kus,
siringen ve amfibilerden kan emebilir [47]. Argasidae keneleri Argas, Carios,
Ornithodoros ve Otobius olarak 4 cinsi kapsar. Ixodidae kenelerin en 6nemli cinsleri
Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Rhipicephalus ve
Boophilus’tur [48]. Son yillarda yapilan c¢aligmalar, Boophilus ve Rhipicephalus’un
filogenetik olarak yakin iliskili oldugunu ortaya koymus ve Boophilus’un 5 tiirii
Rhipicephalus’un alt cinsi olarak ifade edilmistir [48-50].

2.1.2. Kenelerin Yasam Dongiisii

Kenelerin yagsaminda 3 temel evre vardir. Evrelerin yasam siireleri, konak tercihleri, konak
sayilari, kan emme siireleri tiire 6zgii farkliliklar gostermektedir. Yumurtadan ¢ikan UG
bacakli larvalar kan emip gomlek degistirdikten sonra dort bacakli nimflere, nimfler de
tekrar kan emip gomlek degistirdikten sonra dort bacakli ergin disi ve erkek bireylere
doniistir. Disiler kan emip c¢iftlestikten sonra topraga diiser ve yumurta birakir. Yumurta
sayis1 tlire ve emilen kan miktarina gore 200-15.000 arasinda degisir. Ixodidlerde
yumurtlamadan sonra disiler oliir. Argasidlerde ise, yumurtladiktan sonra disiler 6lmez ve
her kan emmeden sonra disiler 5-10 giin i¢inde tiirlere gore degisen sayida, ortalama 12-70
yumurta birakir. Yumurta i¢inde larvanin gelisme siiresi ve daha sonraki yasam evrelerinin
geligme siireleri, tlire gére ve nem, sicaklik gibi dis faktorlere gore sekillenir. Yumurtadan
cikan ii¢ ¢ift bacakli larvalarin 7-22 gun igerisinde aktif hale gelip konak aramaya
basladiklar1 goriiliir. Argasidae tiirlerinde larva, nimf ve erginlerinde konaklarindan kan
emme, her gelisme donemi i¢in birka¢ defa oldugu halde, Ixodidae tiirlerinde her gelisme

donemi igin bir defadir [2], [51, 52].



Yasam dongiisiiniin toplam siiresi ve zamanlamasi tiirler arasinda degiskenlik gosterir.
Bazi tiirler 3 yasam evresini de bir yil icerisinde tamamlarlar. Ozellikle soguk iklimlerde
yasayan tiirler ise tiim yasam evrelerini 3 ya da 4 yilda tamamlarlar. Sicaklik, konak ile
birlikte yasam evresinin gelisimini diizenleyen en 6nemli faktordiir. Larva ve nimfler

genellikle 3-6 glin kan emerken, erginler 2 hafta stireyle kan emebilirler [53].

Kan emdikleri konak sayisina gore keneler 3 gruba ayrilir. Tek konakli keneler tiim gelisim
evrelerini tek bir konakta tamamlar. Boophilus cinsinin tiirleri bu gruptadir. Hyalomma ve
Rhipicephalus tiirlerinin biiyiik bir kismi iki konakli gelisim gosterir. Larva ve nimfler
kuslar ya da kemirgenleri konak olarak kullanirken, erginler beslenmek i¢in biiyiik
memelileri tercih eder. Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis, Amblyomma tirleri 3
konakl1 gelisme 6zelligi gosterir. Bu tiirler larva, nimf ve ergin donemlerinin her birinde
ayr1 bir konak kullanir. Sert keneler konaklarini bulduktan sonra 10 giine kadar kan

emebilirler. Bu periyot larvalar icin 2-3 giinken bazi ergin tiirlerde bir hafta siirer [47].

Kenelerde eseyli iireme goriliir, ancak baz1 Ixodidae tiirlerinde ayni zamanda
partenogenezle cogalma da goriiliir. Ciftlesme, Ixodidae tiirlerinde kan emme esnasinda

gerceklesir, Argasidae tiirlerinde ise kan emdikten sonra gergeklesir.

2.1.3. Kenelerde Vektorluk

Bir patojenin vektdrii olabilmesi icin kene tiirii; 1) Infekte omurgalilardan kan emmek
zorundadir 2) Kan emme silresince patojeni alir 3) Bir ya da daha ¢ok deri degistirme
periyodu boyunca patojeni muhafaza eder 4) Infekte olmamis konaklara patojeni transfer
eder [54]. Bir kenenin “vektdr” olmasi igin sadece niikleik asitin varliginin tespit edilmesi
ya da konaga “rezervuar” denilebilmesi icin sadece serolojik ¢alisma sonuglar1 yeterli
degildir. Kenede ya da bir konakta niikleik asitin tespiti onun sadece tasiyict oldugunu
gosterir. Konak serumunda antikorlarin bulunmasi da hayvanin patojene maruz kaldigim
gOsterir. Patojen transmisyonunun keneden konaga ya da konaktan keneye gegcisinin
gerceklesip gerceklesmedigi ancak laboratuvar galigmalariyla ortaya konabilir. Bu ifadeler
sayisal olarak da hesaplanabilir. Vektor kapasitesi, kenenin patojen tasima potansiyelinin
sayisal olarak ifade edilmesidir. Vektor yeterliligi ise sadece kenenin bir patojenin vektorii
olma yetisini tanimlar. Bu da kene vektdrler ve rezervuar konaklar arasindaki zamansal ve
mekansal Olgekte karsilasma olsa bile, bu iliskinin sonuglarnin biiyiik bir ¢esitlilik

gosterebilecegine isaret eder.



Keneler tarafindan tasinan etkenler arasinda bakteriyel (Tularemi, Lyme), riketsiyal
(Benekli humma, Q hummasi, Ehrlichiosis), parazitik (Babesiosis) ve viral (Kene Kdkenli

Ensefalit, kanamal1 atesler) infeksiyon etkenleri vardir [55]-[58].

Kene yasam dongiisiindeki iki olay, patojenlerin transferinde epidemiyolojik 6neme
sahiptir. Keneler, her yasam evresinde sadece bir kez beslendiklerinden, bir konaktan
aldiklar1 patojeni, diger bir gelisme doneminde kan emdigi baska bir konaga aktarabilme
yetisine sahip olmalidir [59]. Bu durum transstadiyal (yatay) nakil olarak adlandirilir.
Diger bir transfer sekli ise transovariyal (vertikal) nakildir. Infekte disiler hastalik etkenini
yumurtalarina  aktararak, hastaliklarin  kene populasyonu i¢inde yayilmasini
saglamaktadir[56]. Ayrica ayn1 kene tiiriiniin birden fazla hastalik etkenini (viral, parazitik,
bakteriyel) de birlikte tasiyabildigi gosterilmistir [59]. Ayni konaktan ken emme esnasinda,
aynt ya da farkli kene tiirleri sahip olduklari hastalik etkenini birbirlerine transfer

edebilirler [2].

Keneler tarafindan taginan hastaliklarin en yaygin vektorleri Ixodes, Boophilus,
Dermacentor, Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma ve Rhipicephalus cinslerinin
tarleridir [59], [56], [60]. Amblyomma cinsi harig, diger cinslerin tiirlerinin Tirkiye’deki

varligi ¢esitli calismalarla ortaya konmustur [41], [61]-[68].

2.1.4. Kenelerin Ekolojisi

Fiziksel cevre ve konaklar, kenelerin adapte olduklar1 iki 6nemli habitati tanimlar. Deri
degistirdiklerinde ve c¢evrede konak aramaya basladiklarinda, kuruma, aclik ve donma,
onemli mortalite faktorleridir. Ayn1 zamanda kii¢iik memeli predatorlere ya da fungi gibi
patojenlere de maruz kalabilirler. Bu elverigsiz faktorler bir kene tiiriiniin yasayabilecegi
habitat tipini smirlar. Kenelerin biiyiik bir g¢ogunlugu konagmin immun yanitini
baskilayacak adaptasyonlara sahiptir. Konaklarin tercih ettikleri habitatlar, yayilimlarini,

dolayisiyla onlara bagimli olan kenelerin yayilimini etkileyecektir [69].

Ekolojik olarak keneler, yuvaya bagimli (nidicolous) ya da yuvadan bagimsiz (non-
nidicolous) davranis gosterecek sekilde evrimlesmislerdir. Mesken keneleri olarak da
adlandirilan yuvaya bagimli keneler, fare delikleri, kus yuvalari, kiimes veya ahir
duvarlarindaki catlaklara yerlesirler. Cevresel degisikliklere karsi olduk¢a hassas olup
bulunduklar1 konak yuvalarmin mikrohabitatina siki sikiya baghdirlar. Mera keneleri

olarak da adlandirilan ve konak yuvalarindan bagimsiz hareket eden diger grup keneler ise



orman, c¢alilik, cayir, step ve ¢dl gibi ¢ok genis ve degisik ekolojik alanlarda yasar ve
konaklarini buralarda bulurlar. Ixodidae ailesindeki kenelerin biiylik bir ¢ogunlugu bu

gruptadir [53].

Hem mikroklimatik 6zellikler hem de konagin uygunlugu ve bollugu, kenelerin bollugu ve
mevsimsel aktivitesini sekillendiren faktorlerdir [70], [71]. Zemin ve kenelerin konak
aktivitesini gerceklestirdigi yiikseklik arasindaki sicaklik ve su igerigi son derece
onemlidir. Ihman bdlgelerdeki yaz aylarinda, yiiksek sicakliklarin uzun siirmesi, gomlek
degistirme ve konak arama doneminde 6liim oraninin artmasina neden olur. Kig aylarinda
gorulen ortalama degerlerin altindaki diisiik sicakliklar da mortalitenin artmasina neden
olur. Ancak, zeminde uzun siire kar ortiisliniin olmasi kenelerin kis1 gecirme siiresince,

diisiik sicakliklarin negatif etkisinden korundugunu ortaya koymustur [53].

Konagi bulma ve kan emme siirecinde, keneler vejetasyonda bulunmak zorundadir. Bu
aktivite, kenenin vejetasyonda konagi bekledigi bir seyretme noktasi bulmasi ile baslar
[72]. Ortamda ¢ok sayida konak ve kene varsa birbirlerini bulmalari daha az zaman
alacaktir. Boylece kenenin mortalite oran1 da diiser [73]. Bu konuda yapilan pek ¢ok
deneysel calisma kenenin konak arama aktivitesinin iklime gore sekillendigini gostermistir
[74]-[82]. Fotoperiyot da konak bulma déneminde etkili bir ekolojik faktérdir. Fotoperiyot
ayni zamanda kan emme ve deri degistirme donemine girme gibi pek ¢ok aktiviteyi
duzenler [83]. Bir kenenin belirli bir alanda, konak arama aktivitesini diizenlemede ve

canliligin siirdiirebilmede, enerji deposu ve suyu koruyabilme yetenegi 6nemli rol oynar.

Kene ile konak arasindaki 400 milyon yillik birlikteligin sonucunda, konaga adaptasyon
gerceklesebilmistir. Bazi kene tiirleri konak secici olsa da, biiyiik ¢ogunlugu konak
tercihinde secici degildir. [84]. Konak segiciligi, ergin donemde larva ve nimf donemine
gore daha fazladir. Mesken keneleri konaklarinin yuvalari ¢cevresinde bulunur. Ancak mera
keneleri, yasamlarini devam ettirebilmek i¢in konaklarin1 aramak zorundadir. Bunu Ixodes,
Dermacentor ve Rhipicephalus tiirlerinde oldugu gibi pasif olarak (pusucu) yapabildikleri
gibi, Hyalomma’daki gibi aktif olarak da arayabilirler (avci). Pusucu stratejiye sahip
keneler bulunduklari yeri terk etmeden, uygun konaklarin gelmesini ¢cogunlukla vejetasyon
Uzerinde bekler. Larva ve nimfler, kemirgenler gibi daha kii¢iik hayvanlari, erigkinler ise
daha biiyiik konaklar1 tercih ederler. Avci keneler ise konaklari gelene kadar genelde

toprak altinda saklanir, konagi buldugunda ise takip edebilme yetisine sahiptir [2].



Habitat fragmentasyonu, kenelerin ve konaklarinin bollugu ve patojenlerin transmisyon
oranini diizenleme etkisine sahiptir [85]. Bu par¢alanma fiziksel ¢evrede degisime yol acan
yavas dogal siireclerden ya da insan eliyle gerceklesen hizli arazi doniisiimii siire¢lerinden

kaynaklanabilir [86].
2.2 Hyalomma marginatum Koch, 1844

2.2.1. Hyalomma marginatum’un Sistematigi

Hyalomma Koch, 1844 cinsi tiirlerinin sistematigi olduk¢a karmasiktir. Cinsin sistematigi
ile ilgili sikintilarin biiylik bir ¢ogunlugu Euhyalomma Filippova, 1844 alt cinsine ait
tiirlerin teshislerinin yapilmasindaki zorluklardan kaynaklanmaktadir. Bu alt cins yaklasik
olarak 20 tlr igerir. Bu tiirler birbirleriyle olan yakin iliskilerine gére gruplandirilabilir.
Taksomik olarak bakildiginda bu gruplar igerisinde en problemli olan Hyalomma
(Euhyalomma) marginatum kompleks, Koch’ tur. Hyalomma marginatum kompleksin
genis capta kabul goren 5 alt tiirii, H.(E.) marginatum Koch, 1844; H.(E.) rufipes Koch,
1844; H.(E.) isaaci Sharif, 1928, H.(E.) turanicum Pomerantzev, 1946 ve H.(E.) glabrum
Delpy, 1949 olarak tam tiir statiisiine yiikseltilmistir[36]. Bu kompleks icerisinde oldukca
yuksek oranda polimorfizm gosteren tek tur H. marginatum’ dur. Tiiriin yayilimi hemen
hemen tiim cinsin yayilimini kapsamaktadir. Giiney Avrupa, Anadolu, Arabistan, orta, bati

ve giineydogu Asya ve Afrika’da dagilim gostermektedir [36].

Hyalomma marginatum’un oOrijinal tamimlamas: Italya’dan 6rneklenen bir erkek birey
tizerinden yapilmistir [87]. Tip tiirden 1901 yilina kadar tekrar bahsedilmemistir [88, 89].
Schulze ve Schlottke (1930) su an sinonim olarak nitelendirdigimiz c¢ok sayida alt tiirii
tanimlamiglardir [89]. Ancak bu turlerden H. transcaucasicum, H. steineri codinai ve H.
marginatum balconicum’un, H. marginatum’un junior sinonimleri (daha sonra verilen

isimleri) oldugu daha sonra yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir [90].
2.2.2. Hyalomma marginatum’un Morfolojisi

H. marginatum’ in temel karakteristigi bacak segmentlerindeki fildisi rengi seritlerdir. H.

marginatum teshisinde ayirt edici diger 6zellikler agagida verilmistir [90].
Erkek (Sekil 2.1)

e Konskutum rengi koyu, kirmizimsi kahverengiden siyaha dogru,



e Biiyuk noktalamalar nadir, kiiclik ve orta blyiklikteki noktalamalar merkezin yan
ve arka boliimiinii kapliyor, kaudal bolgede oldukca yogun,

e Konskutumun merkezi genellikle diiz, belirgin noktalamalar yok,

e Solunum deliklerinin bulundugu bolgedeki dorsal uzantinin goézenekli pargasi
genis,

e Bacakta her segmentte dorsalde gézlenen boylamasina serit yapisi.
Disi (Sekil 2.1)

e Skutum rengi koyu, kirmizimsi kahve ile tamamen siyah arasi
¢ Genis noktalamalar nadir, ince noktalamalar tim skutumu kapliyor,
e Solunum deliklerinin bulundugu bélgedeki dorsal uzantisinin gbézenekli bolgesi

genis,
e Solunum deliklerinin ¢evresindeki killar az sayida,

e Bacaklardaki renklenme erkeklerinkiyle ayni

e Skutumun alt kismui genisce yuvarlak,
e Arka-ug girintiler oldukca derin,

e Setalar oldukea kisa ve uglar kiit,

e Solunum deliklerinin plaklar1 oval,

e Birinci koksanin ¢ikintis1 genis.

e Birinci koksanin ¢ikintis1 kiigiik,
e Ikinci ve iiciincii koksanin ¢ikintilar oldukca az gelismis,

e Solunum deliklerinin dorsal uzantisi ¢ok az degismistir.



Disi birey, a. Dorsal b. Ventral

Erkek birey, a. Dorsal, b. Ventral
Sekil 2.1. Hyalomma marginatum disi ve erkek bireylerinin dorsal ve ventral gorintisi

Farkli lokalitelere ait bireyler arasinda morfolojik farkliliklar gdzlenebilir. Ornegin; bazi
bireyler skutumlarinda digerlerinden daha az ya da daha ¢ok noktalama gosterebilirler.
Solunum deliklerinin bulundugu boélgedeki dorsal uzantinin genisligi ¢esitlilik gosterebilir.
Bacak segmentlerindeki dorsal fildisi rengi seritler ¢ok nadir de olsa bazi bireylerde daha
az belirgin olabilir ya da olmayabilir [90].

2.2.3. Hyalomma marginatum’un Cografi Dagilimi

Avrupa: Arnavutluk, Bosna Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Kibris, Fransa, Yunanistan,
Italya, Makedonya, Moldova, Montenegro, Portekiz, Romanya, Rusya, Sirbistan, Ispanya,
Ukrayna Asya: Ermenistan, Azerbaycan, Giircistan, iran, Irak, Israil, Suriye, Tirkiye ve
Turkmenistan Afrika: Cezayir, Misir, Libya, Fas ve Tunus [90]-[92].
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2.2.4. Hyalomma marginatum’un Konaklar: ve Yasam DOngustu

Hyalomma marginatum iki konaklidir [91, 93]. Erginlerin tercih ettikleri ilk konaklar
cesitli yabanil ve evcil toynaklilardir. Memelilerin diger gruplari ve kuslar da ikincil ya da
rastlantisal konaklar olabilmektedir. Larva ve nimfler kuslar ve tavsangillerin ¢esitli

taksonomik gruplarina spesifiktirler [93]-[96] (Sekil 2.2).

Hyalomma kenelerinin bir baska 6zelligi de konaklarini bulmada pusucu stratejiyi tercih
etmeleridir. Kenelerin pek ¢ok tiirii konag1 vejetasyonda pasif olarak ararken, Hyalomma
cinsinin tiirleri birka¢ yiliz metre yiiriiyerek konaklarmi takip edebilirler [97]. Bu stratejinin
konagi pasif olarak bulmanin zor oldugu, kuru ya da ¢6l habitatindaki kenelerde
evrimlestigi disiiniilmektedir [91]. Bu sekilde aktif yiiriime ile, kan emmemis kenelerin

konag1 bulma olasiliklar1 daha yiiksektir

Tiirtin Afrika’nin glineyindeki (Nijerya) ve Avrupa’nin kuzeyindeki (Finlandiya) kayitlari

goemen kuslarla tasian ergin oncesi formlarla iligskilendirilmektedir [36].

Drop Off & Molt w
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Oviposition
& Hatching Nosocomial
Transmission

Sekil 2.2. Hyalomma marginatum’un iki konakli yasam dongiisii [53].
2.2.5. Hyalommma marginatum’un Ekolojisi

Kuzey yarimkiirede, H. marginatum, genellikle bahar aylarinda, nisan ve mayista
sicakligin artmasiyla aktive olur ve mayis ve eyliil aylar1 arasinda dogada ergin dncesi hali
aktif olarak bulunur. H. marginatum kis1 ag ergin olarak gecirir. Erginler sicaklik 12°C” yi
astiginda, larva ve nimfler 14-16°C arasinda aktiflesir [98], [99]. Optimum gelisim araligi,

sicakligin 22-27°C ve nemin %75-100 oldugu donemlerdir. Konak arayan ag¢ erginler,
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sicakligin 27°C’yi asmadig1 durumlarda toprak yiizeyinde hareket eder. Hava sicakliginin
30°C, toprak sicakliginin ise 45°C’yi astig1 saatlerde golgede saklanir ya da toprak igine
gomiiliir. Kan emip doyduktan sonra yere diisen disiler, ortalama giinliik sicakligin 16
°C’nin altina diismesi durumunda yumurtlayamaz. Gomlek degistiren nimflerin 7-42° C
sicaklik ve %0-100 nispi nem gibi daha eckstrem sartlarda bile gelisimlerini
tamamlayabildikleri bildirilmistir [100], [101]. Hyalomma tiirleri susuzluga en dayanikli
tirlerdir ve bu nedenle de bozkir ve ¢6llerde yayilim gosterir [2], [102].

2.2.6. Hyalomma marginatum’un Vektorliigiinii Yaptig1 Hastalhiklar

Hyalomma marginatum Balkanlardan Avrupa’ya, Pakistan ve Afganistan’dan Orta
Asya’ya kadar Kirrm Kongo Kanamali Atesi Viriisii (KKKAV)’ niin bilinen vektoradur
[36], [103]. Ayrica butandz atesi, Q atesi, theiloriosis ve piroplasmosis gibi hastalik
etkenlerini de tasir [91], [95], [104].

2.2.7. Kirim Kongo Kanamah Atesi

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) en genis cografik dagilima sahip kene kokenli
hastaliktir [103], [105]. Ik vakanin 1945 yilinda Kirim Yarimadas1® nda kaydedilmesinden
bu yana, Afrika, Asya ve Avrupa’da ¢ok sayida vaka rapor edilmistir. Bunyaviridae ailesi
Nairovirus cinsine ait olan KKKAV’nin Akdeniz, Asya ve Afrika’y1 da kapsayacak sekilde
50° kuzey enlemine kadar yayildigi bilinmektedir (Sekil 2.3). 2002 yilinda Tiirkiye, Iran,
Hindistan, Yunanistan ve Giircistan’dan dogrulanmis vakalarla beraber, hastaligin cografik
aralig1 ve insidanst daha da genislemistir. Hastaliga olan ilgi 6zellikle son yillarda
Tiirkiye’deki vaka sayisindaki ciddi artisla ve Balkanlar, Rusya ve giineybat1 Ispanya’da
yeni virlis izolatlarinin tespit edilmesiyle daha da biiyiimiistiir [103], [106] .

Viris, simdiye kadar 31 kadar kene turii ve bir Culicoides spp.’den izole edilmistir [39].
Avrupa ve Asya’da KKKAV’nin transferindeki temel vektorler H. marginatum, H.
turanicum, H. anatolicum ve H. scupense’dir [107]. Virlsun transmisyonuna yonelik
laboratuvar ¢aligsmalari, patojenin 4. seviye biyoguvenlik gerektirmesinden 6tiri oldukca
zordur [108]. Dermacentor, Amblyomma, Rhipicephalus ve Haemaphysalis cinsinin bazi
tlrlerinde de viriis tespit edilmis ve labaratuvarda yapay olarak infekte edilmislerdir ama
viriisiin dogadaki dongiisiine katilip katilmadiklar ile ilgili bir ¢aligma yapilmamigtir

[107]. Hyalomma’nin viriisle infekte memeli konaklarinin oldukga diisiik seviyede, kisa
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stireli viramia gosterdikleri gorilmiistiir. Ergin 6ncesi donemlerin yaygin konagi kuslarin

ise infeksiyona dayanikli oldugu goriilmiistiir.

WVektor Hvalomma kenelerinin var oldugu alaniar
KEK Avirolojik ve serolojik kamtlan ve vektor varhzgl
‘ P Her il 549 KKK A vakas:
T — - Her vil 50'den fazla EKKA vakasi

Sekil 2.3. Diinyada Kirim Kongo Kanamali Atesi salgini goriilen alanlarin yillik vaka bildirimlerine gore

dagilimlari (Kaynak: Diinya Saglik Orgiitii, 2008)

Kirim Kongo Kanamali Atesi Virlisii insana kenenin 1sirmasiyla ile ya da KKKA hastasi
kigilerin ya da viremik hayvanlarin doku ve kanlarina temas ile bulasir [39], [38].
Tiirkiye’de ilk KKKA vaka bildirimi 2002 yilinda Kelkit Vadisi’nde kaydedilmistir [38].
T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine gore, 2015 sonuna kadar, agirlikli olarak Tokat, Sivas,
Corum, Yozgat, Cankiri, Kastamonu, Karabiik, Giimiishane ve Erzurum’dan olmak {izere,
200’den fazla ilgeye bagh 1500 kadar kirsal yerlesim biriminden 9787 vaka kaydedilmis
olup, bunlarin 469’u &liimle sonuglanmistir (Sekil 2.4). Vakalar, tarim ve hayvancilikla
ugrasanlar arasinda yogunlasmaktadir. Ulkemizdeki salginda olgularin % 90’1 ¢iftcilerde
goriiliirken saglik calisanlar1 en ¢ok etkilenen ikinci grubu olusturmaktadir. Tiirkiye’de

enfeksiyonun kadin ve erkekte goriilme orani arasinda belirgin bir fark yoktur [38].

Tiirkiye’de kene dagilimi ile ilgili abiyotik etkenlerin analizi, KKKA riskinin vektor
kenenin varlig1 ve pargali arazi yapisi ile yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur [80]
[109]. Gegmis 20 yillik iklimsel donemin incelenmesi, bazi bolgelerde sicaklik artislar: ve
bitki Ortlisiinde artis oldugunu gostermistir. KKKA’ nin goriildiigii bolgelerde ekolojik
degisimlerin yaninda, yaban hayvani sayisinda da belirgin artislar oldugu bilinmektedir.
Ozellikle yaban domuzu artis1 dikkat ¢ekse de, yaz ddéneminde bu hayvanlardaki ergin

kene enfestasyonlarinin, sigirlardakine oranla ¢ok diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir.
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Bu da sigirlarin  kenelerin  ¢ogalmasindaki baslica konaklardan biri  oldugunu
goOstermektedir [109].
Kirim Kongo Kanamali Atesi Vaka, Oliim Sayilar1 ve Fatalite Hzlarmm Y1illara Gére Dagilmm

(2002-2015)
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Sekil 2.4. Turkiye’de 2002-2015 yillar1 arasinda Kirim Kongo Kanamali Atesi hastaligimin vaka ve 6lim
sayilart (T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2016)

Hyalomma marginatum’un immatur formlar1 kuslar1 ve orta biiyiikliikte memelileri infeste
ederler ve bu konaklar viriisii kan emen diger larva ve nimflere bulastirirlar [110, 111].
Biiyiik toynaklilar erginlerde viriisii kan emen disilere transfer eden konaklar olarak hizmet
ederler [111]-[113]. Disi keneler viriisii dikey gecis ile yumurtalara iletirler. infenkte
konaklardan kan emme ya da ayni anda kan emme ile de viriis keneleri infekte edebilir
[114]. Filogenetik analizler tek bir konaktan ortak infeksiyon suresince genomda, tekrar
siralama ve rekombinasyonunun oldugunu ortaya koymustur, bu da yeni variantlarin
gelecekte ortaya ¢ikmasi ile ilgili potansiyeli gostermektedir [115], [116]. Evcil ve yabani
hayvanlar virlisi ancak 7-10 giin kadar barindirabilir. Buna karsin viriis kenelerde émir
boyu (1-1,5 yil), hatta nesiller boyu (transovariyal + transstadial gecis) kalmakta ve
cogalabilmektedir [91], [117].
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2.3. Populasyon Genetigi Calismalar:

Populasyon genetigi bireyler arasindaki genetik farkliliklarin ¢alisilmasidir. Bu ¢esitlilik,
alel frekanslari, genotip frekanslari ve fenotip frekanslarindaki degisiklikleri igerir.
Populasyon genetigi, se¢ilim, mutasyon orani, rekombinasyon, genetik siiriklenme ve
efektif populasyon biiyiikliigii gibi faktorler tarafindan belirlenen genetik cesitlilik
hakkinda bilgi verir [118].

Populasyon genetigi yaklasimina gore, bir alt populasyon, populasyon yapisinin en kiiclik
seviyesi olarak dikkate alinir ve deme olarak da adlandirilir. Pek ¢ok tiir i¢in dogada
demeler arasindaki sinirlar1 bilmek ve dolayisiyla alt populasyonlar1 agik bir bicimde tespit
etmek zor oldugundan, arastirmaci tarafindan belirlenen 6rnekler alt populasyon olarak

adlandirilip ¢aligilabilir [119].

Populasyon genetik yapisi ile ilgili degerlendirmelerde bireylerin ayni kusaga ait olmasi
veya cakisan kusaklarin s6z konusu oldugu populasyonlarda bireylerin ayni kohorta ait
olmasi tercih edilir. Bunun nedeni alel sikliklarinin sadece mekana bagli degil, sinirli
biiyiikliige sahip populasyonlarda zamana bagl da degisiklik gostermesindendir [120]. Bu

durum, darbogaz ve kurucu etkisinin goriildiigii populasyonlarda zellikle 6nemlidir [121].

Herhangi bir genetik calismada en onemli basamak, calisilan evrimsel Olcege uygun

mutasyon oranina sahip belirtecin se¢ilmesidir. Genetik belirtecler iki gruba ayrilabilir:

a) Biyokimyasal belirtegler: Protein ve aminoasitlerdeki degisimi kullanan belirtegler

b) Molekiiler belirtecler: Niikleotit degisimini temel alarak delesyon, duplikasyon,

inversiyon ve insersiyon gibi DNA seviyesindeki farkliliklar1 kullanan belirtegler

Populasyon seviyesinde molekiiler ¢esitliligin olglilmesinde dikkat edilen parametreler;
polimorfizm, beklenen (He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk ve alel sayisidir. Populasyon
yapisini tanimlamada en yaygin kullanilan parametreler Wright’in F istatistigidir [122]. Bu
parametreler siklikla Weir ve Cockerham’m yansiz indisleri kullanilarak degerlendirilir
[123], [124]. Ug seviyeli populasyon yapist yaklasiminda (birey, alt populasyon, toplam),
Fis (kendilesme katsayisi), bireyin kendilesmesinin alt populasyonlardaki kendilesmeye,
Fst (Fiksasyon indeksi), alt populasyonlardaki kendilesmenin tiim populasyondaki

kendilesmeye oranidir. Fis,-1 (alt populasyondaki tiim bireylerin heterozigot olmasi) ve +1
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(tim bireylerin homozigot olmasi) arasinda deger alir ve 0 degeri alt populasyonlarin
HWE’ye uyduguna isaret eder. Dolayisiyla Fis rasgele ¢iftlesmeden sapmay1 gdsteren bir
Olcimddr. Fst, toplam populasyonun, iiremenin meydana geldigi sinirli biiyiikliikteki alt
populasyonlara boliiniip boliinmedigini tanimlar. Fst, 0 ile +1 arasinda deger alir. Fst=0
degeri alt populasyonlar boyunca alellerin rasgele dagildigini gosterirken, +1 tiim alt
populasyonlarin farkli bir alel igin sabitlendigini gostermektedir. Dolayisiyla Fst alt

populasyonlar arasinda genetik farkliligin 6nemli bir 6l¢itiidir [125].

Bir organizmanin populasyon genetigi calismalarinda iki temel amag¢ vardir: Genetik
cesitliligin seviyesini degerlendirmek ve bunun zamanda ve mekanda nasil dagilim
gosterdigini nedenleri ile ortaya koymak. Bu sorulara cevap vermek icin galisilan vektor
populasyonlart uygun cografi alanda ve bolgesel dlcekte toplamak gerekir [126]. Yeterli
orneklem boyutunu belirlemek, saglam istatiksel ¢ikarimlarda bulunmaya yardimci olur.
Uygun oOrneklem biiyiikliigi sorulan soruya, lokus sayisina ve bu lokuslarin alelik
cesitliligine, alel frekanslarinin homojenligine ve populasyonlar arasinda genetik
farklilasmanin biiylkligiine de baglidir. [127]. Farklilasma seviyesi azaldiginda daha fazla
bireyin toplanmasi gerekir [128].

Populasyon yapisi analizlerinde en sik tercih edilen yontemlerden biri alt populasyonlar
arasindaki atasal akrabalik derecelerinin betimlenmesidir. Bu yontem c¢oklu lokus genotip
verisini temel alarak, her bir populasyondaki bireylerin diger populasyondaki bireylerle
genotip paylasim oranlarini ortaya koyar [129], [130]. Bu ydntem, populasyon yapisinin
olup olmadiginin  gdsterilmesinde, farkli  genetik populasyonlarin  varliginin
belirlenmesinde, bireylerin populasyonlara atanmasinda, gégmen bireyler ve karigik ataya
sahip bireylerin belirlenmesinde kullanilir [130]-[133]. Bu yontem, her lokus igin belirli
alel frekanslari ile karakterize edilen K sayida populasyonun oldugunu varsayar. Ornekteki
bireyler alel frekanslarina (veya genotip frekanslarina) bagl olarak en yakin
kiimelendikleri bireylerle beraber ortak bir populasyona atanir. Eger bireylere ait genotip
degerleri bireyin karisik ataya sahip olduklarini isaret ediyorsa, bu birey iki veya daha fazla
populasyona da katilabilir. Bu model, HWE esitligi ve baglanti esitliginin oldugunu
varsayar [129], [130].
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2.4. Mikrosatellit Genetik Belirtecler

Populasyonlarda polimorfizmi saptama yontemlerinden biri olan mikrosatellitler, ardarda
tekrar eden 1-6 baz ¢iftinden olusan kisa DNA fragmentleridir [134], [135]. Mikrosatellit
lokuslar1, basit sekans tekrarlari (simple sequence repeats, SSR), kisa ardigik tekrarlar
(short tandem repeats, STR), basit sekans ardisik tekrarlar1 (simple sequence tandem
repeats, SSTR), cesitli sayida ardigik tekrarlar (variable number tandem repeats, VNTR),
basit sekans uzunluk polimorfizmi (simple sequence length polymorphisms, SSLP) olarak
da isimlendirilmistir. Simdiye kadar analiz edilen tiim prokaryotik ve okaryotik canlilarda
bulunmustur [134]-[140]. Bir mikrosatellit lokus genellikle 5 ile 40 tekrar uzunlugundadir.
Iki niikleotitli, {ic niikleotitli ve dort niikleotitli tekrarlar, molekiiler genetik
calismalarindaki en yaygm tercihlerdir. iki niikleotitli tekrarlar, pek ¢ok tiirde
mikrosatellitlerin biiyiik bir béliimiinii olusturur [141]. Uc niikleotitli ve alt1 niikleotitli
tekrarlar, protein kodlanan bolgelerde en sik gozlenen tekrarlardir ¢iinkii ¢erceve kaymasi
mutasyonuna neden olmazlar [142]. Tek nukleotit tekrarlar amplifikasyonla ilgili
problemlerden 6tirt daha az guvenilirdir. Daha uzun tekrar tipleri daha az yaygindir ve
onlarin evrimini arastirmak i¢in ¢ok az veri vardir. Mikrosatellitler ¢esitlerine dair 6rnekler
Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Cizelge 2.1. Populasyon genetigi ¢aligmalarinda kullanilan mikrosatellit gesitleri

a) Tekrar Uniteleri

AAAAAAAAAAAA= (A)12 tek niikleotit, 12 baz cifti
ACACACACACAC= (AC)s iki nlkleotitli, 12 baz ¢ifti
ATGATGATGATG= (ATG)4 Uc nikleotitli , 12 baz cifti
GTCTGTCTGTCT=(GTCT)3 dort nikleotitli, 12 baz cifti

b) Homozigot mikrosatellitler
....CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTATCGCTACGG...(41 bp)
....CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTATCGCTACGG...(41 bp)

5’ komsu bolge mikrosatellit lokus 3’komsu bolge

c) Heterozigot mikrosatellitler:
....CTATCGGCATAGGATCCTCTCTCTCTCTCTATCGGTAC... (38 bp)
....CTATCGGCATAGGATCCTCTCTCTCTCTCTCTCTATCGGTAC...(42bp)

5’ komsu bdélge mikrosatellit lokus 3’komsu bolge

d) Mikrosatellit tipleri:

Mukemmel: CACACACACACACACA
Bilesik: CACACACAGAGAGAGA
Kesikli: CACATTCACACATTCACA
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Mikrosatellitler, hem protein kodlanan hem de kodlanmayan bdolgelerde bulunmaktadir
[143]-[145]. 1k kesfedildigi tarihten itibaren [146]-[148] mikrosatellitleri gliclu bir belirteg

yapan, yuksek ¢esitlilik gostermeleri, genomda bol miktarda bulunmalari, cok sayida alele

sahip olmalar1 ve ¢esitli yontemlerle mikrosatellit alelik cesitliliginin hizli bir sekilde

kesfedilebilmesidir [149]-[152]. Bu nedenden dolayr mikrosatellitler bir ¢ok alanda

kullanilmaya baslanmistir. Bu alanlar sdyle 6zetlenebilir [24], [153]:

Genom haritalarinin ¢ikarilmasi

Cesitli hastaliklarin anlasilmasi: Bazi mikrosatellit aleller DNA’nin kodlanan
bolgesindeki ¢esitli mutasyonlarla iligkilidir, bu da ¢esitli rahatsizliklara neden olur.
Adli stireglerde DNA test edilmesi i¢in kullanilir.

Evrimsel/ biyolojik igerik olarak baktigimizda gruplar ya da bireyler arasindaki
iliskinin derecesini agiga ¢ikarmada kullanilmaktadir. Tutsak ya da nesli
tikenmekte olan tirlerde, mikrosatellitler kendilesme seviyesini tespit etmek
amaciyla kullanilmaktadir (Fis).

Populasyonlarin ve alt populasyonlarin genetik yapisin1 ortaya c¢ikarmada
kullanilmaktadir (F istatistigi ya da genetik mesafe)

Demografik tarihin degerlendirilmesi (darbogaz etkisi), efektif populasyon
biiyiikliigiiniin (Ne) ve populasyonlar arasindaki gen akis miktarinin ve yonunin
belirlenmesinde kullanilir.

Filocografi calismalar i¢in veri saglar, genis Olgekte flora ve faunalarin genetik
tarihi ve biyocografyasi bu belirteclerle arastirilabilir. Daha ince Olcekte birbiriyle

oldukca yakindan iliskili tiirler hakkinda bilgi saglar.

Mikrosatellitlerin avantajlart asagida siralanmistir [25]-[28], [153], [154]:

I L T

Az miktarda DNA yeterlidir (10-100 ng). Cok zarar gérmiis ya da ¢ok eski
orneklerde bile sonug verir.

Genomda bol miktarda bulunur.

Genomda rasgele dagilim gosterir.

Aleller yiiksek dogrulukla yorumlanabilir.

Es-baskindir, heterozigotlar homozigotlardan ayrilir.

Yuksek polimorfizm gosterirler.
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7. Yiiksek ¢ogaltilabilirlik 6zelligine sahiptirler.
8. Genis uygulama alanina sahiptir.

9. Lokus-spesifiktir.

10. PCR’a dayal1 bir tekniktir.

Pek cok avantaji olmasina ragmen, mikrosatellitlerin bazi sorunlu taraflar1 da vardir. Bu
problemler asagida listelenmistir:

1) Zaman gerektirir ve yiiksek masraflidir.

2) Ture 0zgu belirteg izolasyonu gerektirir: PCR’a dayali belirte¢ analizi, amplifikasyon
icin tekrar bolgelerini hedefleyen primer sekanslarint gerektirir. Ayni primer sekansini pek
cok bireydeki ayni hedefte amplifiye edebilmek icin, primerin baglandigi bdlgenin ayni
olmasi gereklidir. Bir ¢ift mikrosatellit primer nadiren tiim taksonomik gruplar i¢in ¢aligir
ve bu primerler siklikla her tiir i¢in yeniden olusturulur [155]. Mikrosatellit lokusu saran
DNA, “komsu bolge” olarak adlandirilir [156]-[158]. (Cizelge 2.1). Bu bolgedeki sekanslar
ayn tilirlin bireyleri arasinda ve bazen farkli tiirlerin bireyleri arasinda genellikle 6zdes
oldugundan, bir mikrosatellit lokus komsu bolgesine gore belirlenebilir. Primerler, komsu
bolgeye baglanacak sekilde dizayn edilebilirler ve mikrosatellit lokusun PCR ile amplifiye
edilmesine rehberlik ederler.

Yeni mikrosatellit belirtecin izolasyon prosediirii son yillarda daha hizli ve daha ucuz
olmaya baslamistir. Bu da basarisizlik oranini ve yeni belirte¢ izolasyon masrafini

diistirmiistiir [155].

3) Mutasyonel siirecin kompleksligi [135], [137], [159]:

Komsu bolgelerin aksine, mikrosatellit tekrar bolgeleri siklikla mutasyona ugrarlar. Bu
durum tekrarlarin sayisini degistirir ve bdylece tekrar dizisinin uzunlugu da degisir [160].
Pek ¢ok mikrosatellit yiiksek mutasyon oranima sahiptir (kusak/lokus basina 102 ve 10°
mutasyon ve ortalama 5x10#). Béylece genetik calismalar icin yiiksek seviyede alelik
cesitlilik olusur [137], [153], [161]. Ancak, mutasyon oranlari, sadece tekrar tiplerine bagl
olarak degisiklik gostermez (iki, ii¢ ya da dort niikleotit); tekrarin baz kompozisyonu,
mikrosatellit tipi (miikemmel, bilesik ya da kesikli) ve hatta taksonomik gruplara gore de
degisiklik gosterir [162].
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Populasyon genetikgileri tarafindan iki mutasyon modeli gelistirilmistir: Sonsuz alel
modeli (SAM) [163] ve dereceli mutasyon modeli (DMM) [164]. Sonsuz alel modeline
gore, her mutasyon dzgiin bir alel yaratir. Ozdes aleller ayn1 atay1 paylasirlar. Dereceli
mutasyon modelinde ise her mutasyon, mikrosatellite bir tekrar Unitesi ekleyerek ya da
cikararak yeni bir alel iiretir. Sonug olarak, farkli biiyiikliikteki aleller, benzer biiytikliikteki
alellere gore daha uzak akraba olabilirler. Bu nedenle, DMM alel biiytikliigline bagli olarak
ifade edilir [135]. Wright’in populasyon gesitliligi ile ilgili F istatistik tahminleri SAM’e
dayanir. Slatkin’in R istatistik tahminleri ise DMM’e dayanur.

4) Gizli Alelik Cesitlilik: Mikrosatellit genotipinde alellerin uzunluklarina gore
tanimlanmasi (jel elektroforezi), her bireyin her bir alelinin sekanslanmasina gore zamani
ve masrafi ciddi sekilde azaltir. Ancak, bu kestirme yol, tiim farkli alellerin farkli
uzunlukta oldugu varsayimina dayanir. Aslinda, ayni boyutta ama farkli kokene sahip
aleller kismen yaygin olabilir. Mesela, nokta mutasyonlari alelin biyilkliglini
degistirmeden birakir ya da komsu bolgedeki insersiyon ve delesyonlar var olan alelin
biiytikliigii ile ayni biiylikliikte yeni alellerin olugsmasina neden olur [165]-[167]. Bu terim
homoplasi olarak ifade edilir. Homoplasi populasyondaki alelik cesitliligin tespit
edilmesini engeller [165]-[171]. Homoplasinin bilesik ve kesikli tekrarlarda fazla oldugu
gosterilmistir [166], [172], [173]. Homoplasi sekanslanan alellerle tespit edilebilir.

5) Amplifikasyonla ilgili problemler: Primer bolgesinde mutasyon olursa, bazi bireyler

sadece bir amplifiye olmus alele sahip olurlar veya hepsini amplifiye etmede basarisiz
olurlar [174], [175].

Mikrosatellit caligmalarinda ilk basamak, daha 6nce yayinlanan literatiirlerin taranmasi ve
mikrosatellit belirteglerin ¢alismak istenilen tiirlerde ya da yakin iligkili tiirlerde bulunup
bulunmadiginin arastirilmasidir. Mikrosatellitler lepidopterler, kuslar, yarasalar ve
prokaryotlarda olduk¢a az olma egilimindedir, ancak baliklar ve memelilerde oldukca fazla
sayidadirlar [176]. Ayrica yiiksek melezlenme oranina sahip olan organizmalarda, diisiik
populasyon boyutuna sahip, sik ya da siddetli darbogaz etkisinin goriildigi, diisiik
polimorfizm ve heterozigotluga sahip tiirlerde ortalama olarak daha kisa mikrosatellitler

gorilmektedir [176],[177].
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Mikrosatellitlerin kullanilabilirligi ve kalitesi, daha 6nce genomik bilgiye sahip olunmayan
tirlerde en bastan dizayn etmeyi gerektirir. Glinlimiize kadar, H. marginatum ile ilgili
yapilan genetik ¢alismalar olduk¢a az sayidadir. Mikrosatellitlerle ¢alisma yapilmadigi gibi
Giiclendirilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (GPUP), Rasgele Arttirilmis Polimorfik DNA
(RAPD) ya da Tek Nikleotit Polimorfizmi (TNP)’ de izole edilmemis ve
tanimlanmamigtir. Mikrosatellit izolasyonunda en fazla kullanilan yontem zenginlestirilmis
kituphane yontemidir. Bu yontemde birka¢ yiiz klon mikrosatellit problarla hibridizasyon
ile taranir [178]. Bu metot olduk¢a zor, zaman kaybettiren ve masrafli bir yontemdir.
Zenginlestirilmis kiitliphanede az sayida spesifik tekrar motifi kullanilir. Bu motifler
secilirken genomdaki bolluklar ile ilgili onceden bilgi sahibi olunmaz [179]. Bu da
genomu temsil etme acgisindan sapmalara neden olabilir. Sekans teknolojisindeki
gelismelerle beraber, biyobilisim araglar kullanilarak tiim genomun incelenmesi ve
mikrosatellitlerin tespiti, daha Once c¢alisilmayan organizmalarda bile basariyla

gerceklestirilmektedir [180].

Yeni Nesil Dizileme (YND) yonteminin gelistirilmesiyle beraber, tek bir asamada,
herhangi  bir canlmin genomuna iliskin  kesfedilebilen,  sekanslanabilen ve
genotiplendirilebilen belirteg sayisi yiizlerden binlere ulagmistir [181]-[184]. SOLID (ABI,
Norwalk, CT), 454 GS FLX (Roche, Penzberg, Germany), lllumina (lllumina, San Diego,
CA) gibi yeni nesil dizileme platformlar1 genom igerisinde kodlanan ve kodlanmayan
bolgelere iliskin, ¢ok kisa siirede olduk¢a fazla sayida genomik veya transkriptomik
dizileme uretebilir [180]. Bu sekilde daha 6nce g¢alisilmis ve oldukga iyi karakterize
edilmis tiirlerde, genis 6l¢ekli yeniden dizileme yapilabilecegi gibi, daha 6nce bilgi sahibi
olunmayan tirlerde de bitun genom veya transkriptom dizileme yapilabilir [185]. Bu
teknolojiler diisiik masraflarla oldukca fazla sayida okuma iiretebilme kapasitesine sahiptir

[186].

Son yillarda, 454 pyro-dizileme Illumina dizilemesine gore daha uzun olan okuma uretme
kapasitesinden dolay1 daha fazla tercih edilmektedir [187]-[189]. Illumina sekanslar1 kisa
okumalarindan Otiiri daha once referans dizi bilgisine sahip olunan tlrlerde yeniden
dizileme uygulamalarinda daha fazla tercih edilmistir. Ancak giiniUmuUzde, Illumina
teknolojisinin ilerlemesi ile Gretilen DNA dizilerinin daha uzun olmasi ve yeni bilgisayar
programlarinin gelistirilmesiyle, kisa okumalar birlestirilebilmekte ve transkriptom ve
genom analizleri i¢in kullanilmaktadir. Illumina dizileme artik kismen daha uzun okumalar
uretmektedir (GAllx de 150 baz cifti, HiSeq 2000 de 100 baz cifti). Ayrica Illumina
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dizilemeden elde edilen okuma sayisinda da ciddi artig goriilmektedir. Oldukga pahali olan
454 okumalart ile karsilastirildiginda Illumina dizileme verilerinin masrafi oldukca
distktir [190]. lllumina dizileme teknolojisi kullanilarak daha 6nce referans bilgiye sahip
olunmayan organizmalardan mikrosatellit elde edilebilecegi pek ¢ok ¢alismada
gosterilmistir [189], [191]-[194].

Mikrosatellitleri tespit etmede iki yaklasim s6z konusudur: Az miktarda DNA Uzerinde
yogun bir tespit ya da ¢ok fazla veri iizerinden kesifsel calisma. Gliniimiizdeki pek ¢ok
mikrosatellit tespit araglar1 kesifsel yaklasimi kullanmaktadir. yi bir mikrosatellit tespit
aract mikrosatellit veri setini arastirirken ayni veriyi farkli girislerle tekrar vermeyecek
sekilde olmalidir (nhon-redundant data). Bunu saglayacak bir analiz filtreleme sistemi,
program igerisine yerlesmis olmalidir ve tiim mikrosatellit tekrarlarin eksiksiz olarak
sayimi i¢in tiim alistirmalar ¢cok 6nemlidir. Bu tip bir filtrenin olmayisi, mikrosatellit
sikliginin genomda oldugundan daha fazla degerlendirilmesine yol agar. Hala mikrosatellit
motifinin tanimlanmasinda bilesik ve kesikli tekrar durumlari ile ilgili hatalar ortaya
cikabilmektedir. Bu da ¢iktilarda fazlalik olarak ortaya cikar. Bu tekrarlarin istatistiksel
yorumlanmalarda da sorunlar yarattig1 bilinen bir durumdur. Farkli programlar, tekrarlar
farkli sekilde yorumlayabilir [195] [196].

Son 15 yilda, mikrosatellitlerin ortaya c¢ikarilmasinda ve tanimlanmasinda farkl
yaklasimlar gelistirilmistir. Ancak, bu yaklasimlarin hig¢birinin tam fonksiyonlu oldugu
sOylenemez. Veri dosyasmin formatina ve DNA dizi bilgisine gére aracin se¢imi de

degismektedir.
Primer dizayn edilirken dikkat edilmesi gereken hususlar asagida belirtilmistir:

1. Iki primerin uygunlugu: Capraz baglanmaya neden olmamalari i¢in primerlerin zit
olmamasina dikkat edilmelidir, benzer uzunluklara ve erime derecelerine sahip
olmalar1 gereklidir.

2. PCR’1basarisiz olmaya itecek dur kodonlarini ya da diger sekanslart igermemelidir.

3. Iyi baglanamayan primer baslatma bolgelerinden kaginmali, palindromlardan
(sagdan ve soldan okundugunda ayni olan kelimeler) uzak durulmalidir.

4. Toplam amplifiye olmus iriin uzunlugu 100-250 baz ¢ifti olmalidir. Bu uzunluk
jellerin sekanslanmasi1 ve goriintiileme i¢in kullanilacak otomotik genotipleme
aletleri i¢in makul bir degerdir.

5. Sekans bolgesinin sonundaki tekrar bolgesinden kaginilmalidir.
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Bir mikrosatellit caligmasi kisaca su basamaklardan olusmaktadir:

1. DNA izolasyonu

2. Zenginlestirilmis kiitiiphane ya da yeni nesil sekanslama dizileme ile mikrosatellit
belirteglerin aragtirilmasi

3. Primerlerin dizayn edilmesi

4. Yeni primerlerle lokuslarin amplifikasyonu. Dereceli PCR kosullar1 kullanilarak
(sicaklik, zaman, magnezyum primer konsantrasyonu degistirilerek) optimal
kosullarin saglanmast

5. PCR firiinlerinin varligint dogrulamak i¢in jel elektroforezi kullanilmasi. Birkag
denemeden sonra basarisiz olan primerlerin ¢ikarilmasi

6. Basarili primer ciftlerinin 10-20 birey Uzerinde denenerek polimorfizmin kontrol
edilmesi. Degisiklik olmayan lokuslarin uzaklastirilmasi.

7. Giivenilirligin test edilmesi. Basarili primer ¢iftlerinin ayni bireyler iizerinde iki
veya daha fazla kez yeniden caligtirilmasi (genotip skorun surekli olarak kopya
edilebilirligini garantiye almak icin). Glivenilmeyen lokuslarin uzaklastiriimasi.

8. Kalan lokuslar i¢in florasanla isaretlenmis primerlerin siparis edilmesi.

9. Tum verisetinin kalan lokuslarla genotiplendirilmesi- Lokuslar igin primerlerin

(farkli boyalarla etiketlenmis) tek bir PCR reaksiyonu ile amplifiye edilmesi

2.5. Kenelerde populasyon genetigine yonelik arastirmalar

Tabachnick ve Black, vektor populasyonlarinda gen akisi ve dispersalin anlasilabilmesi
icin molekiler genetik ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini ifade etmislerdir [197]. Artropod
vektorlerdeki genetik ¢esitliligin  6nemi yine bu donemde Gouding tarafindan da
vurgulanmigtir [1]. O tarihten Once, 6zellikle kene populasyon genetigine odaklanan az
sayida calisma gergeklestirilmistir [198]-[200]. Yine o donemde gergeklestirilen birkag
calisma kene alt populasyonlarimin dispersali ve patojen spesifikliginin hastalik kontrol
cabalarindaki Onemini gostermistir [201], [202]. Daha giincel olarak gerceklestirilen
calismalarda, genetigin kene evrimi ve konak Ozellesmesi iizerine uygulamalari
tartisgtlmistir [16], [17]. Kene tiriiniin genetik yapisi ve insan hastalik epidemiyolojisi
arasindaki iliski degerlendirilmistir [20]. Bu ¢alismalarda, kriptik tiirlerin molekiiler araglar

yardimi ile teshis edilmesi, populasyon genetik g¢esitliliginin belirlenmesinin 6nemi,
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epidemiyoloji tzerine vektor dispersalinin roli ve vektor-kokenli patojenlerin genetik
yapisi gibi vektor biyolojisindeki temel konular tartigilmistir.

Kene genetiginin arastirilmasi, tasidiklar1 patojenler ve dolayisiyla insan ve hayvan sagligi
acisindan Onemleri goz Oniine alindiginda daha da onemlidir [3], [6], [7], [56]. Bu
ozelliklerinden otiirii, kontrol yontemleri gelistirerek patojen transmisyonunu diisiirmeye
yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. Ancak bu calismalarin biiyiik bir kismi kene
populasyon dinamigi ve dispersali dikkate alinmadan yapilmistir. Populasyon genetigi
caligmalar1 ge¢misteki ve giincel gen akisi, tiirlerin dagilimi, konak adaptasyonu gibi
patojen spesifikligi ve kimyasal akarisidlere direnci belirleyen evrimsel faktorlerin ig
yiizliniin anlagilmasini saglar. Ayrica, vektdr ve patojen populasyonlarinda goriilebilen
lokal adaptasyon da, epidemiyoloji Uzerine etkili olan bir faktorddr. Zorunlu parazit ve
vektor olarak keneler, konaklar1 tizerinde ve tasidiklar1 patojenler iizerinde dogrudan etkiye
sahiptir [2]-[4], [6].

Konak-vektor-patojen etkilesiminin her bir lyesi, diger Uyelerden fazlasiyla etkilenir,
dolayisiyla bu bilesik etki kenelerdeki genetik varyasyon tizerinde etkili olur [203].

Kene populasyon genetigi ¢alismalari, temel vektor biyolojisi ve kene kokenli patojenlerin
arastirilmasi igin bir koprii gorevi gorar [20], [203]:

1) Kenelerde genetik yapi ve dispersalin degerlendirilmesi, kene kokenli patojenlerin
dispersal 6runtistiniin degerlendirilmesinde yol gostericidir.

2) Kenelerde gen akiginin belirlenmesi (basarili dispersalin sonucu) 6nemlidir ¢iinkii
bu parazitlerin genetik yapisi her zaman konaklarininkiyle paralel degildir.

3) Bu galismalar, kenelerdeki melezlesme ve konak spesifik soylarin gelismesi gibi
rasgele olmayan c¢iftlesme Oriintiisiinii ortaya cikarabilir, bunlar da patojen
transmisyonunda 6nemli etkilere sahiptir.

4) Konak, patojen ve vektorii birlikte ele alan ¢alismalar, gesitli trofik seviyelerdeki

tiirlerin evrimsel stireglerini anlamay1 kolaylastirir.

Molekiiler ¢alismalar ig¢in uygun belirteg segilirken bu belirteglerin DNA-temelli, PCR ile
amplifiye olabilen, tiirler arasi transfer edilebilen, yiliksek c¢esitlilik gosteren ve secici notral
olmasi tercih edilir [126], [152], [204], [205]. Calismada secilecek olan genetik belirteg,
test edilecek hipoteze gore, DNA dizisinin var olup olmadigina, belirteg sisteminin
cesitlilik ve ¢oziimleme yetenegine baghdir [126]. Keneye 0zel faktorler, her birey igin

gereken doku miktari, korunmus materyalin kalitesi (yeterince iyi korunmamig materyaller
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tim molekiler yontemlerde 6zellikle de allozimlerde faydali degildir), 6rnegin elde edilis
sekli (konaktan mi1 yoksa stiriikleme yontemi ile mi elde edilmis, konak yuvalara yakin
yerlerden mi yoksa dogadan mi1 toplanmis) ve yasam donemidir (larva 6rneklemeleri
yiiksek sayida sibling bireyler igerir). Tiim populasyon genetigi calismalar i¢in tek ideal
bir genetik belirte¢ yoktur ama bazilar1 digerlerinden daha etkilidir.

Avrupa’da dagilim gosteren 6 sert kene tiirii ile 18S rDNA kullanilarak yapilan ¢alismada
oldukca yakindan iligkili tiirler arasinda diisiik genetik varyasyon ortaya cikarilmistir
[206]. Bu bulgular, 18S rDNA nin birbirileriyle olduk¢a yakindan iliskili tiirlerdeki farklari
ortaya ¢ikarmada uygun bir belirteg olmadigi, ancak taksonlari gruplama amaciyla

kullanilabilecegini gostermistir.

Mitokondriyal —ribozomal genler molekiiler sistematik ¢alismalarda  siklikla
kullanilmaktadir. Bu genlerin yiiksek sayidaki kopyalar1 tek kopya niikleer genlere gore
daha kolay calisilmasini saglamaktadir. Bu genlerin anasal kalitimi tiiri¢i seviyedeki
arastirmalarda oldukga yararhidir. Mitokondriyal genler ribozomal genler ve protein
kodlayan genler olarak iki kategoriye ayrilabilir. 12S ve 16S iki mitokondriyal ribozomal
gendir. Norris ve ark., (1999), 52 kene tiirii i¢in 12S sekanslari elde etmis ve sonuglarini
daha once yayinlanan 16S sekanslar1 Black ve Piesman, (1994) [207] ile karsilastirmistur,
ancak 12S ve 16S yetersiz ¢cozlnurlikte agaclar olusturmustur [208]. Norris ve ark. (1999)
bu durumu mitokondriyal genomdaki AT igeriginin yiiksek olmasma baglamistir, bu
durum yiiksek oranda homoplasiye neden olur. Dolayisiyla, bu genlerin turigi seviyede ve
oldukga yakin iligkili taksonlar arasindaki iligkileri ¢6ziimlemede daha uygun oldugu ifade
edilmistir. 12S rDNA sekansinin bir boliimii Rhipicephaline cinsi igerisinde son
zamanlardaki ¢esitliligi ¢oziimlemede kullanilmistir [49], [208]. Bu ¢alismalarda
Boophilus cinsine ait tirlerin R.evertsi ve R. pravus ile kiimelendigi gosterilmistir [49],
[209].

Allozim ve izozimler pahali degildir ve kodominanttirlar. Ancak giliniimiiz populasyon
genetigi ¢alismalar1 icin cok tavsiye edilmez. Ozellikle de kenelerde allozim kullanimi pek
¢cok yasam doneminin kiigiik viicut biiyiikliigiine sahip olmasindan dolayr kisithidir.
Yapilan ¢aligmalar cogunlukla erkekler disilerden daha kii¢iik oldugundan, disiler {izerinde
gerceklestirilmistir. Bu durum populasyon seviyesi ile ilgili ¢ikarimlari eseye bagl olarak

kisitlamastir.
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Bugiine kadar 12 kene tiirli igin mikrosatellit belirteg gelistirilmistir: Bothriocroton
hydrosauri [210] , Dermacentor albipictus [211], D. variabilis [212], Ixodes arboricola
[213], I. ricinus [29], [32], I. scapularis [214], I. texanus [215], I. uriae [216], R. annulatus
[217], R. australis [218], [219], [11], R. microplus [8] ve O. coriaceus [220]. Bunlarin
cogu yakindan iliskili tiirlerde ¢apraz amplifikasyonlara izin vermistir ve populasyon

genetigi caligmalarinda biiyiik faydalar saglamistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arazi Calismalan

Kene ornekleme calismalari, Tiirkiye’'nin tiim cografi bdolgelerini kapsayacak sekilde
gerceklestirilmistir. Ornekleme alanlar1 belirlenirken; Saghk Bakanligi KKKA insidans
verileri (Sekil 3.1), daha Once yapilan calismalar [61], [65] ve ekibimizin daha 6nceki

yillarda yapmis oldugu arazi ¢alismalarindan elde edilen veriler kullanilmastir.

Arazi calismalar1 Tiirkiye’de 29 ilde ve KKTC’de toplam 70 lokalitede gergeklestirilmistir
(Sekil 3.2). Calismalar, 2011-2015 yillar1 arasinda, mart ve ekim aylar1 arasinda
gergeklestirilmistir. Ancak, mikrosatellit calismalarinda kullanilmak iizere sadece 2015
yilina ait veriler kullanilmistir. 2015 yili arazi ¢aligmalar1 Marmara Bolgesi’nde Kirklareli,
Tekirdag, Edirne, Istanbul ve Canakkale illerinde, Ege Bolgesi’nde Aydin ve Mugla’da,
Akdeniz Bolgesi’nde Antalya, Burdur ve Mersin’de, I¢ Anadolu Bolgesi’nde Ankara,
Corum ve Cankiri’da, Karadeniz Bolgesi’'nde Amasya, Tokat, Glimiishane ve Bayburt’ta,
Dogu Anadolu Bélgesi’nde Erzurum, Kars ve [gdir’da, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
Mardin’de gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1).

,»-«‘"'\,ﬁ
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Sekil 3.1. illere gore Kirim Kongo Kanamali Atesi 2014 yil1 insidans verileri (T.C. Saghik Bakanhig, Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumu, 1/100000)
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Sekil 3.2.Tez donemi boyunca kene 6rneklemesi yapilan tiim lokaliteler

Keneleri 6rneklemede ti¢ farkli yontem kullanilmistir:

1)

2)

3)

Bayraklama/ Surukleme Yontemi: Bu yontemde, 1x1 metre boyutlarinda beyaz
amerikan bezi, 1,2 metre uzunlugunda plastik boruya sabitlenmis ve 2 metre
uzunlugunda ip borudan gegirilerek olusturulan bayrak vejetasyonda siiriiklenerek
konak arayan keneler orneklenmistir. Bayraga tutunan keneler her 5 metrede
kontrol edilmis ve pens yardimiyla tiiplere alinarak; istasyon adi, koordinat,
sicaklik ve nem degerleri kaydedilmistir. Calisma saatleri, kenelerin aktif olarak
konak aradigi, sabah 08.00-10.00 ve aksam 16.00-18.00 saatleri arasinda
gerceklestirilmistir [221], [222] (Sekil 3.3).

CO2 gomilu tuzak yontemi: Bu yontemde tuzaklar, Uzeri ¢ift tarafli bant ile
kaplanmis kontrplak zemin {izerine oturtulmus sogutucudan olusmaktadir.
Sogutucularin yan taraflarinda 0.5 cm ¢apinda delikler acildiktan sonra, icerilerine
1,5 kg agirliginda, kuru buz eklenmektedir. Boylece kuru buzun siiblimlesirken
yaydigi CO2 konak arayan keneleri cezbeder. Kuru buz gdomdili tuzaklar, kene
aktivitesinin yiiksek oldugu sabah 08.00’da yerlestirilmis ve aktivitenin minimal
oldugu 20.00 civarinda toplanmistir. Banta tutunan keneler pens yardimiyla

toplanmustir [223] (Sekil 3.4).

Konak drneklemesi Hyalomma marginatum ¢alismalarinda olduk¢a dnemli bir yer

tutmaktadir. H. marginatum avci stratejiye sahip bir kene tiirii olmasindan dolay1
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vejetasyondan ornekleme yapmak oldukg¢a zordur. Bu nedenle oOrneklemeler,
agirhikli olarak, koyun, ke¢i, sigir, inek gibi ¢iftlik hayvanlarindan yapilmistir
(Sekil 3.5). Bu orneklemeler yapilirken c¢iftlik hayvanlarinin yakin zamanda o

bolgeye satin alma vs. yolla tasinmadigr bilgisi hayvan sahiplerinden edinilmistir.

Sekil 3.4. CO, gébmuli tuzak yontemi ile 6rneklenen Hyalomma marginatum
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Sekil 3.5. Konak iizerinden yapilan Hyalomma érneklemeleri

3.2. Tiir Teshisi Calismalari

Calismanin gergeklestirildigi her lokaliteden bir populasyonu temsil edecek sekilde 20-30
ornek toplanmistir. Keneler, her 6rneklem alanindan alindiktan sonra, tiip igerisine
konularak, tiiplerin iizerine kenelerin toplandigi yer, vejetasyon, yiikseklik, koordinat
bilgisi not edilmistir. Orneklerin morfolojik tiir tayini Hacettepe Universitesi, Biyoloji
Boliimii, Ekolojik Bilimler Arastirma Laboratuarinda, stereomikroskop (Leica MZ-7,5
DC-300 dijital kamera sistemine sahip steoroskopik 200m diseksiyon mikroskobu) altinda,
teshis anahtarlar1 [52], [60], [84], [90], [224-226] kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Tiir ve
cinsiyetleri belirlenen o6rnekler populasyonlar halinde ayrilarak 50 ml’lik tuplere
konulmus; -20°C’de ve %96 etil alkolde saklanmistir. Mikrosatellit analizi i¢in ayirilan
ornekler -80 °C’de ve %96 etil alkolde muhafaza edilmistir. Ornekleme yapilan lokaliteler,
baz1 ekolojik ozellikleri ve orneklenen birey sayist Cizelge 3.1°de detayli bir sekilde

verilmigtir.

Hacettepe Universitesi, Biyoloji Béliimii, Ekolojik Bilimler Arastirma Laboratuarinda H.
marginatum olarak olarak teshis edilen o6rnekler, Ispanya’da, Zaragoza Universitesi
Parazitoloji Anabilimdali ogretim iyesi Prof. Agustin Estrada-Pena ile tekrar
dogrulanmustir. Yine Georgia Southern Universitesi'nde Prof. Dr. Lorenza Beati’nin
sorumlusu oldugu Amerika Ulusal Kene Miizesi’ndeki orneklerle de karsilastirildiktan

sonra populasyon analizi ¢alismalarina baslanmistir.
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Cizelge 3.1 Molekiiler ¢alismalarda kullanilan kene 6rneklerinin birey ve esey sayisi, ornekleme yontemi, 6rnekleme lokalitelerinin koordinat ve

yukseklik bilgileri (Devami)

Lokalite | Sehir Tarih Hyalomma sayis1 | H. marginatum sayisi disi erkek Koordinat Yikseklik Metot
1 Kars 22-23.06.2015 5 3 3 0 40.464 °K; 43.335 °D 2303m Konak/inek
2 Kars 22-23.06.2015 6 3 3 0 40.156°K; 43.659 °D 1001m Konak/inek
3 Igdir 22-23.06.2015 5 1 1 0 39.736°K; 44.153 °D 1738m Konak/inek
4 Igdir 22-23.06.2015 32 32 28 4 39.821 °K; 43.813 °D 1800m Konak/inek
5 Mersin 14.06.2015 1 0 0 0 36.723°K; 33.869 °D 1410 m Konak/koyun
6 Mersin 14.06.2015 1 0 0 0 36.515°K; 33.533 °D 106 m Konak/kegi
7 Mersin 20.08.2015 1 0 0 0 36.648°K; 33.44 °D 314 m Konak/kegi
8 Mersin 21.08.2015 11 0 0 0 36.625°K; 33.527 °D 660m Konak/keci
9 Mersin 21.08.2015 8 0 0 0 36.507°K; 33.549 °D 1270 m Konak/keci
10 Amasya 26.05.2015 12 9 5 4 40.789 °K; 35.677 °D 481'm Konak/inek
11 Amasya 26.05.2015 23 23 11 12 40.956 °K; 35.883 °D 981 m Konak/inek
12 Ordu 02.06.2015 1 1 0 1 40.977 °K; 37.982 °D m Konak/inek
13 Giimiighane 03.06.2015 5 5 1 4 40.377 °K; 39.809 °D 1627 m Konak/koyun
14 Giimiighane 04.06.2015 23 23 13 10 40.030°K; 39.514 °D 1554 m Konak/dana
15 Bayburt 03.06.2015 101 101 73 28 40.355 °K; 39.909 °D 1752 m Konak/inek
16 Bolu 12.05.2015 2 0 2 40.792 °K; 32.139°D 1285 m Konak/inek
17 Mardin 20.05.2015 9 0 0 0 37.162 °K; 40.83 °D 589 m Konak/inek
18 Mardin 20.05.2015 85 0 0 0 37.232 °K; 40.785 °D 579 m Konak/koyun
19 Adapazari 12.05.2015 16 16 8 8 40.777 °K; 30.622 °D 33m Konak/inek
20 Edirne 14.05.2015 5 5 2 3 41.617 °K; 26.849 °D 85 m Konak/inek
21 Istanbul 12.05.2015 3 3 2 1 40.989 °K; 29.349 °D 105.2 m Konak/dana
22 Canakkale 15.05.2015 26 26 18 8 40.407 °K; 26.668 °D 216 m Konak/inek
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Cizelge 3.1 Molekiiler calismalarda kullanilan kene 6rneklerinin birey ve esey sayisi ve drnekleme yontemi, 6rnekleme lokalitelerin koordinat ve

yiikseklik bilgileri (Devami)

Lokalite | Sehir Tarih Hyalomma sayis1 | H. marginatum sayisi disi erkek Koordinat Yikseklik Metot

23 Tekirdag 30.07.2015 15 15 13 2 41.224 °K; 27.248 °D |130,8 m Konak/inek
24 Kirklareli 30.07.2015 1 1 0 1 41.525 °K;27.124 °D | 148 m Konak/inek
25 Kirklareli 30.07.2015 14 14 5 9 41.743 °K; 27.417 °D [ 330 m Konak/Sigir
26 Adana 15.06.2015 18 0 0 0 36.65 °K; 35.266°D |2 m vejetasyon
27 Ankara 25.04.2015 25 23 10 13 40.357 °K; 32.681°D |1041m Konak/inek
28 Cankir 09.05.2015 22 22 16 6 40.288°K; 33.949°D [ 649 m Konak/inek
29 Corum 26.05.2015 11 11 5 40.991 °K; 35.010 °D | 568 m Konak/inek
30 Corum 26.05.2015 15 15 4 11 40.991 °K; 35.010 °D [ 568 m Konak/koyun
31 Corum 10.05.2015 11 11 5 40.274 °K; 34.008 °D | 689 m Konak/inek
32 Mugla 02.05.2015 36 36 23 13 37,052 °K; 27,951 °D [ 349 m Konak/inek
33 Mugla 02.05.2015 23 23 8 15 37,065 °K; 27,959 °D [ 317 m Konak/inek
34 Aydin 04.05.2015 13 13 11 2 37.845 °K; 27.874 °D [50 m Konak/inek
35 Aydimn 04.05.2015 11 11 5 6 37.791 °K; 27.940 °D |86 m Konak/inek
36 Aydimn 04.05.2015 7 7 2 5 37.788 °K; 27.944 °D [ 139 m Konak/inek
37 Sivas 04.08.2014 13 13 11 2 39.145 °K; 37.389 °D [ 1584m Konak/koyun
38 Sivas 04.08.2014 14 15 10 5 39.145 °K; 37.372 °D [ 1571m Konak/inek
39 Sivas 03.08.2014 20 20 20 0 39.813 °K; 36.120 °D | 1214m Konak/inek
40 Yozgat 03.08.2014 15 15 10 5 39.754 °K; 35.971°D | 1417m Konak/inek
41 Dipkarpaz 09.08.2015 92 0 35.54 °K; 34.303°D |79 m Konak/koyun
42 Iskele 09.08.2015 82 0 35.424 °K; 33.907°D | 68m Konak/inek
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3.3 DNA izolasyonu

DNA izolasyonunu gerceklestirmek i¢in her lokaliteden 7-15 6rnek se¢ilmis ve toplam 164
bireyden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu tiim bireyi parcalamadan
kenenin abdomeninin alt ucundan alinan kiigiik bir parga ile gergeklestirilmistir [209],
[227]. Dolayisiyla morfoloji korunmus olup, daha sonra teshisleri tekrar kontrol etme
imkan1 vardir. DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kits (Qiagen,
Chatsworth, CA) kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Mitokondriyal 12S rDNA Analizi

Mikrosatellit analizlerine baglamadan once, Tiirkiye’deki H. marginatum 6rneklerin genel
farklilik durumunu anlayabilmek icin, populasyon genetigi c¢alismalarinda siklikla
kullanilan 12S rDNA gen bolgesi kullanilarak populasyonlar karsilagtirilmistir. Bu amacla
her bolgeyi temsil edecek sekilde 2-3 oOrnek secgilmis ve PCR calismalari
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.2.°de ve PCR karisimi ve
kosullart Cizelge 3.5°de verilmistir. PCR asamasiin dogrulanmasi %1°lik agaroz jelin
0.5X’1ik Tris Borat EDTA (TBE) tamponunda yiiriitiilmesi ile gerceklestirilmistir. Pozitif
PCR urunlerinin temizlenmesi ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, OH, USA)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ornekler sekanslama hizmeti i¢in Eurofins firmasia
gonderilmistir. Sekanslar Sequencher 4.10.1(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml,
USA) programi kulanilarak incelendikten sonra; GenBank’tan temin edilen Hyalomma
cinsine ait diger verilerle beraber, MEGAG6 programi kullanilarak Neighbor-joining (NJ)

testi ile filogenetik aga¢ ¢izilmistir.

Cizelge 3.2. Mitokondrial 12S rDNA primerleri, ileri ve geri sekanslari

Isim Bolge Sekans (5' - 3)

T2A F: AATGAGAGCGACGGGCGATGT
12S rRNA

T1B R: AAACTAGGATTAGATACCCT
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3.5. Mikrosatellit Belirteclerin Tanimlanmasi1 ve Primer Sekanslarinin

Dizayn Edilmesi

Yeni Nesil Sekanslama (YNS) son yillarda mikrosatellit belirteglerin dizayn edilmesinde
siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem daha az laboratuara bagimlidir ve geleneksel olarak
kullanilan genomik kiitiiphane iiretme ve tarama yontemine goére daha ucuzdur.
Gilinliimiizde yararlanilan YNS yaklasimlar1i arasinda, Illumina Genom Sekanslama,
binlerce yiiksek kalite kisa genomik okumayi1 daha etkili ve gérece daha ucuz olarak {iretir.
Bu nedenlerle, belirteclerimizi gelistirmek ve sekans okumalart elde etmek i¢in Illumina
MiSeq platformu kullanilmistir. Vejetasyondan toplanan 7 H. marginatum 6rnegi genomik
fragment olusturmak igin kullanilmistir (Cizelge 3.3). Bu ornekler secilirken dzellikle kan
emmemis olmasina dikkat edilmis, boylece kan emmis kenelerden olas1 bir konak DNA’s1
karigma ihtimali ortadan kaldirilmistir. Bu hizmet Mr DNA, Shallowater, TX firmasindan
almmistir. Elde edilen fragmentler, WebSat programi kullanilarak mikrosatellit tekrar

bolgelerini bulmak {izere kullanilmistir (http://wsmartins.net/websat; [228]. WebSat,

mikrosatellit motifleri tespit eden ve her lokus i¢in olasi primerlerini de belirleyen hizli ve
etkili bir online programdir. Program ayarlar1 2, 3 ve 4 niikleotitli motifleri en az sirasiyla
4, 4 ve 3 tekrar seklinde arastiracak formatta ayarlanmistir. Bu sekilde 42 primer segilerek
test edilmistir. Bu primerlerin uzunluklar1 14-24 baz cifti arasinda degismekte olup,
guanin-sitozin icerikleri %41-67, erime sicakliklar1 59-63 °C’dir (Cizelge 3.4).
Amplikonlarin uzunlugu 119-143 baz ¢ifti arasinda degismektedir. Primerler ¢alismaya
baslamadan 6nce 10pmol/pL olacak sekilde seyreltilmis ve -20 °C’de saklanmistir.
Cizelge 3.3 Mikrosatellit pozitif lokus tespiti icin analize génderilen Hyalomma marginatum drneklerinin
esey, lokasyon, toplama tarihi ve drnekleme yéntemi bilgileri

Numara | Birey Kodu Tur Esey Metot Lokasyon Toplama tarihi
1 MUG14-15 H. marginatum m | bayraklama | Mugla 2014
2 MUG14-145 | H. marginatum f vejetasyon | Mugla 2014
3 Kl1Z14-29 H. marginatum f CO; tuzak | Ankara 2014
4 Kl1Z14-30 H. marginatum m |COztuzak | Ankara 2014
5 GMS14021(1) | H. marginatum m | Vejetasyon | Glimiishane 2014
6 GMS14021(2) | H. marginatum m | Vejetasyon | Glimiishane 2014
7 AYAS 1 H. marginatum m | Vejetasyon | Ankara 2015
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Cizelge 3.4 . Hyalomma marginatum orneklerinde test edilen tiim primerlerin uzunlugu, ileri ve geri primerleri ve mikrosatellit motifleri

No |Primer Ad1 | Mikrosatellit | Uzunluk (bg) | ileri Primer (5' — 3') Geri Primer (5' - 3") Ornegin kodu
1 HYmL1 (TCC)s 202 AGGGTCTAAGGGGTGGAACC ATCGGTTTATCTTTGGCCCG GMS2

2 HYmL2 (CT)1s 354 TTATTCGAGATCGGAAGGCG CCATCTGCTGTCTTGTGCG Kl1Z14-30

3 HYmL3 (CGG)s 330 AGTGAACCATGACGAGTGGG AATCGGCATGGTAATCTGGG MUG14-145
4 HYmL4 (GCA)4 220 GACAATCCGGTCGATAAGGC ATCCATCGGTGAACACCTGG MUG14-145
5 HYmL5 (ATCT)4 226 ATTTGTCCTGTCGATGTGGC TCATCATAGACCCTGCCAGC MUG14-145
6 HYmL6 (ATG)s 188 GAATTCGTGGCGACTTCAGC GGCTGCAGAAATTAGCGTCC MUG14-15
7 HYmL7 (GAT)s 212 TGATGATGATGCGTTTGTGC TCTGACCACGATCAGCAAGG Kl1Z14-29

8 HYmLS8 (AT)s 312 CAGTAAGCGTGCTCGTTTCG CAAAACCTTCCTTCCCCTGC MUG14-15
9 HYmL9 (AT)s 170 AGCTCACGTCTTTCCCTTCG AATTGCGCACTTTCCTTTGC MUG14-15
10 |HYmL10 (GA)s 205 CAGTGGTAGAACACAGGACTGC ACACGCCAAACTAAAATGCTCT | MUG14-15
11 |HYmL1l (GA)s 120 AGGGTGAGGAAATACCGAGAA ATCTAACGGACAAACCGAGAAA | MUG14-15
12 |HYmL12 (GAT)4 380 ATTCGTGGCGACTTCAGC ACGGCCTTTCTCTCCTCTCTAT MUG14-15
13 |HYmL13 (TGC)4 154 ATTCGCACAAAAGTGACGC ACTACAGGAACAACTGAAGGGG | MUG14-15
14 |HYmL14 (GCA)4 122 ACTACAGGAACAACTGAAGGGG CCCTCCCTCTCGCTTCTC MUG14-15
15 |HYmL15 (CTs 221 TAGCCAAACTTCATCCCTGATT CTCTTCCATCTGCTGTCTTGTG Kl1Z14-29
16 |HYmL16 (CAT)s 119 GTATAAGGTGGAGAGGCCACAG GCTGCGTAAGACGAGTACAGTTT | KlZ14-29
17 |HYmL17 (GAT)s 160 CGTTATTAGTCCGTGGATGGAT GTATAAGGTGGAGAGGCCACAG |Klz14-29
18 |HYmL18 (AG)s 209 TGAACAAAGTGCAAGACACACA CAAACCCATCATCATCGTTAGA |KIZ14-29
19 |HYmL19 (TGC)4 254 CATCCTGATTGCTGAAAATGG GATGTTCTACTTCACCTTCGGG Kl1Z14-29
20 |HYmL20 (CCG)4 256 TAGCCAAACTTCATCCCTGATT TGAACAAAGTGCAAGACACACA | KlZ14-29
21 |HYmL21 (CGA)4 160 CGTTATTAGTCCGTGGATGGAT GTATAAGGTGGAGAGGCCACAG |Klz14-29
22 |HYmL22 (ACC)4 347 AATTCCTCTATGCTTCGTGAGC GGCAAGAAAAGGACTGGTTGTA |KlZ14-29
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Cizelge 3.4 (Devami). Hyalomma marginatum érneklerinde test edilen tiim primerlerin uzunlugu, ileri ve geri primerleri, mikrosatellit motifleri ve izole edildigi 6rnek

bilgileri
No |Primer Ad1 | Mikrosatellit | Uzunluk (bg) | ileri Primer (5' - 3') Geri Primer (5" -3") Ornegin kodu
23 |HYmL23 |(AG)s 138 GGGTTATGAGTGTGGGTGAGTT CTGAGCCTTCCACTACGGC MUG14-15
24 |HYmL24 | (AT)s 124 AGCTCACGTCTTTACCTTCGAG GTTACGCTGTAGACACCAACGA | MUG14-15
25 |HYmL25 |(ATTG)s 276 CGTGCCATTCATCTACAGCTAC ACGGCCTTTCTCTCCTCTCTAT | MUG14-15
26 |HYmL26 |(ATG)s 333 ATTCGTGGCGACTTCAGC TGGTAATGGTGATGATTGTGGT | MUG14-15
27 |HYmL27 | (CAT)s 169 ACGGCCTTTCTCTCCTCTCTAT AGCCCTCCACTACGATGATG MUG14-15
28 |HYmL28 |(ATG)s 213 ATTCGTGGCGACTTCAGC CTTAATGAGAGCGAAACCAAGC | MUG14-15
29 |HYmL29 |(AC)s 327 AAAGCAGTCAGAGGTTCGATCT GAATATAAAGGCCACGGTTGA | MUG14-15
30 |[HYmML30 |(CT)is 294 CCTACATACATACAGGCGACGA |GACACTTCCATCTGCTGTCTTG |MUG14-145
31 |HYmL31 |(GA), 158 CTAGTGGTTATGGCACTCGGAC CCCTTCCTTCCATTCTCCC MUG14-145
32 |HYmL32 |(TCA)s 218 GTCTAGTGGTTATGGCACTCGG TACTTGAGGCAAATGCAATGTC | MUG14-145
33 |HYmL33 |(ATC)s 144 GGACGACTAAATCTTTCAGGTAGC | AATTCTTCCGAGGCGAGAC K1Z14-30
34 |HYmL34 |(GCG)s 317 CACCATAATTCCATGTCCTTCC CTTTTCTGATTGCCGTCTTTG K1Z14-30
35 |HYmL35 |(CA)s 190 TACGGAGGTGGGGCAGTA CGACGAGATGGCTTGAAAA GMS2
36 |HYmL36 |(TCC)s 184 TGGAACCCCTTACAAGTCATAGA | TGGCCCGAAATCTTACTACAAC |GMS2
37 |HYmL37 |(AT)s 124 AGCTCACGTCTTTACCTTCGAG GTTACGCTGTAGACACCAACGA | MUG14-145
38 |HYmML38 (AT)n 338 ATTCATGGGATCTCTACGATGG CACTCTTACATCTGCCGTCTTG | MUG14-145
39 |HYmL39 |(AT), 126 AGCTCACGTCTTTACCTTCGAG GTTACGCTGTAGACACCAACGA | MUG14-15
40 |HYmLA40 (AC)s 312 GTCAGAGGTTCGATCTGGCTAA GACCACGTTTTCATTCACTGCT |MUG14-15
41 |HYmL4l1 |[(TCA)s 176 CTAGTGGTTATGGCACTCGGAC TACCAAATCTTACTCCCTCCCC | MUG14-15
42 |HYmLA42 (AT)n 343 GAACAAAAGGGATAAGAAACCG |CTGATGAGAAGGAAACATGGTC | MUG14-145
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3.6. PCR Asamasi

PCR c¢alismalarinin ilk basamaginda, primerlerin ¢alisabilirligini test etmek amaciyla, tiim
lokalitelerden 1-2 ulL. DNA ile olusturulan DNA karigimi ile PCR yapilmistir. PCR
kosullarin1 optimize etmek i¢in dereceli testler yapilmistir. Son PCR kosullar1 ve PCR

karisim igerigi Cizelge 3.5.’de verilmistir.

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmentlerini goriintiilemede kullanilmistir. 8 pL. PCR
tirtinii ve 2 pL turuncu 5X ylikleme materyali; %2 Nusieve diisiik erime sicaklikli agarozla
olusturulmug 0.5X Lityum borat tampon igerisinde, 45 dakika 300 voltta yiiriitiilmiistiir.
PCR firiinii boyutlar1 Generuler 50 baz ¢iftlik DNA Ladder kullanilarak degerlendirilmistir.

3.7. Genotiplendirme ve Mikrosatellit Belirteclerin Karakterizasyonu

Bu asama igin tiim lokalitelerden her bir lokus i¢in toplam 106 6rnek se¢ilmistir (Cizelge
3.6). Ornekler hazirlanirken amplikonlarin agaroz jelde gosterdikleri bantlarm giicii
dikkate alinmistir. Zayif bant gosteren orneklerde 2.5-3 uLL PCR iirlinii kullanilirken, giiglii
bant gosteren Orneklerde 1-1.5 pL’lik PCR iiriinii kullanilmistir. Ornekler kapillari

elektroforezle genotiplendirme yapilmasi i¢in Eurofins firmasina gonderilmistir.

Genotiplendirme sonuglari, Genemarker V2.4.0 kullanilarak DNA bantlarinin pik degerleri
not edilmistir (SoftGenetics, LLC, State College, PA). Boylece her bir primer giftinin
urettigi aleller ve alel fragment uzunluklar1 her bir 6rnek ic¢in belirlenmistir. Data,
CREATE V1.37 programi kullanilarak pek c¢ok populasyon genetigi programi igin

kullanilacak uygun formata gevrilmistir [229].

Gozlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), kendilesme katsayist (Fis) ve
alel sayis1t FSTAT V2.9.3.2 programi kullanilarak hesaplanmistir [124]. Baglant1 esitsizligi
de yine bu program kullanilarak kaydedilmistir.

3.8. Populasyonlar Arasi Genetik Farkliliklarin Arastirilmasi

Populasyonlardaki genetik farklilasmay1 arastirmak tizere, 10 populasyondan 6-16 birey
secilmistir. Bu populasyonlardan ikisi Trakya Bolgesi, ii¢ii Ic Anadolu Bélgesi, ikisi Ege
Bolgesi, ikisi Kuzey Anadolu Bolgesi ve biri Dogu Anadolu Bolgesindedir.
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Populasyonlarin 2014 yili KKKA insidans oranit 31.1 ile 0.22 arasinda degismektedir
(Cizelge 3.1). Populasyonlar arasindaki mesafe 130 ile 1730 km arasindadir. Wright’in F-
istatistigi kullanilarak genetik ¢esitliligin populasyonlar arasindaki dagilimi ve Hardy-

Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi belirlenmistir [230].

3.9. Populasyon Yapisi Analizleri (STRUCTURE)

Populasyon yapist STRUCTURE 2.3.4 programi kullanilarak analiz edilmistir [129].
STRUCTURE, Bayesian kiimeleme yaklagimina dayanmakta olup, veri setini K sayida
ayr1 genetik kiimeye bolerek analiz eder. Bu calismada genetik kiimelenmeyi ortaya
cikarmada karisim (admixture) modeli se¢ilmistir. Bu model, alt populasyonlardaki her
bireyin, genomunun bazi boéliimlerini her bir K populasyonundaki farkli atadan aldigini
varsayar yani bireyler atasal olarak karigiktir. Alel frekansini degerlendirmede kullanilan
Miskili Alel Siklig1 Modeli (Correlated Allele Frequency Model) ise 6rnekteki her bir K
populasyonun yaygin atasal populasyon tarafindan siiriiklenmeye maruz kaldigini ve bu
stiriklenme oraninin farkli efektif populasyon biiyiikliigiine bagli olarak populasyonlar
arasinda degiskenlik gosterdigini ifade eder [130]. Bu nedenle, yakin iliskili
populasyonlarin olduk¢a benzer alel siklig1 gostermesi beklenir [129], [231]. Analizler igin
kiime sayis1 K=1 ile K=6 arasinda ayarlanmistir. Her K degeri i¢in 10 ytiriitme, 1000000
tekrarli 6n tarama ve 1000000 Monte Carlo Markov Zinciri tekrari ile gergeklestirilmistir.
STRUCTURE’dan elde edilen veri STRUCTURE HARVESTER’da degerlendirilmistir
[232]. Bu g¢evrimigi program Evanno metodunu uygulamaktadir [233]. STRUCTURE
HARVESTER c¢iktilart CLUMPP (Cluster Matching and Permutation Program) [234] ile
diizenlenerek, STRUCTURE’da elde edilen c¢ok sayida matris tek bir Ozet matrise
indirgenmistir. CLUMPP sonuglar1 DISTRUCT da [235] grafik haline doniistiirilmustiir.
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Cizelge 3.5. Mikrosatellit ve 12S rDNA PCR karigimu ve reaksiyon kosullar

12S rDNA Mikrosatellit Lokus

(5 Prime) (Invitrogen)
H20 103 L | HO 14.25 uL
Taq tamponu (10x) 2.5uL Taq buffer (10x) 2.5puL

PCR Karisimi | Taq giiglendirici 5uL | MgSO4 (50 mM) 1.5 uL
MgCl, 15Ul [leri primer (10 pmol/ uL ) 0.5 uL
Primer T2A(10 pmol/ pL ) 1.25 uL | Geri primer (10 pmol/ uL) 0.5 uL
Primer T1B2 (10 pmol/ pL ) 1.25 uL | NTPs (10 mM) 0.5 uL
dNTPs 0.5 pL Taq DNA plus (5U/ uL) 0.25 uL
Taq DNA polimeraz 0.2 uL DNA 6rnegi 5uL
DNA &rnegi 2.5uL Toplam 25 uL
Toplam 25 uL
94°C -5 dk (6n denaturasyon) 94°C -5 dk (6n denaturasyon)
94°C 20 sn (denatiirasyon) 94°C 20 sn (denaturasyon)
56 °C -1 °C / 25 sn - 5dongii (bagl

ongil (baglanma) 58°C =>-1.5°/ 30 sn, 6 dongii (baglanma)
70°C 30 sn (uzama)
70°C 30 saniye (uzama)
PCR 35 dongu 35 dongil
Reaksiyon )
Kosullar: 94°C 20 saniye (denaturasyon) 94°C =20 saniye (denaturasyon)

50°C 25 saniye (baglanma)
70°C 30 saniye (uzama)
70°C > 5 dakika (son uzama)

4°C (muhafaza)

49°C 40 saniye (baglanma)
68°C 30 saniye (uzama)
68°C -5 dakika (son uzama)

4°C (muhafaza)
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Cizelge 3.6. Genotipleme agsamasinda kullanilan Hyalomma marginatum populasyonlarinin birey sayisi, koordinat, yiikseklik, 6rnekleme yontemi ve 2014 yili Kirim Kongo

Kanamah Atesi insidans verileri

Populasyon | Pop-Kodu | Ornek sayis1 | Lokalite Toplama tarihi | Koordinat Yukseklik | Konak KKKA insidansi (2014)
Kuzey GUM-POP2 16 Kelkit/ Glimiighane 04.06.2015 40.030°K; 39.514 °D 1554 m inek 31,11
Kuzey BAY-POP2 7 Balkaynak Koyu/Bayburt |03.06.2015 40.355 °K;39.909°D [1752m inek 30,42
Bati MUG-POP1 14 Oren/Mugla 02.05.2015 37.052 °K; 27.951°D |349m inek 0,35
Bati AYD-POP2 12 Sahnali Kéyli/Aydin 04.05.2015 37.791 °K; 27.940°D |86 m inek 1,18
Orta CAN-POP 9 Hallaghi Koyii/Cankiri 09.05.2015 40.288°K; 33.949°D 649 m inek 5,24
Orta COR-POP2 10 Osmancik/ Corum 26.05.2015 40.991 °K; 35.01 °D 568 m Koyun/inek 14,66
Orta ANK-POP1 6 Y.Karadren KdyiiAnkara |02.05.2015 40, 357 °K; 32,681°D |1041m inek 0,22
Dogu IGD-POP 16 Taslica Koyt/ Igdir 23.07.2015 39.821 °K; 43.813°D |1800 m inek 0,53
Trakya KIRK-POP 7 Kirklareli 30.07.2015 41.743 °K; 27.417°D |330,8 m inek 1,47
Trakya TEK-POP 9 Hayrabolu/Tekirdag 30.07.2015 41.224 °K; 27.248 °D |130,8 m inek 0,25
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4. BULGULAR

4.1. Arazi ve Teshis Calismalari

Bu c¢alisma kapsaminda Tiirkiye’deki 29 ile ait 70 lokalitede arazi calismalari
gerceklestirilmistir.  Calisilan 70  lokalitenin  37°sinde  H. marginatum bireyleri
orneklenmistir. Calismada Hyalomma cinsine ait 734 birey orneklenmis olup bunlarin
621’i H. marginatum olarak tiplendirilmistir (Cizelge 3.1). Orneklerin hepsi ergindir.
Calisma planlanirken de tahmin edildigi lizere en basarili 6rnekleme yontemi konak
tizerinden Ornekleme olmustur. CO, gémiilii tuzak yontemi ile beklenen basari elde

edilememistir.

Arazi galigmalar1 esnasinda bazi lokalitelerde H. marginatum bulunamamaistir. Bu durumda
ya ayni bolgedeki baska bir lokalite secilmis ve ileri tarihte tekrar 6rnekleme yapilmistir ya
da bazi lokaliteler tekrar edilememis o yiizden yaniltic1 veri olmamast nedeniyle, calisma

sonuclarindan ¢ikarilmistir.
4.2. Mitokondriyal 12S rDNA Sonuglari

Bu analiz sonuglarina gore, Mardin, Mersin ve KKTC o6rnekleri disindaki lokalitelere ait
tim Orneklerin sekanslar1 6zdestir. Bu sonuglar morfolojik verileri de dogrulamistir. Daha
once H. excavatum, H. anatolicum ve H. scupense olarak teshis edilen bu 3 lokaliteye ait
ornekler populasyon analizi ¢alismalarina dahil edilmemistir. Calismada elde edilen
sekanslarla cizilen NJ agacina gore, Tiirkiye H. marginatum sekans Israil ve italya’ya ait
orneklere ait sekanslarla yakindan iliskilidir. Hyalomma excavatum olarak teshis edilen ve
agacta “Hyalomma spp.Tiirkiye 2” olarak kodlanan Akdeniz ve Kibris drnekleri, Israil H.
excavatum ve Cin H. anatolicum sekanslari ile iligskilendirilmistir. Mardin’den toplanan ve
agacta “Hyalomma spp.Tirkiye 3” olarak kodlanan 6rnekler ise Hyalomma asiaticum Cin

ornekleri ile gruplanmistir (Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1.Mitokondriyal 128 analizi sonucu elde edilen Hyalomma cinsine ait sekanslarin

Genbank’tan elde edilen Hyalomma sekanslart ile birlikte olusturulan NJ filogenetik agaci

_29|: KT391046.1 H.marginatum marginatum Israil
70 H. marginatum Turkiye 1

KCB817304.1 H. marginatum marginatum ltalya

91

84 KT391044 1 H. marginatum marginatum lIsrail

— AF150033.1 H. marginatum rufipes Zimbabve
96l KCB17386.1H. marginatum rufipes ltalya
g4 AF150031.1 H.truncatum Zimbabve

93 KF583638.1 H.anatolicum Cin
{ Hyalomma spp.Turkiye 2
KT391036.1 H.excavatum Israil
—I"6|: KT391040.1 H excavatum Israil
KT391025.1 H. aegyptium Israil
KF583607.1 H. detritum Cin

53

51

92

98

Hyalomma spp. Turkiye 3

100 KF583591.1 H. asiaticum Cin
{ KF583633.1 H. asiaticum asiaticum Cin

HE&819515.1 H.marginatum Yemen

AF150029.1 I. ricinus outgroup

4.3. Mikrosatellit Belirteclerin Dizayn edilmesi ve Karakterizasyonu

Test edilen 42 primerin 35’1 zayif bantlara sahip oldugu i¢in ya da belirgin bir bant
gostermediklerinden dolay1 ¢alismada kullanilmamistir. Geriye kalan 7 mikrosatellit
belirtecin geri primerleri i¢in ¢alismanin bir sonraki asamasinda kullanilmak tizere 6FAM,
NED, PET ve VIC florasan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilmistir. (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA). GeneMarker programi kullanilarak elde edilen
genotiplendirme sonuglarinin  sayisal degerleri Cizelge 4.2.°de, yedi belirtecin
karakteristigine dair 6zellikler Cizelge 4.3’de verilmistir. Lokus basina alel sayist 2 ile 16
arasinda degismektedir (ortalama=8.42). He degeri 0.479 ve 0.76 arasinda degismektedir.
Yedi lokusun altisinda Ho degerleri (ortalama 0.76) He degerlerinden daha yiiksektir.
Lokuslarda baglanti esitsizligine rastlanmamistir. Fis degerleri 6 lokus i¢in -0.143 ile -0.65

arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.2. Genotiplendirme sonucu her bir lokusa ait 6rneklerin alel fragment uzunluk degerleri

Numarasi Populasyon | Ornek Lokus24 | Lokus24 | Lokus 27 | Lokus27 | Lokus33 | Lokus33 | Lokus40 | Lokus40 | Lokus41 | Lokus4l | Lokusl | Lokusl | Lokus5 | Lokus5
1 Ankara ANK 4 114 116 143 167 144 159 312 340 126 174 293 299 211 211
2 Ankara ANK 5 116 118 143 167 144 159 312 340 126 126 293 299 179 211
3 Ankara ANK_6 116 120 140 167 144 144 312 340 126 180 293 299 211 287
4 Ankara ANK_7 116 118 143 173 144 144 312 340 126 180 287 299 179 211
5 Ankara ANK_8 118 120 140 143 138 150 312 340 126 180 293 299 179 211
6 Ankara ANK 9 116 122 140 167 144 159 0 0 126 126 293 299 179 211
7 Cankiri CAN13 116 120 140 143 138 159 312 340 0 0 0 0 0 0

Cankiri CAN14 116 120 143 167 0 0 312 340 126 126 293 299 211 239
9 Cankiri CAN15 118 120 143 167 144 159 312 340 126 180 299 299 211 239
10 Cankiri CAN16 114 118 140 143 0 0 312 340 126 201 0 0 239 239
11 Cankiri CAN17 116 118 143 167 138 159 312 340 126 180 0 0 211 239
12 Cankiri CAN3 114 120 143 167 0 0 312 340 126 126 293 299 211 239
13 Cankiri CAN4 116 118 140 143 138 159 312 312 0 0 0 0 0 0
14 Cankiri CANS5 116 120 140 143 138 159 312 340 0 0 0 0 0 0
15 Cankiri CANG6 116 120 140 143 138 144 312 340 126 180 0 0 0 0
16 Corum COR10 114 118 140 149 156 210 312 340 126 201 293 293 167 239
17 Corum COR11 118 122 140 167 0 0 312 312 126 180 287 299 169 239
18 Corum COR12 116 120 134 143 138 150 312 312 126 201 293 299 211 239
19 Corum COR13 114 118 140 143 138 156 312 340 126 201 299 299 239 239
20 Corum COR18 116 122 140 149 0 0 312 340 147 147 299 299 167 167
21 Corum COR19 116 118 140 143 144 156 312 340 126 126 299 299 167 167
22 Corum COR5 120 118 140 143 141 156 312 312 0 0 0 0 207 223
23 Corum COR6 118 122 140 140 141 210 312 312 147 147 299 299 211 239
24 Corum COR7 116 122 137 140 141 144 0 0 147 147 0 0 211 239
25 Corum CORS8 116 122 140 143 138 210 312 312 147 147 0 0 167 231
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Cizelge 4.2 (Devami) Genotiplendirme sonucu her bir lokusa ait drneklerin alel fragment uzunluk degerleri

Numarasi Populasyon | Ornek | Lokus24 | Lokus24 | Lokus27 | Lokus27 | Lokus33 | Lokus33 | Lokus40 | Lokus40 | Lokus41 | Lokus41 | Lokusl | Lokusl | Lokus5 | Lokus5
26 Aydin AYD_10 118 120 140 167 138 150 312 312 126 180 293 299 179 211
27 Aydin AYD_11 116 120 140 167 144 150 312 312 126 126 293 293 211 271
28 Aydin AYD_12 118 120 143 167 141 144 312 340 126 126 293 299 211 211
29 Aydin AYD_13 114 118 143 167 144 144 312 340 126 126 299 299 179 211
30 Aydm AYD_14 116 120 134 143 144 150 312 340 126 174 293 293 211 235
31 Aydin AYD_15 114 120 140 143 138 144 312 340 126 174 0 0 179 211
32 Aydin AYD_16 116 118 143 167 141 150 312 340 126 180 0 0 0 0
33 Aydin AYD_17 118 120 140 167 144 144 312 340 96 126 0 0 179 211
34 Aydmn AYD_18 112 116 140 143 0 0 312 312 126 126 293 293 0 0
35 Aydin AYD_19 116 120 140 167 144 150 312 340 126 126 299 299 179 239
36 Aydin AYD_8 118 120 134 167 144 150 312 340 126 180 293 299 211 239
37 Aydin AYD_9 114 120 140 155 141 144 312 340 126 174 293 299 211 239
38 Mugla MUG10 116 118 140 143 144 150 312 340 126 174 0 0 0 0
39 Mugla MUG11 116 120 140 143 138 144 312 312 126 174 0 0 0 0
40 Mugla MUG12 116 120 140 167 144 144 312 340 126 174 293 293 187 211
41 Mugla MUG13 116 118 140 143 144 144 312 340 126 201 293 299 211 211
42 Mugla MUG14 116 120 140 143 141 141 312 340 126 180 293 293 179 211
43 Mugla MUG15 118 120 134 143 144 150 312 340 126 174 287 293 211 231
44 Mugla MUG17 116 120 143 167 144 144 312 340 126 174 293 293 179 211
45 Mugla MUG18 116 120 140 143 141 144 312 340 126 180 293 293 203 239
46 Mugla MUG19 118 120 143 167 144 159 312 340 126 126 293 293 211 211
47 Mugla MUG20 116 118 140 143 144 159 312 340 126 201 293 299 211 211
48 Mugla MUG21 114 120 134 143 141 144 312 340 126 174 293 293 211 211
49 Mugla MUG22 114 118 140 167 144 159 312 340 126 174 293 302 0 0
50 Mugla MUG23 116 118 140 143 144 159 312 340 126 180 293 293 211 243
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Cizelge 4.2 (Devami) Genotiplendirme sonucu her bir lokusa ait drneklerin alel fragment uzunluk degerleri

Numarasi Populasyon | Ornek | Lokus24 | Lokus24 | Lokus 27 | Lokus27 | Lokus33 | Lokus33 | Lokus40 | Lokus40 | Lokus41 | Lokus41 | Lokusl | Lokusl | Lokus5 | Lokus5
51 Mugla MUG9 118 118 143 146 144 150 312 340 126 201 0 0 0 0
52 Bayburt BAY_10 114 120 140 143 138 144 312 340 126 126 0 0 179 211
53 Bayburt BAY_11 114 120 140 143 138 144 312 340 126 174 0 0 179 211
54 Bayburt BAY_18 116 120 143 167 138 144 312 340 0 0 293 293 179 211
55 Bayburt BAY_19 116 118 143 167 144 144 312 312 0 0 293 293 179 211
56 Bayburt BAY_20 116 118 143 167 150 159 312 312 111 126 293 299 179 211
57 Bayburt BAY_21 114 120 140 143 144 144 312 340 126 174 293 299 179 211
58 Bayburt BAY_22 116 118 0 0 144 144 312 340 0 0 293 293 179 211
59 Giimiighane | GUM10 114 118 143 167 138 159 312 312 111 126 0 0 0 0
60 Giimiighane | GUM11 114 118 134 143 138 159 312 340 126 126 293 299 211 239
61 Giimiighane | GUM12 116 118 140 143 138 144 312 340 111 126 0 0 0 0
62 Giimiighane | GUM13 114 118 140 143 138 159 312 340 126 180 302 302 179 211
63 Giimiighane | GUM14 114 120 140 143 138 159 312 340 126 126 293 311 179 211
64 Giimiighane | GUM15 118 118 140 143 138 159 312 340 126 180 293 299 0 0
65 Giimiighane | GUM16 118 120 140 143 138 144 312 312 126 126 0 0 199 239
66 Giimiighane | GUM17 116 120 134 143 144 153 312 312 0 0 299 299 211 211
67 Giimiighane | GUM18 118 120 143 167 144 159 312 312 126 180 287 287 179 211
68 Giimiighane | GUM19 116 120 143 167 144 150 312 312 126 180 299 299 179 207
69 Giimiigshane | GUM20 116 118 134 143 144 150 312 340 126 126 299 299 199 211
70 Giimiighane | GUM21 116 118 140 143 144 144 312 340 126 126 293 299 179 211
71 Giimiighane | GUM?22 116 118 140 143 144 153 312 340 126 126 299 302 211 211
72 Giimiigshane | GUM23 114 120 140 167 138 144 312 340 126 180 299 299 179 211
73 Giimiighane | GUM®6 116 116 143 167 138 159 312 340 126 180 299 299 179 211
74 Giimiighane | GUM9 116 118 140 143 138 144 312 340 126 180 293 299 203 211
75 Igdir IGD10 116 120 143 167 144 153 312 340 126 180 293 299 211 211
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Cizelge 4.2 (Devami) Genotiplendirme sonucu her bir lokusa ait drneklerin alel fragment uzunluk degerleri

Numarasi Populasyon | Ornek | Lokus24 | Lokus24 | Lokus 27 | Lokus27 | Lokus33 | Lokus33 | Lokus40 | Lokus40 | Lokus41 | Lokus41 | Lokusl | Lokusl | Lokus5 | Lokus5
76 Igdir IGD11 116 118 155 170 144 144 312 340 126 126 293 293 211 239
77 Igdir 1GD12 114 120 140 167 144 144 312 340 126 180 293 293 211 211
78 Igdir IGD13 116 118 143 167 144 144 312 340 126 126 293 302 0 0
79 Igdir IGD14 114 120 143 167 144 144 312 312 126 126 293 293 211 211
80 Igdir 1GD15 114 120 143 167 144 159 312 340 126 180 293 299 211 211
81 Igdir 1IGD16 114 118 134 167 138 144 312 340 126 180 293 293 211 239
82 Igdir IGD17 118 120 140 167 144 159 312 312 126 180 293 293 211 239
83 Igdir 1GD18 116 120 140 167 138 150 312 340 126 126 293 293 211 211
84 Igdir 1GD19 116 120 143 167 144 159 312 312 126 180 293 293 211 239
85 Igdir 1GD20 118 120 143 167 138 150 312 340 126 180 293 293 211 211
86 Igdir 1GD21 0 0 143 167 144 144 312 312 0 0 293 293 211 211
87 Igdir 1IGD6 118 122 134 140 162 165 312 312 0 0 287 296 0 0
88 Igdir IGD7 122 122 134 140 159 165 312 312 0 0 293 293 211 239
89 Igdir 1GD8 116 120 140 167 144 159 312 312 126 126 0 0 211 239
90 Igdir 1GD9 116 120 140 167 138 138 312 312 0 0 0 0 0 0
91 Kirklareli | KIRK10 118 120 134 143 144 159 312 340 126 126 293 299 203 211
92 Kirklareli KIRK11 118 120 140 143 141 159 312 340 126 180 293 293 211 211
93 Kirklareli KIRK12 116 118 143 167 138 144 312 340 126 126 293 299 0 0
94 Kirklareli KIRK13 114 118 140 143 144 159 312 340 126 180 293 293 211 211
95 Kirklareli KIRK14 114 114 140 143 144 159 312 340 126 180 293 293 211 211
96 Kirklareli KIRK6 116 120 140 167 141 159 312 340 126 126 293 293 203 211
97 Kirklareli KIRK7 116 118 134 140 144 159 312 340 126 180 293 293 211 211
98 Tekirdag TEK10 118 118 140 143 141 150 312 340 126 201 0 0 211 267
99 Tekirdag TEK11 120 120 143 167 135 156 312 340 96 126 0 0 211 211
100 Tekirdag TEK12 116 120 143 167 144 162 312 340 126 201 0 0 211 211
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Cizelge 4.2 (Devami) Genotiplendirme sonucu her bir lokusa ait drneklerin alel fragment uzunluk degerleri

Numarasi Populasyon | Ornek | Lokus24 | Lokus24 | Lokus 27 | Lokus27 | Lokus33 | Lokus33 | Lokus40 | Lokus40 | Lokus41 | Lokus41 | Lokusl | Lokusl | Lokus5 | Lokus5
101 Tekirdag TEK14 116 120 140 143 144 177 312 340 126 126 0 0 211 211
102 Tekirdag TEK15 116 120 143 167 144 159 312 340 126 126 0 0 211 211
103 Tekirdag TEKG6 114 118 140 143 144 156 312 340 126 180 0 0 211 239
104 Tekirdag TEK7 112 118 143 167 144 159 312 340 126 180 0 0 179 211
105 Tekirdag TEKS8 118 118 143 167 144 144 312 340 126 126 0 0 211 271
106 Tekirdag TEK9 116 118 134 167 138 150 312 340 126 126 0 0 211 211
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4.4. Populasyonlar Arasi Genetik Farklihik Analizleri

Fst sonuglar1 degerlendirilirken 0-0.05 araligindaki degerler, alt populasyonlar arasindaki
genetik farklilhik diisiik, 0.05-0.15 araligindaki degerler, alt popiilasyonlar arasindaki
farklilasma orta, 0.15-0.25 araligindaki degerler alt populasyonlar arasindaki farklilasma
yuksek ve 0.25’in tstiindeki degerler alt popllasyonlar arasindaki farklilasma g¢ok yiiksek
olarak degerlendirilmistir [122]. En farkli populasyon, I¢ Anadolu Bolgesi’nde Corum ili
olarak tespit edilmistir. Populasyonlarin karsilastirilmasi sonucunda da, KKKA insidansinin
yiikksek oldugu alanlarin diisiik oldugu alanlardan genetik olarak belirgin bir farklilik
gostermedigi goriilmiistiir. En belirgin farklilik Corum ve Kirklareli populasyonlari arasinda
Olciilmiistiir (Fst =0.194). Corum populasyonu Igdir populasyonu (Fst =0.193) ve Mugla
populasyonu ile de belirgin farkhilik (Fst =0.173) gostermistir (Cizelge 4.4). Cankiri

populasyonu da diger populasyonlardan orta seviyede farklilik géstermistir.

4.5. Populasyon Yapisi Analizleri

STRUCTURE bireylerin paylastig1 atalarin populasyonlarini, lokasyon bilgisini gdzoniinde
bulundurmadan sadece genetik veri temelinde degerlendirir. Bu program kullanilarak
gerceklestirilen biitiin simiilasyonlar verinin iki kiimede toplandigini gostermistir. Birbirini
izleyen K degerlerinin veriyi agiklama olasiliklari arasindaki farki veren AK degeri, en ylksek
degerine (AK=24.73) K=2"de ulasmistir (Sekil 4.1). Daha yiiksek K degerleri i¢in AK degeri
0.9 ile 8.6 arasinda degismektedir. Bu da analiz edilen 10 populasyona ait 106 bireyin 2
kiimeye ayrildigin1 gostermektedir. Sonuglar tiim bireylerin iki kiimeye de ait genotipleri
tasidiklarini gostermistir. Corum populasyonunda kirmizi ile betimlenen genotip daha yaygin

iken, diger tiim populasyonlarda mavi ile betimlenen genotip daha yaygindir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.3. Mikrosatellit analizlerinde kullanilan yedi polimorfik lokusun karakteristik 6zellikleri

Lokus Tekrar motifi Uzunluk arahg (bp) ileri primer (5' - 3') Geri primer (5'-3") Ta(°C) | Ho He Na Boya | Fis

HymL1 (TCC)5 287-311 AGGGTCTAAGGGGTGGAACC ATCGGTTTATCTTTGGCCCG 63 0.466 | 0,55 6 6FAM | 0,046
HymL5 (ATCT)4 167-287 ATTTGTCCTGTCGATGTGGC TCATCATAGACCCTGCCAGC 61 0.692 (0,63 16 | 6FAM | -0,24
HymL24 (AT)6 112-122 AGCTCACGTCTTTACCTTCGAG GTTACGCTGTAGACACCAACGA | 60 |0.926 |0,76 6 | 6FAM |-021
HymL27 (CAT)5 134-173 ACGGCCTTTCTCTCCTCTCTAT AGCCCTCCACTACGATGATG 60 0.990 | 0,72 10 6FAM | -0,41
HymL33 (ATC)5 135-210 GGACGACTAAATCTTTCAGGTAGC | AATTCTTCCGAGGCGAGAC 59 0.822 (0,76 12 |PET |-0,14
HymL40 (AC)6 312-340 GTCAGAGGTTCGATCTGGCTAA GACCACGTTTTCATTCACTGCT 61 0.791 | 0,48 2 6FAM | -0,65
HymL41 (TCA)5 96-201 CTAGTGGTTATGGCACTCGGAC TACCAAATCTTACTCCCTCCCC 61 0.635 | 0,56 7 VIC |-0,24

Ta= Primer baglanma sicakligi, Na=Alel sayisi, Ho=Go6zlenen heterozigotluk, He= Beklenen heterozigotluk, Fis= kendilesme katsayisi
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Cizelge4.4 Hyalomma marginatum populasyonlarinin Fst degerlerine gore karsilagtiriimasi

FST Ankara | Aydmn Bayburt | Cankir1 | Corum Gumdushane | Igdir Kirklareli | Mugla Tekirdag
Ankara 0

Aydin -0.0009 0

Bayburt 0.0208 0.0105 0

Cankur1 0.0685 0.0685 0.1372 0

Corum 0.122 0.1123 0.1686 0.0819 0

Glimiishane 0.0025 0.0314 0.0597 0.022 0.093 0

Igdir 0.0569 0.0374 0.0532 0.1184 0.1933 0.0993 0

Kirklareli 0.0517 0.0604 0.0718 0.1253 0.1946 0.0824 0.0275 0

Mugla 0.0341 0.0285 0.0105 0.1267 0.1735 0.0862 0.0364 0.0137 0

Tekirdag 0.0013 0.0124 0.04 0.0732 0.1379 0.0225 0.0196 0.0047 0.0054 0

[ lorta seviyede genetik farklihk, [] yiiksek seviyede genetik farklilik
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

15f

Delta K

10

B i&

. o S S l &
S & & ¢ & & « » <

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.2 STRUCTURE analizine gére tiim populasyonlarin bireylerinin K=2’ye goére farkli kiimelere ait olma

olasiliklar1



5. TARTISMA

5.1. Hyalomma marginatum’un Tiirkiye’deki Dagiliminin Degerlendirilmesi

Hyalomma marginatum, Koch 1844, Kuzey Afrika, Asya, Dogu ve Giiney Avrupa ve
Asya’da yayilim gosteren Afrika kokenli bir kene tiriidir [36]. Tirkiye’de H. marginatum
tarafindan transfer edilen KKKA, {iilkemizin i¢ ve kuzeydogu bolgelerinde halk sagligini
tehdit eden ve can kayiplarina neden olan 6nemli hastaliklardan birisidir. T.C. Saglik
Bakanlig1 verilerine gore, 2002-2015 yillar1 arasinda 9787 hastaya KKKA teshisi konmus, bu
vakalarin 469’1 6liimle sonuglanmustir. [43]-[45]. Hastalik halk sagligimi bu kadar ciddi
boyutta tehdit ederken, hastaligin vektorii olan H. marginatum un populasyon yapisina ait
bilgilerimiz oldukga kisitli olup populasyonlar: arasi iliskiler ve etkilesimler bilinmemektedir.
Hastaligin neden belirli bolgelerde yogunlastigina dair bilgiler yetersizdir. Dolayisiyla KKKA
hastalig1 ile ilgili uygun kontrol stratejileri gelistirmek i¢in Oncelikle H.marginatum’un

populasyon yapisini anlamamiz gerekmektedir.

Bu amagla ilk olarak tiirtin Tiirkiye’de dagilim gosterdigi tiim alanlar goz Oniine alinmistir.
Daha once yapilan arastirmalar, tiirlin Tirkiye’nin tim cografi bolgelerde var oldugunu
bildirmistir. Bu nedenle arazi calismalar1 tiim cografi bolgeleri kapsayacak sekilde
planlanmustir [61], [65]. Tiirkiye’de tlirtin dagilimi ile ilgili 29 ilde yaptigimiz kapsamli arazi
calismalar1 sonucunda, literatiirde bahsedilenin aksine, bazi lokalitelerde H. marginatum
bulunamamistir. Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Boélgesi’'nde ve KKTC’de bu kene tiirii
orneklenememistir. Son yillarda yapilan baz1 ¢aligmalar, bizim bulgularimizin dogrulugunu
destekler nitelikte sonuglara isaret etmektedir. Ornegin; Koc ve ark., Antalya ili kene faunasi
tizerine 3 yillik bir arazi ¢alismas: yapmis, toplamda 4 H. marginatum 6rnekleyebilmistir
[236]. Bu ¢alismada da Akdeniz Bolgesi’nde 3 farkli donemde (kene aktivitesini kagirmamak
Icin mayis, haziran ve agustos aylarinda) toplam 15 lokalitede ¢alisilmis ve H. marginatum
bulunamamistir. Ayrica KKTC’de gergeklestirilen arazi ¢aligmalarinda toplanan 6rnekler H.
excavatum olarak teshis edilmis, H. marginatum bulunamamistir. Bu noktada, H.
marginatum’un tiim Tiirkiye’de yayilim gosterdigini sdylemek bu tezin sonuglari kapsaminda
s0z konusu degildir. Bu nedenle Akdeniz Bolgesi’nde, KKTC’yi de kapsayacak bicimde daha
kapsamli bir arazi calismasinin birka¢ yila yayilacak sekilde gerceklestirilmesi gerektigi

calismanin onemli ¢iktilarindandir.
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Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde daha once kene dagilimi {izerine yapilmis bir calisma
yoktur. Bu ¢alisma kapsaminda 2015-Mayis ayinda Mardin iline bagli 3 lokalitede ¢alisma
yapilmistir. Toplam 101 Hyalomma bireyi orneklenmis olup, bunlar H. excavatum, H.
scupense ve H. anatolicum olarak siniflandirilmistir. Bu bélgede sadece bir ilde ve sadece
mayis ayinda Ornekleme yapildigindan net bir ifadede bulunmak sakincali olabilir. Bu
bolgede daha genis kapsamli arazi ¢aligmalar1 yapilarak H. marginatum varligi
arastirtlmalidir. Ayrica, Gilineydogu’da sadece bir ilde 3 farkli kene tiirtinii 6rneklenmesi,
Tiirkiye’de daha 6nce kaydedilmeyen ancak Iran, Irak ve Suriye’de dagilim gosteren, H.
rufipes ve H. asiaticum tdrlerinin de olma ihtimalini akla getirmektedir [46], [90], [96], [224],
[225], [237], [238], [Apanaskevich, kisisel goriisme, 2016].

Calismanin arazi etabi, H. marginatum’un daha oOnce literatiirde bahsedildigi gibi tiim
Tiirkiye’de yayilim gostermedigi, sadece bati, orta ve kuzey bolgeleri kapsayacak bir yayilim
gosterdigine isaret etmektedir. Ulkenin giiney ve giineydogu hattinda ve KKTC’de ise H.

marginatum érneklenememistir.

Bu tez c¢alismasinin arazi bulgulari, H. marginatum’un dagilimmnim KKKA hastaliginin
goriildiighi alanlarla ¢akistigini da gostermektedir. Ancak bu yorumlar yapilirken, sadece
KKKAV gorulen alanlar ile ana vektor olan H. marginatum’un dagilimimin c¢akismasi
yaninda, pek ¢ok baska faktériin de hastaligin dagiliminda etkili olabilecegini
diigiindiirmektedir. Bu durumda, (lkemizin Trakya ve Bati Anadolu Bodlgeleri’'nde H.
marginatum bulunmasina ragmen KKKA vakalarinin nadir goriilmesi ya da olmayisi, viriisiin
yoklugu, patojenik olmayan viriis soyunun dongiisii, kene-insan temasindaki farkliliklar,

vektoriin diisiik kopyalama yetenegi ile ilgili olabilir.

5.2. Hyalomma marginatum Tiirkiye Populasyonunda Genetik Cesitliligin

Degerlendirilmesi

Bu caligmada, Tirkiye’de H. marginatum’un populasyon yapisini ortaya g¢ikarmak igin
mikrosatellit belirtegler tercih edilmistir. Bu belirteclerin segilme nedeni, sahip olduklari
yiiksek mutasyon oranmin yiiksek alelik ¢esitlilik ile sonuglanmasidir [239], [240]. Kuguk
populasyonlarda ve yakin ge¢miste darbogaz etkisine maruz kalan populasyonlarda, sadece
yuksek mutasyon oranlarina sahip lokuslar bilgi vericidir [241]. Diisiik mutasyonal siireg,

uzak gecmisteki olaylara ait izleri verir ve etkisini daha uzun gosterir. Bu nedenle, yiiksek
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veya diisiik alelik cesitlilik ile lokuslarin se¢imi arastirilan soruya baglidir. Mesela, ilgilenilen
soru gen akisindaki potansiyel tarihsel bariyer veya son buzul déneminden beri bir alanda
yeniden kolonizasyonu izlemek ise, diisitk mutasyon oranina sahip belirtecler daha fazla bilgi
verici olabilir. Buna karsin, eger ilgilenilen gliniimiizde demografi veya yakin gecmisteki (10-
100 jenerasyon) degisiklikleri ortaya koyma ise yiiksek mutasyon oranina sahip
mikrosatellitler tercih edilmelidir [242]. Ayrica mikrosatellitler tire 6zgii olduklarindan,
hedef olmayan organizmalarla ¢apraz-kontaminasyon gibi problemler, evrensel primerlerle
karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir. Tiim bu 6zellikleri mikrosatellitleri populasyon genetigi
caligmalarinda en fazla tercih edilen belirtecler haline getirmistir. Ancak en énemli problem

mikrosatellitlerin ture 6zgu dizayn edilmesinin gerekmesidir.

Bugline kadarmikrosatellit ¢alismalarinda 12 kene tiiri igin primer dizayn edilmistir. Ancak
Hyalomma cinsinin higbir tiirii i¢in daha 6nce primer dizayn edilmemistir. Bu nedenle bu
calismaya baslamadan 6nce H. marginatum ile yakindan iligkili olabilecek herhangi bir tiiriin
primeri de mevcut degildi. Bu calismada dizayn edilen primerler bu tiiriin populasyon
genetigine yonelik diinyada gerceklestirilecek diger calismalarda da kullanilabilir. Hyalomma
cinsinin diger tlirlerinde de denenerek, diger tiirler i¢in de basarili sonuglar verip vermeyecegi

test edilebilir.

Molekiiler ekolojide genel kani, ¢alismaya ¢ok sayida lokus dahil etmenin en giivenilir
sonuglart verecegi yoniindedir. Ancak lokus dahil etmek, inceleme sirecine uygunluk
gostermezse, genetik degerlendirmelerin hem hassasiyetini hem de dogrulugunu diistiriir. Bu
nedenle, inceleme asamasinda yiksek performans gosterenlerin kullanilmasi genel bilgide
bahsettigimiz ¢esitli kaynaklardan gelen hatalari azaltir. Buna karsin, lokus sayisinin
azaltilmasi da istatistiksel giicli ve genom-boyu 6rneklemeyi disiiriir. Ancak, birey eklenmesi
diger iki secenege gore Fst degerlendirmeleri i¢in daha hizli bir doygunluk saglar [127].
Lokus eklenmesi lokus spesifik streglerden otiri (genetik siiriiklenme ya da zayif segilim
gibi) genetik degerlendirmelerdeki cesitliligi azaltir ¢iinkii her lokus, genomdaki bagimsiz bir
Ornektir [243]. Dahasi yiiksek polimorfizmli lokuslarin kullanilmasi, 6rnek biiytikligi de es
zamanli olarak arttirllmadig: siirece alel frekansi degerlendirmelerindeki hatalar1 arttirabilir
[127], [244], [245]. Biitiin bu degerlendirmeler gézoniine alinarak ¢alismada 7 primer 10
populasyon lizerinde test edilmistir. Populasyonlar secilirken 6rnekleme yapilan tim alanlari
temsil etmesine Ozellikle dikkat edilmistir. Populasyonlardaki birey sayisi da istatistiksel

testlerin giiclinii diistirmeyecek sekilde 7-16 birey arasinda degismektedir.
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Populasyon yapisin1 ortaya ¢ikarmada en fazla kullanilan parametreler F istatistigi
parametreleri [230], [246] ve yansiz indislerdir [123]. Bu ¢alismada 6 lokus i¢in elde edilen
Fis (kendilesme katsayisi) degerleri -0143 ile -0,65 arasinda degismektedir. Sadece HymL1
pozitif degere sahiptir (0.046). Buna gore Tiirkiye’de H. marginatum alt populasyonlarinda
HWE’den bariz bir sapma oldugu ve heterozigotlugun yiiksek oldugu goriilmektedir.

Diinyada diger Ixodid kene tiirleri ile yapilan ¢aligmalar, tam tersi olarak populasyonlarda
guclu genetik yapilanma ortaya koymustur [15], [29-35]. Bu durum 3 faktorle agiklanmustir.
Birinci olarak, ixodid keneler diistik dispersal kapasitesine sahiptir ve bu yap1 olusumu lokal,
kiictik 6lgekli akraba yapisinin varligini yansitabilir, yani bu durum konak biyolojisine siki
sikiya baglhidir [9], [247], [248]. Ikincisi, keneler lokal konak iligkisi gdsterirler yani rasgele
olmayan konak kullanimi vardir [33-35], [203], [249, 250]. Bu iliski konak soylarina bagh
kene formasyonlarinin olugmasini saglayabilir [251]. Sonug¢ olarak, konak populasyonlari
arasinda kene dispersalinin konak soylarina bagli formlarin istila olasiligin1 ve lokal
populasyon dinamiklerini degistirebilecek kadar 6nemli oldugu ortaya konmustur. Boylece

kenelerin lokal konaklara adaptasyon potansiyeli modifiye olabilir.

Lyme ve kene kokenli ensefalitin vektori 1. ricinus populasyonlart igin mikrosatellit
belirtecler daha Once karakterize edilmis ve kullamilmistir [15], [29-35]. Bu belirtecler
kullanilarak yapilan analizler populasyon icinde HW oranindan bariz bir sapma oldugu ve
heterozigot eksikligini isaret etmistir. Bu durumu arastirmacilar iki sekilde yorumlamistir
[15], [30], [32], [215], [251]. Null alel ve kisa alel dominansi gibi teknik problemler hatali
homozigotlar (retebilir. Ikincisi, populasyon igerisinde genetik bariyer gibi nedenlerle
populasyonun alt populasyonlara ayrilmasi sonucunda olusan heterozigot eksikligini ifade
eden Wahlund etkisidir. Konak ve kene davranisi, yasam evresi, sosyal yap1 ve diger benzer
surecler ayni altgrup bireylerinin kendilesmesini etkileyebilir. Ornegin, ayn1 yumurtadan
¢ikan larvalarin dogada kimelendikleri bilinmektedir [247], [248].

Bu ¢alismada, Tirkiye’deki H. marginatum populasyonlarinda diger kene tiirleri ile yapilan
calismalarda goriilenin aksine heterozigot fazlaligi (heterozygote excess) goriilmiistiir.
Dolayisiyla, calismada teknik hatalardan kaynakli null alel ya da biiytik alel kayb1 olmadig1
rahatlikla sdylenebilir. Bunun disinda, kenelerin davranis 6zelliklerinden kaynaklanan kiimeli
konak arama ve beslenme davranisina dair kanitlar bulunamamistir. Hyalomma marginatum

populasyonlarinda HWE’den goriilen bu bariz sapma konak etkisi ile agiklanabilir.
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Kuslarin tiim Ixodid tiirleri tarafindan parazitlendigine dair giiglii kanitlar mevcuttur [252]-
[269]. Bu Ixodid tirleri Borrelia spp., Babesia spp., Anaplasma, Rickettsia/Coxiella KKE
virisi ve  KKKAV ile infekte olabilir [258], [262], [263], [265]-[268], [270]-[280].
Kuslardaki kenelerin prevelans orani, yillara, mevsime, lokalite ve farkli kus tiirlerine gore
degisiklik gostermektedir. Farkli tiirlerdeki kenelerin prevelanst zemindeki beslenme
derecesine baglidir [268], [281]. Tiirkiye gogmen kuslarin go¢ rotasi lizerindedir ve bu yolla
pek cok H. marginatum larva ve nimflerinin Afrika’dan Tirkiye’ye tasindigi ¢esitli
calismalarla goOsterilmistir [282], [283]. Dolayisiyla bu durum siirekli gen akisi ve
heterozigotlugun artisi ile sonuglanabilir. Yine cesitli iilkelerden yapilan biiylikbas hayvan

ticareti de ergin formlarin iilkeye girisini saglar ve bu durum tizerinde etkili olabilir.

5.3. Hyalomma marginatum Turkiye Populasyon Yapisi

FSTAT analizleri, Tirkiye’de H. marginatum populasyonlarinin Fst degerlerini O ile 0.19
arasinda gostermistir. En biiyilik farklilik 0.19 ile Corum-Igdir ve Corum-Kirklareli arasinda,
0.17 ile Corum-Mugla arasinda ve 0.16 ile Corum-Bayburt arasinda bulunmustur. Dolayisiyla
Corum populasyonunda bariz bir farklilik tespit edilmistir. Ayni sekilde Cankiri
populasyonunda da, Corum populasyonu kadar yuksek olmasa da orta seviyede genetik
farklilik tespit edilmistir (Fst=0.07-0.12).

STRUCTURE programi kullanilarak Tiirkiye H. marginatum populasyonlarinin kag¢ gruba
ayrildig1 analiz edilmistir. Bu program populasyonlarin HWE beklentilerini karsiladigini ve
lokuslar arasinda baglant1 esitligininin oldugunu varsayar. Bu varsayimlar, dogal ve
kendilesen populasyonlarda ihlal edilir [284], [285]. Bu analizin sonuglari, Tiirkiye’de H.
marginatum’un 2 genotipik gruba ayrildigin1 gdstermistir. Buna gore Corum bir genotipin

ozelliklerini daha fazla tasirken, diger 9 populasyon diger genotipin 6zelliklerini tagimaktadir.

H. marginatum yuva ¢evresi disinda da konak arama aktivitesi gosteren bir kene tiiriidiir. ki
konakl1 bir kene tiirii olmasi ve beslenme siiresinin uzun olmasi konaklartyla daha uzak
mesafelere rahatlikla disperse olabilmesini saglar. Dolayisiyla populasyonlar arasinda gen
akist s6z konusu olabilir ve populasyonlarin giiglii bir genetik yapr goOstermesi
beklenmeyebilir. Insan eliyle konak hayvanlarin tasmmasi ile olusan genetik sekillenme H.

marginatum kenelerinde gozlenebilir. Ozellikle {ilkemizde hayvanlarin bir yerden baska bir
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yere tasinmasi ve satilmasma dair (Kurban bayraminda) cok sayida veri ve kendi
gozlemlerimiz mevcuttur. Biitin bu bilgiler Tiirkiye’de H. marginatum’larin gii¢lu bir genetik
yap1 olusturmayacagina isaret etmektedir. Sonucglarimiz genel anlamda populasyonlar arasi bir
gen akist oldugunu gostermektedir. Cankirt ve Corum populasyonlarinda goriilen genetik

farklilik kene biyolojisi ve davranisindan kaynaklanmayan baska faktorlerle agiklanmalidir.

Populasyon genetigi ¢alismalari, artropod vektor kokenli hastaliklarin temel dinamikleri ile
ilgili bilgileri; vektorlerin dispersal oriintlisu ve bunun patojeni yaymadaki potansiyelini
degerlendirerek elde eder. Keneler gibi kanatsiz vektorlerde, gen akis1 konaklarin hareketine
bagl olarak gerceklesir. Ancak, kene davranisi ve hayat dongiisii stratejileri, oldukga yiiksek
hareket yetisine sahip olan konaklarda olsalar bile dispersallerini sinirlar ve genetik yapida
artisa neden olur. Giinlimiize kadar ¢aligilan tiirlerin yarisinda (Amblyomma, Bothriocroton,
Dermacentor and Ornithodoros cinslerine ait tiirler), kene genetik yapisinin konagin hareket
kapasitesine bagimli oldugu belirlenmistir. Smirli harekete sahip konaklardaki kenelerde
diisiik gen akig1 gozlenirken, yiiksek harekete sahip konaklarla iliskili kenelerde yuksek gen
akis1 gozlemlenmistir. Ixodes, Ornithodoros ve Rhipicephalus gibi kene gruplarinda ise
davranigsal kisitlamalarin da gen akisinda etkili bir faktor oldugu gosterilmistir [286]. Infekte
kenelerden ziyade infekte konaklarin hareketi, hastaliklarin uzak mesafelere yayilmasinda
daha 6nemli faktordiir. Bu gibi durumlarda, hastalik kontrol ¢abalarinda, kenelerden ziyade

konaklara odaklanilmalidir [286].

Kuslar, memelileri engelleyen citler gibi bariyerleri, daglari, buzullari, ¢6l ve okyanuslari
kolaylikla gecebilirler. Kuslar, infekte keneleri tasiyarak kene kokenli patojenlerle infekte
olurlar ve patojenleri tekrar baska kenelere transfer ederler. Boylece ayn1 konaktan beslenme
(co-feeding) ile patojenleri keneler arasinda tasirlar. Ayrica, kuslar, kene kokenli patojenlerle
infekte olarak patojeni kuvvetlendirici konak olarak davranabilirler ve baska keneleri infekte
ederek onlarin da bagka konaklara patojen transfer etmesini saglarlar. Yeni kene turlerinin,
kene kokenli patojenlerin kuslar tarafindan getirildikten sonra, yeni bir lokalitede nasil
davranacagi hala gosterilememis olmasina ragmen, bunun gercgeklestigine dair kesin kanitlar
mevcuttur [91], [287], [288]. Kus go¢ rotalari, kenelerin ve patojenlerin mekansal dagilimi ile

ilgili bilgiler, kenelerin ve kene kokenli hastaliklarin dagilimini anlamada oldukg¢a 6nemlidir.

Populasyon yapist ve kus-konak soyu formasyonu ile ilgili en kapsamli ¢aligmalar, Ixodes

uriae lizerine yapilmistir [17], [203], [216], [251], [289-295]. Bu tir l.ricinus kompleksin
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tyesidir ve Lyme hastali1 patojeni B. burgdorferi’nin vektériidiir. Ug¢ konakli bir kene tiirii
olup, hem kuzey hem de guney kutup bdlgelerinde bulunan denizkusu kolonilerinin
yuvalarinda parazittir [296]. Ixodes uriae’nin konak soylarinin arastirilmasi Atlantik
populasyonundaki iki tiirle baglamistir (kara bacakli mart1 Rissa tridactila ve Atlantik kutup
martist Fratercula arctica). Farkli konaklarin simpatrik kene populasyonlarindaki genetik
farkliligin, aym1 konaktaki allopatrik populasyonlara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir
[249]. Kuzey ve giiney kutup bolgesinden toplanan 6rneklerle gergeklestirilen 8 mikrosatellit
belirte¢ analizi kene populasyonlar1 arasinda genetik izolasyon oldugunu gostermistir. Deniz
kuslarinin gb¢ rotasi iizerinde olan Kuzey Atlantik ve Kuzey Pasifik populasyonlarinda da
ayni sonuglar elde edilmistir [250], [290]. Bu durum, kene populasyonlarini koloni tipi (mono
veya heterospesifik) ya da cografi uzakliktan ziyade konak tiirline gére gruplama imkani
vermistir [297]. Ayrica, konak soylarinin sadece genetik olarak izole olmadigi, ayn1 zamanda

yiiksek derecede morfolojik varyasyon gosterdigi de ortaya konmustur [17].

Baltik iilkelerinde I. ricinus populasyonlarinin genetik yapisinin karakterize edildigi ve
genetik ¢esitliliginin arastirildigi ¢alismada, literatirde bulunan mikrosatellit belirtecler
kullanilmistir. Litvanya, Letonya ve Estonya’daki 18 lokaliteden toplam 180 kene (170 I.
ricinus ve 10 I. persulcatus), 4 polimorfik mikrosatellit lokus kullanarak, Litvanya (n=60),
Letonya (n=60) ve Estonya’ya (n=60) ait 6 populasyonun genetik ¢esitliligi karsilastirilmstir.
En yuksek gozlenen heterozigozluk (Ho) kiy1 bolgelerinde goriillirken, en diisiik deger karasal
bolgelerde goriilmiistiir. Bu durum populasyon yapisinda kuslarin konak olarak 6nemini
gostermektedir. Bu c¢alisma, . ricinus populasyonlarinin genetik g¢esitliliginin  kiy1
lokalitelerinde ve kus go¢ rotalari iizerinde daha yiiksek oldugunu gostermistir. Karasal

alanlarin genetik olarak daha az ¢esitlilik gosterdigi kaydedilmistir [13].

Hasle ve arkadaglarinin 2009 yilinda Norveg’te yaptigi arastirmada, 2003-2005 yilinda
kuslarda 6rneklenen kene sayist Mehl [255] (1984)’in 1965-1970 yillar1 arasinda elde ettigi
verilerle karsilastirilmistir [268]. Buna gore kuzeye dogru go¢ eden gogmen kuslarin kene ile
infestasyon oranmin %4.2’den %6.9’a ¢iktig1 goriilmiistiir. Norveg’te yapilan bir baska
aragtirmada 9768 sergegillere ait kus muayene edilmis ve 7 H. rufipes nimfi bulunmustur.
Muhtemelen her yi1l Norveg’e bu sekilde Hyalomma bireyleri gelmis olabilir, ancak buradaki
soguk iklimde populasyon kurmalar1 s6z konusu olamamistir. Her yil 30-80 milyon 6tlicl
kusun her ilkbaharda goc¢ ettiklerini diisliniirsek, milyonlarca kenenin her yil transfer

edilebilecegini soyleyebiliriz. Kisitlayic1 faktor kenelerin dispersal yetenegi olmayacaktir.
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Alanin uygunlugu, kenelerin iiremesi ve hayatta kalmasi i¢in smurlayici faktordiir. Uygun
iklimsel faktorler kene populasyonlarinin kurulmasi i¢in 6n kosullardan biridir. Keneler
kurumaya egilimli oldugundan [298], giines, toprak ve vejetasyon Ortusiniin mikroklima

kosullar1, kenenin hayatta kalmasi igin belirleyici faktorlerdendir.

Kirim Kongo Kanamali Atesi virilisiiniin Avrupa’da ortaya ¢ikmasi ile iligkili olarak, 2009-
2010 yillar1 boyunca Afrika’dan Avrupa’ya gelen gé¢cmen kuslar, kene varligi agisindan
aragtirilmigtir. Akdeniz’deki iki kus gézlem alaninda (italya ve Yunanistan) 78 farkli tiire ait
14824 kus toplanmis ve kene varlig1 agisindan arastirilmistir. Toplanan 747 kenenin %88’1 H.
marginatum kompleksin bireyleridir, KKKA’nin temel kene vektorleri H. rufipes ve H.
marginatum olarak smiflandirilmistir. Orneklerin %99°u larva ve nimflerdir. Yunanistan’in
adalar bolgesindeki Antikhytira kus gozlem istasyonunda g6zlenen kizilbasl 6riimcek kusu
uzerinde 19 H. marginatum kompleks bireyi (3 larva ve 16 nimf) yakalanmistir. Bu kenelerle
yapilan KKKAYV analizi sonucunda 3 6rnek pozitif sonu¢ vermistir ve ayni diziye sahiptir. S
segmenti baz alinarak daha Once yapilan arastirmalar, filogenetik olarak 7 farkli grubun
varhigimi ortaya koymustur: Afrikal-3, Asyal-2 ve Avrupal-2. Avrupa 1 daha 0nce Rusya,
Tiirkiye, Yunanistan, Bulgaristan ve Balkanlarda; Avrupa 2 ise Yunanistan’da bulunan ve
patojenik olmayan AP92’dir. Antikhytira soyuna ait dizilerin diger genbank verileri
kullanilarak c¢izilen agaglar1 Afrika 3 genotipi ile benzerlik gdstermis ve bu soy hatti
igerisinde yerini almistir [299]. Ayrica, bu infekte keneler ya yari doymus ya da tam doymus
nimfler olmalar1 nedeniyle, kus gce baslamadan larva asamasinda tutunmus olma durumlari

s6z konusudur.

Gogmen kuslarla taginan kenelerle ilgili Tiirkiye’de oldukga az sayida g¢alisma vardir.
Leblebicioglu ve ark. gergeklestirdigi ¢alismada, Kizilirmak Deltasi’nda 2010-2012 yillari
arasinda yakalanan ve halkalanan 13377 kusun 65’inde kene bulunmustur [283]. Bu kuslardan
4 cinse ait 188 kene (Ixodes, Hyalomma, Haemaphysalis ve Rhipicephalus) tespit edilmistir.
Sadece 2 kenenin Hyalomma sp.ve Ixodes sp.’nin KKKAYV tasidig1 tespit edilmistir. Diinyada
KKKAV’nin 7 farkli genotipi bulunmakta olup, bu ¢aligmada elde edilen diziler genotip 4’e
aittir. Viris tespit edilen Hyalomma sp. nimfi biiyiik saz ardigkusu, Ixodes sp. nimfi ise
Avrupa kizilgerdani {izerinden toplanmistir. Her iki kus tiirii de Tiirkiye’den yuvalamadan
kislamaya ya da tam tersi yonde yilda iki kere gecerler. KKK AV nin farkli bolgeler ve iilkeler
arasinda kenelerle tasinmasi olasiligi her iki kus tiirlinlin gogii siiresince yiiksektir. Clinkii bu
kuslar gé¢ boyunca birgok kez dururlar [300], KKKA 6zellikle de Giiney Avrupa’daki uygun

ekolojik kosullara sahip mola alanlarinda muhtemelen artacaktir.
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Biitiin bu bilgiler géz 6niline alindiginda ve elde edilen genetik verilerle karsilastirildiginda,
kus goc rotalarina bagli olarak farkli genetik yapiya sahip H. marginatum bireylerinin
Tiirkiye’de populasyon kurabilme ihtimalinin yiiksek oldugu goriilebilir. Ancak, infekte
kenelerin kuslarla transferi tek basina Tiirkiye’deki salginlari agiklamada yeterli degildir.
Bununla beraber, iklimsel degisiklikler, c¢evresel degisiklikler, hassas konak hayvanlarin
sayisinin  artisi, kene ve hayvan hareketi KKKA’nin yayilmasinda rol oynayabilir.
KKKAV’nin cografik dagiliminda kuslar ve keneler arasindaki etkilesimi arastirmak igin

daha ileri ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
5.4. Epidemiyolojik Degerlendirmeler

Enfeksiyon hastaliklarinin ve vektorlerinin populasyon genetigi arastirmalari genetik
epidemiyoloji veya molekiiler epidemiyoloji olarak adlandirilir [301]. Parazit ve vektorlerin
dogal populasyonlarindaki genetik cesitliligin ¢alisilmasi, parazit-vektor-konak dinamiklerini
etkileyen ve yonlendiren ekolojik ve evrimsel siireglerin aydinlatilmasini saglar. Fakat bu
karmasik dinamiklerin arastirilmasi, stirekli gelistirilen istatistik yOntemlerin ve yeni

populasyon genetigi araglarinin takip edilmesini gerektirir [15], [302]

Genetik olarak farkli olan populasyonlarin farkli vektoriyel kapasiteye sahip olmalari her
zaman tartisma konusudur. Bir kene tiirii i¢erisindeki cografi varyasyon; patojeni edinme,
stirdirme ve transfer yetenegini etkiler [19]. Protozoan Theileria cervi’nin vektor
yeterliliginin, Amblyomma americanum’un dogal populasyonlar: ile, laboratuvar kolonileri,

arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir [23].

Dogu Amerika’da Borrelia burgdorferi sensu stricto, Lyme hastaligina neden olan B.
burgdorferi sensu lato kompleksinin bir tyesidir ve Ixodes scapularis (kara bacakli kene)
tarafindan taginir [303]. Lyme hastaliginin bolgedeki dagilimi birbirinden oldukga farklidir.
Kuzeyde yiiksek insidans gorullrken giineyde diisiik insidans goriilmektedir. Bu dagilim ilk
olarak, her bolgede farkli vektor kapasitesine sahip farkli vektor tiirlerinin, Ixodes dammini ve
I. scapularis’in varligiyla iliskilendirilmistir. Populasyon genetigi caligmalari, tiirler arasinda
giincel gen akisinin s6z konusu oldugunu ortaya koymus ve bu kenelerin iki farkli tdre
ayrilmadigimi gostermistir [208], [304]. Lyme hastaliginin bolgedeki bu insidans farkliligi, en
iyi sekilde, farkli konak tiirlerinin varhigi ile agiklanmistir [305], [306]. Elverisli konak
guneyde surtingen tirleri iken, kuzeyde beyaz ayakl faredir [303].
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Rhipicephalus sanguineus kompleks, 17 kene tiiriinden olusan taksonomik bir gruptur [307].
Rhipicephalus sanguinues sensu stricto, grubun diinyada en fazla dagilim gosteren tiyesidir ve
Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis vogeli, Babesia gibsoni, Hepatozoon canis,
Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii and Rickettsia massiliae gibi pek ¢ok hastalik etkenini
tasir [51], [308]-[311]. Son yillarda R. sanguineus s.s.’nin populasyon genetigi ¢caligmalari, bu
kene tiirliniin Amerika’da iki farkli grubunun oldugunu, dolayisiyla da Kayalik Daglar
benekli atesi hastaliginin, kitanin kuzeyinde ve giineyinde iki bagimsiz olay olarak
goriildiigiinii ortaya koymustur [21]. Yine aymi kene tirii ile Giiney Amerika’da
gerceklestirilen bir bagka ¢alismada, Brezilya’dan toplanan R. sanguineus s.s. drneklerinin E.
canis’in vektorii oldugu, ancak Arjantin ve Uruguay’dan toplanan orneklerin bu hastalik

etkenini tasimadigi gosterilmistir [22].

Tirkiye’de KKKAYV ile ilgili yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla insan vakalarindaki pasif
stirveyans ve hayvanlardaki serolojik c¢alismalara dayanmaktadir. Goriisler ¢ogunlukla yeni
odaklarin olmadigi, var olan sessiz odaklarin konak populasyonlarindaki degisimi etkileyen
kademeli degisimlere bagli olarak kene populasyonlarindaki artisla giiclendigi yoniindedir.
Habitat pargalanmasi, terkedilmis alanlarin konak populasyonlar iizerindeki etkisi, calilarin
artist ve bunun daha iyi konak habitatlarini tesvik etmesi, sigirlarin hareketi ile infekte

kenelerin bir alana tasinmasi, aktif odaklarin degisiminin arkasindaki énemli nedenlerdir.

Tiirkiye’deki KKKA insidanslarinda son yillardaki artis gbz oniine alindiginda, iklimin
hastaligin dagilimida dogrudan etkili olduguna dair kanit yoktur [312]. Insidans orani ve
bolgesel kosullarin, uzaktan algilama kullanilarak elde edilen ¢esitli iklimsel kosullarin aylik
degerleri ile karsilastirmali analizinin yapildig1 bir ¢aligmada, KKKAV’nin aktif odaklarinin
gorildigi  yerlerde iklimin, H. marginatum’un goriildiigii ancak insan vakalarinin
goriilmedigi alanlardan farkli olmadigi ortaya konmustur [312]. Buna karsin, Tirkiye’de
KKKA vakalarmin yiiksek insidansinin alan kullanimi ile iliskili oldugu gosterilmistir [313].
Bu argiiman, en yaygin bildirilen transmisyon mekanizmasi ile de uyumludur: infekte kene
181181, parcalanmis alanlarda artan kene yogunlugu, boylece insanin keneye fazlaca maruz
kaldig1 bir g¢evrenin olusmasi. Ancak, alan kullanimi tek basma aktif KKKA odaklarini
diizenleyen faktor olarak diisiiniilemez. En azindan Tiirkiye’ de, tarim alanlarinin kademeli

olarak terk edilmesi, ¢ali yogunlugunun artmasina neden olmustur [38].

61



Bu calismanin en 6nemli sorularindan biri H. marginatum yapisindaki olasi farkliliklarin
KKKA insidansmin yiiksek oldugu alanlarla diigiik oldugu alanlar arasinda farklilik gosterip
gbstermedigini ortaya koymakti. Buna gore, KKKA insidansinin yiiksek oldugu Giimiishane
(31.11) ve Bayburt (30.42)’un, KKKA insidansinin daha diisiik oldugu alanlardan farkli bir
genetik yapiya sahip olmasi gerektigi hipotezi ortaya atilmistir. Ancak literatiiriin aksine,
Glimiishane ve Bayburt populasyonlar1 hastalik insidansinin diigsiik oldugu diger alanlardan
farkl1 bir genetik yap1 ortaya koymamistir. Ayni kene tiiriiniin Tiirkiye’deki alt populasyonlari
icerisinde sadece Corum populasyonu diger alt populasyonlardan belirgin bir farklilik
gostermistir. Bu nedenle, mikrosatellit analizleri, Tiirkiye’de KKKA hastaliginin iilkedeki

dagilim1 ve kenenin genetik yapisi arasinda bir iligki géstermemistir.

Tiirkiye’deki KKKA salgini, Bente ve ark. (2013)’nin calismalarinda kaydedildigi gibi,
viriisiin yeni bir patojenik soyunun iilkeye ulastigimi ifade etmekle agiklanamaz [105].
Estrada-Pena ve Fuente (2014) tarafindan agiklandigi tizere, Tiirkiye’deki salgin ¢ok sayida
degisken gbzoniine alinarak incelenmelidir. Tarimsal alanlarin kademeli olarak terk edilisi,
hem kenelerin hem de ergin 6ncesi formlarin konaklarinin hayatta kalmasi igin uygunluk
gosteren cali Ortiisiiniin artmasi, viral dongiiniin kendi kendini yiikseltmesinde etkili olan
habitat par¢alanmasi, insan ve viriis odagiin temas oraninin artmasi vakalarin artigindaki

etmenler olarak siralanabilir [53].

Dolayisiyla, KKKAV’nin yeni odaklara yayilmasi ya da bazi bolgelerde yeniden ortaya
cikmasi ile ilgili ortaya atilacak senaryolardaki hipotezler iklimsel degisiklikler, biiyiik
toynaklilarin hareketi, artan habitat parcalanmasi ve tarim alanlarinin terk edilmesinin
kombine etkisi iizerine kurulu yaklagimlara dayanmalidir. Bu ¢alismada kullanilan
mikrosatellit belirtecler, H. marginatum genetik yapisi ve KKKA vaka dagilimi agisindan bir

iligki gostermemistir.

5.5. Sonug ve Oneriler

Bu ¢alismada;

1) Hyalomma marginatum’un, Tiirkiye’de populasyon i¢i genetik cesitliligi ve farkl alt

populasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklar degerlendirilmistir.
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2) Dunyada ilk kez bu tire 0zgu 42 mikrosatellit primer dizayn edilmis, 7’si

calistirilmistir.

3) Tiirkiye populasyonunda goriilen heterozigot fazlaliginin Afrika’dan gé¢men kuslar
tarafindan tasinan H. marginatum nimfleri ile ve biiyiikbas hayvan hareketi ile

gerceklesen gen akisina bagli oldugu diistiniilmektedir.

4) Populasyon yap1 analizleri Tiirkiye’de H. marginatum’un iki farkli grubu olduguna
isaret etmektedir. Corum populasyonu hem FSTAT hem de STRUCTURE
analizlerinde, Cankir1 populasyonu ise FSTAT analizlerinde diger populasyonlardan
farklilik gostermistir. Ulkenin i¢ kesimlerde goriilen bu farkliigin, farkli gog rotalar:
kullanan kuslarin getirdigi, farkli genetik yapiya sahip H. marginatum bireyleri ile

iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

5) Elde edilen veriler, {ilkemizde KKKA insidansinin en yiiksek oldugu Giimiishane ve
Bayburt populasyonlarindan 6rneklenen H. marginatum bireylerinin, diger

populasyonlardan farkli bir genetik yapiya sahip olmadigini géstermistir.

Bundan sonraki ¢alismalar ile gé¢men kuslardan toplanan orneklerle yapilacak molekiiler
calismalarla eldeki veriler iliskilendirilecektir. Afrika’dan da 6rnekleme yaparak Tiirkiye ve

Afrika H marginatum bireylerinin genetik yapilarinin karsilastirilmasi hedeflenmektedir.

Iklimsel parametrelerin kenelerin dagilimi, yasam evreleri, mortalite oranlari, brraktiklari
yumurta sayisi, populasyon biiyiikliigii, insanlar1 infekte eden patojenleri edinme ihtimali ve
kene-insan temasimi etkiledigi ¢esitli caligmalarla ortaya konmustur [53], [69], [314].
Dolayisiyla bu ¢alismadan elde edilen veriler, 6rnekleme yapilan alanlarin ekolojik 6zellikleri

ile iliskilendirilerek tekrar degerlendirilecektir.

Mikrosatellit lokus sayist arttirilarak analizler tekrarlanacaktir.

Kirim Kongo Kanamali Atesi hastaliinin insidansinda gortien farklilik, viriis soyundaki
farkliliktan da kaynakli olabilir. Dolayisiyla gelecekte yapilacak ¢aligmalar, kenelerin genetik

yapisi ile virlis soyu iliskilendirilerek ele alimmalidir.

63



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

KAYNAKLAR

Gooding, R., Genetic variation in arthropod vectors of disease-causing organisms:
obstacles and opportunities. Clinical microbiology reviews.9 (3):p. 301-320. 1996.
Anderson, J. F. and Magnarelli, L. A., Biology of ticks. Infectious disease clinics of
North America.22 (2):p. 195-215. 2008.

Hill, C. A. and Wikel, S. K., The Ixodes scapularis Genome Project: an opportunity
for advancing tick research. Trends in parasitology.21 (4):p. 151-153. 2005.
Sonenshine, D., Biology of ticks. Vol. 2. Part IV. Ecology, behavior, and host-parasite
interactions. ed: Oxford University Press, New York, New York, 1993.

Uilenberg, G., Thiaucourt, F., and Jongejan, F., On molecular taxonomy: what is in a
name? Experimental & Applied Acarology.32 (4):p. 301-312. 2004/05/01 2004.

Van Zee, J. P., Geraci, N., Guerrero, F., Wikel, S., Stuart, J., Nene, V., et al., Tick
genomics: the Ixodes genome project and beyond. International journal for
parasitology.37 (12):p. 1297-1305. 2007.

Parola, P. and Raoult, D., Ticks and tickborne bacterial diseases in humans: an
emerging infectious threat. Clinical infectious diseases.32 (6):p. 897-928. 2001.
Busch, J. D., Stone, N. E., Nottingham, R., Araya-Anchetta, A., Lewis, J., Hochhalter,
C., et al.,, Widespread movement of invasive cattle fever ticks (Rhipicephalus
microplus) in southern Texas leads to shared local infestations on cattle and deer.
Parasites & vectors.7 (1):p. 1. 2014.

Dharmarajan, G., Beasley, J., and Rhodes, O., Spatial and temporal factors affecting
parasite genotypes encountered by hosts: Empirical data from American dog ticks
(Dermacentor variabilis) parasitising raccoons (Procyon lotor). International journal
for parasitology.40 (7):p. 787-795. 2010.

Healy, J., Phosphoglucomutase polymorphism in the tick Ixodes ricinus.
Parasitology.78 (01):p. 7-17. 1979.

Koffi, B. B., RISTERUCCI, A., Joulia, D., Durand, P., Barre, N., De Mee(s, T., et al.,
Characterization of polymorphic microsatellite loci within a young Boophilus
microplus metapopulation. Molecular Ecology Notes.6 (2):p. 502-504. 2006.

Lampo, M., Rangel, Y., and Mata, A., Population genetic structure of a three-host tick,
Amblyomma dissimile, in eastern Venezuela. The Journal of parasitology.p. 1137-
1142. 1998.

64



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

Paulauskas, A., Radzijevskaja, J., Rosef, O., Turcinaviciene, J., Ambrasiene, D., and
Makareviciute, D., Genetic variation of ticks (Ixodes ricinus L.) in the Lithuanian and
Norwegian populations. Experimental & applied acarology.40 (3-4):p. 259-270. 2006.
Vial, L., Durand, P., Arnathau, C., Halos, L., Diatta, G., Trape, J.-F., et al., Molecular
divergences of the Ornithodoros sonrai soft tick species, a vector of human relapsing
fever in West Africa. Microbes and infection.8 (11):p. 2605-2611. 2006.

De Meeds, T., Béati, L., Delaye, C., Aeschlimann, A., Renaud, F., and Ross, K., Sex-
biased genetic structure in the vector of Lyme disease, Ixodes ricinus. Evolution.56
(9):p. 1802-1807. 2002.

Barker, S. C. and Murrell, A., Phylogeny, evolution and historical zoogeography of
ticks: a review of recent progress. in Ticks and Tick-Borne Pathogens, Springer. p.
55-68.2003

Dietrich, M., Beati, L., Elguero, E., Boulinier, T., and McCoy, K. D., Body size and
shape evolution in host races of the tick Ixodes uriae. Biological Journal of the
Linnean Society.108 (2):p. 323-334. 2013.

McCoy, K. D., Boulinier, T., Tirard, C., Michalakis, Y., and Ashley, M., Host-
dependent genetic structure of parasite populations: differential dispersal of seabird
tick host races. Evolution.57 (2):p. 288-296. 2003.

Mclain, D. K., Wesson, D. M., Oliver, J. H., and Collins, F. H., Variation in ribosomal
DNA internal transcribed spacers 1 among eastern populations of Ixodes scapularis
(Acari: Ixodidae). Journal of Medical Entomology.32 (3):p. 353-360. 1995.

McCoy, K., The population genetic structure of vectors and our understanding of
disease epidemiology. Parasite.15 (3):p. 444-448. 2008.

Eremeeva, M. E., Zambrano, M. L., Anaya, L., Beati, L., Karpathy, S. E., Santos-
Silva, M. M., et al., Rickettsia rickettsii in Rhipicephalus ticks, Mexicali, Mexico.
Journal of medical entomology.48 (2):p. 418-421. 2011.

Moraes-Filho, J., Marcili, A., Nieri-Bastos, F. A., Richtzenhain, L. J., and Labruna, M.
B., Genetic analysis of ticks belonging to the Rhipicephalus sanguineus group in Latin
America. Acta Tropica.117 (1):p. 51-55. 2011.

Reichard, M., Kocan, A., Van Den Bussche, R., Barker, R., Wyckoff Ill, J., and
Ewing, S., Sequence variation of the ribosomal DNA second internal transcribed
spacer region in two spatially distinct populations of Amblyomma americanum
(L.)(Acari: Ixodidae). Journal of Parasitology.91 (2):p. 260-263. 2005.

65



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

Heywood, V. H. and Iriondo, J. M., Plant conservation: old problems, new
perspectives. Biological Conservation.113 (3):p. 321-335. 2003.

Ramamoorthi, J., Thilagam, K., Sivaselvam, S., and Karthickeyan, S., Genetic
characterization of Barbari goats using microsatellite markers. Journal of veterinary
science.10 (1):p. 73-76. 2009.

Condit, R. and Hubbell, S. P., Abundance and DNA sequence of two-base repeat
regions in tropical tree genomes. Genome.34 (1):p. 66-71. 1991.

Georges, M., Mishra, A., Sargeant, L., Steele, M., and Zhao, X., Progress towards a
primary DNA marker in cattle.in Proceedings of the 4th World Congress on Genetics
applied to Livestock Production, Edinburgh 23-27 July 1990. XIII. Plenary lectures,
molecular genetics and mapping, selection, prediction and estimation. p:. 107-112.
1990,

Allendorf, F. W. and Luikart, G., Conservation and the genetics of populations. ed.:
John Wiley & Sons, 2009.

Delaye, C., Aeschlimann, A., Renaud, F., Rosenthal, B., and De Meeus, T., Isolation
and characterization of microsatellite markers in the Ixodes ricinus complex (Acari:
Ixodidae). Molecular ecology.7 (3):p. 360-361. 1998.

De Meeds, T., Lorimier, Y., and Renaud, F., Lyme borreliosis agents and the genetics
and sex of their vector, Ixodes ricinus. Microbes and Infection.6 (3):p. 299-304. 2004.
de Meeds, T., Humair, P.-F., Grunau, C., Delaye, C., and Renaud, F., Non-Mendelian
transmission of alleles at microsatellite loci: an example in Ixodes ricinus, the vector
of Lyme disease. International journal for parasitology.34 (8):p. 943-950. 2004.
Roeed, K. H., Hasle, G., Midthjell, V., Skretting, G., and Leinaas, H. P., Identification
and characterization of 17 microsatellite primers for the tick, Ixodes ricinus, using
enriched genomic libraries. Molecular Ecology Notes.6 (4):p. 1165-1167. 2006.

Kempf, F., De Mee(s, T., Arnathau, C., Degeilh, B., and Mccoy, K. D., Assortative
pairing in Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae), the European vector of Lyme borreliosis.
Journal of medical entomology.46 (3):p. 471-474. 2009.

Kempf, F., De Meets, T., Vaumourin, E., Noel, V., Taragel’ov4, V., Plantard, O., et
al., Host races in Ixodes ricinus, the European vector of Lyme borreliosis. Infection,
genetics and evolution.11 (8):p. 2043-2048. 2011.

66



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

Kempf, F., McCoy, K. D., and De Meels, T., Wahlund effects and sex-biased
dispersal in Ixodes ricinus, the European vector of Lyme borreliosis: new tools for old
data. Infection, Genetics and Evolution.10 (7):p. 989-997. 2010.

Apanaskevich, D. A. and Horak, I. G., The genus Hyalomma Koch, 1844: V. Re-
evaluation of the taxonomic rank of taxa comprising the H.(Euhyalomma) marginatum
Koch complex of species (Acari: Ixodidae) with redescription of all parasitic stages
and notes on biology. International Journal of Acarology.34 (1):p. 13-42. 2008.
Apanaskevich, D. A., Santos-Silva, M. M., and Horak, I. G., The genus Hyalomma
Koch, 1844. IV. Redescription of all parasitic stages of H.(Euhyalomma) lusitanicum
Koch, 1844 and the adults of H.(E.) franchinii Tonelli Rondelli, 1932 (Acari:
Ixodidae) with a first description of its immature stages. Folia parasitologica.55 (1):p.
61. 2008.

Ergonil, O., Crimean-Congo haemorrhagic fever. The Lancet Infectious Diseases.6
(4):p. 203-214. 2006.

Whitehouse, C. A., Crimean—Congo hemorrhagic fever. Antiviral Research.64 (3):p.
145-160. 2004.

Karti, S. S., Odabasi, Z., Korten, V., Yilmaz, M., Sonmez, M., Caylan, R., et al.,
Crimean-Congo hemorrhagic fever in Turkey. Emerging infectious diseases.10 (8):p.
1379. 2004.

Tonbak, S., Aktas, M., Altay, K., Azkur, A. K., Kalkan, A., Bolat, Y., et al., Crimean-
Congo hemorrhagic fever virus: genetic analysis and tick survey in Turkey. Journal of
clinical microbiology.44 (11):p. 4120-4124. 2006.

Ozdarendeli, A., Canakoglu, N., Berber, E., Aydin, K., Tonbak, S., Ertek, M., et al.,
The complete genome analysis of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus isolated in
Turkey. Virus research.147 (2):p. 288-293. 2010.

Kalaycioglu, A. T., Durmaz, R., Uyar, Y., Unaldi, O., Aksekili, E., Ozkul, A., et al.,
Lack of genetic diversity in Crimean-Congo hemorrhagic fever viruses in Turkey:
Assessment of present and future patterns of disease. Journal of Medical Virology.84
(3):p. 471-478. 2012.

Yilmaz, G. R., Buzgan, T., Irmak, H., Safran, A., Uzun, R., Cevik, M. A, et al., The
epidemiology of Crimean-Congo hemorrhagic fever in Turkey, 2002-2007.
International Journal of Infectious Diseases.13 (3):p. 380-386. 2009.

67



[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

Yilmaz, G., Buzgan, T., Torunoglu, M., Safran, A., Irmak, H., Com, S., et al., A
preliminary report on Crimean-Congo haemorrhagic fever in Turkey, March-June
2008. Euro surveillance: bulletin Europeen sur les maladies transmissibles= European
communicable disease bulletin.13 (33):p. 717-727. 2008.

Guglielmone, A. A., Robbins, R. G., Apanaskevich, D. A., Petney, T. N., Estrada-
Pena, A., Horak, I. G., et al., The Argasidae, Ixodidae and Nuttalliellidae (Acari:
Ixodida) of the world: a list of valid species names. 2010.

Sonenshine, D., Biology of ticks, vol. 1 and 2. ed: Oxford University Press, New
York, 1991.

Horak, I. G., Camicas, J.-L., and Keirans, J. E., The Argasidae, Ixodidae and
Nuttalliellidae (Acari: Ixodida): a world list of valid tick names. Experimental &
applied acarology.28 (1-4):p. 27-54. 2002.

Murrell, A., Campbell, N. J., and Barker, S. C., Phylogenetic analyses of the
rhipicephaline ticks indicate that the genus Rhipicephalus is paraphyletic. Molecular
Phylogenetics and Evolution.16 (1):p. 1-7. 2000.

Murrell, A., Campbell, N. J. H., and Barker, S. C., A Total-Evidence Phylogeny of
Ticks Provides Insights into the Evolution of Life Cycles and Biogeography.
Molecular phylogenetics and evolution.21 (2):p. 244-258. 2001.

Walker, J. B., Keirans, J. E., and Horak, I. G., The genus Rhipicephalus (Acari,
Ixodidae): a guide to the brown ticks of the world. ed.: Cambridge University Press,
2000.

Walker, A. R., Bouattour, A., Camicas, J., Estrada-Pena, A., Horak, 1., Latif, A., et al.,
Ticks of domestic animals in Africa: a guide to identification of species. ed.:
Bioscience reports Edinburgh, 2003.

Estrada-Pefia, A. and de la Fuente, J., The ecology of ticks and epidemiology of tick-
borne viral diseases. Antiviral research.108:p. 104-128. 2014.

Kahl, O., Gern, L., Eisen, L., and Lane, R. S., Ecological research on Borrelia
burgdorferi sensu lato: terminology and some methodological pitfalls. Lyme
borreliosis: biology, epidemiology and control.p. 29-46. 2002.

Estrada-Pefia, A. and Jongejan, F., Ticks Feeding on Humans: A Review of Records
on Human-Biting Ixodoidea with Special Reference to Pathogen Transmission.
Experimental & Applied Acarology.23 (9):p. 685-715. 1999/09/01 1999.

68



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

Jongejan, F. and Uilenberg, G., The global importance of ticks. Parasitology.129
(SupplementS1):p. S3-S14. 2004.

Jongejan, F. and Uilenberg, G., Ticks and control methods. Revue scientifique et
technique (International Office of Epizootics).13 (4):p. 1201-1226. 1994.
Despommier, D., Gwadz, R., Hotez, P., and Knirsch, C., The Arthropods. Parasitic
Diseases.p. 227-248. 2000.

Sparagano, O., Allsopp, M., Mank, R., Rijpkema, S., Figueroa, J., and Jongejan, F.,
Molecular detection of pathogen DNA in ticks (Acari: Ixodidae): a review.
Experimental & applied acarology.23 (12):p. 929-960. 1999.

Karaer, Z., Yukari, B., and Aydin, L., Tiirkiye keneleri ve vektorliikleri. Alinmistir:
Ozcel, M., Daldal, N. (Editorler) Artropod Hastaliklar1 Vektorler. s.p. 363-434. 1997.
Bursali, A., Keskin, A., and Tekin, S., A review of the ticks (Acari: Ixodida) of
Turkey: species diversity, hosts and geographical distribution. Experimental and
Applied Acarology. 57 (1):p. 91-104. 2012/05/01 2012.

Bursali, A., Keskin, A., Simsek, E., Keskin, A., and Tekin, S., A survey of ticks
(Acari: Ixodida) infesting some wild animals from Sivas, Turkey. Experimental and
Applied Acarology. 66 (2):p. 293-299. 2015.

Gargili, A., Kar, S., Yilmazer, N., Cerit, C., Sonmez, G., Sahin, F., et al., Evaluation
of ticks biting humans in Thrace Province, Turkey. Kafkas Univ Vet Fak Derg.16
(Suppl-A):p. 141-146. 2010.

Yesilbag, K., Aydin, L., Dincer, E., Alpay, G., Girisgin, A. O., Tuncer, P., et al., Tick
survey and detection of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in tick species from a
non-endemic area, South Marmara region, Turkey. Experimental and applied
acarology. 60 (2):p. 253-261. 2013.

Aydin, L. and Bakirci, S., Geographical distribution of ticks in Turkey. Parasitology
Research.101 (2):p. 163-166. 2007.

Hekimoglu, O. and Ozer, A. N., Distribution of hard tick species in Ankara, Turkey.
Turkish Journal of Zoology.39 (2):p. 256-262. 2015.

Hekimoglu, O., Ozer, N., Ergunay, K., and Ozkul, A., Species distribution and
detection of Crimean Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) in field-collected ticks
in Ankara Province, Central Anatolia, Turkey. Experimental and applied acarology. 56
(1):p. 75-84. 2012.

69



[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Bakirci, S., Sarali, H., Aydin, L., Eren, H., and Karagenc, T., Distribution and
seasonal activity of tick species on cattle in the West Aegean region of Turkey.
Experimental and applied acarology.56 (2):p. 165-178. 2012.

Estrada-Pefia, A., Ostfeld, R. S., Peterson, A. T., Poulin, R., and de la Fuente, J.,
Effects of environmental change on zoonotic disease risk: an ecological primer.
Trends in Parasitology.30 (4):p. 205-214. 2014.

Belozerov, V., Diapause and biological rhythms in ticks. Physiology of ticks.p. 469-
500. 1982.

Talleklint-Eisen, L. and Lane, R. S., Spatial and temporal variation in the density of
Ixodes pacificus (Acari: Ixodidae) nymphs. Environmental Entomology.29 (2):p. 272-
280. 2000.

Estrada-Pefia, A., Ruiz-Fons, F., Acevedo, P., Gortazar, C., and la Fuente, J., Factors
driving the circulation and possible expansion of Crimean—Congo haemorrhagic fever
virus in the western Palearctic. Journal of applied microbiology.114 (1):p. 278-286.
2013.

Barnard, D. R., Mechanisms of Host—Tick Contact with Special Reference to
Amblyomma americanum (Acari: Ixodidae) in Beef Cattle Forage Areas. Journal of
medical entomology.28 (5):p. 557-564. 1991.

Lees, A. and Milne, A., The seasonal and diurnal activities of individual sheep ticks
(Ixodes ricinus L.). Parasitology.41 (3-4):p. 189-208. 1951.

Gray, J. S., Ixodes ricinus seasonal activity: implications of global warming indicated
by revisiting tick and weather data. International Journal of Medical
Microbiology.298:p. 19-24. 2008.

Perret, J.-L., Guerin, P. M., Diehl, P. A., Vlimant, M., and Gern, L., Darkness induces
mobility, and saturation deficit limits questing duration, in the tick Ixodes ricinus.
Journal of Experimental Biology.206 (11):p. 1809-1815. 2003.

Perret, J.-L., Rais, O., and Gern, L., Influence of climate on the proportion of Ixodes
ricinus nymphs and adults questing in a tick population. Journal of medical
entomology.41 (3):p. 361-365. 2004.

Perret, J.-L., Guigoz, E., Rais, O., and Gern, L., Influence of saturation deficit and
temperature on Ixodes ricinus tick questing activity in a Lyme borreliosis-endemic
area (Switzerland). Parasitology research.86 (7):p. 554-557. 2000.

70



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

Randolph, S., Green, R., Hoodless, A., and Peacey, M., An empirical quantitative
framework for the seasonal population dynamics of the tick Ixodes ricinus.
International journal for parasitology.32 (8):p. 979-989. 2002.

Estrada-Pena, A. and Venzal, J. M., Climate niches of tick species in the
Mediterranean region: modeling of occurrence data, distributional constraints, and
impact of climate change. Journal of medical entomology.44 (6):p. 1130-1138. 2007.
Lindsay, L., Mathison, S., Barker, 1., McEwen, S., Gillespie, T., and Surgeoner, G.,
Microclimate and habitat in relation to Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae) populations
on Long Point, Ontario, Canada. Journal of Medical Entomology.36 (3):p. 255-262.
1999.

Ogden, N., Barker, 1., Beauchamp, G., Brazeau, S., Charron, D., Maarouf, A., et al.,
Investigation of ground level and remote-sensed data for habitat classification and
prediction of survival of Ixodes scapularis in habitats of southeastern Canada. Journal
of medical entomology.43 (2):p. 403-414. 2006.

Estrada-Pefia, A., Gray, J. S., Kahl, O., Lane, R. S., and Nijhoff, A. M., Research on
the ecology of ticks and tick-borne pathogens—methodological principles and caveats.
Frontiers in cellular and infection microbiology.3:p. 29. 2013.

Estrada-Pefia, A., Bouattour, A., Camicas, J., and Walker, A., Ticks of domesfic
animals in Mediterranean region, a guide to idenfificafion of species, published by
Univerity of Zaragoza. ed: Spain, 2004.

Rosenzweig, M., Species diversity in space and time. Cambridge University Press,
Cambridge, UK. ed, 1995.

Sahney, S., Benton, M. J., and Falcon-Lang, H. J., Rainforest collapse triggered
Carboniferous tetrapod diversification in Euramerica. Geology.38 (12):p. 1079-1082.
2010.

Koch, C., Systematische Ubersicht Uber die Ordnung der Zecken. Archiv fir
Naturgeschichte.10 (1):p. 217-239. 1844.

Neumann, G., Revision de la famille des Ixodides.(4e memoire.) Mini. Soc. zool.
1901.

Schulze, P. and Schlottke, E., Bestimmungstabellen fur das Zeckengenus Hyalomma
Koch s. str. Sitzungsber. Abh. Naturforsch. Ges. Rostock.2:p. 32-46. 1930.
Apanaskevich, D. A. and Horak, I. G., The genus Hyalomma Koch, 1844: v. re-

evaluation of the taxonomic rank of taxa comprising the H. (Euhyalomma)

71



[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

marginatum koch complex of species (Acari: Ixodidae) with redescription of all
parasitic stages and notes on biology. International Journal of Acarology.34 (1):p. 13-
42.2008/03/01 2008.

Hoogstraal, H., The epidemiology of tick-borne Crimean-Congo hemorrhagic fever in
Asia, Europe, and Africa. Journal of medical entomology.15 (4):p. 307-417. 1979.
Latif, A. and Walker, A., An introduction to the biology and control of ticks in Africa.
International Consortium on Ticks and Tick Borne Diseases (ICTTD-2) project. 2004.
Apanaskevich, D. and Filippova, N., [Larval identification of species and subspecies
of the genus Hyalomma (Acari: Ixodidae) from Russia and neighbouring territories].
Parazitologiia.41 (4):p. 268-283. 2006.

Pomerantzev, B., Fauna of USSR Arachnida, Ixodid Ticks (Ixodidae) Paukoobraznye.
The American Institute of Biological Sciences, Washington DC.p. 89-95. 1950.
Hoogstraal, H., African Ixodoidea. VVol. I. Ticks of the Sudan (with special reference
to Equatoria Province and with Preliminary Reviews of the Genera Boophilus,
Margaropus, and Hyalomma). African Ixodoidea. Vol. I. Ticks of the Sudan (with
special reference to Equatoria Province and with Preliminary Reviews of the Genera
Boophilus, Margaropus, and Hyalomma). 1956.

Apanaskevich, D., [Discrimination of subspecies in a polymorphic species Hyalomma
marginatum (Acari, Ixodidae) based on adult stage]. Parazitologiia.38 (1):p. 20-32.
2003.

Balashov, I. U. r. S., A translation of bloodsucking ticks (Ixodoidea)-Vectors of
diseases of man and animals. ed.: Medical Zoology Department, US Naval Medical
Research Unit no. 3, 1972.

Enigk, K. and Grittner, 1., Zur Zucht und Biologie der Zecken. Zeitschrift fir
Parasitenkunde.16 (1):p. 56-83. 1953.

Petney, T., Robbins, R., Guglielmone, A., Apanaskevich, D., Estrada-Pefia, A., Horak,
I, et al., A Look at the World of Ticks. in Progress in Parasitology. H. Mehlhorn,
Springer Berlin Heidelberg. p. 283-296.2011

Ouhelli, H., Comparative development of Hyalomma marginatum (Koch, 1844), H.
detritum (Schulze, 1919), H. anatolicum excavatum (Koch, 1844), H. lusitanicum
(Koch, 1844) and H. dromedarii (Koch, 1844) under laboratory conditions. Acta
Parasitologica.39 (3):p. 153-157. 1994.

72



[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

Emelianova, 1., "Hyalomma Koch, 1844 (Acari: Ixodidae) ticks of Central Precaucasia
and surrounding territories.(Distribution, ecology, role in the natural foci of Crimean-
Congo haemorrhagic fever),"” MSc thesis in Biology. Stavropol: State University of
Stavropol, p 146, 2006.

Needham, G. R. and Teel, P. D., Off-host physiological ecology of Ixodid ticks.
Annual review of entomology.36 (1):p. 659-681. 1991.

Ergonul, O. and Whitehouse, C. A., Crimean-Congo Hemorrhagic Fever. ed.:
Springer, 2007.

Hoogstraal, H., Changing patterns of tickborne diseases in modern society. Annual
review of entomology.26 (1):p. 75-99. 1981.

Bente, D. A., Forrester, N. L., Watts, D. M., McAuley, A. J., Whitehouse, C. A., and
Bray, M., Crimean-Congo hemorrhagic fever: history, epidemiology, pathogenesis,
clinical syndrome and genetic diversity. Antiviral research.100 (1):p. 159-189. 2013.
Estrada-Pefia, A., Palomar, A. M., Santibafiez, P., Sanchez, N., Habela, M. A,
Portillo, A., et al., Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in ticks, Southwestern
Europe, 2010. Emerg Infect Dis.18 (1):p. 179-180. 2012.

Watts, D., Ksiazek, T., Linthicum, K., and Hoogstraal, H., Crimean-Congo
hemorrhagic fever. The arboviruses: epidemiology and ecology.2:p. 177-260. 1988.
Vatansever, Z., Uzun, R., Estrada-Pena, A., and Ergonul, O., Crimean-Congo
hemorrhagic fever in Turkey. in Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, Springer. p. 59-
74.2007

Zeller, H., Cornet, J., and Camicas, J., Crimean-Congo haemorrhagic fever virus
infection in birds: field investigations in Senegal. Research in virology.145:p. 105-
109. 1994.

Zeller, H. G., Cornet, J.-P., Diop, A., and Camicas, J.-L., Crimean—Congo
Hemorrhagic Fever in Ticks (Acari: Ixodidae) and Ruminants: Field Observations of
an Epizootic in Bandia, Senegal (1989-1992). Journal of medical entomology.34
(5):p. 511-516. 1997.

Nalca, A. and Whitehouse, C. A., Crimean-Congo hemorrhagic fever virus infection
among animals. in Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, Springer. p. 155-165.2007
Wilson, M., Gonzalez, J.-P., Cornet, J.-P., and Camicas, J.-L., Transmission of
Crimean-Congo haemorrhagic fever virus from experimentally infected sheep to

Hyalomma truncatum ticks. Research in virology.142 (5):p. 395-404. 1991.

73



[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

Gordon, S. W., Linthicum, K. J., and Moulton, J., "Transmission of Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus in two species of Hyalomma ticks from infected adults to
cofeeding immature forms,” DTIC Document1993.

Chamberlain, J., Cook, N., Lloyd, G., Mioulet, V., Tolley, H., and Hewson, R., Co-
evolutionary patterns of variation in small and large RNA segments of Crimean-
Congo hemorrhagic fever virus. Journal of general virology.86 (12):p. 3337-3341.
2005.

Hewson, R., Gmyl, A., Gmyl, L., Smirnova, S. E., Karganova, G., Jamil, B., et al.,
Evidence of segment reassortment in Crimean-Congo haemorrhagic fever virus.
Journal of General Virology.85 (10):p. 3059-3070. 2004.

Turell, M. J., Role of ticks in the transmission of Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus. in Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, Springer. p. 143-154.2007

Hartl, D. L., Clark, A. G., and Clark, A. G., Principles of population genetics. ed. vol.
116: Sinauer associates Sunderland, 1997.

Balloux, F. and Lugon-Moulin, N., The estimation of population differentiation with
microsatellite markers. Molecular ecology.11 (2):p. 155-165. 2002.

Waples, R. S. and Do, C., LDNE: a program for estimating effective population size
from data on linkage disequilibrium. Molecular ecology resources.8 (4):p. 753-756.
2008.

Hansson, B., Bensch, S., Hasselquist, D., Lillandt, B. G., Wennerberg, L., and Von
Schantz, T., Increase of genetic variation over time in a recently founded population of
great reed warblers (Acrocephalus arundinaceus) revealed by microsatellites and
DNA fingerprinting. Molecular Ecology.9 (10):p. 1529-1538. 2000.

Wright, S., The interpretation of population structure by F-statistics with special
regard to systems of mating. Evolution.p. 395-420. 1965.

Weir, B. S. and Cockerham, C. C., Estimating F-statistics for the analysis of
population structure. evolution.p. 1358-1370. 1984.

Goudet, J., Fstat (ver. 2.9. 4), a program to estimate and test population genetics
parameters. ed, 2003.

Rousset, F., Genetic differentiation and estimation of gene flow from F-statistics under
isolation by distance. Genetics.145 (4):p. 1219-1228. 1997.

Lowe, A., Harris, S., and Ashton, P., Ecological genetics: Design, analysis and
application. Blackwells. ed: oxford, 2004.

74



[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

Kalinowski, S., Do polymorphic loci require large sample sizes to estimate genetic
distances? Heredity.94 (1):p. 33-36. 2005.

Ryman, N., Palm, S., André, C., Carvalho, G. R., Dahlgren, T. G., Jorde, P. E., et al.,
Power for detecting genetic divergence: differences between statistical methods and
marker loci. Molecular Ecology.15 (8):p. 2031-2045. 2006.

Pritchard, J. K., Stephens, M., and Donnelly, P., Inference of population structure
using multilocus genotype data. Genetics.155 (2):p. 945-959. 2000.

Falush, D., Stephens, M., and Pritchard, J. K., Inference of population structure using
multilocus genotype data: linked loci and correlated allele frequencies. Genetics.164
(4):p. 1567-1587. 2003.

Albert, V., Jonsson, B., and Bernatchez, L., Natural hybrids in Atlantic eels (Anguilla
anguilla, A. rostrata): evidence for successful reproduction and fluctuating abundance
in space and time. Molecular ecology.15 (7):p. 1903-1916. 2006.

Lecis, R., Pierpaoli, M., Biro, Z., Szemethy, L., Ragni, B., Vercillo, F., et al.,
Bayesian analyses of admixture in wild and domestic cats (Felis silvestris) using
linked microsatellite loci. Molecular Ecology.15 (1):p. 119-131. 2006.

Ostrowski, M., David, J., Santoni, S., Mckhann, H., Reboud, X., Le Corre, V., et al.,
Evidence for a large-scale population structure among accessions of Arabidopsis
thaliana: possible causes and consequences for the distribution of linkage
disequilibrium. Molecular Ecology.15 (6):p. 1507-1517. 2006.

Tautz, D. and Renz, M., Simple sequences are ubiquitous repetitive components of
eukaryotic genomes. Nucleic acids research.12 (10):p. 4127-4138. 1984.

Ellegren, H., Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nature
reviews genetics.5 (6):p. 435-445. 2004.

Schldtterer, C. and Wiehe, T., Microsatellites, a neutral marker to infer selective
sweeps. in Microsatellites, Oxford University Press. p. 238-248.1999

Schlotterer, C., Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromosoma.109
(6):p. 365-371. 2000.

Navajas, M. and Fenton, B., The application of molecular markers in the study of
diversity in acarology: a review. Experimental & applied acarology.24 (10-11):p. 751-
774. 2000.

Sharma, P. C., Grover, A., and Kahl, G., Mining microsatellites in eukaryotic
genomes. Trends in biotechnology.25 (11):p. 490-498. 2007.

75



[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

Guo, W.-J,, Ling, J., and Li, P., Consensus features of microsatellite distribution:
microsatellite contents are universally correlated with recombination rates and are
preferentially depressed by centromeres in multicellular eukaryotic genomes.
Genomics.93 (4):p. 323-331. 2009.

Li, Y. C., Korol, A. B., Fahima, T., Beiles, A., and Nevo, E., Microsatellites: genomic
distribution, putative functions and mutational mechanisms: a review. Molecular
ecology.11 (12):p. 2453-2465. 2002.

Téth, G., Gaspéri, Z., and Jurka, J., Microsatellites in different eukaryotic genomes:
survey and analysis. Genome research.10 (7):p. 967-981. 2000.

Morgante, M., Hanafey, M., and Powell, W., Microsatellites are preferentially
associated with nonrepetitive DNA in plant genomes. Nature genetics.30 (2):p. 194-
200. 2002.

Field, D. and Wills, C., Long, polymorphic microsatellites in simple organisms.
Proceedings of the Royal Society of London B: Biological Sciences.263 (1367):p.
209-215. 1996.

Nadir, E., Margalit, H., Gallily, T., and Ben-Sasson, S. A., Microsatellite spreading in
the human genome: evolutionary mechanisms and structural implications. Proceedings
of the National Academy of Sciences.93 (13):p. 6470-6475. 1996.

Litt, M. and Luty, J. A., A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. American
journal of human genetics.44 (3):p. 397. 19809.

Tautz, D., Hypervariabflity of simple sequences as a general source for polymorphic
DNA markers. Nucleic acids research.17 (16):p. 6463-6471. 1989.

Weber, J. L. and May, P. E., Abundant class of human DNA polymorphisms which
can be typed using the polymerase chain reaction. American journal of human
genetics.44 (3):p. 388. 19809.

Eckert, K. A. and Hile, S. E., Every microsatellite is different: Intrinsic DNA features
dictate mutagenesis of common microsatellites present in the human genome.
Molecular carcinogenesis.48 (4):p. 379-388. 2009.

Agarwal, M., Shrivastava, N., and Padh, H., Advances in molecular marker techniques
and their applications in plant sciences. Plant cell reports.27 (4):p. 617-631. 2008.
Hammock, E. A. and Young, L. J., Microsatellite instability generates diversity in
brain and sociobehavioral traits. Science.308 (5728):p. 1630-1634. 2005.

76



[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

Sunnucks, P., Efficient genetic markers for population biology. Trends in Ecology &
Evolution.15 (5):p. 199-203. 2000.

Jarne, P. and Lagoda, P. J., Microsatellites, from molecules to populations and back.
Trends in ecology & evolution.11 (10):p. 424-429. 1996.

Selkoe, K. A. and Toonen, R. J., Microsatellites for ecologists: a practical guide to
using and evaluating microsatellite markers. Ecology letters.9 (5):p. 615-629. 2006.
Glenn, T. C. and Schable, N. A., Isolating microsatellite DNA loci. Methods in
enzymology.395:p. 202-222. 2005.

Schlotterer, C. and Tautz, D., Slippage synthesis of simple sequence DNA. Nucleic
acids research.20 (2):p. 211-215. 1992.

FitzSimmons, N. N., Moritz, C., and Moore, S. S., Conservation and dynamics of
microsatellite loci over 300 million years of marine turtle evolution. Molecular
Biology and Evolution.12 (3):p. 432-440. 1995.

Rico, C., Rico, I., and Hewitt, G., 470 million years of conservation of microsatellite
loci among fish species. Proceedings of the Royal Society of London B: Biological
Sciences.263 (1370):p. 549-557. 1996.

Beck, N. R., Double, M. C., and Cockburn, A., Microsatellite evolution at two
hypervariable loci revealed by extensive avian pedigrees. Molecular Biology and
Evolution.20 (1):p. 54-61. 2003.

Eisen, J., Mechanistic basis for microsatellite instability. Microsatellites: Evolution
and applications.1:p. 34-48. 1999.

Weber, J. L. and Wong, C., Mutation of human short tandem repeats. Human
molecular genetics.2 (8):p. 1123-1128. 1993.

Bachtrog, D., Weiss, S., Zangerl, B., Brem, G., and Schlétterer, C., Distribution of
dinucleotide microsatellites in the Drosophila melanogaster genome. Molecular
Biology and Evolution.16 (5):p. 602-610. 1999.

Kimura, M. and Crow, J. F., The number of alleles that can be maintained in a finite
population. Genetics.49 (4):p. 725-738. 1964.

Kimura, M. and Ohta, T., Stepwise mutation model and distribution of allelic
frequencies in a finite population. Proceedings of the National Academy of
Sciences.75 (6):p. 2868-2872. 1978.

77



[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

Viard, F., Franck, P., Dubois, M.-P., Estoup, A., and Jarne, P., Variation of
microsatellite size homoplasy across electromorphs, loci, and populations in three
invertebrate species. Journal of Molecular Evolution.47 (1):p. 42-51. 1998.

Adams, R. 1., Brown, K. M., and Hamilton, M. B., The impact of microsatellite
electromorph size homoplasy on multilocus population structure estimates in a tropical
tree (Corythophora alta) and an anadromous fish (Morone saxatilis). Molecular
ecology.13 (9):p. 2579-2588. 2004.

Curtu, A.-L., Finkeldey, R., and Gailing, O., Comparative sequencing of a
microsatellite locus reveals size homoplasy within and between European oak species
(Quercus spp.). Plant Molecular Biology Reporter.22 (4):p. 339-346. 2004.

Garza, J. C. and Freimer, N. B., Homoplasy for size at microsatellite loci in humans
and chimpanzees. Genome Research.6 (3):p. 211-217. 1996.

Rousset, F., Equilibrium values of measures of population subdivision for stepwise
mutation processes. Genetics.142 (4):p. 1357-1362. 1996.

Blankenship, S. M., May, B., and Hedgecock, D., Evolution of a perfect simple
sequence repeat locus in the context of its flanking sequence. Molecular Biology and
Evolution.19 (11):p. 1943-1951. 2002.

Epperson, B. K., Mutation at high rates reduces spatial structure within populations.
Molecular Ecology.14 (3):p. 703-710. 2005.

Slatkin, M., A measure of population subdivision based on microsatellite allele
frequencies. Genetics.139 (1):p. 457-462. 1995.

Estoup, A. and Cornuet, J., Microsatellite evolution: inferences from population data.
Microsatellites: evolution and applications.49:p. 65. 1999.

Paetkau, D. and Strobeck, C., The molecular basis and evolutionary history of a
microsatellite null allele in bears. Molecular ecology.4 (4):p. 519-520. 1995.

Dakin, E. and Avise, J., Microsatellite null alleles in parentage analysis. Heredity.93
(5):p. 504-509. 2004.

Neff, B. D. and Gross, M. R., Microsatellite evolution in vertebrates: inference from
AC dinucleotide repeats. Evolution.55 (9):p. 1717-1733. 2001.

DeWoody, J. and Avise, J., Microsatellite variation in marine, freshwater and
anadromous fishes compared with other animals. Journal of fish biology.56 (3):p. 461-
473. 2000.

78



[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

Zane, L., Bargelloni, L., and Patarnello, T., Strategies for microsatellite isolation: a
review. Molecular Ecology.11 (1):p. 1-16. 2002.

Castoe, T. A., Poole, A. W., Gu, W., Jason de Koning, A., Daza, J. M., Smith, E. N.,
et al., Rapid identification of thousands of copperhead snake (Agkistrodon contortrix)
microsatellite loci from modest amounts of 454 shotgun genome sequence. Molecular
Ecology Resources.10 (2):p. 341-347. 2010.

Davey, J. W., Hohenlohe, P. A., Etter, P. D., Boone, J. Q., Catchen, J. M., and Blaxter,
M. L., Genome-wide genetic marker discovery and genotyping using next-generation
sequencing. Nature Reviews Genetics.12 (7):p. 499-510. 2011.

Ossowski, S., Schneeberger, K., Clark, R. M., Lanz, C., Warthmann, N., and Weigel,
D., Sequencing of natural strains of Arabidopsis thaliana with short reads. Genome
research.18 (12):p. 2024-2033. 2008.

Varshney, R. K., Nayak, S. N., May, G. D., and Jackson, S. A., Next-generation
sequencing technologies and their implications for crop genetics and breeding. Trends
in biotechnology.27 (9):p. 522-530. 2009.

Garg, R., Patel, R. K., Tyagi, A. K., and Jain, M., De novo assembly of chickpea
transcriptome using short reads for gene discovery and marker identification. DNA
research.18 (1):p. 53-63. 2011.

Malausa, T., Gilles, A., Meglecz, E., Blanquart, H., Duthoy, S., Costedoat, C., et al.,
High-throughput  microsatellite isolation through 454 GS-FLX Titanium
pyrosequencing of enriched DNA libraries. Molecular Ecology Resources.11 (4):p.
638-644. 2011.

Stapley, J., Reger, J., Feulner, P. G., Smadja, C., Galindo, J., Ekblom, R, et al.,
Adaptation genomics: the next generation. Trends in ecology & evolution.25 (12):p.
705-712. 2010.

Guichoux, E., Lagache, L., Wagner, S., Chaumeil, P., Léger, P., Lepais, O., et al.,
Current trends in microsatellite genotyping. Molecular ecology resources.11 (4):p.
591-611. 2011.

Natarajan, P. and Parani, M., De novo assembly and transcriptome analysis of five
major tissues of Jatropha curcas L. using GS FLX titanium platform of 454
pyrosequencing. BMC genomics.12 (1):p. 1. 2011.

Parchman, T. L., Geist, K. S., Grahnen, J. A., Benkman, C. W., and Buerkle, C. A,,
Transcriptome sequencing in an ecologically important tree species: assembly,

annotation, and marker discovery. BMC genomics.11 (1):p. 1. 2010.

79



[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

Wang, K., Li, M., and Hakonarson, H., ANNOVAR: functional annotation of genetic
variants from high-throughput sequencing data. Nucleic acids research.38 (16):p.
el64-e164. 2010.

Castoe, T. A., Poole, A. W., de Koning, A. J., Jones, K. L., Tomback, D. F., Oyler-
McCance, S. J., et al., Rapid microsatellite identification from Illumina paired-end
genomic sequencing in two birds and a snake. PLoS One.7 (2):p. e30953. 2012.
Mizrachi, E., Hefer, C. A., Ranik, M., Joubert, F., and Myburg, A. A., De novo
assembled expressed gene catalog of a fast-growing Eucalyptus tree produced by
[llumina MRNA-Seq. BMC genomics.11 (1):p. 1. 2010.

Li, D., Deng, Z., Qin, B., Liu, X., and Men, Z., De novo assembly and characterization
of bark transcriptome using Illumina sequencing and development of EST-SSR
markers in rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). BMC genomics.13 (1):p. 1.
2012.

Fu, N., Wang, Q., and Shen, H.-L., De novo assembly, gene annotation and marker
development using Illumina paired-end transcriptome sequences in celery (Apium
graveolens L.). PloS one.8 (2):p. e57686. 2013.

Feldmeyer, B., Wheat, C. W., Krezdorn, N., Rotter, B., and Pfenninger, M., Short read
Illumina data for the de novo assembly of a non-model snail species transcriptome
(Radix balthica, Basommatophora, Pulmonata), and a comparison of assembler
performance. BMC genomics.12 (1):p. 1. 2011.

Reneker, J., Shyu, C.-R., Zeng, P., Polacco, J. C., and Gassmann, W., ACMES: fast
multiple-genome searches for short repeat sequences with concurrent cross-species
information retrieval. Nucleic acids research.32 (suppl 2):p. W649-W653. 2004.
Grover, A., Aishwarya, V., and Sharma, P., Searching microsatellites in DNA
sequences: approaches used and tools developed. Physiology and Molecular Biology
of Plants.18 (1):p. 11-19. 2012.

Tabachnick, W. J. t. and Black Iv, W., Making a case for molecular population genetic
studies of arthropod vectors. Parasitology Today.11 (1):p. 27-30. 1995.

Hilburn, L. R. and Sattler, P. W., Are tick populations really less variable and should
they be. Heredity.57 (1):p. 113-117. 1986.

Bull, C. M., Andrews, R., and Adams, M., Patterns of genetic variation in a group of
parasites, the Australian reptile ticks. Heredity.53 (5):p. 509-525. 1984.

80



[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

Wallis, G. and Miller, B., Electrophoretic analysis of the ticks Ornithodoros
(Pavlovskyella) erraticus and O.(P.) sonrai (Acari: Argasidae). Journal of medical
entomology.20 (5):p. 570-571. 1983.

Kubasu, S., The ability of Rhipicephalus appendiculatus (Acarina: Ixodidae) stocks in
Kenya to become infected with Theileria parva. Bulletin of Entomological
Research.82 (03):p. 349-353. 1992,

Sattler, P. W., Hilburn, L. R., Davey, R. B., George, J. E., Bernardo, J., and Avalos,
R., Genetic similarity and variability between natural populations and laboratory
colonies of North American Boophilus (Acari: Ixodidae). The Journal of
parasitology.p. 95-100. 1986.

de Meels, T., McCoy, K. D., Prugnolle, F., Chevillon, C., Durand, P., Hurtrez-
Bousseés, S., et al., Population genetics and molecular epidemiology or how to
“débusquer la béte”. Infection, Genetics and Evolution.7 (2):p. 308-332. 2007.
Schldtterer, C., The evolution of molecular markers—just a matter of fashion? Nature
Reviews Genetics.5 (1):p. 63-69. 2004.

Vignal, A., Milan, D., SanCristobal, M., and Eggen, A., A review on SNP and other
types of molecular markers and their use in animal genetics. Genetics Selection
Evolution.34 (3):p. 1. 2002.

Mangold, A. J., Bargues, M. D., and Mas-Coma, S., Mitochondrial 16S rDNA
sequences and phylogenetic relationships of species of Rhipicephalus and other tick
genera among Metastriata (Acari: Ixodidae). Parasitology Research.84 (6):p. 478-484.
1998/05/01 1998.

Black, W. C. and Piesman, J., Phylogeny of hard- and soft-tick taxa (Acari: Ixodida)
based on mitochondrial 16S rDNA sequences. Proceedings of the National Academy
of Sciences.91 (21):p. 10034-10038. October 11, 1994 1994.

Norris, D. E., Klompen, J., Keirans, J. E., and Black, W. C., Population genetics of
Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae) based on mitochondrial 16S and 12S genes.
Journal of Medical Entomology.33 (1):p. 78-89. 1996.

Beati, L. and Keirans, J. E., Analysis of the systematic relationships among ticks of
the genera Rhipicephalus and Boophilus (Acari: Ixodidae) based on mitochondrial 12S
ribosomal DNA gene sequences and morphological characters. Journal of
Parasitology.87 (1):p. 32-48. 2001.

Guzinski, J., Saint, K. M., Gardner, M. G., Donnellan, S. C., and Bull, C. M.,

Permanent genetic resources: Development of microsatellite markers and analysis of

81



[210]

[211]

[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

their inheritance in the Australian reptile tick, Bothriocroton hydrosauri. Molecular
ecology resources.8 (2):p. 443-445. 2008.

Leo, S., Davis, C., and Sperling, F., Characterization of 14 microsatellite loci
developed for Dermacentor albipictus and cross-species amplification in D. andersoni
and D. variabilis (Acari: Ixodidae). Conservation Genetics Resources.4 (2):p. 379-
382.2012.

Dharmarajan, G., Fike, J. A., and Beasley, J. C., Development and characterization of
12 polymorphic microsatellite loci in the American dog tick (Dermacentor variabilis).
Molecular ecology resources.9 (1):p. 131-133. 2009.

Van Houtte, N., Van Oosten, A. R., Jordaens, K., Matthysen, E., Backeljau, T., and
Heylen, D. J. A., Isolation and characterization of ten polymorphic microsatellite loci
in Ixodes arboricola, and cross-amplification in three other Ixodes species.
Experimental and Applied Acarology.61 (3):p. 327-336. 2013/11/01 2013.

Fagerberg, A. J., Fulton, R. E., and Black lv, W. C., Microsatellite loci are not
abundant in all arthropod genomes: analyses in the hard tick, Ixodes scapularis and the
yellow fever mosquito, Aedes aegypti. Insect Molecular Biology.10 (3):p. 225-236.
2001.

Dharmarajan, G., Beasley, J., and Rhodes, O., Heterozygote deficiencies in parasite
populations: an evaluation of interrelated hypotheses in the raccoon tick, Ixodes
texanus. Heredity.106 (2):p. 253-260. 2011.

Mccoy, K. D. and Tirard, C., Isolation and characterization of microsatellites in the
seabird ectoparasite Ixodes uriae. Molecular Ecology.9 (12):p. 2212-2213. 2000.
Araya-Anchetta, A., A study of macro and micro-evolutionary factors determining
population genetics in ticks. Flagstaff, Arizona: Dissertation: Northern Arizona
University. 2012.

Chigagure, N. N., Baxter, G. D., and Barker, S. C., Microsatellite loci of the cattle tick
Boophilus microplus (Acari: Ixodidae). Experimental & applied acarology.24 (12):p.
951-956. 2000.

Cutullé, C., Jonsson, N., and Seddon, J., Population structure of Australian isolates of
the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Veterinary parasitology.161 (3):p.
283-291. 2009.

Kirchoff, V. S., Peacock, M. M., and Teglas, M. B., Identification and characterization
of 14 polymorphic microsatellite loci in the argasid tick Ornithodoros coriaceus.

Molecular ecology resources. 2008.

82



[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]

Li, X. and Dunley, J., Optimal sampling and spatial distribution of Ixodes pacificus,
Dermacentor occidentalis and Dermacentor variabilis ticks (Acari: Ixodidae).
Experimental & Applied Acarology.22 (4):p. 233-248. 1998/04/01 1998.

Castro, M. B. and Clover, J. R., A comparison of visual and flagging methods for
estimating adult Ixodes pacificus (Acari: Ixodidae) tick abundance. Journal of Vector
Ecology.35 (2):p. 435-438. 2010.

Kensinger, B. J. and Allan, B. F., Efficacy of Dry Ice-Baited Traps for Sampling
Amblyomma americanum (Acari: Ixodidae) Varies with Life Stage but Not Habitat.
Journal of medical entomology.48 (3):p. 708-711. 2011/05/01 2011.

Apanaskevich, D. and Horak, I., the genus Hyalomma Koch, 1844. II. Taxonomic
status of H.(Euhyalomma) anatolicum Koch, 1844, H.(E.) excavatum Koch, 1844
(Acari, Ixodidae) with redescriptions of all stages. Acarina.13 (2):p. 181-197. 2005.
Apanaskevich, D. A., Filippova, N. A., and Horak, I. G., The genus Hyalomma Koch,
1844. X. Redescription of all parasitic stages of H.(Euhyalomma) scupense Schulze,
1919 (= H. detritum Schulze)(Acari: Ixodidae) and notes on its biology. 2010.
Apanaskevich, D., [Host-parasite relationships of the genus Hyalomma Koch, 1844
(Acari, Ixodidae) and their connection with microevolutionary process].
Parazitologiia.38 (6):p. 515-523. 2003.

Beati, L., Nava, S., Burkman, E. J., Barros-Battesti, D. M., Labruna, M. B.,
Guglielmone, A. A., et al., Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)(Acari:
Ixodidae), the Cayenne tick: phylogeography and evidence for allopatric speciation.
BMC evolutionary biology.13 (1):p. 267. 2013.

Martins, W. S., Lucas, D. C. S., Neves, K. d. S., and Bertioli, D. J., WebSat—a web
software for microsatellite marker development. Bioinformation.3 (6):p. 282-283.
2009.

Coombs, J., Letcher, B., and Nislow, K., CREATE: a software to create input files
from diploid genotypic data for 52 genetic software programs. Molecular Ecology
Resources.8 (3):p. 578-580. 2008.

Wright, S., Fisher and Ford on™ The Sewall Wright Effect”. American Scientist.39
(3):p. 452-479. 1951.

Rosenberg, N. A. and Nordborg, M., A general population-genetic model for the
production by population structure of spurious genotype—phenotype associations in
discrete, admixed or spatially distributed populations. Genetics.173 (3):p. 1665-1678.
2006.

83



[231]

[232]

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]

[242]

[243]

Earl, D. A.,, STRUCTURE HARVESTER: a website and program for visualizing
STRUCTURE output and implementing the Evanno method. Conservation genetics
resources.4 (2):p. 359-361. 2012.

Evanno, G., Regnaut, S., and Goudet, J., Detecting the number of clusters of
individuals using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular
ecology.14 (8):p. 2611-2620. 2005.

Jakobsson, M. and Rosenberg, N. A., CLUMPP: a cluster matching and permutation
program for dealing with label switching and multimodality in analysis of population
structure. Bioinformatics.23 (14):p. 1801-1806. 2007.

Rosenberg, N. A., DISTRUCT: a program for the graphical display of population
structure. Molecular Ecology Notes.4 (1):p. 137-138. 2004.

Koc, S., Aydin, L., and Cetin, H., Tick species (Acari: Ixodida) in Antalya City,
Turkey: species diversity and seasonal activity. Parasitology research.114 (7):p. 2581-
2586. 2015.

Apanaskevich, D., [Differentiation of closely related species Hyalomma anatolicum
and H. excavatum (Acari: Ixodidae) based on a study of all life cycle stages,
throughout entire geographical range]. Parazitologiia.37 (4):p. 259-280. 2002.
Apanaskevich, D. and Horak, I., The genus Hyalomma. XI. Redescription of all
parasitic stages of H. (Euhyalomma) asiaticum (Acari: Ixodidae) and notes on its
biology. Experimental and Applied Acarology.52 (2):p. 207-220. 2010/10/01 2010.
Jin, L. and Chakraborty, R., Population structure, stepwise mutations, heterozygote
deficiency and their implications in DNA forensics. Heredity.74 (3):p. 274-285. 1995.
Schlétterer, C., Genome evolution: are microsatellites really simple sequences?
Current Biology.8 (4):p. R132-R134. 1998.

Hedrick, P. W., Perspective: highly variable loci and their interpretation in evolution
and conservation. Evolution.p. 313-318. 1999.

Queller, D. C., Strassmann, J. E., and Hughes, C. R., Microsatellites and kinship.
Trends in Ecology & Evolution.8 (8):p. 285-288. 1993.

Kalinowski, S. T., How many alleles per locus should be used to estimate genetic
distances? Heredity.88 (1):p. 62-65. 2002.

Ruzzante, D. E., A comparison of several measures of genetic distance and population
structure with microsatellite data: bias and sampling variance. Canadian Journal of
Fisheries and Aquatic Sciences.55 (1):p. 1-14. 1998.

84



[244]

[245]

[246]

[247]

[248]

[249]

[250]

[251]

[252]

[253]

[254]

[255]

Gomez-Uchida, D. and Banks, M. A., Microsatellite analyses of spatial genetic
structure in darkblotched rockfish (Sebastes crameri): Is pooling samples safe?
Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences.62 (8):p. 1874-1886. 2005.
Nagylaki, T., Fixation indices in subdivided populations. Genetics.148 (3):p. 1325-
1332. 1998.

Chevillon, C., Koffi, B. B., Barré, N., Durand, P., Arnathau, C., and De Mee(s, T.,
Direct and indirect inferences on parasite mating and gene transmission patterns:
pangamy in the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Infection, Genetics
and Evolution.7 (2):p. 298-304. 2007.

Heylen, D. and Matthysen, E., Contrasting detachment strategies in two congeneric
ticks (Ixodidae) parasitizing the same songbird. Parasitology.137 (04):p. 661-667.
2010.

McCoy, K., Boulinier, T., Tirard, C., and Michalakis, Y., Host specificity of a
generalist parasite: genetic evidence of sympatric host races in the seabird tick Ixodes
uriae. Journal of Evolutionary Biology.14 (3):p. 395-405. 2001.

McCoy, K. D., Boulinier, T., and Tirard, C., Comparative host—parasite population
structures: disentangling prospecting and dispersal in the black-legged kittiwake Rissa
tridactyla. Molecular Ecology.14 (9):p. 2825-2838. 2005.

Kempf, F., Boulinier, T., De Meels, T., Arnathau, C., and McCOY, K. D., Recent
evolution of host-associated divergence in the seabird tick Ixodes uriae. Molecular
Ecology.18 (21):p. 4450-4462. 2009.

Hoogstraal, H., Kaiser, M. N., Traylor, M. A., Guindy, E., and Gaber, S., Ticks
(Ixodidae) on birds migrating from Europe and Asia to Africa, 1959-61. Bulletin of
the World Health Organization.28 (2):p. 235. 1963.

Nuorteva, P. and Hoogstraal, H., The Incidence of Ticks (Ixodoidea, Ixodidae) on
Migratory Birds arriving in Finland during the Spring of 1962. Ann. Med. Exper. et
Biol. Fenniae.41 (4):p. 457-68. 1963.

Anderson, J. F. and Magnarelli, L. A., Avian and mammalian hosts for spirochete-
infected ticks and insects in a Lyme disease focus in Connecticut. The Yale journal of
biology and medicine.57 (4):p. 627. 1984.

Mehl, R., Michaelsen, J., and Lid, G., Ticks (Acari, Ixodides) on migratory birds in
Norway. Fauna Norv Ser B.31:p. 46-58. 1984.

Weisbrod, A. and Johnson, R. C., Lyme disease and migrating birds in the Saint Croix
River Valley. Applied and Environmental Microbiology.55 (8):p. 1921-1924. 1989.

85



[256]

[257]

[258]

[259]

[260]

[261]

[262]

[263]

[264]

[265]

[266]

Stafford, K. C., Bladen, V. C., and Magnarelli, L. A., Ticks (Acari: Ixodidae) infesting
wild birds (Aves) and white-footed mice in Lyme, CT. Journal of Medical
Entomology.32 (4):p. 453-466. 1995.

Olsen, B., Duffy, D. C., Jaenson, T., Gylfe, A., Bonnedahl, J., and Bergstrém, S.,
Transhemispheric exchange of Lyme disease spirochetes by seabirds. Journal of
Clinical Microbiology.33 (12):p. 3270-3274. 1995.

Nicholls, T. H. and Callister, S. M., Lyme disease spirochetes in ticks collected from
birds in midwestern United States. Journal of medical entomology.33 (3):p. 379-384.
1996.

Smith, R. P., Rand, P. W., Lacombe, E. H., Morris, S. R., Holmes, D. W., and
Caporale, D. A., Role of bird migration in the long-distance dispersal of Ixodes
dammini, the vector of Lyme disease. Journal of Infectious Diseases.174 (1):p. 221-
224.1996.

Ishiguro, F., Takada, N., Masuzawa, T., and Fukui, T., Prevalence of Lyme disease
Borrelia spp. in ticks from migratory birds on the Japanese mainland. Applied and
environmental microbiology.66 (3):p. 982-986. 2000.

Alekseev, A. N., Dubinina, H. V., Semenov, A. V., and Bolshakov, C. V., Evidence of
ehrlichiosis agents found in ticks (Acari: Ixodidae) collected from migratory birds.
Journal of Medical Entomology.38 (4):p. 471-474. 2001.

Bjoersdorff, A., Bergstrom, S., Massung, R. F., Haemig, P. D., and Olsen, B.,
Ehrlichia-infected ticks on migrating birds. Emerging Infectious Diseases.7 (5):p. 877.
2001.

Scharf, W. C., Immature ticks on birds: temporal abundance and reinfestation.
Northeastern Naturalist.11 (2):p. 143-150. 2004.

Comstedt, P., Bergstrom, S., Olsen, B., Garpmo, U., Marjavaara, L., Mejlon, H., et al.,
Migratory passerine birds as reservoirs of Lyme borreliosis in Europe. Emerging
infectious diseases.12 (7) 2006.

Poupon, M.-A., Lommano, E., Humair, P.-F., Douet, V., Rais, O., Schaad, M., et al.,
Prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato in ticks collected from migratory birds
in Switzerland. Applied and Environmental Microbiology.72 (1):p. 976-979. 2006.
Ogden, N., Lindsay, L., Hanincova, K., Barker, I., Bigras-Poulin, M., Charron, D., et
al., Role of migratory birds in introduction and range expansion of Ixodes scapularis
ticks and of Borrelia burgdorferi and Anaplasma phagocytophilum in Canada.
Applied and environmental microbiology.74 (6):p. 1780-1790. 2008.

86



[267]

[268]

[269]

[270]

[271]

[272]

[273]

[274]

[275]

[276]

[277]

Hasle, G., Bjune, G., Edvardsen, E., Jakobsen, C., Linnehol, B., Rger, J. E., et al.,
Transport of ticks by migratory passerine birds to Norway. Journal of Parasitology.95
(6):p. 1342-1351. 2009.

Hasle, G., Transport of ixodid ticks and tick-borne pathogens by migratory birds. The
biology and ecology of ticks shape the potential for the transmission of zoonotic
pathogens. 2015.

Olsén, B., Jaenson, T., and Bergstrom, S., Prevalence of Borrelia burgdorferi sensu
lato-infected ticks on migrating birds. Applied and Environmental Microbiology.61
(8):p. 3082-3087. 1995.

Gylfe, A., Bergstrom, S., Lundstrom, J., and Olsen, B., Epidemiology: reactivation of
Borrelia infection in birds. Nature.403 (6771):p. 724-725. 2000.

Hanincova, K., Schafer, S., Etti, S., Sewell, H.-S., Taragelova, V., Ziak, D., et al.,
Association of Borrelia afzelii with rodents in Europe. Parasitology.126 (01):p. 11-20.
2003.

Kjelland, V., Stuen, S., Skarpaas, T., and Slettan, A., Borrelia burgdorferi sensu lato
in Ixodes ricinus ticks collected from migratory birds in Southern Norway. Acta
Veterinaria Scandinavica.52 (1):p. 1. 2010.

Franke, J., Hildebrandt, A., and Dorn, W., Exploring gaps in our knowledge on Lyme
borreliosis  spirochaetes—updates on complex heterogeneity, ecology, and
pathogenicity. Ticks and tick-borne diseases.4 (1):p. 11-25. 2013.

Socolovschi, C., Reynaud, P., Kernif, T., Raoult, D., and Parola, P., Rickettsiae of
spotted fever group, Borrelia valaisiana, and Coxiella burnetii in ticks on passerine
birds and mammals from the Camargue in the south of France. Ticks and tick-borne
diseases.3 (5):p. 355-360. 2012.

Daniels, T. J., Battaly, G. R., Liveris, D., Falco, R. C., and Schwartz, I., Avian
reservoirs of the agent of human granulocytic ehrlichiosis? Emerging infectious
diseases.8 (12):p. 1524-1525. 2002.

Hasle, G., Dispersal of ticks and tick-borne pathogensby birds: Dynamics of birds'
transport of ticks to Norway. 2011.

Elfving, K., Olsen, B., Bergstrom, S., Waldenstrém, J., Lundkvist, A., Sjostedt, A., et
al., Dissemination of spotted fever rickettsia agents in Europe by migrating birds.
PL0S One.5 (1):p. e8572. 2010.

87



[278]

[279]

[280]

[281]

[282]

[283]

[284]

[285]

[286]

[287]

[288]

Waldenstrom, J., Lundkvist, A., Falk, K. 1., Garpmo, U., Bergstrom, S., Lindegren, G.,
et al., Migrating birds and tickborne encephalitis virus. Emerging infectious
diseases.13 (8):p. 1215. 2007.

Geller, J., Nazarova, L., Katargina, O., Leivits, A., Jarvekilg, L., and Golovljova, 1.,
Tick-borne pathogens in ticks feeding on migratory passerines in western part of
Estonia. Vector-Borne and Zoonotic Diseases.13 (7):p. 443-448. 2013.

Marsot, M., Henry, P.-Y., Vourc’h, G., Gasqui, P., Ferquel, E., Laignel, J., et al.,
Which forest bird species are the main hosts of the tick, Ixodes ricinus, the vector of
Borrelia burgdorferi sensu lato, during the breeding season? International journal for
parasitology.42 (8):p. 781-788. 2012.

Keskin, A. and Erciyas-Yavuz, K., A Preliminary Investigation on Ticks (Acari:
Ixodidae) Infesting Birds in Kizilirmak Delta, Turkey. Journal of medical
entomology.53 (1):p. 217-220. 2016.

Leblebicioglu, H., Eroglu, C., Erciyas-Yavuz, K., Hokelek, M., Acici, M., and
Yilmaz, H., Role of migratory birds in spreading Crimean-Congo hemorrhagic fever,
Turkey. Emerging infectious diseases.20 (8):p. 1331. 2014.

Fisher, R. A., Has Mendel's work been rediscovered? Annals of Science.l (2):p. 115-
137. 1936.

Lachenbruch, P. A., Note on initial misclassification effects on the quadratic
discriminant function. Technometrics.21 (1):p. 129-132. 1979.

Araya-Anchetta, A., Busch, J. D., Scoles, G. A., and Wagner, D. M., Thirty years of
tick population genetics: A comprehensive review. Infection, Genetics and
Evolution.29:p. 164-179. 2015.

Kaiser, M. N., Hoogstraal, H., and Watson, G. E., Ticks (Ixodoidea) on migrating
birds in Cyprus, fall 1967 and spring 1968, and epidemiological considerations.
Bulletin of Entomological research.64 (01):p. 97-110. 1974.

Jameson, L. J., Morgan, P. J.,, Medlock, J. M., Watola, G., and Vaux, A. G.,
Importation of Hyalomma marginatum, vector of Crimean-Congo haemorrhagic fever
virus, into the United Kingdom by migratory birds. Ticks and tick-borne diseases.3
(2):p. 95-99. 2012.

Dietrich, M., Kempf, F., Boulinier, T., and McCoy, K. D., Tracing the colonization
and diversification of the worldwide seabird ectoparasite Ixodes uriae. Molecular
ecology.23 (13):p. 3292-3305. 2014.

88



[289]

[290]

[291]

[292]

[293]

[294]

[295]

[296]

[297]

[298]

[299]

Dietrich, M., Kempf, F., Gomez-Diaz, E., Kitaysky, A. S., Hipfner, J. M., Boulinier,
T., et al., Inter-oceanic variation in patterns of host-associated divergence in a seabird
ectoparasite. Journal of biogeography.39 (3):p. 545-555. 2012.

McCoy, K., Barbosa, A., and Cuervo, J. J., Population genetic structure and
colonisation of the western Antarctic Peninsula by the seabird tick Ixodes uriae. 2012.
McCoy, K. D., Boulinier, T., Chardine, J. W., Danchin, E., and Michalakis, Y.,
Dispersal and distribution of the tick Ixodes uriae within and among seabird host
populations: the need for a population genetic approach. The Journal of parasitology.p.
196-202. 1999.

McCoy, K. D., Boulinier, T., Tirard, C., and Michalakis, Y., Host specificity of a
generalist parasite: genetic evidence of sympatric host races in the seabird tick Ixodes
uriae. Journal of Evolutionary Biology.14 (3):p. 395-405. 2001.

McCoy, K. D., Boulinier, T., Tirard, C., and Michalakis, Y., Host-Dependent Genetic
Structure Of Parasite Populations: Differential Dispersal Of Seabird Tick Host Races.
Evolution.57 (2):p. 288-296. 2003.

McCoy, K. D., Chapuis, E., Tirard, C., Boulinier, T., Michalakis, Y., Le Bohec, C., et
al., Recurrent evolution of host-specialized races in a globally distributed parasite.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences.272 (1579):p. 2389-2395.
2005.

McCoy, K. D. and Tirard, C., Reproductive strategies of the seabird tick Ixodes uriae
(Acari: Ixodidae). Journal of Parasitology.88 (4):p. 813-816. 2002.

McCoy, K. D., Leéger, E., and Dietrich, M., Host specialization in ticks and
transmission of tick-borne diseases: a review. The biology and ecology of ticks shape
the potential for the transmission of zoonotic pathogens. 2015.

Daniel, M. and Dusbabek, F., Micrometeorological and microhabitat factors affecting
maintenance and dissemination of tick-borne diseases in the environment. vol. 91, ed:
Oxford University Press New York, NY, Oxford, 1994, p. 138.

Mild, M., Simon, M., Albert, J., and Mirazimi, A., Towards an understanding of the
migration of Crimean—Congo hemorrhagic fever virus. Journal of General Virology.91
(1):p. 199-207. 2010.

Alerstam, T. and Christie, D. A., Bird migration. ed.. Cambridge University Press,
1993.

89



[300]

[301]

[302]

[303]

[304]

[305]

[306]

[307]

[308]

[309]

[310]

Tibayrenc, M., Genetic epidemiology of parasitic protozoa and other infectious
agents: the need for an integrated approach. International journal for parasitology.28
(1):p. 85-104. 1998.

Prugnolle, F. and De Mee(s, T., Inferring sex-biased dispersal from population genetic
tools: a review. Heredity.88 (3):p. 161-165. 2002.

Piesman, J., Ecology of Borrelia burgdorferi sensu lato in North America. Lyme
borreliosis: biology, epidemiology, and control. Wallingford, Oxfordshire, UK: CAB
International.p. 223-49. 2002.

Wesson, D. M., McLain, D. K., Oliver, J. H., Piesman, J., and Collins, F. H.,
Investigation of the validity of species status of Ixodes dammini (Acari: Ixodidae)
using rDNA. Proceedings of the National Academy of Sciences.90 (21):p. 10221-
10225. November 1, 1993 1993.

LoGiudice, K., Ostfeld, R. S., Schmidt, K. A., and Keesing, F., The ecology of
infectious disease: Effects of host diversity and community composition on Lyme
disease risk. Proceedings of the National Academy of Sciences.100 (2):p. 567-571.
January 21, 2003 2003.

Telford 3rd, S., The name Ixodes dammini epidemiologically justified. Emerging
infectious diseases.4 (1):p. 132. 1998.

Camicas, J.-L., Hervy, J.-P., Adam, F., and Morel, P.-C., The ticks of the world
(Acarida, Ixodida): nomenclature, described stages, hosts, distribution. ed.: Editions
de 'ORSTOM, 1998.

Parola, P., Paddock, C. D., and Raoult, D., Tick-borne rickettsioses around the world:
emerging diseases challenging old concepts. Clinical microbiology reviews.18 (4):p.
719-756. 2005.

Otranto, D., Dantas-Torres, F., and Breitschwerdt, E. B., Managing canine vector-
borne diseases of zoonotic concern: part one. Trends in parasitology.25 (4):p. 157-
163. 2009.

Bowman, D. D., Introduction to the alpha-proteobacteria: Wolbachia and Bartonella,
Rickettsia, Brucella, Ehrlichia, and Anaplasma. Topics in companion animal
medicine.26 (4):p. 173-177. 2011.

Labruna, M. B., Mattar, S., Nava, S., Bermudez, S., Venzal, J. M., Dolz, G., et al.,
Rickettsioses in Latin America, Caribbean, Spain and Portugal. Revista MVZ
Cérdoba.16 (2):p. 2435-2457. 2011.

90



[311]

[312]

[313]

Estrada-Pefia, A., Vatansever, Z., Gargili, A., and Ergonul, O., The trend towards
habitat fragmentation is the key factor driving the spread of Crimean-Congo
haemorrhagic fever. Epidemiology and Infection.138 (08):p. 1194-1203. 2010.
Estrada-Pefia, A., Zatansever, Z., Gargili, A., Aktas, M., Uzun, R., Ergonul, O., et al.,
Modeling the spatial distribution of Crimean-Congo hemorrhagic fever outbreaks in
Turkey. Vector-Borne and Zoonotic Diseases.7 (4):p. 667-678. 2007.

Benedict, M. Q., Levine, R. S., Hawley, W. A., and Lounibos, L. P., Spread of the
tiger: global risk of invasion by the mosquito Aedes albopictus. Vector-borne and
zoonotic diseases.7 (1):p. 76-85. 2007.

91



OZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Adi1 Soyad: : Olcay Hekimoglu

Dogum Yeri : Ankara

Medeni Hali : Bekar

E-posta : olcayh@hacettepe.edu.tr

Adresi : Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ekoloji ABD Beytepe
Kampusu, 06800 Beytepe Ankara

Egitim
Lise : Yenimahalle Mustafa Kemal Lisesi, 2001

Lisans : Hacettepe Universitesi Egitim Fakiiltesi, Orta Ogretim Fen ve Matematik Alanlar
Bolumdi, 2007

Yiiksek Lisans : Hacettepe Universitesi Biyoloji Bélumii, 2010

Doktora : Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimii, 2016

Yabancai Dil ve Diizeyi
Almanca: Iyi
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Is Deneyimi

Hacettepe Universitesi, Biyoloji Béliimii Arastirma Gérevlisi, 2010-

Deneyim Alanlar
Kene gruplarinin sistematik durumlarinin morfolojik ve molekiiler filogenetik analizlerle
yeniden degerlendirilmesi,

Kenelerin tiir i¢i genetik yapisinin aragtirilmasi.

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi

1. Tirkiye’de Dagilim Gosteren Hyalomma marginatum Koch, 1844’tin Populasyon
Yapisina yonelik Arastirmalar. Ozer Ayse Nurdan, Hacettepe Universitesi BAB
Uluslararas1 Katilimli Proje, FUA-2015-5895, (82000 TL)
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2. Kirnrm Kongo Kanamali Atesi Vektori Hyalomma marginatum’un Tirkiye’deki
Dagilimina Yénelik Calismalar. Hacettepe Universitesi BAB Destek Projesi, FHD-2015-
5343, (19800 TL)

Tezden Uretilmis Yayinlar

1. Hekimoglu O.,Ozer A.N. Distribution of hard tick species in Ankara, Turkey. Turk J
Zool, (2015), 39: 256-262.

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildig: Toplantilar

1. Hekimoglu O., N. Ozer. Distribution of Hard Tick Species in Central and Southwest
Regions of Turkey. 19th E-SOVE Conference 2014, Thessaloniki, Greece.

Tez Doneminde Tezden Bagimsiz Uretilmis Yayinlar

1. Hekimoglu O., Saglam 1.K., Ozer N., Estrada-Pena, Agustin. 2016. New molecular data
shed light on the global phylogeny and species limits of the Rhipicephalus sanguineus
complex. Ticks Tick-borne Dis, 7(5), 798-807
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HACETTEPE UNIiVERSITES]
FEN BILIMLERI ENSTITUS{

YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSD
BiYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tez Baglig / Konusu: Tiirkiye'de Dagilim Gésteren Hyalomma marginatum Koch,

Yinelik Arastirmalar
Yukarida baghgi/konusu gésterilen tez ¢alismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris,
kisimlarindan olusan toplam 45 sayfalik kismina iligkin, 01/09/2016 tarihinde tez

adl intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak ahnm
tezimin benzerlik oram % 4’ tir.

Uygulanan filtrelemeler-
1- Kaynakca hari¢
2- Almular harig/dahil
3- 5 kelimeden daha az értiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimie ez Calismast Onjinallik Raporu Al
Eslarl'nl inceledim ve bu Uygulama Esaslarr'nda belirtilen azami benzerlik oranlar
bir intihal icermedigini: aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih: 01/09/2016

1844’lin Populasyon Yapisina

c¢) Ana béliimler ve d) Sonug
danigmanim tarafindan Turnitin
§ olan orijinallik raporuna gore,

na gore tez calismamin herhangi
tirli hukuki sorumlulugu kabul

Tarih ve imza
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