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ERCIYES DAGI AKARSULARINDA SiMULIUM TURLERININ
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OZET

Bu calisma, Erciyes dagi akarsularinda simuliid tiirlerinin molekiiler karakterizasyonunun
yapilmasi amactyla planlanmistir. Bu amacgla Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Erciyes dagi
akarsularinda {i¢ istasyondan toplam 100 adet simuliid larva 6rneklemesi yapilmistir. Toplanan
larvalarin 6nce morfolojik ve kromozomal incelemeleri yapilmig daha sonra molekiiler analize
gecilmistir. Morfolojik ve kromozomal analizler ile arastirma yoresinden toplanan 100 larvanin
20’sinin S. bezzi sitoform (Cyt) 2, 20’sinin S. bezzi Cyt 3, 50’sinin S. ornatum grup ve 10’unun
ise S. velutinum oldugu tespit edilmistir. Molekiiler analizler i¢in 6rnekleme istasyonlarindan
secilmis toplam 4 larvadan genomik DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA’lar
parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal parsiyel 5.8S, complete
internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen bolgelerini amplifiye eden spesifik primerler ile
PCR’a tabii tutulmustur. izolatlara ait amplikonlarmn PCR primerleri ile klonlanlamp plasmid
purifikasyonundan sonra sekans analizleri ger¢eklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin GenBank
kayitlar1 yapilmig ve diinyadaki benzer izolatlar ile Multiple alignmentlar yapilarak filogenetik
analizleri gerceklestirilmistir. Mt-COI gen bolgesinin filogenetik analizi sonucu S. bezzii
cytoform 2 ve cytoform 3 izolatlar1 arasinda 9%0,8 farklilik saptanmistir. S. bezzii ve S.
ornatum grup izolatlar1 arasinda %9,6+1,2, S. bezzii ve S. velutinum arasinda 13,9+1,4 ve S.
ornatum grup ve S. velutinum izolatlart arasinda ise %13,5t1,4 genetik farklilik tespit
edilmistir. Ribozomal 5.8S, ITS-2 ve 28S gen bdlgelerinin niikleotid sekanslar1 sonucunda S.
bezzii (TrERUSimbe3) Diinyada ilk kez karakterize edilmistir. TrERUSimbe3 izolati
GenBank’ta ilgili gen bdlgesi yoniinden kayitli Simulium izolatlarindan en yiiksek filogenetik
yakinligi %96,2 ile S. ornatum grubuna dahil izolatlarla gostermistir. Arastirma ydresinde
karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolati ise en yiiksek identikligi %99,7 ile ayni
grupta yer alan S. trifasciatum ve S. ornatum izolatlari ile gostermistir. S. bezzii TrERUSimbe3
ve S. ornatum grup TrERUSimor izolatlar1 arasinda ise %3,7+1,0 genetik farklilik
belirlenmistir. Sonug olarak bu g¢alisma ile Tirkiye’de ilk kez Erciyes dagi akarsularinda
Simulium tiirlerinin morfolojik, kromozomal ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu

caligmayla Tirkiye’de ilk kez S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. ornatum
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izolatlarinin mitokondriyal gen bolgesine gore karakterizasyonlari yapilarak filogenileri ortaya
konmus ve GenBank kayitlar1 gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda aragtirma yoresinden izole
edilen S. bezzii Cyt 2 (TrERUSIimbe2) ve S. ornatum grup (TrERUSimor) izolatlarinin
ribozomal gen bolgesine gore molekiiler analizleri sonucunda karakterizasyonlar1 yapilarak
GenBank kayitlar1 gergeklestirilmis ve S. bezzii Cyt 2 izolatinin ribozomal ITS-2 gen bolgesi
Diinya’da GenBank’a kayid1 gerceklestirilen ilk izolat olmustur.

Anahtar kelimeler: Simulidae, Erciyes dagi, larva, Molekiiler karakterizasyon
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INVESTIGATION AND MOLECULAR CLASIFICATION OF SIMULIUM
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Ahmet DEMIRCIOGLU

Erciyes University, Graduate School of Health Science
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Master’s Thesis, June 2014
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah INCi

ABSTRACT

This study was carried out to determine the molecular characterization of simuliid species in
rivers of Erciyes Mountain. For this aim between May-September 2013, totally 100 simuliid
larvae collected from three collection sites. Morphological and chromosomal examination was
performed before molecular analyzes in collected larvae. 20 Simulium bezzi cytoform (Cyt) 2,
20 S. bezzi Cyt 3, 50 S. ornatum group and 10 S. velutinum from totally 100 larvae were
determined by morphological and chromosomal examination. For molecular analyses the
genomic DNA extractions were utilized on 4 larvae selected from sampled area and PCR
analyses were performed with the primer pairs that amplified mitochondrial partial cytochrome
oxidase subunit 1 and ribosomal partial 5.8S, complete internal transcript spacer 2 and partial
28S gene regions. Sequence analyses of the isolates were done with PCR primers after cloning
and plasmid purifications. GenBank records of isolates were done and performing multiple
alignments between the obtained isolates and other similar isolates from the world completed
phylogenetic analyses. The pairwise analyses between the S. bezzi Cyt2 and Cyt3 isolates
characterized by Mt-COI sequences showed 5.3+0.6% genetic difference. The genetic
difference between S. bezzii and S. ornatum group, S. bezzii and S. velutinum, S. ornatum group
and S. velutinum isolates were determined as 9,6+1,2%, 13,9+1,4% and 13,5+1,4%,
respectively. S. bezzii (TrERUSimbe3) isolate was firstly revealed in the world according to
ribosomal 5.8S, ITS-2 and 25S gene region. The maximum identity rates between the
TrERUSImbe3 isolate and S. ornatum group isolates within Simulium isolates from the world
were determined as 96, 2% according to the phylogenetic analyses of ribosomal 5.8S, ITS-2 and
28S gene regions. S. ornatum group TrERUSimor isolate showed 99,7% identitity with S.
trifasciatum and S. ornatum by phylogenetic analyses of ribosomal 5.8S, ITS-2 and 28S gene
regions. Also genetic difference between the S. bezzii TrERUSIimbe3 and S. ornatum group
TrERUSimor isolates established as 3,7+1,0%.

In conclusion, morphological, chromosomal and molecular characterization of Simulium sp. in
Erciyes Mountain Rivers in Turkey was determined for the first time with this study. S. bezzi
cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum and S. ornatum isolates were done molecular characterization

and exhibited phylogeny according to mt-COIl gene region and were also deposited to the
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GenBank. While molecular characterization S. bezzii Cyt 2 (TrERUSimbe2) and S. ornatum
group (TrERUSImor) isolates were detected according to ribosomal 5.8S, ITS-2 and 28S gene
region and deposited to the GenBank. S. bezzii Cyt 2 isolate was initially recorded to the
GenBank in the World.

Key words: Black fly, Erciyes Mountain, Molecular classification, Simuliidae
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1.GIRIS VE AMAC

Diptera dizisi, Nematocera dizialtt ve Simuliidae ailesinde yer alan karasinekler, kanatl
ve evcil hayvanlar ile insan sagligini tehdit etmelerinin yaninda ekonomik ve ekolojik
bakimdan da Onemli insektlerdir (1). Simuliidae ailesindeki tiirlerin morfolojik
identifikasyonlar1 olduk¢a kompleks olup, beraberinde bir takim teshis hatalarma yol
acabilmektedir. Ayni zamanda bir¢ok simuliid tiiriinde 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 c¢esitli niikleer ribozomal ve
mitokondrial gen bolgelerininin filogenetik analiz galigmalari bulunmaktadir. Ig
Anadolu Bolgesi’nin en yiiksek dagi olan Erciyes dagi’nin, dagcilik ve kis sporlarinda
cok onemli bir turizm potansiyeline sahip olmasi yaninda ayni zamanda 6nemli bir
yayla turizm bolgesi olmasi ve diinyanin hemen her bolgesinden bir¢ok yabanci turistin
bolgeye gelmesi bu sineklerin vektorligiinii yaptig cesitli patojenler ve olusturduklar
risk potansiyeli agisindan oldukca 6nemlidir. Ergin disi karasinekler yasam dongiilerini
tamamlamak i¢in insan, kanatli ve memelilerden kan emmektedirler. Boylece insan ve
diger hayvanlar iizerinde sOmiiriicii, toksik, travmatik ve irkiltici etkilerinin yaninda
cesitli viral, bakteriyel ve paraziter bazi hastaliklara vektorlik etmektedirler. Simuliid
karasinekler tarafindan insanlara nakledilen en 6nemli parazitler Onchocerca volvulus
ve Mansonella ozzardi tirii nematodlar olup, kanatlilara ise Leucocytozoon
enfeksiyonunu bulagtirmaktadirlar. Sayica ¢ogalmalart durumunda ortaya ¢ikan

salginlar, insan ve hayvan sagligimi tehdit etmenin yaninda, onlarin psikolojilerini



bozmakta ve tarim basta olmak iizere turizmi de engelleyerek ciddi boyutlarda
ekonomik kayiplarin sebebi olmaktadirlar (2).

Bu tez calismasiyla, Erciyes dagi akarsularinda pest olma potansiyeline sahip Simuliid
tiirlerinin morfolojik ve kromozomal identifikasyonlarini takiben, mitokondrial
cytochrome oxidase I (COI) ve ribozomal ITS2 gen boélgelerinin sekans analizleriyle
molekiiler klasifikasyonlar1 yapilmis ve arastirma yoresinde simuliid kompozisyonu
molekiiler konfirmasyonlarla ortaya konmustur. Calismada ayn1 zamanda yorede tiir ve
sus kompozisyonlarinin belirlenmesi ve DNA dizi analizi sonucu elde edilen gen
dizilimlerinin ~ Tiurkiye’nin  biyolojik  varliklar1 olarak GenBank’a kayitlar

gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SIMULIUM TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI

Simulium tiirleri, Diptera dizisi igerisinde Nematocera dizi boliimiinde ve Simuliidae
(Karasinekler, Blackflies) ailesinde yer almaktadir. Simuliidae ailesi diinyanin her
bolgesinde goriilebilen 6nemli ailelerden birisidir. Bu ailede gilinlimiize kadar 2101’1
yasayan, 12’°si ortadan kalkmis (fosil) toplam 2113 tiir tanimlanmistir. Bunlarin 1697’si1
Simulium soyunda yer almistir (1). Bu tiirlerin ¢ogunda, disilere diinyanin cesitli
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 livez

(Tirkiye)] verilmistir.

Simulium tiirlerinin Systema Naturae 2000°e gore sistematikteki yeri Geneious 5.0

yaziliminda hazirlanarak Sekil 2.1°de verilmistir (3).
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Simulium

Sekil 2.1. Simulium tiirlerinin sistematikteki yeri (Kaynak: Adler ve Crosskey, 2009:3).

2.2. SIMULIUM TURLERININ MORFOLOJISI

Simuliidler; kii¢iik, esmer, kalin viicutlu, kambur sirtli Nematocerlerdir (Sekil 2.2).
Simuliumlar 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 kiiglik ve antenlerin dorsalinde ayri

olarak yer almistir. Erkeklerde ise gozler daha genis ve antenlerin dorsalinde



bitisiktirler. Antenler her iki cinste de ayn1 olup ve genellikle 11 segmentlidirler. Palpler
5 segmentli ve kisa olan hortumdan olduk¢a uzundurlar. Kanatlar kisa, genis, pulsuz,
beneksiz ve parlaktir. Ven dolasimi kanadin 6n kenari1 boyunca uzanan iyi gelismis
radial venlerle karakterizedir. Zayif gorlinlimlerine ragmen kanatlar oldukca
giicliidiirler. Bu sayede uzak mesafelere ugma yetenegi kazanmislardir. Durgun
havalarda 100 km’den fazla ugcabilirler. Etkin ugus alanlar1 18 kilometrelik cap
igerisindedir (4, 5).

Kisa ve gligli
antenler

Anterior kanat venleri ‘

Sekil 2.2. Simulium sp. morfolojisi

(http://www.entomology.umn.edu/museum/links/coursefiles/Nematocera%20characters.html)

2.3. YASAM DONGUSU

Karasineklerin pek c¢ok tliriinde yasam siklusunda farkliliklar bulunmaktadir.
Simuliidlerin larva dagilimina mevsim ve suyun fiziksel ve kimyasal ozellikleri etki
etmektedir. Fiziksel ozellikleri arasinda suyun akinti hizi, sicaklik, bulaniklik ve su
icinde bulunan maddeler, kimyasal 6zellikleri arasinda ise suyun oksijen miktari, pH’si,
elektriksel iletkenligi, azot ve fosfor miktar1 yer almaktadir. Yumurtalar1 yaygin olarak

30-800 arasinda, ortalama 200-300’liikk gruplar halinde akan sularin kenarlarina ya da



direkt olarak suyun igine birakirlar (5-7). Simulium tiirlerinin yasam siklusu Sekil 2.3’de

verilmigtir.

Yumurta

(Kokon glnde) Larva dénemleri s ‘ "

S SEN

&\ BN

vl

Sekil 2.3. Simulium tiirlerinde hayat siklusu (Kaynak: Beaty ve Marquardt, 1996: 8)
2.3.1. Yumurta

Yumurtalar, dnce krem-beyaz, sonra embriyonal gelisim ile birlikte siyaha yakin bir
renge doniigtirler (Sekil 2.4). 100-400 pm uzunlugunda ve oval-elipsoidal veya ii¢
koselidir. Yiizeyleri diizdiir. Gozle goriilebilir yumurta kabugu i¢ yumurta membrani ve
endokoryondur ya da ¢ok az koryonik plastron gelismistir (6, 7). Yumurtalarini oksijen
basincinin yiiksek oldugu akintili sularin yiizeylerine toplu halde birakirlar ve birakilan
yumurtalar da iyi gelismis bir plastrona gereksinim yoktur. Sonbaharin sonlarinda
birakilan yumurtalardan takip eden baharda su sicaklig1 yiikselene kadar larva ¢ikisi
olmaz. Simuliid yumurtalar1 kuruluga kars1 hassastirlar. Uzun aylar nemli ortamlarda

kalabilirler (5-7).



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 gilinde larvalar cikar.
Larvalar kurtguk seklinde silindirik yapidadir (Sekil 2.5). Yumurtadan g¢ikan larva
kuyruk emicisi (sucker) ile tas, kiitiik veya su bitkileri gibi herhangi bir objeye tutunur
ve ipeksi ipligi ile 1slanmaktan korunur. Larvalarda bir cesit filtre gérevi yapan bir ¢ift
agi1z fircasi (sefalik fan) bulunur. Larva, kendi yasamini siirdiiriip yerlesebilecegi bir yer
bulur ve oray1 ipek bir ag ile (zarla) 6rmeye devam eder. Aymi zamanda larvalar
maddelere tutunmak icin bol miktarda protein yapistirict da tretirler. Larvalar su
yiizeyine yakin kalirlar. Hizli akimin oldugu ¢ok biiyiik nehirlerde larvalar birkag metre
derinlikte bulunabilirler. Larvalar bir ¢ift basit goz, sklerozite basi ve kum saati gibi
uzamis viicuda sahiptir. Viicutlar1 90°-180° biikiilme hareketi yapar. Bas kisminda
yelpaze tagimaktadir. Larvalar genellikle 10-100 pm biiytikliigiindeki organik besinlerle
(mikroorganizmalar, Orn: Bakteriler) beslenirler. Bunlar su akimmin hizlandig

yerlerde daha ¢ok bulunmaktadir (5-7).
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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¢inde
bulunur. Pupanin basi ve toraksi tek bir parca halinde yani sefalotoraks i¢inde
birlesmistir ve segmentli bir karin bulunmaktadir (Sekil 2.6). Toraks, dikenleri ve koza
iplikleri ile ilgili kancalar1 olusturur ve pupa yerinde kalir. Sefalotoraks kozanin akim
yoniine dogru yer degistiren bir ¢ift uzamis dallara ayrilmis solungaglar tasir. Geng
pupalarda viicut rengi agik renkli iken pupa gelisimi ile birlikte renk koyulasarak olgun
pupalarda siyah bir renk alir. Beslenmeyen pupa, i¢inde eriskin gelistiginden gitgide
kararir. Pupa kabuklar1 dagildiginda eriskin hava akimiyla stirtiklenir ve hemen ugmaya
baslar (5-7).



Solungac histoblasti
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Sekil 2.6. Simulium sp. pupas1 (Kaynak: http://dc347.4shared.com/doc/VFKoXT5t/preview.html)
2.3.4. Ergin

Simulium erginleri tiknaz viicutlu, genis kanatlara kisa antenlere ve proboscise sahiptir.
Pupadan ergin sineklerin ¢ikmasi, genellikle ve cogunlukla 151k ve 1siya bagli olarak
giindiiz olmaktadir. Pupadan erginlerin ¢ikisi, hava sicakhigr 24-28 °C araliginda ve su
sicaklig1 en diisiik 8 °C iken olmakta ve 9.00-12.00 saatleri arasinda pik seviyeye
ulagmaktadir (5-7). Simuliidae ailesinde bulunan sineklerin erkekleri bitki 6zsulari ile
beslenirken disileri ugmalart i¢in gerekli olan enerjiyi bitki 6zsularindan karsilamakta
ve yumurtlama dongiilerini tamamlamak i¢in de insan ve sicakkanli hayvanlardan kan

emmektedirler (9).
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Simulium sp.
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Sekil 2.7. Ergin Simulium sp. (Kaynak: http://www.bumblebee.org/invertebrates/DipteraA.htm)
2.4. UREME

Karasinekler hizli1 akan sularda, barajlardan birakilan sularda, 6zellikle hidro elektrik
barajlarinda triblinlerden ¢ikan sularda ve daglardan nehirlere akan su kesimlerinde
tiremektedirler. Simuliidae ailesi liyeleri holometabol gelisim gosterirler. Ergin sinekler
iireme yerlerinde birbirlerine yaklasirlar ve ciftlesme yerde sekillenir. Simulidler
ovipardirlar. Erkek simulidler disileri 50 cm uzaktan taniyabilir ve ciftlesmek i¢in
onlara yonelirler. Dollenmis disiler siiriiler halinde giin batimi ve karanligin bagladig:
zaman araligindaki kisa siirede yumurtalarmi akigskan olan su iizerindeki otlara ve
yaklasik 30-800 kadar yumurta birakirlar. Baz tiirler ise cmz’ye 2000-3000 yumurta
birakabilmektedir. (5-7).

2.5.BESLENME

Simulium spp. disileri giindiizleri konaklarindan kan emmek i¢in saldirirlar. Baz tiirler,
viicudun burun, kulak ve géz gibi organlarina girmek isterler. Bu 6zellikleri insanlar1 ve
evcil hayvanlar rahatsiz eder. Erkekleri ise bitki 6ziitii ile beslenirler. Disi simulidlerin

cogu yumurtalarin gelisimi icin kan emmeye ihtiya¢c duyarlar. Bu amagla insan ve
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birgcok memeliden kan emebilirler. Erkekler ise bitki nektari ile beslenirler. Bu sinekler
ozellikle giindiiz 9. - 17.% saatleri arasinda maksimum aktivite gosterirler. Kan emen
disilerin 6mrii 30 giine kadar uzarken bitki 6ziitii ile beslenen erkekler ortalama 10 giin

yasarlar (5-7).

2.6. SIMULIUM TURLERININ ZARARLARI VE VEKTORLUK ROLLERI
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, kulaklari
basta olmak lizere viicudun degisik boliimlerine saldirarak rahatsizlik verirler. Cok az
ses ¢ikarirlar ancak, aydinlanmis ortamlarda derhal derinin {izerine konarak kan emerler.
Genellikle ¢ok sayida ortaya cikarlar, kiimes hayvanlar1 ve diger ¢iftlik hayvanlarina
stiriiler halinde saldirarak hayvanlarin solunum yollarin1 tikayarak ve/veya toksinleri
(similotoksikozis) ile dlimlere sebebiyet verebilirler. Bu sineklerin sokmalart oldukga
irritatiftir. Viicudun acgikta kalan boliimlerini, &zellikle yiiz ve boyun bdlgelerini
sokarlar. Simulid karasinekler tarafindan insanlara nakledilen en Onemli parazitler
Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi tiirii nematodlardir. Bu tiirler, diinyanin
Afrotropikal ve Netropikal bolgelerinde yaklasik 17 milyon insanin yakalandig
“onchocerciasis veya nehir korliigii” 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 gesitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel

patojenlerin de vektorliigiinii yaparlar (1, 5-7).

T1bbi 6nemlerinin yaninda, Simuliidler akarsu ekolojisinin temelini olustururlar. Zira bu
sineklerin aquatik gelisim evreleri (larva) bulunduklar1 sudaki ¢dzlinmeyen organik
maddelerin filtrasyonunu saglayarak besin zincirinde suyun igilebilir hale gelmesine
katkida bulunurlar. Karasinekler, temiz su kaynaklarinin gevre kirliligine kars1 diizenli
kontrollerinde de ¢cok énemlidirler. Ciinkii aquatik gelisim evreleri nehirler gibi temiz su
yataklarinin organik ve inorganik kontaminantlara (6rn., seker fabrikasi atiklari,

ciftliklerden gelen hayvansal atiklar, tarima acik ekilip bicilen alanlardan gevreye
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yayilan zirai miicadele ilaci insektisitler ve gibreler) karsi oldukca duyarhdirlar.
Karasinekler, ayrica morfolojik olarak tiirlerin olusumunun ve retikulat evrimin

anlasilmasinda korunumlu 6zel bir evrimsel 6neme sahiptirler (1, 5-7).

Simuliidae, morfolojik olarak olduk¢a homojen bir ailedir. Bu sinekler, medikal ve
veteriner Onemleri olduk¢a yiiksek olmasina karsin genellikle ihmal edilmislerdir.
Simuliidlerin taksonomisinde gesitli problemler vardir. Oncelikle diinya iizerinde halen
cesitli bolgesel Simuliid faunalar hakkinda bilgiler yetersizdir. Yeni bulundugu
alanlarda bunlarla ilgili olarak bio farklilik arastirmalarina ve revizyoner calismalara
ihtiya¢c bulunmaktadir. Bunun yaninda hali hazirda supraspesifik klasifikasyon stabil
olmayip problemlidir. Bir¢ok tiir veya tilir gruplar1 yanlis soylarda klasifiye edilmektedir
1, 5-7).

Cesitli kan emici Diptera tiirlerinde beslenme i¢in konak tercihi ¢esitli enfeksiyozler
icin risk faktorlerinin ortaya konulmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu amagcla
kanatli, memeli ve diger omurgalilara spesifik mitokondriyal gen bdolgelerini ¢ogaltan

primerler kullanilmaktadir (10, 11).
2.7. TURKIYE’DE SIMULIID SINEKLER UZERINE YAPILAN CALISMALAR

Tirkiye’de giiniimiize kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri {lizerine yapilmis
kapsamli calismalar ¢ok sinirlidir. Bununla birlikte, 1994 yili ilkbaharinda Erzurum’un
bazi ilgelerinde sigirlarin giiniin gilinesli saatlerinde kiiciik karasinek saldirilart sonucu
yaklasik 100 hayvanin 6ldiigli vakada, sigirlara saldiran ve oliime sebep olan kiiciik
karasineklerin Almanya’da yapilan laboratuar teshisleri sonucu Tetisimulium bezini
(Corti) (= T. condici Baranov) (Diptera, Simulidae) oldugu ortaya konmustur (12). Daha
sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda bir kadina ait idrar 6rneginde Simulium sp. larvasi bildirilmistir (13).
Tiirkiye’nin Simulium faunasina katki saglayacak sinirli sayida ¢alisma rapor edilmistir
(2, 12, 14-24). Bu calismalardan Kazanci ve Cleargue-Gazeau, (14) Tirkiye’de
Simuliidae faunasi iizerine ilk detayli ¢alismay1 yapmislar ve 22 tiir (20’si yeni kayit)
rapor etmisglerdir. Takiben Cleargue-Gazeau ve Kazanci, (15) Tiirkiye’de 26 tiirii (7’si
yeni kayit) bildirmislerdir. Balik ve ark., (16), Dikili-Ayvalik yoresinde Yelkoprii
magarasi ve civarinin sucul faunasinin tespiti amaciyla yaptiklari ¢alismada Eusimulium
angustitarse’yi rapor etmiglerdir. Sirin ve Sahin (17), Sakarya Nehir Havzasi’nda 23

tiirii (10’u yeni kayit) rapor etmislerdir. Crosskey ve Zwick (18), Tiirkiye’nin Anadolu
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boliimiinde 9 yeni tiiri tarif etmislerdir. Yine Zwick (19), daha once kaydedilmis
tirlerin yeni istasyonlardan kayitlarin1 vermistir. Kazanci ve Ertung (20), Tiirkiye
Simuliidae faunasina iliskin 19 tiiri (5’1 yeni kayit) ve bu tiirlerin bazi ekolojik
Ozelliklerini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (20), Tiirkiye’nin kuzey, bati ve
giineyinden topladiklart 6rneklerde 15 tiir (5’1 yeni kayit) identifiye etmislerdir. Ertung
ve ark., (22), Yedi Goller Milli Parki’nda Simuliidae faunasi {izerine yaptiklar
arastirmada 7 tiir identifiye etmislerdir. Ertung (23), Tiirkiye’nin batisindaki bazi
akarsu sistemlerinin (Kdycegiz GOl ¢evresi, Biiyiik Menderes Nehri cevresi ve
Yedigoller Milli Park1) Simuliidae faunasi lizerine yaptigi calismada 1 alt familyaya ait
2 cins, 5 alt cins ve 17 tlir saptamistir. Kazanci ve Ertung (24), Yesilirmak Nehir
Havzasi’nin Simuliidae faunasimi ve Simuliidae tiirlerinin su kalitesi ile iligkilerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 10 tiir (1’1 Yesilirmak Havzasi i¢in ilk kayit)
identifiye etmiglerdir. Diger yandan Yilmaz ve ark. (2) Kayseri-Nevsehir arasinda kalan
Orta Kizilirmak alaninda Simulium enfestasyonlarinin afet boyutundaki artisini rapor
etmislerdir. Yesiloz (25) Tiirkiye’de ilk kez Kizilirmak nehrinin Nevsehir’in Urgiip ve
Giilsehir ilgelerinden gegen boliimiinde Simulium (Wilhelmia) equinum’un varligini
ortaya koymustur. Gazyagci (26) Kirikkale ve Ankara yoresi Kizilirmak nehrinde
Simulium tiirlerinin yayilisini izlemek iizere yaptiklari ¢alismada S. petricolum, S.
equinum, S. pseudequinum, S. lineatum, S. balcanicum, S. erythrocephalum ve S.
alajense tiir diizeyinde (7 tiir), S.angustipes ve S. ornatum ise grup diizeyinde (2 grup)
teshis edip bu tiirlerden S. petricolum, S. equinum ve S. erythrocephalum’un Kizilirmak
nehri havzasinda ilk kayit edilen tiirler oldugunu rapor etmistir. Basoren ve Kazanci
(27) Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 27 istasyondan oOrnekledikleri Simulium larva ve
pupalarindan morfolojik analizler ile iki cinse (Prosimulium ve Simulium) ait sekiz
tirtin (Prosimulium rufipes, Simulium (Obuchovia) auricoma, Simulium (Nevermannia)
angustitarse, Simulium (Simulium) argyreatum, Simulium (Simulium) bezzii, Simulium
(Simulium) ornatum, Simulium (Simulium) trifasciatum, Simulium (Simulium)
variegatum) varligim1 kaydetmisler ve en fazla rastlanan tiirlerin Simulium (Simulium)
bezzii (%36) ve Simulium (Simulium) variegatum (%39) tiirleri oldugunu

bildirmislerdir.

Inci ve ark. (28) Orta Kizilirmak Havzasindan topladiklar: simuliid larva 6rneklerinde

morfolojik analizlerle Simulium Wilhelmia lineatum, S. Wilhelmia balcanicum ve S.
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Wilhelmia spp.’yi identifiye etmislerdir. Ayni arasticilar (28) sitogenetik kromozomal

analizlerle larvalarin S. lineatum ve S. balcanicum oldugunu teyit etmislerdir.
2.8.SIMULIID SINEKLER UZERINE YAPILAN MOLEKULER 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 (5, 29, 30). Bunun yaninda bu aile i¢in
genis capli kladistik filogenetik calismalar sadece birkag¢ ¢alisma ile sinirhidir (5, 31,32).
Karasineklerin taksonomisi ile ilgili DNA sekans ¢alismalar1 16S ribozomal RNA ve
transfer RNA (33,34) gen bolgelerinin arastirilmasiyla baglamistir. Daha sonra ise 16s
rRNA ve NADH subunit 4 (ND4) gen bolgeleri kismen kullaniglt olmustur (5, 35, 36).
Son yillarda ise Simulium tiirlerinin DNA tabanli klasifikasyonunda ise ITS (Internal
transcribed spacers) (37) ve COI (Cytochrome oxidase I) (38) gen bdlgeleri polimorfik
bolgeleri ve bu sekilde ozgilligi yiiksek molekiiler klasifikasyon yapilmaya

baslanmugtir.

Hebert ve ark. (39,40) Simuliidae ailesindeki tiirlerin identifikasyonu ig¢in DNA’nin
mitokondrial sitokrom oksidaz gen bolgesinin yaklagik 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 caligmalardir. 18S ve 5.8S arasinda bulunan ITS1 gen boélgesi ¢ok
degisken bir bolgedir (41). Simuliidler’ deki ITS1 gen bolgesi calismalar
onchocerciasis’in tagtyiciligini yapan Simulium damnosum iizerinde yogunlagmistir.
Simulium tiirlerinin ITS1 gen bolgesi 240 niikleotitden 400 niikleotide kadar degisik
uzunluktadir (42-44). Tayland da 29 Simulium tiirii bilinmektedir. Pramual ve ark. (45)
Tayland da sitokrom oksidaz gen bolgesi tabanli sekanslarda Gomphostilbia (Simulium)

alt tlirtinde 13 tiirli identifiye etmislerdir.

16S rRNA ve ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) genlerinin mitokondriyal DNA
sekanslarina bagli olarak, Tang ve ark. (46) Bat1 Afrika’daki Simulium damnosum’un 6
susu ile olan filogenetik yakinligin1 gostermislerdir. Ayni1 gen bolgeleri hem Afrika
hemde Giiney Amerikadaki farkli Simulium tiirlerinin filogenetik akrabaliklari {izerinde
de calisilmistir (44, 47).

Kriiger ve ark. (48), mitokondrial 16 S rRNA gen sekansi ¢aligsmalar1 ile Simulium

damnosum’un Dogu ve Bati Afrika suslarmin filogenetik akrabaligin1 ortaya
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koymuslardir. Higazi ve ark, (35), Sudan’in farkli yerlerinden toplanan Simulium
orneklerinin 16 S rRNA ve ND4 gen sekanslar ile S. damnosum ve S. sirbanum’un

filogenetik olarak birbirlerine yakin olduklarini gostermislerdir.

Tirkiye’de Simuliid sineklerin molekiiler identifikasyonu iizerine molekiiler tabanl
sinirl ¢alisma bulunmaktadir. Yesiloz (25), Nevsehir’in Urgiip ve Giilsehir ilgelerinden
gecen Kizilirmak nehrinden topladiklari Simulium 6rneklerinin parsiyel mitokondriyal
cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal complete internal transcript spacer 2 ve
parsiyel 28S gen bolgelerinin molekiiler analizleri sonucunda Tiirkiye’de ilk olarak S.
(Wilhelmia) equinum un varligim ortaya koymustur. inci ve ark. (28), Orta Kizilirmak
havzasindan topladiklart Simulium 6rneklerinde ribosomal internal transcript spacer 2
(ITS-2) ve mitokondrial cytochrome oxidase | (mt-COI) sekans ¢alismalari sonucunda

S. balcanicum, S. lineatum ve S. equinum tiirlerini identifiye etmislerdir.
2.9. SIMULIUM TURLERI ILE MUCADELE

Simuliid sinekler Insecta siifinda miicadelesi en zor olan arthropodlardandir. Simulium
tiirlerine kars1 miicadelede en etkili basarinin saglandigi donem larva donemidir. Larva
doénemlerinde dogru segilmis bir larvasit, teknigine uygun olarak ve yeterli dozda
kullanildiginda yiiksek oranda basar1 saglanabilmektedir. Bu sineklere karsi diinyanin
cesitli bolgelerinde miicadele programlari uygulanmustir. Ozellikle sinir asan nehirlerde,
iilkeler arasi igbirligi ile kapsamli ¢alismalar yiiriitiilmistiir. Bu miicadelelerde Diinya
Saglik Teskilati (WHO) tarafindan izin verilen ve gilinlimiizde diinyanin hemen her
yerinde larva miicadelesinde, larvicid etkili Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti)
kullanilmigtir. Kana’da (49), Amerika Birlesik Devletleri (7), Brezilya (50), Arjantin
(6), Hindistan (51), Tirkiye (3) ve Afrika kitasinin bircok bdliimiinde Simiulidae
miicadelesinde Bti sistematik sekilde kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir.
Ayn1 zamanda akan suyun debisinde meydana getirilecek ani azaltma ve yiikseltme gibi
yontemlerle su rejiminin degistirilmesi miicadelede kullanilabilecek uygulamalar

arasinda bulunmaktadir (2).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Arastirma Sahasi

Calisma Mayis-Eyliil 2012 tarihleri arasinda Erciyes dagindaki kiigiik akarsularda (Sekil
3.1) toplam 100 adet Simulidae ailesine bagh sinek larvalari lizerinde yiiriitilmistiir.
Ornekleme yapilan bolgelerde es zamanli olarak GPS ile bdlgenin koordinatlar1 ve
haritas1 (Sekil 3.2) ¢ikarilmistir (Tablo 3.1). Bununla birlikte simuliidlerin biyolojisinde
onem arz eden bolgenin akarsu yatagi, vejetasyonu ve karakteri gibi ¢esitli 6zellikleri de

kay1t altina alinmistir.
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Sekil 3.2. Simuliid larva drneklemesi yapilan istasyonlarin harita tizerinde goriiniimii
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3.1.2. Simuliid larvalarinin toplanmasi

Simuliid larvalari, dere yatag: icinde tutunduklari tag ve bitkilerden ince uglu bir pens
yardimi ile agz1 vida kapakli vialler igerisine toplanmustir. Fiksatif olarak simuliid
larvalar i¢in 6zellikle kromozom analizinde onerilen Carnoy’s soliisyonu kullanilmistir
(52). Soliisyonlar soguk zincirde tutulmus ve sahada her tiip icin 10dk ara ile 3 kez
degistirilmistir. Laboratuvara ulastirilan 6rnekler son kez soliisyonlart degistirilerek
incelenene kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Larva 6rneklemesi yapilan odaklar ve

toplanan larva sayis1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Simulium larvalarinin toplandigi odak ve larva sayilari

Istasyon Koordinat Larva sayisi
1 38°32°.39.44°°K; 35°31°.43.20”°D 35
2 38°32°.32.96"°K; 35°31°.43.67°D 35
3 38°32°.54.81"°K; 35°31°.39.61”°D 30

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1. Morfolojik inceleme

Toplanan larvalarin mikroskobik incelemesi Olympus SZ11 marka ve model alttan
aydinlatmali stereo mikroskopta yapilmis ve Olympus DP60 mikroskop kamerasinda

gorintiiler kaydedilmistir.
3.2.2. Kromozomal Analiz

Toplanan larva drneklerinden bazilari sitogenetik analiz ve kromozomal teshis amaciyla
ABD Clemson Universitesi Entomoloji béliimii 6gretim iiyesi ve simuliid uzmani Prof.
Dr. Peter Adler’e gonderilmis, gerekli analiz ve teshisler Prof. Dr. Peter Adler

tarafindan yapilmstir.
3.2.3. Molekiiler inceleme
3.2.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Simuliid tiirlerinin molekiiler klasifikasyonu ve filogenisi i¢in secilen istasyonlardan
toplanan larvalardan genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon tiinitesinde
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yapilmistir. Carnoy’s soliisyonu igerisinde muhafaza edilen Simuliid larva 6rneklerinin

her biri 6nce steril DNA’se RNA’se free mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve iizerlerine

sivi azot ilave edilerek steril pestle ile toz haline getirilmistir. Daha sonra tiiplerin

tizerine 25ul proteinase K ve 200ul Tissue Lysis Buffer (Bioneer) ilave edilerek,

60°C’de 1 gece su banyosunda tutulmustur. Daha sonra tiipler ultrasantrifiije

yerlestirilerek 14.000 rpm’de 1dk santrifiij edilmistir. Tiiplerden santrifiij sonrast DNA

ekstraksiyonu genomik DNA ekstraksiyon kiti (Axygen® AxyPrep™ Multisource

Genomic Miniprep DNA) ile iireticinin agiklamalarina gore asagidaki gibi yapilmustir.

a)

b)

d)

f)
9)

h)

Kit igerisinde bulunan Eluent, énceden 1s1s1 65°C'ye ayarlanmis su banyosu

igerisine konulmustur.

Santrifiij sonrasi supernatant alinarak iizerine 350 ul PBS (phosphate-buffered
saline, not provided) ve 0.9 ul RNase A ilave edilmis ve 30 sn el yardimiyla
nazikge calkalanmustir.

Tiip i¢ine 20 ul Proteinase K ve 150 ul Buffer C-L ilave edilerek hemen 1dk

vortekslenmistir.

Tiipler 56°C‘de 15 dk su banyosunda inkiibe edilmistir (Her 2-5 dk’da bir
vortekslendi).

Tipler tizerine 350 ul Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.
Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Her bir ornek i¢in 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon
yerlestirilmistir. Santrifiij islemi sonucu {stte kalan siipernatant pipet yardimiyla
alinarak miniprep columnlar igerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

Siire sonunda dibe ¢oken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar tekrar
bu tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar igerisine ilk yikama
sollisyonu olan 500 pl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij

edilmistir.

Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirilmis ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirilmistir. Miniprep
kolonlar icerisine 700 ul of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk

santrifiij edilmis ve bu islemler 2 kez tekrarlanmstir.
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J) Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklagtirilarak miniprep
columnlar bos ependorflar igerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir soliisyon
eklenmeden bos tipler 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama

soliisyonlar igerisindeki ethanoliin tamamen u¢masi saglanmaistir.

k) Herbir 6rnege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, onceden 65°C'lik su banyosuna konulmus olan
Eluent'den 100 ul ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra
14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapilarak genomik DNA elde edimistir. Elde
edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza

edilmistir.
3.2.3.2 DNA amplifikasyonu ve Elektroforez

Larvalardan elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 ribosomal internal transcript spacer
2 (ITS-2) ve 28S gen bdlgesinin yaklasik 430 bp gen fragmentini amplifiye eden ITS2F
(5’-TTGAACGCATATCGCACTTCTTGC-3") ve ITS2R (5’-CCTTATTAATATGCTT
AAATTCAGGG-3’) (41); mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bdlgesinin
yaklastk 658 bp gen fragmentini amplifiye eden LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) ve HCO2198 (5’-TAAACTTCAGG
GTGACCAAAAAATCA-3’) (40) primerler ile PCR analizine tabii tutulmustur.

Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢in de 25l final konsantrasyonda hazirlanmistir.
Ribosomal ITS2 gen bolgesi ve mt-COI gen bolgesi igin ilgili kaynaklarda (53, 54)
belirtilen protokoller modifiye edilerek reaksiyon karisimi: 10X PCR buffer, 2 mM
MgCl;, 0.2 mM her bir ANTP, 1.3 uM her bir primer, 2.3U Taq DNA polymerase ve
50ng template DNA kullanilmistir.

Laminar kabin igerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik
DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmugstur. Tipler thermalcycler
cithazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur. Ribosomal
ITS-2 gen boélgesinin amplifikasyonu i¢in gerekli PCR sartlar1 asagida verilmistir (53).

1. 95 °C 5dk 1 siklus
2.94 °C 1dk

3,58 °C 1dk 35 siklus
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4.72°C 2dk
5.72°C 10dk 1 siklus

Mt-COI gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan termal profil asagida

gosterilmistir (47).
1.96 °C 1dk 1 siklus
2.94°C 1dk
3.55°C 1dk 35 siklus
4.72°C 1.5dk
5.72°C 10dk 1 siklus

PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans
orneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su

kullanilmistir.

PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla
%1,5'lik agaroz jel hazirlanmigtir. Elde edilen PCR iiriinlerinin her birinden 10 ul alinip
90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuglar CLP Jel Dokiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile

gorlntiilenip analiz edilmistir.
3.2.3.3. Sekanslama ve Filogenetik Analiz

3.2.3.3.1. Simuliid larvalarmmn ITS-2 ve mt-COI gen bdélgelerinin, klonlanmasi,

sekansi ve filogenetik analizleri

Morfolojik ve kromozomal tiir teshisleri yapilmis larva orneklerinin PCR analizleri
sonucu uygun bant profilleri gdsterenlerden segilen izolatlar full dizilimlerin elde

edilmesi amaciyla klonlanmis ve sekanslanmiglardir.

Ligasyon basamagi: 1TS-2 ve mt-COI gen bdlgelerinin PCR’1 sonucu jel iizerinde
belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel
pirifiye edilmistir. Jel piirifiye 6rneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilmigtir. Klonlama reaksiyonu kullanicinin 6nerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmistir:
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2X Reaction Buffer 15 pl
PCR product (10 ng/ ul) 115l
DNA Blunting enzyme 1.5l
Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmastir.

Karigim 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. Karisgim 5 dk oda

sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmistir.

Transformasyon Basamagi: 5 nL’lik ligasyon iirlinii buz tizerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karisim, énce 42°C’de 1 dk
daha sonra buz ilizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pl. SOC Medium
eklenmistir. 37°C’de calkalayic1 iizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon

karisimi1 LB (Lurie-Bertani) kat1 besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet uglari ile alinarak yeniden LB kati

besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmistir.

Koloni Screening PCR: LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi
igerip igermedigini anlamak i¢in Koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 pl ITaq
master mix’1, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karisim
hazirlanmistir. Hazirlanan karisima kat1 besiyerinde {ireyen kolonilerden steril pipet ucu
ile alman Ornekler bulastirilarak toplam 20 pL’lik karigimlar hazirlanmastir.
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.

Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA’s1 elde etmek i¢in LB kati
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 mI’lik LB siv1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen

stv1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar igerisine alinarak 6000g’de 15
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dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast iistteki sivi kisim dokiiliip pelet daha sonra

kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Peletten plasmid izolasyonu i¢in Axygen plasmid piirifikasyon kit prosediirii takip

edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin onerileri dogrultusunda plasmid

ekstraksiyon islemi su sekilde yapilmistir:

1-

O-

-20 °C’de saklanan peletin oda sicakhiginda ¢oziinmesi saglandiktan sonra
tizerine 250 pl Buffer S1eklenmis ve vortekslenmistir.

Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce galkalanmustir.

Daha sonra iizerine 350 pl Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifge 8
kez ¢alkalanmigtir

Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir

Santrifiij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine
konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmigtir

Alttaki toplama tiipiine siiziilen sivi bosaltilmis ve iistteki Miniprep column
tekrar ayn1 toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir.

Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave
edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen s1v1 uzaklastirilmis ve Miniprep column
ayni1 toplama tiipli i¢erisine yerlestirilmistir

Tiip tizerine 700 ul Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

10- Toplama tiipline siiziilen siv1 tekrar uzaklastirtlmigtir. Miniprep column bu kez,

11-

12-

yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip icerisine yerlestirilmis ve membrana
baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak i¢in 12.000xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrast Miniprep column temiz bir 1.5 ml’lik tiip igerisine
yerlestirilmis ve plasmid DNA’s1 elde etmek amaciyla iizerine 60 pl Eluent
eklenmis ve oda 1sinda 1 dk beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Santrifiij islemi sonrasi 1,5 ml'lik steril tiip igerisine siiziilen sivi plasmid

DNA's1, sekanslamaya gdnderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.
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Restriksiyon ve PCR Analizleri: izole edilen rekombinant plasmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak
klonlanan genin varligi yoniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve Xbal
(Thermo Scientific) enzimleri kullanilmistir. Elde edilen plasmid DNA’sin1 restriksiyon

enzimleri ile kesmek i¢in asagidaki oranlarda master mix hazirlanmgtir:

Su 14 pl
10X FastDigest® buffer 2 ul
DNA 4 ul
FastDigest® enzyme 1 ul
Toplam 20 pl

Karigim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra
%1.5’lik agaroz jele yiiklenerek klonlanan genin varligi yoniinden incelenmistir.
Plasmid 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 sonras1 amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel lizerinde goriintiilenmistir.

3.2.3.3.2. Klonlanan ITS-2 ve mt-COI Gen Bélgelerinin Sekans1 ve Filogenetik

Analizleri

Her iki gen bolgesi i¢in elde edilmis olan plasmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse
primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen
plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence
Alignment (55) ve Geneious 5.5.5 (56) yazilimlar ile forward ve reverse dizilimlerin
pairwise alignmentlar1 yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert olmus hedef gen
bolgesi belirlemis ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen
sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra
Mega 5.2 (57) ve Geneious 6.1.6 (56) genetik analiz yazilimlariyla ¢oklu hizalamalari
yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konmustur.

Elde edilen niikleotid dizilerinin GenBank kayitlar yapilmistir.



4. BULGULAR

4.1. LARVA ORNEKLEMESI VE CEVRESEL OZELLIKLER

Erciyes Dagi’nin yaklasik 2173 m yiiksekliginde bulunan ve kar sularinin erimesiyle
birlikte akiskanligi ve debisi artis gosteren akarsularda simuliid larvalarimin Nisan-
Mayis aylari itibariyla gelisimlerine basladiklar1 gériilmiistiir. Bu donem itibartyla ilgili
istasyonlardan toplam 100 adet larva drneklemesi yapilmistir. Larvalarin daha ¢ok su
icerisindeki vejetatif alanlara ve/veya tas ylizeylerine tutunduklari tespit edilmisgtir

(Sekil 4.1-Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Taglara tutunmug Simulium sp. larvalari (Orijinal )
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Sekil 4.2. Akarsu igerisinde Simulium larvalari (Orijinal )

4.2. MORFOLOJIK ANALIZ SONUCLARI

Arastima merkezinden toplanarak incelenen larvalarda viicudun bag, toraks ve abdomen
olmak {izere li¢ kisimdan olustugu ve simirlart ¢ok belirgin olmayan 11 segmentten
meydana geldigi goriilmiistir. Basin genis oldugu ve belirgin bir bicimde viicuttan
ayrildig, basta iyi gelismis bir ¢ift anten, agiz parcalar1 ve bir ¢ift sefalik fan bulundugu

belirlenmistir.

Viicudun gogiis bolgesi kalin olup ventral tarafinda, ucunda kancalardan olugmus bir
halkanin bulundugu bir adet proleg gézlenmistir. Abdomen sekiz segmentten meydana
gelmis olup ilk kisminin daha ince ve sonuna dogru tekrar genisledigi goriilmiistiir.
Viicudun sonunda ¢ok sayida kanca iceren bir halka (posterior proleg) goriilmiistiir.
Anal acikligin dorsal kisminda “rektal organ” ya da “anal solungacglar” adi verilen
cikintilarin yer aldig1 goriilmiistiir. Bas kapstiliinde post genal yarik, sefalik apotom
tizerinde ise benek seklinde lekeler ve sefalik fanlarin varhigi dikkati ¢ekmistir.
Larvalarin gogiis bolgesinde, solungac¢ histoblastlar1 (pupal solunum filamentleri)

toraksin iki yaninda dis viicut ortiisiinlin altinda kivrilmis bir sekilde tespit edilmistir.
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4.3. KROMOZOMAL ANALIZ SONUCLARI

Prof. Dr. Peter Adler tarafindan yapilan kromozomal analizler sonucunda Erciyes dagi
akarsularindan toplanan toplam 100 larvanin 20’sinin S. bezzi sitoform (Cyt) 2, 20’sinin
S. bezzi Cyt 3, 50’sinin S. ornatum grup ve 10’unun ise S. velutinum oldugu tespit
edilmistir.  Arastirma  odaklarinda toplanan larva Orneklerinin  kromozomal

identifikasyon sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Arastirma odaklarinda toplanan larva drneklerinin kromozomal identifikasyon sonuglari

Tiir A B C Toplam
S. bezzi 8 7 5 20
S. bezzi 10 6 4 20
S. ornatum grup 18 17 15 50
S. velutinum 3 3 4 10
Toplam 39 33 28 100

4.4. MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI
4.4.1. PCR Sonuclari

Incelemesi yapilan 3 istasyondan toplanan toplam 100 larvanin ribosomal ITS-2 ve 28S
ile mt-COI gen bolgelerinin spesifik primerler ile parsiyel amplifikasyonlari sonucu

tirtinlerin jel agarozda goriintimleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’ de gosterilmistir.

—_

2 3 4
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Sekil 4.3. Simuliid larvalarinin complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bdlgesini amplifiye eden ITS2F ve
ITS2R primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M:
Marker; 1,2,3,4: Pozitif 6rnekler
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709 bp

Sekil 4.4. Simuliid larvalarinin parsiyel COI gen bolgesini amplifiye eden LCO1490 ve HCO2198
primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker;
1,2,3,4: Pozitif 6rnekler

Elde edilen amplikonlarin jel piirifikasyonlar1 sonrast DNA miktarlar1 dl¢lilmiis ve
uygun konsantrasyonda olanlardan istasyon 1’den 3, istasyon 2 ve 3’ten ise 1’er
amplikon sekans analizi i¢in ayrilmistir. Jel piirifiye amplikonlarin agaroz jeldeki

goriintimleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.

430 bp

Sekil 4.5. Simuliid larvalarinin complete ITS-2 ve parsiyel 28S ribozomal gen bolgesinin amplifikasyonu
sonrasi jel piirifiye edilen 6rneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1,2: Pozitif 6rnekler
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709 bp

Sekil 4.6. Simuliid larvalarinin parsiyel mt-COI gen bolgesinin amplifikasyonu sonrast jel piirifiye edilen
orneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1,2: Pozitif 6rnekler

4.4.2. 1TS-2 ve Mt-COI Gen Bolgelerinin Klonlama Sonuclari

Erciyes dagi akarsularindan toplanan, molekiiler ve kromozomal analizleri yapilan
Simulium 6rneklerinden ITS-2 ve mt-COI gen bdolgelerinin molekiiler karakterizasyonu
icin dort izolat sekanslarin kayipsiz elde edilebilmesi i¢cin klonlanmistir. Bu amagcla
ilgili izolatlarin PCR analizleri sonucu jel iizerinde belirlenen amplikonlar High Pure

PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir.

Elde edilen jel piirifiye 6rnekler CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine insert edilmistir. Daha sonra ligasyon
iriinii E. coli TOP 10 kompetan hiicrelere transforme edilnistir. Bir gece inkiibasyon

sonrast ampicylin LB besi yerinde olusan koloniler Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.7. Transformasyon sonucu besi yerinde olusan koloniler
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LB kati besiyerinde iireyen kolonilerden secilen tek koloniler, transformasyon
etkinligini artirmak amaciyla steril pipet uclari ile alimip ayr1 ayr tekrar LB kati
besiyerine ekilmistir. Tekrar 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen kolonilerin kat1 besiyerinde

goriintimleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8. Transformasyon basamaginda 2. inkiibasyon basamagi sonucu olusan koloniler

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerde hedef gen bolgesinin vektore insert oldugu ve
transformasyon etkinligi vektor spesifik primerlerle koloni PCR yapilarak teyit
edilmigtir. ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerinin koloni PCR sonuglart sirasiyla Sekil 4.9
ve Sekil 4.10°da gosterilmis olup her iki gen bolgesine ait DNA’larin vektorlere basarili
bir sekilde insert oldugu goriilmiistiir.

—> 430 bp hedef gen bolgesi
+

120 bp vektor DNA’si

Sekil 4.9. Transforme hiicrelerde ITS-2 gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel agarozda
gdriiniimii. M: Marker (100bp); 1,2: insert ITS-2 gen bdlgesi
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709 bp hedef gen bolgesi
+

120 bp vektor DNA’sI

Sekil 4.10. Transforme hiicrelerde mt-COI gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel
agarozda goriiniimii. M: Marker (100bp); 1,2: Insert mt-COI gen bolgesi

Koloni PCR sonuglarmi takiben ilgili gen bolgeleri yoniinden pozitif saptanan tek bir
koloni segilerek sivi besi yerine aktarilmis, bir gece 37°C’de inkubasyondan sonra
iireyen transforme hiicreler santrifiij ile ¢Oktiiriilmiistiir. Daha sonra transforme

hiicrelerden plasmid piirifikasyonu gerceklestirilmistir.
4.4.3. ITS-2 Geninin Sekans ve Filogenetik Analizi

ITS-2 gen bolgeleri yoniinden elde edilen plasmidler, vektor spesifik primer ¢ifti ile ¢ift
yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor sekansi ile alignment
yapilarak ilgili gen bolgelerinin sekanslar1 elde edilmistir. ITS-2 gen bolgesi yoniinden
sekanslar1 elde edilen izolatlarin izolasyon kaynagi ve yeri, incelenen gen bdlgesi ile
GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.2'de, niikleotid kompozisyonlar: ise Sekil 4.11-

4.12'de verilmistir.

Tablo 4.2. GenBank kayitlar1 yapilan Simulium izolatlarin incelenen gen bolgesi, izolasyon yeri ve
kaynagi ile GenBank aksesyon numaralari

izolat Tiir Izolasyon DNA Izolz&syon Gen Bolgesi Aksesyon
Yeri kaynag Numarasi
S. bezzii ;
TrERUSImbe3 | cyt3 | Erciyes dag Larva R'ti%o_rznaégéss ' KJ880280
S. ornatum .
TrERUSImor grup Erciyes dagt Larva R'ti%o_rznaégéss' KJ880279
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Sekil 4.11. TrERUSIimbe3 izolatinin parsiyel 5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid ve amino
asit sekanslart (KJ880280)
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Sekil 4.12. TrERUSImor izolatinin izolatinin parsiyel 5.8S, complete I1TS-2 ve parsiyel 28S niikleotid ve

amino asit sekanslart (KJ880289)

Erciyes dagi kiigiik akarsulardan elde edilen simuliid izolatlartyla ribozomal parsiyel

5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan

ve Multiple alignmenta dahil edilen Diinya'daki diger bazi Simulium izolatlarinin

aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler GenBank veri tabanindan alinarak Tablo

4.3’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Erciyes dagi akarsularindan elde edilen Simulium izolatlariyla diinyadan Ribozomal parsiyel
5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgeleri yoniinden Multiple aligmenta dahil edilen diger bazi
Simulium izolatlarina ait aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin | DNA izolasyon kaynagi Tiirler AKksesyon Numarasi
SoAcre4Al | Ingiltere Larva S. ornatum EU429811
SoHolelA2 | ingiltere Larva S. ornatum EU429817
SORtud2A6 | ingiltere Larva S. ornatum EU429857
SoWill2A1 | Ingiltere Larva S. ornatum EU429870
SiHDam2A?2 | ingiltere Larva S. intermedium EU429887
SiHDam3AL1 | ingiltere Larva S. intermedium EU429890
StHeyS1A7 | Ingiltere Pupa S. trifasciatum EU429913
StHeyS2A4 | Ingiltere Pupa S. trifasciatum EU429919

Arastirma yoresinde niikleotid dizileri ortaya konan Erciyes dagi izolatlari ile Diinyadan

Multiple alignment’a dahil edilen diger Simulium izolatlarinin parsiyel 5.8S, complete

ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlari Tablo 4.4'de,

pairwise alignmentlar1 ise Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

izolat T(%) | C @) | A®%) | G (%) | G+C (%) | A+T (%) nﬁngfiﬁ‘rs“aym

SoAcredAl 208 | 169 | 367 | 166 | 335 66,5 662,0
SoHole1A2 209 | 17,1 | 364 | 166 | 337 66,3 662,0
SoRtd2A6 209 | 169 | 365 | 167 | 336 66,4 658,0
SoWill2A1 300 | 169 | 365 | 166 | 335 66,5 663,0
SiHDam2A2 300 | 170 | 366 | 164 | 333 66,7 666,0
SiHDam3A1 300 | 170 | 366 | 164 | 333 66,7 666,0
StHeyS1A7 209 | 17,1 | 365 | 165 | 336 66,4 666,0
StHeyS2A4 207 | 171 | 366 | 165 | 336 66,4 666,0
TrERUSimbe3 366 | 137 | 351 | 145 | 282 718 393,0
TrERUSimor 373 | 142 | 332 | 152 | 204 70,6 394,0
Ortalama 308 | 166 | 363 | 163 | 329 67,1 609,6
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Tablo 4.5. Erciyes dag1 akarsularinda Simulium sp. izolatlar1 ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi Simulium sp. izolatlarimin parsiyel 5.8 S, complete ITS-2,
parsiyel 28S gen dizilimlerinin pairwise analizleri

EU42981781,. EU429919Si.. EU4299135., EU4298T0S., EU429890Si., EL429887 5., EU4298575i., EU4B1LSI., S bezaTiE., S omatumg.,

EU428817 Simlum omat. 4% | Bl | B | 8% | %% | B&% | 9% | K& | %%
EU428919 Siulm triasd... | 99.4% 0% | W% | 9% | 9T | B0% | 9% | Be% | 9%
EUA8913 Smulm tifasc, | 9B | 99.3% B8% | 9% | N94% | 8% | B2 | SI% | 9%
EUA6T Smaumoratu.. | 99.7% | 9% | 988% B8% | ®&% | W% | B | BF | B4
EUA090 Smauminterm.., | 987%  | W% | 9% | %B8% 0% | 9% | B% | %% | %%
EUAG87 Smauminterm.., | 987% | W93% | 9% | B&% | 9% 5% | B% | %% | 9%
EUA07 Smaumoratu.. | 986% | %Bd% | 9% | &% | 9ISk | 97S% 01% | %% | 9%
EUAB1 Smaumomnatu... | 99.2% | 90% | %% | B% | B2 | B2 | %% 062% | 9.2%
bz TERUSmbe3Kays. | o56% | %% | % | %% | % | %% | %% | %% 05,%
S.omatmguaTERUSM. | 997% | W% | W% | N4% | 9% | 9% | %% | 92% | KM%
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Arastirma yoresinde sekans analizi yapilan Erciyes dagi izolatlar1 ile Diinya'da

GenBank’a kayitli benzer diger bazi Simulium izolatlarinin, ribozomal parsiyel 5.8S,

complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgelerinin Multiple alingmentlar1 ve niikleotid

kiyaslamalar1 Sekil 4.13°de gosterilmistir.

Ca 1 EL429817 Simulium omatum isal...
Ce 2 429619 Simulium trfasciatumi..
Ce 3 429513 Simulium trfasciatumi..
Ca 4 EL429870 Simulium omatum isal...
Ce § EU429850 Simulium infermedium ..
Ce § EU429887 Simulium infermedium ..
Co 7 EL429857 Simulium omatum isal...
Ce § EU429811 Simulium omatum isal...
Cé 0.8, hemi TIERUSimbes KayseriTur..
Cé 10.5. ornatum grup TrERUSimar KGay..

n i i R kol il 0
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTICTTIGCTTITTTATICTATTTAGTTAGGATGECTTGAGETTICA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTTCTTGCTTTTTATTICTATTITAGTTAGGATGECTTIGAGGTTCA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTTICTTGCTTITTTATTICTATTITAGTTAGGATGECTTIGAGGTTCA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTICTTIGCTTITTTATICTATTTAGTTAGGATGECTTGAGETTICA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTTCTTGCTTTTTATTCTATTITAGTTAGGATGECTTIGAGGTTCA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTTCTTGCTTITTTATTICTATTTAGTTAGGATGECTTIGAGGTTCA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTICTTIGCTTITTTATICTATTTAGTTAGGATGECTTGAGETTICA
GAACATCGACAAGTTGAACGCATATCGCACTTICTIGCTTITTTATTCTATTITAGTTAGGATGECTTIGAGGTTCA

TTGAACGCATATCGCACTTICTTGCTTTT TAMICTATTIAGT TAGGATGGCTTGAGGTTCA
TTGAACGCATATCGCACTTCTTIGCTTTTTATICTATTTAGT TAGGATGECTTGAGETTCA

Ce 1 429817 Simulium omatum isal...
Lo 2 EU429919 Simulium fifasciatumi..
Ce 3 429513 Simulium trfasciatumi..
Ce £ EU429870 Simulium omatum isal...
Lk § EU429850 Simulium infermedium ..
Ce 6 EU429887 Simulium infermedium ..
Ce 7 EU429857 Simulium omatum isal...
Co § EU429811 Simulium omatum isal...
Bk 9.9.hemi TIERUSImbe3 KayseriTur..
Ce 10.5. omnatum grup TrERUSimar KGay..

Hill 3 K] 40 40 Eil] il
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGAACTGTTCTTTICGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGRAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGAACTGTTCTTTCGCAAGRAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGAACTGTTCTTTCGCAAGRAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA
TATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAATAGRACTGTTCTTTCGCAAGRAAGACGCACGTATCAACTATGAAGRA

Ce 1 EU429817 Simulium omatum isal...
Ca 2 EU429919 Simulium fifasciatum ..
Ce 3 EU429513 Simulium trfasciatumi..
Ce & EU429870 Simulium omatum isal...
Co 5 EU429890 Simulium intermedium .
Ck 6 EU429887 Simulium infarmedium ..
Bk 7 EU429857 Simulium omatum isal...
Co B ELI429811 Simulium ormatum isal...
Ck 9.9.hemi TIERUSImbe3 KayseriTur..
Ce 10.5. ornatum grup TIERUSimar Kay..

4110 4?0 4ﬁ|ﬂ 4TD 4?0 4@|ﬂ 5?0 SIIU
ATTGATTTTTTTTCATATTTGATTAAATCAAGAGATATG ARAATTCGARAAAGGTTTACCTCATGGETAGCE
ATTGATTTTTITTCATATTTGATTAAATCAAGAGATATG - AAAATTCGARAAAGGTTTACCTCATGGGETAGCC
ATTGAMTTTTITTCATATTIGATTAARTCAAGAGATATG ARAATTCGARARAGGTTTACCTHATGGETAGCE
ATTGATTTTTTTTCATATTTIGATTARATCAAGAGATATG AAAATTCGARARAGGTTTACCTIATGGETAGLE
ATTGATTTTTTTTCATATTIGATTARATCAAGAGATATG AAAATTCGARARAGGTTTACCTATGGETAGLE
ATTGATTTTTTTTCATATTIGATTAAATCAAGAGATATG ARAATTCGARAAAGGTTTACCTIATGGETAGCE
ATTGATTTTTITTCATATTTGATTAAATCAAGAGATATG ARAATTCGARAAAGGTTTACCTCATGGETAGCC
ATTGATTTTTITTCATATTTGATTAAATCAAGAGATATG AAAATTCGARAAAGGTTTACCTCATGGGTAGCC
ATTGATTTTTTITCATATTIGATTAARTCAAGAGATATGHARAATICCARAARGGETTTACCTCATIGETAGCE
ATTGARTTITTTTTCATATTIGATTARATCAAGAGATATG AAAATTCGARAAAGGTTTACCTICATGGEETAGLE

Ce 1 EU429817 Simulium omatum isal...
Ce 2 EU429G19 Simulium trfasciatumi..
Co 3 EU429913 Simulium fifasciatumi..
Ce & EU429870 Simulium omatum isal...
Ce 5 EU429850 Simulium infermedium .
Lk § EU429887 Simulium infermedium ..
Ce 7 EU429857 Simulium omatum isal...
Ce B EL429811 Simulium omatum isal...
Cé 9.9.hemi TIERUSImbe3 KayseriTur..
Ce 10.5. omatum grup TIERUSImar KGay..

i ] il il il il 80
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTICGTA AARAATTGAATGATTACATGTIATTATTTTAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTICGTA-AAAAATTGAATGATTACATGTIATTATTTTAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTCGTA- AARAATTGAATGATTACATGTATTATTTTAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTCGTA AARAATTGAATGATTACATGTIATTATTTTAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTCGTA-AAAAATTGAATGATTACATGTIATTATTTTAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTCGTA - AARAATTGAATGATTACATGTATTATTITAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATIICTICGTARRARAANTGAATCATTACATGTATTATTITAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATITCTTCGTANAAAAANTGAATCATTACATGTIATTATTTITAATCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACHATCATITICTICGTARAARAANTIAATCATRMATGTATTATTITAANCCT
TATTCAAGATTTTATATAATACTATCATTICTTCGTA AARAATTGAATGATTACATGTIATTATTTTAATCCT
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590 BQU ﬁ!U ﬁ;ﬂ 830 B@

o U7 Smumomatmi,. ATGCTTGAATAGTGCG TACTGAGATARACATTIGATTI T IV TGARTTATATACTAAAA:
[ 2 EUA299 Simuium fascitim .. ATGCTTGAATAGTGCGTACTCAGATARACATTTGATTTTTTIGAATTATATACTARAA]
[e 3 EUA2903 Smuum astitim .. ATGCTTGAATAGTGCCTACTGAGATARACATTIGATTTTTITTGAATTATATACTA

Ce 4 EUA298T0 Smuum omatum ol ATGCTTGAATAGTGCETACTES CATTTGATTTTTTTGAATTATATACTA

Cé 5 EU429890 Simulum intemiedum.. ATGCTTGAATAGTGCETACTAA CATTTGATTTTTTTGAATTATATACTA

[+ 6. EU429887 Simulum intemiedum.. ATGCTTGAATAGTGCETACTAA CATTTGATTTTTTTGAATTATATACTA

Ce 7 EUA2985T Simuum omatum sol,. ATGCTTGAATAGTGCETACTES CATTTGATTTTTTTGAATTATATACTA

Ce B EUA2911 Simuum omatum sel,. ATGCTTGAATAGTGCCTACTGAGATARACATTIGATTTTTITTGAATTATATACTA

[# 3.8 bezi TERUSImbe3KayeTur, ATGCTTGAATAGTGCRTACTGAGATARANATT--ATTH-TTTGARTTATATACTARARA

[ 0.5 omatum grup TERUSmoray.. ATGCTTGAATAGTGCETACTGAGATARACATTIGATTTITTTGAATTATATACTARARR

173 T]ﬁ.r..-'T' GoeTe

i il ] ] i
mulmomatm sol., AACTCATGTGAG
milum ifastiatimi, AACTCATGTGAG
milum ifastiatimi, AACTCATGTGAG
mulmomatm sol., AACTCATGTGAG
mulim ntemedim ... AACTCATGTGAG
mulim ntemedim ... AACTCATGTGAG
mulm omatm sol., AACTCATGTGAG
mulm omatm sol., AACTCATGTGAG
hzzT[ERUS\mhaKaysenTur.. AACTCATGTGAGACTACCCCCTGAATTTAAGCATATTAATAAGE
US omatim grup TIERUSmorKay., AACTCATGTGAGACTACCCCCTGAATTTAAGCATATTAATAAGG

ST T TR TR TR D T e

Sekil 4.13. Aragtirma yoresinde incelenen Erciyes dagi izolatlari ile Diinyadaki diger bazi Simulium
izolatlarinin ribozomal parsiyel 5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesine gore niikleotid
dizilimlerinin alignmentlar1

Sekil 4.13’de goriilecegi lizere ribozomal ITS-2 gen bolgesine gore Simulium tiirleri ve
izolatlar1 arasinda ¢esitli niikleotid degisimleri, delesyonlar1 ve insertionlari
belirlenmistir. Erciyes dagi izolatlari ile GenBank’a kayitli diger bazi Simulium
izolatlarinin ribozomal 5.8S, ITS-2 ve 28S gen bolgesine gore Neighbor joining metodu
(Tamura Nei modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.14°de verilmistir. ITS-2
gen bolgesine gore S. bezzii Diinyada ilk kez karakterize edilmis olup TrERUSimbe3
izolati GenBank’ta ilgili gen bolgesi yoniinden kayitli Simulium izolatlarindan en
yiiksek filogenetik yakinligr %96,2 ile S. ornatum grubuna dahil izolatlarla (GenBank
(GenBank aksesyon: EU429857, EU429811) gostermistir. Arastirma ydresinde
karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolati ise en yiiksek identikligi %99,7
ile ayn1 grupta yer alan S. trifasciatum (GenBank aksesyon: EU429913, EU429919) ve
S. ornatum (GenBank aksesyon: EU429817) izolatlar1 ile gostermistir. Ayn1 akarsu
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icerisinden izole edilen S. bezzii TrERUSIimbe3 ve S. ornatum grup TrERUSimor

izolatlar1 arasinda ise %3,7+1,0 genetik farklilik tespit edilmistir.

70| EU429887 Simulium intermedium SiHDam2A2 Ingiltere
4{ EU429890 Simulium intermedium SiHDam3A1 Ingiltere
49|  'EU429870 Simulium omatum SoWill2AL Ingiltere
— EU429913 Simulium trifasciatum StHeyS1A7 Ingiltere

5

o

2

4

[o=)

— @ S. omatum grup TIERUSImor Kayseri Turkiye
69

EU429919 Simulium trifasciatum StHeyS2A4 Ingiltere
EU429817 Simulium ornatum SoHole1A2 Ingiltere

EU429811 Simulium ornatum SoAcre4AL Ingiltere

EU429857 Simulium ornatum SoRtud2A6 Ingiltere

@ S. bezzi TIERUSImbe3 Kayseri Turkiye
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Sekil 4.14. Erciyes dagi izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger Simulium izolatlarinin ribozomal parsiyel
5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklari (Neighbour Joining —
Tamura Nei modeli).

4.4.4. Mt-COI Geninin Sekans ve Filogenetik Analizi

Mt-COI gen bolgesi yoniinden elde edilen plasmidler, vektor spesifik primer ¢ifti ile ¢ift
yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor sekansi ile alignment
yapilarak ilgili gen boélgelerinin sekanslar1 elde edilmistir. mt-COI gen bolgeleri
yoniinden sekanslar1 elde edilen izolatlarin izolasyon kaynagi ve yeri, incelenen gen
bolgesi ile GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.6'da, niikleotid kompozisyonlari ise

Sekil 4.15-4.18'de verilmistir.
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Tablo 4.6. GenBank kayitlar1 yapilan Simulium sp. izolatlarinin incelenen gen bolgesi, izolasyon yeri ve
kaynagi ile GenBank aksesyon numaralari

izolat izolasyon Yeri DNA Izolasyon Gen Bolgesi Aksesyon

kaynag Numarasi

TrERUSiIimbe2 Erciyes dag1 Larva Mt-COl KJ880275

TrERUSimbe3 Erciyes dag1 Larva Mt-COl KJ880276

TrERUSIimv Erciyes dag1 Larva Mt-COl KJ880278

TrERUSimor Erciyes dag1 Larva Mt-COl KJ880277
1 1l ] ] 4 i ] ! ]

TERUSimbe) GGTCAACAAATCATAARGATATTCGAACCTTATATTTTAT TP TCGEAGC TTGAGCTGEARTAGT IEEGACTTCCC TTAGTATACTAR
Frame 3 S TINCHE RN G TN Y PENFIGE A 0 AGEMYEG T 5 DEN 5 NN

i 100 110 10 13 14 150 0 170

TERUSIMbE] TTCGAGCTGAAT TAGGTCATCCTEG TTCACTTATTGETGATGATCARATT TATAATGTAATTCTTACAGCTCATCCT T TTG TAATAR
fed DR A MEEEINCGTUHY P CGT S EMNINCG NDOCDRTQUNIN Y N BVANINNVE T A FHY A 7 VAN

IBID WQD 2|?|] Q!D Qgﬂ E?IJ Q?U QQD 2§D
TERUGintE] 17711 TATAG TTATACCTATTATAAT IGGAGGATTTGEARRT TGATTAG TTCC TCTARTAT TAGGAGCCCC TGATATAGC TTTIC
el DWOEF NNNSVENNN P PINBNENINCGTGT PRGN W BNV P DINNIMNINCGT A P PDVNEN A F

Q'fll QBID 290 3|?|] 3!0 3%|] 33‘0 3?4]
TIERUSinbe? CTCGAATARATARTATAAGTTITIGAATACTICCTCCTICCTTAACTCTT T IATTAGCARGTAGTATAG TAGAAGCAGEAGC TGEAR
St PORMEEMN NN S P OV NHNNIN D P S LN T DIOOENNIN A 5 S MENVEEN A G A G
Gqﬂ JG‘I] 37|I] 38|H ng] 4|?|] 4!0 4%0 4C‘||1

TIERUSINbE] CAGGATGAACAGTTTATCCCCCTITATCTTCAGGAATTECCCATGCTGEAGCTTICTGTTGATTTAGC TATTTTITCCCTTCATTIAG
e TEEEW TANMY P PMDMS SOGRINACHIATG A 5 PUDUMIN APINF S

44311 4§H 4§D 4?|I] 48|H 49|] 5|?I] 5!D 5?0
TERUSIMbE? CCGGAATTICTTCTATTITAGGAGCCGTARATTTTATTACAACTAT TATTARTATACCATCAAATGCARTTACTTT TGACCGAATGL
el ACGNIN S SONEEG AMEN FENT TODON NVEMR SN GEMT 7D R NN

E?IJ 5?& 5§D 5§D 5'f|] 58|D 590 ﬁqn
TERUSIMbE? CCTTATTCGTTTGATCACTTGITATTACAGC TG TATTATTACTTTTATCTC ITCC TG TACTAGC TECTGCTATIACAATACT TTTAR
et D ONEMF DN WS DVNNVENIN T A DVARINSINNINNDN C NIN D VORI A CGC A BIN T (SIS
G!D Bgﬂ aqn ﬁ?ﬂ GQD ﬁ?l] ﬁ'fl] GBID BQD

TIERUSITbE? CAGACCGAAATTTAAACACTICTTICTICGACCCCACAGEAGEAGGAGACCCTATICTTTACCARCATTIATICTGATTTT ITEEC
ey TNEMR CNOBECNS T S F P ONDN P (A DGONGRNGRNDN P NI Y DOUNHONIN P R T T Gom

o W
TIERUSimhe? ACCCTCARGTTTA
Famed P

Sekil 4.15. TrERUSIimbe2 izolatinin mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KJ880275)
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| 10 i il 4 i i 1 il
TiERUSimbe3 GGTCAACAAATCATAAACATATTGGAACCTTATATTTTATITICGCAGCTTGAGCTGGAATAGTTICGCACTICCCTTAGTATACTAA
Frame 3 § TINFCHU K FDUNING T BN Y FRIN PG A W A TGENESVEG T 5 BN 5 IMMNINN

] 100 1 12 13 40 10 180 170
TIERUSIMEed T TCGAGC TGAATTAGETCATCCTGG T TCACTTATTAGTGATCATCAAATTTATARTGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTGTAATAR
framed DR A HEEBENTGTUHY P OGT S DENNIN S PDOUDETOUNIN Y TN BVANIONVN T A FHY A F VN

180 10 Ji] H m JE M i il

TIERUSimbe3 TTTTTITTATAGTTATACCTATTATARTTGGAGGATTTECARATTCATTAGTICC ICTARTATTAGGAGCCCCTGATATAGCTTTIC
frame?  IMF F MNSVONMN P PIOMISIN GG P OGN W OMENOUN P DIONMMNING A P PDOMHN A OF

m bl F] in i b i W

TIERUSinted CTCGAATAAATAATATAAGTTTTIGAATACTICCTCCTICCTTAACTCTITTATTAGCAAGTAGTATACTAGAAGCAGCAGCTGGAA
Fae? 2 RN NN S F W NMMNIN P P 5 NIN T DINNINNIN A 5 5 BMROVONEN A G A G

i # mn e R 0 4 a L
TiERUSimbed CAGCATGARCAGTTTATCCCCCTTTATCTTCAGGARTTECCCATECTGEAGCTICTGTTCATTTACCTATTITTTCCCTITCATTITAG
Fae!  THGN W THNMY P DM 5 NGOMDN A BHN A NGH A 5 DNENDONEN A NI P S ENSHOEE

4 & 40 i ] 4 i il ]

TIERUSImE CCGGAATTTCTTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACAACTATTATTAATATACGATCAAATCCAATTACTT T IGACCEAATAC
fae! ATGEIN G SOOI G AN N FPRINT TR WM R S N GEINT FEDD R W

i [ i il ] 50 ] i

TIERUSIMbed CCTTATTCGTTTATCAGTAGTTATTACAGCTGTATTATTACT T T TATCICTTCCTETACTAGCTRETRCTATTACAATACTTTTAR
frame? P I F BV W 5 PUROVENIN T A DUONINNINNINNIN 5 BIN P SUONIN A CGC A FIN T DHMSINIS

il il ikl (1] il i i1 B0 (3]
TIERUSmbe} CAGATCCARATTTAAACACTTCT I ICTTCGATCCCECAGEACCAGCAGACCCTATICTTTACCAACATTTATICTGATTTTITCETC
frame) T BOM R CNCEENCNT TS F F DN P A NEGNGINDN P DINNIN Y COOOHONIN F W F OF NG

100 i}
TIERUSImbed ACCCTGAAGTTTA
famed  HEl P

Sekil 4.16. TTERUSImbe3 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KJ880276)

| i il il 4 i i il ]
1t Thy o B i L ) o el

TERUSIMY GGTCAACARATCATAAAGATAT TCGAACTTTATACTTTATTITCGLAGCTTCAGCAGCAATAGTAGGAACTTCTCTAAGTATACTTIATT

Frame 3 g0 T KD G THIM Y FEMFIG A W AGEVEG T 5 NEN 5 DEENEETY
i ] ] i} £ [ [ [ il
i a{‘n i o 0 50 5§n 5§n 2

TIERUSimv éGAGCAGAATTAGGACACCCTGGTTCTTTAATTGGGGATGACCAGATTTATAACGTAATTGTTACAGCCCATGCATTTGTFI\ATAATTTT
Framed  DROCATENEIENGINHN P NGNS NIV T ATH A T F

i ] ] M ] ] 1] ] i

5ﬂln 5ﬂln 5!n 5@n 4$n 4§n 4?n 4¢n 4§n
TERUSImMY TTTTATAGTAATACCAATTATAATTGCAGGATTCCGARATTGACTTGTACCTTTAATGTTAGGGGCCCCTGATATAGCTTTCCCTCGAA
Frame 3 F MOV P FTVMMNTIN G G F G N W NIV P DINMENIN G A DIDEMN A F P RN

il T i i ] il T ] ]

ﬂn ﬁn 4?n ﬂn 4d||n a@n ai;n ailn 3i;n
TERUSImMy TAAATAATATAAGTTTITITGGTTATTACCACCATCTICTTACTCTATTATTAGCTAGTAGTATAATTGAAGCAGGAGCAGCAACAGGATEA
Famed BN N MMM S F W DINNEN P P S DIN T DINNINNIN A 5 5 MMNCIVMEN A G A G TIG W

] il ] i ] o m Ex] H

3£|n 3@0 3éln 3?n ﬂ‘n 3Q|n ﬂép zép z?n
TIERUSiImy ACAGTTTACCCCCCACTATCATCAGGAATCECCCATLCTCLAGCATCAGTAGATITAGCTATTTTITICTCTTCACCTIGCGLGRAATTIC
Feme? T BN Y P P M S S UGUMIN A FHR A TG A S DVATDURIN A BN P 5 MINCHUNIN A CGORIN S

Ei] ] i Ei] m il G ] ]
] ] gLl ] ] 2h gl il 1
TIERUSImy TTCAATTTTAGCAGCTCTARATTTTAT TACAACAAT TATTAATATACCATCTAATGGAATTACATTITCACCLGAATACCTTTATTTLTET
Frame 3 ST e AW N FOINT THINID WEME R 5 N GUOINT FLD R EHN P EINF OV

] ] ] ] ] ] il ] i)
if il 1 L 14 it ilo ilo i

TERUSImy GATCAGTAGTAATTACAGTAGTATTACTTCTITTATCACTCCCAGTATTAGCCGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGARATCTA

famed W8 DVEEWENIN T DVETVONINSIENINNIN S BIN P CVONIN A G A NI T DHENINNIN T FDC R N BIM

] ] ] i ] ] i ] i
] il il il b i il i i

TERUSIMY AACACTTCTTTTTTTGACCCAGCAGETGEEGCAGACCCTATTCTTITATCAACATTTATTTTGATTITTTEGTCACCCTEAAGTTTA
Fame? ENO T8 F FPEDM P IANG G GUDY P NINNIN VY UQUUHUMIN F W F T UGUHY P NEERVH

Sekil 4.17. TrERUSImv izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KJ880278)
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| 1 n n il i [} m El
it i ol o it B # B el
TIERUSImor GGTCAACAAATCATAAACATATTGEAACTTTATATTTTATT TTTCAGCTTCAGCAGGAATACTAGCAACTTCCCTTAGAATACTAAT
Framg 3 § T/NH E'DIING THIMY FPPRINEIG A W A GEMRWVT G T 5 BIN S
il i M0 [El £l [ T [ il
i ilo il 5o 50 ] 560 50 540

TIERUSIMOr TCGAGCTGAATTAGGACACCCTGEETCOCTTATTCGAGATGATCARATTTATAATGTGATTGTCACAGCACATGCTTICGTAATAATT
frame? @ R A HENBIN G THY P IG5 BMENIN G UDOTDTQNIN Y N PUANINNVE T A THT A F DVORHETIN

] ] i} i il 7 i il il
sk ih sl Ll 4 4 ah 40 #
TIERUSimor TTCTTTATAGT TATACCAATTATAAT TCEAGCATTTGCARATTCGATTACTCCCCCTAATACTAGGAGCCCCTGACATCECCTTITCCTC
Frame 3 F FEMVEME PITEME I G G F/G N WHIEV PULMNLN G A P/ DEMN A F P
il il i i M0 il T il il
# & Fil 4l 4o Kl 0 kil Kl

TIERUSIMOr CAATARATAATATAAGATT T TGAATACTTCC IO T ICCTTAACTCTTITATTAGC TAGTACTATAGTACAACCACCAGCAGCAACALE
frame? R MMM N N BHM 5 F W OMONEN P P S NOIN T POONINNEN A 5 S MMMWVOMEN A G A G/ TG

Tl i T I [T ¥ W [ [
kol ki kel bl il kil 210 bl bt

Frame 3 W THWN Yy P pHOMS 5 OGHEINANHIACG A ¢ DVA'DUNIN A DN F 5 BINHEIN A °G

&l 1 47 1 [ kil 510 il
bl bl L bl b 2o 200 180

Frame3 IS S DNEENNGE A BUNSNT F BDN T T DINSINCNUEEN RS UNONGENIN T F NDN R BEN P BN

5l i il il il 50 50 il il
18 it 10 1 10 1 1 1o 1t

TIERUSIMOr TTGTGTEGETCAGTAGTAATTACTECCETTITACTACTTCTATCTCTCCCTGTATTAGCTGEAGCTATCACAATACTTTTAACAGACCE
Frame?  F BN W S DUWENIN T (A DUONINNLONINNEN S BOHN P PVONIN A TG A PIW T DUANINNIN T FDC R
20 30 40 0 i) L] 80 o0 00
th ] i i ] # # ] i
TIERUSIMor AAATTTAAATACATCTTTICTITGACCCTECEEEACCAGLAGACCCTATTCTTITATCAACATTTATITTGATITTITIGGTCACCCTEAR
Frame 3 NEEN N T § F FWEODNP ANG G GWDN P NINEEN Y PQUUH'EIM F W F F UGWHY P EN
?Ulg

TIERUSImor GTTTA
Framed NI

Sekil 4.18. TrERUSImor izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslari (KJ880277)

Erciyes dagindan elde edilen simuliid izolatlartyla mt-COI gen bolgesi yoniinden blastn
kiyaslamasi yapilan ve Multiple alignmenta dahil edilen Diinya'daki diger bazi
Simulium izolatlarinin aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank veri

tabanindan alinarak Tablo 4.7'de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Erciyes dag1 akarsularindan elde edilen Simulium izolatlariyla diinyadan mt-COI gen bolgeleri
yoniinden Multiple aligmenta dahil edilen diger baz1 Simulium izolatlarina ait aksesyon numaralari ve
izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin DNA izolasyon kaynagi Tiirler Aksesyon Numarasi
Sim-37be Ermenistan Larva S. bezzii KF640053
Sim-28va Ermenistan Larva S. bezzii KF640052
Sim-39kir Ermenistan Larva S. kiritshenkoi KF640057
Sim-30va Ermenistan Larva S. bezzii KF640050
Sim-36kir Ermenistan Larva S. kiritshenkoi KF640059
Sim-38kir Ermenistan Larva S. kiritshenkoi KF640058
Sim-27au Ermenistan Larva S. aureum KF640036
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SpetOllios Ingiltere Larva S. petricolum GQ465949
JI-BOLD-99 | Finlandiya Larva S. velutinum JF872794
Svelwint0l | Ingiltere Larva S. velutinum GQ465954
EusimGill01 | ingiltere Larva S. velutinum GQ465974

Arastirma yoresinde niikleotid dizileri ortaya konan Erciyes dagi izolatlari ile Diinyadan
Multiple alignment’a dahil edilen diger Simulium izolatlarinin complete mt-COIl gen
bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.8'de, pairwise alignmentlar1 ise

Tablo 4. 9’da verilmistir.

Tablo 4.8. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

izolat T(%) | C(%) | A (%) | G (@) | G+C (%) | A+T (%) nﬁklz?)?iltilrsnaylsl

TrERUSimbe2 389 | 176 | 272 | 162 | 339 66,1 709,0
TrERUSimbe3 391 | 173 | 276 | 159 | 333 66,7 709,0
TrERUSimor 368 | 181 | 281 | 171 | 351 64,9 709,0
TrERUSimv 360 | 175 | 296 | 169 | 344 65,6 709,0
Sim-37be 390 | 180 | 270 | 159 | 34,0 66,0 615,0
Sim-28va 390 | 180 | 270 | 159 | 34,0 66,0 615,0
Sim-39kir 361 | 193 | 281 | 164 | 358 64,2 615,0
Sim-30va 391 | 179 | 272 | 158 | 337 66,3 6140
Sim-36kir 361 | 195 | 280 | 164 | 359 64,1 615,0
Sim-38kir 359 | 197 | 278 | 166 | 363 63,7 615,0
sim-27au 354 | 184 | 296 | 166 | 350 65,0 615,0
SpetOllios 363 | 175 | 293 | 169 | 343 65,7 658,0
JI-BOLD-99 353 | 190 | 289 | 169 | 359 64,1 658,0
Svelwinto1 353 | 190 | 286 | 172 | 362 63,8 658,0
EusimGill01 356 | 187 | 286 | 172 | 359 64,1 658,0
Ortalama 369 | 183 | 282 | 165 | 349 65,1 651,5
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Tablo 4.9. Erciyes dagi akarsularinda Simulium sp. izolatlar1 ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi Simulium sp. izolatlarinin mt-COIl gen dizilimlerinin pairwise

analizleri

(REAING3SS,. KFG0525., KFEADNGTSS,. KFG0050SL, KFEAUNGASS,. KFGA0058SL KREAINB0SK,. CQHSOMS., FOTIMSL., COHSOSAS., GOU974S.. S velbnum ., S,bezriCyt. S omatimg., S, bezriCyt,

(F4005 bz, W% | 0% | W% | 08 | 0% | %8 | BT | 6% | K% | B% | K% | 9% | 9% | 9%
(FSA052 bz, | (e W% | N0 | 06 | 04 | B8 | 0% | B2 | B% | SR | 6% | 8% | 0% | %%
(P05 S, | g2 | o0 W% | WS | BB | %S | %S | 0% | B 00 | 62 | 0% | %% | N
(FoS0 ez | ot | % | W% | 0% | 0% | 0 | % | 8% | B | %8 | W% | 0% | W
(PO Sl | e | % | W% | o Wl | BT | 0% | B | 65 | 6P | B3 | 0% | 9% | 0%
(P minlitte., | o | e | BB | W% | W W% | BT | M | %8 | 00 | GS | 0k | 9% | 0
(oAl mmarem..| ®e% | W& | S | D% | B | %S B | B | B0 | B0 | %% | BM% | B3 | 6
GeSOSmammer. | W% | WS | WS | B0% | BS% | BS% | %60 6% | W6 | B0 | %6 | %% | 0% | B
FOUMSmmoeltn,, | 662 | B2 | % | %4 | 0% | O | B | %% B | 9% | % | 6% | 0% | %%
GEMSmdmedn., | mo% | B0 | WS | B | B | B | S0 | S | 6% W% | B | 0% | %% | K%
GOeMMSmdmedn.,| wm | mM | o0 | B | WM | B0 | S0 | S8 | 9% | 68 B | B | B | KM
SveimTERUSVEG. g% | MM | R | B | B2 | BS | B% | B | 5% | B | S O | 0% | o
SheriCyotm3TERL, | o | WM | W | WM | WM | W% | WM | B | BN | B0 | B®% | B Ui | %
SomebmquTERUSM.. | %6 | WM | WS | 0% | %% | %P | 6% | % | 0% | %% | 08 | 00 | UM 0%
SheniComdTERl, | o0 | oM | 0% | N4 | 0% | WM | %M | B®% | B2 | B% | BN | 0o | 9% | %
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Arastirma yoresinde sekans analizi yapilan Erciyes dagi izolatlar1 ile Diinya'da

GenBank’a kayitli benzer diger bazi Simulium izolatlarinin, mt-COI gen bolgesinin

Multiple alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Ce 1.KF
Ce 2KF
Ce 3KF

Lk 5. KF
Ce 6.KF
Ce 7.KF

[k |
4

0
Lo 11,
L1
Cé 13,5 bezzi Cyfofomn
Lo id
Lo i

hezii Cytofomn

640053 Simulium hezzi Sim-37...
640052 Simulium bezi Sim-28...
640057 Simulium Kirshenkoi 5.
Ce 4. KFBA000 Sirmulium hezi Sim-3.
£40059 Simulium Kirtshenkai ..
640038 Simulium kirshenkai 5.
640035 Simulium aureum Sin-..
L 8. 60465949 Simulium petrcalum 5.,
Ce 8 JFAT2794 Simulium veluinum J1B..
GOAGR54 Simulium veluinum 5..
GOABRATA Smulium velufnum ..
8. velutinum TrERUSImY Kavser.
5. m I TIERUSImpe..
8. omtum grup TrERUSimar Kay..
] m 2 TIERUSimbe..

| 10 ] K] Ll il fi ]
GEGACTIC
GERACTIC
GGAACTIC
GERACTTIC
GGAACTTIC
GGAACTTC
GGAACTIC
ARCTTTATACTTTATTTTCGRAGCTTGAGCAGGRATAGTAGGRACTIC
AACTETATACTTIATTTTCGGAGCTTGAGCAGGAATAGTAGGAACTIC
AACTETATACTTIATTTTCGGAGCTTGAGCAGGAATAGTAGGAACTIC
AACTETATACTTIATTTTCGGAGCTTGAGCAGGAATAGTAGGAACTIC
GETCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTATTTICGGAGCTTGAGCAGGAATAGTAGGAACTTC
GETCAACAAATCATAAAGATATTGGAACHTTATANTTTATTTICGGAGCT IGAGCHGGAATAGTGERACTIC
GETCAACARATCATARAGATATTGGAACTTTATARTTTATT T IGEAGCTTGAGCAGGARTAGTAGGAALTIC
GETCAACARATCATARAGATATTGGAACHT TATART T TATTTICGRAGCTTCAGCGEAATAGTHGGRACTIC

Ce 1. KFBL0053 Sirmuliur hezzi Simd7..
Ce 2 KF40052 Simufium hezi Sim-29..
Ce 3 KFG40057 Simufum Kirshenkoi 5.

40030 Simufum bezzi Sin-3..
e 5 KF4005 Simufum Kirtshenkoi .
e 6. KFG40058 Simufum Kirshenkoi 5.
Ce 7 KF84003 Simulium aureum Sin-..
5040 Simulium peticolum 8..
784 Simulium velufinum JHB..
65854 Sirmuliumveluinum 9..

f
f
f
Ce 4 KFE
f
f
f

Ce 8. GO4G
Ce 9. JFBT2
b f

bezii Ctoform 3 TIERUSimbe..
amatum grup TERUSimar Kay..

6

6

8. velutinum TrERUSimy Kayser .
5.

5.

8. bezzi Cytofom

]
L.
(1)
(13
LAl
be 1 m 2 TIERUSimpe..

04659
(465974 Simulium velutinum E..

L] i ] 1l 1 11 14
CCTTAGTATACTAATTCGAGCTGAATTAGGHCANCCTGGTTCHCTTATTGAlGATGATCARATTTATARTGTA
CCTTAGTATACTAATTCGAGCTGAATTAGGECANCCTGGTTCHCTTAT TGElGATGATCARATTTATARTGTA
CCTTAGHATACTAATTCGAGCTGAATTAGRACACCCTGGETCMCTTAT TGENGATGATCARATTTATARTGTG
CCTTAGTATACTAATTCGAGCTGAATTAGGHCAMCCTGGTTCHCTTATTGAlGATGATCARATTITATARTGTA
CCTTAGHATACTAATTCGAGCTGAATTAGGACACCCTGGGTCHCTTATTGGHGATGATCARATTITATARTGTG
CCTTAGHRATACTAATTCGAGCTGAATTAGGACACCCTRGGTCHCTTATTGGHGATGATCARATTITATARTGTG
BCTRAGTATACTHATTCCAGCRGAATTAGGACACCCTGGTTCTHTMAT TGRECATCANCAGATTTATARMGTA
BCTRAGTATACTHATTCCAGCRGAATTAGGACACCCTGGTTCTHTMAT TGRECATCANCAGATTTATARMGTA
CCTHAGTATACTHATTCGAGCHGAATTAGGACACCCTGGTTCTHTGAT TGEGGATCANCARRTTTATAREGTA
CCTHAGTATACTHATTCGAGCHGAATTAGGRCACCCTGGTTCTHTGAT TGGGGATCANCARATTTARAAEGTA
CCTHAGTATGCTMATTCGAGCHGAATTAGGRCACCCTGGTTCTTRAT TGEEGATCANCARATTTATARNGTG
HCTRAGTATACTIATTCCAGCHGAATTAGGACACCCTGRTTCTHIMATTGGECATCANCAGAT TTATAREGTA
CCTTAGTATACTAATTCGAGCTGAATTAGGHCAMCCTCGTTCHCTTATTRGECATGATCARATTITATARTGTA
CCTTAGHRATACTAATTCGAGCTGAATTAGGACACCCTGGGTCHCTTATTGGHGATGATCARATTITATARTGTG
CCTTAGTATACTAATTCGAGCTGAATTAGGHCABCCTGGTTCHCTTATTGRIGATGATCARATTITATARTGTA

Cé 1. KFE40053 Simufum hezii §im-17..
Ce 2 KFG40052 Simufum hezii Sim-29..
Ce 3 KFG40057 Simufum Kirshenkoi 5.

40030 Simutium bezzi Sin-3..
Ce 5. KFBA003 Simulium Krtshenko ...
Cé 6. KFBA0058 Sirmulium Krtshenkoi .
Cé 7 KFE40038 Simulium aureum Sin-.
Ce 8. 60455949 Simulium petrcalum 5.,

2754 Simulium veluinum Ji..

f
f
f
e 4 KFE
f
f
f

e 0.JFB7
e 10,604

G046
8. velutinum TrERUSImY Kavser.
8. ez Cotofomn 3 TrERUSImbe...
5.
5.

amatum grup TIERUSImar Kay..

0
1}
2
i
)
8.5. bezii Cytoform

[k |
[k |
[k |
[k |
[k |

m 2 TIERUSimbe..

G5954 Simulumvelinum §..
R974 Simulumveluinum ..

] ] il ] ] ] ]
ATTGTTACAGCTCATGCTITIGTAATAATTTTTITTIATAGTTATACCHAT TATAATIGEAGGATTTREARATT
ATTGTTACAGCTCATGCTITIGTAATAATTTTIITIATAGTTATACCHATTATAATIGEAGGATTTREARATT
ATTGTMACAGCHCATGCTTTMGTAATAATTTTT T TATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATT
ATTGTTACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTITTTATAGTTATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATT
ATTGTACAGCHCATGCTTT@GTAATAATTTTMTTTATAGTTATACCART TATAATTGRAGGAT TTRRARATT
ATTGTACAGCHCATGCTTTMGTAATAATTTTMTTTATAGT TATACCART TATAATTGRAGGAT TTGRARATT
ATTGTTACAGCHCATGCHTTTGTAATAATT T T TTTATAGTHATACCAATTATAATTGRAGGAT THGGARATT
ATTGTTACAGCTCATGCHTTTGTAATAATT T TTTTATAGTHATACCART TATAATTGEAGGAT THGGARATT
ATTGTTACAGCTCATGCHTTIGTAATAATTTT T TATAGTHATACCAATTATAATTGGRECAT THGGARATT
ATTGTTACAGCTCATGCHTTIGTARTAATTTT T TATAGTHATACCAATTATAATTGERECATTHGGARATT
ATTGTTACAGCTCATGCHTTIGTARTAATTTT I T TATAGTHATACCAATTATAATTGERECAT TRGGARATT
ATTGTTACAGCHCATGCHTTIGTAATAATTTTTITTTATAGTHATACCAATTATAATTGGAGGAT TGGAAATT
ATTGTTACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTITTTATAGTTATACCHATTATAATTGGAGGATTTGGAAATT
ATTGTMACAGCHCATGCTTTMGTAATAATTT T T TATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATT
ATTGTTACAGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATACCHAT TATAATTGRAGGAT TTGRARATT
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G 14,5, matum grup TERUSimar K.
(155 . GATTAGTHCC e AA AT T AGGAGCCCCTRATATAGC TP ICCTCGAATAARTAATATAAGT T T TGAATACT

bz Cytofom 2 TIERUSimbe

bezi Bim-37..
bezzi Sim-26..
Simulium kirtshenkai 5.
Simuium bez Sim3.
Simulium kirtshenkai .
Simulium kirtshenkai 5.
Simulium awrem Sim-.,
Simulium peicolum 3.
Simuum velutium J-8..
i Simulum velutnum 5.,
T Simulum vekinumE.
E¢ 12,5, velf num TIERU i Kavsei .

QQD 23|] 24!] 250 JﬁIJ QFD QSD JQIJ

GATTAGTCCICTAATATTAGGRGCCCCIGATATAGL T TICCICGAATAAR TAATATAAGTTT T TGAATACT
CATTAGTCCTICTAATATTAGGGGCCCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATARRTAATATAAGTTTTIGAATACT
CATTAGTGCCHCTAATANTAGCAGCCCCTGANATGCCT TTCCTCGAATAAATAATATAACHT T T TGAATALCT
CATTAGTHCCICTAATATTAGGAGCCCCTGATATAGCTTTICCTCGAATAARTAATATAAGTTTTIGAATACT
CATTAGTGCCHCTAATARTAGCAGCCCCTGARATGRC T TTCCTCGAATAAATAATATAACHT T TTCAATALT
CATTAGTGCCHCTAATANTAGGAGCCCCTGANATGGCT TTCCTCGAATAAATAATATAACHT T T TGAATALT
CARTHGTACCTHTAATGTTAGGRRCCCCTGATATAGCT T ICCTCGAATAAATARTATAAGTT T T TGEHTAN!
CARTHCTACCTMTAATGTTAGCAGCCCCTGATATAGC T T TCCTCGAATAAA TARTATAAGTT T T TCEETAMT
CARTHGTACCTMTAATGTTAGGAGCCCCTCANATGCC TT TMCCTCGAATAARTAATATAAGTTTTICANTACT
CARTHGTACCTMTAATGTTAGGAGCCCCTCARATGCCTT TRCCTCGAATAARTAATATAAGTTT T ICANTADT
CARTHGTACCTTAATGT TAGGAGCCCCTCAATGCC TT TRCCTCGAATAARTAATATAAGTTTTICANTADT
CARTHGTACCTHTAATGTTAGGRRCCCCTGATATAGC T T TCCTCGAATAAATAATATAAGTT T T TGEHTANT

. GATTAGTHCCTCTARTATTAGGAGCCCCIGATATAGCTTTICCTCGAATAARTAATATAAGTTTTIGAATACT

CATTAGTGCCHCTAATANTAGCAGCCCCTGARATGRC T TTCCTCGAATAARTARTATAACHT T TTGAATALT
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Yz Sim 28..
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Simulium Kirshenka! .
Simulium kirtshenkai 5.
Simuliurn aureum Sim-.
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Simuum velutium JHB..
b Simulim velinum 5.,
T4 SimuimelutmumE..
E« 12,5, velf num TrERU i Kavsei .
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1CCTCCTICCTTAACTC T T TA D EAGCRAGTAGTA TAG TAGRAGCAGGAGCHGGAACAGGATGAACAGTTTAN
TCCICCTICCTTAACTCTTTTATTAGCHAGTAGTATARTAGAARCAGCACCHGEAACAGEATCAACACTTTAN
TCCBCCTICCTTAACTCTTTTATAGC TAGTAGTATAGTAGAAGCAGRARCAGRAACAGRATGBACAGTTTAL
TCCICCTICCTTAACTCTTTTATTACCHAGTAGTATARTAGRARCAGCACCHGRAACAGRATCAACACTTTAN
TCCICCTICCTTAACTICTTTTATTAGCTAGTAGTATARTAGAACCAGGACCHGEAACAGRATCBACARTTTAL
TCCTCCTICCTTAACTCTTTTATTAGCTAGTAGTATAGTAGAAGCAGRACCHGEAACAGRATGRACAGTTTAL
BCCHCCATCIMTAACTCTHT TAT TAGCTAGTAGTATACTIGAAGCAGGAGCAGGAACAGRATCARCAGTTTAL
BCCGCCATCHMTRACTTRT TAT TAGCTAGTAGTATACTMGAAGCAGGAGCAGGAACAGGATCARCAGTTTAL
BCCHCCATCmTRACTCTRT TAT TAGCTAGTAGTATACTIGAAGCAGGAGCAGGAACAGRETCARCAGTTTAL
BCCHCCATCIMTRACTCTRT TATTAGCTAGTAGTATACTHGAAGCAGGAGCAGGAACAGGRTCARCAGTTTAL
BCCHCCATCHMTRACTCTRT TATTAGCTAGTAGTATACTHGAAGCAGGAGCAGGAACAGGATCARCAGTTTAL
BCCACCATCIMTmACTCTHTTATTAGCTAGTAGTATANTGAACCAGGACCAGEAACAGCATCARCAGTTTAC

(135 L TCCCCT IO T AACTCTT AT TAGCHAGTAGTATAGTAGAAGCAGCAGCIGRAACAGGATRAACAGTTTAN
E¢ 14,5, omatum gnup TYERLSimar Kay.
(155 . TCCTCCT e T AACTCTT T AT TAGCHAGTAGTATAGTAGAAGCAGCAGCIGRAACAGGATCAACAGTTTAN

TCCTCCTTCCTTAACTCTT T TATTAGCTAGTAGTATAGTAGAAGCAGGAGCAGGAACAGRATGRACAGTTTAC

G 1. KFG40053 Simulim be
Gk 2. KF40052 Simulim be
[ 3 KFB4005
[ 4 KFB4005
[ 5. KFB4005
L& 6. KFB4005
[ 7 KF64003
[ 8, 604659
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Et 14,5, cmaum grup TIERUSimar Ky,
15,5,
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3 bezziSim-37..
1 bezi Bim-28..
T Simufium irtshenkai 5.,
0 Simuium bszzi Sim-3..
0 Simulum kishenkai .
B Simulium Kirtshenkal§..
f Simufium aureum Sim-.

940 Simulm petioglum §..
G 0 JFB72734 Simulium velufinum J18..
i Simulum velinum 5.,
T4 Simulm et ..
Et 12,5, vl num TrERU i Kaysei .

J?IJ JBI] 39D 4|]|J 41|] 42D 43|J

CCCCCMITATC T TCAGRAATTGCCCATGL G GAGC PTCHG T IGAT TAGC TAT T TICHC TICATITAGCCG
CCCCCMMTATCTICAGGAATTGCCCATGCIGRAGCTTCHGTTCATTTAGCTATTTTITCCTTCATITAGCLG
COMCCACTATCTTCHGGAATTGCCCATGCIGEAGCTTCAGT IGAT T TAGCTATTTTTICTCTICATCTAGCHG
CCCCCMMTATCTICAGGAATIGCCCATGCIGEAGCTTCHGTTCATTTAGCTATTTTITCHCTTCATITAGCLE
CCCCCACTATCTTCHGGAATTGCCCATGCIGEAGCTTCAGT IGAT T TAGCTATTTTTICTCTICATCTAGCH:
CCCCCACTATCTTCHGGAATIGCCCATGCIGEAGCTTCAGTTGAT T TAGCTATTTITICICTTCATCTAGCHE
CCCCCMCTATCRTCAGGAATHGCCCATGCICEAGCHTCAGTIEAT TTAGCTATTTTITCICTTCANC THGCEE
CCCCCACTATCHICAGGAATHGCCCATGCICCAGCHTCAGTHEATTTAGCTATTTTITCICTICANC THGCHG
CCCCCACTMICATCAGGARTIGCCCATGCHGCAGCNT CAGTREATTTAGCTATTTTITCICTTCARC THGCCE
CCCCCACTMICHICAGGARTTIGCCCATGCICEAGCHTCAGTIEAT TTAGCTATTTTITCICTICANC THGCCE
CCHCCACTHICHICAGGARTTGCCCATGCICCAGCHTCAGTHGAT TTAGCTATTTTITCICTICANC THGCCG
CCCCCACTATCRTCAGGAATHGCCCATGCICEAGCHT CAGTREATTTAGCTATTTTITCICTTCANC THGCGE

. CCCCCMMTATCTICAGGAATIGCCCATGCIGRAGCTTCHGTTCATTTAGCTATTTTITCCTTCATITAGCLG

COMCCACTATCTTCHGGAATTGCCCATGCIGEAGCTTCAGT IGAT T TAGCTATTTTTICTICTICATCTAGCHG
CCCCOMMTATCTICAGGARTIGCCCATGCIGEAGC TTCHGTTCATTTAGCTATTTTITCHC TICATITAGCLG



47

P

imuium ezl
imuium ezl
imiium
i
i

M
M

T T S

muum bz Sim-
muium Kiitshenkal
muium Kiitshenka
Imuium aureum Sim-
Imulum pegicolum 8.
Sl velinum J-
i Simulumveludnum
T4 Simulumyveludnum

P

—a

O T e = P O
e e e e
= e e e e e e

P

e —
em oM o o eoe tom oo

i = i == s = el il el |
e

=
=
-
=
o

=
]
==
==
=
=
=

_ D e
= = o=
= == =
= o e

=

e T A
=

= s = n s go O ] B £9M B L P

e ———
= = =

bz Sm-17 .
bz Sim-28..
Kitshenkn S..
i 1
k . GAATTDC AT T AGGAGCTRTAAAT T DA TACAACTAT TATTAATATACGATCARATGGAATTACTTT
S

GAATTTCTTCHAT T T TAGAGCTRTAAAT TP ATTACAACHATTATTAATATACCATCIAATCCAATTACHTT

e R

mm TIERUSmy Kaysen..
eucmmm TIERUSimbe..
 omatum qnup TEERUSimar Ky
ezzucmmm TIERUSmbe..

L il il il ol L fin fil

CAATTICTTCTAT T I TAGEACCHGTAART T T TATTACAACTATTATTAATATACCATCARATCEART TACT T
CAATTICTTCTAT T T TAGEACCRGTAART T TATTACAACTATTATTAATATACCATCARATCEART TACT T
GAATTTCTICTATTTTAGCAGCTCTAARTTTTATTACAACTATTATAATATACGATCARATGGARTTACTTT
CAATTICTTCTAT T T TAGEACCRGTAART T TATTACAACTATTATTAATATACCATCARATCEART TACT T

GAATTTCTICTATTTTAGGAGCTCTAAATTTTATTACAACTATTATTAATATACGATCARATGGARTTACTTT
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GAATTICTTCHATTTTAGEAGCTRTAAAT TTTATTACAACKAT TATTAATATGCCATCIRATCCAATHACAT T
GAATTICTTCHAT T AGEAGCTRTAAAT TTTATTACAACKAT TATTAATATGCCATCIRATCCAATHACAT T

CAATTICTTCRATTTTAGEAGCTGTAART T TATTACAACHAT TATTAATATACCATCIRATCEART TACHTT
CAATTICTTCTAT T T TAGEACCRGTAART T T TATTACAACTAT TATTAATATACCATCARATCEARTTACT T
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GCIGEHGCTATTACAATACT TT TAACAGANCGARATT TARACACTIC T TC T TGACCCECAGEAGGAGRAG
GCIGEHGCTATTACAATACT TT TAACAGANCGARATT TARACACTIC T TC T THGACCCECAGEAGGAGRAG
GCIGEAGCTATHACAATACTTTTAACAGACCGARATT TARAMACHTCTTICTTICACCOECREEAGGAGRAG
CCTGAIECTATTACARTACTTTTAACAGACCCARATTTARACACTRCT T Y TG AMC CGCAGEARCROEAG
GCIGEAGCTATHACAATACTTTTAACAGACCGARATT TARAMACHTCTTTCTTICACCOECREEAGGAGRAL
GCMGRAGCTATHACAATACTTTTAACAGACCGARATT TARAMACHTCTTTCTTICACCOMGCREEAGGAGRAR

GCIGEACCTATTACHATANTNT TAACAGACCGARATITAAACACTICTT TT T TCACCCAGCAGEHGGRECAG

 GIGGAGCTATTACHATACTHT TAACAGANCCARA T AAARACHTC T T T T TCACCCAGCROEGRECAG
 GCIGGAGCTATTACHATACTHT TAACAGANCGARA T AAAMACTTCT T T T TGACCCACCRELNEGAGEAG
 GCIGGAGCTATTACHATAC T TAACAGANCGARA T AAAMACTTCT T T T TGACCCACCRELNEGAGEAG

GONGGACCTATTACHATANTHT TAACAGACCGARATIAAACACTICTT TT T TCACCCAGCAGCHGGRECAG
GCTGEHGCTATTACAATACTTTTAACAGANCGARATT TARACACTIC T TC T TG ANC G CAGCAGGAGRAG
GCTGEAGCTATHACAATACTTTTAACAGACCGARATT TARAMACHTCTTICTTICACCOMECRGEAGGAGRAG
CCTGAECTATTACARTACTT T TAACAGACCCARATTTARACACTTCTITCT THGACCCECAGEARGAGEAR



48

ﬁﬁﬂ i U] ] (] 1

E+1KF6400538|mu|iu bz Sm-37.. ‘r!r!w.'!T TTCTTTANCAACA
P D KFEA0087 Simuium bezzi i 8., ACCCTATTCTTTARC
[ 3 KFGA003T Simulm Kirshenkai §.. 'l'fl'f‘.'fT \TTCTTTATC
[ 4 KFA0050 Simulum bz Gim-3., ATTC '
(o 5 KFA009 Simulm Kirtshenkel . ACCT (
[t . KFBA0058 Simulum Kirtshenkal .. 'l'!l'ft'!T TT TTT T".
I 7 KFGU0036 Simulum ureum Sim- AMCCTATTCTTTATE
[4 8 GOLGA%4G Smulum peticalm$., ACCCTATTCTTTALC
P 0 JFAT2794 Simulum velinum 8., ACCCTATTCTRTATC
I6 10, 60465954 Simuiumugliinum 3, ACCCTATTCTETATC
E+11GQ4659?48imuh elimme, ACCCTATTCTBTATC
[6 125 veltnum TIERUSIyKayser.. ACCCTATTCTTTALC RAGTITA
P 13,5, ez Cytfom 3TERUSImbe., ACCCTATTCTTTARC RAGTITA
E4-14SurnatumgrupTrERUmmurKay ‘t'!t'!t'!T TICTTTATC AGTTTA
Cé 15,5, oez Cytofomn 2 TIERUSimbe. CTTTARC RAGTTTA

Sekil 4.19. Aragtirma yoresinde incelenen Erciyes dagi izolatlari ile Diinyadaki diger bazi Simulium
izolatlariin mt-COI gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlari

Sekil 4.19°da goriilecegi tizere mt-COI gen bolgesine gore Simulium tiirleri ve izolatlar
arasinda cesitli niikleotid degisimleri belirlenmistir. Erciyes dagi izolatlar1 ile
GenBank’a kayith diger bazi Simulium izolatlarinin mt-COI gen bdlgesine gore
Neighbor joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik
agaci Sekil 4.20°de verilmistir. Filogenetik analiz sonucu arastirma yoresinde belirlenen
S. bezzii cytoform 2 ve cytoform 3 izolatlar1 arasinda %0,8 genetik farklilik
saptanmigtir. Ayn1 zamanda S. bezzii izolatlar1 diinyada GenBank’a kayitli diger S.
bezzii izolatlar1 ile %0,6+0,2 genetik farklilik belirlenmistir. S. bezzii TrERUSIimb2
cytoform 2 izolati en yiiksek identikligi %99,7 ile Ermenistan’dan izole edilen S. bezzii
Sim37-be ve Sim28-va izolatlar1 ile gosterirken TrERUSimb3 izolati en yiiksek
identikligi %99,3 ile yine Ermenistan’dan S. bezzii Sim30-va izolat1 ile gostermistir.
Arastirma sahasinda izole ettigimiz Simulium ornatum grup TrERUSimor izolat1 S.
kiritshenkoi izolatlarina filogenetik olarak yakin bulunmus olup en yiiksek identikligi
%99,5 ile Ermenistan’dan izole Sim39-kir izolat1 ile gostermistir. S. velutinum
ERUSimyv izolat1 en yiiksek identikligi %98,9 ile Ermenistan’dan izole edilen S. aureum
Sim27-au izolati ile gosterirken GenBank’a kayitli Ingiltere ve Finlandiya’dan izole
edilen diger S. velutinum izolatlar1 ile %4,5+0,8 genetik farklilik gdstermistir. Ayni

akarsuda tespit edilen S. bezzii ve S. ornatum grup izolatlar1 arasinda %9,6+1,2, S. bezzii
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ve S. velutinum arasinda 13,9+1,4 ve S. ornatum grup ve S. velutinum izolatlar1 arasinda

ise %13,5+1,4 genetik farklilik tespit edilmistir.

gg | KF640053 Simulium bezzii Sim-37be Ermenistan
69| 'KF640052 Simulium bezzii Sim-28va Ermenistan
48] L @ s. bezzil Cytoform 2 TIERUSImbe2 Kayseri Turkiye
1001l KF640050 Simulium bezzii Sim-30va Ermenistan
|—. S. bezzii Cytoform 3 TrERUSImbe3 Kayseri Turkiye
sa  KF640057 Simulium Kiritshenkoi Sim-39kir Ermenistan

83

@ S. omatum grup TEERUSImor Kayseri Turkiye
100 H;KF640059 Simulium kiritshenkoi Sim-36kir Ermenistan

56 - KF640058 Simulium kiritshenkoi Sim-38kir Ermenistan

GEE(FMOO% Simulium aureum Sim-27au Ermenistan
9 @ S. \elutinum TEERUSImv Kayseri Turkiye

L— Q465949 Simulium petricolum SpetOlli08 Ingiltere

100 JF872794 Simulium velutinum JI-BOLD-99 Finlandiya

% Q465954 Simulium velutinum SvelWint01 Ingiltere

83— GQ465974 Simulium velutinum EusimGill01 Ingiltere

KC354820 Anopheles pseudopunctipennis

—
0.02

Sekil 4.20. Erciyes dagi izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger Simulium izolatlarinin parsiyel mt-COI gen
bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining — Kimura Two Parameter modeli). Dis grup
olarak Anopheles pseudopunctipennis (KC354820) kullamlmistir. Olcek cizgisi bolgeye gore niikleotid
degisimini gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Diptera dizisi Nematocera dizi boliimiinde yer alan ve diinyanin her bolgesinde
goriilebilen onemli ailelerden birisi de Simulidae (Kara sinekler, Blackflies) ailesidir.
Simulidae ailesinde bu giine kadar 2101°1 yasayan, 12’si ortadan kalkmis (fosil) toplam

2113 tiir tarif edilmis ve bunlarin 1697’si Simulium soyunda yer almistir (1).

Simuliidler kan emerek yaptiklar 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 g¢esitli viral

(Arbovirus) ve bakteriyel patojenlerin de vektorliigiinii yaparlar (1, 5-7).

Pest olma potansiyeli bulunan Simuliid tiirlerinin bulunduklar1 ekosistemlerde
teshislerinin yapilmasi ve davranislart hakkinda bilimsel veriler elde edilmesi,
muhtemel enfestasyonlarin ve derecelerinin dngoriilebilmesi ve miicadele stratejilerinin
gelistirilmesi bakimindan kritik manada 6neme sahiptir. Nitekim Kayseri ilinde Yamula
Baraj1 Hidroelektrik santralinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte Orta
Kizilirmak Havzasinin Kayseri ve Nevsehir ilinden gecen bdoliimiinde simuliid
populasyonunda afet boyutunda bir artis meydana gelmis ve bu afete karsi kontrol ve

miicadele programi baslatilmistir.
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Diger yandan esasen Tiirkiye‘de giiniimiize kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri
tizerine ¢alismalar oldukg¢a sinirhidir. Bu c¢aligmalarin 6nemli bir kismi1 da daha ¢ok
geleneksel olarak morfolojik identifikasyon temelinde yapilmis olup kromozomal,

molekiiler ve genotipleme ¢alismalar1 heniliz ¢ok sinirlidir.

Mevcut aragtirmada, konvansiyonel olarak morfolojik, sitogenetik bazda kromozomal
analizler, PCR ve sekans analizleriyle filogenetik genotiplendirme ¢aligmalar1 yapilarak
Erciyes dagi akarsularinda orneklemesi yapilan simuliid tiirlerinin S. bezzi Cyt 2, S.
bezzi Cyt 3, S. ornatum grup ve S. velutinum tiirleri olduklari identifiye edilmistir.
Arastirma yoresinde morfolojik ve kromozomal analizler sonucu identifiye edilen S.
ornatum, S. ornatum grup igerisinde degerlendirilmistir. Bu grup icerisinde bulunan
tiirler 6zellikle larval donemlerinde ¢cok benzer morfolojik 6zellikler gostermekte olup
teshisleri zor olmaktadir. S. ornatum grup igerisinde bulunan S. intermedium, S.
trifasciatum ve S. ornatum tiirlerinin larval donemlerinin yiiksek oranda degisiklik
gostermesi nedeniyle larval 6zelliklerine gore teshis etmenin zor oldugu bildirilmistir

(58, 59).

S. ornatum grup iginde 25 tiir ve bu tiirlere ait 90 alt tiir bulunmaktadir. Bu grup
Diinyada ve Tiirkiye’de yayilis gostermektedir (60). Benzer sekilde Gazyagci (26),
Kizilirmak Havzasi’nda yer alan Kirikkale ve Ankara illeri ile sinirlanan bolgelerden
gecen Kizilirmak Nehri ve kollarinda belirlenen ayrn istasyonlardan (Kalecik, Bala,
Yahsihan, Merkez (Kirikkale), Bahsili, Keskin, Karakegili, Celebi, Sulakyurt) topladig
larva, son donem larva ve pupalarda morfolojik identifikasyon c¢aligmasinda S.
petricolum, S. equinum, S. pseudequinum, S. lineatum, S. balcanicum, S.
erythrocephalum ve S. alajense tiir diizeyinde (7 tiir), S.angustipes ve S. ornatum ise
grup diizeyinde (2 grup) teshis etmis olup toplanan larva ve pupa ornekleri arasinda en
yaygin tiiriin S. petricolum (% 25.73), en az goriilen tiirin ise S. alajense (% 0.02)
oldugunu rapor etmistir. Ote yandan Basdren ve Kazanci (27) Dogu Karadeniz
Bolgesi’'nde 27 istasyondan topladiklari Simulium larva ve pupalarindan morfolojik
analizler ile iki cinse (Prosimulium ve Simulium) ait sekiz tiiriin (Prosimulium rufipes,
Simulium (Obuchovia) auricoma, Simulium (Nevermannia) angustitarse, Simulium
(Simulium) argyreatum, Simulium (Simulium) bezzii, Simulium (Simulium) ornatum,

Simulium  (Simulium) trifasciatum, Simulium (Simulium) variegatum) varligini
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kaydetmisler ve en fazla rastlanan tiirlerin Simulium (Simulium) bezzii (%36) ve

Simulium (Simulium) variegatum (%39) tiirleri oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢alismada Erciyes dagi kiigiik akarsularinda morfolojik ve kromozomal analizler
sonucu teshis edilen S. bezzi’nin Ceyhan, Firat, Goksu, Kizilirmak, Biiyiik Menderes,
Coruh nehir havzalarinda, Yuvarlak ¢ay akarsuyunda (Koycegiz havzasi), Yesilirmak
ve Sakarya nehir havzalarinda ve ayn1 zamanda Trabzon (Akgaabat, Stimela manastiri),
Rize (Anzer platosu) ve Giresun (Dereli yolu)’nun degisik bolgelerinde, Erzurum ve
Bayburt’ta yaygin tiir oldugu ileri siirtilmiistiir (12, 15, 20, 21, 27, 61). Buna mukabil S.
ornatum grubunun ise Firat, Goksu, Kizilirmak, Biiylikk Menderes nehir havzalari,
Namnam akarsuyu (Koycegiz havzasi), Yesilirmak nehir havzasi, Kdycegiz koruma
alan1 (Mugla ili), Yedigoller milli parki ve Sakarya nehir havzasinda yayilis gosterdigi
iddia edilmistir (12, 15, 20, 21,26, 27, 61, 62). Ote yandan S. velutinum tiiriiniin ise
Biiyiik Menderes nehrinde sinirlt bir yayilig gosterdigi rapor edilmistir (20,21).

Diger yandan Tiirkiye’de bugiine kadar simuliid sinekler {izerine yapilmis sito-
kromozomal ve molekiiler tabanli identifikasyon ve klasifikasyon arastirmalari iki
calisma ile smirlidir. Bu iki arastirmadan ilkinde Yesiloz (25), Nevsehir’in Urgiip ve
Gilsehir ilgelerinden gecen Kizilirmak havzasinda topladigi larvalarda morfolojik
analizler ile toplanan larvalarin Simulium sp. 6zelligi gosterdigini belirlemis ve daha
sonra parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal complete
internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen bdlgelerinin molekiiler analizleri ile bu
larvalar1 S. (Wilhelmia) balcanicum ve S. (Wilhelmia) lienatum olarak identifiye
etmistir. Takiben baslatilan diger arastirmada ise Inci ve ark (28) Orta Kizilirmak
havzasinda sorun olusturan karasinek tiirlerinde morfolojik, kromozomal ve molekiiler
analiz caligmalar1 yapmuglar; morfolojik analizler sonucunda topladiklar1 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 ayn1 zamanda larvalarin ribosomal internal transcript spacer 2
(ITS-2) ve mitokondrial cytochrome oxidase | (mt-COI) gen bdlgelerinin molekiiler

karakterizasyonunu yaparak filogenilerini ortaya koymuslardir.

Tiirkiye’de bugiine kadar varligi ileri siiriilen yaklasik 50 simulid tiirii sadece geleneksel
morfometrik incelemelerle rapor edilmistir (2, 12, 14-24, 26). Mevcut ¢alismada ise

Erciyes dagi akarsularinda yayilis gosteren simuliid tiirleri tek bir birey temelinde
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morfometrik analizlerin yaninda kromozomal ve molekiiler analizlerle de arastirilmistir.
Dolayisiyla biitlin analizler birbiriyle ayr1 ayr1 dogrulanmistir. Zira simulid nesillerinin

kompleks yapilarinin bu dogrulanmaya ihtiyaglar1 vardir.

Baslica simuliid nesilleri (major lineages, 0rnegin, alt aileler ve soylar) arasindaki
evrimsel iligki; kromozomal, molekiiler ve morfolojik karakterlerin uygulanmasi ile iyi
bir sekilde ¢oziilmiis ve desteklenmistir (5, 31, 63). Polytene kromozomlarin analizi ile
nominal tiirlerin 28 farkli kromozom ¢iftinde dogal hibridizasyon belirlenmistir.
Simulium damnosum complex ig¢indeki tiirler arasinda dogal hibridizasyon sikligi
yaklagik 0.0009- 0.001 olarak belirlenmis (64, 65), ayrica deneysel hibridizasyon da
basarilmistir (66). Diger yandan dogal Simulium popiilasyonlarinda sira dis1 derecede
polimorfizm belirlenmistir. Polimorfizmlerin biiyiik boliimii inversiyonlardir. Bu
inversiyonlardan %97°si paracentric inversiyonlardir (67). Morfolojinin evrimsel
analizi, ¢evresel etkiyle etkilenebildigi i¢in genellikle zordur ve bir¢ok genin fazla ya da
daha az etkisi ile saptanma ihtimali vardir. Bunun yaninda kendi gercegi icinde
morfolojik analiz direkt olarak uygulanabilirligi yoniinden 6nem arz etmektedir.
Ornegin tarsal tirnagm sekli, konak derisine tutunmada bir adaptasyon olarak
nitelenmektedir (68). Ote yandan kromozomal varyasyonlar direkt uygulanabilir
karakterde degildir. Ancak kullamisli genetik markerlar1 saglarlar. Sitogenetik
varyasyonun uygulanabilirligi sinirli olup, tiim genetik varyasyonlar1 yansitmamaktadir.
Bu a¢idan kromozomal varyasyonlarla iligkili olmayan kardes tiirlerin ¢esitliligi heniiz

netlige kavugsmamastir.

Molekiiler biyolojik teknikler simuliid tiirlerinin analizi i¢in daha c¢ok 0&zelligin
incelenmesine imkan saglamistir. Bu teknikler genel olarak niikleik asitler (genellikle
DNA), proteinler (enzimler ve yapisal proteinler) ve ikincil metabolitler (6rn; lipitler ve
karbonhidratlar) olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir. DNA varyasyonu genetiktir. Bunlarin
ekspresyonu ¢evresel faktdrlerden etkilenmemektedir. Ilgili genin kodon sekansini
yansitan protein varyasyonu, amino asit dizilimlerindeki degisikliklerin bir sonucu
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bununla birlikte protein varyasyonu, post-translasyonel
modifikasyondan da etkilenebilir. Bdylece bu varyasyonlar, her zaman genetik olarak
saptanamayabilir (69). Ikincil metabolitler ise enzimatik faaliyetler sonucu ortaya
cikmaktadir. Dolayistyla bunlar, genetik temelden bir adim daha uzakta bulunurlar.

Sitogenetik, morfolojik (70, 71) ve molekiiler (31) calismalar 1s18inda Simuliinae alt
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ailesinin holoarctic Prosimuliini ve tim diinyada aygin olan Simuliini olmak iizere iki

soya ayrildigini ortaya koymustur.

Simuliid tiirlerinin evrimsel ve filogenetik iliskilerinin arastirilmasinda gesitli niikleer
ribozomal ve mitokondrial gen bolgeleri calisilmistir. Ribozomal gen bolgeleri 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 i¢in ise NAD4 ve COI gibi gen
bolgeleri filogenetik iliskilerin incelenmesinde tercih edilen gen bolgeleri olmustur (35,
36, 45-47, 53, 54). Cytochrome ¢ oxidase enzimi, bakteri ve mitokondride bulunan
genis transmembran protein kompleksidir. Mitokondri membraninda yer alan elektron
transport zincirindeki en son enzimidir. Her dort cytochrome c¢ molekiiliinden de
elektron alir ve bunlar1 bir oksijen molekiiliine doniistiiriir. Bu enzim, molekiiler
oksijenin iki molekiil suya ¢evrilmesinden sorumludur. Bu siirecte su olusturmak i¢in i¢
stvi fazdan 4 protona baglanir. Buna ilaveten membran boyunca bu 4 protonun
translokasyonunu da saglar. Neticede ATP sentezinde proton elektrokimyasal
potansiyelinin transmembran farkliligini belirlemeye yardimeci olur. Boylece ATP
sentezi gerceklesir. Mt-COI gen bolgesi, okaryotlarda gostermis oldugu intraspesifik
polimorfizm ile filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilan mitokondrial gen
bolgelerinin baginda gelmektedir (72). Simuliid tiirler {izerine GenBank’ta mt-COI gen
bolgesinin arastirildig farkl tilkelerden gesitli kayitlar bulunmaktadir. Pramula ve ark.,
(45), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tiirden oriyental karasinekte (Oriental black fly)
mitokondriyal cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gen bolgesinin farkliliklar {izerine
yaptiklar1 filogenetik arastirmada, intraspesifik genetik farkliligi, ortalama %2,75 (%0-
9.28) interspesifik genetik uzakligi ise %0.34-16.05 olarak belirlemislerdir. Bu
arastiricilar (45) mt-COI gen bolgesine gore DNA barkodlamasimin cryptik biyo
farklilig1 (biodiversity) belirlemede ve geleneksel taksonomiyi kolaylagtirmada énemli
oldugunu kaydetmisler, morfolojik kriterlere gore belirlenen Gomphostilbia
altsoyundaki tiir gruplarinin monophyletic olmadigin1 ve bu soydaki klasifikasyonun
tekrar degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymuslardir. Rivera ve ark. (54), Nearctic
simuliid tiirleri icerisinden morfolojik olarak farkli 65 tiir ve kardes tiir igeren tiir
kompleksinde genetik varyasyonu, mt-COI gen bolgesine gore arastirmislar, benzer
tiirler arasinda genetik varyasyonu %14.93 olarak saptarken morfolojik farkli tiirlerde
intraspesifik genetik varyasyonu ise %0.72 olarak bulmuslardir. Ayni arastiricilar (54)

DNA barkodlamanin simuliidlerdeki cryptic ¢esitliligin arastirilmasinda ve tiir
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identifikasyonunda etkili bir yontem oldugunu kaydetmislerdir. Mevcut arastirmada da
yukarida bildirilen ¢aligsmalara (45, 54, 72) paralel olarak arastirma yoresinden elde
edilen simuliid izolatlarinin mt-COI gen bdlgesine intraspesifik polimorfik alanlarin
varhigi saptanmig, mt-COI gen bolgesinin filogenetik analizlerine gore farkli tiirler
arasinda intra ve interspesifik niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir. Ayrica mevcut
calismada, filogenetik analizler sonucu arastirma yoresinde belirlenen S. bezzii cytoform
2 ve S. bezzii cytoform 3 izolatlar1 arasinda %0,8 genetik farklilik saptanmis olup S.
bezzii izolatlar1 ile diinyada GenBank’a kayithh diger S. bezzii izolatlar1 arasinda
%0,6+0,2 genetik farklilik belirlenmistir.

Bu arastirmada identifiye edilen izolatlardan S. bezzii TrTERUSimbe2 cytoform 2 izolatt,
en yliksek identikligi %99,7 ile Ermenistan’da larvalardan izole edilen S. bezzii Sim37-
be ve Sim28-va izolatlar ile benzerlik gosterirken, TTERUSimbe3 izolat1 ise en yiiksek
identikligi %99,3 ile yine Ermenistan’da larvalardan izole edilen S. bezzii Sim30-va

izolati ile gostermistir.

Ote yandan bu calismada Erciyes dagindan izole edilen izolatlardan S. ornatum grup
TrERUSimor izolat1 S. ornatum grup igerisinde bulunan S. kiritshenkoi izolatlarina
filogenetik olarak yakin bulunmus olup en yiiksek identikligi %99,5 ile Ermenistan’dan
izole edilen Sim39-kir izolati ile gostermis; S. velutinum ERUSimv izolati ise en yiiksek
identikligi %98,9 ile Ermenistan’dan izole edilen S. aureum Sim27-au izolati ile
gosterirken GenBank’a kayith Ingiltere ve Finlandiya’dan izole edilen diger S.

velutinum izolatlari ile de %4,5+0,8 genetik farklilik gostermistir.

Mevcut ¢alismada Erciyes dagindan izole edilen S. bezzii ve S. ornatum grup izolatlari
arasinda %9,6+1,2; S. bezzii ve S. velutinum arasinda 13,9+1,4 ve S. ornatum grup ve S.

velutinum izolatlar1 arasinda ise %13,5+1,4 genetik farklilik tespit edilmistir.

Insektlerdeki ribozomal DNA diger Okaryotlarda oldugu gibi birbirinden Onceden
“nontranscribed spacers (NTS)” olarak bilinen intergenik spacerlar (IGS) ile ayrilmis
birbirini takip eden iinitelerden olusmustur. Her tinite; sirasiyla 18S, 5.8S, ve 28S
ribosomal RNA’y1 kodlayan genler ile spacerlardan [external transcribed spacer (ETS)
ve internal transcribed spacers 1 (ITS1) ve 2 (ITS2)] olusur (73). Kodlanmayan bdlgeler
ITS-1 ve ITS-2, kodlanan 18S, 5.8S, ve 28S rDNA genleri arasinda yer alir. ITS-1,
kiiciik subunite 18S ve 5.8S subuniteleri birbirinden ayirirken, ITS-2, biiyiik subunite
5.8S ve 28S gen bolgelerini ayirir. 18S, 5.8S, ve 28S kodlanan gen boélgeleri, yiiksek
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diizeyde korunmus olup iist diizey filogenilerin ingaasinda yaygin olarak kullanilir (74,
75). Bunun aksine kodlanmayan gen bdlgeleri ITS-1 ve ITS-2 yiiksek diizeyde
degiskenlik gosterir ve kodlanan bolgelere gore daha hizli oranda degisim gosterir (76).
Niikler rDNA’da bulunan intergenik spacer ITS-2, bir¢ok simuliid tiiriinde tek bir
kromozom iizerinde yerlesmis (63) bir gen bdlgesi olup, bircok organizmanin
filogenetik ¢aligmalarinda molekiiler araglara biiyiik bir katkis1 olmustur. ITS-2 sekans
kiyaslamalar1 birbirine ¢ok yakin tilirlerin ayriminda (77,78), popiilasyon farkliliklarinda
(79, 80), tiir i¢inde veya tiirler arasindaki farkliliklarin ortaya konmasinda (44, 81) ve
evrimsel iligkilerin yeniden olusturulmasinda (41, 53, 81, 82-86) olduk¢a kullanigh

olmustur.

Calismamizda elde ettigimiz Simulium izolatlarinin klonlama ¢alismalarinda bazi
izolatlarin vektore insert olmamasi nedeni ile yalnizca iki izolat sekanslanmis ve sekans
sonucu degerlendirilmistir. S. bezzii Cyt2 izolatinin ITS-2 gen bolgesinin filogenetik
analizi iizerine Diinya’da GenBank’a kayitl bir kayit bulunmamaktadir. Calisma bu
yonii ile Erciyes Dagi akarsularindan izole ettigimiz S. bezzii Cyt2 izolat1 ITS-2 gen

bolgesi yoniinden Diinya’da GenBank’a kayid1 gergeklestirilen ilk izolat olmustur.

Calismamizda filogenetik analizlerde hedef gen bolgelerinden biri olarak belirledigimiz
ITS-2 gen bolgesinin filogenetik analizi sonucu S. bezzii TrERUSimbe3 izolati
GenBank’ta ITS-2 gen bolgesi yoniinden kayitli Simulium izolatlarindan en yiiksek
filogenetik yakinlig1 %96,2 ile Ingiltere’de larvalardan izole edilen S. ornatum grubuna
dahil izolatlarla (GenBank (GenBank aksesyon: EU429857, EU429811) gostermistir.
Arastirma yoresinde karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolati ise en
yiiksek identikligi %99,7 ile ayn1 grupta yer alan ve Ingiltere’de pupalardan izole edilen
S. trifasciatum (GenBank aksesyon: EU429913, EU429919) ve larvalardan izole edilen
S. ornatum (GenBank aksesyon: EU429817) izolatlar1 ile gostermistir. Ayn1 zamanda
Erciyes dagi akarsularindan izole ettigimiz S. bezzii TrTERUSimbe3 ve S. ornatum grup

TrERUSimor izolatlar1 arasinda ise %3,7+1,0 genetik farklilik belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile Erciyes dagi akarsularinda toplanan simulid larva 6rnekleri
lizerinde bireysel analiz temelinde morfometrik, kromozomal ve molekiiler analiz
metotlariyla birbirini dogrulama esasiyla ve bir arada kullanilarak identifikasyon,

karakterizasyon ve filogeni ¢aligmasi yapilmistir. Analizler sonucunda Erciyes dagi
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akarsularinda S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. ornatum grup tiirlerinin

varlig1 ortaya konmustur.

Ayrica bu ¢alismayla Tiirkiye’de ilk kez S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S.
ornatum izolatlarinin mitokondriyal gen bolgesine gore karakterizasyonlar1 yapilarak
filogenileri ortaya konmus ve GenBank kayitlar1 gergeklestirilerek molekiiler
taksonomiye yerlesimleri saglanmistir. Ayn1 zamanda arastirma yoresinden izole edilen
S. bezzii Cyt 2 ve S. ornatum grup izolatlarinin ribozomal gen bélgesine gére molekiiler
analizleri sonucunda karakterizasyonlari yapilarak GenBank  kayitlar

gerceklestirilmistir.

Ilaveten Erciyes dag: akarsularindan izole edilen S. bezzii Cyt 2 izolatinin ribozomal
ITS-2 gen bolgesi Diinya’da GenBank’a kaydi gergeklestirilen ilk izolat olmustur.
Mevcut ¢alisma, Tiirkiye’de Simulium tiirlerinin epidemiyolojisi ile yaygin tiir ve/veya
alttlirlerin genotiplerinin ortaya konmasi acisindan model olma niteliginde olup bu
alanda daha kapsamli sitogenetik kromozomal, morfolojik ve molekiiler kombine

arastirmalara ithtiyac oldugunu gostermistir.



6. KAYNAKLAR

Adler PH, Crosskey RW (2011). World Blackflies (Diptera: Simuliidae): A Comprehensive
Revision of the Taxonomic and Geographical Inventory.
http://entweb.clemson.edu/biomia/pdfs/blackflyinventory.pdf (10.11.2011)

Yilmaz A, Inci A, Tungbilek SA, et al. Orta Kizilirmak Havzasinda Karasinek (Simulium
(Wilhelmia) lineatum) (Diptera: Simuliidae) istilasi. E U Vet Fak Derg 2007; 4: 91-95.
Adler PH, Crosskey RW (2009). World Blackflies (Diptera: Simuliidae): A Comprehensive
Revisionof the Taxonomic and Geographical
Inventory.http://entweb.clemson.edu/biomia/pdfs/blackflyinventory.pdf (09.10.2011)
Myburgh E, Nevill EM. Review of blackfly (Diptera: Simuliidae) Control in South Africa.
Onderstepoort J Vet Res 2003; 70: 307-316.

Adler PH, Currie DC, Wood DM. The Black Flies (Simuliidae) of North America. Cornell
University Press in Association with the Royal Ontario Museum, USA, 2004: 941.

Gray EW, Adler PH, Coscaron-Arias C, et al. Development of the first blackfly (Diptera:
Simuliidae) Management program in Argentina and comparison with other programs. J Am
Mosq Control Assoc 1999; 15: 400-406.


http://entweb.clemson.edu/biomia/pdfs/blackflyinventory.pdf

7.

59

Stoops CA, Adler PH. Feeding behavior of larval blackflies (Diptera: Simuliidae) with

and without exposure to Bacillus thuringiensis var israelensis. J Vector Ecol 2006; 31: 79-

83.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Beaty BJ, Marquardt WC: The Biology of Disease Vectors. Fort Collins,
University Press of Colorado, 1996.

Crosskey RW (1990). The Natural History of Blackflies. John Wiley & Sons,
England.

Kim KS, Tsuda Y, Yamada A. Blood meal identification and detection of avian

malaria parasite from mosquitoes (Diptera: Culicidae) inhabiting coastal areas of
Tokyo Bay, Japan. J Med Entomol 2009; 46: 1230-4.

Imura T, Sato Y, Ejiri H, et al. Molecular identification of blood source animals
from black flies (Diptera: Simuliidae) collected in the alpine regions of Japan.
Parasitol Res 2010; 106: 543-547.

Ozbek H, Hayat R, Aslan I. Erzurum’un bazi ilgelerinde simuliid (Diptera,
Simuliidae) salgini. Tiirk Entomol Derg 1995; 19: 37-42.

Akarsu GA, Giingér C, Yergok HIC, et al. Bir idrar érneginde Simulium larvas.
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuas1 2003; 56: 131-134.

Kazanci N, Clergue-Gazeau M. Simuliidae de Turquie. I:
remieresdonneesfaunistiques et biogeographiques (Diptera, Simuliidae). Annales
de Limnologie 1990; 26: 45-50.

Clergue-Gazeau M, Kazanci N. Tiirkiye Simuliidae (Insecta: Diptera) Faunasi
Il: Cesitli akarsu sistemlerinden toplanmig tiirlere ekolojik bir yaklagim.
Hacettepe Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi 1992; 13: 17-32.

Balik S, Ustaoglu MR, Ozbek M, et al. Yelkdprii Magaras: (Dikili, izmir) ve
yakin ¢evresinin sucul faunasi hakkinda bir 6n arastrma. EU Su Uriinleri
Dergisi 2002; 19: 221-225.

Sirin U, Sahin Y. New records of blackflies (Diptera, Simuliidae) for the
Turkish fauna. Zoology in the Middle East 2005; 36: 99-104.

Crosskey RW, Zwick H (2007). New faunal records with taxonomic annotations
for the Blackflies of Turkey (Diptera: Simuliidae). Aqutaic Insects 2007; 29: 21-
48.

Zwick H. On a small collection of wild-caught adult black flies (Diptera:

Simuliidae) from Turkey. Entomologist’s Monthly Magazine 2007; 143: 100.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

60

Kazanci N, Ertung O. Bazi Simuliidae (Insecta: Diptera) tiirlerinin habitat
ozellikleri. EU Su Uriinleri Dergisi 2008a; 25: 319-323.

Kazanci N, Ertung O. On the Simuliidae (Insecta, Diptera) fauna of Turkey.
Review of Hydrobiology 2008b; 1: 27-36.

Ertung O, Tiirkmen G, Kazanci N. Research on Simuliidae (Insecta: Diptera)
fauna of Yedigoller National Park (Bolu, Turkey). Review of Hydrobiology
2008; 2: 81-92.

Ertung O. Tiirkiye’nin Batisindaki Bazi Akarsularn  Simuliidae (Insecta:
Diptera) Faunasi Uzerine Bir Arastirma. Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara 2009:104.

Kazanct N, Ertung O. Simuliidae (Insecta, Diptera) tiirlerinin Yesilirmak Nehri
Havzas1 (Tirkiye)’nin sucul habitat kalitesini belirlemede indicator olarak
kullanilmalari. Review of Hydrobiology 2010; 3: 27-36.

Yesiloz H. Orta Kizilirmak Havzasinin Nevsehir Boliimiinde Sorun Olusturan
Karasinek (Diptera: Simuliidae) Tiirlerinin Molekiiler Klasifikasyonu, Yiiksek
Lisans tezi, ERU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Parazitoloji AD, Kayseri,
2011.

Gazyager AN. Kirikkale ve Ankara Yoresi Kizilirmak Nehrinde Simuliidae
Tiirlerinin Yayilisi, Doktora Tezi. Kirikkale Universitesi Saglk Bilimleri
Enstitiisti, Veteriner Parazitoloji AD, Kirikkale 2011.

Basoren O, Kazanc1 N. Contribution to the knowledge of Simuliidae (Diptera,
Insecta) fauna of Turkey: Eastern Black Sea Region. Int Rev Hydrobiol 2012; 2:
121-130.

Inci A, Yildirrm A, Diizlii O. Orta Kizilirmak Havzasinda Sorun Olusturan
Karasinek (Diptera: Simuliidae) Tiirlerinin Molekiiler Klasifikasyonu ve
Vektorliik Potansiyellerinin Real Time PCR ile Arastirilmasi. TUBITAK Proje
No: 1110426, 2014.

Crosskey RW. Simuliid taxonomy. In: Laird M (ed) Black flies: the future for
biological methods in integrated control. Academic Press, London 1981; 3-18.
Jitklang S, Kuvangkadilok C, Baimai V, et al. Cytogenetics and morpho
taxonomy of the Simulium (Gomphostilbia) ceylonicum species group (Diptera:
Simuliidae) in Thailand. Zoo taxa 2008; 1917:1-28.


javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdProjeler$ctl02$btnDetay','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdProjeler$ctl02$btnDetay','')

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

61

Moulton JK. Molecular sequence data resolves basal divergences within
Simuliidae (Diptera). Syst Entomol 2000; 25: 95-113.

Moulton JK. Can the current molecular Arsenal adequately track rapid
divergence events within Simuliidae (Diptera)? Mol Phylogenet Evol 2003; 27:
45-57.

Xiong B, Kocher TD. Comparison of mitochondrial DNA sequences of seven
morpho species of black flies (Diptera: Simuliidae). Genome 1991; 34: 306-311.
Pruess KP, Zhu X, Powers TO. Mitochondrial transfer RNA genes in a blackfly,
Simulium vittatum (Diptera: Simuliidae), indicate long divergence from
mosquito (Diptera: Culicidae) andfruitfly (Diptera: Drosophilidae). J Med
Entomol 1992; 29: 644-651.

Higazi TB, Boakye DA, Wilson MD, et al. Cyto taxonomic and molecular
analysis of Simulium (Edwardsellum) damnosum sensulato (Diptera: Simuliidae)
from Abu Hamed, Sudan. J Med Entomol 2001; 37: 547-553.

Kruger A, Hennings IC. Molecular phylogenetics of black flies of the Simulium
damnosum complex and cytophylogenetic implications. Mol Phylogenet Evol
2006; 39:83-90.

Phayuhasena S, Colgan DJ, Kuvangkadilok C, et al. Phylogenetic relationships
among the black fly species (Diptera: Simuliidae) of Thailand based on multiple
gene sequences. Genetica 2010; 138:633-648.

Conflitti IM, Kratochvil MJ, Spironello M, et al. Good species behaving badly:
Non-monophyly of black fly sibling species in the Simulium arcticum complex
(Diptera: Simuliidae). Mol Phylogenet Evol 2010; 57: 245-257.

Hebert PDN, Cywinska A, Ball SL, et al. Biological identifications through
DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 2003a;
270:313-321.

Hebert PDN, Ratnasingham S, deWaard JR. Barcoding animal life: cytochrome
¢ oxidase subunit 1 divergences among closely related species. Proceedings of
the Royal Society B: Biological Sciences 2003b; 270: 96-99.



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

62

LaRue B, Gaudreau C, Bagre HO, et al. Generalized structure and evolution of
ITS1 and ITS2 rDNA in blackflies (Diptera:Simuliidae). Mol Phylogenet Evol
2009; 53:749-757.

Brockhouse CL, Vajime CG, Marin R, et al. Molecular identification of
onchocerciasis vector sibling species in blackflies (Diptera:Simuliidae).
Biochem Biophys Res Commun 1993; 194: 628-634.

Krueger A, Kalinga AK, Kibweja, AM, et al. Cytogenetic and PCR-based
identification of S. damnosum ‘Nkusi J’ as the anthropophilic blackfly in the
Uluguru onchocerciasis focus in Tanzania. Trop Med Int Health 2006; 11: 1066-
1074.

Tang J, To¢ L, Back C, et al. Intra-specific heterogeneity of the rDNA internal
transcribed spacer in the Simulium damnosum (Diptera:Simuliidae) complex.
Mol Biol Evol 1996; 13: 244-252.

Pramual P, Wongpakam K, Adler P. Cryptic biodiversity and phylogenetic
relationships revealed by DNA barcoding of Oriental black flies in the subgenus
Gomphostilbia (Diptera: Simuliidae). Genome 2011; 54: 1-9.

Tang Jand, Unnasch TR. Discriminating PCR artifacts using DHDA (directed
heteroduplex analysis). BioTechniques1995a; 19: 902-905.

Tang JM, Toe L, Back C, et al. Mitochondrial alleles of Simulium damnosum
sensulato infected with Onchocerca volvulus. Int J Parasitol 1995b; 25:1251-
1254,

Kriiger A, Gelhaus A, Garms R. Molecular identification and phylogeny of East
African Simulium damnosum and their relationship with West African species of
the complex (Diptera: Simuliidae). Insect Mol Biol 2000; 9:101-108.

Riley CM, Fusco R. Field efficacy of Vectobac-12AS and Vectobac-24AS
against black fly larvae in new Brunswick streams (Diptera: Simuliidae). J Am
Mosq Cntrol Assoc 1990; 6: 43-6.

Regis L, da Silva SB, Melo-Santos MA. The use of bacterial larvicides in
mosquito and black fly control programmes in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz
2000; 95:207-210.



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63

Das SC, Nath DR, Bhuyan M, et al. Field trial of abate and Teknar for Simulium
(Diptera: Simuliidae) control in India. J Am Mosq Control Assoc 1990; 6:135-
137.

Hamada, N., Adler, P.H. 1998. “A New Species of Simulium (Diptera:
Simuliidae) from Open Areas in Central Amazonia, Brazil”, Mem Inst Oswaldo
Cruz, 93, 317-25.

Thanwisai A, Kuvangkadilok C, Baimai V. Molecular phylogeny of blackflies
(Diptera: Simuliidae) from Thailand, using ITS2 rDNA. Genetica 2006;
128:177-204.

Rivera J, Currie DC. Identification of Nearctic blackflies using DNA barcoding
(Diptera: Simuliidae). Mol Ecol Res 2009; 9: 224-236.

Hall TA. Bioedit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT, Nucleic Acids Symposium Series
1999; 41: 95-98.

Drummond AJ, Ashton B, Buxton S, et al. Geneious v5.5, Available from
http://www.geneious.com (18.04.2014).

Tamura K, Peterson D, Peterson N, et al. MEGAS5: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and
Maximum Parsimony Methods, Molecular Biology and Evolution 2011.

Bass J. 1998. Last instar larvae and pupae of the Simuliidae of Britain and
Ireland: a key with brief ecological notes. In Elliott J. M. (ed.) Freshwater
Biological Association Scientific Publication 55: 21-91.

Bernotiené R.  On the biology of Simulium ornatum group (Diptera:
Simuliidae). Naujos Ir Retos Lietuvos Vabzdziy Risys. 22 tomas.

Adler PH, Crosskey RW (2014). World Blackflies (Diptera: Simuliidae): A
Comprehensive Revision of the taxonomic and geographical inventory.
http://www.clemson.edu/cafls/biomia/pdfs/blackflyinventory.pdf

Sirin U. 2002. Tiirkiye Simuliidae tiir listesi ve yayilislar1. In: Demirsoy A (eds),
Genel Zoocografya ve Tirkiye Zoocografyas;, 5" ed., Meteksan, Ankara, p:
819-823

Kazanci N, Ertung O. Use of Simuliidae (Insecta: Diptera) species as indicators
of aquatic habitat quality of Yesilirmak River Basin (Turkey). Int Rev Hydrobiol
2010; 3: 27-36.



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

64

Rothfels KH. 1979. Cytotaxonomy of black flies (Simuliidae). Annu Rev
Entomol 1979: 24: 507-5309.

Post RJ. Natural interspecific hybridisation of Simulium sanctipauli s.l. with
Simulium squamosum and Simulium yahense (Diptera: Simuliidae). Tropenmed
Parasitol 1984; 35: 58-60.

Boakye DA, Mosha FW. Natural hybridization between Simulium sanctipauli
and S. sirbanum, two sibling species of the S. damnosum complex. Med Vet
Entomol 1988; 2:397-399.

Meredith SEO, Boakye DA, Raybould JN et al. Experimental hybridization
between members of the Simulium damnosum complex. Med Vet Entomol 1987;
1:193-199.

Bedo DG. Cytogenetics and evolution of Simulium ornatipes Skuse (Diptera:
Simuliidae). I. Sibling speciation. Chromosoma 1977; 64: 37-65.

Gryaznov Al. Morphological adaptations of bloodsucking blackflies to their
hosts. Entomol Rev 1992; 71: 143-145.

Pasteur N, Pasteur G, Binhomme F, et al. Practical Isozyme Genetics. Ellis
Horwood Ltd, Chichester 1988; 215.

Grenier P, Rageau J. Remarque’s sur la classification des Simuliidae. Bull Soc
Pathol Exot 1960; 53: 727-742.

Currie DC. Phylogeny of Primitive Simuliidae (Insecta: Diptera: Culicimorpha).
Ph.D. dissertation, University of Alberta, Edmonton, Canada, 1988.

Khalimonchuk O, Rodel G. Biogenesis of cytochrome ¢ oxidase. Mitochondrion
2005; 5: 363-88.

Hillis DM, Dixon MT. Ribosomal DNA: molecular evolution and phylogenetic
inference. Q Rev Biol. 1991;66: 411-53.

Nirmala X, Hypsa V, Zurovec M, 2001. Molecular phylogeny of Calyptratae

(Diptera: Brachycera): the evolution of 18S and 16S ribosomal rDNA in higher
dipterans and their use in phylogenetic inference. Insect Mol Biol 2001; 10: 475-
485.

Shi M, Chen XX, Achterberg C. Phylogenetic relationships among the
Braconidae (Hymenoptera: Ichneumonoidea) inferred from partial 16S rRNA,
28S rDNA D2, 18S rDNA gene sequences and morphological characters. Mol
Phylogenet Evol 2005; 37: 104-116.



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

65

Schlo™ tterer, C, Hauser MT, Haeseler AV. Comparative evolutionary analysis
of rDNA ITS regions in Drosophila. Mol Biol Evol 1994; 11: 513-522.

Walton C, Handley M, Kuvangkadilok C, et al. Identification of five species of
the Anopheles dirus complex from Thailand, using allele-specific polymerase
chain reaction. Med Vet Entomol 1999; 13: 24-32.

Hackett BJ, Gimnig J, Guelbeogo W, et al. Ribosomal DNA internal transcribed
spacer (ITS2) sequences differentiate Anopheles funestus and An. rivulorum, and
uncover a cryptic taxon. Insect Mol Biol 2000; 9: 369-374.

Fritz GN, Conn J, Cockburn A et al. Sequence analysis of the ribosomal DNA
internal transcribed spacer 2 from populations of Anopheles nuneztovari
(Diptera: Culicidae). Mol Biol Evol 1994; 11: 406-416.

Marrellin MT, Malafronte RS, Flores-Mendoza C, et al. Sequence analysis of
the second internal transcribed spacer of ribosomal DNA in Anopheles oswaldoi
(Diptera: Culicidae). J Med Entomol 1999; 36: 679-684.

Malafronte RS, Marrelli MT, Marinotti O. Analysis of ITS2 DNA sequences
from Brazilian Anopheles darling (Diptera:Culicidae). J Med Entomol 1999; 36:
631-634.

Depaquit J, Ferte H, Le"ger N. et al. Molecular systematics of the phlebotomine
sandflies of the subgenus Paraphlebotomus (Diptera, Psychodidae,
Phlebotomus) based on ITS2 rDNA sequences. Hypotheses of dispersion and
speciation. Insect Mol Biol 2000; 9: 293-300.

Weekers PHH, De Jonckheere JF, Dumont HJ. Phylogenetic relationships
inferred from ribosomal ITS sequences and biogeographic patterns in
representatives of the genus Calopteryx (Insect: Odonata) of the West
Mediterranean and adjacent West European zone. Mol Phylogenet Evol 2001,
20: 89-99.

Oliverio M, Cervelli M, Mariottini P. ITS2 rRNA evolution and its congruence
with the phylogeny of muricid neogastropods (Caenogastropoda, Muricoidea).
Mol Phylogenet Evol 2002; 25: 63-69.



66

85. Toma T, Miyagi I, Crabtree MB, et al. Investigation of the Aedes (Stegomyia)
flavopictus complex (Diptera: Culicidae) in Japan by sequence analysis of the
internal transcribed spacers of ribosomal DNA. J Med Entomol 2002; 13: 461-
468.

86. Young I, Coleman AW. The advantages of the ITS2 region of the nuclear rDNA
cistron for analysis of phylogenetic relationships of insects: a Drosophila
example. Mol Phylogenet Evol 2004; 30: 236-242.



ERCIYES ONIVERSITES| HAYVAN DENEYLERI
YEREL ETIK KURUL BASKANLIGI
KAYSERI-TORKIYE
ETIK KURULUN ADJ : Erclyes Oniversites! Hayvan Denaylerl Yerel Etlk Kurulw

ETIK KURULUN ADRESI ; Erc.Onl. Hakan Getinsaya Daneysel ve Kiinlk Aragtrma Berkez!

Torh; 12122012 Toplant: Sayis: 12 KararNo: 121124
Erciyes Universites! Hayvan Deneyler! Yers' Bk Kurul 12122012 tarihinde
Prot. Or. Harun OLGER BagkaraQnds DIBNMLY.

Oye AdvSoyadi | Unvani 8510m0 Inza
Harun Olger Prot. Or Tip Fakones W
Abculish Inci Prof Dr. Vet Fakitesl
Ozlem Canoz Prof. Dr Tip FakOnes! Q@,‘
Hetice Ozbiige | Prof Dr. Ecz. Fakotes! 'l‘ul‘m:&
Cogkun Tez Prof. Or. Fen Fakntas) "
FOsun F. Erdodan | Prof. Dr Tip FakDnresi
Serpil Sanézksn | Dog. Or. Vet Fakutes! KaAmad: *
Anmet Oztork Dog. Or. Tip FakOlesi
M. BetUl Aycan. | Dog Or. Ecz. FakOites! par”
Servet Kesim Yrg. Do Or. Oig Hekimii Fakotes! mm
Asiyo Gokbelon | Yar. Sevenler Der Bag | Sivil top. kunlugu temsilcisi | Katilmads
Serap A Erodlu | Avuat Kurumia ilighisi oimayan Uye | Kabimso:

Universtemiz Veterner FakOitesinden Prof. Dr.Abdullah INCI tarafindsn sunuian “Erciyes Daf
Akarsulaninda Simulium Tdrlerinin Aragtinimas: ve Molekller Klasdikasyonu * adli araghrma projes!

noslenerek Cabgmanin yapimasinin wygun olacading ve rekidrik makamina sunuimasing oy birliiyle karar

verlidl

Tarh : 12122012

Etik Kurul Bagkans :  Prpt Or Hann OLGER

a— :f\'\*\i‘/\(m



OZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Ad, Soyadi: Ahmet DEMIRCIOGLU

Uyrugu: (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 02 Ocak 1968, Avanos

Medeni Durumu: Evli

Tel: +90 542 6238515

email: vetahmet@mynet.com

Yazisma Adresi: ERU Saglik Bilimleri Ens. Veteriner Parazitoloji ABD/ KAYSERI

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lise Mucur Lisesi 1985
Lisans Selguk U. Veteriner Fakiiltesi 1991

IS DENEYIMLERI

Yil Kurum Gorev
1992- Avanos Belediyesi Veteriner Hekim
YABANCI DiL

Ingilizce



