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ONSOZ

Adli entomoloji, adli sorusturmalarda eklem bacaklilar incelenerek su¢un agiga
cikarilmasini saglayan disiplinler aras1 bir bilim dalidir. Oliimden sonra gegen zaman
araligmmin (PMI: Post Mortem Interval) belirlenmesi adli bilimlerde inceleme
stirecinin en onemli unsurlarindan biridir. PMI tayininde entomolojik incelemeler
onde gelen arastirma yontemlerinden biridir. Entomolojik analizlerin adli olaylarda
etkili bir sekilde uygulanmas tiir teshisinin dogru yapilmasina baglidir. Bu tezin
amac1 Tiirkiye’de adli 6nemi olan Diptera takimina ait 12 tiiriin mtDNA sitokrom c
oksidaz alt linite I gen bolgesi hedeflenerek genetik teshisleri ile morfolojik 6zellikler
kullanilarak yapilan tanimlamalari kesinlestirmektir. Yapilan bu g¢alismanin adli
entomoloji ¢alismalarinin en zor kismi olan tiir teshisinin dogru yapilmasina katkida
bulunacagi diisiiniilmektedir. GenBank ve BOLD veri tabanlarma katkida

bulunulacagi umulmaktadir.
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1.GIRIS

1.1. Adli Entomoloji

Adli entomoloji, adli sorusturmalarda eklem bacaklilarin incelenerek sugun
ac1ga ¢ikarilmasini saglayan disiplinler arasi bir bilim dalidir (Amendt ve ark., 2004;
Benecke, 2005). Adli entomolojinin cevap aradigi sorular, 6liimiin ne zaman, nerede
ve nasil gerceklestigidir. Sorularin cevabi, ceset tlizerindeki larvalar ve ergin
boceklerdedir. Bocekler, yumurtalarini insan ceset ve hayvan leslerinde kulak yolu,
ag1z ve dudaklarm i¢ kismi, goz ¢ukuru, burun i¢i, yanak, vajina, aniis, parmak arast,
avuc ic¢i, kadinlarda meme alti, erkeklerde penis ve testislerin alti, giysilerin
kivrimlari, cesedin alt1 gibi korunaklt ve nemli bolgelere birakirlar (Erzinglioglu,
1996; Greenberg ve Kunich, 2002; Charabidze ve ark., 2015) (Sekill.1). Boceklerin
yumusak ve nemli bolgeleri segmesinin en biiylik nedeni, birinci déonem larvalarin
ag1z parcalarmin deri ve kas gibi dokular icin ¢ok gii¢siiz olmasidir. Ozellikle goz ici,
burun i¢i, agiz i¢i mukozasinin yumusak ve nemli yapisi beslenme, korunma ve
tireme alani olarak bocekler igin en elverisli bolgelerdir (Charabidze ve ark., 2015).
Cesedin kokusunu alip gelen nekrofaj (6lii yiyen) bocekler, kisa bir siire i¢inde
cesedin dagilmasinda rol oynarlar. Ayristiricilar olarak bilinen bu grup ekosistemin

¢Opgiisii olarak gorev yapar.

Adli entomolojiden sadece 6liim olgularinda degil, baska ¢ok ¢esitli amaglarla
da yararlamlabilir. Ornegin, ¢ocuk ve yash ihmali ve istismarinin ortaya
cikarilmasinda da kullanilabilmektedir. Kendi bakimlarini saglayamayan ¢ocuk ve
yaslilarda viicudun kirli bolgelerinde ya da kaza veya siddet uygulamasi suretiyle
olusan agik yaralara larvalarim1 birakan sineklerin olusturdugu bu duruma miyazis
denir. Miyazis adli arastirmacilara kisinin ne kadar siire ile ihmal ve istismara maruz

kaldig1 hakkinda bilgi verebilir.
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Sekil 1.1. Domuz cesedine birakilan yumurtalar ve bu yumurtalardan ¢ikan larvalar.

1.1.1. Adli Entomolojinin Tarihgesi

Insanlar var olduklar1 andan itibaren boceklerle cevrelerini paylasmislar ve
onlarin ayristirict gorevinden haberdardirlar. Sekizinci yiizyilin sonlarinda ya da
yedinci ylizyilin baglarinda yazildigi tahmin edilen Homer’in Ilyada destaninda (The
lliad) Achilles karakteri, sineklerin "kurtguklar iireteceginden" ve arkadasi
Patroclus’un bedeninin yaralarinin igine yerlesip buralardan besleneceginden ve 6lii
bedeni deforme edip ciiriiteceklerinden, dolayisi ile bedenin kirleneceginden

duydugu endiseyi annesi ile paylasir (Homer, 600 BC).

Milattan sonra 1235 yilinda Cin'de yasayan yargi gorevlisi Song Ci olarak da
anillan Sung Tzu bir piring tarlasinin yakinlarinda gergeklesen Oliim olaymin
ardindan koydeki herkesin oraklarin1 getirmelerini istemistir. Oraklar giin 15181 altina
yerlestiren Sung Tzu bir siire bekledikten sonra bir oraga ¢ok sayida Calliphoridae
familyasindan sineklerin geldigini gozlemleyerek cinayetin bu orakla gerceklestigi
sonucuna varmistir (Tz'u, 1981; Benecke, 2001; Gennard, 2007; Frederickx ve ark.,
2011).). (Sekil 1.2).



THE WASHING AWAY
OF WRONGS
Sung Tz'u

Translated by Brian E. McKnight

Science, Medicine. & Technology
in East Asia |

Sekil 1.2. Sung Tzu (1186-1249) ve Sung Tzu’nun kitab1

MS 1247'de Sung Tzu, adli tip hekimleri i¢in vakalardan aldigi notlardan
olusan bir el kitabi yazmistir. Kitap, The Washing Away of Wrongs: Forensic
Medicine in Thirteenth-Century China (Science, Medicine, and Technology in East
Asia) adiyla 1981 yilinda Brian McKnight tarafindan Ingilizceye ¢evrilmistir
(Madea, 2017). Adli alanda calisan diger arastirmacilara bir el kitabi sunmayi
amaclayan yazar bu kitap ile bir kisinin nasil 6ldiigiinii, 6liime sebep olan olasi
nedenleri ve bunlart belirleme siirecini, bir olay yerini en detayli sekilde inceleme
yontemlerini, cesedin gomiilmeden 6nce ve gomiildiikten sonra nasil incelenmesi

gerektigini de detaylariyla anlatmistir.

Orta ¢agda, tip ve hukuk uzmanlarinin yani sira heykeltiraglar, ressamlar ve
sairler, insan viicudunun ¢iiriimesini yakindan gézlemleyerek larvalarin ve cesetlerin
cizimlerini yapmuglardir. Buna en iyi 6rnek Sekil 1.3’te goriilmektedir (Benecke,
2001).
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Sekil 1.3. “Oliimiin Dans1” (Der Totentanz) (1460), Robert Touse’un mezar1 ve Memento Mori (Sliimiin
sembolii) olarak vasiflandirilan fildisinden yapilma “Kiiciik Olii” (Tédlein) isimli 1520 yilinda yapilms, 36 cm
boyunda heykelcik. Larvalarin etkisi ile ilerlemis dekompozisyonu betimliyor. Bas tamamen iskeletlesmis
goriiniimde ve ceset larvalarla kapli, gdgiis kafesinin iginde bir sinek goriilityor. Almanya’da K6ln’de Schnutgen
Miizesinde sergileniyor) (Benecke, 2001).

1855 yilinda Fransiz hekim Bergeret d'Arbois'nin 6liimden sonra gecen siireyi
tahmin etmek icin cesede gelen sinek ve giiveleri kullanarak yazdigi rapor,
mahkemede kullanilan ilk modern adli entomoloji vaka raporu olarak bilinmektedir
(Frederickx ve ark., 2011). Konuya olan ilgi artinca Bergeret’in yaptigi bu ¢alisma
Olim sonrast araligin belirlenmesi (PMI: Post Mortem Intervalin) olarak
adlandirilmigtir. Bergeret, bocek siiksesyonunu (cesede ardisik gelmeyi) agiklayarak
farkli bocek tiirlerinin ve farkli eklem bacaklilarin, farkli ¢lirime donemlerinde 6lii

bedenleri istila etme egiliminde oldugunu gostermistir (Benecke, 2001).

Yovanovitch 1888 tarihli Paris Tip Fakiiltesinde hazirlayip sundugu doktora
tezinde; Fransa’da adli tibbin kokli bir degisime gereksinim duydugunu, Bruhier,
Josa, Deschamps, Casper, Zachias, Louis, Taylor, Chaussier, Orfila gibi biiyiik adli
tip hekimlerinin 6liim zamanim belirlemek kadar zor ve siklikla belirsizlik iceren
konularda boceklerin ne kadar dnemli bir rol oynayabilecegini fark etmediklerini
belirtmis ve Mégnin’in ¢aligmalarindan ovgiiyle soz etmistir. Hem Yovanovitch
tezinde hem Mégnin yayinladigi “La Faune des Cadavres” (Cesetlerin Faunasi)

isimli kitabinda ceset {izerindeki bocek faunasini, cesede gelen boceklerin



siiksesyonunun ve fauna ile siiksesyon calismalarinin  6liim zamaninin

belirlenmesindeki 6nemini vurgulamiglardir (Yovanovitch, 1888; Mégnin, 1894).

Adli entomoloji alanindaki ¢alismalarin ilerlemesinde 20. Yiizyilin
ortalarinda bilim diinyasina kazandirilan iki yaymin etkisi ¢ok biiylik olmustur.
David G. Hall 1948 de yayinladigi “The Blowflies of North America” ¢aligmasinda
Calliphora tiirlerinin ti¢lincii evre larvalariin ve eriskinlerinin ayrintili tanimlarini
yapmustir. Daha sonra 1986 yilinda adli entomoloji alaninda ilk ders kitab1 olarak
kabul edilen “A Manuel of Forensic Entomology” isimli ¢alisma Kenneth G.V.

Smith tarafindan yayinlanmigtir (Smith, 1986; Hall ve Huntington, 2001).

20. yiizyilin basindan bu yana, boceklerin 6zellikleri hakkindaki bilgilerin
artmasiyla birlikte adli entomoloji bir¢ok iilkede sucun aydinlatilmasinda énemli bir
ara¢ olarak kabul edilmistir. Yirmi birinci yiizyilin baslarinda bir¢ok yazarin
katilimryla yayimlanan en 6nemli kitap Jason Byrd ve James Castner editorligiinde
“Forensic Entomology: The Utility of Arthropods in Legal Investigations” adli
kitaptir (Byrd ve Castner, 2001).

Tirkiye de Adli Entomoloji alaninda yayimlanan ilk makale 1994 yilinda
Savran ve arkadaglari tarafindan kaleme alinmistir (Savran ve ark., 1994). Tirkiye de
adli entomoloji hakkinda genel bilgi i¢eren yaymlarin (Kansu, 2000; Hanci ve ark.,
2001; Acikgoz ve ark., 2002; Hanci, 2002; Tiiziin ve Acikgdz, 2002; Hanci, 2003;
Acikgoz, 2010; Acikgoz ve ark., 2012; Tiiziin ve ark., 2015) yani sira entomolojik
delillerden yararlanarak 6liim zamaninin tahmini (Agikgoz ve A¢ikgoz, 2007; Tiiziin
ve Yiksel, 2007; Agikgoz, 2008; Kokdener, 2016; Acikgdz ve Agikgoz, 2018),
Tiurkiye’de ilk kez calisilan cesedin mikrobiyomu ile 6liim zamani tahmini
konusunda (Hortag ve ark., 2019), o6lenin yerinin degistirilip degistirilmediginin
tespiti (Acikgoz ve Agikgoz, 2008), olime neden olan toksik maddenin larvalar
yardimiyla tanimlanmasi islemleri (Aktay ve ark., 2003; Fedakar, 2003; Battal ve
ark., 2004; Bagriagik, 2007; Altunsoy ve Basaran, 2011; Daglioglu ve ark., 2013;
Ozer ve ark., 2015; Acikgdz, 2018) ve adli bocek faunasina iliskin calismalar
(Bayrakal ve Ac¢ikgoz, 2004; Karapazarlioglu, 2004; Akdemir, 2005; Karatepe ve



ark., 2005; Yiiksel ve ark., 2007b; Yiiksel ve ark., 2007a; Aksoy, 2009; Ozdemir ve
Sert, 2009; Sabanoglu ve Sert, 2010; Fazlioglu ve ark., 2014; A¢ikgoz ve ark., 2016;
Kekillioglu ve Basar, 2019) ile adli bocek DNA’sima yonelik derleme (Ozdemir ve
Inak, 2018) ve deneysel calismalar yapilmistir. “mtDNA COI gen analizi ile adli
onemi olan Calliphora vicina’nin Tiirkiye’de yapilan ilk tiir teshisi” baslikli proje,
Acikgdz ve arkadaslar1 tarafindan 2016-2018 yillar1 arasinda Ankara
Universitesi’nde yapilmistir. Ugur (2019) yilinda yiiksek lisans tezinde Calliphoridae
familyasindan yedi tiiri mtDNA COIII-COIV genini kullanarak tanimlamstir.

Entomolojik degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in incelenen canlinin yasam
dongiistiniin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Her tiiriin yasam dongiisii farklidir.
Yasam dongiisiiniin siiresine etki eden sicaklik, nem, riizgar gibi faktorler yasam
dongiistinde farklilik goriilmesine neden olur. Tezimizde Diptera takimina ait adli
onemi olan tiirler degerlendirildigi icin bu kisimda sineklerin yasam dongiisiine

deginilmistir.

1.1.2. Bir Sinegin Yasam Dongiisii

Bir disi sise sinegi (blow fly) hayatinda sadece bir kez g¢iftlesir, ancak yasami
boyunca birka¢ yumurta 6begini yumurta gelisimi tamamlandiktan sonra uygun besi
yerlerine birakir (Sekil 1.4). Disi rahatsiz edilmez ise tek seferde 300 yumurta
birakabilir (Davies, 2006). Bu asamada embriyonik donem bitmis olur. Sicakliga ve
tire bagli olarak yumurtalar 12-24 saat aralifinda agilarak larva halini alirlar.
Larvalar her evrede deri degistirerek biiyiirler ve {i¢iincii evreye (L3) ulastiktan sonra
besin ortamindan uzaklasirlar ve bu evreye gocmen evre denir. Beslenmeyi
biraktiklar1 bu donem beslenme sonrasi (post feding) dénem olarak adlandirilir.
Kendine korunakli bir yer bulan larvanin dis derisi agsama asama Once acik, sonra
orta ve en son koyu kahverengi renge donen kutikula ile kaplanarak pupa olur. Pupa
igerisindeki larva metamorfoz gecirerek yetiskin sinek haline doniisiir (Martin-Vega

ve ark., 2017; Hall ve Martin-Vega, 2019). Ortam sicaklig arttik¢a larvanin eriskine



doniisme siireci kisalir. ilaglar ve diger toksinlerin bocek bilyiime oranlari {izerinde

hem olumlu hem de olumsuz etkileri olabilir (Goff ve Lord, 1994).

Ergin Sinek

Sekil 1. 4. Bir sinegin yasam dongiisii (Whitaker ve Hall, 2008).

1.1.3. Adli Entomolojide Tiir Teshisinin Onemi

Stipheli 6liim vakalarinda sugun aydinlatilmasinda atilmasi gereken en onemli
adim 6liimden sonra gegcen zamanin (OZ: Oliim zamani1 PMI: Post Mortem Interval)
bulunmasidir (Benecke, 2005). Adli entomolojinin adli olaylarda etkili bir sekilde
uygulanmasi tiir teshisinin dogru yapilmasina baghidir. Geleneksel teshis yontemi
bocegin morfolojik karakteristik 6zelliklerinin kullanilmasi ile yapilir (Sekil 1.5).
Tiirkiye’de de diger birgok iilkedeki gibi yaygin olarak morfolojik-morfometrik
teshis yontemlerinin kullanilmakta oldugu, yapilan literatiir taramalar1 ile
belirlenmistir (Ozdal ve Deger, 2005; Kilic ve ark., 2011; Ilhan ve ark., 2018).
Morfolojik tayin kriterleri ile teshisin en biiylik zorlugu, sinegin fiziksel hasar
gordiigii durumlarda tiiriinii yanlhs teshis etmek ya da hi¢ edememektir. Tamamen
bozulmamis bir Ornekle bile, morfolojik anahtar ile teshis yapmak karmasik ve
zordur. Bocegin teshisinde kriter olarak kullanilan viicut rengi, kanadin baslangig

baglantis1 dedigimiz basikostanin rengi, kanat damarlarinin belli bélgelerinin killa



kapli olup olmamasi, kanat kenarlarindaki kiriklarin sayisi, kanat damarlarinin
kivrimlariin yonii, kalipterlerin rengi ve kil yapisi, bas killarinin sayisi, sekli, yiiz
killarinin, toraks, meron, sukutellum, abdomen tizerindeki killarin sayisi, ince, kalin,
kisa, uzun olmasi, cinsiyet organlariin sekli gibi yapilar (yetiskin Sarcophagidae
erkeginde) 6nem tasir (Sekil 1.6). Bu siire¢ zaman alicidir ve uzman olmayan kisiler

icin yorumlanmasi zordur. Her zaman basarili olunamayabilir.
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Sekil 1.5. Bir sinegin morfolojik yapist (Contributors, 2007)

Sekil 1.6. Sinegin morfolojik teshisinde kullanilan baz1 bolgeleri



Morfolojik teshis yonteminin bazi sinirlamalari vardir.

1. Omneklerin ceset ya da lesler iizerinden toplanmasi sirasinda ya da
predatdrlerin aktiviteleri sirasinda 6rneklerin viicut kisimlariin zarar gérmesi baslica
sorundur.

2. Birbirine yakin tiirlerin morfolojik benzerliklerinin fazla olmasi da dogaldir.
Ayn1 familyaya ait tiirlerin her biri ayn1 renk ve boyda olmamakla birlikte bazi
tiirlerin erginlerini bile morfolojik olarak teshis etmek zor iken larvalarin teshisi ¢cok
daha karmasik bir hal almaktadir.

3. Her tiire ait morfolojik tiir teshis anahtarinin bulunmamasi arastiricinin
inceledigi tiir i¢in anahtar olusturmasini gerektirir ki bir anahtarin olusturulmasi igin
yapilacak ¢aligmalar yillar almaktadir.

4. Arastirmacilar bazi boceklerin tiir teshisinin ergin bireyden daha rahat
yapildigini diisiindiikleri icin larvalart ergin olana kadar yetistirip morfolojik teshisi
tamamlamay1 hedeflerler. Ancak her zaman yetistirme yontemi ve kosullart dogru
olarak saglanamayabilir bocekler 6liir ve hig teshis yapilamayabilir.

5. Sarcophagidae tiirleri gibi baz tiirler erkek bireyler kullanilarak teshis edilir.
Ancak cesetten toplanan tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugu disi bireylerden olusmaktadir.

Oliim sonras1 aralig1 belirlemek igin 6ncelikle ceset iizerindeki tiirleri dogru
tanimlamak gerekir. Yanlis yapilan tir teshisi Olim zamanmin da yanlis
hesaplanmasina neden olacagindan sugsuz bir kisinin suglanmasina ya da suglunun
serbest kalmasma sebep olacak vahim hatalara neden olacaktir. Harvey ve ark.
(2003) bu sorunlar1 asabilmek igin en iyi yontemin DNA temelli teshis yontemleri
oldugunu bildirmislerdir (Gilarriortua ve ark., 2014; Salem ve ark., 2015; Shayya ve
ark., 2018).

1.1.4. Adli Entomolojide Oliim Zamanimin Tahmini

Oliim sonrasinda ceset iizerindeki degisiklikleri kullanarak 6liim zamanimi
belirlemek genellikle zordur. Gegen siire kisaysa geleneksel adli tip yontemleri ile

olim zamani dogru bir sekilde hesaplanir (Vanezis ve ark., 1996). Ancak dlim



tizerinden gecen siire uzadik¢a geleneksel adli tibbi inceleme yontemleri beklenen
dogruluga ulasamayabilir. Bu durumda adli entomolojik incelemelerin kullanilmasi
6liim zamaninin belirlenmesinde ¢ok daha elverisli bir yontemdir (Catts, 1990). Adli
entomologlar, ekolojik faktorlere bagli olarak bocegin yasam dongiisiinii cesedin
bulundugu andan geriye giderek inceleyip 6liimden sonra cesedin bulunmasina kadar

gegen araligi (PMI) hesaplarlar.

PMI tayini i¢in ceset tizerinden toplanan larvanin morfolojik o6zellikleri
incelenerek hangi evrede oldugu belirlenir. Tiir teshisi yapilir, ardindan toplandig
ortamin sicaklik ve ortam kosullar1 yaratilarak laboratuvarda iklim dolabi ya da
uygun sicaklik araliklarina sahip etiivlerde cesetten toplandigi evreye gelene kadar
yetistirilir. Boylece larvanin olay yerinden toplandigi andan yetistirilerek ayni evreye

gelene kadar gegen siire yani minimum 6liim zamani elde edilir.

Buna ek olarak kullanilan bagka yontemler de vardir. Bu yontemler asagida

Ozetlenmistir.

1.1.4.1. isomorfen ve Isomegalen Grafigi

Isomorfen ve Isomegalen Grafiginin gizdirilmesi 6liim zamanmi en hizli ve
dogru tespit etmemizi saglayan yontemlerdir. Ceset lizerinden toplanan larva ve ergin
sinekler oOldirtldiikten sonra mikroskop altinda morfolojik tiir teshisi yapilir.
Orneklerin  gelisim evresi daha once farkli sicaklik degerlerinde yapilmus
yayimlanmig bilimsel c¢aligmalar sonucu ortaya c¢ikan gelisim grafikleri ile
karsilagtirilarak degerlendirilir. Olusturulan grafik, sicakliin boécegin gelisim
evrelerinin siiresi tizerindeki etkisini ortaya koyar. Ceset {izerinde pupaya girmeye
hazir larva ve pupa var ise kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde olay yerlerinde
ortam sicakliginin degiskenlik gosterdigi durumlar hatalara neden olabilmektedir. En

verimli kullanildig: yerler sicakligin sabit oldugu kapali alanlardir.
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1.1.4.2. Birikmis Derece Giin (BDG) ve Birikmis Derece Saat (BDS) Yontemleri

Larvanin ceset lizerinde gegirdigi siirenin yani yasinin tespit edilmesinde
uygulanan yontemdir. Olgunlasma asamasindaki larvanin gelisim hizi ortam
sicakligina bagldir. Orneklerin yasi, bilyiime sirasinda topladiklari toplam 1s1 ile
pozitif korelasyon gosterir. Larvanin gelisimi boyunca ihtiyact olan enerjiyi
hesaplamada giin veya saat bazinda yapilan hesaplamalar ile gelisim donemleri elde
edilir. Incelenen drnegin yasam periyodu kisaysa Birikmis Derece-Saat (BDS), uzun
ise Birikmis Derece-Giin (BDG) olarak hesaplanir. BDG ve BDS hesaplanirken iKi

ayr1 formiil kullanilir.

Birincisi: Birikmis Derece-Giin (BDG)= (Tss -Tacs) X tc
Ikincisi: Birikmis Derece-Saat (BDS)= (Tss -Tacs) X ts
Tss= Sabit sicaklik

Tags= tiire 6zgii alt gelisim sicakligini

te= giin olarak gelisme siiresi

ts= saat olarak gelisme siiresi

Olay yerinin sicakligi ile meteorolojiden alinan saatlik sicaklik degerleri

arasindaki farki bulmak i¢in agagidaki formiil uygulanir.

AS= (Tos - Tags)

ASp=Saatlik derece-saat degeri

Hesaplanan saatlik derece-saat degeri laboratuvar ortaminda sabit sicaklikta

bulunan BDS degerine ulasana kadar asagidaki formiil ile hesaplanir.

n
BDS = Z ASn
1
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Hesaplanan BDS degeri ile PMI=BDS+YAS formiilii kullanilarak PMI

bulunur.

Y AS=Yumurta agilma siiresi

YAS eklendiginde maksimum 6liim zamani bulunmus olur. Bu hesaplamanin
sonucu bize tam dakikasi dakikasina 6lim zamanini verir. Adli entomoloji ile 6lim
zamaninin tahmini gliglii bir yontemdir. Ancak rapor yazilirken 6liim zamamn
mutlaka bir saat araligi ile belirtilmelidir. Cilinkii béceklerin sogukkanli yani ortam
sartlarina gore viicut 1silarini, metabolik ve fizyolojik aktivitelerini ayarlayan canlilar
oldugu ve mikroklimatik faktorlerden ¢ok etkilendikleri unutulmamalidir (George ve
ark., 2013; Martin-Vega ve ark., 2017).

1.1.5. Adli Entomolojik incelemelerde Sik Karsilasilan Sorunlar

En sik rastlanilan sorunlardan biri, olay yerinden laboratuvara Ornek
gelmemesidir. Bunun en biiyiik nedeni kolluk kuvvetlerinin olay yeri inceleme birim
elemanlarinin, entomolojik ornek igeren cesetteki bocek, larva ve kalintilarin nasil
toplanmasi gerektigi konusunda yetersiz bilgiye sahip olmasidir. Olay yerine ya da
otopsiye giden hakim, savci ve 6lii muayenesini yapan adli tip hekimlerinin konuya
heniiz hakim olmamalari, entomolojik 6rneklerin incelenmesinin vakanin ¢oziimiine
olast katkisin1 yorumlayamamalari da s6z konusu olabilir (A¢ikgdz 2016). Ayrica,
gonderilen Orneklerin laboratuvara canli olarak gelmesi gerekirken Olii ve zarar
gormiis olarak gelmesi morfolojik teshisi imkéansiz kilmaktadir. Morfolojik teshis
miimkiin olmayan bu drneklerde DNA analizi oldukea islevseldir. Orneklerin sadece

bacaklar1 kullanilarak bile mtDNA COI geninin dizilenmesi ile teshis edilebilir.
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1.2.DNA Bazh Bocek Teshis Yontemleri

Cesetten yayilan kokular1 alan Diptera (¢ift kanatlilar, sinekler) takimina ait
cesitli tiirler cesede ulasirlar. Ceset lizerindeki entomolojik ornekler olay yeri
inceleme timi tarafindan toplanir ve adli entomoloji laboratuvarma gonderilir.
Laboratuvarda oOncelikle orneklerin morfolojik teshisi yapilir. Bocek teshisinde,
morfolojik teshis anahtarlari ile ergin sinekte renk, boyut, viicut killarinin yeri, sekli
ve sayisi, kanat yapisi, anten yapist incelenir (Akbarzadeh ve ark., 2015). Teshis
kriterleri kisinin yorumuna agiktir. Halen yaygin olarak morfolojik teshis yontemi
kullanilsa da glinimiizde giivenirligi morfolojik tanimlamadan ¢ok daha fazla oldugu
bilinen DNA analizi ile teshis yontemi gelistirilmistir. Bocek DNA’s1 cografi veya
iklimsel olarak tiir igerisinde degismeyen, sabit bir 6zelliktir (Chen ve ark., 2004).
Inceleyen kisinin yorumuna gore degisebilecek olan morfolojik 6zelliklere gore
DNA analiz sonuglari; ¢ok daha giivenilirdir (Boehme ve ark., 2010). Cogunlukla
DNA analizinde bocegin mitokondrial DNA’simin (mtDNA) sitokrom ¢ oksidaz alt
birimi | (COl), sitokrom ¢ oksidaz alt birimi 1l (COII) gen bolgeleri ¢alisiimistir.
mtDNA’nin yani sira ribozomal DNA, intronlar ve niikleer proteinleri kodlayan gen
bolgeleri de DNA incelemesi sirasinda calisilabilmektedir. Bocekten yapilan DNA
analizinin kullanim alanlar1 filogenetik ¢alismalar, zoocografik c¢alismalar, biyo-

cesitliligin belirlenmesi ve adli entomoloji ¢aligsmalar1 olarak siralanabilir.

1.2.1.Mitokondrial DNA

Mitokondri organik besin maddeleri ve oksijeni enerjiye doniistliren organeldir.
Mitokondride en fazla iiretilen molekiil Adenozin Trifosfattir (ATP). ATP {iretimine
“oksidatif fosforilasyon” denir. ~ Mitokondriler genomik DNA’dan bagimsiz
replikasyona ugrayabilen 15517 bp uzunlugunda kendine ait bir DNA’ya sahiptir
(Sekill.7). Genel olarak hayvanlarin mitokondriyal genomu, yiiksek kopya sayisi,
intron bolgelerinin daha az olmasi ve rekombinasyona ugramamasi nedenleriyle
aragtirmalar i¢in niikleer genomdan daha iyi bir hedeftir (Hebert ve ark., 2003a).

Hayvanlarda mtDNA, 13 protein kodlayan gen, iki ribozomal gen, protein icermeyen
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bir kodlama kontrol bolgesi ve birka¢ tRNA (tasiyict RNA) iceren tek bir ¢ift sarmal
dairesel molekiil olarak ortaya g¢ikar (Sekil 1.8). Her mitokondri bu gibi birkag
dairesel molekiil ve dolayisiyla birka¢ tam mitokondriyal gen seti igerir. Ayrica her
hiicre birka¢ mitokondriye sahip olmas1 sebebiyle hiicre icinde ¢ok sayida mtDNA
kopyast  bulunmaktadir. Dolayisiyla numune dokusu smirli  oldugunda,
mitokondrilerden nispeten daha fazla miktarda DNA elde edilebilir (Waugh, 2007).
Sonug olarak bu o6zellikler, kotii korunmus veya toplama esnasinda zarar gormiis

orneklerden mtDNA elde etmede adli arastirmalar i¢in avantaj saglar.
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Sekil 1.7. Mitokondrinin yapis1 (Ma ve Huang, 2018)
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Sekil 1.8. Hydrotaea spinigera mitokondrial DNA gen haritas1 (Lodish ve ark., 2008)

1.2.2. DNA Barkodlama Belirteci Olarak Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Birim | (COI)

DNA barkodlama, tiir i¢in tanimlayict goérevi goren standart bir mtDNA
fragmaninin dizi analizi ile yapilan molekiiler tiir teshis teknigidir (Hebert ve ark.,
2003b). Mitokondriyal solunum zincirinin son enzimi olan Okaryotik sitokrom c
oksidaz, metabolizma i¢in oksidatif fosforilasyon kullanan tiirler arasinda yiiksek
oranda korunan bir enzimdir. Sitokram oksidaz I, 1l ve 1l alt birimleri mitokondriyal
genomda kodlanmis yiiksek hidrofobik biiyiik transmembran proteinleridir. Enzimin
katalitik alt birimi olan sitokrom c oksidaz alt birimi I (COI), agirlikli olarak
mitokondriyal kristanin zarina gémiiliidiir. Bu enzimi kodlayan genin niikleotidleri

tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in yeterli varyasyonu gostermektedir (Waugh, 2007).

Sperling ve arkadaslar1 1994 yilinda adli 6nemi olan Phormia regina (Meigen,

1826), Phaenicia sericata (Meigen, 1826) ve Lucilia illustris (Meigen, 1826) tiirleri
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ile gergeklestirdikleri ¢alismada mitokondriyal COI, COII ve tRNA genleri igin dizi
analizi yapmislar ve bu tilirler arasindaki niikleotit farkliliklarini gostermislerdir
(Sperling ve ark., 1994). Wells ve Sperling (2001) mtDNA’dan COI ve COII gen
dizilerini ¢alisarak ayni genus’un iki tiiri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde ve
farkli cografik lokasyonlarda bulunan tiirlerin genetik 6zelliklerinin belirlenmesinde
COl ve COIlI gen dizileri ile tiir tayininin yararli ve giivenilir bir yontem oldugunu
belirtmislerdir. Hebert ve arkadaslar1 da DNA barkodlamanin etkili olabilmesi i¢in
uygun DNA bdlgelerinin dogru segilmesi gerektigini, mutasyon hizi ve tir ici
varyasyonun en aza indirgenecegi, ancak tiirler aras1 ayrimi yapmak igin yeterince
hizli olacak sekilde ve yeterince yavas olmasi gerektigini, hizalamayi kolaylastirmak
i¢in insersiyon ve delesyon sayisinin az olmasinin énemli oldugunu vurgulamislardir
(Hebert ve ark., 2003a). Hebert ve arkadaslar1 2003 yilinda yayimladiklari bir diger
calismada DNA barkodlamasina uygun DNA belirteci olarak sitokrom ¢ oksidaz |
kullanimin1 6nermislerdir. COI'nin iki 6nemli avantaji oldugunu vurgulamislardir.
Birincisi genin ¢ogaltilmasi i¢in evrensel primerlerin uygun olmasi, ikincisi ise,
herhangi bir mitokondriyal genden daha genis bir filogenetik sinyal aralifina sahip
olmasindan dolay1 COI bolgesinin kullanilabilecegini belirtmislerdir (Hebert ve ark.,
2003a). Tiim bu gelismelerin ardindan 2004 yilinda DNA barkodlama ¢alismalarinda
bir standart olusturmak ve elde edilen verilerin tek bir veri bankasinda depolanmasini
saglamak amaciyla ‘Yasamin Barkodlanmasi Konsorsiyumu’ (Consortium for the
Barcode of Life “CBOL”) kurulmustur. Daha sonra 2008 yilinda 26 iilkenin
katilimiyla Uluslararas1 Yasamin Barkodlanmasi (International Barcode of Life
“iBOL”) projesi baslatilmis ve devaminda BOLD (Barcode of Life Data System) veri
taban1 olusturulmustur. BOLD veri tabaninda 2020 yili itibari ile 222.000 hayvan
tiirii, 69.000 bitki tiiri ve 23.000 mantar ve diger canli tiirlerinden elde edilmis

8.383.000 adet DNA barkodu kayit altina alinmistir.

Ames ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada COI genini kullanarak Calliphora
vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) ile Calliphora vomitoria (Linnaeus, 1758)
ayrimin1 yapmanin morfolojik yontemlere gore daha kolay ve hizli bir yontem
oldugunu belirtmislerdir. Nelson ve ark. (2007), DNA barkod sisteminin, taksonlarin

morfolojik teshisinde ve farkli yasam basamaklarini iliskilendirmekte yasanan
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sorunlara farkli bir yaklagim getirmekte oldugunu, Avustralya’dan topladiklari 56
tiriin COI genini inceleyerek ve bu genin dogru bir sekilde amplifiye oldugunu

kanitlamislardir.

Morfolojik teshis anahtar1 kullanilarak yapilan teshis ve molekiiler analiz
yontemleri ile yapilan teshis metotlar1 karsilastirildiginda molekiiler yontemlerin
tstiinliigii acikca goriilmektedir (Cainé ve ark. 2009). Wells ve Stevens (2008),
mahkemeye sunulan adli entomoloji raporlarinin morfolojik analiz yontemleri ile
degil de mitokondriyal metotlar sonucunda olusturulmasinin benimsenmesi
gerektigini savunmuslardir. Saigusa ve ark. (2009), mumyalanmis bir cesetten
topladiklar1 entomolojik oOrnekleri analiz etmisler ve bulunan tiirlerin bazilarinin
Calliphora vicina tiiriine ait pupalar oldugunu mitokondriyal COI genini inceleyerek
gostermislerdir. Cok iyi tanimlanan DNA barkodlama ile gendeki farkli bolgeleri
inceleyerek tiir bazinda teshis yapmanin giivenirligini vurgulamiglardir. Malewski ve
ark. (2010), yaptiklar1 caligmada, Polonya’da adli 6nemi olan Calliphoridae
familyasina ait 16 tiirin COI geninin tiirler arasi1 ve tlir i¢i cesitliliginin
saptanmasinda standart bir barkod olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Boehme
ve ark. (2012), Diptera takimi1 Calliphoridae familyasindan 13 tiirden 111 6rnegin tiir
teshisini COI geni vasitasiyla yapmislar ve bu metodun sadece taksonomistler i¢in
degil aym1 zamanda filogenetik arastirmalar yapan bilim adamlar1 i¢inde uygun bir
yontem oldugunu belirtmislerdir. Sanaa ve Wen (2013), yaptiklari DNA tabanh
calismada Cin’den ve Misir’dan 3 familyadan 19 tiire ait 75 6rnegi sitokram oksidaz
I geninin 304 bp’lik parcasindan faydalanarak tiirleri tanimlamislardir. Bu yontemin
adli entomolojik incelemelere bir standart getirecegini ve morfolojik teshis
yontemlerinin hatalarin1 ortadan kaldiracagini belirtmislerdir. Kavitha ve ark. (2013),
Calliphoridae familyas: ile yaptiklart ¢aligmalarinda uzun baz ¢iftlerinin molekiiler
tanimlamada zaman ve maliyet agisindan kayip olusturacagini bu nedenle baz
ciftlerinin kisa se¢ilmesinin uygun oldugunu ve 6zellikle larvalarin birinci ve ikinci
evrelerinde morfolojik tanimlamanmn ¢ok zor oldugunu morfolojik olarak
tanimlanamayan erken larval evredeki tiirlerin molekiiler yontemlerle kesin olarak
tanimlanabildigini belirtmislerdir. Bizim tez c¢alismamizda da baz ciftleri uzun

secilmemistir. Farinha ve ark. (2014), adli entomolojik ¢alismalarda tiir teshisinin en
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onemli basamak oldugunu sdylemislerdir. Morfolojik metotlarin  genelde
kullanildigin1 ancak orneklerin kimliklendirilmesinde molekiiler tekniklerin ¢ok
yardimer oldugunu ve COI geninin bu amag i¢in iyi bir saptama kriteri oldugunu

belirtmislerdir.

Bu tez ¢alismasinin amaci Tiirkiye’de adli nemi olan Diptera takimina ait 12
tiirtin yapilan morfolojik tanimlamalarini mtDNA sitokrom ¢ oksidaz alt {inite I gen
bolgesi hedeflenerek genetik teshisler ile kesinlestirmek ve GenBank ile BOLD veri

tabanlarina katkida bulunmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arazi Calismasi

Yapmis oldugumuz tez calismasinda kullanilan drnekler Baskent Universitesi
Baglica Kampiisiinde Birben Tepesinde 2018 yilindan beri faaliyet gostermekte olan
Tiirkiye’nin ilk ceset ciftliginde (Body Farm), Prof. Dr. Erhan BUKEN yonetiminde
yiriitilmekte olan “Domuz (Sus scrofa domesticus (Linnaeus, 1758)) Cesedine
Gelen Boceklerin Siiksesyonunun Belirlenmesi ile Oliim Zamani Tahmini” isimli
proje kapsaminda domuz cesetlerine gelen yetigkin sineklerin tuzaklar ile toplanmasi
ile elde edilmistir (Sekil 2.1). Orneklerin kullanimi icin gerekli izin Baskent
Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu’nun 94603339-604.99/4564
sayilt karart ile alimmistir (EK 1). Toplanan 6rnekler arasindan 6zellikle cesede ilk
gelen ve Tirkiye ile Avrupa faunasina katki saglayabilecegini umdugumuz tiirler
sec¢ilmistir. Arazinin koordinatlar1 39°52'55.0"N 32°38'52.3"E ve rakimi 994 m’dir.
Araziye disaridan herhangi bir karnivorun gelmesini engelleyecek nitelikte
yapilandirilmis kafesler igine yerlestirilen domuz leslerinin iizerine gelen ve
yumurtalarin1 birakan yetigkin sinekler toplanarak ve ig¢inde %96’lik etil alkol
bulunan etiketli numune toplama siselerinde sakland1 (Sekil 2.2). Etiketlerin tizerine

tarih, siselerin i¢ine konan 6rnek sayisi, sise numarasi, toplayan kisinin ad1 yazildi.
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan 6rneklerin toplandigi domuz cesedi

Sekil 2.2. Domuz cesetlerinin yerlestirildigi kafesler.

2.2. Laboratuvar Asamasi

Laboratuvara getirilen ve arazide oldiiriiliip etiketli ve i¢inde %96°1ik etil alkol
bulunan 6rnek kaplarma konmus olan tiirler, distile su ile yikandi, pegete iizerinde

kurutularak morfolojik teshis igin hazir hale getirildi.
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2.2.1. Morfolojik Teshis

Morfolojik tiir teshisleri Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Entomoloji/Adli Biyoloji laboratuvar sorumlusu Dog. Dr. H. Nihal ACIKGOZ
gozetiminde morfolojik karakteristik oOzelliklere goére hazirlanmis tiir teshis
anahtarlar1 kullanilarak Adli Entomoloji/Adli Biyoloji laboratuvarinda yapildi
(Smith, 1986; Szpila, 2012; Akbarzadeh ve ark., 2015). Tiirlerin tanimlanmasinda
Calliphoridae familyasina ait olan tiirlerden Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy,
1830) (7), Calliphora vomitoria (Linnaeus, 1758) (2), Chrysomya albiceps
(Wiedemann, 1819) (4), Lucilia caesar (Linnaeus, 1758) (1), Lucilia sericata
(Meigen, 1826) icin 5 olmak tiizere 11 tiir teshis edilmistir. Sarcophagidae
familyasina ait Sarcophaga africa (Wiedemann 1824) (2), Sarcophaga argyrostoma
(Robineau-Desvoidy, 1830) (4), Sarcophaga crassipalpis (Macquart, 1839) (1),
Sarcophaga cucullans (Pandelle, 1896) (5), Sarcophaga filia (Rondani, 1860) (1) ve
Muscidae familyasina ait tiirlerden Hydrotaea ignava (Harris, 1780) (1) ve Muscine
stabulans (Robineau-Desvoidy, 1830) i¢in 2 ve 2 adet de teshis edilemeyen tiir

olmak {izere toplamda 35 6rnek incelendi.

2.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in segilen Calliphoridae (16), Sarcophagidae (13),
Muscidae (2), familyalarina ait 35 6rnegin sadece bacaklari kullanildi. Orneklerin
bacak kisimlar1 onceden sterilize edilmis pens ve bistiiri yardimiyla mikroskop
altinda viicuttan ayrilarak numaralandirilmis steril kuru 1.5 ml eppendorf tiiplere
konuldu (Sekil 2.3). Viicudun kalan kismi iginde %96’lik etil alkol bulunan
etiketlenmis eppendorf tiiplerinde saklandi. DNA izolasyon islemi Ankara
Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli Entomoloji/Adli Biyoloji Laboratuvarinda

Fenol-Kloroform-izoamil Alkol metodu ile gergeklestirildi.

21



Sekil 2.3. Morfolojik teshiste kullanilan Leica S8APO trinocular stereozoom arastirma mikroskobu ve
steril laboratuvar ekipmanlari

2.2.3. Fenol-Kloroform DNA izolasyon Yontemi

Doku par¢alama g¢ubugu ile eppendorf igindeki bacak ezilerek bacak
kutikulasinin toz haline gelmesi ve DNA elde edecegimiz kisimlarin agiga ¢ikmasi
saglandi. Ezilmis 6rnegin tizerine 80 pl %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS), 90 ul
1 Molar NaCl, 20 ul Proteinaz K eklenmis ve son hacim Tris-EDTA(TE) buffer ile
500 pl ye tamamlandi. Sindirim soliisyonlarinin eklenmesinin ardindan tiipler 10
saniye stireyle vortekslendi. Bu islemin ardindan bacak pargalarimi igeren 35 adet

eppendorf tiipii 56°C’lik su banyosunda bir gece bekletildi.

Ertesi sabah ornekler su banyosundan alinarak iizerlerine esit hacimde yani 500
ul fenol-kloroform ve izoamil alkol ilave edilerek 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda iist kisimdaki berrak faz temiz bir tiipe aktarildi. Ust fazin
yeterince berrak olmadig1 goriildiigiinde santrifiij islemi tekrar edildi. Temiz bir tiipe
alinan berrak fazlarin tizerine 1 ml soguk etil alkol eklendi ve 14000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Sonrasinda alkol uzaklastirildi. Tiplerin diplerindeki pelet
tizerine %70’lik etil alkol eklenerek 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Alkol

22



pipet ile uzaklastirilarak 56°C’lik etiivde pelet kuruyana dek bekletildi. Kuruyan
pelet tizerine 80 ul Tris-EDTA (TE) tampon soliisyonu eklendi ve -20°C de saklandi.

DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA'nin miktar1 ve safligit Thermo
Fisher Nanodrop cihazi ile Olgiildii. Safligi ve miktar1 uygun goriilen DNA
orneklerinin COI gen boélgeleri PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile

cogaltilmis ve analizleri gerceklestirilmistir.

2.2.4. PZR Araciligiyla Gen Boélgelerinin Cogaltilmasi

Tiir teshisi i¢in ¢ogaltilmasi amaglanan gen bolgesi mitokondriyal COI geninin
yaklasik 658 baz ciftlik bir bolgesidir. izolasyonu yapilan érneklerin mtDNA’larinda
ki COI bzgiin bdlgesi, Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii DNA Izolasyonu
ve Komet laboratuvarinda Thermal Cycle PZR cihazi ile ¢ogaltildi. COI bdlgesi igin
Cizelge 2.1°de gosterilen evrensel primerler kullanildi. PZR karigimi son hacmi 50 pl
olacak sekilde hazirlandi. PZR Reaksiyonunda kullanilan malzemeler ve hacimleri
Cizelge 2.2’de sunulmustur. COI gen bolgesinin PZR amplifikasyonunda kullanilan
primerlerin Tp, degerlerine uygun, primerlerin baglanabilmesi igin gerekli sicaklik
degeri ile cizelge 2.3. de verilen PZR protokolii gelistirildi. (Son uzamanin ardindan

sicaklik 4°C’ye diistirtiliip PZR tamamlanmustir.

Cizelge 2.1. PZR amplifikasyonlarinda kullanilan primerler (Folmer ve ark., 1994)

Gen Bolgesi Baglanma Yonii Primer Dizisi
Col Forward LCO-1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3"
Reverse HCO-2198 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'
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Cizelge 2.2. PZR Reaksiyonunda kullanilan malzemeler ve hacimleri

Materyal Hacim(pl)

dH,O0 36,35
10X Buffer 5
MgCl, (25mM)

dNTP (10mM) 1
Primer 100 pmol/pl F 0,2
Primer 100 pmol/pl R 0.2
Taq Polimeraz 0.25
Kalip DNA 3
Toplam 50

Cizelge 2.3. PZR 1n gergeklestirildigi kosullar.

Reaksiyon

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5 Dakika 1
Denatiirasyon 94 45 Saniye

Primerlerin Baglanmasi 55 45 Saniye 35 Dongii
Uzama 72 1 Dakika

Son uzama 72 5 Dakika 1

2.2.5. Jel Elektroforez

Hazirlanacak olan %1°‘lik agaroz jel igin, 2,4 gr agaroz tartilarak, 100 ml
1IXTBE buffer erlenmayer igerisinde ¢ozdiiriildii. Mikrodalga firinda 1sitilarak
sicaklik 50°C-60°C’ye distiigiinde, 1ul EtBr (10 mg/ml) damlatilarak, erlenmayer
hafifce calkalandi. Jel kalibi monte edilerek jel taraklari deliklerine diizgiince
yerlestirildi ve agar hava kabarciklarinin olusmasint 6nlemek i¢in yavas ve 45 derece
actyla kaliba dokiildi. Jelin katilasmasi i¢in oda sicakliginda 30-45 dakika kadar
bekletilip agaroz jel kalibindan taraklar ve bariyerler ¢ikarildi. Katilasan jel
elektroforez tankina yerlestirildi.Jelin {izerini 2-3 mm kadar kaplayacak miktarda 1X
TBE c¢ozeltisi tank icine dokiildii. 1pl Loading Buffer ve 5ul DNA 6rnegi 15 cm
uzunlugunda parafilm {izerine alinarak, karistirildi ve kuyucuklara yerlestirildi.
Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak, giic kaynaginin anot ve katot ug¢larinin
baglantilar1 gii¢ kaynagi 100 volt ve 70 ampere ayarlandi. Jel icerisindeki numuneler
45 dakika siire ile elektroforoze tabii tutuldu. UV 15181 altinda, Jel goriintiileme

cihazinda elektroforez sonucu degerlendirilmistir.
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2.2.6. PZR Uriinlerinin Dizi Analizi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Dna Dizi Analizi islemi hizmet alimi olarak BM Laboratuvar Sistemleri
firmasina yaptirilmistir. Sanger Dizileme i¢cin ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme
Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

2.2.6.1. Verilerin istatistiksel Analizi

Ileri (forward) ve geri (reverse) primerler kullanarak ¢ift yonlii elde edilen abl
formatindaki ham dizi sonuglar1 FinchTV (Versiyon 1.4.0) kullanilarak ag¢ild1 (Sekil
2.4). Dizilerin basinda ve sonunda bulunan giiriiltii bolgeleri denilen bozuk kisimlar
analiz kapsami diginda birakildi. Diziler fasta formatina doniistiiriildii. Elde edilen
fasta formatindaki forward ve reverse diziler ikiserli olarak Mega X yazilimi
yardimiyla acildi (Kumar ve ark.,, 2018). Reverse yonlii dizinin reverse
komplementeri alindi. Biyoenformatikte ¢oklu dizi hizalama i¢in kullanilan Mega X
icerisindeki ClustalW yazilimi yardimiyla iki dizi hizaland: (Sekil 2.5). Hizalanan
diziler birbiri ile karsilastirilarak bir dizide olup diger dizide bulunmayan kisimlar
tamamlandi. Son olarak elde edilen tek dizi fasta formatinda kaydedildi. Birlestirilen
diziler diinyanin en genis tip kiitiiphanesi olan Birlesik Devletler Ulusal Tip
Kiitiiphanesi (United States National Library of Medicine-NLM)’nin bir pargasi olan
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology Information-
NCBI)’nde BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-Temel Yerel Hizalama
Arama Araci) programiyla NCBI veri bankasinda taratilarak tiir teshisleri yapildu.
Elde edilen diziler daha sonra BOLD (Barcode of Life Data System) veri bankasinda
da taranarak tiir teshisleri yapildi ve 2 veri bankasinda yapilan teshis yiizdeleri

karsilastirildi.
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Sekil 2.5. Forward ve reverse dizilerin Clustal W ile hizalanmig goriintiisii.

2.2.6.1.1. Genetik Mesafe Testi

Aym tiirlerin kendi icerisindeki genetik uzakliklarini (Intraspecific) ve farkli
tiirler arasindaki genetik uzakliklar1 (Interspecific) ortaya gikarmak igin Mega X
yazilimi yardimiyla Maximum Composite Likehood metodu kullanilarak genetik
uzaklik testi yapildi. Ayni tiir i¢indeki ve tiirler arasindaki maksimum genetik

uzakliklar hesaplandi.

2.2.6.1.2 Filogenetik Aga¢ Cizimi

Tirler arasi iliskinin daha iyi anlasilabilmesi icin elde edilen diziler Mega X
yazilimi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu. Diizenlenen diziler Mega X
programina yiiklendi. ClustalW secenegi ile hizalandi. Ciftler Bazinda Veri Silme

(Pairwise Deletion) ve 1000 bootstrap secenekleri kullanilarak K2P modeline gore
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Komsu Birlestirme Metodu (Neighbor Joining) kullanilarak filogenetik agac¢ elde
edilmistir (Saitou ve Nei, 1987).

2.3. Sonug¢larin Degerlendirilmesinde Kullanilan Yazilimlar

Bu calismada sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan yazilimlar ve web

siteleri asagida belirtilmistir.

MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

Erigim: https://www.megasoftware.net/

FinchTV Versiyon 1.4.0

Erisim: https://digitalworldbiology.com/FinchTV

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Erisim: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BOLD (Barcode Of Life Data System)

Erisim: https://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine
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3.BULGULAR

3.1. Morfolojik Teshis Sonuclar:

Tez calismamizdan elde ettigimiz morfolojik teshis sonuclar1 Cizelge 3.1°de;

izolasyon sonrast DNA miktar saflik 6l¢tim sonuglar1 Cizelge 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Morfolojik teshis sonuglari

Ornek kodu

SAR1
SAR2
SAR3
SAR4
SAR5
SARG6
SAR7
SARS
SAR9
SAR10
SAR11
SAR12
CVil
CVi2
CVI3
CVi4
CVvis
CVi6
CVi7
CAL1
CAL2
CAL3
CAL4
LCA1
LSE1
LSE2
LSE3
LSE4
LSE5
UNW2
UNWS3
CVO1
CVO3
MST1
MST2

Morfolojik teshis

Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Lucilia caesar
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Teshis Edilemedi
Teshis Edilemedi
Calliphora vomitoria
Calliphora vomitoria
Muscine stabulans
Muscine stabulans

Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Erkek
Disi
Erkek
Disi
Erkek
Disi
Disi
Disi
Disi
Erkek
Erkek
Erkek
Disi
Erkek
Erkek
Disi
Disi
Erkek
Disi
Disi

AZ.
. CEYLAN
. CEYLAN
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
. CEYLAN
AZ.
AZ.
. CEYLAN
. CEYLAN
AZ.
AZ.
AZ.
. CEYLAN
. CEYLAN
AZ.
AZ.
AZ.
AZ.

RRR

R R

R R

Cinsiyet Teshisi yapan

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN

CEYLAN
CEYLAN
CEYLAN

CEYLAN
CEYLAN
CEYLAN
CEYLAN
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Morfolojik teshisleri yapilan 35 6rnegin 26 adeti (%74,28) disi, sadece dokuz
ornek erkek (%25,72) olarak tespit edilmistir. Sarcophagidae familyasina ait tiirlerin
teshisinde erkek bireyler kullanilmaktadir. Calismada kullanilan tiim Sarcophagidae
ornekleri disi olmasi sebebiyle sadece familya diizeyinde teshis yapilabilmistir. 2
Ornegin ise yiiz rengi ve abdomen yapisindaki renk farkliliklari sebebiyle teshisi

yapilamamigtir.

Cizelge 3.2. izolasyon sonrast DNA miktar ve saflik 6l¢iim sonuglari

Ornek kodu DNA Miktar: ng/uL 2601280 260/230

SAR1 79,6 1,92 1,24
SAR2 12,7 1,65 0,35
SAR3 78,1 1,99 1,64
SAR4 65,1 2,03 1,09
SARS5 74,9 2,26 1,19
SARG 49,1 2,02 1,04
SAR7 50,2 2,08 0,97
SARS 42,5 1,68 0,8
SAR9 25,7 1,83 0,6
SAR10 232 2,01 1,76
SAR11 304 1,43 0,98
SAR12 315 1,89 1,09
CVil 56,2 1,87 1,04
CVI2 63,5 2,21 1,09
CVi3 50,3 2.11 1.85
CVi4 60,5 2.01 1.79
CVI5 50,6 1.85 1.75
CVi6 70,6 1.92 1.65
CVvi7 55,2 1.79 1.89
CAL1 40,3 1.88 1.66
CAL2 60,5 2.13 1.77
CAL3 50,5 2.21 1.12
CAL4 30,1 1.98 0.65
LCAl 411 1,92 0,8
LSE1 341 2,08 1,92
LSE2 279 2,07 1,71
LSE3 30,5 2,32 0,7
LSE4 390 2,05 1,93
LSE5 61,5 2,04 1,95
UNW?2 59,7 1,8 1,1
UNW3 1441 2,05 1,81
CVvO1l 49,4 2,06 0,94
CvO3 175,3 1,51 0,72
MST1 70,6 1.54 0.70
MST?2 75,3 1.76 0.85
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3.2. Dizilerin BLAST ve BOLD Tarama Sonugclari

658 bp uzunlugundaki mitokondriyal COI geni fragmani 35 6rnek ve 12 farkli

sinek tiirii i¢in basariyla amplifiye edildi ve dizi analizi yapild1 (EK 2). Elde edilen

ham forward ve reverse diziler FinchTV ve Mega X yazilimlari islendikten sonra

NCBI BLAST ( Basic Local Alignment Search Tool) arama motorunda taratilarak

benzerlik oranlari elde edildi. Cikan sonuglar morfolojik teshis sonuglart ile

karsilastirildi (Cizelge 3.3.). Morfolojik teshis ile teshis edilemeyen UNW2 ve

UNW3 kodlu tiirlerin genetik teshis sonucunda Sarcophaga cucullans ve Hydrotaea
ignava oldugu belirlendi. SAR9 ve UNW?2 6rnekleri disindaki biitiin drnekler %98-

%100 aras1 benzerlik oranina sahiptir.

Cizelge 3.3. Morfolojik ve COI tiir teshisi karsilastirmast.

Ornek kodu
SAR1
SAR2
SAR3
SAR4
SAR5
SARG
SAR7
SARS
SAR9
SAR10
SAR11
SAR12
CVil
CVi2
CVi3
CVi4
CVi5
CVi6
CVi7
CAL1
CAL2
CAL3
CAL4
LCA1
LSE1
LSE2
LSE3
LSE4
LSE5
UNW2
UNW3
Ccvo1
CVO2
MST1
MST2

Morfolojik teshis
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Sarcophagidae
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina

Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps

Lucilia caesar
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia sericata
Teshis Edilemedi
Teshis Edilemedi

Calliphora vomitoria
Calliphora vomitoria

Muscine stabulans
Muscine stabulans

COI Teshis

Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga filia
Sarcophaga africa
Sarcophaga africa
Sarcophaga crassipalpis
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Calliphora vicina
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Chrysomya albiceps
Lucilia caesar

Lucilia sericata

Lucilia sericata

Lucilia sericata

Lucilia sericata

Lucilia sericata
Sarcophaga cucullans
Hydrotaea ignava
Calliphora vomitoria
Calliphora vomitoria
Muscine stabulans
Muscine stabulans

Benzerlik
orani %

100
99,71
100
100
99,54
99,24
99,63
99,82
92,88
100
100
100
100
98,77
99,14
99,65
99,65
100
99,48
99,85
99,41
99,85
100
100
99,85
99,85
100
99,85
99,85
93,67
100
100
100
100
100
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GenBank kiitiiphanesinde tiir teshisi yapilan diziler yeryiliziindeki canlilarin
barkodlanmasi amaciyla kurulan BOLD (Barcode of Life) kiitliphanesinde de
aratildi. Bu tarama sonucunda elde edilen veriler yiizde olarak GenBank sonuglari ile
karsilastirild1 ve Cizelge 3.4 de sunuldu. SAR9 ve UNW2 kodlu 6rneklerin BOLD
kiitiiphanesi taramalarindan sonug¢ alinamamistir. SAR12, LSE1, LSE2, LSE3, LSE4,
LSES5 ve UNW3 kodlu 6rneklerin BOLD kiitiiphanesinde yapilan taramalarinda bu
tiirler sadece cins diizeyinde teshis edilebilmistir. BOLD veri tabanindan alinan

benzerlik oranlar1 %99 ve tizeridir.

Cizelge 3.4. DNA dizilerinin GenBank ve BOLD veri tabanlarinda ¢ikan benzerlik sonuglarimin

karsilastirilmasi
GenBank BOLD
GenBank Sonucu (NCBI) Benzerlik Oram BOLD Sonucu Benzerlik

Sarcophaga argyrostoma 100 Sarcophaga argyrostoma 100
Sarcophaga argyrostoma 99,71 Sarcophaga argyrostoma 100
Sarcophaga argyrostoma 100 Sarcophaga argyrostoma 100
Sarcophaga argyrostoma 100 Sarcophaga argyrostoma 100
Sarcophaga cucullans 99,54 Sarcophaga cucullans 99,54
Sarcophaga cucullans 99.24 Sarcophaga cucullans 99.54
Sarcophaga cucullans 99,63 Sarcophaga cucullans 99,6
Sarcophaga cucullans 99,82 Sarcophaga cucullans 99,8
Sarcophaga filia 92,88 Teshis edilemedi -
Sarcophaga africa 100 Sarcophaga africa 100
Sarcophaga africa 100 Sarcophaga africa 100
Sarcophaga crassipalpis 100 Sarcophaga 100
Calliphora vicina 100 Calliphora vicina 100
Calliphora vicina 98,77 Calliphora vicina 100
Calliphora vicina 99,14 Calliphora vicina 99,03
Calliphora vicina 99,65 Calliphora vicina 99,56
Calliphora vicina 99,65 Calliphora vicina 99,56
Calliphora vicina 100 Calliphora vicina 100
Calliphora vicina 99,48 Calliphora vicina 100
Chrysomya albiceps 99,85 Chrysomya albiceps 99,85
Chrysomya albiceps 99,41 Chrysomya albiceps 100
Chrysomya albiceps 99,85 Chrysomya albiceps 99,85
Chrysomya albiceps 100 Chrysomya albiceps 100
Lucilia caesar 100 Lucilia caesar 100
Lucilia sericata 99,85 Lucilia 100
Lucilia sericata 99,85 Lucilia 100
Lucilia sericata 100 Lucilia 100
Lucilia sericata 99,85 Lucilia 100
Lucilia sericata 99,85 Lucilia 100
Sarcophaga cucullans 93,67 Teshis edilemedi -
Hydrotaea ignava 100 Hydrotaea 100
Calliphora vomitoria 100 Calliphora vomitoria 100
Calliphora vomitoria 100 Calliphora vomitoria 100
Muscine stabulans 100 Muscine stabulans 100
Muscine stabulans 100 Muscine stabulans 100
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3.3.Tiir I¢i ve Tiirler Arasi Genetik Mesafenin Karsilastirilmasi

Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik uzaklik testi sonucu elde edilen genetik uzaklik
matriksi (Sekil 3.1) kullanilarak ¢alismada kullanilan tiirlerin tiir igi ve tiirler arasi
maksimum genetik uzakliklar1 yiizdesel olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.5).
Sarcophaga filia, Sarcophaga crassipalpis ve Lucilia caesar tiirlerinden calismada
sadece birer tane Ornek oldugu i¢in tlir i¢ci genetik uzakligi hesaplanamamuistir.
Calismada kullanilan tiirlerin DNA dizileri arasindaki niikleotit farkliliklarini ve

benzerliklerini incelemek amaciyla diziler hizalanmustir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.5. Tiir i¢i ve tiirler arasi maksimum genetik uzakliklar

Tiir ici genetik varyasyon Tiirler arasi genetik varyasyon
(Intraspecific) (interspecific)

S. argyrostoma 0,19 13

S.cucullans 0,19 14,36
S.filia Tek ornek 15,28
S.africa 0 14,35
S.crassipalpis Tek ornek 12,52
C.vomitoria 0 12,75
C.vicina 0,19 12,07
Ch.albiceps 0,19 15,28
L.caesar Tek 6rnek 12,29
L.sericata 0 12,96
M.stabulans 0 15,27
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Tiir izimleri 1 2 3 i 5 7 8 110 11 12 13 14 19 22 23 24 25 6
1 | Sfilia
2 Scucullons 1127
3 | Senenllans 115 010
4 Scucullans 1.5 019 ¢
3 Scucullans 1149 039 (19 0,19
6 Serassipalpis 1160 774 506 706 703
T Sargyrostoma 1031 881 904 304 903
8 Sargrostoma 1031 881 004 204 9203 0
O Sargyrestoma 1011 804 037 337 036 0,10 0,10
Sargyrostema 1031 881 004 204 903 0 o
Safrica 112 9 022 922 921 079 791 7.91
S.afica 112 @ €22 322 @21 078 791 781 0
Mstabwlans 1457 139 1413 1413 1436 1274 1274 12,74 1435 1435
4 Mstabwlan: 1437 139 (1413 1413 1436 1274 1274 12,74 1435 1435 0
I sericata 1286 1051 10,73 1073 1085 206 .06 20f 084 084 1005 1005
L sericata 1296 1231 10,73 10,73 1093 896 896 8% 08 984 1005 1005
7 Lsericata 1296 1051 10,73 10,73 1095 896 896 896 08 984 1005 1005
L zericata 1206 1051 10,73 1073 1005 206 906 205 084 084 1005 1005
I sericata 1296 1031 10,73 10,73 10935 896 896 89 03 934 1005 1005
Lcaesar 1229 041 o84 264 085 241 941 941 103 103 1094 104 4.13
| Higneva 1321 1207 (132 132 1343 11,16 11,16 11,16 1115 1115 1527 1527 10,51
Ch.aibiceps 1528 1274 1274 1274 1274 1139 1139 1139 1205 1205 1415 14,15 10,51
Ch.aibiceps 1505 12351 1251 1251 1251 1116 11,16 11,16 1183 1183 1391 1391 10,28 0,13
Ch.aibiceps 1528 1274 12,74 12,74 12,74 11,30 11,30 11,30 1203 1205 1415 1415 10,51 o 0,1
Clvomitoria 1275 1122 1122 1122 1144 103 103 103 1163 1163 1096 1096 6,01 1006 934 (1006
Covomitoria 1275 1122 1122 1122 1144 103 103 103 1163 1163 1096 1096 6.01 1006 934 (1006 0
Clvicina 1207 123 103 103 1052 10,07 10,07 1007 1029 1029 1162 11.62 5,70 808 876 888 415 415
Covicina 1207 123 103 1035 10352 10,07 1007 1007 1029 1029 1162 1162 3,79 308 876 898 4157 415
Covicing 1184 12,08 10,08 10,08 103 084 084 08 1007 1007 1139 1139 3,38 876 834 876 436 |436
Clvicina 1207 123 103 103 1052 10,07 10,07 1007 1020 1020 1162 11.62 5,70 290 876 808 415 415
Covicing 1207 123 103 103 1032 10,07 10,07 1007 1029 1029 1162 1162 3,79 38 876 898 413 415
Clvicing 1184 1208 1008 1008 103 1029 1029 1029 1029 1029 1139 1139 6 92 893 92 436 436 019 019 038

Sekil 3.1

. Sitokrom c oksidaz I (COI) bélgesinin tiirler arasi ve tiir i¢i niikleotit farkliliklarinin yiizdesel degerleri.
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Sekil 3.2. DNA dizilerinin hizalanarak birbirleri ile olan niikleotit farkliliklarin1 ve benzerliklerini
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3.4. Filogenetik Aga¢ Cizim Sonucu

Tiirlerin birbirleri ile akrabalik diizeyini anlamamizi saglayan filogenetik
agaclar, elde edilen diziler yardimiyla ¢izilmektedir. Biitiin diziler Mega X
yazilimima yiiklendikten sonra ClustalW yazilimi yardimiyla hizalanmistir.
Hizalanan diziler Mega X yazilimi ile Neighbor-Joining Tree metodu kullanilarak
K2P modeliyle 1000 bootstrap ile ¢izilmistir (Sekil 3.3). Calismada dis grup olarak
Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) kullanilmustir.

Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga argyrostoma
Sarcophaga crassipalpis
Sarcophaga africa(2)
100 ' Sarcophaga africa
Sarcophaga filia
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga cucullans
Sarcophaga cucullans
73 wo b Sarcophaga cucullans
Muscina stabulans
r Chrysomya albiceps
100 \_l Chrysomya albiceps

&4' Chrysomya albiceps
19— Lucilia sericata
B} Lucilia sericata

Lucilia sericata

52

72

63

&

Lucilia sericata
Lucilia sericata
Lucilia caesar
e 100 | Calliphora vomitoria
Calliphora vomitoria
e3— Calliphora vicina
Calliphora vicina
93 |- Calliphora vicina
47| Calliphora vicina
74— Calliphora vicina

61

a0

Drosophila melanogaster (Genbank)

I I I |
T T T 1
0150 0.100 0.050 0.000

Sekil 3.3. Neighbor-Joining Tree metodu kullanilarak K2P modeliyle 1000 bootstrap ile ¢izilmis
filogenetik agagc.
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4 TARTISMA

Bu c¢alismanin amacit Tirkiye’de adli 6nemi olan Diptera takiminin
Calliphoridae (%54,3), Sarcophagidae (%37,1) Muscidae (%8,6) olmak flizere ii¢
familyasindan alt1 cinse ait 12 tiirli igeren 35 6rnegin MtDNA COI gen bolgesinin
dizi analizi ile morfolojik tanimlamalarini kesinlestirmek ve teshis oranlarini

degerlendirmektir.

Teshisi yapilan Sarcophagidae familyasinin tiirlerinin birbirlerine ¢ok
benzemesi morfolojik teshisi zorlastirmakta ve uzmanlarin taksonomik bilgilerinin
giicli olmasmi gerektirmektedir. Sarcophagidae familyas1 i¢in diizenlenmis
morfolojik teshis anahtari yok denecek kadar azdir. Var olan anahtarlarda bizim
cografik faunamizdan farkli bolgelere aittir. Calismamizin  bu eksikligin
giderilmesine katki saglayacagini umuyoruz. Yapilan morfolojik teshisin
dogrulugunu kanitlamak ic¢in veritabanlarina Tirkiye’den bu tiirlere ait dizilerin

girilmesi gerekmektedir.

Jordaens ve arkadaslar1 Sarcophaga cinsi 6rneklerinin cesede ilk gelen tiirler
oldugunu ve disilerinin teshisinin ¢ok zor oldugunu ve sadece erkeklerin eril organlar
yardimi ile teshis edilebildigini ve cesette en ¢ok disi drnek bulundugunu ¢oziim
olarak da mtDNA COI gen boélgesinin dizi analizi ile teshis yapilmasinin daha
giivenli oldugunu bildirmislerdir (Jordaens ve ark., 2013). Orneklerin ¢ogunlugunun
disi olmasinin nedeni; disilerin cesede gelme nedeninin beslenme, ciftlesme ve
yumurta birakmak olmasi oysa erkeklerin cesede gelme nedeninin ise sadece
ciftlesmek ve beslenmek olmasi ile agiklanabilir. Disi 6rneklerin tanimlanmasi igin
DNA bazli yontemlerle tiir teshisi yapilmasi zorunlu hale gelmistir. Domuz
cesedinden toplanip morfolojik teshisleri yapilan 35 6rnegin 26 adeti (%74,28) disi,
sadece dokuz 6rnek (%25,72) erkek olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).
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658 bp uzunlugundaki mitokondriyal COI geni fragmani, 12 farkli sinek tiirii
iceren 35 Ornek icin basariyla amplifiye edildi ve dizilendi. Tim Sarcophagidae
familyasinda olan 6rneklerimiz disi oldugu i¢in tiir teshisleri morfolojik olarak
yapilamadi. Teshis edilemeyen iki ornegin S.cucullans ve H. ignava oldugu
anlasilmistir. Bununla birlikte COI geni kullanilarak barkodlama yontemi sonucunda
diger ornekler basari ile teshis edilmislerdir. Sarcophagidae tiirleri tizerinde yapilan
molekiiler ¢alismalar kaynaklarda énemli bir yer tutmaktadir (Pohjoismaki ve ark.,
2010; Guo ve ark., 2013; Rolo ve ark., 2013). Guo ve ark., Sarchophagidae tiirlerini
ve gelisimsel basamaklarini kesin bir sekilde tespit etmenin, 6liim zaman1 tahmininde
esas rol oynadigini belirtmisleridir. 2010-2012 yillar1 arasinda Cin’in 19 farklhi
bolgesinden topladiklart 36 ornekle yaptiklar: ¢alismada, COI geninin 700 baz ¢iftlik
fragmani basarili sekilde izole ederek analiz etmislerdir. Rolo ve ark. (2013) adli
olaylardaki Diptera tiirlerini gostermeyi ve bununla birlikte DNA barkodlama
sistemini, cesetlerden toplanan les sinekleri ile test etmeyi amaglamiglardir.

Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

Belirli bir gen bolgesinin dizi analizi ile tiir teshisinin yapildigi GenBank ve
BOLD veri tabanlari, elde ettigimiz sonuglari kendi biinyelerinde bulunan referans
diziler ile karsilastirma yaparak benzerlik sonuglarini vermektedir. GenBank’ta bir
tiirlin teshisinin yapilabilmesi i¢in benzerlik oranimnin %98 den biiylik olmasi
gerekmektedir. Bu oran BOLD veri tabani i¢in %99 ve lizeridir. Her iki kiitiiphane
icindeki depolanan tiirlere ait dizi sayis1 arttik¢a yapilan tiir teshis oraninin dogrulugu
da artmaktadir. GenBank ve BOLD veri tabanlarinin tiir tanimlama kapasitelerini
karsilagtirmak amaciyla olusturulan Cizelge 3.4’te gorildigi gibi GenBank da
taranan 35 Ornekten 33 (%94,3) tanesi %98-100 aras1 benzerlik yiizdesi ile sonug
vermistir. 1ki (%4,7) 6rnek ise %92-%93 aras1 tanimlama yiizdesi ile sonug vermistir.
Bu iki 6rnekten UNW2 kodlu 6rnegin dizi analizi sonuglarinin kotii gelmesinden
dolay1 benzerlik oraninin diisiik geldigi diistiniilmektedir. Fakat SAR9 kodlu 6rnegin
dizi sonuglart kotii olmamasina ragmen benzerlik orani %92,88 oraninda S.filia
olarak sonug vermistir. Bunun sebebinin GenBank da S.filia ya ait sadece on dizinin
bulunmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. BOLD veri tabaninda taranan 35

ornekten 26 (%74,3) tanesi tiir diizeyinde %99-100 aras1 benzerlik yiizdesinde sonug
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vermistir. SAR9 ve UNW2 kodlu iki (%5,7) ornegin ise BOLD veri tabani
taramalarindan sonug¢ almamamistir. Yedi (%20) 6rnek ise BOLD veri tabaninda
sadece cins diizeyinde teshis edilebilmistir (Cizelge 3.3). Iki molekiiler veri tabani
olan GenBank ve BOLD arasindaki karsilastirmada, GenBank veri tabaninin BOLD
veri tabanindan daha iyi sonu¢ verdigi gorilmiistiir. Bunun nedeni, BOLD veri
tabanin GenBank’a nazaran daha yeni ve 0Ozel bir veri tabani, GenBank
kiitliphanesinin ise daha kapsamli veriye sahip olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ren ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 12 tiir den olusan 51
muscid Ornegini GenBank da bulunan kullanilabilir 125 muscid dizisi ile
karsilasgtirarak COI geninin kullanilabilirligini degerlendirmisler ve sonug olarak
GenBank da bulunan muscid verileri 51 6rnegin hepsini teshis etmek i¢in yeterli
olmamistir. Bu sebeple gelecek ¢alismalarda hata olmamasi ve tiirler arast yakinligin
tespiti i¢in daha fazla muscid tiiriiniin bilgisinin veri bankasina girilmesi gerektigini
savunmuslardir (Ren ve ark. 2018). GenBank ve BOLD tarama sonuglarindan elde

edilen veriler literatiir ile uyumludur.

DNA barkodlama ile tiirleri ayirt etmek i¢in %3 esik degeri kullanilmaktadir.
Cizelge 3.5 de goriildiigii lizere tiir ici genetik mesafe %3 den diisiik olmak
zorundadir. Tiirler aras1 mesafe ise %3 den biiyiiktiir. Caligmada kullandigimiz tiirler
arasinda genetik olarak en uzak olan ornekler %15.28 ile S.filia ve Ch. albiceps
oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.5). Park ve ark. (2009), Calliphoridae familyasina ait
4 tiirtin COI geninin tamamini analiz etmislerdir ve tiir i¢i dizi araliginin %0.0’dan
0.4’e kadar ¢esitlilik gosterirken tiirler arast mesafenin % 3.8’den 6.4’e cesitlilik
gosterdigini ¢alismalarinda gormiislerdir. Bu yakin araliklarin tiir diizeyinde teshisin
COl geninin dizilenmesiyle miimkiin oldugunu belirtmislerdir. Hesaplanan tiir i¢i ve

tiirler aras1 genetik mesafe sonuclart literatiir ile uyumludur.

COI geninin tiir i¢i ve tiirler arast varyasyonu tespit etmedeki basarisi
sayesinde tiirlerin birbirleri ile olan genetik bagini yani akrabalik iligkisini ortaya
koyan filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Sekil3.1 de goriildiigii lizere ayn1 familyadan olan

tiirler birbirlerine daha yakin dallarda goriiliirken ¢aligmada kullanilan tiirlere yap1
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itibari ile benzemeyen dis grup olarak kullanilan D.melanogaster in diger tiirlerden

cok uzakta dallanma gosterdigi anlagilmistir.

Tirkiye'de, adli entomoloji gelismekte olan bir alandir. Bircok vakada olay
yerinden entomolojik deliller toplanmamaktadir. Bunun en énemli sebeplerinden biri
tiir teshisini yapabilecek uzman sayisinin azligi ve morfolojik teshisin zorlugudur.
Adli entomoloji caligmalarinda tiir teshisi en Oonemli basamaktir. Olay yerinden
toplanan her bdcegin teshisi i¢in hali hazirda kullanilmakta olan morfolojik
ozelliklere gore bir teshis anahtar1 yoktur, olan morfolojik teshis anahtarlar1 da sayili
tirler i¢indir. Boceklerin morfolojik oOzellikleri oldukc¢a karmasiktir ve uzman
olmayan bir goziin yapacagi yanlis teshis 6liim zamaninin hesaplanmasinda da
hatalara neden olacaktir. Yapilan calismalarda morfolojik metotlarin genel olarak
tim diinyada halen kullanilmakta oldugu ancak orneklerin kimliklendirilmesinde
molekiiler tekniklerin daha kesin sonu¢ verdigi ve COI geninin bu amag i¢in iyi bir
saptama kriteri oldugu belirtilmistir (Preativatanyou ve ark. 2010, Boehme ve ark.
2012, Farinha ve ark. 2014).
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tezimizde mtDNA COI geninin bir kism1 amplifiye edilmis ve dizi
analizi sonucunda Diptera takimindan {i¢ ayr1 familyaya ait toplamda 12 farkli tiirden
35 oOrnek basariyla tanimlanmistir. Elde edilen dizilerin GenBank sonuglari ve
morfolojik teshisler karsilagtirildiginda GenBank tarafindan morfolojik teshisler
basariyla desteklenmistir. GenBank ve BOLD arasindaki karsilastirmada, GenBank
veri tabaninin daha gesitli tiirlerin dizilerini biinyesinde barindirmasi ve BOLD veri
tabaninin geng bir sistem olmasi sebebiyle GenBank’in tiir teshisinde daha basarili
sonuclar verdigi goriilmiistiir. Tirlerin evrimsel genetik yakinligini gosteren

filogenetik agac ¢izilmistir.

Yapilan bu c¢alismalar 1s1ginda adli entomoloji raporlarmmin mitokondriyal
analizler yapilarak olusturulmasi gerektigi goriisiindeyiz. Mahkeme ve Savciliklarin
adli entomolojik inceleme taleplerinde bu hususu géz oniinde bulundurmalari yararli

olacaktir.

Adli 6nemi olan bocek tiirleri i¢in kapsamli bir yerel DNA katalogu Tiirkiye’de
heniiz derlenmemistir. Yerel DNA dizilerinin kataloglanmasi da dahil olmak iizere
kapsamli yerel fauna envanterlerine ihtiyag¢ vardir. Bu nedenle Tiirkiye’de adli 6nemi
olan tiirlerle ilgili olarak daha fazla faunistik ¢alisma yapilmasi ve bu ¢alismalardan
elde edilen mtDNA COI barkodlar1 i¢in GenBank ve BOLD kiitiiphanelerinden

erisim katilim numarasi alinmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Bu calismada maliyeti diisiirmek amaciyla fenol-kloroform DNA izolasyonu
metodu uygulandi. Gelecek caligmalarda maliyeti diisiirme {izerine ¢alisilarak bu
islemleri rutin hale getirmeye calisilmalidir. DNA dizi analizi islemlerinde kullanilan
¢cok fazla yazilim mevcuttur. Her islem i¢in farkli bir yazilim kullanmak

hesaplamalardaki hata oranini artirabilir. Bu ¢caligmanin tamaminin MEGAX yazilimi
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ile yapilmasi, sadece hata oranin1 minimuma indirmekte kalmayip zamandan kazang

saglamaktadir.

Olay yerine giden kolluk kuvvetlerinin, hakim, savct ve hekimlerin
farkindaliginin arttirllmasimnin adli bilimcilerin yerel DNA ve fauna katalogundan
yararlanmasinin saglanmasmin Tiirkiye’de yapilacak c¢alismalarda daha dogru

sonuglar elde edilmesini saglayacagi kanisindayiz.
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OZET

Adli Onemi olan Diptera Tiirlerinin mtDNA COI Gen Analizi ile Genetik Teshisi

Adli entomoloji, eklem bacaklilarin incelenmesiyle sucun agiga cikarilmasini saglayan
disiplinler aras1 bir bilim dalidir. Oliimden sonra gecen siire kisaysa geleneksel adli tip
yontemleri ile 6liim zamani dogru bir sekilde hesaplanmakla birlikte 6liim iizerinden gegen
siire uzadikca geleneksel adli tip yontemleri yetersiz kalabilir. Bu durumda ceset tizerindeki
boceklerin incelemesi ile kesin 6lim zamanin belirlenmesi elverisli bir yontem olarak
karsimiza ¢ikar. Adli entomolojinin adli olaylarda etkili bir sekilde uygulanmasi tiir
teshisinin dogru yapilmasina baghdir. Laboratuvara gelen bocegin morfolojik teshisinin
yapilmasi tiim diinyada uygulanan bir yontemdir Bocegin karakteristik morfolojik 6zellikleri
kullanildig1 icin orneklerin toplanmasi ya da nakli sirasinda fiziksel hasar gordiigi
durumlarda tiiriinii yanlis teshis etmek ya da hi¢ edememek bu ydntemi sinirlayan
unsurlardan biridir. Yanhs yapilan tiir teshisi, 6liim zamaninin da yanlis hesaplanmasina
neden olur. Giiniimiizde adli entomoloji ¢alismalarinda hizli ve dogru tiir teshisi icin COI
gen bolgesinin kullanimi arastirmacilar arasinda yayginlagmaya baslamistir.

Bu tezin amaci; Tiirkiye’de adli 6nemi olan Diptera takimina ait 12 tliriin mtDNA sitokrom c
oksidaz alt {inite I gen bolgesi hedeflenerek genetik teshisleri ile morfolojik tanimlamalari
kesinlestirmek ve bu teshisleri yapmamizi saglayan GenBank ve BOLD veri tabanlarmin
teshis oranlarini kargilagtirmaktir. Sonug olarak 12 tiir den olusan 35 6rnegin dizi analizi ile
tiir teshisleri yapildi. GenBank ve BOLD veri tabanlar1 arasindaki karsilastirmada
GenBank’in daha fazla tiirii teshis ettigi belirlendi. Maliyeti diisiirmek amaciyla fenol-
kloroform-izoamil alkol DNA izolasyonu metodu uygulandi. MEGAX yazilimi kullanilarak
hem hesaplamalarda hata oran1 minimuma indirildi hem de zaman tasarrufu saglandi.

Anahtar Sozciikler: Adli entomoloji, COI, Diptera, GenBank, mtDNA
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SUMMARY

Genetic Identification of Diptera Species having Forensic Importance Using mtDNA
COl Gen Analysis

Forensic entomology is an interdisciplinary science which helps solving the crime by
examining the Arthropoda. If the time elapsed after death is short, time of death can be
calculated accurately using conventional forensic methods, but conventional forensic
methods might be inadequate as the time elapsed after death is extended. In that case,
estimation of the exact time of death by examining the insects on the body is a convenient
method. Implementation of forensic entomology in forensic cases effectively depends on
accurate identification of the species. Morphological identification of the insect that transfers
to the laboratory is a method implemented throughout the world. As characteristic
morphological features of the insect are used, misidentification of the species or inability to
identify the species in the cases where it is damaged physically during collection or
transportation of samples is one of the factors that limit this method. Inaccurate identification
of the species causes that time of death is calculated wrong as well. Today, using the COI
gene region for quick and accurate identification of species in forensic entomology studies is
becoming popular among researchers.

The aim of this thesis is to confirm genetic identifications and morphological definitions of
12 species in Diptera order that have forensic importance in Turkey by targeting their
mtDNA Cytochrome ¢ oxidase subunit I gene region and compare the identification rates of
GenBank and BOLD databases which enable us to make those identifications. As a
conclusion, species identifications of 35 samples of 12 species were made by sequence
analysis. In the comparison between GenBank and BOLD databases, it was determined that
GenBank identified more species. To reduce costs, the phenol-chloroform-isoamyl alcohol
DNA isolation method was cared out. Both error rate is minimized in calculations and time
is saved by using MEGAX software.

Keywords: COl, Diptera, Forensic entomology, GenBank, mtDNA
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Ek-2. COI Bolgesi Dizi Analiz Sonuclar:

Ornek kodu

DizZi SONUCU

SAR1

Sarcophaga argyrostoma

CATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTTG
AGCAGGAATAGTAGGAACTTCACTAAGAATCCTAATTCGA
GCAGAACTAGGTCACCCTGGTGCATTAATTGGAGATGATC
AAATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATA
ATTTTTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGG
AAACTGACTAGTTCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATATA
GCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGACTTTTACC
TCCTGCATTAACATTACTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAA
ATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTTTATCA
TCTAATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTAT
TTTTTCTCTTCACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGC
AGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGATCTACAG
GTATTACTTTTGATCGAATACCCCTTTTTGTTTGATCAGTAG
TAATTACCGCTTTACTTCTCCTTCTATCCCTACCCGTACTTG
CAGGAGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAATATTAAT
ACTTCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATTCT
ATATCAACACTTATTTTGATTTTTTGGTCACCC

SAR?2

Sarcophaga argyrostoma

TATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTTGAGCAGGAA
TAGTCGAACTTCACTAAGAATCCTAATTCGAGCAGAACTA
GGTCACCCTGGTGCATTAATTGGAGATGATCAAATTTATAA
TGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTAT
AGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAAACTGACTA
GTTCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATATAGCTTTCCCTCG
AATAAATAATATAAGATTTTGACTTTTACCTCCTGCATTAA
CATTACTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAATGGAGCTGG
AACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTTTATCATCTAATATTG
CTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTCTTC
ACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTT
ATTACTACAGTAATTAATATACGATCTACAGGTATTACTTT
TGATCGAATACCCCTTTTTGTTTGATCAGTAGTAATTACCG
CTTTACTTCTCCTTCTATCCCTACCCGTACTTGCAGGAGCA
ATTACTATATTATTAACTGACCGAAATATTAATACTTCATT
TTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATTCTATATCAA
CACTTATTTTGATTTTTTGGTCACC
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SAR3

Sarcophaga argyrostoma

ATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTTGA
GCAGGAATAGTAGGAACTTCACTAAGAATCCTAATTCGAG
CAGAACTAGGTCACCCTGGTGCATTAATTGGAGATGATCA
AATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAAT
TTTTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAA
ACTGACTAGTTCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATATAGCT
TTCCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGACTTTTACCTCC
TGCATTAACATTACTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAAT
GGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTTTATCATC
TAATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTT
TTTCTCTTCACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCAG
TAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGATCTACAGGT
ATTACTTTTGATCGAATACCCCTTTTTGTTTGATCAGTAGTA
ATTACCGCTTTACTTCTCCTTCTATCCCTACCCGTACTTGCA
GGAGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAATATTAATAC
TTCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATTCTAT
ATCAACACTTATTTTGATTTTTTGGTCACCC

SAR4

Sarcophaga argyrostoma

TCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTT
GAGCAGGAATAGTAGGAACTTCACTAAGAATCCTAATTCG
AGCAGAACTAGGTCACCCTGGTGCATTAATTGGAGATGAT
CAAATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTAT
AATTTTTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTG
GAAACTGACTAGTTCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATAT
AGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGACTTTTAC
CTCCTGCATTAACATTACTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAA
AATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTTTATC
ATCTAATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTA
TTTTTTCTCTTCACTTAGCTGGAATTTCTTCAATTTTAGGAG
CAGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGATCTACA
GGTATTACTTTTGATCGAATACCCCTTTTTGTTTGATCAGTA
GTAATTACCGCTTTACTTCTCCTTCTATCCCTACCCGTACTT
GCAGGAGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAATATTA
ATACTTCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATT
CTATATCAACACTTATTTTGATTTTTTGGTC

SARS5

Sarcophaga cucullans

TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTATTTT
GGGAGCTTGAGCAGGTATAGTAGGAACTTCATTAAGAATT
CTTATTCGAGCGGAATTAGGTCATCCTGGTGCATTAATTGG
AGACGACCAAATTTACAATGTAATTGTTACAGCCCATGCTT
TTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGA
GGATTTGGAAATTGACTAGTCCCACTTATACTAGGAGCTCC
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AGATATAGCCTTTCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAC
TTTTACCTCCTGCACTAACTCTTCTTCTAGTAAGTAGCATA
GTAGAAAACGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCC
CATTATCATCTAATATCGCTCACGGAGGAGCTTCTGTTGAT
TTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCTGGAATTTCCTCAATT
TTAGGAGCAGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATGCG
TTCTACAGGTATTACTTTTGATCGAATACCATTATTTGTTTG
ATCAGTAGTAATTACAGCTTTACTATTATTACTTTCTTTACC
AGTACTTGCTGGAGCAATTACTATACTATTAACAGATCGAA
ACGTTAATACCTCATTTTTTGATCCCGCTGGGGGAGGAGAT
CCAATTTTATATCAACACCTATTTTGATTTTTTGGTCACCC

SARG

Sarcophaga cucullans

CATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTG
AGCAGGTATAGTAGGAACTTCATTAAGAATTCTTATTCGAG
CGGAATTAGGTCATCCTGGTGCATTAATTGGAGACGACCA
AATTTACAATGTAATTGTTACAGCCCATGCTTTTATTATAA
TTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGA
AATTGACTAGTCCCACTTATACTAGGAGCTCCAGATATAGC
CTTTCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCC
TGCACTAACTCTTCTTCTAGTAAGTAGCATAGTAGAAAACG
GAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCATTATCATCT
AATATCGCTCACGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTT
TTCTTTACATTTAGCTGGAATTTCCTCAATTTTAGGAGCAG
TAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATGCGTTCTACAGGT
ATTACTTTTGATCGAATACCATTATTTGTTTGATCAGTAGT
ATATTACAGCTTTACTATTATTACTTTCTATTACCAGTACTT
GCTGGAGCATATTACTATACTATTAACAGATCGAAACGTTA
ATACCTCATTTTTTGATCCCGCTGGGGGAGGAGATCCAATT
TTATATCAACACCTATTTTGATTTTTTGGTC

SAR7

Sarcophaga cucullans

AATAGTAAAGCTGTAATTACTACTGATCAAACAAATAATG
GTATTCGATCAAAAGTAATACCTGTAGAACGCATATTAATT
ACTGTAGTAATAAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAAAT
TCCAGCTAAATGTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAA
GCTCCTCCGTGAGCGATATTAGATGATAATGGGGGGTAAA
CAGTTCATCCTGTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATGCTACTTA
CTAGAAGAAGAGTTAGTGCAGGAGGTAAAAGTCAAAAACT
TATATTATTTATTCGAGGAAAGGCTATATCTGGAGCTCCTA
GTATAAGTGGGACTAGTCAATTTCCAAATCCTCCAATTATA
ATTGGTATTACTATAAAGAAAATTATAATAAAAGCATGGG
CTGTAACAATTACATTGTAAATTTGGTCGTCTCCAATTAAT
GCACCAGGATGACCTAATTCCGCTCGAATAAGAATTCTTA
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ATGAAGTTCCTACTATACCTGCTCAAGCTCCAAAAATAAA
GTATAAAGTTCCAATATCTTTATGATTTGTTGA

SARS8

Sarcophaga cucullans

TAATAGTAAAGCTGTAATTACTACTGATCAAACAAATAAT
GGTATTCGATCAAAAGTAATACCTGTAGAACGCATATTAA
TTACTGTAGTAATAAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAA
ATTCCAGCTAAATGTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAG
AAGCTCCTCCGTGAGCGATATTAGATGATAATGGAGGGTA
AACAGTTCATCCTGTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATGCTACT
TACTAGAAGAAGAGTTAGTGCAGGAGGTAAAAGTCAAAA
ACTTATATTATTTATTCGAGGAAAGGCTATATCTGGAGCTC
CTAGTATAAGTGGGACTAGTCAATTTCCAAATCCTCCAATT
ATAATTGGTATTACTATAAAGAAAATTATAATAAAAGCAT
GGGCTGTAACAATTACATTGTAAATTTGGTCGTCTCCAATT
AATGCACCAGGATGACCTAATTCCGCTCGAATAAGAATTC
TTAATGAAGTTCCTACTATACCTGCTCAAGCTCCAAAAATA
AAGTATAAAGTTCCAATATCTTTATGATTT

SAR9

Sarcophaga filia

AGATATTGGAAACTTTATATTTATTTTCCGGAGCTTGAGCG
GGTCTAGTCGGAACTTCATTAAGAATCCTTATTCGAGCAGA
AATAGGTCACCCAGGTGCATTAATTGGTGATGATCAAATTT
ATAACGTAATTGTTACAGCACACGCTTTTCTTTATAATTTTT
TTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTCGGGAATTG
ACTAGTCCCAATTATATTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCC
CCCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCTGCA
TTAACACTCCTCCTAGTAAGTAGTATAGTGGAAACCGGAG
CTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTCTATCATCTAAT
ATTGCTCATAGAGGAGCTTCTGTTGACTTAGCTATTTTTTCT
TTACATTTAGCAGGAATTTCTTCTATTTTAGGAGCAGTAAA
TTTTATTACTACTGTAATTAATATACGATCCACAGGTATCA
CCTTTGACCGAATACCATTATTTGTTTGATCTGTAGTAATT
ACTGCTTTATTACTATTACTCTCCTTACCTGTACTTGCCGGA
GCAATTACGATATTATTGACTGATCGAAATATTAATACTTC
ATTTTTTGATCCTGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACC
ACCACTTATTCTGATTTTTTGGTCACC

SAR10

Sarcophaga africa

AAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTTGAGC

AGGTATAGTAGGAACTTCATTAAGAATTCTTATTCGAGCAG
AATTAGGTCACCCTGGTGCATTAATTGGTGATGATCAAATT
TATAATGTAATTGTTACAGCCCATGCTTTCATTATAATTTTT
TTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTG
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ATTAGTGCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATATAGCCTTCC
CTCGGATAAACAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCTGCA
TTAACATTGCTTCTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAATGGAG
CTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTATCTTCTAAT
ATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTTTCT
CTCCATTTAGCTGGAATTTCTTCAATTCTAGGAGCAGTAAA
TTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAATCA
CTTTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATCTGTAGTAATCA
CAGCCCTACTTTTATTACTTTCTTTACCTGTACTTGCCGGAG
CTATTACTATATTATTAACTGATCGAAATATTAATACTTCA
TTTTTTGACCCGGCAGGAGGAGGAGATCCTATTCTATATCA
ACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC

SAR11

Sarcophaga africa

AAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTCGGAGCTTGAGC
AGGTATAGTAGGAACTTCATTAAGAATTCTTATTCGAGCAG
AATTAGGTCACCCTGGTGCATTAATTGGTGATGATCAAATT
TATAATGTAATTGTTACAGCCCATGCTTTCATTATAATTTTT
TTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTG
ATTAGTGCCAATTATACTAGGAGCTCCAGATATAGCCTTCC
CTCGGATAAACAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCTGCA
TTAACATTGCTTCTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAATGGAG
CTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTATCTTCTAAT
ATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTTTCT
CTCCATTTAGCTGGAATTTCTTCAATTCTAGGAGCAGTAAA
TTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAATCA
CTTTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATCTGTAGTAATCA
CAGCCCTACTTTTATTACTTTCTTTACCTGTACTTGCCGGAG
CTATTACTATATTATTAACTGATCGAAATATTAATACTTCA
TTTTTTGACCCGGCAGGAGGAGGAGATCCTATTCTATATCA
ACATTTATTTTGATTTTTTGGTC

SAR12

Sarcophaga crassipalpis

AATATTTCGGTCAGTTAATAATATAGTAATAGCTCCTGCAA
GTACCGGTAAAGATAAAAGTAAAAGTAGGGCTGTAATTAC
TACTGATCAAACAAATAAAGGTATTCGATCAAAGGTAATT
CCTGTAGATCGTATATTAATTACTGTAGTAATAAAATTTAC
TGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCAGCTAAATGTAGAGAA
AAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATGAGCAATAT
TAGAAGATAAAGGAGGGTAAACAGTTCACCCCGTTCCAGC
TCCATTTTCTACTATACTACTTACTAGAAGCAATGTTAATG
CTGGGGGTAAAAGTCAAAAACTTATATTATTTATTCGAGG
AAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAGTATAATTGGAACTAATC
AGTTTCCAAATCCTCCAATCATAATTGGTATTACTATAAAA
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AAAATTATAATAAAAGCATGAGCTGTAACAATTACATTAT
AAATTTGATCATCTCCAATTAATGCACCAGGATGACCTAAT
TCTGCTCGAATAAGAATTCTTAGTGAAGTTCCTACTATTCC
TGCTCAAGCTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCCAATATCTT
TATGA

cvil

Calliphora vicina

TCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATACTTTATTTT
TGGAGCTTGATCGGGAATAATTGGAACTTCATTAAGAATTC
TAATTCGAGCCGAACTAGGACATCCTGGAGCATTAATTGG
AGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTT
TTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAG
GATTTGGTAATTGATTAGTCCCTTTAATATTAGGAGCTCCA
GATATAGCCTTCCCTCGGATAAACAATATAAGTTTCTGACT
TTTACCTCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATAG
TAGAAAACGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTACCCACC
TTTATCTTCTAATATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTT
AGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTT
AGGAGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGAT
CAACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGA
TCTGTAGTAATTACAGCTTTATTACTTTTATTATCTTTACCA
GTATTAGCAGGTGCTATTACTATATTATTAACAGATCGAAA
TCTTAATACATCATTCTTTGACCCAGCAGGAGGAGGAGAC
CCAATCTTGTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCT

CVi2

Calliphora vicina

AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGGTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA
AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT
ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GGACTAATCAATTACCAAATCCTCCAATTATAATTGGTATT
ACGATAAAAAAAATTATAATAAAAGCATGAGCTGTAACAA
TTACAGTATAAATTTGGTCATCTCCAATTAATGCTCCGGGA
TGTCCTAGTTCGGCTCGAATTAAAATTCATAATGAAGTTCC
AATTATTCCCGATCAAGCTCCAAAAATAAGGTATAAAGTA
CACAATATCATTTATGGATAT

CVi3

ATTCCTAATGAACCAAAAGTTTCCTTTTTTCCTGATTCTTGG
CTAATAATATGTGAAATTATTCCGAATCCAGGTAAAATTAA
AATATAAACTTCAGGATGACCAAAAAATCAAAATAAATGT
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Calliphora vicina

TGGTACAAGATTGGGTCTCATCCTCCTGCTGGATCAAAGAA
TGATGTATTAAGATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATAG
CGCCTGCTAATCAGGGTAAAGATAATAAAAGTAATAAAGC
TGTAATTACTACAGATCAAACAAATAATGGTATTCGGTCG
AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA
AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT
ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GAACTAATCAATTT

CVi4

Calliphora vicina

ATTCCTAATGAACCAAAAGTTTCCTTTTTTCCTGATTCTTGG
CTAATAATATGTGAAATTATTCCGAATCCAGGTAAAATTAA
AATATAAACTTCAGGATGACCAAAAAATCAAAATAAATGT
TGGTACAAGATTGGGTCTCCTCCTCCTGCTGGGTCAAAGAA
TGATGTATTAAGATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATAG
CGCCTGCTAATCCTGGTAAAGATAATAAAAGTAATAAAGC
TGTAATTACTACAGATCAAACAAATAATGGTATTCGGTCG
AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA
AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT
ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GAACTAATC

CVis

Calliphora vicina

ATTCCTAATGAACCAAAAGTTTCCTTTTTTCCTGATTCTTGG
CTAATAATATGTGAAATTATTCCGAATCCAGGTAAAATTAA
AATATAAACTTCAGGATGACCAAAAAATCAAAATAAATGT
TGGTACAAGATTGGGTCTCCTCCTCCTGCTGGGTCAAAGAA
TGATGTATTAAGATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATAG
CACCTGCTAATCCTGGTAAAGATAATAAAAGTAATAAAGC
TGTAATTACTACAGATCAAACAAATAATGGTATTCGGTCA
AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
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AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA

AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT

ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GAACTAATCA

Ccvie

Calliphora vicina

ATTCCTAATGAACCAAAAGTTTCCTTTTTTCCTGATTCTTGG
CTAATAATATGTGAAATTATTCCGAATCCAGGTAAAATTAA
AATATAAACTTCAGGATGACCAAAAAATCAAAATAAATGT
TGGTACAAGATTGGGTCTCCTCCTCCTGCTGGGTCAAAGAA
TGATGTATTAAGATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATAG
CACCTGCTAATACTGGTAAAGATAATAAAAGTAATAAAGC
TGTAATTACTACAGATCAAACAAATAATGGTATTCGGTCG
AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA
AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT
ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GAACTAATCAATT

Ccvir

Calliphora vicina

ATTCCTAATGAACCAAAAGTTTCCTTTTTTCCTGATTCTTGG
CTAATAATATGTGAAATTATTCCGAATCCAGGTAAAATTAA
AATATAAACTTCAGGATGACCAAAAAATCAAAATAAATGT
TGGTACAAGAGTGGGTCTCCTCCTCTTTCTGGGTCAAAGAA
TGATGTATTAAGATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATAG
CACCTGCTAATACTGGTAAAGATAATAAAAGTAATAAAGC
TGTAATTACTACAGATCAAACAAATAATGGTATTCGGTCG
AATGTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAAT
AAAATTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAGT
GTAAAGAAAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATG
AGCGATATTAGAAGATAAAGGTGGGTAAACAGTTCATCCT
GTTCCAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTTACTAATAGTAA
AGTTAATGCAGGAGGTAAAAGTCAGAAACTTATATTGTTT
ATCCGAGGGAAGGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAAAG
GAACTAATCAATT
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CAL1

Chrysomya albiceps

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATATTTCATT
TTCGGAGCTTGATCTGGAATAGTAGGAACTTCTTTAAGAAT
TCTAATTCGAGCTGAATTAGGACATCCTGGAGCACTAATTG
GAGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCC
TTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGA
GGATTTGGAAATTGACTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCC
AGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTCTGAC
TTTTACCCCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATA
GTAGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTATCCAC
CTTTATCATCTAATATTGCTCATGGTGGAGCATCAGTTGAT
TTAGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACTGTTATTAATATACG
ATCTACAGGAATCACATTTGATCGAATACCTTTATTCGTAT
GATCTGTAGTTATTACTGCTCTTCTTTTATTATTATCATTAC
CAGTATTAGCCGGTGCAATTACTATATTATTAACTGATCGA
AATTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAG
ATCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACC
CTGAAGTT

CAL2

Chrysomya albiceps

TCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATATTTCATTTT
CGGAGCTTGATCTGGAATAGTAGGAACTTCTTTAAGAATTC
TAATTCGAGCTGAATTAGGACATCCTGGAGCACTAATTGG
AGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCCT
TTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGA
GGATTTGGAAATTGACTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCC
AGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTCTGAC
TTTTACCTCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATA
GTAGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTATCCAC
CTTTATCATCTAATATTGCTCATGGTGGAGCATCAGTTGAT
TTAGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACTGTTATTAATATACG
ATCTACAGGAATCACATTTGATCGAATACCTTTATTCGTAT
GATCTGTAGTTATTACTGCTCTTCTTTTATTATTATCATTAC
CAGTATTAGCCGGTGCAATTACTATATTATTAACTGATCGA
ATTTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAAGAAA
ATCCTATTTTATATCAA
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CAL3

Chrysomya albiceps

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATATTTCATT
TTCGGAGCTTGATCTGGAATAGTAGGAACTTCTTTAAGAAT
TCTAATTCGAGCTGAATTAGGACATCCTGGAGCACTAATTG
GAGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCC
TTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGA
GGATTTGGAAATTGACTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCC
AGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTCTGAC
TTTTACCCCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATA
GTAGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTATCCAC
CTTTATCATCTAATATTGCTCATGGTGGAGCATCAGTTGAT
TTAGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACTGTTATTAATATACG
ATCTACAGGAATCACATTTGATCGAATACCTTTATTCGTAT
GATCTGTAGTTATTACTGCTCTTCTTTTATTATTATCATTAC
CAGTATTAGCCGGTGCAATTACTATATTATTAACTGATCGA
AATTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAG
ATCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACC
CTGAAGTTT

CAL4

Chrysomya albiceps

AGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCCT
TTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGA
GGATTTGGAAATTGACTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCC
AGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTCTGAC
TTTTACCTCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATA
GTAGAAAATGGAGCTGGAACAGGATGAACTGTTTATCCAC
CTTTATCATCTAATATTGCTCATGGTGGAGCATCAGTTGAT
TTAGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGAATTTCATCAATC
TTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACTGTTATTAATATACG
ATCTACAGGAATCACATTTGATCGAATACCTTTATTCGTAT
GATCTGTAGTTATTACTGCTCTTCTTTTATTATTATCATTAC
CAGTATTAGCCGGTGCAATTACTATATTATTAACTGATCGA
AATTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAG
ATCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTG

LCAl1

Lucilia caesar

AAAGATATTGGTACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTGATC
CGGTATAATCGGAACTTCATTAAGAATTTTAATTCGAGCTG
AATTAGGACACCCTGGTGCATTAATTGGAGATGACCAAAT
TTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTT
CTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATT
GATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATAGCATTC
CCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCTGC
ATTAACTTTATTATTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGA
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GCTGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTTTATCATCTAA
TATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTTTC
TCTTCATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGAGCTGTAA
ATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAATT
ACTTTTGACCGAATACCTTTATTCGTTTGATCAGTAGTAAT
TACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCTGG
AGCTATTACTATACTTTTAACTGATCGAAATCTTAATACTT
CATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTTTATAC
CAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC

LSE1

Lucilia sericata

AAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGATC
CGGAATAATTGGAACTTCTTTAAGAATTCTAATTCGAGCTG
AATTAGGACATCCTGGAGCTTTAATTGGAGATGATCAAATT
TATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTTT
TTTATAGTAATGCCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTG
ATTAGTTCCATTAATACTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCC
CTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCTGCA
TTAACTTTATTATTAGTTAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGC
TGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTATCTTCTAATA
TTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTCTCTC
TTCATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCTGTAAAT
TTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAATTAC
TTTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTAC
AGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCAGGAG
CTATTACAATACTTTTAACAGACCGAAATCTTAATACATCA
TTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCA
ACATTTATTTTGATTTTTTGGT

LSE2

Lucilia sericata

CATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTG
ATCCGGAATAATTGGAACTTCTTTAAGAATTCTAATTCGAG
CTGAATTAGGACATCCTGGAGCTTTAATTGGAGATGATCA
AATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAAT
TTTTTTTATAGTAATGCCAATTATAATTGGAGGATTTGGAA
ATTGATTAGTTCCATTAATACTAGGAGCTCCAGATATAGCA
TTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCT
GCATTAACTTTATTATTAGTTAGTAGTATAGTAGAAAACGG
AGCTGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTATCTTCTA
ATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTCT
CTCTTCATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCTGTA
AATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAAT
TACTTTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAAT
TACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCAG
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GAGCTATTACAATACTTTTAACAGACCGAAATCTTAATACA
TCATTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTTGGT

LSE3

Lucilia sericata

GTATTAAGATTTCGGTCTGTTAAAAGTATTGTAATAGCTCC
TGCTAATACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCTGTA
ATTACTACTGATCAAACAAATAAAGGTATTCGATCAAAAG
TAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAACTGTAGTAATAAAA
TTTACAGCTCCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAATGAAG
AGAGAAAATAGCTAAATCAACAGAAGCTCCTCCATGAGCA
ATATTAGAAGATAGAGGAGGGTAAACTGTTCATCCTGTTC
CAGCTCCGTTTTCTACTATACTACTAACTAATAATAAAGTT
AATGCAGGAGGTAAAAGTCAAAAACTTATATTATTTATTC
GAGGGAATGCTATATCTGGAGCTCCTAGTATTAATGGAAC
TAATCAATTTCCAAATCCTCCAATTATAATTGGCATTACTA
TAAAAAAAATTATAATAAAAGCATGAGCTGTAACAATTAC
ATTATAAATTTGATCATCTCCAATTAAAGCTCCAGGATGTC
CTAATTCAGCTCGAATTAGAATTCTTAAAGAAGTTCCAATT
ATTCCGGATCAAGCTCCAAAAATAAAATATAAAGTTCCAA
TATCTTTATG

LSE4

Lucilia sericata

CATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTG
ATCCGGAATAATTGGAACTTCTTTAAGAATTCTAATTCGAG
CTGAATTAGGACATCCTGGAGCTTTAATTGGAGATGATCA
AATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAAT
TTTTTTTATAGTAATGCCAATTATAATTGGAGGATTTGGAA
ATTGATTAGTTCCATTAATACTAGGAGCTCCAGATATAGCA
TTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCT
GCATTAACTTTATTATTAGTTAGTAGTATAGTAGAAAACGG
AGCTGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTATCTTCTA
ATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTCT
CTCTTCATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCTGTA
AATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAAT
TACTTTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAAT
TACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCAG
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGACCGAAATCTTAATACA
TCATTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATA
CCAACATTTATTTTGATATTTTTGGTC
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LSE5

Lucilia sericata

ATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGA
TCCGGAATAATTGGAACTTCTTTAAGAATTCTAATTCGAGC
TGAATTAGGACATCCTGGAGCTTTAATTGGAGATGATCAA
ATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAATT
TTTTTTATAGTAATGCCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAA
TTGATTAGTTCCATTAATACTAGGAGCTCCAGATATAGCAT
TCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCTCCT
GCATTAACTTTATTATTAGTTAGTAGTATAGTAGAAAACGG
AGCTGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTATCTTCTA
ATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTCT
CTCTTCATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCTGTA
AATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAAT
TACTTTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAAT
TACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCAG
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGACCGAAATCTTAATACA
TCATTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC

UNW?2

Sarcophaga cucullans

GACCTTAAGGATTTGTGAACCTTTATTTTTAGAGTTATTGC
ACCTGCAAGTACTGGTAAAGAAAGTAATAATAGTAAAGCT
GTAGTTACTACTGATCAAACAAATAATGGTATTCGATCAA
AAGTAATACCTGTANAACGCATATTAATTACTGTAGTAATA
AAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAAATTCCAGCTNATGT
AAAGAGAAAATATCTAAATCAACAGAATCTCCTACATGAG
CGATATTAGATAATANTGGGGGGTAGA

UNW3

Hydrotaea ignava

AAAGATATTGGTACTTTATATTTCATTTTTGGAGCTTGATC
AGGAATAATTGGAACTTCATTAAGAATTTTAATTCGAGCA
GAATTAGGTCACCCAGGAGCATTAATTGGTGATGATCAAA
TTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTT
TTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAAT
TGACTTGTTCCATTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCTTT
TCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGATTATTACCTCCTG
CTTTAACATTATTATTAGTAAGTAGAATAGTAGAAAATGG
AGCTGGAACTGGTTGAACTGTTTACCCTCCATTATCATCTA
ATATTGCACATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTT
TCTCTTCATTTAGCTGGAATTTCATCTATTCTAGGTGCAGTA
AATTTTATTTCTACTGTAATTAATATACGATCAACTGGAAT
TACCTTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCTGTAGTAAT
TACTGCTCTTTTATTATTATTATCATTACCTGTATTAGCTGG
AGCTATTACTATATTATTAACTGATCGAAATTTAAATACTT
CATTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATAT
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CAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC

Cvo1

Calliphora vomitoria

TAAAGATATTGGTACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTGATC
AGGAATGATTGGAACTTCATTAAGAATTTTAATTCGAGCTG
AACTAGGGCATCCTGGAGCATTAATTGGAGATGATCAAAT
TTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTT
TTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGGTTTGGAAATT
GATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATAGCATTC
CCTCGAATAAATAATATAAGTTTCTGACTTTTACCTCCTGC
ATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGA
GCTGGAACTGGATGAACTGTTTATCCACCTTTATCTTCTAA
TATTGCACATGGAGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTTTC
TTTACATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGAGCTGTAA
ATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGATCAACAGGTATT
ACCTTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGATCAGTAGTAAT
TACAGCCTTATTACTTTTATTATCTTTACCAGTATTAGCAGG
AGCTATTACTATATTATTAACAGATCGAAATCTTAATACTT
CATTCTTTGACCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATAC
CAACACTTATTTTGATTTTTTGGTCA

CvO2

Calliphora vomitoria

AACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATACTTTATTTTTG
GAGCTTGATCAGGAATGATTGGAACTTCATTAAGAATTTTA
ATTCGAGCTGAACTAGGGCATCCTGGAGCATTAATTGGAG
ATGATCAAATTTATAATGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTT
ATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGG
GTTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCCCCAG
ATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTCTGACTT
TTACCTCCTGCATTAACTTTACTATTAGTAAGTAGTATAGT
AGAAAACGGAGCTGGAACTGGATGAACTGTTTATCCACCT
TTATCTTCTAATATTGCACATGGAGGAGCTTCTGTTGATTT
AGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTT
AGGAGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAATATACGAT
CAACAGGTATTACCTTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGA
TCAGTAGTAATTACAGCCTTATTACTTTTATTATCTTTACCA
GTATTAGCAGGAGCTATTACTATATTATTAACAGATCGAAA
TCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGAGGAGGAGATC
CAATTTTATACCAACACTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCTG
A
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MST1

Muscina stabulans

TTACGATCTGTTAATAATATTGTAATAGCTCCAGCTAAAAC
AGGTAAGGATAAAAGAAGTAATAATGCTGTAATTACTACT
GATCAAACAAATAAGGGTATACGATCAAATGAAATACCTG
TGGATCGTATATTAATTACGGTTGTAATAAAATTTACAGCT
CCTAAAATTGAAGAAATTCCTGCTAAATGTAAAGAAAAAA
TAGCTAAATCTACAGAAGCTCCTCCATGAGCAATATTAGA
AGATAAAGGAGGGTAAACGGTTCAACCAGTTCCAGCCCCC
TTTTCAACTATACTACTTACAAGTAATAATGTTAATGCGGG
AGGTAAAAGTCAAAAACTTATATTATTTATTCGGGGGAAT
GCTATATCTGGTGCTCCTAATATTAAAGGGACTAATCAATT
TCCAAATCCTCCAATTATAATAGGCATTACTATGAAAAAA
ATTATAATAAAAGCATGGGCTGTTACAATTACGTTATAAAT
TTGGTCATCCCCAATTAAAGCACCAGGATGTCCTAATTCAG
TTCGTACTAGGATACTTAGGGAAGTTCCTACTATTCCTGAT
CAAGCTCCAAAAATAAAATATAAAGTACCAATATCTTTAT
GATTTGTTGA

MST2

Muscina stabulans

TCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTTTATATTTTATTTTT
GGAGCTTGATCAGGAATAGTAGGAACTTCCCTAAGTATCC
TAGTACGAACTGAATTAGGACATCCTGGTGCTTTAATTGGG
GATGACCAAATTTATAACGTAATTGTAACAGCCCATGCTTT
TATTATAATTTTTTTCATAGTAATGCCTATTATAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTTTAATATTAGGAGCACCA
GATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACT
TTTACCTCCCGCATTAACATTATTACTTGTAAGTAGTATAG
TTGAAAAGGGGGCTGGAACTGGTTGAACCGTTTACCCTCCT
TTATCTTCTAATATTGCTCATGGAGGAGCTTCTGTAGATTT
AGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCTTCAATTTT
AGGAGCTGTAAATTTTATTACAACCGTAATTAATATACGAT
CCACAGGTATTTCATTTGATCGTATACCCTTATTTGTTTGAT
CAGTAGTAATTACAGCATTATTACTTCTTTTATCCTTACCTG
TTTTAGCTGGAGCTATTACAATATTATTAACAGATCGTAAT
TTAAATACTTCATTCTTTGACCCCGCAGGAGGAGGAGATCC
AATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCTGA
AGTT
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