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KUZEYDOGU ANADOLU YORESINDE SIMULIUM TURLERININ DNA
BARKODLAMASI VE FILOGENETIK KLASIFIKASYONLARI

OZET

Bu ¢alisma, Kuzeydogu Anadolu yoresinde Simulium salginlari ve simulitoksikozis olgularinin
rapor edildigi odaklarda simuliid tiirlerinin molekiiler karakterizasyonlarint ve filogenetik
yapilanmalarini ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Bu amacla, Haziran-Eyliil 2015 tarihleri
arasinda cesitli akarsulardan toplam 150 adet simuliid larva ve pupa 6rneklemesi yapilmistir.
Orneklerin morfolojik (pupa) ve kromozom (larva) analizleriyle tiir identifikasyonlar1 ABD
Clemson Universitesi Entomoloji Departmaninda gerceklestirilmistir. Larva ve pupalardan
bireysel olarak genomik DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA’lar parsiyel
mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) gen bolgesini amplifiye eden spesifik
primerler ile PCR analizlerine tabii tutulmustur. Pozitif izolatlara ait amplikonlarin PCR
primerleri ile klonlanlanip plazmid piirifikasyonundan sonra sekans analizleri ger¢eklestirilmis
ve filogenetik yapilanmalar1 arastirilmistir. Elde edilen izolatlar GenBank veritabanina
KX673578-603 ve KX689258-59 aksesyon numaralari ile kaydedilmistir. Morfolojik ve
kromozomal analizlerle Simulium kiritshenkoi kompleks, S. vernum, S. bergi, S. equinum ve S.
paraequinum tiirleri identifiye edilmistir. Simuliid tiirler igerisinde analizlere dahil edilen
izolatlara ait niikleotid sekanslarinda 25 farkli haplotipi ortaya koyan 159 polimorfik bolge
saptanmugtir. S. Kiritshenkoi, S. vernum, S. bergi, S. equinum, S. paraequinum ve S. bergi
tiirlerinin ayrimi igin mt-COI barkodlamasinin efektif bir marker oldugu belirlenmistir. Tlgili
tiirlere ait izolatlarin diinyanin farkli bolgelerinden bildirilmis homologlariyla birlikte kiime
olusturarak monofiletik karakterli olduklar tespit edilmistir.

Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez Kuzeydogu Anadolu ydresinde pest karakteri
gosteren Simulium tiirlerinin morfolojik, kromozomal ve genetik karakterizasyonlari yapilarak
molekiiler epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Ayrica ¢alisma ile S. vernum tiirliniin

Tiirkiye’deki varligi ilk kez molekiiler diizeyde ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Simulium, DNA barkodlama, Molekiiler Klasifikasyon, Kuzeydogu

Anadolu Yoresi
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DNA BARCODING AND PHYLOGENETIC CLASSIFICATIONS OF SIMULIUM
SPECIES IN NORTHEASTERN ANATOLIA REGION

ABSTRACT

This study was conducted to reveal the molecular characterizations and phylogenetic structures
of simulid species at the foci where Simulium outbreaks and simulitoxicosis cases are reported
in North East Anatolia region. For this aim, a total of 150 simuliid larvae and pupae were
sampled from various rivers between June and September 2015. Species identification by
morphological (pupa) and chromosome (larva) analysis of samples was carried out in the
Entomology Department of Clemson University, USA. Individual genomic DNA extraction
from larvae and pupae was carried out and the obtained DNAs were performed to PCR analyzes
with specific primers amplifying the partial mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (mt-
COIl) gene region. Amplicons from positive isolates were cloned with PCR primers and
sequence analysis was performed after plasmid purification and phylogenetic constructs were
investigated. The obtained isolates were recorded in the GenBank database with accession
numbers KX673578-603 and KX689258-59. Simulium kiritshenkoi complex, S. vernum, S.
bergi, S. equinum and S. paraequinum species from totally 100 larvae and 50 pupae samples
were identified with morphological and chromosomal analysis. Within the simulid species, 159
polymorphic regions revealed 25 different haplotypes in the nucleotide sequences of the isolates
were detected. Mt-COI barcoding are effective markers in difference of S. kiritshenkoi,
S.vernum, S. bergi, S. equinum and S. paraequinum species. It has been found that isolates are
clustered together with their homologues reported from different regions of the world and are
monophyletic.

In conclusion, molecular epidemiologic data with morphological, chromosomal and genetic
characterization of Simulium species showing pest character in North Eastern Anatolia region
were obtained for the first time with this study.

In addition, the study revealed that the presence of S. vernum in Turkey for the first time at the

molecular level.

Key words: Simulium, DNA barcoding, Phylogenetic Classification, Northeastern Anatolia
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1. GIRIS/ AMAC VE KAPSAM

Diptera dizisi, Nematocera dizi alt1 ve Simuliidae ailesinde yer alan karasinekler kanatl ve evcil
hayvanlar ile insan sagligini tehdit etmelerinin yaninda ekonomik ve ekolojik bakimdan da
onemli insektlerdir (4). Simuliidae ailesindeki tiirlerin morfolojik identifikasyonlar1 oldukg¢a
kompleks olup, beraberinde bir takim teshis hatalarina yol agabilmektedir. Ayni zamanda
bircok simuliid tiirtinde goriilebilen cryiptic ve kardes (sibling) tiirlerin belirlenmesi
morfometrik analizlerle miimkiin degildir. Bu agidan simuliid tiirlerin identifikasyon ve
klasifikasyonunun yaninda cryptic ve sibling tiirlerin belirlenmesinde sitogenetik kromozomal
analizler ve cesitli niikleer ribozomal ve mitokondrial gen bolgelerininin filogenetik analiz
calismalar1 bulunmaktadir.

Kuzeydogu Anadolu Boélgesi, Kars, Ardahan, Igdir, Agr1 ve Erzurum nispeten de Glimiishane,
Bayburt ve Artvin'i i¢ine alan bir bolgedir. Bolge daglik olup hayvancilik icin oldukga
elverislidir. Ayn1 zamanda bdlgede bulunan Palanddken daglarinda kis sporlarinin yapilmasi
ve diinyanin hemen her bolgesinden bir¢ok yabanci turistin bolgeye gelmesi bu sineklerin
vektorliiglini yaptig1 cesitli patojenler ve olusturduklar risk potansiyeli acisindan oldukca
onemlidir. Ergin disi karasinekler yasam dongiilerini tamamlamak i¢in insan, kanathi ve
memelilerden kan emmektedirler. Boylece insan ve diger hayvanlar tizerinde somiirticii, toksik,
travmatik ve irkiltici etkilerinin yaninda ¢esitli viral, bakteriyel ve paraziter bazi hastaliklara
vektorliik etmektedirler. Simuliid karasinekler tarafindan insanlara nakledilen en 6nemli
parazitler Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi tiirii nematodlar olup, kanatlilara ise
Leucocytozoon enfeksiyonunu bulastirmaktadirlar. Sayica ¢ogalmalari durumunda ortaya ¢ikan
salginlar, insan ve hayvan sagligini tehdit etmenin yaninda, onlarin psikolojilerini bozmakta ve
tarim basta olmak tizere turizmi de engelleyerek ciddi boyutlarda ekonomik kayiplarin sebebi
olmaktadirlar (95).

Bu projede Kuzeydogu Anadolu yoresinde simulitoksikozis olgularmin goriildiigii odaklar
basta olmak {lizere yayginlik gosteren simuliid tiirlerinin larval identifikasyonlar1 ve
mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (mt-COI) gen bolgesine gore barkodlamalari
yapilarak filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. Belirlenen tiim izolatlar ilgili gen bolgesi
sekanslarina gore tlir ve/veya haplotip bazinda karakterize edilmis ve GenBank veri tabanina
kaydedilerek barkodlanmalar1 saglanmistir. Karakterizasyonlar1 saglanan Simulium soyuna ait
izolatlarin GenBank veri tabaninda Tiirkiye’de ve Diinyanin farkli bolgelerinden kayitlart

saglanmis homolog izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalar1 ortaya konmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Simulium Tiirlerinin Simiflandirmadaki Yeri

Diptera dizisi igerisinde Nematocera dizi boliimiinde yer alan ve diinyanin her bolgesinde
goriilebilen 6nemli ailelerden birisi de Simuliidae (Karasinekler, Blackflies) ailesidir.
Simuliidae ailesinde 26 soy icerisinde (Sekil 1) bu giine kadar 2232’si yasayan, 15’1 ortadan
kalkmis (fosil) toplam 2247 tiir tarif edilmis ve bunlarin 1842’si Simulium soyunda yer almigtir
(4). Bu tiirlerin ¢ogunda disilere diinyanin gesitli bolgelerinde yerel halk tarafindan degisik
isimler [Buffalo Gnats (ingiltere), mawi (Afrika), pium veya borrachudos (Brezilya), potu
(Hindistan), jejenes (Venezuela), bocones (Kosta Rika), rodadores (Kiiba), karasinek, kanbur

sinek, mucuk veya iivez (Tiirkiye)] verilmistir.



Eukaryota
Opisthokonta
Metazoa
Eumetazoa
Bilateria
Coelomata
Protostomia
Panarthropoda
Arthropoda
Mandibulata
Pancrustacea
Hexapoda
Insecta
Dicondylia
Pterygota
Neoptera
Endopterygota
Diptera
Nematocera
Culicimorpha
Chironomoidea
Simuliidae
Simuliinae
Simuliini

Simulium

Sekil 2.1. Simulium tiirlerinin sistematikteki yeri (4).

2.2. Simulium Tiirlerinin Morfolojisi

Simuliidler; kii¢iik, esmer, kalin viicutlu, kambur sirthh nematocerlerdir. Simuliidler disarida
yasarlar (exophilic) ve disarida beslenirler (exophagic). Kanat uzunluklar1 1,5-6 mm’dir ve
genellikle giindiizcii sineklerdir. Disilerde tek tek elementlerden olusmus (ommatidia) olan
gozler kiiciik ve antenlerin dorsalinde ayr1 olarak yer almistir. Erkeklerde ise gozler daha genis

ve antenlerin dorsalinde bitisiktirler. Antenler her iki cinste de aynidir ve genellikle 11



segmentlidirler. Palpler 5 segmentli olup kisa olan hortumdan olduk¢a uzundurlar. Kanatlar
kisa, genis, pulsuz, beneksiz ve parlaktir. Ven dolasimi kanadin 6n kenar1 boyunca uzanan iyi
gelismis radial venlerle karakterizedir. Zayif gorlinlimlerine ragmen kanatlar oldukca
giicliidiirler. Bu sayede uzak mesafelere u¢ma yetenegi kazanmislardir. Durgun havalarda 100

km’den fazla ucabilirler. Etkin ucus alanlar1 18 kilometrelik ¢ap icerisindedir (7, 66).

Kisa ve giigli
antenler

kalin ve giiglii, posterior
- venler zayif

sinekler

Sekil 2.2. Simulium sp. morfolojisi

(http://lwww.entomology.umn.edu/museum/links/coursefiles/Nematocera%?20characters.html)
2.3. Yasam Dongiisii

Karasineklerin pek ¢ok tiirlinde yasam siklusunda farkliliklar bulunmaktadir. Simuliidlerin
larva dagilimmna mevsim ve suyun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri etki etmektedir. Fiziksel
Ozellikleri arasinda suyun akinti hizi, sicaklik, bulaniklik ve su i¢inde bulunan maddeler,
kimyasal 6zellikleri arasinda ise suyun oksijen miktari, pH’s1, elektriksel iletkenligi, azot ve

fosfor miktar1 yer almaktadir.

Yumurtalarin1 genellikle 30-800 arasinda, ortalama 200-300°liik gruplar halinde akan sularin
kenarlarina ya da direkt olarak suyun i¢ine birakirlar (7, 34, 86).

Simulium tiirlerinin yasam siklusu Sekil 2.3’de verilmistir.



Yumurta

(Kokon iinde) Larva dénemleri * i

Sekil 2.3. Simulium tiirlerinin hayat siklusu (14)

2.3.1. Yumurta

Ergin sinekler ovipardirlar. Yumurtalarini yavas akan, oksijenden zengin hafif alkali sulara
birakirlar. Yumurtalar, dnce krem-beyaz, sonra embriyonal gelisim ile birlikte siyaha yakin bir
renge doniistirler (Sekil 2.4). Yumurtalar, 100-400 pm uzunlugunda ve oval-elipsoidal veya ii¢
koselidirler. Yiizeyleri diizdiir. Gozle goriilebilir yumurta kabugu i¢ yumurta membrani1 ve
endokoryondur ya da ¢ok az koryonik plastron gelismistir (34, 86). Yumurtalarini oksijen
basincinin yiiksek oldugu akimtili sularin yiizeylerine toplu halde birakirlar ve birakilan
yumurtalar da iyi geligsmis bir plastrona gereksinim yoktur. Sonbaharin sonlarinda birakilan
yumurtalardan takip eden baharda su sicakligi yiikselene kadar larva ¢ikisi olmaz. Simuliid

yumurtalar kuruluga karsi hassastirlar. Uzun aylar nemli ortamlarda kalabilirler (7, 34, 86).



Sekil 2.4. Simulium sp. yumurtas1 (Kaynak: http://cal.vet.upenn.edu/projects/paralab/labs/lab8.htm)
2.3.2. Larva

Cevre ve suyun sicakligina bagli olarak yumurtalardan 4-5 giinde larvalar ¢ikar. Larvalar
kurtcuk seklinde silindirik yapidadir (Sekil 2.5). Yumurtadan ¢ikan larva kuyruk emicisi
(sucker) ile tas, kiitik veya su bitkileri gibi herhangi bir objeye tutunur ve ipeksi ipligi ile
1slanmaktan korunur. Larvalarda bir ¢esit filtre gorevi yapan bir ¢ift agiz fircas1 (sefalik fan)

bulunur.

Larva, kendi yasamini siirdiiriip yerlesebilecegi bir yer bulur ve oray1 ipek bir ag ile (zarla)
ormeye devam eder. Ayni zamanda larvalar maddelere tutunmak i¢in bol miktarda protein
yapistiricl da tretirler. Larvalar su ylizeyine yakin kalirlar. Hizli akimin oldugu ¢ok biiyiik
nehirlerde larvalar birka¢ metre derinlikte bulunabilirler. Larvalar bir ¢ift basit goz, sklerozite
bast ve kum saati gibi uzamis viicuda sahiptir. Viicutlar1 90°-180° biikiilme hareketi yapar. Bas
kisminda yelpaze tagimaktadir. Larvalar genellikle 10-100 pm biytkligiindeki organik
besinlerle (mikroorganizmalar, Orn: Bakteriler) beslenirler. Bunlar su akimmimn hizlandig
yerlerde daha ¢ok bulunmaktadir (7, 34, 86).



Antenler
Sefalikfan _ % Vi

N ,\"‘ Solungac histoblast1

Postrior halka . _ e
T ¥a Rektal organ

Sekil 2.5. Simulium sp. larvasi (Kaynak: http://dc347.4shared.com/doc/VFKoXT5t/preview.html)

2.3.3. Pupa

Son larva doneminden sonraki gelisim evresidir. Pupalar ¢ogunlukla bir kokon i¢ginde bulunur.
Pupanin basi ve toraksi tek bir parca halinde yani sefalotoraks i¢ginde birlesmistir ve segmentli
bir karin bulunmaktadir (Sekil 2.6). Toraks, dikenleri ve koza iplikleri ile ilgili kancalar
olusturur ve pupa yerinde kalir. Sefalotoraks kozanin akim yoniine dogru yer degistiren bir ¢ift
uzamis dallara ayrilmis solungaclar tasir. Geng pupalarda viicut rengi acik renkli iken pupa
gelisimi ile birlikte renk koyulasarak olgun pupalarda siyah bir renk alir. Beslenmeyen pupa,
icinde erigkin gelistiginden gitgide kararir. Pupa kabuklar1 dagildiginda eriskin hava akimiyla

stirtiklenir ve hemen ugmaya baslar (7, 34, 86).



Solungac histoblasti

Sekil 2.6. Simulium sp. pupasi (Kaynak: http://dc347.4shared.com/doc/VFKoXT5t/preview.html)
2.3.4. Ergin

Simulium erginleri tiknaz viicutlu, genis kanatlara, kisa antenlere ve kisa bir proboscise sahiptir
(Sekil 2.7). Pupadan ergin sineklerin ¢ikmasi, genellikle ve gogunlukla 11k ve 1s1ya bagli olarak
giindiiz olmaktadir. Pupadan erginlerin ¢ikisi, hava sicakligi 24-28 °C araliginda ve su sicakligi
en diisiik 8 °C iken olmakta ve 9.00-12.00 saatleri arasinda pik seviyeye ulagsmaktadir (7, 34,
86). Simuliidae ailesinde bulunan sineklerin erkekleri bitki 6zsulari ile beslenirken disileri
ucmalari i¢in gerekli olan enerjiyi bitki 6zsularindan karsilamakta ve yumurtlama dongiilerini

tamamlamak i¢in de insan ve sicakkanli hayvanlardan kan emmektedirler (14, 22).
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Sekil 2.7. Ergin Simulium sp. (Kaynak: http://www.bumblebee.org/invertebrates/DipteraA.htm)

2.4. Ureme

Karasinekler hizli akan sularda, barajlardan birakilan sularda, o6zellikle hidro -elektrik
barajlarinda tribiinlerden ¢ikan sularda ve daglardan nehirlere akan su kesimlerinde
uiremektedirler. Simuliidae ailesi liyeleri holometabol gelisim gosterirler. Ergin sinekler lireme
yerlerinde birbirlerine yaklasirlar ve ¢iftlesme yerde sekillenir. Simuliidler ovipardirlar. Erkek
simuliidler disileri 50 cm uzaktan taniyabilir ve ¢iftlesmek i¢in onlara yonelirler. Dollenmis
disiler siiriiler halinde giin batimi ve karanligin basladigi zaman araligindaki kisa siirede
yumurtalarini akigkan olan su iizerindeki otlara ve yaklasik 30-800 kadar yumurta birakirlar.

Bazi tiirler ise cm?’ye 2000-3000 yumurta birakabilmektedir. (7, 34, 86).
2.5. Beslenme

Simulium spp. disileri giindiizleri konaklarindan kan emmek i¢in saldirirlar. Bazi tiirler,
viicudun burun, kulak ve g6z gibi organlarina girmek isterler. Bu 6zellikleri insanlar1 ve evcil
hayvanlar1 rahatsiz eder. Erkekleri ise bitki 6zsuyu ile beslenirler. Disi simuliidlerin ¢ogu

yumurtalarin gelisimi i¢in kan emmeye ihtiya¢ duyarlar. Bu amagla insan ve birgok memeliden



kan emebilirler. Erkekler ise bitki nektar1 ile beslenirler. Bu sinekler 6zellikle giindiiz 9.9 -
17.% saatleri arasinda maksimum aktivite gosterirler. Kan emen disilerin émrii 30 giine kadar

uzarken bitki 6zsuyu ile beslenen erkekler ortalama 10 giin yasarlar (7, 34, 86).
2.6. Simulium Tiirlerinin Vektorliik Rolleri ve Cevresel Onemleri

Simuliidler bizzat kan emerek zarar vermeleri yaninda, pek ¢ok patojeni de naklederler. Bu
sekilde patojenlere vektorliikk yapmalart medikal ve veteriner 6nemlerini daha da artirmaktadir.
Bu sinekler insan ve hayvanlarin agiz, burun delikleri, gozleri, kulaklar1 basta olmak iizere
viicudun degisik boliimlerine saldirarak rahatsizlik verirler. Cok az ses ¢ikarirlar ancak,
aydinlanmig ortamlarda derhal derinin lizerine konarak kan emerler. Genellikle ¢ok sayida
ortaya cikarlar, kiimes hayvanlari ve diger ¢iftlik hayvanlarina siiriiler halinde saldirarak
hayvanlarin solunum yollarin1 tikayarak ve/veya toksinleri (similotoksikozis) ile oliimlere
sebebiyet verebilirler. Bu sineklerin sokmalar1 oldukga irritatiftir. Viicudun acikta kalan
boliimlerini, 6zellikle yiiz ve boyun bolgelerini sokarlar. Simuliid karasinekler tarafindan
insanlara nakledilen en 6nemli parazitler Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi tiirii
nematodlardir. Bu tiirler, diinyanin Afrotropikal ve Netropikal bolgelerinde yaklasik 17 milyon
insanin yakalandigi “onchocerciasis veya nehir korliigli” olarak bilinen hastaliktan
sorumludurlar. Bunun yaninda kanatlilara Leucocytozoon enfeksiyonunu bulastirirlar.
Simuliidler kan emerek yaptiklar1 parazitligin yaninda Onchocerca volvulus, O. gutturosa, O.
cervipedis, O. dukei, O. lienalis, O. ochengi, O. ramachandrini, O. tarcicola, Dirofilaria ursi,
Splendidofilaria fallisensis, Mansonella ozzardi, Trypanosoma avium, Try. confusum, Try.
corvi, Try. numidae, Leucocytozoon anatis, L. smithi, L. caulleryi, Hemoproteus nettionis tiirleri
gibi parazitlerin yaninda ¢esitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel patojenlerin de vektorliigiinii

yaparlar (4, 7, 34, 86).

Tibbi 6nemlerinin yaninda, Simuliidler akarsu ekolojisinin temelini olustururlar. Zira bu
sineklerin aquatik gelisim evreleri (larva) bulunduklari sudaki ¢éziinmeyen organik maddelerin
filtrasyonunu saglayarak besin zincirinde suyun icilebilir hale gelmesine katkida bulunurlar.
Karasinekler, temiz su kaynaklarinin g¢evre kirliligine karsi diizenli kontrollerinde de c¢ok
onemlidirler. Ciinkii aquatik gelisim evreleri nehirler gibi temiz su yataklarinin organik ve
inorganik kontaminantlara (6rn., seker fabrikasi atiklari, ¢iftliklerden gelen hayvansal atiklar,
tarima acik ekilip bigilen alanlardan ¢evreye yayilan zirai miicadele ilact insektisitler ve

giibreler) karst oldukca duyarhidirlar. Karasinekler, ayrica morfolojik olarak tiirlerin
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olusumunun ve retikulat evrimin anlagilmasinda korunumlu 6zel bir evrimsel neme sahiptirler

(4,7, 34, 86).

Simuliidae, morfolojik olarak olduk¢a homojen bir ailedir. Bu sinekler, medikal ve veteriner
onemleri oldukca yiiksek olmasina karsin genellikle ihmal edilmislerdir. Simuliidlerin
taksonomisinde ¢esitli problemler vardir. Oncelikle diinya iizerinde halen ¢esitli bolgesel
Simuliid faunalar hakkinda bilgiler yetersizdir. Yeni bulundugu alanlarda bunlarla ilgili olarak
bio farklilik aragtirmalarina ve revizyoner ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunun yaninda
hali hazirda supraspesifik klasifikasyon stabil olmayip problemlidir. Birgok tiir veya tiir
gruplar1 yanlis soylarda klasifiye edilmektedir (4, 7, 34, 86).

Cesitli kan emici Diptera tiirlerinde beslenme i¢in konak tercihi ¢esitli enfeksiyozler igin risk
faktorlerinin ortaya konulmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu amagla kanatli, memeli ve

diger omurgalilara spesifik mitokondriyal gen bolgelerini ¢cogaltan primerler kullanilmaktadir

(45, 56).
2.7. Tiirkiye’de Simuliid Sinekler Uzerine Yapilan Konvansiyonel Calismalar

Tiirkiye’de giliniimiize kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri {izerine yapilmis kapsaml
calismalar ¢ok sinirlidir. Bununla birlikte, 1994 yil1 ilkbaharinda Erzurum’un bazi ilgelerinde
sigirlarin giinlin giinesli saatlerinde kiiciik karasinek saldirilar1 sonucu yaklagik 100 hayvanin
oldiigli vakada, sigirlara saldiran ve Oliime sebep olan kiigiik karasineklerin Almanya’da
yapilan laboratuvar teshisleri sonucu Tetisimulium bezini (Corti) (= T. condici Baranov)
(Diptera, Simuliidae) oldugu ortaya konmustur (67). Daha sonra Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bir kadina ait idrar
orneginde Simulium sp. larvasi bildirilmistir (9). Arslan ve Temur (10) ise 2005 y1l1 Nisan ay1
ortalarinda Tortum Ilgesi Aktas ve Yumakli Kdylerinde sigirlarda sinek sokmasi sonucu,
erkeklerin prepusyumlarinin ve ¢ene altlarinin sistigi, disi hayvanlarda ¢ene alt1 6demle birlikte
memelerde yaygin petesilerin oldugunu ve gebe olan bir inegin yavru attigin1 rapor etmislerdir.
Tiirkiye’nin Simulium faunasina katki saglayacak sinirli sayida ¢alisma rapor edilmistir (11, 18,
23, 29, 30, 50-53, 67, 88, 95, 97). Bu c¢alismalardan Kazanci ve Cleargue-Gazeau (50),
Tiirkiye’de Simuliidae faunasi iizerine ilk detayli ¢alismayr yapmiglar ve 22 tiir (20’si yeni
kay1t) rapor etmislerdir. Takiben Cleargue-Gazeau ve Kazanci, (18) Tiirkiye’de 26 tiirii (7’si
yeni kayit) bildirmislerdir. Balik ve ark., (11), Dikili-Ayvalik yoresinde Yelkoprii magarasi ve
civarinin sucul faunasinin tespiti amaciyla yaptiklart ¢alismada Eusimulium angustitarse’yi

rapor etmislerdir. Sirin ve Sahin (88), Sakarya Nehir Havzasi’'nda 23 tiiri (10°u yeni kayzit)
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rapor etmislerdir. Crosskey ve Zwick (23), Tirkiye’nin Anadolu boliimiinde 9 yeni tiirii tarif
etmislerdir. Yine Zwick (97), daha once kaydedilmis tiirlerin yeni istasyonlardan kayitlarini
vermistir. Kazanci ve Ertung (51), Tiirkiye Simuliidae faunasina iliskin 19 tiirii (5’1 yeni kayit)
ve bu tiirlerin bazi ekolojik 6zelliklerini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (52), Tiirkiye’nin
kuzey, bat1 ve giineyinden topladiklar1 6rneklerde 15 tiir (5’1 yeni kayit) identifiye etmislerdir.
Ertun¢ ve ark., (30), Yedi Goller Milli Parki’nda Simuliidae faunasi lizerine yaptiklari
arastirmada 7 tir identifiye etmislerdir. Ertung (29), Tiirkiye’nin batisindaki bazi akarsu
sistemlerinin (Koycegiz Golii ¢evresi, Biiylik Menderes Nehri ¢evresi ve Yedigoller Milli
Parki) Simuliidae faunasi ilizerine yaptig1 ¢alismada 1 alt familyaya ait 2 cins, 5 alt cins ve 17
tiir saptamistir. Kazanci ve Ertung (53), Yesilirmak Nehir Havzasi’nin Simuliidae faunasini ve
Simuliidae tiirlerinin su kalitesi ile iligkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢aligmada 10 tiir
(1°1 Yesilirmak Havzas1 i¢in ilk kayit) identifiye etmislerdir. Diger yandan Yilmaz ve ark., (95),
Kayseri-Nevsehir arasinda kalan Orta Kizilirmak alaninda Simulium enfestasyonlarinin afet
boyutundaki artigini rapor etmislerdir. Ayrica Gazyagci (32), Kirikkale ve Ankara Yoresi

Kizilirmak Nehri’nde Simuliid tiirlerinin yayilis1 hakkinda rapor vermiglerdir.
2.8. Simuliid Sinekler Uzerine Yapilan Molekiiler Calismalar
2.8.1. Diinyadaki molekiiler calismalar

Simulidlerin taksonomik Klasifikasyonu konvansiyonel olarak larvada kromozomal analiz,
pupada morfoloji ve erginlerinde dis yap1 morfolojisine dayanmaktadir. Tiir ayrimi morfolojik
ve sitolojik olarak ¢ok zordur (7, 21, 49). Bunun yaninda bu aile i¢in genis ¢apli kladistik
filogenetik calismalar sadece birka¢ calisma ile sinirhdir (7, 64, 65). Karasineklerin
taksonomisi ile ilgili DNA sekans ¢aligmalar1 16S ribozomal RNA ve transfer RNA (74) gen
bolgelerinin arastirilmasiyla baglamistir. Daha sonra ise 16s rRNA ve NADH subunit 4 (ND4)
gen bolgeleri kismen kullanigli olmustur (41, 58). Son yillarda ise Simulium tiirlerinin DNA
tabanl klasifikasyonunda ise ITS (Internal transcribed spacers) (69) ve COI (Cytochrome
oxidase I) (19) gen bolgeleri polimorfik bolgeleri ve bu sekilde ozgiilliigi yiiksek molekiiler

klasifikasyon yapilmaya baglanmistir.

16S rRNA ve ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) genlerinin mitokondriyal DNA
sekanslarina bagl olarak, Tang ve Unnasch, (90) Bat1 Afrika’daki Simulium damnosum’un 6
susu ile olan filogenetik yakinligini gostermislerdir. Ayn1 gen bolgeleri hem Afrika hem de
Giiney Amerika’daki farkli Simulium tiirlerinin filogenetik akrabaliklar1 tizerinde de

caligilmistir (89).
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Kriiger ve ark., (59), mitokondrial 16 S TRNA gen sekansi ¢alismalari ile S. damnosum’un Dogu

ve Bat1 Afrika suslarinin filogenetik akrabaligini ortaya koymuslardir.

Higazi ve ark, (41), Sudan’in farkli yerlerinden toplanan Simulium 6rneklerinin 16 S rRNA ve
ND4 gen sekanslari ile S. damnosum ve S. sirbanum’un filogenetik olarak birbirlerine yakin

olduklarini gostermislerdir.

Hebert ve ark., (38, 39), Simuliidae ailesindeki tiirlerin identifikasyonu igin DNA’nin
mitokondrial sitokrom oksidaz gen bolgesinin yaklasik 658 bp bolgesini amplifiye etmislerdir.
5 cinse (Prosimulium, Twinnia, Stegopterna, Cnephia ve Simulium) ait 15 Nearktik karasinek

tiirtinde niiklear IDNA’nin ITS1 gen bolgesi Simuliidler tizerindeki ilk sistematik ¢aligsmalardir.

18S ve 5.8S arasinda bulunan ITS1 gen bolgesi ¢cok degisken bir bolgedir (61). Simuliidler’
deki ITS1 gen bolgesi ¢aligmalart onchocerciasis’in tastyiciligint yapan Simulium damnosum
tizerinde yogunlagmistir. Simulium tiirlerinin ITS1 gen bolgesi 240 niikleotitden 400 niikleotide
kadar degisik uzunluktadir (17, 58, 89).

Rivera ve ark., (78), mt-COI gen bdlgesine gore nearctic simuliid tiirleri arasindan morfolojik
olarak farkli 65 tiir ve kardes tiir iceren tlir kompleksinde benzer tiirler arasinda genetik
varyasyonu ortalama %14,93 (%2,83-15,33), morfolojik farkl tiirlerde intraspesifik genetik
varyasyonu ise ortalama %0.72 (%0-3,84) olarak tespit etmislerdir.

Pramual ve ark., (73), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tiirden oriyental karasinekte (Oriental
black fly) mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gen bdlgesi i¢in yaptiklar
molekiiler aragtirmada, intraspesifik genetik farkliligi ortalama %2,75 (%0-9.28), interspesifik
genetik farkligr ise %11,41 (%0,34-18.84) olarak belirlemislerdir. Ayrica ayni arastiricilar (73)
mt-COI gen bolgesine gore DNA barkodlamasinin taksonomiyi kolaylastirmada 6nemli

oldugunu kaydetmislerdir.

Pramual ve ark., (71), Giiney Asya’da 3 bdlgeden (Cameron Highlands, Malaysia, Puncak,
Java, Indonesia) topladiklari S. feuerborni popiilasyonlarinda sitogenetik ¢alismalar sonucu bu
tiiriin A, B, C ve D sitoformlarinin oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 zamanda arastiricilar (71)
S. feuerborni’nin mt-COI gen bdlgesinin sekans c¢alismalari sonucunda A,B ve C

sitoformlarinin genetik olarak birbirinden farkli oldugunu saptamislardir.
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2.8.2 Tiirkiye’deki Molekiiler Calismalar

Tiirkiye’de Simuliid sineklerin molekiiler identifikasyonu ve klasifikasyonu iizerine ilk
molekiiler tabanli ¢alismalar arastirma ekibimiz tarafindan Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali biinyesinde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda (46, 47, 48,
93, 94) Orta Kizilirmak havzasinda pest problemine yol agan S. Wilhelmia altsoyunda bulunan
simuliid tiirlerinin parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COlI) ve ribosomal
complete internal transcript spacer 2 (ITS-2) ve parsiyel 28S gen bolgeleri karakterize edilmis
ve Diinyada ilk olarak genetik markerlar olusturulmustur ve bu tiirlerin molekiiler taksonomiye
gegcirilmesi saglanmistir. Ayrica yine ayni yorede yayilis gosteren S. Wilhelmia altsoyundaki S.
balcanicum, S. lineatum, S. turgaicum tiirlerine ait larvalarin kromozomal markerlart ABD
Clemson Univeristesi’nden Prof. Dr. Peter H. Adler ile olusturulan kolleberasyon ile ortaya
cikartlmistir (2, 8). Bunun yaninda Orta Kizilirmak Havzasinda saptanan bu tiirlere bagh
meydana gelen simuliid enfestasyonunun hayvan ve insan sagligina olumsuz etkileri sonucu

ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar da bilimsel verilerle ortaya konmustur (33, 81).

Yine arastirma ekibimiz tarafindan Erciyes Dagi akarsularindan toplanan simuliid larva
orneklerinin S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. ornatum gruba dahil olduklar
belirlenmis ve tiim izolatlarin DNA barkodlamasi yapilmistir (27). Bu ¢alisma ile de S. bezzii
Cyt 2 izolatinin ribozomal ITS-2 gen bolgesine gore molekiiler klasifikasyonu Diinya’da ilk

olarak saglanmis ve GenBank’a kayd1 gerceklestirilmistir.
2.9. Simulium Tiirleri fle Miicadele

Simuliid sinekler Insecta sinifinda miicadelesi en zor olan arthropodlardandir. Bu sineklere
kars1 diinyanin gesitli bolgelerinde miicadele programlart uygulanmistir. Ozellikle sinir asan
nehirlerde, tllkeler arasi isbirligi ile kapsamli ¢alismalar ylriitiilmiistiir. Bu miicadelelerde
Diinya Saglik Teskilatt (WHO) tarafindan izin verilen larvicid etkili Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) kullanilmigtir. Kanada (76), Amerika Birlesik Devletleri (86), Brezilya (75),
Arjantin (34), Hindistan (26), Tiirkiye (6) ve Afrika kitasinin bir¢ok boliimiinde Simiuliidae
miicadelesinde Bti sistematik sekilde kullanilmis ve basarili sonuglar alinmistir. Tiirkiye’de
Orta Kizilirmak Havzasinda 2007 yilinda Yamula Baraj insasindan sonra afet boyutunda
yasanan simulid enfestasyonuna kars1 yiiriitiilen miicadelede de BT kullanilmis ve oldukca

basarili sonuglar alinmistir (94, 95).
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Bu proje onerisinde Kuzeydogu Anadolu yoresinde yagsanan ve yasanmasi muhtemel simuliid
enfestasyonlarinda pest karakteri gosteren Simulium tiirlerinin molekiiler tekniklerle

arastirilmasi ve molekiiler epidemiyolojik verilerinin elde edilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Yoresi ve Simuliid Larva Orneklerinin Toplanmasi

Bu calisma Kuzey Dogu Anadolu bolgesinde Simulium salginlar1 ve simulitoksikozis
olgularinin rapor edildigi Erzurum ile bu yore ile benzer 6zellikleri tagiyan meraya sahip
Ardahan ve Kars illerine bagli odaklarda toplam 4 istasyonda yiiriitiilmiistiir (Tablo 3.1).
Calisma alan1 se¢iminde 1994 (67) ve 2005 (10) yillarinda Nisan-Mayis aylarinda meydana
gelen Simulium salginlar1 ve goriilen simulitoksikozis olgular1 goz éniine alimmistir. Ozbek ve
ark., (67), 1994 yili Mart ayinda Erzurum’un Olur il¢esinde bir sinek tiirliniin 6liimlere yol
actig1 iddias1 iizerine, bu ilge ve ¢evresindeki Senkaya, Narman, Oltu ve Tortum’dan ergin sinek
tirleri toplamigs ve bu sinegin morfometrik analizlerle Tetisimulium bezzii oldugunu
bildirmislerdir. Arslan ve Temur (10) ise 2005 yil1 Nisan ay1 ortalarinda Tortum Ilgesi Aktas
ve Yumakli Kdylerinde sigirlarda sinek sokmasi sonucu, erkeklerin prepusyumlarinin ve ¢ene
altlarinin sistigi, disi hayvanlarda ¢ene alti1 6demle birlikte memelerde yaygin petesilerin
oldugunu ve gebe olan bir inegin yavru attigin1 rapor etmislerdir. Bu raporlar 1s1¢inda bazi
odaklarin ergin Simulium infestasyonlari bakimindan 6zellikle 6nemli oldugu goriilmektedir.
Sigirlarda klinik olarak salgmin goriildiigii bu odaklar, Tortum Ilgesine bagl Aktas ve Yumakli
koyleridir. Bu kdyler cografi olarak Erzurum’un Kuzeyinde ve Kargapazar1 daglari etegindedir.
Bu daglarin devami olan Allahuekber daglari ise Kars il smirlarinda sonlanmaktadir.
Kargapazar1 ve Allahuekber daglari mera hayvanciligi yoniinden dnemli otlak alanlaridir. Bu
nedenle ¢alisma odaklar1 olarak Aktas-Yumakli Koyleri (Tortum-Erzurum) (Sekil 3.1-3.2) ile
Balgesme-Bogatepe koyleri (Ardahan-Kars) (Sekil 3.2-3.3) segilmistir. Bu cografi bolge dag
yamaglarindan irili ufakli ¢ay veya derelere sahiptir. Ozellikle ilkbahar mevsiminde karlarin
erimesi ile de bu derelerde bol oksijenli su miktar1 artmaktadir. Olduk¢a temiz ve hizli akan bu
sular meralarin i¢inden ge¢gmektedir. Bu akarsular, tasidiklar1 6zellikleriyle simuliid sinekler
i¢in ideal habitata sahiptirler.

Tablo 3.1. Calisma odaklar1 ve GPS ozellikleri

Calisma Bagh Oldugu Merkez | Rakim Koordinat
Odag
Aktas Tortum-Erzurum 1882 40°15°19.87°N, 41°33°14.00’E
Yumakli Tortum-Erzurum 2103 40°13°35.86°°N, 41°32°09.32”’E
Balgesme Gole-Ardahan 2125 40°49°46.83°N, 42°49°28.84’E
Bogatepe Merkez-Kars 2221 40°48°27.30°N, 42°53°37.21’E
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Sekil 3.3. Balgesme ve Bogatepe Odagi (Go6le-Ardahan, Kars)
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Bu istasyonlardan Haziran-Eyliil 2015 tarihleri arasinda simuliid larva 6rneklemesi yapilmaistir.
Larva 6rneklemesinde; istasyonlarin akitili ve durgun bolgeleri, farkli zemin yapisina sahip
alanlar, golgeli ve gilinesli kisimlar ve kenar vejetasyon yapisinin olup olmamasia gore
numune alimina dikkat edilmistir. Simuliid larvalar1 nehir yatagi i¢inde tutunduklari tag ve/veya
bitkilerden pens yardimi ile agz1 vida kapakli vialler igerisine alinmistir. Preservatif olarak
simuliid larvalar1 i¢in Ozellikle kromozom analizinde Onerilen Carnoy’s soliisyonu
kullanilmistir (37). Soliisyonlar soguk zincirde tutulmus ve sahada her tiip icin 10 dk ara ile 3
kez degistirilmistir. Laboratuvara ulastirilan 6rnekler son kez soliisyonlar1 degistirilerek

incelenene kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Laboratuvar Calismalari
3.2.1. Morfolojik Identifikasyon

Larva orneklerinin morfolojik identifikasyonlar1 digital kamerali ve 6zel yazilima sahip
bilgisayar destekli stereo mikroskop altinda ilgili teshis anahtarlarina gére yapilmistir (7, 62,
23, 29).

3.2.2. Kromozomal Analiz

Toplanan larvalardan morfolojik analizlere gore kategorize edilen Orneklerden bazilar
sitogenetik analiz ve kromozomal teshis amaciyla ABD Clemson Universitesi Entomoloji
boliimii 6gretim liyesi ve simuliid uzmani Prof. Dr. Peter Adler’e gonderilmis, gerekli analiz
ve teshisler Prof. Dr. Peter Adler tarafindan yapilmistir. Kromozomal tiir teshisleri yapilan larva
ornekleri, analizler sonrasi kalan kisimlar1 halinde bireysel molekiiler analizler igin tekrar
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarma geri

gonderilmistir.

3.2.3. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Morfolojik ve kromozomal teshisleri yapilmig simuliid larvalart tiir veya haplotip bazinda
gruplandiktan sonra segilen drneklerden bireysel olarak genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuari'nda bulunan
ekstraksiyon linitesinde yapilmistir. Bireysel 6rneklerden DNA ekstraksiyonu, tam otomatik
DNA/RNA ekstraksiyon cihazi (Bioneer ExiprepTM 16) ve genomik DNA ekstraksiyon kitleri
kullanilarak yapilmistir. Final eliisyon 50ul olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen DNA
miktarlart Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Genomik
DNA ekstraktlar1 kullanilana dek -20°C’de muhafaza edilmistir.

18



3.2.4. Mt-COI Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Elektroforezi

Elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 simuliidlerin mitochondrial cytochrome oxidase subunit
I (mt-COIl) geninin 709 bp parsiyel kismmi amplifiye eden LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCA TAAAGATATTGG-3”) ve HCO2198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) primerleri ile PCR analizlerine tabii
tutulmustur (39). Reaksiyon karigimi 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon
karigimlart; 2,5 ul 10XPCR buffer, 2 mM MgCl2, 0.5 uM her bir primer, 0.5 mM her bir ANTP,
1.25U Taq DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir. Thermalcyclerda
protokol initial denaturation: 96 C’de 1 dk; 35 siklus, denaturation: 94 C’de 1 dk, annealing:
55°C’de 1 dk, extension: 72°C’de 1,5 dk; final extension: 72 ‘C’de 10 dk olacak sekilde
programlanmistir. PCR gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit
edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak Anabilim Dalinda standardize edilmis referans
simuliid genomik DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su
kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iirtinleri (10 ul) % 1,5 ’luk agaroz jelde
elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Ddkiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene
analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir. Elde edilen
amplikonlardan sekans analizi ve barkodlama i¢in ayrilanlar jel piirifiye edildikten sonra

klonlama ve plazmid DNA eldesi i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5. Mt-COI Gen Bélgesinin Klonlanmasi ve Plazmid DNA izolasyonu

Mt-COI gen bolgesinin PCR sonuglari temel alinarak ilgili gen bolgesi igin belirlenen 28 izolata
ait amplikonlar DNA barkodlamas1 ve ilgili gen bolgesindeki inter ve intraspesifik
varyasyonlarin aragtirilmasi ile homoloji indekslerinin belirlenmesi amaciyla ilk basamakta
piirifiye edildikten sonra klonlanmustir.

Ligasyon basamagi: Mt-COI gen bolgesinin PCR’1 sonucu jel {izerinde belirlenen amplikonlar
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye
orneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu kullanicinin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde

hazirlanmis ve yapilmistir:
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2X Reaction Buffer 10 pl

PCR product (10 ng/ ul) 4 ul
DNA Blunting enzyme 1ul
Su 3ul
Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk inkiibe
edilerek hemen buz iistiine alinmustir.

Karisim iizerine daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4 DNA
Ligaz eklenerek son hacmi 20 ul’ye tamamlanmistir. Karigim 5 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmistir. pJET1.2/blunt CloningVector
haritas1 Sekil 3.4’de verilmistir.

2 Vector MAP

DNA sequence of MCS region
PJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
17 promoter W t'nwcog\_.:r » e
TA ATA A CT ' ATA oCG OCC
Pspad AT TAT \
ET1.2/blunt ol s
pJ . - Rl o fer Tt e 100 TR G TIT TTC AGC AMG
2974 bp o for Tt om ® :
) m ™ B aa
&Q‘ AT A TCT TTC TAG MG ATC TCCTAC AT
Eootane =
Neol et
Bsu1Sl [0 ]
e Need [
ATT CTC AGC TGC CAT GGA A TCG AT
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.4. pJET1.2/blunt CloningVector

Transformasyon Basamagi: 5 nL’lik ligasyon iriinii buz iizerinde tutulan E. coli TOP 10
hiicrelerine eklendi ve buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karisim, 6nce 42°C’de 1 dk daha sonra
buz tlizerinde 2 dk bekletildikten sonra tizerine 250 pL. SOC Medium eklenmistir. 37°C’de
calkalayici tizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon karigimi LB (Lurie-Bertani) kati
besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

LB kati1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet uclart ile alinarak yeniden LB kati

besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmustir.
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Koloni Screening PCR: LB kat1 besiyerinde tireyen kolonilerin rekombinant plazmidi igerip
icermedigini anlamak igin koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR ig¢in 12,5 pul Maxima Hot Start
Green master mix’i, 0,5 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karigim
hazirlanmistir. Hazirlanan karisima kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet ucu ile
alman ornekler bulastirilarak toplam 25 plL’lik karigimlar hazirlanmistir. Thermalcyclerda
protokol initial denaturation: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus, denaturation: 94 °C’de 30 s, annealing:
60 °C’de 30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72 °C’de 10 dk olacak sekilde
programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiiliip
goriintiilenmistir.
Plazmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNA’s1 elde etmek igin LB kati
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 mI’lik LB s1v1 besi yerlerine ekimi
yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen sivi besi
yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar icerisine alinarak 6000g’de 15 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi tistteki s1v1 kisim dokiiliip pelet daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de
muhafaza edilmistir.
Peletten plazmid izolasyonu i¢in Axygen plazmid piirifikasyon kit prosediirii takip edilmistir.
Axygen plazmid piirifikasyon ticari kitinin 6nerileri dogrultusunda plazmid ekstraksiyon islemi
su sekilde yapilmistir:
1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicakliginda ¢6ziinmesi saglandiktan sonra tizerine 250
ul Buffer Sleklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce ¢alkalanmustir.
3- Daha sonra tizerine 350 ul Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifce 8 kez
calkalanmigtir
4- Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis
5- Santriflij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plazmid Miniprep column i¢ine konulup
12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmigtir
6- Alttaki toplama tiipiine siiziilen s1v1 bosaltilmis ve tistteki Miniprep column tekrar ayni
toplama tiipli igerisine yerlestirilmistir.
7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 ul Buffer W1 ilave edilerek
12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir
8- Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirilmis ve Miniprep column ayni

toplama tiipli igerisine yerlestirilmistir
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9- Tiip tlizerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu
basamak 2 kez tekrar edilmistir.
10- Toplama tiipiine siiziilen s1v1 tekrar uzaklagtirilmistir. Miniprep column bu kez, yeni 2
ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip i¢erisine yerlestirilmis ve membrana baglanan Buffer
W2’yi uzaklagtirmak i¢in 12.000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir
11- Santrifiij sonras1 Miniprep column temiz bir 1.5 ml’lik tiip icerisine yerlestirilmis ve
plazmid DNA’s1 elde etmek amaciyla tizerine 60 ul Eluent eklenmis ve oda 1sinda 1 dk
beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir
12- Santrifiij islemi sonrasi 1,5 ml'lik steril tiip icerisine siiziilen sivi plazmid DNA's1,
sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.
Restriksiyon ve PCR Analizleri: izole edilen rekombinant plazmidler, restriksiyon enzimleri
ile kesilerek ve vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak klonlanan genin varligi
yoniinden aragtirllmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimleri
kullanilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen plazmid DNA’sin1 restriksiyon enzimleri ile kesmek igin

asagidaki oranlarda master mix hazirlanmistir:

Su 14 pul

10X FastDigest® buffer 2ul

DNA 3ul

FastDigest® enzyme 1 ul

Toplam 20 ul
PJET1.2 forward ssquencing primar, 23-mer

.
L

7 trangcription start —
7 promoter — m Notl Bgill Kpn21
5 GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ach GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG

3’ CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ccc TcT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
Ala Tyr Tyr Ser Giu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gy Ser Pro

_ Xhol
Papl M n Xbal Bl
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC AAA BAG TCG TTC TA T AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Gu Leu Lys Gu Ala Leu Arg Glu Leu Leu Asp 6ly
Bigl
Eco1301
Neol Bauim 42

TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG TTC TTC T 3/

ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC ARG ARG A 5/
Val lle Asn Glu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Glu

pJET1.Z reverse sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.5. Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimlerinin baglanma noktalar
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Karisim vortekslenmis ve 37 © C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra %]1.5’1ik
agaroz jele yiiklenerek klonlanan genin varligi yoniinden incelenmistir. Plazmid DNA’larin
amplifikasyonu amaciyla pJET1.2 Forward (5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’,
Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’,
Thermo Scientific) primerleri kullanilmis ve PCR sonrasi amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel

tizerinde goriintiilenmistir.
3.2.6. Mt-COI Gen Bolgesinin Sekansi ve Filogenetik Analizi

Mt-COIl gen boélgesi i¢in elde edilmis olan plazmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse
primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait

kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 8.1.8 (54) yazilimu ile forward ve
reverse dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert
olmus hedef gen bolgesi belirlenmis ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen
sekanslarin  blastn  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra
GenBank’ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen bdlgesi sekanslariyla Geneious 8.1.8 (54)
yazilimi {iizerinden c¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve intraspesifik niikleotid
farkliliklart belirlenmistir. Filogenetik yapilanmalarin belirlenmesinde Bayesian analizleri
(BA) uygulanmistir. BA analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun modelin belirlenmesinde
jModelTest 2 (25) kullanilmis ve en diisiik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC) degerine sahip General
Time Reversible + Gamma distributed inv (GTR+G+I) modeli filogenetik agacin
olusturulmasinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.8 (54) yazilimi {izerinden
MrBayes plugin (42) kullanilarak gergeklestirilmis, Markov Chain Monte Carlo taramalari
1.100,000 jenerasyon i¢in 4 zincirle ve aga¢ 6rneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000
agac “burn in” olarak c¢ikarilmistir). Karakterizasyonu saglanan tiim izolatlarin GenBank

kayitlar1 saglanmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik ve Kromozomal identifikasyon Sonuclar
4.1.1. Morfolojik Analiz

Kuzey Dogu Anadolu Bélgesinde toplam 4 odaktan 100 larva ve 50 pupa 6rnegi toplanmustir.
Toplanan larva ve pupa orneklerinin arastirma odaklarina gére dagilimlar1 Tablo 4.1°de

verilmigtir.

Tablo 4.1. Toplanan larvalarin ¢alisma odaklarina gére dagilimlar

Toplanan Larva

Cahsma Odag1 | Bagh Oldugu Merkez | ve Pupa Sayisi

Larva | Pupa
Aktas Tortum-Erzurum 14 15
Yumakli Tortum-Erzurum 38 10
Balgesme Gole-Ardahan 15 12
Bogatepe Merkez-Kars 33 13
Toplam 100 50

Arastirma odaklarinda toplanan larva drneklerinin morfolojik identifikasyon sonuclar1 Tablo

4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Aragtirma odaklarindan toplanan larva 6rneklerinin morfolojik identifikasyon sonuglar

Tiir Aktas Yumakh Balcesme Bogatepe Toplam
S. kiritshenkoi 1 15 9 1 19
S.vernum - 1 - 1 2
S. bergi 1 - 1 10 12
S. equinum 1 - 1 - 2
S. paraequinum 2 1 9 2 14
S. bezzi 6 1 1 - 8
Toplam 11 18 14 14 57
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Arastirma merkezlerinden toplanarak incelenen larvalarda viicudun bag, toraks ve abdomen
olmak iizere {i¢ kisimdan olustugu ve sinirlar1 ¢ok belirgin olmayan 11 segmentten meydana
geldigi goriilmiistiir. Basin genis oldugu ve belirgin bir bicimde viicuttan ayrildigi, basta iyi
gelismis bir ¢ift anten, ag1z pargalar1 ve bir ¢ift sefalik fan bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

Viicudun gogiis bolgesi kalin olup ventral tarafinda, ucunda kancalardan olusmus bir halkanin
bulundugu bir adet proleg gdzlenmistir. Abdomen sekiz segmentten meydana gelmis olup ilk
kisminin daha ince ve sonuna dogru tekrar genisledigi goriilmiistiir. Viicudun sonunda ¢ok
sayida kanca igeren bir halka (posterior proleg) goriilmiistiir. Anal agikligin dorsal kisminda
“rektal organ” ya da “anal solungaglar” adi verilen c¢ikintilarin yer aldigi gorilmistiir. Bas
kapsiiliinde post genal yarik, sefalik apotom iizerinde ise benek seklinde lekeler ve sefalik
fanlarin varlig1 dikkati ¢ekmistir. Larvalarin gogiis bolgesinde, solungag histoblastlar1 (pupal
solunum filamentleri) toraksin iki yaninda dis viicut Ortiistiniin altinda kivrilmis bir sekilde

tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Thorax

Bas kapsiili
Abdomen

Rectal organ

Solungac histoblast1

Labral Fan

Posterior proleg Posterior cengel
halkas:

Sekil 4.1. Simulium larvasi (Orijinal)

Aragtirma odaklarindan toplanan pupa 6rneklerinde pupa kokon i¢inde bulunmakta ve kokon

ayakkabi seklindedir. Pupanin bag ve thoraksi birlesmistir (sephalotoraks). Solunum organlari,
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viicudun her iki yaninda govdeden 6ne dogru uzamis parmak seklindeki filamenttir ve viicuda

yapisik durumdadir (Sekil 4.2).

Solunum filamenti

»

R

Sekil 4.2. Simulium sp. pupa genel goriiniimii (Orijinal)

Simulium larva ve pupalarina ait 6rneklerin tiir bazinda larva ve pupa morfolojilerine goére
identifikasyonlar1 ilgili teshis anahtarlarina gére incelenmis ve goriintiilenmeleri saglanmastir.

Incelenen larva ve pupalara ait goriintiiler Sekil 4.3-Sekil 4.4’de sunulmustur.

Sekil 4.3. Simulium larvalarinin genel goriiniimii (Orijinal). A: S. bergi; B: S. paraequinum; C: S. bezzi; D: S.
kritshenkovi kompleks
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Sekil 4.4. Simulium sp. pupa genel gériiniimii (Orijinal). A: S. paraequinum; B: S. kritshenkovi kompleks; C: S.
equinum

4.1.2. Kromozom analizi

Prof. Dr. Peter Adler tarafindan yapilan kromozomal analizler sonucunda Kuzeydogu Anadolu
Bolgesinden toplam 4 odaktan toplanan 100 larva ve 50 pupa Orneginin tiirlere ve arastirma

odaklaria gore gore dagilimlar1 Tablo 4.3°de verilmistir.
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Tablo 4.3. Aragtirma odaklarinda toplanan larva ve pupa drneklerinin kromozomal identifikasyon sonuglari

AKktas Yumakh Balcesme Bogatepe Toplam
Tiir
Larva Pup Larva Pup Larva Pup Larva Pup Larva Pup

a a a a a
S.
kiritshenkoi 5 4 20 1 1 2 5 2 31 9
S.vernum 2 2 4 1 1 2 4 3 11 8
S. bergi 1 3 4 2 2 2 14 - 21 7
S. equinum 2 2 3 4 2 2 4 3 11 11
S. . 1 2 3 1 8 2 3 2 | 15 | 7
paraequinum
S. bezzi 3 2 4 1 1 2 3 3 11 8
Toplam 14 15 38 10 15 12 33 13 100 50

4.2. MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI
4.2.1 Mt-COI Gen Bolgesi Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuclari

Morfolojik ve kromozomal identifikasyonlar1 saglanan Simulium sp. larva ve pupa
orneklerinden elde edilen genomik DNA izolatlarinin mt-COI gen boélgesini hedef alan
primerlerle amplifikasyonu sonucu 709 bp bilylikliikte DNA bantlart olusturduklar:

belirlenmistir. Baz1 larva ve pupa drneklerine ait mt-COI gen bolgesi amplikonlarimin agaroz

jel iizerinde goriiniimleri Sekil 4.5’de verilmistir.

709 bp

Sekil 4.5. Simulium larva ve pupalarina ait izolatlarin parsiyel mt-COI gen bolgesini amplifiye eden primerler ile
PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1-4: Simulium sp.

larva izolatlari; 5-7:Simulium sp. pupa izolatlari
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Uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlara ait amplikonlar sekans analizleri i¢in jel piirifiye

edilmistir (Sekil 4.6).

709 bp

Sekil 4.6. Sekans analizleri i¢in secilen bazi izolatlarin mt-COI gen bdlgesinin amplifikasyonu sonrasi jel piirifiye

edilen 6rneklerin jel elektroforezde goriiniimi. M: Marker; 1-4: Simulium sp. larva 5-8: Simulium sp. pupa

Jel piirifiye edilen amplikonlarin klonlanmasi sonucu kati besi yerinde iireyen kolonilerden
secilen tek koloniler, transformasyon etkinligini artirmak amaciyla steril pipet uglari ile alinip
ayr1 ayr1 tekrar LB kat1 besi yerine ekilmistir (Sekil 4.7). Boliimlenmis kolonilerden segilen tek
koloniler vektor spesifik primerlerle PCR analizlerine tabii tutulmus ve hedef gen bélgelerinin
vektor DNA’sina insert oldugu koloniler belirlenerek (Sekil 4.8) sivi besi yerine aktarilmis ve

sonrasinda plazmid piirifikasyonu yapilmigtir.

Sekil 4.7. LB kat1 besi yerinde {ireyen 1. ve 2. inkiibasyon basamaklari sonucu olusan koloniler
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' 709 bp hedef gen bolgesi
+

120 bp vektor DNA’si

Sekil 4. 8. Transforme hiicrelerde mt-COI gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel agarozda
goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-2,8,9: Insert mt-COI gen bolgesi

Mt-COI gen bolgesine gore sekans analizlerine dahil edilen izolatlar, morfolojik ve
kromozomal identifikasyona gore belirlenen tiirler, DNA izolasyon kaynagi, toplanma bolgesi
ve GenBank aksesyon numaralart Tablo 4.4’de verilmistir. Sekans ve filogenetik analizlere

Prof. Dr. Peter Adler tarafindan Ermenistan’dan izole edilmis iki izolat da dahil edilmistir

(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Klonlama ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlar

Genomik Morfolojik/Kromozomal iz(l):l)al\;Aon Tobl Béleesi ili?eiagﬁ
DNA izolati Identifikasyon Yo oplama Bolgesl y
kaynagi Numarasi
TR-ASipeql S. paraequinum Larva Balgesme/Ardahan | KX673584
TR-ASipeg2 S. paraequinum Larva Balgesme/Ardahan | KX673585
TR-ASipeq3 S. paraequinum Larva Balgesme/Ardahan | KX673586
TR-ASIpeq4 S. paraequinum Larva Balgesme/Ardahan KX673587
TR-ASipeg5P S. paraequinum Pupa Balgesme/Ardahan KX673588
TR-ASipeg6P S. paraequinum Pupa Balgesme/Ardahan KX673589
TR-ASieql S. equinum Larva Balgesme/Ardahan KX673578
TR-ASieq2P S. equinum Pupa Balgesme/Ardahan KX673579
TR-ASieq3P S. equinum Pupa Balgesme/Ardahan KX673580
TR-ASieq4P S. equinum Pupa Balgesme/Ardahan KX673581
TR-ESibezl S. bezzii Larva Aktas/Erzurum KX673590
TR-ESibez2 S. bezzii Larva Aktag/Erzurum KX673591
TR-ESibez3 S. bezzii Larva Aktag/Erzurum KX673592
TR-ESibez4 S. bezzii Larva Aktas/Erzurum KX673593
TR-ESibez5 S. bezzii Larva Aktas/Erzurum KX673594
TR-KSibel S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX673600
TR-KSibe2 S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX673601
TR-KSibe3 S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX673602
TR-KSibed S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX673603
TR-KSibeb S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX689258
TR-KSibe6 S. bergi Larva Bogatepe/Kars KX689259
TR-ESikril S. kiritshenkoi Larva Yumakli/Erzurum KX673595
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TR-ESikri2 S. kiritshenkoi Larva Yumakli/Erzurum KX673596
TR-ESikri4P S. kiritshenkoi Pupa Yumakli/Erzurum KX673597
TR-ESikri5P S. kiritshenkoi Pupa Yumakli/Erzurum KX673598
TR-ESivel S. vernum Larva Yumakli/Erzurum KX673599
TR-ASikril S. kiritshenkoi Larva Balgesme/Ardahan KX673582
TR-ASikri2 S. kiritshenkoi Larva Balgesme/Ardahan KX673583
ErSieql S. equinum Larva Ermenistan -

ErSieql S. equinum Larva Ermenistan -

Elde edilen toplam 28 plazmid DNA izolatinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse

primerleri ile ¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritmasi kullanilarak tiir ve/veya

haplotip bazinda konfirmasyonlari saglanmis olup ilgili izolatlar GenBank veri tabanina

kaydedilmistir. Mt-COI barkodlamasi yapilan izolatlarin ilgili gen bolgesine gore niikleotid

kompozisyonlar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5 Mt-COI sekanslar1 saglanan Simulium sp. izolatlarinin niikleotid kompozisyonlar

izolat (Plazmid)

Niikleotid kompozisyonu (%)

T C A G Toplam baz sayisi
TR-ASieql 359 | 192 | 272 | 177 657,0
TR-ASieq2P 355 | 196 | 275 | 174 662,0
TR-ASieq3P 358 | 188 | 28,0 | 17,3 692,0
TR-ASieg4P 36,1 | 19,7 | 27,3 | 16,9 640,0
TR-ASikril 36,4 | 187 | 278 | 171 637,0
TR-ASikri2 36,4 | 189 | 28,1 | 16,7 588,0
TR-ASipeql 384 | 16,7 | 279 | 17,0 700,0
TR-ASipeq?2 38,7 | 166 | 27,7 | 17,0 700,0
TR-ASipeq3 388 | 166 | 27,8 | 16,8 662,0
TR-ASipeg4 38,7 | 1655 | 28,0 | 16,9 693,0
TR-ASipeq5P 388 | 164 | 279 | 16,8 695,0
TR-ASipeq6P 390 | 164 | 28,0 | 16,6 694,0
TR-ESibezl 392 | 175 | 269 | 164 709,0
TR-ESibez2 39,2 | 17,8 | 26,2 | 16,7 663,0
TR-ESibez3 39,6 | 17,2 | 26,7 | 16,6 682,0
TR-ESibez4 392 | 176 | 271 | 161 697,0
TR-ESibez5 38,9 | 176 | 269 | 16,5 709,0
TR-ESikril 36,5 | 183 | 28,6 | 16,6 682,0
TR-ESikri2 36,8 | 182 | 28,2 | 16,8 674,0
TR-ESikri4P 36,5 | 181 | 28,7 | 16,7 684,0
TR-ESikri5P 36,2 | 188 | 28,1 | 16,9 638,0
TR-ESivel 36,4 | 186 | 285 | 16,4 708,0
TR-KSibel 36,6 | 198 | 264 | 17,2 647,0
TR-KSibe2 36,9 | 188 | 275 | 16,8 708,0
TR-KSibe3 37,0 | 188 | 27,0 | 17,2 708,0
TR-KSibe4 37,0 | 188 | 27,0 | 17,2 708,0
TR-KSibe5 36,2 | 189 | 274 |174 660,0
TR-KSibe6 36,6 | 198 | 26,3 | 17,4 651,0
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Calismada arastirma yoresinde farkli alt soylarda belirlenen Simulium tiirlerine ait mt-COI gen
bolgesinin 588-708 bp kismini igeren toplam 28 sekans basariyla elde edilmistir. Bu sekanslar
arasinda 528 (%74,5) identik bolge belirlenirken 25 farkli haplotipi ortaya koyan 159
polimorfik bolge saptanmistir. Mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari
yapilan Simulium izolatlarinin niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari Sekil 4.9’da
gosterilmistir. Sekil 4.9’da goriildiigli tizere izolatlar arasinda farkli haplotipleri ortaya koyan
interspesifik ve intraspesifik niikleotid varyasyonlari belirlenmistir. Sekanslanan izolatlar

arasinda ortalama pairwise identiklik oran1 %89,3 belirlenmis olup ikili hizalama analiz sonucu

belirlenen identiklik oranlar1 ayrica Tablo 4.6’da verilmistir.

B 1, TR-ASieq? (5. equinum)

B 2, TReASieqZP (5. equinum)

B 3, TReASieq3 (5. equinum)

B 4, TR-ASieqdP (5. equinum)

B 5, TR-ASikrif (5, kiritshenkoi)

Bt 6, TR-ASikriZ (5. kiritshenkoi)

B 7, TR-ASipeq (S. paraequinum)
Lo 8, TReASipeq2 (5. paraequinum)
Be 9, TR-ASipeq3 (5. paraequinum)
B 10, TReASipeat (5 paraeguinum)
Lo 11, TReASipea3p (5. paraequinum)
Lo 12, TReASipeqBiP (5. paraequinum)
B 13, TR-ESibez! (5. bezzii)

B 14, TR-ESibez2 (5, bezzii)

B 15, TR-ESibez3 (5, bezzii)

B 16, TR-EsibezA (5, bezzi)

B 17, TR-ESibezS (5, bezzil)

B 18, TR-ESikri (5. kiritshenkai)

e 19, TR-ESikri2 (5. kiritshenkoi)

i 20, TR-ESikridP (S, kiritshenkoi)

B 21, TR-ESikri3P (5. kirtshenkai]

B 22, TR-ESive! (5. vernum)

B 23, TReKSibe! (5, berg)

e 24, TR-KSibe2 (5. berg)

B 25, TR-Sibe3 (5. bergi)

Be 26, TR-KSibed (5, berg]
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GAGCHGGAATAGTEGGMACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECATCCHG
AGCHTGAGCHGGAATAGTIGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECABCCHG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACHTTATARTTTATTTTTGEAGCHTGAGCGGAATAGTRGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECATCCG
AGTHGGEACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECATCCHG
GCTTOAGCHGGAATAGTGGEACTTCCCTTAGEATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECARCCHG

GOMACTTCCCTTAGEHATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECABCCHG
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCHTGAGCGGAATAGTRGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGICATCCHG
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCHTGAGCMGGAATAGTRGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGICATCCHG
WTGAGCHGGAATAGTRGGIMACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGIICATCCEG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCHTGAGCHGGAATAGTRGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECATCCG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCHTGAGCGGAATAGTRGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECANCCHG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCHTGAGCGGAATAGTEGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGICATCCG
TGGTCAACAAATCATARAGATATTGGAACHTTATATTTTATTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIGGEACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGHCATCCHG
GAGCTTGAGCHGGAATAGTHGGEACTTCCCTTAGTATRCTIATTCGAGCTGAATTAGGHCATCCHG
ATAAAGATATTGGAACHTTATATTTTATTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIGGBACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECATCCHG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACHTTATATTTTATTTTGGAGCTTGAGCGGAATAGTIGGBACTTCCCTTAGTATACTIIATTCGAGCTGAATTAGGICATCCHG
GOTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACHTTATATTTTATTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIIGGBACTTCCCTTAGTATACTATTCGAGCTGAATTAGGECATCCHG
TCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATAMTTTATTTTTGGAGCTTGAGCMGGAATAGTGGACTTCCCTTAGNATACTIIATTCGAGCTGAATTAGGHCARCCIG
TCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTCAGCHGGAATAGTIGGMACTTCCCTTAGMATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECABCCHG
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTGGEACTTCCCTTAGNATACTATTCGAGCTGAATTAGGECANCCHG
AGCTTCAGCHAGAATAGTIGGEMACTTCCCTTAGMATACTIATTCGAGCTGAATTAGGECABCCHG
GOTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATAMTTTATTTTTGGAGCTTGAGCHGGEATAGTHGGEACTTCCCTRAGRATACTIATTCGAGCIGAATTAGGECARCCHG
GCHGGAATAGTHGGEMACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTRGGECATCCHG
GOTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIGGIACTTCCCTTAGTATACTATTCGAGCTGAATTRGGECATCCHG
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIIGGACTTCCCTTAGTATACTATTCGAGCTGAATTRGGECATCCHG
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCTTGAGCHGGAATAGTIIGGACTTCCCTTAGTATACTIATTCGAGCTGAATTRGGECATCCHG
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B 2, TReASieq2P (5. equinum)

e 3 TR-ASieq3P (5. equinum)

e 4, TR-ASieqdP (5. equinum)

B 5, TR-ASikri1 (5. kiritshenkai)

i , TR-ASikriZ (5. kiritshenkai)

B 7, TR-ASipeqt (5. paraequinum)

e B, TR-ASipeq2 (5. paraequinum)

Lo 9, TR-ASipeq3 (5. paraequinum)

Be 10, TR-ASipeaé (5. paraequinum)

B 11, TReASipeq3p (5. paraequinum)
12, TR-ASipeqfP (5. paraequinum)
13, TR-ESibez1 (5. bezzi)
14.TR-ESibez2 (5. bezzi)
1
1
1
1

5, TR-ESibez3 (5. bezzi)

6. TR-Esibezd (5. bezzi)

7, TR-ESibezd (5. bezzil)

8, TR-ESikri1 (5. kiritshenkoi)
B 19, TR-ESikri2 (5. kiritshenkai)
B 20, TR-ESikridP (5. kiritshenkoi)
B 21, TR-ESikriSP (5. kiritshenkoi)
b 22, TR-ESive! (5. vernum)

B 23, TReKSibe! (5, berg)

B 24, TReKSibe2 (5, berg]

B 25, TReKSibe3 (5, berg])

B 26, TR-KSibed (5, berg)
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GATCHCTHATTGGAGARGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGARGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGARGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGARGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGHAATTGATT
GRTCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTRATTGTHACHGCMCATGCTTTGTAATAATTTTITTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGARATTGATT
GETCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTRBATTGTHACHGCMCATGCTTTHGTAATAATTTTT TTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGIGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGIGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGIGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTIHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGIGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGHGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTHATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCHCAMGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGIGGATTTGGAAATTGATT
GHTCHCTTATTGGEGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GETCHCTTATTGGEGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GETCHCTTATTGGHGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GETCHCTTATTGGHGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTIHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GETCHCTTATTGGHGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GRTCHCTTATTGGANATGAMCAAATTTATAATGTRATTGTHACHGCMCATGCTTTGTAATAATTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GRTCHCTTATTGRAGATGAMCAAATTTATAATGTRBATTGTHACHGCMCATGCTTTMGTAATAATTTTT TTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GRTCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTRBATTGTHACHGCMCATGCTTTHGTAATAATTTTTTTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GRTCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTBATTGTHACHGCMCATGCTTTHGTAATAATTTTT TTATAGTIATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATIGTHACHGCCATGCTTTTGTIATAATTTTTTTTATAGTIATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATGCCATTATAATTGGAGGATTTGGARATTGATT
GATCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATECCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCMCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATAECCIATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
GATCHCTTATTGGAGATGAMCAAATTTATAATGTAATTGTHACHGCCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTIATECCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATT
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L 1, TR-ASieq1 (S, equinum)

B 2, TR-ASieq2P (S, equinum)

[t 3, TR-ASieq3P (S, equinum)
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[t 12, TR-ASipeqP (5. paraequinum)
U 13, TR-ESibez! (S bezzii)

Ce 14, TR-ESibez2 (5. bezzii)

[ 15, TR-ESibez3 (5. bezzii)

C# 16, TR-Esibezd (5. bezzi)

U 17, TR-ESibezd (S, bezzii)

L 18, TR-ESikri1 (5. kiritshenkoi)

L 19, TR-ESikri2 (5. kiritshenkoi)

L 20, TR-ESikridP (5. kiritshenkai)
D 21, TR-ESikriSP (S, kiritshenkoi)
Ce 22, TR-ESive! (S. vernum)

[ 23, TR-KSibe? (S, bergi)

[ 24, TRASibe2 (5. berg)

B 25, TR-KSibe3 (S, bergi)

Ce 26, TR-KSibed (S, bergi)

G 51 5]

AIT-T-TATCTITICCIGTITTAGCTGGIGCIATTACAATACTITTAACAGAICGAAAITTAAATACITCITT TTIGACCCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITAI

TTIGACCCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITAI
ACC GAGG|

CEGGAGG
TTTGAMCCHGCEGGAGGEGGEGACCCTAT THTHTA
TTTGAICCIGCIGGAGGIGGIGACCCTATTITITA

TAAATACATC
TAAATACATC
CHA T C ATEHTAAATACATC

AN TATC CTGTETTE CIATIACIAT-TITTAACAG CGHAATETAAATACATC GAGG] TA
AITACT-TATCTITICCTGT-TAGCTGGIGCIATTACAATACTTTTAACAGAICGAAATTTAAAIACITCITT TTIGACCCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITA
AITACT-TATCTITICCTGT-TAGCTGGIGCIATTACAATACTTTTAACAGAICGAAATTTAAAIACITCITT TTIGACCCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITA

AC [TATC TG AGCT | TC| ACC GAGG TA

—

AC TATC cTG6 T CEGGAGG] TA
ARTACTEETATCTETECCTGTETTAGCTGGEGCHMATTACAATACTTTTAACAGAMCGAAATTTAAATACATCIHT TRTTTGACCCHGCEGGAGGEMGGAGACCCTAT THTHTA|
AITACT-TATCTITICCTGTITTAGCTGGIGCIATIACAATACTTTTAACAGF\ICGAAATTTAAATACATCITT TTTGACCCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITA
CGAAATTTAAATACATC
CGAAATETAAAMACATC
CGAAATTTAAATACATC

AC TATC TTAGCHGG! CGAAATTTAAATACATC GAGGI TA
AITACT-TATC-TICCIGTITTAGCIGGIGCIATTACAATICTTTTAACAGAICGAAATTTAAATACATCITT TTTGAICCIGCIGGAGGIGGAGACCCTATTITITA
ARTACTEETATCEETECCHGTETTAGCHGGEGCHMATTACAATECTTTTAACAGAMCGAAATTTAAATACATCIIT THTTTGANC CHGCHMGGAGGEGGAGACCCTAT THTHETA|

I

£ &l ™ o
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGG
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCT
CAACARTTATTHT

CAACANMTATTCTGATTTTTTGGTCACCC
CAACANMTATTCTGATTTTTTGGTCACCH
CAACAETATTCTGATTTTTTGGTCACCCTCRANGTTTAA
CAACANMTATTCTGATTTTTTGGT
CAACANMTATTCTGATTTTTTGGTCA
CAACANMTATTCTGATTTTTTGGTC
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGE
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACC
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCCTCRANGTTT
CAACANTTATTHT

CAACANTTATTHT

CAACARTTATTHT

CAACARTTATTET
CAACAMTTATTCTGATTTTTTGGTCACCBGAAGTTT
CAACANTTATTETGATTTTTTGGTCACCH
CAACAMTTATTETGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACAMTTATTETGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT
CAACANTTATTETGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTT

Sekil 4.9. Simulium sp. tiirlerine ait izolatlarin mt-COI niikleotid sekanslariin ¢oklu hizalamalar1
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Tablo 4.6 Simulium sp. izolatlarinin mt-COl sekanslarinin ikili hizalama farkliliklar1

TRASeq! TR-ASe... TRAS.. TR-ASe.. TR-ASkil TR-ASki2 TR-ASp.. TR-ASp.. TRASp.. TRASP.. TRASp.. TR-ASp.. TREShez! TRESbez2 TRESbez3 TREsbezd REShezS TRESki1 TRESki2 TRESki4P RESkiSP TRESvel TR¥Shel TR«Sbe2 TRH(Sbe3 TRSbed

TR-ASieq1 9% | 9.2% | 95% | 85.8% | 855% | 86.8% | 884% | 88.3% | 88.7% | 86.1% | 88.7% | 87.5% | 874% | 86.9% | 872% | 87.2% | 850% | 85.5% | 855% | 85.3% | 86.1% | 85.0% | 86.0% | 85.5% | 85.5%

TRASeq2 | 99.1% 9.2% | 9.5% | 859% | 85.5% | 88.4% | 88.1% | 87.9% | 88.3% | 88.0% | 88.3% | 87.3% | 87.2% | 867% | 87.0% | 87.0% | 85.1% | 856% | 85.6% | 854% | 86.7% | 853% | 86.3% | 858% | 85.8%

TRASEQP | 99.2% | 99.2% 994% | 854% | 85.2% | 89.0% | 88.9% | 86.1% | 89.0% | 88.4% | 89.0% | 87.6% | 87.1% | 87.1% | 87.4% | 87.7% | 85.5% | 856% | 85.6% | 85.0% | B7.0% | 853% | 866% | 86.1% | 86.1%

TRASeQ® | 99.5% | 995% | 99.4% 859% | 85.7% | 886% | 86.3% | 884% | 86.5% | 87.9% | 86.5% | 87.3% | 87.2% | 869% | 871% | §7.5% | 85.1% | 85.6% | 85.6% | 854% | 86.4% | 854% | 86.3% | 85.8% | 85.8%

TRASHiL | §5.8% | 85.9% | 854% | 85.9% 9.3% | 84.9% | 852% | 85.7% | 848% | 85.1% | 852% | 904% | 903% | 90.6% | 907% | 90.3% | 991% | 99.5% | 995% | 99.4% | 684% | 89.2% | 896% | 89.5% | 835%

TRASKi2 | g55% | 855% | 85.2% | &5.7% | 9% 85.0% | 854% | 86.2% | 84.9% | 85.5% | 85.7% | 90.5% | 90.4% | 905% | 906% | 0% | 9% | 99.1% | 99.8% | 99.7% | 89.1% | 86.9% | 88.9% | 88.9% | 88.9%

TRASPel | 88.8% | 88.4% | 89.0% | 88.6% | 849% | 85.0% 99.6% | 98.9% | 9.9% | %8.8% | 994% | 86.3% | 855% | 86.1% | 86.5% | 86.1% | 85.3% | 85.5% | 86.0% | 85.1% | 86.3% | 84.5% | 857% | 85.9% | 85.9%

TRASPEQ2 | 88.4% | 88.4% | 88.9% | 88.3% | 852% | 854% | 9%6% 9.1% | 99.6% | 98.8% | 994% | 86.0% | 85.2% | 859% | 86.4% | 859% | 85.6% | 858% | 86.3% | 854% | 86.6% | 847% | 85.6% | 857% | 85.7%

TRASPES | 88.3% | 87.9% | 88.0% | 884% | 85.7% | 86.2% | %% | 9%.% 988% | 9.9% | 992% | 854% | 853% | 854% | 857% | 85.8% | 852% | 854% | 86.0% | 85.8% | 856% | 83.9% | 844% | 83.9% | 839%

TRASPet | 88.7% | 88.3% | 89.0% | 88.5% | 848% | 849% | 99.9% | 9%6% | 98.8% 9B7% | 99.3% | 86.3% | 85.5% | 859% | 86.3% | 86.1% | 85.2% | 853% | 85.8% | 85.0% | 86.1% | 846% | 85.6% | 857% | 85.7%

TRASPEQSD | 88.1% | 88.0% | 88.4% | 87.9% | 85.% | 855% | 98.8% | 9B8% | %B%% | %% 9.1% | 85.9% | 85.1% | 85.5% | 859% | 858% | 855% | 856% | 864% | 85.3% | 865% | 83.7% | 85.0% | 849% | 849%

TRASPEOP | 88.7% | 88.3% | 89.0% | 88.5% | 85.2% | 857% | 994% | 994% | 9% | 93% | N% 86.3% | 85.6% | 86.2% | 86.6% | 86.2% | 85.6% | 85.8% | 86.5% | 857% | 86.7% | 843% | 85.2% | 854% | 85.4%

TRESbezl | G7.5% | 67.3% | 67.6% | 67.3% | 904% | 90.3% | 86.3% | 86.0% | 854% | 863% | 659% | 86.3% 998% | 993% | 994% | 94% | 90.3% | %0.8% | 90.6% | 01% | 89.1% | 895% | 907% | 904% | 90.4%

TREShez2 | §7.4% | 67.2% | 87.4% | 67.2% | 90.3% | 90.1% | 855% | 85.2% | 85.3% | 855% | 5% | 656% | 998% 9% | 9.2% | 92% | 90.0% | 905% | 90.% | 90.0% | 88.7% | 893% | 90.2% | 899% | 89.%%

TRESbezs | 86.9% | 86.7% | 87.4% | 869% | 904% | 905% | 86.% | 659% | 854% | 859% | 855% | 86.2% | 99.3% | %1% 9.9% | 9.1% | 903% | 90.9% | 90.6% | %0.6% | 89.1% | 89.9% | 90.3% | 90.3% | 90.3%

TREsbezd | §7.0% | 67.0% | 8724% | 67.1% | 90.7% | 906% | 86.5% | 864% | 85.7% | 86.3% | 859% | 66.6% | 994% | %92% | 9.%% 9.3% | 906% | 1% | 90.9% | %0.8% | 89.5% | 90.4% | 0% | 0% | 90.7%

TREShezs | §7.2% | 67.0% | 872.7% | 67.5% | 90.3% | 90.1% | 86.4% | 659% | 858% | 86.1% | 858% | 86.2% | 994% | 9% | 9% | 9% 902% | 90.7% | 905% | 90.0% | 886% | 89.3% | 90.% | 89.8% | 898%

TRESKAL | 85.0% | 85.% | 85.5% | 85.1% | 99.4% | 99.1% | 85.3% | 656% | 85.2% | 65.2% | 855% | 656% | 90.3% | 90.0% | 90.3% | 906% | 90.% 9.1% | 99.0% | 9.1% | 88.6% | 88.6% | 89.3% | 894% | 89.4%

TRESki2 | g55% | G56% | 656% | O56% | 995% | 99.0% | 855% | 85.8% | 854% | 853% | 656% | 656% | 908% | 905% | 90.%% | 91% | 90.7% | 99.4% 994% | 992% | 88.7% | 89.4% | 90.1% | 90.2% | 90.2%

TRESK® | 85.5% | 656% | 85.8% | 656% | 995% | 998% | 86.0% | 86.3% | 86.0% | 656% | 864% | 865% | 906% | 90.1% | 906% | 909% | 905% | Hi% | 94% 99.8% | 89.2% | 89.1% | 89.9% | 90.1% | 90.1%

TRESKAP | §5.3% | 854% | 85.0% | 654% | 994% | 997% | 85.4% | 65.4% | 85.8% | 65.0% | 85.3% | 65.7% | 90.4% | 90.0% | 906% | 908% | 90.0% | 91% | 99.% | 99.8% 884% | 89.2% | 89.0% | 89.5% | 835%

TRESVEL | 86.4% | 86.7% | 87.0% | 864% | 884% | 89.4% | 86.3% | 86.6% | 856% | 86.1% | 86.5% | 86.7% | 89.% | 88.7% | 89.1% | 89.5% | B8.6% | 88.6% | 88.7% | 892% | 88.4% 88.3% | 88.4% | 89.0% | 89.0%

TR¥Sbel | 85.0% | 65.3% | 85.3% | 654% | 89.2% | 68.9% | S45% | 847% | 839% | 046% | 83.7% | 843% | 895% | 893% | 89.9% | 90.1% | 89.3% | 88.6% | 89.4% | 89.1% | 89.2% | 88.3% 985% | 9.7% | 9.7%

TR¥Sbe2 | 86.0% | 86.3% | 86.6% | 86.3% | 896% | 88.9% | 85.7% | 656% | 84.4% | 656% | 85.0% | 65.2% | 90.7% | 902% | 90.3% | 907% | 90.% | 893% | 90.% | 699% | 89.0% | 884% | 985% 9.6% | 98.6%

TR¥Gbe3 | §5.5% | 850% | 86.4% | 650% | 89.5% | 88.9% | 85.9% | 65.7% | 839% | 65.7% | B4.%% | 654% | 904% | 699% | 90.3% | 90.7% | 89.8% | 894% | 90.2% | 90.% | 895% | 89.0% | 99.7% | %8.6% 100%

TR¥Sbe4 | 85.5% | 656% | 86.% | 656% | 895% | 689% | 859% | 65.% | 83%% | 65.% | B4.9% | 854% | 904% | 899% | 90.3% | 0% | 898% | 894% | 90.2% | %0.% | 895% | 89.0% | 907% | B&% | 100%
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4.2.2 Mt-COI Gen Bolgesinin Filogenetik Analiz Sonuclar:

Molekiiler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlamasi saglanan tiirlere ait izolatlarin
Tiurkiye ve Diinyada c¢esitli bdlgelerden izole edilmis izolatlarla birlikte filogenetik
yapilanmalar1 Sekil 4.10°da gosterilmistir. Bayesian filogenisine gore olusturulan filogenetik
¢oOziiniirliik yiiksek posterior olasiliklarla desteklenmistir. Filogenetik analizler sonucunda
karakterize edilen tiirlere ait izolatlarin soy alti ve tiir kompleksleri bazinda filogenetik
yapilanma gosterdikleri ve iist kiimeler olusturduklar1 belirlenmistir. Calismada karakterize
edilen tiir ve/veya haplotipler arasinda ortalama genetik heterojenite %13,7+1,4 saptanmustir.
Calismada morfolojik ve kromozomal analizlerle S. paraequinum olarak identifiye edilen ve
molekiiler karakterizasyonla TR-ASipeql-6 olarak isimlendirilen izolatlar, filogenetik agac
(Sekil 4.10) tizerinde goriilecegi iizere Ermenistan’dan rapor edilmis S. paraequinum
izolatlariyla (GenBank aksesyon: KF640060, KF640063, KF640064) birlikte cluster
olusturmustur. TR-ASipeql-6 izolatlar1 kendi aralarinda %0,9+0,3 farklilik gosterirken
Ermenistan izolatlariyla %5,2+0,9 farklilik gosterdigi saptanmistir. S. equinum TR-ASieql-4
izolatlar1 kendi aralarinda %0,8+0,3 farklilik gosterirken Ermenistan (ErSieql, ErSieq2),
Ingiltere (GenBank aksesyon: KP861091, KP861092) ve Almanya (GenBank aksesyon:
KF990264, KF990265, 1X444911) izolatlariyla sirastyla %0,7+0,3, %17,742,6 ve %17,7+£2,6
genetik farklilik gostermistir. S. bezzii TR-ESibez1-5 izolatlar1 kendi aralarinda %0,6+0,2
farklilik gosterirken Tiirkiye’de Erciyes Dagindan elde edilmis izolatlarla (GenBank aksesyon:
KJ880275, KJ880276) %0,7+0,2 ve Ermenistan izolatlartyla (GenBank Aksesyon: KF640050,
KF640052) %0,6+0,2 farkli bulunmustur. Calismada Diinyada ilk olarak S. bergi tiirline ait
izolatlarin DNA barkodlamasi ve filogenetik analizleri yapilmistir. Karakterize edilen S. bergi
TR-KSibel-4 izolatlar1 arasinda genetik farklilik %0,6+0,2 belirlenmis olup filogenetik agag
(Sekil 4.10) tizerinde de goriilecegi lizere bu tiire ait haplotipler Simulium soy altinda Bezzii tiir
kompleksi iiyeleriyle kiime olusturdugu ortaya konmustur. Yine c¢aligmada izole edilen S.
kiritshenkoi Ardahan TR-ASikril-2 ve Erzurum TR-ESikril, 2, 4P ve 5P il bazinda kendi
aralarinda %0,7+0,3 farklilik gostermis, il bazinda ve Ermenistan izolatlar ile %0,6+0,3,
Tiirkiye’de Erciyes Dagindan elde edilmis S. kiritshenkoi izolat1 ile de %0,7+0,3 farkli
bulunmustur. Tiirkiye’den ilk kez molekiiler olarak karakterize edilen Nevermania soy altinda
yer alan S. vernum TR-ESivel izolati GenBank’ta yalnizca Ingiltere’den rapor edilmis
izolatlarla (GenBank aksesyon: KP861213, KP861214, KP861218, KP861185) %38,3+1,1
genetik farklilik gostermistir.
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Caligmada karakterize edilen tiirlere ait izolatlar ve Tiirkiye’den daha dnce rapor edilmis
izolatlarin filogenetik analizlere blastn analizleri sonucu genetik yakinliklarina gore Diinyadan
ilave edilmis izolatlarla birlikte alt soylara gore filogenetik yapilanmalar1 da analiz edilmistir.
Buna gore en yiiksek genetik farklilik %11,2+1,1 ile Wilhelmia soy altinda belirlenmis bunu
%8,6+£0,9 Simulium ve %6,6+0,6 ile de Nevermania alt soylar1 takip etmistir. Altsoylar
arasindaki genetik farkliliklar incelendiginde Wilhelmia ve Simulium arasinda %19,0£1,9,
Wilhelmia ve Nevermania arasinda %18,4+1,8 ve Simulium ve Nevermania arasinda da

%15,3+1,5 genetik farklilik oldugu goriilmiistiir.
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1 TR-ASipeq3
TR-ASipegsp |S. paraequinum
1 TR-ASipeq6P
0.91— KF640060, Armenia
ﬁ[r KF640063, Armenia
0.57 KFB640064, Armenia
G | KF€E 9, Turkey
urkey ] S. balcanicum
<<
] S. turgaicum =
ny d
ey :|S. lineatum T
1 . KP861092, England S. equinum
KP861091, England
1 X444911, Germany
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TR-ESibez2
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TR-KSibe2
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KJ880:2 7. Turkey
0581 TR-ASikri2
0.62 TR-ESikriaP
0.51 TR-ESikri5P S. kiritshenkoi
KF640059, Armenia
1 TR-ESikri1
L— TR-ASikri1 <
TR-ESikri2 = E
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1 KP861218, England =
0189 KP861213, England  |S. vernum o
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L treESives ] E
.00 =
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Sekil 4.10. Simulium izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik iligkileri.
Caligsmada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde, mavi izolatlar Tiirkiye’den daha dnce GenBank’a kaydi
yapilan Simulium izolatlar1 ve yesil renkli izolatlar ise Ermenistan’dan izole edilen ve Anabilim Dalimiz tarafindan

GenBank’a kaydi yapilan izolatlar1 gostermektedir. Node’larin 6niindeki rakamlar Bayesian posterior olasiligin

gostermektedir. Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diptera dizisi Nematocera dizi boliimiinde yer alan Simulidae (Blackflies, Karasinekler)
ailesinde bugiine kadar 2232’si yasayan, 15’1 ortadan kalkmis (fosil) toplam 2247 tiir tarif
edilmistir. Bunlarin 1817’si Simulium soyunda bulunmaktadir (4, 6).

Simuliidler kan emerek yaptiklar1 parazitligin yaninda Onchocerca volvulus, O. gutturosa, O.
cervipedis, O. dukei, O. lienalis, O. ochengi, O. ramachandrini, O. tarcicola, Dirofilaria ursi,
Splendidofilaria fallisensis, Mansonella ozzardi, Trypanosoma avium, Try. confusum, Try.
corvi, Try. numidae, Leucocytozoon anatis, L. smithi, L. caulleryi, Hemoproteus nettionis tiirleri
gibi parazitlerin yaninda c¢esitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel patojenlerin de vektorliigini

yapmaktadirlar (7, 34, 86).

Pest olma potansiyeli bulunan Simuliid tiirlerinin bulunduklar1 ekosistemlerde teshislerinin
yapilmasi ve davranislar1 hakkinda bilimsel veriler elde edilmesi, muhtemel enfestasyonlarin
ve derecelerinin Ongoriilebilmesi ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesi bakimindan kritik
oneme sahiptir. Nitekim Tiirkiye’de mera hayvanciliginin genis ¢apta yapildigi, 6zellikle sigir
yetistiriciliginin bolgesel bazda ekonomik manada ¢ok Onemli oldugu Kars, Erzurum ve
Ardahan illerine bagli bazi akarsu odaklarinda Simulium enfestasyonlarinin yogun olarak
goriildigi ve sigirlarda simulitoksikozis sonucu yiiksek ekonomik kayiplarin rapor edildigi

bildirilmistir (10, 67).

Ote yandan Tiirkiye’de giiniimiize kadar simuliidler iizerine sito-kromozomal ve molekiiler
tabanli identifikasyon ve klasifikasyon caligmalari sinirli sayida bulunmaktadir. Giiniimiize
kadar Tiirkiye’de sito-kromozomal ve molekiiler tabanli ¢alismalar yalnizca arastirma ekibimiz
tarafindan Orta Kizilirmak Havzasi ile Erciyes Dag1 akarsularinda yayginlik gosteren simuliid
tiirleri tizerinde gerceklestirilmis olup ¢esitli tiirler i¢in kromozomal ve DNA barkodlari ortaya
konmustur. Ancak Tiirkiye simuliid faunasinin belirlenmesi ve simdiye kadar morfolojik
analizlerle rapor edilen tiirlerin konfirmasyonu i¢in genis ¢aplt molekiiler ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu ¢alismada, konvansiyonel olarak morfolojik, sitogenetik tabanli kromozomal analizler, PCR
ve sekans analizleriyle filogenetik genotiplendirme ¢aligmalar1 yapilarak Kuzey Dogu Anadolu
yoresinde Kars, Ardahan ve Erzurum illerine bagh ¢esitli odaklardaki akarsularda 6rneklemesi
yapilan simuliid tiirlerinin S. bezzi, S. bergi, S. kiritshenkoi, S. equinum, S. paraequinum ve S.
vernum tiirleri olduklar1 identifiye edilmistir. Arastirma yoresinde morfolojik ve kromozomal

analizler sonucu identifiye edilen S. bezzii, S.bergi ve S. kiritshenkoi tiirleri Simulium alt
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soyunda, S. vernum tiirii Nevermania alt soyunda ve S. equinum ve S. paraequinum ise

Wilhelmia alt soyunda bulunmaktadir.

Bu ¢alismada Kuzey Dogu Anadolu yoresinde Kars, Ardahan ve Erzurum illerine bagh ¢esitli
odaklardaki akarsularda morfolojik ve kromozomal analizler sonucu teshis edilen S. bezzi nin
Ceyhan, Frrat, Goksu, Kizilirmak, Biiyilk Menderes, Coruh nehir havzalarinda, Yuvarlak ¢ay
akarsuyunda (Koycegiz havzasi), Yesilirmak ve Sakarya nehir havzalarinda ve ayn1 zamanda
Trabzon (Akgaabat, Stimela manastir1), Rize (Anzer platosu) ve Giresun (Dereli yolu)’nun
degisik bolgelerinde, Erzurum ve Bayburt’ta yaygin tiir oldugu ileri siirtilmstiir (13, 18, 51,
52, 67, 88). Basoren ve Kazanci (13) Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 27 istasyondan topladiklari
Simulium larva ve pupalarindan morfolojik analizler ile iki cinse (Prosimulium ve Simulium)
ait sekiz tirin (Prosimulium rufipes, Simulium (Obuchovia) auricoma, Simulium
(Nevermannia) angustitarse, Simulium (Simulium) argyreatum, Simulium (Simulium) bezzii,
Simulium (Simulium) ornatum, Simulium (Simulium) trifasciatum, Simulium (Simulium)
variegatum) varligin1 kaydetmisler ve en fazla rastlanan tiirlerin Simulium (Simulium) bezzii
(%36) ve Simulium (Simulium) variegatum (%39) tiirleri oldugunu bildirmislerdir. Bunun
yaninda S. ornatum tiir grubu igerisinde bulunan S. kiritshenkoi kompleks, Palearktik
Simuliidler icerisinde taksonomisi zor bir tlirdiir. Giinlimiize kadar Tiirkiye’de bu tiir grubu
igerisinde 6 tiiriin (baracorne Smart, 1944, fontanum Terteryan, 1952, kiritshenkoi Rubtsov,
1940, caucasicum Rubtsov, 1940, ornatum Meigen, 1818 (complex), trifasciatum Curtis, 1839)

varligi bildirilmistir (87).

Nevermania alt soyunda yer alan S. vernum Diinya’da ve Tirkiye’de yayilis gostermektedir.
Basoren ve Kazanci (12), Dogu Karadeniz’de 16 istasyondan [Rize(Ovit daglar1) ve Giresun
(Kiimbet platosu)] topladiklar1 Simulium larva ve pupa 6rneklerinde Prosimulium ve Simulium
cinslerine ait 8 tiirtin (Prosimulium fulvipes, Prosimulium tomosvaryi, Simulium (Nevermannia)
cryophilum, Simulium (Nevermannia) vernum, Simulium (Simulium) hispaniola, Simulium
(Wilhelmia) balcanicum, Simulium (Wilhelmia) lineatum, Simulium (Wilhelmia)
pseudequinum) varligini bildirmisler ve en yaygin tiiriin Prosimulium tomosvaryi (47%) tiiri

oldugunu kaydetmislerdir.

Incelenen &rnekler arasinda S. Wilhelmia alt soyunda iki tiir identifiye edilmis olup S. Wilhelmia
paraequinum’un primer yaygin tiir oldugu, S. Wilhelmia equinum’un ise daha sinirl yayilis
gosterdigi saptanmustir. Morfometrik analizlerle S. Wilhelmia equinum Tiirkiye’de Istanbul

(Catalca), Tekirdag (Saray), Edirne (Inece, Iskender) ve Kirklareli (Babaeski) illerinde rapor
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edilmistir. Ote yandan Wilhelmia alt soyundaki ikinci tiir olan S. W. paraequinum ise Kirklareli

(Uskiip)'nde sinirh bir yayilis gosterdigi bildirilmistir (87).

Diger yandan Tiirkiye’de bugiine kadar simuliid sinekler iizerine yapilmis sito-kromozomal ve
molekiiler tabanli identifikasyon ve klasifikasyon arastirmalar1 {i¢ ¢alisma ile sinirlidir. Bu
aragtirmalardan ilkinde Yesiloz (93), Nevsehir’in Urgiip ve Giilsehir ilgelerinden gecen
Kizilirmak havzasinda topladigi larvalarda morfolojik analizler ile toplanan larvalari Simulium
sp. Ozelligi gosterdigini belirlemis ve daha sonra parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase
subunit 1 ve ribosomal complete internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen bolgelerinin
molekiiler analizleri ile bu larvalart S. (Wilhelmia) balcanicum ve S. (Wilhelmia) lienatum
olarak identifiye etmistir. Takiben baslatilan ikinci arastirmada ise Inci ve ark (47) Orta
Kizilirmak havzasinda sorun olusturan karasinek tiirlerinde morfolojik, kromozomal ve
molekiiler analiz ¢aligmalar1 yapmislar; morfolojik analizler sonucunda topladiklari larva
orneklerini Simulium Wilhelmia lineatum, S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia spp. olarak
identifiye etmisler; kromozomal analizlerle ise S. lineatum ve S. balcanicum tiirlerini
saptamiglar ve ayni zamanda larvalarin ribosomal internal transcript spacer 2 (ITS-2) ve
mitokondrial cytochrome oxidase | (mt-COI) gen bdolgelerinin molekiiler karakterizasyonunu
yaparak filogenilerini ortaya koymuslardir. Aragtirmalarin iigiinciisiinde ise Demircioglu (27)
Erciyes dagi akarsularinda simuliid tilirlerinin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi
amaciyla topladig1 simuliid larva 6rneklerinde morfolojik, kromozomal ve molekiiler analiz
caligmas1 yapmis, morfolojik, kromozomal ve parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase
subunit 1 ve ribosomal parsiyel 5.8S, complete internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen
bolgelerinin molekiiler analizleri sonucunda toplanan larvalarin S. bezzi sitoform (Cyt) 2, S.
bezzi Cyt 3, S. ornatum grup ve S. velutinum oldugunu saptamistir. Arastirici (27) ribozomal
5.8S, ITS-2 ve 28S gen bolgelerinin niikleotid sekanslari sonucunda S. bezzii (TrERUSIimbe3)
izolatim1 Diinyada ilk kez karakterize etmis ve GenBank kaydin1 gerceklestirmistir.

Tiirkiye’de bugiine kadar varligi ileri siiriilen yaklagik 50 simulid tiirii sadece geleneksel
morfometrik incelemelerle rapor edilmistir (11, 18, 23, 29, 30, 32, 50-53, 67, 88, 95, 97).
Mevcut calismada ise Kuzey Dogu Anadolu yoresinde ¢esitli odaklarda bulunan akarsularda
yayilis gosteren simuliid tiirleri tek bir birey temelinde morfometrik analizlerin yaninda
kromozomal ve molekiiler analizlerle de arastirilmistir. Dolayisiyla biitiin analizler birbiriyle
ayrt ayrit dogrulanmigtir. Zira simulid nesillerinin kompleks yapilarinin bu dogrulanmaya

ithtiyaglart vardir.
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Baglica simuliid nesilleri (major lineages, drnegin, alt aileler ve soylar) arasindaki evrimsel
iliski; kromozomal, molekiiler ve morfolojik karakterlerin uygulanmasi ile net bir sekilde
¢Oziilmiis ve desteklenmistir (7, 64). Polytene kromozomu veya sitotaksonomi caligmalari
Simuliidae ailesinin sistematigi ve taksonomisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sitogenetik
calismalar, tanimlanmis bir¢ok nominal tiirde sibling tiirlerin varligini ortaya koymada oldukca
basarilidir. Kromozomal diizenlemeler (genellikle inversiyonlar), sex kromozomlar1 ve
otozomal polimorfizler sibling tiirlerin teshisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (3, 7, 77).
Simulium damnosum kompleksi igindeki tiirler arasinda dogal hibridizasyon siklig1 yaklagik
0.0009-0.001 olarak belirlenmis (16, 70), ayrica deneysel hibridizasyon ¢aligsmalarida basarili
bir sekilde yapilmistir (63). Diger yandan dogal Simulium popiilasyonlarinda sira disi derecede
polimorfizm belirlenmistir. Polimorfizmlerin biiyiik boliimii inversiyonlardir. inversiyonlar
genellikle sex kromozomlarimi iiretmek icin {st {iste birikmektedirler. Hatta seks
kromozomlarini igeren tiir ya da tiir gruplarinda sitolojik olarak farklilasmamaislardir (4). Bu
inversiyonlardan %97’si paracentric inversiyonlardir (15). Morfolojinin evrimsel analizi,
cevresel etkiyle etkilenebildigi i¢in genellikle zordur ve bir¢ok genin fazla ya da daha az etkisi
ile saptanma ihtimali vardir. Bunun yaninda kendi gercegi i¢cinde morfolojik analiz direkt olarak
uygulanabilirligi yoniinden énem arz etmektedir. Ornegin tarsal tirnagin sekli, konak derisine
tutunmada bir adaptasyon olarak nitelenmektedir (36). Diger yandan kromozomal varyasyonlar
direkt uygulanabilir karakterde degildir. Ancak kullanigli genetik markerlar1 saglarlar.
Sitogenetik varyasyonun uygulanabilirligi smirli olup, tiim genetik varyasyonlari
yansitmamaktadir. Bu acidan kromozomal varyasyonlarla iligkili olmayan kardes tiirlerin

cesitliligi heniiz netlige kavusmamastir.

Molekiiler biyolojik teknikler simuliid tiirlerinin daha ¢ok 6zelliginin incelenmesine imkan
saglamistir. Bu teknikler genel olarak niikleik asitler (genellikle DNA), proteinler (enzimler ve
yapisal proteinler) ve ikincil metabolitler (6rn; lipitler ve karbonhidratlar) olarak ii¢ gruba
ayrilmaktadir. DNA varyasyonu genetiktir. Bunlarin ekspresyonu cevresel faktorlerden
etkilenmemektedir. Ilgili genin kodon sekansini yansitan protein varyasyonu, amino asit
dizilimlerindeki degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte protein
varyasyonu, post-translasyonel modifikasyondan da etkilenebilir. Boylece bu varyasyonlar, her
zaman genetik olarak saptanamayabilir (68). Ikincil metabolitler ise enzimatik faaliyetler
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla bunlar, genetik temelden bir adim daha uzakta

bulunurlar. Sitogenetik, morfolojik (24, 35) ve molekiiler (64) ¢aligmalar 1s5181inda Simuliinae
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alt ailesinin holoarctic Prosimuliini ve tiim diinyada aygin olan Simuliini olmak iizere iki soya
ayrildigini ortaya koymustur.

Simuliid tiirlerinin evrimsel ve filogenetik iligkilerinin arastirilmasinda ¢esitli ntikleer
ribozomal ve mitokondrial gen bolgeleri calisilmistir. Ribozomal gen bélgeleri i¢in 16S ve 18S
small subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel gen
bolgeleri; mitokondriyal gen bolgeleri igin ise NAD4 ve COI gibi gen bolgeleri filogenetik
iliskilerin incelenmesinde tercih edilen gen bolgeleri olmustur (41, 60, 73, 78, 90-92).
Cytochrome c oxidase enzimi, bakteri ve mitokondride bulunan genis transmembran protein
kompleksidir. Mt-COI gen bolgesi, 6karyotlarda gostermis oldugu intraspesifik polimorfizm
ile filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilan mitokondrial gen bdlgelerinin basinda
gelmektedir (55). Taksonomi ve sistematik ¢alismalarinda mitokondrial genlerin iyi bir markir
oldugu bildirilmistir. Mitokondrial genlerin sayica fazla olmalari (hiicre basina 1000 kopya),
intronlarinin eksikligi, rekombinasyona daha az maruz kalmalar1 ve kalittimin haploid modlu
olmasi nedenleri ile niikleer genlerden daha iyi markirdirlar (38, 39, 79, 80, 84, 85). Benzer
sekilde hayvan mitokondrialarinda diger 12 proteini kodlayan genin, mt-COI’nin ii¢lincii
kodon pozisyonunda baz degisimleri yiiksek oranda goriilmekte ve 12S ve 16S ribozomal
genlerden yaklasik 3 kat daha fazla molekiiler evrime neden olmaktadir (57). Bu nedenle kardes
veya yakindan iligkili tiirlerin hatta bir tiir icerisindeki fitocografik gruplarin belirlenmesinde,
COI gen bolgesinin evrimi daha hizli olmaktadir (1, 20, 38, 39, 43, 72, 82). Bununla birlikte
mt-COI gen bolgesinin amino asit sekanslar1 yavas gergeklestiginden dolayr COI, sitokrom b
gibi mitokondrial genlerden daha biiyiik bir filogenetik sinyale sahiptir (28, 83). Boylece amino
asit degisimleri incelenerek daha biiyiik taksonomik gruplarda (6rnegin filum yada order)
tanimlanamayan organizmalarin teshisini yapmak miimkiin olmustur (38, 39). COI geninin bir
diger avantaji ise bu gen bolgesi i¢in kullanilan universal primerlerin hayvan filumlarinin
hepsinde olmasa da birgogunda 5 ucundan belirlemeye imkan vermektedir (31, 38, 40, 96).
Simuliid tiirler izerine GenBank’ta mt-COI gen bolgesinin arastirildig: farkli iilkelerden cesitli
kayitlar bulunmaktadir. Pramual ve ark., (71) Tayland’da insan sokan S. nodosum, S.
nigrogilvum ve S. doipuiense compleksinde mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit 1
(COI) gen bolgesinin farkliliklart iizerine yaptiklar1 filogenetik aragtirmada, intraspesifik
genetik  farklihgr S. nodosum’da  %3.16, S. nigrogilvum’da  %3.87 ve S.
doipuiense kompleksinde ise %5.54 olarak belirlemislerdir. Hernandez-Triana ve ark. (96),
Simulium soyuna ait morfolojik olarak farkli 31 6rnegin mt-COI gen bdlgesi analizleri

sonucunda kardes tiirlerin varligini belirleyen tiir komplekslerinde genetik varyasyonu %2.05-
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%6.13 olarak saptarken morfolojik olarak farkl: tiirlerde intraspesifik genetik varyasyonu ise
%0.07-1.65 olarak belirlemislerdir. Ayni arastiricilar morfotaksonomik c¢alismalarin DNA
barkodlamasi ile tamamlanmasiyla medikal oneme sahip simuliidlerin ve gizli tiirlerin
identifikasyonunda etkili bir yontem oldugunu kaydetmislerdir. Mevcut arastirmada da
yukarida bildirilen ¢aligmalara (71, 96), paralel olarak arastirma yoresinden elde edilen simuliid
izolatlarinin mt-COI gen bolgesinde intraspesifik polimorfik alanlarin varligi saptanmis, mt-
COI gen bolgesinin filogenetik analizlerine gore farkli tiirler arasinda intra ve interspesifik
niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir.

Calismamizda filogenetik analizler sonucunda karakterize edilen tiirlere ait izolatlarin soy alti
ve tlir kompleksleri bazinda filogenetik yapilanma gosterdikleri ve {ist kiimeler olusturduklari
saptanmistir. Calismada karakterize edilen tiir ve/veya haplotipler arasinda ortalama genetik
heterojenite %13,7+1,4 olarak belirlenmistir. Calismada morfolojik ve kromozomal analizlerle
S. paraequinum olarak identifiye edilen TR-ASipeql1-6 izolatlar1, Ermenistan’dan rapor edilmis
S. paraequinum izolatlariyla (GenBank aksesyon: KF640060, KF640063, KF640064) birlikte
cluster olusturmustur. TR-ASipeql-6 izolatlar1 kendi aralarinda %0,9+0,3 farklilik gosterirken
Ermenistan izolatlariyla %5,24+0,9 farklilik gdstermistir. S. equinum TR-ASieql-4 izolatlar
kendi aralarinda %0,8+0,3 farklilik gdsterirken Ermenistan (ErSieql, ErSieq2), Ingiltere
(GenBank aksesyon: KP861091, KP861092) ve Almanya (GenBank aksesyon: KF990264,
KF990265, JX444911) izolatlartyla sirastyla %0,7+0,3, %]17,742,6 ve %17,7£2,6 genetik
farklilik gosterdigi saptanmustir. S. bezzii TR-ESibez1-5 izolatlar1 kendi aralarinda %0,6+0,2
farklilik gosterirken Tiirkiye’de Erciyes Dagindan elde edilmis izolatlarla (GenBank aksesyon:
KJ880275, KJ880276) %0,7+0,2 ve Ermenistan izolatlariyla (GenBank Aksesyon: KF640050,
KF640052) %0,6+0,2 farkli bulunmustur. Calismada Diinyada ilk olarak S. bergi tiiriine ait
izolatlarin DNA barkodlamasi ve filogenetik analizleri yapilmis ve karakterize edilen S. bergi
TR-KSibel-4 izolatlar1 arasinda genetik farklilik %0,6+0,2 belirlenmis ve bu tiire ait haplotipler
Simulium soy altinda Bezzii tiir kompleksi tiyeleriyle kiime olusturdugu ortaya konmustur. Yine
mevcut ¢calismada izole edilen S. kiritshenkoi Ardahan TR-ASikril-2 ve Erzurum TR-ESikril,
2, 4P ve 5P il bazinda kendi aralarinda %0,7+0,3 farklilik gostermis, il bazinda ve Ermenistan
izolatlart ile %0,6+0,3, Tiirkiye’de Erciyes Dagindan elde edilmis S. Kiritshenkoi izolati ile de
%0,7+0,3 farklt bulunmustur. Tiirkiye’den ilk kez molekiiler olarak karakterize edilen
Nevermania soy altinda yer alan S. vernum TR-ESivel izolati GenBank’ta yalnizca
Ingiltere’den rapor edilmis izolatlarla (GenBank aksesyon: KP861213, KP861214, KP861218,
KP861185) %8,3+1,1 genetik farklilik gostermistir.
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Caligmada karakterize edilen tiirlere ait izolatlar ve Tiirkiye’den daha dnce rapor edilmis
izolatlarin filogenetik analizlere blastn analizleri sonucu genetik yakinliklarina gére Diinyadan
ilave edilmis izolatlarla birlikte alt soylara gore filogenetik yapilanmalar1 da analiz edilmistir.
Buna gore en yiiksek genetik farklilik %11,2+1,1 ile Wilhelmia soy altinda belirlenmis bunu
%8,6+0,9 Simulium ve %6,6+0,6 ile de Nevermania alt soylar1 takip etmistir. Alt soylar
arasindaki genetik farkliliklar incelendiginde Wilhelmia ve Simulium arasinda %19,0£1,9,
Wilhelmia ve Nevermania arasinda %18,4+1,8 ve Simulium ve Nevermania arasinda da
%15,3+1,5 genetik farklilik oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Tiirkiye’de Kars, Ardahan ve Erzurum illerini kapsayan Kuzeydogu
Anadolu bolgesinde Simulium tiirleri iizerine morfolojik, kromozomal ve molekiiler analizler
bir arada kullanilarak karakterizasyon ve filogeni calismasi yapilmistir. Bu sonuglarla
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde S. kritshenkoi, S. vernum, S. bergi, S. equinum, S. paraequinum
ve S. bezzii tirlerinin varligi ortaya konmustur. Ayrica bu calismayla Diinyada ilk kez
Nevermania alt soyundaki S. vernum izolatinin mitokondriyal gen bolgesine gore DNA
barkodlamas1 gerceklestirilerek karakterizasyonu yapilmis ve filogenisi ortaya konmustur.
Karakterize edilen tiim izolatlarin diinyada GenBank’a kayit edilmis mevcut homolog
izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalar1 belirlenmistir.

Mevcut ¢alisma, Tirkiye’de Kuzeydogu Anadolu yoresinde Simulium tiirlerinin
epidemiyolojisi ile yaygin tiir ve/veya alttiirlerin sitogenetigi ve genotiplerinin ortaya konmasi
acisindan ve Tiirkiye’nin biyolojik varliklar1 olarak tescillerinin saglanmast bakimindan

oldukca 6nemli veriler saglamistir.
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