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ÖZET 

Bu çalıĢma, Erciyes dağı akarsularında simuliid türlerinin moleküler karakterizasyonunun 

yapılması amacıyla planlanmıĢtır. Bu amaçla Mayıs-Eylül 2013 tarihleri arasında Erciyes dağı 

akarsularında üç istasyondan toplam 100 adet simuliid larva örneklemesi yapılmıĢtır. Toplanan 

larvaların önce morfolojik ve kromozomal incelemeleri yapılmıĢ daha sonra moleküler analize 

geçilmiĢtir. Morfolojik ve kromozomal analizler ile araĢtırma yöresinden toplanan 100 larvanın 

20‟sinin S. bezzi sitoform (Cyt) 2, 20‟sinin S. bezzi Cyt 3, 50‟sinin S. ornatum grup ve 10‟unun 

ise S. velutinum olduğu tespit edilmiĢtir. Moleküler analizler için örnekleme istasyonlarından 

seçilmiĢ toplam 4 larvadan genomik DNA ekstraksiyonu yapılmıĢ 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 bölgelerini amplifiye eden spesifik primerler ile 

PCR‟a tabii tutulmuĢtur. Ġzolatlara ait amplikonların PCR primerleri ile klonlanlanıp plasmid 

pürifikasyonundan sonra sekans analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen izolatların GenBank 

kayıtları yapılmıĢ ve dünyadaki benzer izolatlar ile Multiple alignmentları yapılarak filogenetik 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Mt-COI gen bölgesinin filogenetik analizi sonucu S. bezzii 

cytoform 2 ve cytoform 3 izolatları arasında  %0,8 farklılık saptanmıĢtır. S. bezzii  ve S. 

ornatum grup izolatları arasında %9,6±1,2, S. bezzii ve S. velutinum arasında 13,9±1,4 ve S. 

ornatum grup ve S. velutinum izolatları arasında ise %13,5±1,4 genetik farklılık tespit 

edilmiĢtir. Ribozomal 5.8S, ITS-2 ve 28S gen bölgelerinin nükleotid sekansları sonucunda S. 

bezzii (TrERUSimbe3) Dünyada ilk kez karakterize edilmiĢtir. TrERUSimbe3 izolatı 

GenBank‟ta ilgili gen bölgesi yönünden kayıtlı Simulium izolatlarından en yüksek filogenetik 

yakınlığı %96,2 ile S. ornatum grubuna dâhil izolatlarla göstermiĢtir. AraĢtırma yöresinde 

karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolatı ise en yüksek identikliği %99,7 ile aynı 

grupta yer alan S. trifasciatum ve S. ornatum  izolatları ile göstermiĢtir. S. bezzii TrERUSimbe3 

ve S. ornatum grup TrERUSimor izolatları arasında ise %3,7±1,0 genetik farklılık 

belirlenmiĢtir. Sonuç olarak bu çalıĢma ile Türkiye‟de ilk kez Erciyes dağı akarsularında 

Simulium türlerinin morfolojik, kromozomal ve moleküler karakterizasyonları yapılmıĢtır.  Bu 

çalıĢmayla Türkiye‟de ilk kez S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. ornatum 
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izolatlarının mitokondriyal gen bölgesine göre karakterizasyonları yapılarak filogenileri ortaya 

konmuĢ ve GenBank kayıtları gerçekleĢtirilmiĢtir. Aynı zamanda araĢtırma yöresinden izole 

edilen S. bezzii Cyt 2 (TrERUSimbe2) ve S. ornatum grup (TrERUSimor) izolatlarının 

ribozomal gen bölgesine göre moleküler analizleri sonucunda karakterizasyonları yapılarak 

GenBank kayıtları gerçekleĢtirilmiĢ ve S. bezzii Cyt 2 izolatının ribozomal ITS-2 gen bölgesi 

Dünya‟da GenBank‟a kayıdı gerçekleĢtirilen ilk izolat olmuĢtur.  

 

Anahtar kelimeler: Simulidae,  Erciyes dağı,  larva, Moleküler karakterizasyon
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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 TrERUSimbe3 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-COI 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.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Diptera dizisi, Nematocera dizialtı ve Simuliidae ailesinde yer alan karasinekler, kanatlı 

ve evcil hayvanlar ile insan sağlığını tehdit etmelerinin yanında ekonomik ve ekolojik 

bakımdan da önemli insektlerdir (1). Simuliidae ailesindeki türlerin morfolojik 

identifikasyonları oldukça kompleks olup, beraberinde bir takım teĢhis hatalarına yol 

açabilmektedir. Aynı zamanda birçok simuliid türünde görülebilen cryiptic ve kardeĢ 

(sibling) türlerin belirlenmesi morfometrik analizlerle mümkün değildir. Bu açıdan 

simuliid türlerin identifikasyon ve klasifikasyonunun yanında cryptic ve sibling türlerin 

belirlenmesinde sitogenetik kromozomal analizler ve çeĢitli nükleer ribozomal ve 

mitokondrial gen bölgelerininin filogenetik analiz çalıĢmaları bulunmaktadır. Ġç 

Anadolu Bölgesi‟nin en yüksek dağı olan Erciyes dağı‟nın, dağcılık ve kıĢ sporlarında 

çok önemli bir turizm potansiyeline sahip olması yanında aynı zamanda önemli bir 

yayla turizm bölgesi olması ve dünyanın hemen her bölgesinden birçok yabancı turistin 

bölgeye gelmesi bu sineklerin vektörlüğünü yaptığı çeĢitli patojenler ve oluĢturdukları 

risk potansiyeli açısından oldukça önemlidir. Ergin diĢi karasinekler yaĢam döngülerini 

tamamlamak için insan, kanatlı ve memelilerden kan emmektedirler. Böylece insan ve 

diğer hayvanlar üzerinde sömürücü, toksik, travmatik ve irkiltici etkilerinin yanında 

çeĢitli viral, bakteriyel ve paraziter bazı hastalıklara vektörlük etmektedirler. Simuliid 

karasinekler tarafından insanlara nakledilen en önemli parazitler Onchocerca volvulus 

ve Mansonella ozzardi türü nematodlar olup, kanatlılara ise Leucocytozoon 

enfeksiyonunu bulaĢtırmaktadırlar. Sayıca çoğalmaları durumunda ortaya çıkan 

salgınlar, insan ve hayvan sağlığını tehdit etmenin yanında, onların psikolojilerini 
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bozmakta ve tarım baĢta olmak üzere turizmi de engelleyerek ciddi boyutlarda 

ekonomik kayıpların sebebi olmaktadırlar (2). 

Bu tez çalıĢmasıyla, Erciyes dağı akarsularında pest olma potansiyeline sahip Simuliid 

türlerinin morfolojik ve kromozomal identifikasyonlarını takiben, mitokondrial 

cytochrome oxidase I (COI) ve ribozomal ITS2 gen bölgelerinin sekans analizleriyle 

moleküler klasifikasyonları yapılmıĢ ve araĢtırma yöresinde simuliid kompozisyonu 

moleküler konfirmasyonlarla ortaya konmuĢtur. ÇalıĢmada aynı zamanda yörede tür ve 

suĢ kompozisyonlarının belirlenmesi ve DNA dizi analizi sonucu elde edilen gen 

dizilimlerinin Türkiye‟nin biyolojik varlıkları olarak GenBank‟a kayıtları 

gerçekleĢtirilmiĢtir.



 
 

 

 

 

 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. SIMULIUM TÜRLERĠNĠN SINIFLANDIRMADAKĠ YERĠ  

Simulium türleri, Diptera dizisi içerisinde Nematocera dizi bölümünde ve Simuliidae 

(Karasinekler, Blackflies) ailesinde yer almaktadır. Simuliidae ailesi dünyanın her 

bölgesinde görülebilen önemli ailelerden birisidir. Bu ailede günümüze kadar 2101‟i 

yaĢayan, 12‟si ortadan kalkmıĢ (fosil) toplam 2113 tür tanımlanmıĢtır. Bunların 1697‟si 

Simulium soyunda yer almıĢtır (1). Bu türlerin çoğunda, diĢilere dünyanın çeĢitli 

bölgelerinde yerel halk tarafından değiĢik isimler [Buffalo Gnats (Ġngiltere), mawi 

(Afrika), pium veya borrachudos (Brezilya), potu (Hindistan), jejenes (Venezuela), 

bocones (Kosta Rika), rodadores (Küba), karasinek, kanbur sinek, mucuk veya üvez 

(Türkiye)] verilmiĢtir.  

Simulium türlerinin Systema Naturae 2000‟e göre sistematikteki yeri Geneious 5.0 

yazılımında hazırlanarak ġekil 2.1‟de verilmiĢtir (3). 
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ġekil 2.1. Simulium türlerinin sistematikteki yeri (Kaynak: Adler ve Crosskey, 2009:3). 

2.2. SIMULIUM TÜRLERĠNĠN MORFOLOJĠSĠ 

Simuliidler; küçük, esmer, kalın vücutlu, kambur sırtlı Nematocerlerdir (ġekil 2.2). 

Simuliumlar dıĢarıda yaĢarlar (exophilic) ve dıĢarıda beslenirler (exophagic). Kanat 

uzunlukları 1,5-6 mm‟dir ve genellikle gündüzcü sineklerdir. DiĢilerde tek tek 

elementlerden oluĢmuĢ (ommatidia) olan gözler küçük ve antenlerin dorsalinde ayrı 

olarak yer almıĢtır. Erkeklerde ise gözler daha geniĢ ve antenlerin dorsalinde 
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bitiĢiktirler. Antenler her iki cinste de aynı olup ve genellikle 11 segmentlidirler. Palpler 

5 segmentli ve kısa olan hortumdan oldukça uzundurlar. Kanatlar kısa, geniĢ, pulsuz, 

beneksiz ve parlaktır. Ven dolaĢımı kanadın ön kenarı boyunca uzanan iyi geliĢmiĢ 

radial venlerle karakterizedir. Zayıf görünümlerine rağmen kanatlar oldukça 

güçlüdürler. Bu sayede uzak mesafelere uçma yeteneği kazanmıĢlardır.  Durgun 

havalarda 100 km‟den fazla uçabilirler. Etkin uçuĢ alanları 18 kilometrelik çap 

içerisindedir (4, 5). 

 

        

ġekil 2.2. Simulium sp. morfolojisi 

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

2.3. YAġAM DÖNGÜSÜ  

Karasineklerin pek çok türünde yaĢam siklusunda farklılıklar bulunmaktadır. 

Simuliidlerin larva dağılımına mevsim ve suyun fiziksel ve kimyasal özellikleri etki 

etmektedir. Fiziksel özellikleri arasında suyun akıntı hızı, sıcaklık, bulanıklık ve su 

içinde bulunan maddeler, kimyasal özellikleri arasında ise suyun oksijen miktarı, pH‟sı, 

elektriksel iletkenliği, azot ve fosfor miktarı yer almaktadır. Yumurtaları yaygın olarak 

30-800 arasında, ortalama 200-300‟lük gruplar halinde akan suların kenarlarına ya da 
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direkt olarak suyun içine bırakırlar (5-7). Simulium türlerinin yaĢam siklusu ġekil 2.3‟de 

verilmiĢtir. 

                            

ġekil 2.3. Simulium türlerinde hayat siklusu (Kaynak: Beaty ve Marquardt, 1996: 8) 

2.3.1. Yumurta 

Yumurtalar, önce krem-beyaz, sonra embriyonal geliĢim ile birlikte siyaha yakın bir 

renge dönüĢürler (ġekil 2.4). 100-400 µm uzunluğunda ve oval-elipsoidal veya üç 

köĢelidir. Yüzeyleri düzdür. Gözle görülebilir yumurta kabuğu iç yumurta membranı ve 

endokoryondur ya da çok az koryonik plastron geliĢmiĢtir (6, 7). Yumurtalarını oksijen 

basıncının yüksek olduğu akıntılı suların yüzeylerine toplu halde bırakırlar ve bırakılan 

yumurtalar da iyi geliĢmiĢ bir plastrona gereksinim yoktur. Sonbaharın sonlarında 

bırakılan yumurtalardan takip eden baharda su sıcaklığı yükselene kadar larva çıkıĢı 

olmaz. Simuliid yumurtaları kuruluğa karĢı hassastırlar. Uzun aylar nemli ortamlarda 

kalabilirler (5-7). 
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ġekil 2.4. Simulium sp. yumurtası (Kaynak: http://cal.vet.upenn.edu/projects/paralab/labs/lab8.htm) 

2.3.2. Larva 

Çevre ve suyun sıcaklığına bağlı olarak yumurtalardan 4-5 günde larvalar çıkar. 

Larvalar kurtçuk Ģeklinde silindirik yapıdadır (ġekil 2.5). Yumurtadan çıkan larva 

kuyruk emicisi (sucker) ile taĢ, kütük veya su bitkileri gibi herhangi bir objeye tutunur 

ve ipeksi ipliği ile ıslanmaktan korunur. Larvalarda bir çeĢit filtre görevi yapan bir çift 

ağız fırçası (sefalik fan) bulunur. Larva, kendi yaĢamını sürdürüp yerleĢebileceği bir yer 

bulur ve orayı ipek bir ağ ile (zarla) örmeye devam eder. Aynı zamanda larvalar 

maddelere tutunmak için bol miktarda protein yapıĢtırıcı da üretirler. Larvalar su 

yüzeyine yakın kalırlar. Hızlı akımın olduğu çok büyük nehirlerde larvalar birkaç metre 

derinlikte bulunabilirler. Larvalar bir çift basit göz, sklerozite baĢı ve kum saati gibi 

uzamıĢ vücuda sahiptir. Vücutları 90
o
-180

o
 bükülme hareketi yapar. BaĢ kısmında 

yelpaze taĢımaktadır. Larvalar genellikle 10-100 µm büyüklüğündeki organik besinlerle 

(mikroorganizmalar, Örn: Bakteriler) beslenirler.  Bunlar su akımının hızlandığı 

yerlerde daha çok bulunmaktadır (5-7). 
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ġekil 2.5. Simulium sp. larvası (Kaynak: http://dc347.4shared.com/doc/VFKoXT5t/preview.html) 

2.3.3. Pupa 

Son larva döneminden sonraki geliĢim evresidir. Pupalar çoğunlukla bir kokon içinde 

bulunur. Pupanın baĢı ve toraksı tek bir parça halinde yani sefalotoraks içinde 

birleĢmiĢtir ve segmentli bir karın bulunmaktadır (ġekil 2.6). Toraks, dikenleri ve koza 

iplikleri ile ilgili kancaları oluĢturur ve pupa yerinde kalır. Sefalotoraks kozanın akım 

yönüne doğru yer değiĢtiren bir çift uzamıĢ dallara ayrılmıĢ solungaçlar taĢır. Genç 

pupalarda vücut rengi açık renkli iken pupa geliĢimi ile birlikte renk koyulaĢarak olgun 

pupalarda siyah bir renk alır. Beslenmeyen pupa, içinde eriĢkin geliĢtiğinden gitgide 

kararır. Pupa kabukları dağıldığında eriĢkin hava akımıyla sürüklenir ve hemen uçmaya 

baĢlar (5-7).  
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ġekil 2.6. Simulium sp. pupası (Kaynak: http://dc347.4shared.com/doc/VFKoXT5t/preview.html)    

2.3.4. Ergin 

Simulium erginleri tıknaz vücutlu, geniĢ kanatlara kısa antenlere ve proboscise sahiptir. 

Pupadan ergin sineklerin çıkması, genellikle ve çoğunlukla ıĢık ve ısıya bağlı olarak 

gündüz olmaktadır. Pupadan erginlerin çıkıĢı, hava sıcaklığı 24-28 
o
C aralığında ve su 

sıcaklığı en düĢük 8 
o
C iken olmakta ve 9.00-12.00 saatleri arasında pik seviyeye 

ulaĢmaktadır (5-7). Simuliidae ailesinde bulunan sineklerin erkekleri bitki özsuları ile 

beslenirken diĢileri uçmaları için gerekli olan enerjiyi bitki özsularından karĢılamakta 

ve yumurtlama döngülerini tamamlamak için de insan ve sıcakkanlı hayvanlardan kan 

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

2.4. ÜREME 

Karasinekler hızlı akan sularda, barajlardan bırakılan sularda, özellikle hidro elektrik 

barajlarında tribünlerden çıkan sularda ve dağlardan nehirlere akan su kesimlerinde 

üremektedirler. Simuliidae ailesi üyeleri holometabol geliĢim gösterirler. Ergin sinekler 

üreme yerlerinde birbirlerine yaklaĢırlar ve çiftleĢme yerde Ģekillenir. Simulidler 

ovipardırlar. Erkek simulidler diĢileri 50 cm uzaktan tanıyabilir ve çiftleĢmek için 

onlara yönelirler. DöllenmiĢ diĢiler sürüler halinde gün batımı ve karanlığın baĢladığı 

zaman aralığındaki kısa sürede yumurtalarını akıĢkan olan su üzerindeki otlara ve 

yaklaĢık 30-800 kadar yumurta bırakırlar. Bazı türler ise cm
2
‟ye 2000-3000 yumurta 

bırakabilmektedir. (5-7).  

2.5.BESLENME 

Simulium spp. diĢileri gündüzleri konaklarından kan emmek için saldırırlar. Bazı türler, 

vücudun burun, kulak ve göz gibi organlarına girmek isterler. Bu özellikleri insanları ve 

evcil hayvanları rahatsız eder. Erkekleri ise bitki özütü ile beslenirler. DiĢi simulidlerin 

çoğu yumurtaların geliĢimi için kan emmeye ihtiyaç duyarlar. Bu amaçla insan ve 



11 
 

  

birçok memeliden kan emebilirler. Erkekler ise bitki nektarı ile beslenirler. Bu sinekler 

özellikle gündüz 9.
00

 - 17.
00

 saatleri arasında maksimum aktivite gösterirler. Kan emen 

diĢilerin ömrü 30 güne kadar uzarken bitki özütü ile beslenen erkekler ortalama 10 gün 

yaĢarlar (5-7). 

2.6. SIMULIUM TÜRLERĠNĠN ZARARLARI VE VEKTÖRLÜK ROLLERĠ 

Simuliidler bizzat kan emerek zarar vermeleri yanında, pek çok patojeni de naklederler. 

Bu Ģekilde patojenlere vektörlük yapmaları medikal ve veteriner önemlerini daha da 

artırmaktadır. Bu sinekler insan ve hayvanların ağız, burun delikleri, gözleri, kulakları 

baĢta olmak üzere vücudun değiĢik bölümlerine saldırarak rahatsızlık verirler. Çok az 

ses çıkarırlar ancak, aydınlanmıĢ ortamlarda derhal derinin üzerine konarak kan emerler. 

Genellikle çok sayıda ortaya çıkarlar, kümes hayvanları ve diğer çiftlik hayvanlarına 

sürüler halinde saldırarak hayvanların solunum yollarını tıkayarak ve/veya toksinleri 

(similotoksikozis) ile ölümlere sebebiyet verebilirler. Bu sineklerin sokmaları oldukça 

irritatiftir. Vücudun açıkta kalan bölümlerini, özellikle yüz ve boyun bölgelerini 

sokarlar. Simulid karasinekler tarafından insanlara nakledilen en önemli parazitler 

Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi türü nematodlardır. Bu türler, dünyanın 

Afrotropikal ve Netropikal bölgelerinde yaklaĢık 17 milyon insanın yakalandığı 

“onchocerciasis veya nehir körlüğü” olarak bilinen hastalıktan sorumludurlar. Bunun 

yanında kanatlılara Leucocytozoon enfeksiyonunu bulaĢtırırlar. Simuliidler kan emerek 

yaptıkları parazitliğin yanında 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 türleri gibi parazitlerin yanında çeĢitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel 

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

Tıbbi önemlerinin yanında, Simuliidler akarsu ekolojisinin temelini oluĢtururlar. Zira bu 

sineklerin aquatik geliĢim evreleri (larva) bulundukları sudaki çözünmeyen organik 

maddelerin filtrasyonunu sağlayarak besin zincirinde suyun içilebilir hale gelmesine 

katkıda bulunurlar. Karasinekler, temiz su kaynaklarının çevre kirliliğine karĢı düzenli 

kontrollerinde de çok önemlidirler. Çünkü aquatik geliĢim evreleri nehirler gibi temiz su 

yataklarının organik ve inorganik kontaminantlara (örn., Ģeker fabrikası atıkları,  

çiftliklerden gelen hayvansal atıklar,  tarıma açık ekilip biçilen alanlardan çevreye 
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yayılan zirai mücadele ilacı insektisitler ve gübreler) karĢı oldukça duyarlıdırlar. 

Karasinekler, ayrıca morfolojik olarak türlerin oluĢumunun ve retikulat evrimin 

anlaĢılmasında korunumlu özel bir evrimsel öneme sahiptirler (1, 5-7). 

Simuliidae, morfolojik olarak oldukça homojen bir ailedir. Bu sinekler, medikal ve 

veteriner önemleri oldukça yüksek olmasına karĢın genellikle ihmal edilmiĢlerdir. 

Simuliidlerin taksonomisinde çeĢitli problemler vardır. Öncelikle dünya üzerinde halen 

çeĢitli bölgesel Simuliid faunalar hakkında bilgiler yetersizdir. Yeni bulunduğu 

alanlarda bunlarla ilgili olarak bio farklılık araĢtırmalarına ve revizyoner çalıĢmalara 

ihtiyaç bulunmaktadır. Bunun yanında hali hazırda supraspesifik klasifikasyon stabil 

olmayıp problemlidir. Birçok tür veya tür grupları yanlıĢ soylarda klasifiye edilmektedir 

1, 5-7). 

ÇeĢitli kan emici Diptera türlerinde beslenme için konak tercihi çeĢitli enfeksiyözler 

için risk faktörlerinin ortaya konulmasında önemli olduğu bildirilmiĢtir. Bu amaçla 

kanatlı, memeli ve diğer omurgalılara spesifik mitokondriyal gen bölgelerini çoğaltan 

primerler kullanılmaktadır (10, 11). 

2.7. TÜRKĠYE’DE SĠMULĠĠD SĠNEKLER ÜZERĠNE YAPILAN ÇALIġMALAR 

Türkiye‟de günümüze kadar simuliid sinekler ve onların etkileri üzerine yapılmıĢ 

kapsamlı çalıĢmalar çok sınırlıdır. Bununla birlikte, 1994 yılı ilkbaharında Erzurum‟un 

bazı ilçelerinde sığırların günün güneĢli saatlerinde küçük karasinek saldırıları sonucu 

yaklaĢık 100 hayvanın öldüğü vakada, sığırlara saldıran ve ölüme sebep olan küçük 

karasineklerin Almanya‟da yapılan laboratuar teĢhisleri sonucu Tetisimulium bezini 

(Corti) (= T. condici Baranov) (Diptera, Simulidae) olduğu ortaya konmuĢtur (12). Daha 

sonra Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalında bir kadına ait idrar örneğinde Simulium sp. larvası bildirilmiĢtir (13). 

Türkiye‟nin Simulium faunasına katkı sağlayacak sınırlı sayıda çalıĢma rapor edilmiĢtir 

(2, 12, 14-24). Bu çalıĢmalardan Kazancı ve Cleargue-Gazeau, (14) Türkiye‟de 

Simuliidae faunası üzerine ilk detaylı çalıĢmayı yapmıĢlar ve 22 tür (20‟si yeni kayıt) 

rapor etmiĢlerdir. Takiben Cleargue-Gazeau ve Kazancı, (15) Türkiye‟de 26 türü (7‟si 

yeni kayıt) bildirmiĢlerdir. Balık ve ark., (16), Dikili-Ayvalık yöresinde Yelköprü 

mağarası ve civarının sucul faunasının tespiti amacıyla yaptıkları çalıĢmada Eusimulium 

angustitarse‟yi rapor etmiĢlerdir. ġirin ve ġahin (17), Sakarya Nehir Havzası‟nda 23 

türü (10‟u yeni kayıt) rapor etmiĢlerdir. Crosskey ve Zwick (18),  Türkiye‟nin Anadolu 
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bölümünde 9 yeni türü tarif etmiĢlerdir. Yine Zwick (19), daha önce kaydedilmiĢ 

türlerin yeni istasyonlardan kayıtlarını vermiĢtir. Kazancı ve Ertunç (20), Türkiye 

Simuliidae faunasına iliĢkin 19 türü (5‟i yeni kayıt) ve bu türlerin bazı ekolojik 

özelliklerini bildirmiĢlerdir. Aynı araĢtırıcılar (20),  Türkiye‟nin kuzey, batı ve 

güneyinden topladıkları örneklerde 15 tür (5‟i yeni kayıt)  identifiye etmiĢlerdir. Ertunç 

ve ark., (22), Yedi Göller Milli Parkı‟nda Simuliidae faunası üzerine yaptıkları 

araĢtırmada 7 tür identifiye etmiĢlerdir. Ertunç (23),  Türkiye‟nin batısındaki bazı 

akarsu sistemlerinin (Köyceğiz Gölü çevresi, Büyük Menderes Nehri çevresi ve 

Yedigöller Milli Parkı) Simuliidae faunası üzerine yaptığı çalıĢmada 1 alt familyaya ait 

2 cins, 5 alt cins ve 17 tür saptamıĢtır. Kazancı ve Ertunç (24), YeĢilırmak Nehir 

Havzası‟nın Simuliidae faunasını ve Simuliidae türlerinin su kalitesi ile iliĢkilerini 

belirlemek amacıyla yaptıkları çalıĢmada 10 tür (1‟i YeĢilırmak Havzası için ilk kayıt) 

identifiye etmiĢlerdir. Diğer yandan Yılmaz ve ark. (2) Kayseri-NevĢehir arasında kalan 

Orta Kızılırmak alanında Simulium enfestasyonlarının afet boyutundaki artıĢını rapor 

etmiĢlerdir. YeĢilöz (25) Türkiye‟de ilk kez Kızılırmak nehrinin NevĢehir‟in Ürgüp ve 

GülĢehir ilçelerinden geçen bölümünde Simulium  (Wilhelmia) equinum‟un varlığını 

ortaya koymuĢtur. Gazyağcı (26) Kırıkkale ve Ankara yöresi Kızılırmak nehrinde 

Simulium türlerinin yayılıĢını izlemek üzere yaptıkları çalıĢmada S. petricolum, S. 

equinum, S. pseudequinum, S. lineatum, S. balcanicum, S. erythrocephalum ve S. 

alajense tür düzeyinde (7 tür), S.angustipes ve S. ornatum ise grup düzeyinde (2 grup) 

teĢhis edip bu türlerden S. petricolum, S. equinum ve  S. erythrocephalum‟un Kızılırmak 

nehri havzasında ilk kayıt edilen türler olduğunu rapor etmiĢtir. BaĢören ve Kazancı 

(27) Doğu Karadeniz Bölgesi‟nde 27 istasyondan örnekledikleri Simulium larva ve 

pupalarından morfolojik analizler ile iki cinse (Prosimulium ve Simulium) ait sekiz 

türün (Prosimulium rufipes, Simulium (Obuchovia) auricoma, Simulium (Nevermannia) 

angustitarse, Simulium (Simulium) argyreatum, Simulium (Simulium) bezzii, Simulium 

(Simulium) ornatum, Simulium (Simulium) trifasciatum, Simulium (Simulium) 

variegatum) varlığını kaydetmiĢler ve en fazla rastlanan türlerin Simulium (Simulium) 

bezzii (%36) ve Simulium (Simulium) variegatum (%39) türleri olduğunu 

bildirmiĢlerdir.  

Ġnci ve ark. (28) Orta Kızılırmak Havzasından topladıkları simuliid larva örneklerinde 

morfolojik analizlerle Simulium Wilhelmia lineatum, S. Wilhelmia balcanicum ve S. 
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Wilhelmia spp.‟yi identifiye etmiĢlerdir. Aynı araĢtıcılar (28) sitogenetik kromozomal 

analizlerle larvaların S. lineatum ve S. balcanicum olduğunu teyit etmiĢlerdir. 

2.8.SĠMULĠĠD SĠNEKLER ÜZERĠNE YAPILAN MOLEKÜLER ÇALIġMALAR 

Simulidlerin taksonomik klasifikasyonu konvansiyonel olarak larvada kromozomal 

analiz, pupada morfoloji ve erginlerinde dıĢ yapı morfolojisine dayanmaktadır. Tür 

ayrımı morfolojik ve sitolojik olarak çok zordur (5, 29, 30). Bunun yanında bu aile için 

geniĢ çaplı kladistik filogenetik çalıĢmalar sadece birkaç çalıĢma ile sınırlıdır (5, 31,32). 

Karasineklerin taksonomisi ile ilgili DNA sekans çalıĢmaları 16S ribozomal RNA ve 

transfer RNA (33,34) gen bölgelerinin araĢtırılmasıyla baĢlamıĢtır.  Daha sonra ise 16s 

rRNA ve NADH subunit 4 (ND4) gen bölgeleri kısmen kullanıĢlı olmuĢtur (5, 35, 36). 

Son yıllarda ise Simulium türlerinin DNA tabanlı klasifikasyonunda ise ITS (Internal 

transcribed spacers) (37) ve COI (Cytochrome oxidase I) (38) gen bölgeleri polimorfik 

bölgeleri ve bu Ģekilde özgüllüğü yüksek moleküler klasifikasyon yapılmaya 

baĢlanmıĢtır. 

Hebert ve ark. (39,40) Simuliidae ailesindeki türlerin identifikasyonu için DNA‟nın 

mitokondrial sitokrom oksidaz gen bölgesinin yaklaĢık 658 bp bölgesini amplifiye 

etmiĢlerdir. 5 cinse (Prosimulium, Twinnia, Stegopterna, Cnephia ve Simulium) ait 15 

Nearktik karasinek türünde nüklear rDNA‟nın ITS1 gen bölgesi Simuliidler üzerindeki 

ilk sistematik çalıĢmalardır. 18S ve 5.8S arasında bulunan ITS1 gen bölgesi çok 

değiĢken bir bölgedir (41). Simuliidler‟ deki ITS1 gen bölgesi çalıĢmaları 

onchocerciasis‟in taĢıyıcılığını yapan Simulium damnosum üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. 

Simulium türlerinin ITS1 gen bölgesi 240 nükleotitden 400 nükleotide kadar değiĢik 

uzunluktadır (42-44). Tayland da 29 Simulium türü bilinmektedir. Pramual ve ark. (45) 

Tayland da sitokrom oksidaz gen bölgesi tabanlı sekanslarda Gomphostilbia (Simulium) 

alt türünde 13 türü identifiye etmiĢlerdir. 

16S rRNA ve ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) genlerinin mitokondriyal DNA 

sekanslarına bağlı olarak, Tang ve ark. (46) Batı Afrika‟daki Simulium damnosum‟un 6 

suĢu ile olan filogenetik yakınlığını göstermiĢlerdir. Aynı gen bölgeleri hem Afrika 

hemde Güney Amerikadaki farklı Simulium türlerinin filogenetik akrabalıkları üzerinde 

de çalıĢılmıĢtır (44, 47). 

Krüger ve ark. (48), mitokondrial 16 S rRNA gen sekansı çalıĢmaları ile Simulium 

damnosum‟un Doğu ve Batı Afrika suĢlarının filogenetik akrabalığını ortaya 
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koymuĢlardır. Higazi ve ark, (35), Sudan‟ın farklı yerlerinden toplanan Simulium 

örneklerinin 16 S rRNA ve ND4 gen sekansları ile S. damnosum ve S. sirbanum‟un 

filogenetik olarak birbirlerine yakın olduklarını göstermiĢlerdir. 

Türkiye‟de Simuliid sineklerin moleküler identifikasyonu üzerine moleküler tabanlı 

sınırlı çalıĢma bulunmaktadır. YeĢilöz (25), NevĢehir‟in Ürgüp ve GülĢehir ilçelerinden 

geçen Kızılırmak nehrinden topladıkları Simulium örneklerinin parsiyel mitokondriyal 

cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal complete internal transcript spacer 2 ve 

parsiyel 28S gen bölgelerinin moleküler analizleri sonucunda Türkiye‟de ilk olarak S. 

(Wilhelmia) equinum’un varlığını ortaya koymuĢtur. Ġnci ve ark. (28), Orta Kızılırmak 

havzasından topladıkları Simulium örneklerinde ribosomal internal transcript spacer 2 

(ITS-2) ve mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) sekans çalıĢmaları sonucunda 

S. balcanicum, S. lineatum ve S. equinum türlerini identifiye etmiĢlerdir.  

2.9. SIMULIUM TÜRLERĠ ĠLE MÜCADELE 

Simuliid sinekler Insecta sınıfında mücadelesi en zor olan arthropodlardandır. Simulium 

türlerine karĢı mücadelede en etkili baĢarının sağlandığı dönem larva dönemidir. Larva 

dönemlerinde doğru seçilmiĢ bir larvasit, tekniğine uygun olarak ve yeterli dozda 

kullanıldığında yüksek oranda baĢarı sağlanabilmektedir. Bu sineklere karĢı dünyanın 

çeĢitli bölgelerinde mücadele programları uygulanmıĢtır. Özellikle sınır aĢan nehirlerde, 

ülkeler arası iĢbirliği ile kapsamlı çalıĢmalar yürütülmüĢtür. Bu mücadelelerde Dünya 

Sağlık TeĢkilatı (WHO) tarafından izin verilen ve günümüzde dünyanın hemen her 

yerinde larva mücadelesinde, larvicid etkili Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) 

kullanılmıĢtır. Kana‟da (49), Amerika BirleĢik Devletleri (7), Brezilya (50), Arjantin 

(6), Hindistan (51), Türkiye (3) ve Afrika kıtasının birçok bölümünde Simiulidae 

mücadelesinde Bti sistematik Ģekilde kullanılmıĢ ve baĢarılı sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Aynı zamanda akan suyun debisinde meydana getirilecek ani azaltma ve yükseltme gibi 

yöntemlerle su rejiminin değiĢtirilmesi mücadelede kullanılabilecek uygulamalar 

arasında bulunmaktadır (2).       

 

 



 
 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. SAHA ÇALIġMALARI 

3.1.1. AraĢtırma Sahası  

ÇalıĢma Mayıs-Eylül 2012 tarihleri arasında Erciyes dağındaki küçük akarsularda (ġekil 

3.1) toplam 100 adet Simulidae ailesine bağlı sinek larvaları üzerinde yürütülmüĢtür. 

Örnekleme yapılan bölgelerde eĢ zamanlı olarak GPS ile bölgenin koordinatları ve 

haritası (ġekil 3.2) çıkarılmıĢtır (Tablo 3.1). Bununla birlikte simuliidlerin biyolojisinde 

önem arz eden bölgenin akarsu yatağı, vejetasyonu ve karakteri gibi çeĢitli özellikleri de 

kayıt altına alınmıĢtır. 
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ġekil 3.1 Örnekleme istasyonu  

 

ġekil 3.2. Simuliid larva örneklemesi yapılan istasyonların harita üzerinde görünümü 
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3.1.2. Simuliid larvalarının toplanması 

Simuliid larvaları, dere yatağı içinde tutundukları taĢ ve bitkilerden ince uçlu bir pens 

yardımı ile ağzı vida kapaklı vialler içerisine toplanmıĢtır. Fiksatif olarak simuliid 

larvaları için özellikle kromozom analizinde önerilen Carnoy‟s solüsyonu kullanılmıĢtır 

(52). Solüsyonlar soğuk zincirde tutulmuĢ ve sahada her tüp için 10dk ara ile 3 kez 

değiĢtirilmiĢtir. Laboratuvara ulaĢtırılan örnekler son kez solüsyonları değiĢtirilerek 

incelenene kadar +4°C‟de muhafaza edilmiĢtir. Larva örneklemesi yapılan odaklar ve 

toplanan larva sayısı Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. 

Tablo 3.1 Simulium larvalarının toplandığı odak ve larva sayıları 

 

 

 

 

 

3.2. LABORATUVAR ÇALIġMALARI 

3.2.1. Morfolojik Ġnceleme 

Toplanan larvaların mikroskobik incelemesi Olympus SZ11 marka ve model alttan 

aydınlatmalı stereo mikroskopta yapılmıĢ ve Olympus DP60 mikroskop kamerasında 

görüntüler kaydedilmiĢtir. 

3.2.2. Kromozomal Analiz 

Toplanan larva örneklerinden bazıları sitogenetik analiz ve kromozomal teĢhis amacıyla 

ABD Clemson Üniversitesi Entomoloji bölümü öğretim üyesi ve simuliid uzmani Prof. 

Dr. Peter Adler‟e gönderilmiĢ, gerekli analiz ve teĢhisler Prof. Dr. Peter Adler 

tarafından yapılmıĢtır. 

3.2.3. Moleküler Ġnceleme 

3.2.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu 

Simuliid türlerinin moleküler klasifikasyonu ve filogenisi için seçilen istasyonlardan 

toplanan larvalardan genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı Laboratuarı'nda bulunan ekstraksiyon ünitesinde 

Ġstasyon  Koordinat Larva sayısı 

     1 38
0 
32‟.39.44‟‟K; 35

0 
31‟.43.20‟‟D 35 

    2 38
0 
32‟.32.96‟‟K; 35

0 
31‟.43.67‟‟D 35 

    3 38
0 
32‟.54.81‟‟K; 35

0 
31‟.39.61‟‟D 30 
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yapılmıĢtır. Carnoy‟s solüsyonu içerisinde muhafaza edilen Simuliid larva örneklerinin 

her biri önce steril DNA‟se RNA‟se free mikrosantrifüj tüplerine alınmıĢ ve üzerlerine 

sıvı azot ilave edilerek steril pestle ile toz haline getirilmiĢtir. Daha sonra tüplerin 

üzerine 25µl proteinase K ve 200µl Tissue Lysis Buffer (Bioneer) ilave edilerek, 

60°C‟de 1 gece su banyosunda tutulmuĢtur. Daha sonra tüpler ultrasantrifüje 

yerleĢtirilerek 14.000 rpm‟de 1dk santrifüj edilmiĢtir. Tüplerden santrifüj sonrası DNA 

ekstraksiyonu  genomik DNA ekstraksiyon kiti (Axygen® AxyPrep™ Multisource 

Genomic Miniprep DNA) ile üreticinin açıklamalarına göre aĢağıdaki gibi yapılmıĢtır.  

a) Kit içerisinde bulunan Eluent, önceden ısısı 65
o
C'ye ayarlanmıĢ su banyosu 

içerisine konulmuĢtur. 

b) Santrifüj sonrası supernatant alınarak üzerine 350 µl PBS (phosphate-buffered 

saline, not provided) ve 0.9 µl RNase A ilave edilmiĢ ve 30 sn el yardımıyla 

nazikçe çalkalanmıĢtır. 

c) Tüp içine 20 µl Proteinase K ve 150 µl Buffer C-L ilave edilerek hemen 1dk 

vortekslenmiĢtir. 

d) Tüpler 56°C„de 15 dk su banyosunda inkübe edilmiĢtir (Her 2-5 dk‟da bir 

vortekslendi).  

e) Tüpler üzerine 350 µl Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmiĢtir. 

f) Daha sonra tüpler 14000 rpm‟de 10 dk santrifüj edilmiĢtir.  

g) Her bir örnek için 2 ml'lik ependorf tüplerine (provided) miniprep kolon 

yerleĢtirilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonucu üstte kalan süpernatant pipet yardımıyla 

alınarak miniprep columnlar içerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. 

h) Süre sonunda dibe çöken süpernatantlar dökülmüĢ ve miniprep columnlar tekrar 

bu tüplerin içerisine yerleĢtirilmiĢtir. Miniprep columnlar içerisine ilk yıkama 

solüsyonu olan 500 µl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm‟de 1 dk  santrifüj 

edilmiĢtir. 

i) Miniprep columndan süzülerek ependorfun dibine çöken sıvı uzaklaĢtırılmıĢ ve 

miniprep columnlar tekrar bu tüplerin içerisine yerleĢtirilmiĢtir. Miniprep 

kolonlar içerisine 700 µl of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm‟de 1 dk  

santrifüj edilmiĢ ve bu iĢlemler 2 kez tekrarlanmıĢtır. 
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j) Yıkama iĢlemi sonucu dibe süzülen sıvı kısım uzaklaĢtırılarak miniprep 

columnlar boĢ ependorflar içerisine yerleĢtirilmiĢtir. Herhangi bir solüsyon 

eklenmeden boĢ tüpler 14.000 rpm'de 1 dakika santrifüj edilerek yıkama 

solüsyonları içerisindeki ethanolün tamamen uçması sağlanmıĢtır. 

k) Herbir örneğe ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tüplerine 

yerleĢtirilmiĢtir. Üzerlerine, önceden 65
o
C'lik su banyosuna konulmuĢ olan 

Eluent'den 100 µl ilave edilerek oda ısısında 1 dakika bekletilmiĢtir. Daha sonra 

14.000 rpm'de 1 dakika santrifüj yapılarak genomik DNA elde edimiĢtir. Elde 

edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20 
o
C) muhafaza 

edilmiĢtir. 

3.2.3.2 DNA amplifikasyonu ve Elektroforez 

Larvalardan elde edilen genomik DNA ekstraktları ribosomal internal transcript spacer 

2 (ITS-2) ve 28S gen bölgesinin yaklaĢık 430 bp gen fragmentini amplifiye eden ITS2F 

(5‟-TTGAACGCATATCGCACTTCTTGC-3‟) ve ITS2R (5‟-CCTTATTAATATGCTT 

AAATTCAGGG-3‟) (41); mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bölgesinin 

yaklasık 658 bp gen fragmentini amplifiye eden LCO1490 (5‟-

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3‟) ve HCO2198 (5‟-TAAACTTCAGG 

GTGACCAAAAAATCA-3‟) (40) primerler ile PCR analizine tabii tutulmuĢtur. 

Reaksiyon karıĢımı her iki primer seti için de 25μl final konsantrasyonda hazırlanmıĢtır. 

Ribosomal ITS2 gen bölgesi ve mt-COI gen bölgesi için ilgili kaynaklarda (53, 54) 

belirtilen protokoller modifiye edilerek reaksiyon karıĢımı: 10X PCR buffer, 2 mM 

MgCl2, 0.2 mM her bir dNTP, 1.3 µM her bir primer, 2.3U Taq DNA polymerase ve 

50ng template DNA kullanılmıĢtır. 

Laminar kabin içerisinde steril Ģartlarda hazırlanan PCR reaksiyon karıĢımı 0,5 ml'lik 

DNA'se ve RNA'se free ependorf tüpleri içerisine konulmuĢtur. Tüpler thermalcycler 

cihazına (Thermo Hybaid) yerleĢtirilerek amplifikasyona tabi tutulmuĢtur. Ribosomal 

ITS-2 gen bölgesinin amplifikasyonu için gerekli PCR Ģartları aĢağıda verilmiĢtir (53).  

            1. 95 ºC 5dk              1 siklus  

            2. 94 ºC 1dk     

            3. 58 ºC 1dk  
35 siklus 
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           4. 72 ºC 2dk 

           5. 72 ºC 10dk            1 siklus 

Mt-COI gen bölgesinin amplifikasyonu için uygulanan termal profil aĢağıda 

gösterilmiĢtir (47). 

           1. 96 ºC 1dk              1 siklus  

           2. 94 ºC 1dk     

           3. 55 ºC 1dk  

           4. 72 ºC 1.5dk 

           5. 72 ºC 10dk            1 siklus 

PCR analizlerinin geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadığının test 

edilmesi amacıyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmiĢ referans 

örneklere ait genomik DNA‟lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmiĢ deiyonize su 

kullanılmıĢtır.  

PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonların görüntülenmesi amacıyla 

%1,5'lik agaroz jel hazırlanmıĢtır. Elde edilen PCR ürünlerinin her birinden 10 µl alınıp 

90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmuĢtur. Sonuçlar CLP Jel Dökümantasyon 

Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, CA ) ile 

görüntülenip analiz edilmiĢtir. 

3.2.3.3. Sekanslama ve Filogenetik Analiz 

3.2.3.3.1. Simuliid larvalarının ITS-2 ve mt-COI gen bölgelerinin, klonlanması, 

sekansı ve filogenetik analizleri 

Morfolojik ve kromozomal tür teĢhisleri yapılmıĢ larva örneklerinin PCR analizleri 

sonucu uygun bant profilleri gösterenlerden seçilen izolatlar full dizilimlerin elde 

edilmesi amacıyla klonlanmıĢ ve sekanslanmıĢlardır. 

Ligasyon basamağı: ITS-2 ve mt-COI gen bölgelerinin PCR‟ı sonucu jel üzerinde 

belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel 

pürifiye edilmiĢtir. Jel pürifiye örneklerin klonlanmasında CloneJET PCR Clonning Kit 

(Thermo Scientific, ABD) kullanılmıĢtır. Klonlama reaksiyonu kullanıcının önerileri 

doğrultusunda aĢağıdaki Ģekilde hazırlanmıĢ ve yapılmıĢtır: 

35 siklus 
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2X Reaction Buffer                                        15 μl 

PCR product (10 ng/ μl)                                 11.5 μl 

DNA Blunting enzyme                                    1.5 μl 

Toplam                                                           18 μl 

 

Hazırlanan karıĢım vortekslenip santrifüj edildikten sonra 70 
o
C‟de su banyosunda 5 dk 

inkübe edilerek hemen buz üstüne alınmıĢtır.  

KarıĢım üzerine daha sonra 1 μl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ μl) ve 1 μl T4 

DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 μl‟ye tamamlanmıĢtır. KarıĢım 5 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra 5 μl‟si transformasyon için kullanılmıĢtır.  

Transformasyon Basamağı: 5 μL‟lik ligasyon ürünü buz üzerinde tutulan E. coli TOP 

10 hücrelerine eklendi ve buz üzerinde 30 dk inkübe edildi. KarıĢım, önce 42
o
C‟de 1 dk 

daha sonra buz üzerinde 2 dk bekletildikten sonra üzerine 250 μL SOC Medium 

eklenmiĢtir. 37
o
C‟de çalkalayıcı üzerinde 1.5 saat inkübe edilen transformasyon 

karıĢımı LB (Lurie-Bertani) katı besiyerine ekilerek bir gece inkübe edilmiĢtir.  

LB katı besiyerinde üreyen kolonilerden steril pipet uçları ile alınarak yeniden LB katı 

besiyerine ekilmiĢ ve 37
o
C‟de 1 gece daha inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Koloni Screening PCR: LB katı besiyerinde üreyen kolonilerin rekombinant plasmidi 

içerip içermediğini anlamak için Koloni PCR yapılmıĢtır. Koloni PCR için 10 μl ITaq 

master mix‟i, 0,4 μl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karıĢım 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan karıĢıma katı besiyerinde üreyen kolonilerden steril pipet ucu 

ile alınan örnekler bulaĢtırılarak toplam 20 μL‟lik karıĢımlar hazırlanmıĢtır. 

Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 
o
C‟de 3 dk; 25 siklus, denaturation: 

94 
o
C‟de 30 s, annealing: 60 

o
C‟de 30 s, extension: 72 

o
C‟de 1 dk; final extension: 72 

o
C‟de 10 dk olacak Ģekilde programlanmıĢtır. PCR sonucu elde edilen amplikonlar 

%1.5‟luk agaroz jelde yürütülüp görüntülenmiĢtir. 

Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA‟sı elde etmek için LB katı 

besiyerinden steril özeler ile alınan koloniler ampisilinli 5 ml‟lik LB sıvı besi yerlerine 

ekimi yapılarak 37
o
C‟de sallayıcı üzerinde bir gece inkübe edilmiĢtir. Üreme gözlenen 

sıvı besi yerlerinden alınan örnekler 2 mL‟lik ependorflar içerisine alınarak 6000g‟de 15 
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dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üstteki sıvı kısım dökülüp pelet daha sonra 

kullanılmak üzere -20 
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir.  

Peletten plasmid izolasyonu için Axygen plasmid pürifikasyon kit prosedürü takip 

edilmiĢtir. Axygen plasmid pürifikasyon ticari kitinin önerileri doğrultusunda plasmid 

ekstraksiyon iĢlemi Ģu Ģekilde yapılmıĢtır:  

1- -20 
o
C‟de saklanan peletin oda sıcaklığında çözünmesi sağlandıktan sonra 

üzerine 250 µl Buffer S1eklenmiĢ ve vortekslenmiĢtir. 

2- Üzerine 250 µl Buffer S2 eklenmiĢ ve el ile 6 kez hafifçe çalkalanmıĢtır. 

3- Daha sonra üzerine 350 μl Buffer S3 eklenmiĢ ve yine el yardımı ile hafifçe 8 

kez çalkalanmıĢtır  

4- KarıĢım daha sonra 12,000×g‟de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir 

5- Santrifüj sonrası supernatant alınıp AxyPrep Plasmid Miniprep column içine 

konulup 12,000×g‟de 1 dk santrifüj yapılmıĢtır 

6- Alttaki toplama tüpüne süzülen sıvı boĢaltılmıĢ ve üstteki Miniprep column 

tekrar aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirilmiĢtir. 

7- Yıkama amacıyla her bir Miniprep column üzerine 500 µl Buffer W1 ilave 

edilerek 12.000 ×g‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir 

8- Santrifügasyondan sonra alta süzülen sıvı uzaklaĢtırılmıĢ ve Miniprep column 

aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirilmiĢtir 

9- Tüp üzerine 700 μl Buffer W2 eklenerek 12.000 ×g‟de 1 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmiĢtir. 

10- Toplama tüpüne süzülen sıvı tekrar uzaklaĢtırılmıĢtır. Miniprep column bu kez, 

yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tüp içerisine yerleĢtirilmiĢ ve membrana 

bağlanan Buffer W2‟yi uzaklaĢtırmak için 12.000×g‟de 1 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. 

11- Santrifüj sonrası Miniprep column temiz bir 1.5 ml‟lik tüp içerisine 

yerleĢtirilmiĢ ve plasmid DNA‟sı elde etmek amacıyla üzerine 60 μl Eluent 

eklenmiĢ ve oda ısında 1 dk beklendikten sonra 12.000 ×g‟de 1 dakika santrifüj 

edilmiĢtir.  

12- Santrifüj iĢlemi sonrası 1,5 ml'lik steril tüp içerisine süzülen sıvı plasmid 

DNA'sı, sekanslamaya gönderilinceye kadar -20 
o
C'de muhafaza edilmiĢtir. 
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Restriksiyon ve PCR Analizleri: Ġzole edilen rekombinant plasmidler, restriksiyon 

enzimleri ile kesilerek ve vektör spesifik primerler ile PCR analizleri yapılarak 

klonlanan genin varlığı yönünden araĢtırılmıĢtır. Enzim kesimi için Aval ve Xbal 

(Thermo Scientific) enzimleri kullanılmıĢtır. Elde edilen plasmid DNA‟sını restriksiyon 

enzimleri ile kesmek için aĢağıdaki oranlarda master mix hazırlanmıĢtır: 

 

Su  14 µl 

10X FastDigest® buffer              2 µl 

DNA  4 µl 

FastDigest®  enzyme                  1 µl 

Toplam 20 µl 

 

KarıĢım vortekslenmiĢ ve 37 
o
C‟de 5 dk su banyosunda inkübe edildikten sonra 

%1.5‟lik agaroz jele yüklenerek klonlanan genin varlığı yönünden incelenmiĢtir. 

Plasmid DNA‟ların amplifikasyonu amacıyla pJET1.2 Forward (5‟-

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3‟, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5‟-

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3‟, Thermo Scientific) primerleri kullanılmıĢ 

ve PCR sonrası amplikonlar % 1,5 ‟luk agaroz jel üzerinde görüntülenmiĢtir. 

3.2.3.3.2. Klonlanan ITS-2 ve mt-COI Gen Bölgelerinin Sekansı ve Filogenetik 

Analizleri 

Her iki gen bölgesi için elde edilmiĢ olan plasmid DNA‟lar pJET1.2 forward ve reverse 

primerleri çift yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen 

plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence 

Alignment (55) ve Geneious 5.5.5 (56) yazılımları ile forward ve reverse dizilimlerin 

pairwise alignmentları yapılarak, vektör DNA‟sı ile kıyaslanmıĢ, insert olmuĢ hedef gen 

bölgesi belirlemiĢ ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmiĢtir. Elde edilen 

sekansların blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan sonra 

Mega 5.2 (57) ve Geneious 6.1.6 (56) genetik analiz yazılımlarıyla çoklu hizalamaları 

yapılarak filogenileri araĢtırılmıĢ ve moleküler karakterizasyonları ortaya konmuĢtur. 

Elde edilen nükleotid dizilerinin GenBank kayıtları yapılmıĢtır.



 
 

 

 

 

 

4. BULGULAR 

4.1. LARVA ÖRNEKLEMESĠ VE ÇEVRESEL ÖZELLĠKLER  

Erciyes Dağı‟nın yaklaĢık 2173 m yüksekliğinde bulunan ve kar sularının erimesiyle 

birlikte akıĢkanlığı ve debisi artıĢ gösteren akarsularda simuliid larvalarının Nisan-

Mayıs ayları itibarıyla geliĢimlerine baĢladıkları görülmüĢtür. Bu dönem itibarıyla ilgili 

istasyonlardan toplam 100 adet larva örneklemesi yapılmıĢtır. Larvaların daha çok su 

içerisindeki vejetatif alanlara ve/veya taĢ yüzeylerine tutundukları tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.1-ġekil 4.2).  

                              

ġekil 4.1. TaĢlara tutunmuĢ Simulium sp. larvaları (Orijinal ) 
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ġekil 4.2. Akarsu içerisinde Simulium larvaları (Orijinal ) 

                                                  

4.2. MORFOLOJĠK ANALĠZ SONUÇLARI 

AraĢtıma merkezinden toplanarak incelenen larvalarda vücudun baĢ, toraks ve abdomen 

olmak üzere üç kısımdan oluĢtuğu ve sınırları çok belirgin olmayan 11 segmentten 

meydana geldiği görülmüĢtür. BaĢın geniĢ olduğu ve belirgin bir biçimde vücuttan 

ayrıldığı, baĢta iyi geliĢmiĢ bir çift anten, ağız parçaları ve bir çift sefalik fan bulunduğu 

belirlenmiĢtir.  

Vücudun göğüs bölgesi kalın olup ventral tarafında, ucunda kancalardan oluĢmuĢ bir 

halkanın bulunduğu bir adet proleg gözlenmiĢtir. Abdomen sekiz segmentten meydana 

gelmiĢ olup ilk kısmının daha ince ve sonuna doğru tekrar geniĢlediği görülmüĢtür. 

Vücudun sonunda çok sayıda kanca içeren bir halka (posterior proleg) görülmüĢtür. 

Anal açıklığın dorsal kısmında “rektal organ” ya da “anal solungaçlar” adı verilen 

çıkıntıların yer aldığı görülmüĢtür. BaĢ kapsülünde post genal yarık, sefalik apotom 

üzerinde ise benek Ģeklinde lekeler ve sefalik fanların varlığı dikkati çekmiĢtir. 

Larvaların göğüs bölgesinde, solungaç histoblastları (pupal solunum filamentleri) 

toraksın iki yanında dıĢ vücut örtüsünün altında kıvrılmıĢ bir Ģekilde tespit edilmiĢtir.  
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4.3. KROMOZOMAL ANALĠZ SONUÇLARI 

Prof. Dr. Peter Adler tarafından yapılan kromozomal analizler sonucunda Erciyes dağı 

akarsularından toplanan toplam 100 larvanın 20‟sinin S. bezzi sitoform (Cyt) 2, 20‟sinin 

S. bezzi Cyt 3, 50‟sinin S. ornatum grup ve 10‟unun ise S. velutinum olduğu tespit 

edilmiĢtir. AraĢtırma odaklarında toplanan larva örneklerinin kromozomal 

identifikasyon sonuçları Tablo 4.1‟de verilmiĢtir. 

Tablo 4.1. AraĢtırma odaklarında toplanan larva örneklerinin  kromozomal identifikasyon sonuçları 

Tür 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. MOLEKÜLER ANALĠZ SONUÇLARI 

4.4.1. PCR Sonuçları 

Ġncelemesi yapılan 3 istasyondan toplanan toplam 100 larvanın ribosomal ITS-2 ve 28S 

ile mt-COI gen bölgelerinin spesifik primerler ile parsiyel amplifikasyonları sonucu 

ürünlerin jel agarozda görünümleri ġekil 4.3 ve ġekil 4.4‟de gösterilmiĢtir. 

   

ġekil 4.3. Simuliid larvalarının complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgesini amplifiye eden ITS2F ve 

ITS2R primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonların jel elektroforezde görünümü M: 

Marker; 1,2,3,4: Pozitif örnekler 
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ġekil 4.4. Simuliid larvalarının parsiyel COI gen bölgesini amplifiye eden LCO1490 ve HCO2198 

primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonların jel elektroforezde görünümü M: Marker; 

1,2,3,4: Pozitif örnekler 

 

Elde edilen amplikonların jel pürifikasyonları sonrası DNA miktarları ölçülmüĢ ve 

uygun konsantrasyonda olanlardan istasyon 1‟den 3, istasyon 2 ve 3‟ten ise 1‟er 

amplikon sekans analizi için ayrılmıĢtır. Jel pürifiye amplikonların agaroz jeldeki 

görünümleri ġekil 4.5 ve ġekil 4.6‟da verilmiĢtir. 

 

                             

 

ġekil 4.5. Simuliid larvalarının complete ITS-2 ve parsiyel 28S ribozomal gen bölgesinin amplifikasyonu 

sonrası  jel pürifiye edilen örneklerin jel elektroforezde görünümü. M: Marker; 1,2: Pozitif örnekler 
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ġekil 4.6. Simuliid larvalarının parsiyel mt-COI gen bölgesinin amplifikasyonu sonrası jel pürifiye edilen 

örneklerin jel elektroforezde görünümü. M: Marker; 1,2: Pozitif örnekler 

 

4.4.2. ITS-2 ve Mt-COI Gen Bölgelerinin Klonlama Sonuçları 

Erciyes dağı akarsularından toplanan, moleküler ve kromozomal analizleri yapılan 

Simulium örneklerinden ITS-2 ve mt-COI gen bölgelerinin moleküler karakterizasyonu 

için dört izolat sekansların kayıpsız elde edilebilmesi için klonlanmıĢtır. Bu amaçla 

ilgili izolatların PCR analizleri sonucu jel üzerinde belirlenen amplikonlar High Pure 

PCR Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel pürifiye edilmiĢtir.  

Elde edilen jel pürifiye örnekler CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, USA) 

kullanılarak pJET1.2/blunt klonlama vektörüne insert edilmiĢtir. Daha sonra ligasyon 

ürünü E. coli TOP 10 kompetan hücrelere transforme edilniĢtir. Bir gece inkübasyon 

sonrası ampicylin LB besi yerinde oluĢan koloniler ġekil 4.7‟de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.7. Transformasyon sonucu besi yerinde oluĢan koloniler 
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LB katı besiyerinde üreyen kolonilerden seçilen tek koloniler, transformasyon 

etkinliğini artırmak amacıyla steril pipet uçları ile alınıp ayrı ayrı tekrar LB katı 

besiyerine ekilmiĢtir. Tekrar 37 
o
C‟de 1 gece inkübe edilen kolonilerin katı besiyerinde 

görünümleri ġekil 4.8‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.8. Transformasyon basamağında 2. inkübasyon basamağı sonucu oluĢan koloniler 

LB katı besiyerinde üreyen kolonilerde hedef gen bölgesinin vektöre insert olduğu ve 

transformasyon etkinliği vektör spesifik primerlerle koloni PCR yapılarak teyit 

edilmiĢtir. ITS-2 ve mt-COI gen bölgelerinin koloni PCR sonuçları sırasıyla ġekil 4.9 

ve ġekil 4.10‟da gösterilmiĢ olup her iki gen bölgesine ait DNA‟ların vektörlere baĢarılı 

bir Ģekilde insert olduğu görülmüĢtür.     

       

ġekil 4.9. Transforme hücrelerde ITS-2 gen bölgesinin koloni PCR‟ı sonucu amplikonların jel agarozda 

görünümü. M: Marker (100bp); 1,2: Ġnsert ITS-2 gen bölgesi      
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ġekil 4.10. Transforme hücrelerde mt-COI gen bölgesinin koloni PCR‟ı sonucu amplikonların jel 

agarozda görünümü. M: Marker (100bp); 1,2: Insert mt-COI gen bölgesi      

 

Koloni PCR sonuçlarını takiben ilgili gen bölgeleri yönünden pozitif saptanan tek bir 

koloni seçilerek sıvı besi yerine aktarılmıĢ, bir gece 37°C‟de inkubasyondan sonra 

üreyen transforme hücreler santrifüj ile çöktürülmüĢtür. Daha sonra transforme 

hücrelerden plasmid pürifikasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  

4.4.3. ITS-2 Geninin Sekans ve Filogenetik Analizi  

ITS-2 gen bölgeleri yönünden elde edilen plasmidler, vektör spesifik primer çifti ile çift 

yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Elde edilen nükleotid dizileri vektör sekansı ile alignment 

yapılarak ilgili gen bölgelerinin sekansları elde edilmiĢtir. ITS-2 gen bölgesi yönünden 

sekansları elde edilen izolatların izolasyon kaynağı ve yeri, incelenen gen bölgesi ile 

GenBank aksesyon numaraları Tablo 4.2'de, nükleotid kompozisyonları ise ġekil 4.11-

4.12'de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.2. GenBank kayıtları yapılan Simulium izolatların incelenen gen bölgesi, izolasyon yeri ve 

kaynağı ile GenBank aksesyon numaraları 

 

Ġzolat 
Tür Ġzolasyon 

Yeri 

DNA Ġzolasyon 

kaynağı  
Gen Bölgesi 

Aksesyon 

Numarası 

TrERUSimbe3 
S. bezzii 

Cyt 3 Erciyes dağı Larva 
Ribozomal 5.8S, 

ITS-2, 28S 
KJ880280 

TrERUSimor 

S. ornatum 

grup Erciyes dağı Larva 
Ribozomal 5.8S, 

ITS-2, 28S 
KJ880279 
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ġekil 4.11. TrERUSimbe3 izolatının parsiyel 5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S nükleotid ve amino 

asit sekansları (KJ880280) 
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ġekil 4.12. TrERUSimor izolatının izolatının parsiyel 5.8S, complete  ITS-2 ve parsiyel 28S nükleotid ve 

amino asit sekansları (KJ880289) 

 

 

Erciyes dağı küçük akarsulardan elde edilen simuliid izolatlarıyla ribozomal parsiyel 

5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgesi yönünden blastn kıyaslaması yapılan 

ve Multiple alignmenta dâhil edilen Dünya'daki diğer bazı Simulium izolatlarının 

aksesyon numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank veri tabanından alınarak Tablo 

4.3‟de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.3. Erciyes dağı akarsularından elde edilen Simulium izolatlarıyla dünyadan Ribozomal parsiyel 

5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgeleri yönünden Multiple aligmenta dâhil edilen diğer bazı 

Simulium izolatlarına ait aksesyon numaraları ve izolatlara ait bilgiler 

 

Ġzolat Orijin DNA izolasyon kaynağı Türler Aksesyon Numarası 

SoAcre4A1 Ġngiltere Larva S. ornatum EU429811 

SoHole1A2 Ġngiltere Larva S. ornatum EU429817 

SoRtud2A6 Ġngiltere Larva S. ornatum EU429857 

SoWill2A1 Ġngiltere Larva S. ornatum EU429870 

SiHDam2A2 Ġngiltere Larva S. intermedium EU429887 

SiHDam3A1 Ġngiltere Larva S. intermedium EU429890 

StHeyS1A7 Ġngiltere Pupa S. trifasciatum EU429913 

StHeyS2A4 Ġngiltere Pupa S. trifasciatum EU429919 

 

AraĢtırma yöresinde nükleotid dizileri ortaya konan Erciyes dağı izolatları ile Dünyadan 

Multiple alignment‟a dâhil edilen diğer Simulium izolatlarının parsiyel 5.8S, complete 

ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.4'de, 

pairwise alignmentları ise Tablo 4.5‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 4.4. Multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer bazı izolatların nükleotid 

kompozisyonları 

Ġzolat T (%) C (%) A (%) G (%) G+C (%) A+T (%) 
Toplam 

nükleotid sayısı 

SoAcre4A1 29,8 16,9 36,7 16,6 33,5 66,5 662,0 

SoHole1A2 29,9 17,1 36,4 16,6 33,7 66,3 662,0 

SoRtud2A6 29,9 16,9 36,5 16,7 33,6 66,4 658,0 

SoWill2A1 30,0 16,9 36,5 16,6 33,5 66,5 663,0 

SiHDam2A2 30,0 17,0 36,6 16,4 33,3 66,7 666,0 

SiHDam3A1 30,0 17,0 36,6 16,4 33,3 66,7 666,0 

StHeyS1A7 29,9 17,1 36,5 16,5 33,6 66,4 666,0 

StHeyS2A4 29,7 17,1 36,6 16,5 33,6 66,4 666,0 

TrERUSimbe3 36,6 13,7 35,1 14,5 28,2 71,8 393,0 

TrERUSimor 37,3 14,2 33,2 15,2 29,4 70,6 394,0 

Ortalama  30,8 16,6 36,3 16,3 32,9 67,1 609,6 
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Tablo 4.5. Erciyes dağı akarsularında Simulium sp. izolatları ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı Simulium sp. izolatlarının parsiyel 5.8 S, complete ITS-2,   

parsiyel 28S gen dizilimlerinin pairwise analizleri 
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AraĢtırma yöresinde sekans analizi yapılan Erciyes dağı izolatları ile Dünya'da 

GenBank‟a kayıtlı benzer diğer bazı Simulium izolatlarının, ribozomal parsiyel 5.8S, 

complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgelerinin Multiple alingmentları ve nükleotid 

kıyaslamaları ġekil 4.13‟de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.13. AraĢtırma yöresinde incelenen Erciyes dağı izolatları ile Dünyadaki diğer bazı Simulium 

izolatlarının ribozomal parsiyel 5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgesine göre nükleotid 

dizilimlerinin alignmentları 

 

ġekil 4.13‟de görüleceği üzere ribozomal ITS-2 gen bölgesine göre Simulium türleri ve 

izolatları arasında çeĢitli nükleotid değiĢimleri, delesyonları ve insertionları 

belirlenmiĢtir. Erciyes dağı izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer bazı Simulium 

izolatlarının ribozomal 5.8S, ITS-2 ve 28S gen bölgesine göre Neighbor joining metodu 

(Tamura Nei modeli) ile oluĢturulan filogenetik ağacı ġekil 4.14‟de verilmiĢtir. ITS-2 

gen bölgesine göre S. bezzii Dünyada ilk kez karakterize edilmiĢ olup TrERUSimbe3 

izolatı GenBank‟ta ilgili gen bölgesi yönünden kayıtlı Simulium izolatlarından en 

yüksek filogenetik yakınlığı %96,2 ile S. ornatum grubuna dâhil izolatlarla (GenBank 

(GenBank aksesyon: EU429857, EU429811) göstermiĢtir. AraĢtırma yöresinde 

karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolatı ise en yüksek identikliği %99,7 

ile aynı grupta yer alan S. trifasciatum (GenBank aksesyon: EU429913, EU429919) ve 

S. ornatum (GenBank aksesyon: EU429817) izolatları ile göstermiĢtir. Aynı akarsu 
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içerisinden izole edilen S. bezzii TrERUSimbe3 ve S. ornatum grup TrERUSimor 

izolatları arasında ise %3,7±1,0 genetik farklılık tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.14. Erciyes dağı izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer Simulium izolatlarının ribozomal parsiyel 

5.8S, complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining – 

Tamura Nei modeli).  

 

 

4.4.4. Mt-COI Geninin Sekans ve Filogenetik Analizi  

Mt-COI gen bölgesi yönünden elde edilen plasmidler, vektör spesifik primer çifti ile çift 

yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Elde edilen nükleotid dizileri vektör sekansı ile alignment 

yapılarak ilgili gen bölgelerinin sekansları elde edilmiĢtir. mt-COI gen bölgeleri 

yönünden sekansları elde edilen izolatların izolasyon kaynağı ve yeri, incelenen gen 

bölgesi ile GenBank aksesyon numaraları Tablo 4.6'da, nükleotid kompozisyonları ise 

ġekil 4.15-4.18'de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 EU429887 Simulium intermedium SiHDam2A2 Ingiltere

 EU429890 Simulium intermedium SiHDam3A1 Ingiltere

 EU429870 Simulium ornatum SoWill2A1 Ingiltere

 EU429913 Simulium trifasciatum StHeyS1A7 Ingiltere

 S. ornatum grup TrERUSimor Kayseri Turkiye

 EU429919 Simulium trifasciatum StHeyS2A4 Ingiltere

 EU429817 Simulium ornatum SoHole1A2 Ingiltere

 EU429811 Simulium ornatum SoAcre4A1 Ingiltere

 EU429857 Simulium ornatum SoRtud2A6 Ingiltere

 S. bezzi TrERUSimbe3 Kayseri Turkiye

70

38

48

52

49

29

69

0.005
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Tablo 4.6. GenBank kayıtları yapılan Simulium sp. izolatlarının incelenen gen bölgesi, izolasyon yeri ve 

kaynağı ile GenBank aksesyon numaraları 

 

Ġzolat Ġzolasyon Yeri 
DNA Ġzolasyon 

kaynağı  
Gen Bölgesi 

Aksesyon 

Numarası 

TrERUSimbe2 Erciyes dağı Larva Mt-COI KJ880275 

TrERUSimbe3 Erciyes dağı Larva Mt-COI KJ880276 

TrERUSimv Erciyes dağı Larva Mt-COI KJ880278 

TrERUSimor Erciyes dağı Larva Mt-COI KJ880277 

 
 

 
 

ġekil 4.15. TrERUSimbe2 izolatının mt-COI nükleotid ve aminoasit sekansları (KJ880275) 
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ġekil 4.16. TrERUSimbe3 izolatının parsiyel mt-COI nükleotid ve aminoasit sekansları (KJ880276) 

 

 
 

ġekil 4.17. TrERUSimv izolatının parsiyel mt-COI nükleotid ve aminoasit sekansları (KJ880278) 
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ġekil 4.18. TrERUSimor izolatının parsiyel mt-COI nükleotid ve aminoasit sekansları (KJ880277) 

 

Erciyes dağından elde edilen simuliid izolatlarıyla mt-COI gen bölgesi yönünden blastn 

kıyaslaması yapılan ve Multiple alignmenta dâhil edilen Dünya'daki diğer bazı 

Simulium izolatlarının aksesyon numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank veri 

tabanından alınarak Tablo 4.7'de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.7. Erciyes dağı akarsularından elde edilen Simulium izolatlarıyla dünyadan mt-COI gen bölgeleri 

yönünden Multiple aligmenta dâhil edilen diğer bazı Simulium izolatlarına ait aksesyon numaraları ve 

izolatlara ait bilgiler 

Ġzolat Orijin DNA izolasyon kaynağı Türler Aksesyon Numarası 

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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SpetOlli08 Ġngiltere Larva S. petricolum GQ465949 

JI-BOLD-99 Finlandiya Larva S. velutinum JF872794 

SvelWint01 Ġngiltere Larva S. velutinum GQ465954 

EusimGill01 Ġngiltere Larva S. velutinum GQ465974 

 

AraĢtırma yöresinde nükleotid dizileri ortaya konan Erciyes dağı izolatları ile Dünyadan 

Multiple alignment‟a dâhil edilen diğer Simulium izolatlarının complete mt-COI gen 

bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.8'de, pairwise alignmentları ise 

Tablo 4. 9‟da verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.8. Multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer bazı izolatların nükleotid 

kompozisyonları 

Ġzolat T (%) C (%) A (%) G (%) G+C (%) A+T (%) 
Toplam 

nükleotid sayısı 

TrERUSimbe2 38,9 17,6 27,2 16,2 33,9 66,1 709,0 

TrERUSimbe3 39,1 17,3 27,6 15,9 33,3 66,7 709,0 

TrERUSimor 36,8 18,1 28,1 17,1 35,1 64,9 709,0 

TrERUSimv 36,0 17,5 29,6 16,9 34,4 65,6 709,0 

Sim-37be 39,0 18,0 27,0 15,9 34,0 66,0 615,0 

Sim-28va 39,0 18,0 27,0 15,9 34,0 66,0 615,0 

Sim-39kir 36,1 19,3 28,1 16,4 35,8 64,2 615,0 

Sim-30va 39,1 17,9 27,2 15,8 33,7 66,3 614,0 

Sim-36kir 36,1 19,5 28,0 16,4 35,9 64,1 615,0 

Sim-38kir 35,9 19,7 27,8 16,6 36,3 63,7 615,0 

Sim-27au 35,4 18,4 29,6 16,6 35,0 65,0 615,0 

SpetOlli08 36,3 17,5 29,3 16,9 34,3 65,7 658,0 

JI-BOLD-99 35,3 19,0 28,9 16,9 35,9 64,1 658,0 

SvelWint01 35,3 19,0 28,6 17,2 36,2 63,8 658,0 

EusimGill01 35,6 18,7 28,6 17,2 35,9 64,1 658,0 

Ortalama 36,9 18,3 28,2 16,5 34,9 65,1 651,5 
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Tablo 4.9. Erciyes dağı akarsularında Simulium sp. izolatları ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı Simulium sp. izolatlarının mt-COI gen dizilimlerinin pairwise 

analizleri 
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AraĢtırma yöresinde sekans analizi yapılan Erciyes dağı izolatları ile Dünya'da 

GenBank‟a kayıtlı benzer diğer bazı Simulium izolatlarının, mt-COI gen bölgesinin 

Multiple alingmentları ve nükleotid kıyaslamaları ġekil 4.19‟da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.19. AraĢtırma yöresinde incelenen Erciyes dağı izolatları ile Dünyadaki diğer bazı Simulium 

izolatlarının mt-COI gen bölgesine göre nükleotid dizilimlerinin alignmentları 

 

ġekil 4.19‟da görüleceği üzere mt-COI gen bölgesine göre Simulium türleri ve izolatları 

arasında çeĢitli nükleotid değiĢimleri belirlenmiĢtir. Erciyes dağı izolatları ile 

GenBank‟a kayıtlı diğer bazı Simulium izolatlarının mt-COI gen bölgesine göre 

Neighbor joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile oluĢturulan filogenetik 

ağacı ġekil 4.20‟de verilmiĢtir. Filogenetik analiz sonucu araĢtırma yöresinde belirlenen 

S. bezzii cytoform 2 ve cytoform 3 izolatları arasında %0,8 genetik farklılık 

saptanmıĢtır. Aynı zamanda S. bezzii izolatları dünyada GenBank‟a kayıtlı diğer S. 

bezzii izolatları ile %0,6±0,2 genetik farklılık belirlenmiĢtir. S. bezzii TrERUSimb2 

cytoform 2 izolatı en yüksek identikliği %99,7 ile Ermenistan‟dan izole edilen S. bezzii 

Sim37-be ve Sim28-va izolatları ile gösterirken TrERUSimb3 izolatı en yüksek 

identikliği %99,3 ile yine Ermenistan‟dan S. bezzii Sim30-va izolatı ile göstermiĢtir. 

AraĢtırma sahasında izole ettiğimiz Simulium ornatum grup TrERUSimor izolatı S. 

kiritshenkoi izolatlarına filogenetik olarak yakın bulunmuĢ olup en yüksek identikliği 

%99,5 ile Ermenistan‟dan izole Sim39-kir izolatı ile göstermiĢtir. S. velutinum 

ERUSimv izolatı en yüksek identikliği %98,9 ile Ermenistan‟dan izole edilen S. aureum 

Sim27-au izolatı ile gösterirken GenBank‟a kayıtlı Ġngiltere ve Finlandiya‟dan izole 

edilen diğer S. velutinum izolatları ile %4,5±0,8 genetik farklılık göstermiĢtir. Aynı 

akarsuda tespit edilen S. bezzii ve S. ornatum grup izolatları arasında %9,6±1,2, S. bezzii 
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ve S. velutinum arasında 13,9±1,4 ve S. ornatum grup ve S. velutinum izolatları arasında 

ise %13,5±1,4 genetik farklılık tespit edilmiĢtir.  

 

ġekil 4.20. Erciyes dağı izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer Simulium izolatlarının parsiyel mt-COI gen 

bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining – Kimura Two Parameter modeli). DıĢ grup 

olarak Anopheles pseudopunctipennis (KC354820) kullanılmıĢtır. Ölçek çizgisi bölgeye göre nükleotid 

değiĢimini göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 KF640053 Simulium bezzii Sim-37be Ermenistan

 KF640052 Simulium bezzii Sim-28va Ermenistan

 S. bezzii Cytoform 2 TrERUSimbe2 Kayseri Turkiye

 KF640050 Simulium bezzii Sim-30va Ermenistan

 S. bezzii Cytoform 3 TrERUSimbe3 Kayseri Turkiye

 KF640057 Simulium kiritshenkoi Sim-39kir Ermenistan

 S. ornatum grup TrERUSimor Kayseri Turkiye

 KF640059 Simulium kiritshenkoi Sim-36kir Ermenistan

 KF640058 Simulium kiritshenkoi Sim-38kir Ermenistan

 KF640036 Simulium aureum Sim-27au Ermenistan

 S. velutinum TrERUSimv Kayseri Turkiye

 GQ465949 Simulium petricolum SpetOlli08 Ingiltere

 JF872794 Simulium velutinum JI-BOLD-99 Finlandiya

 GQ465954 Simulium velutinum SvelWint01 Ingiltere

 GQ465974 Simulium velutinum EusimGill01 Ingiltere

 KC354820 Anopheles pseudopunctipennis
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100
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Diptera dizisi Nematocera dizi bölümünde yer alan ve dünyanın her bölgesinde 

görülebilen önemli ailelerden birisi de Simulidae (Kara sinekler, Blackflies) ailesidir. 

Simulidae ailesinde bu güne kadar 2101‟i yaĢayan, 12‟si ortadan kalkmıĢ (fosil) toplam 

2113 tür tarif edilmiĢ ve bunların 1697‟si Simulium soyunda yer almıĢtır (1). 

Simuliidler kan emerek yaptıkları parazitliğin yanında 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 türleri gibi parazitlerin yanında çeĢitli viral 

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

Pest olma potansiyeli bulunan Simuliid türlerinin bulundukları ekosistemlerde 

teĢhislerinin yapılması ve davranıĢları hakkında bilimsel veriler elde edilmesi, 

muhtemel enfestasyonların ve derecelerinin öngörülebilmesi ve mücadele stratejilerinin 

geliĢtirilmesi bakımından kritik manada öneme sahiptir. Nitekim Kayseri ilinde Yamula 

Barajı Hidroelektrik santralinin 2006 yılında faaliyete geçmesi ile birlikte Orta 

Kızılırmak Havzasının Kayseri ve NevĢehir ilinden geçen bölümünde simuliid 

populasyonunda afet boyutunda bir artıĢ meydana gelmiĢ ve bu afete karĢı kontrol ve 

mücadele programı baĢlatılmıĢtır.  
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Diğer yandan esasen Türkiye„de günümüze kadar simuliid sinekler ve onların etkileri 

üzerine çalıĢmalar oldukça sınırlıdır. Bu çalıĢmaların önemli bir kısmı da daha çok 

geleneksel olarak morfolojik identifikasyon temelinde yapılmıĢ olup kromozomal, 

moleküler ve genotipleme çalıĢmaları henüz çok sınırlıdır. 

Mevcut araĢtırmada, konvansiyonel olarak morfolojik, sitogenetik bazda kromozomal 

analizler, PCR ve sekans analizleriyle filogenetik genotiplendirme çalıĢmaları yapılarak 

Erciyes dağı akarsularında örneklemesi yapılan simuliid türlerinin S. bezzi Cyt 2, S. 

bezzi Cyt 3, S. ornatum grup ve S. velutinum türleri oldukları identifiye edilmiĢtir. 

AraĢtırma yöresinde morfolojik ve kromozomal analizler sonucu identifiye edilen S. 

ornatum, S. ornatum grup içerisinde değerlendirilmiĢtir. Bu grup içerisinde bulunan 

türler özellikle larval dönemlerinde çok benzer morfolojik özellikler göstermekte olup 

teĢhisleri zor olmaktadır. S. ornatum grup içerisinde bulunan S. intermedium, S. 

trifasciatum ve S. ornatum türlerinin larval dönemlerinin yüksek oranda değiĢiklik 

göstermesi nedeniyle larval özelliklerine göre teĢhis etmenin zor olduğu bildirilmiĢtir 

(58, 59).  

S. ornatum grup içinde 25 tür ve bu türlere ait 90 alt tür bulunmaktadır. Bu grup 

Dünyada ve Türkiye‟de yayılıĢ göstermektedir (60).  Benzer Ģekilde Gazyağcı (26), 

Kızılırmak Havzası‟nda yer alan Kırıkkale ve Ankara illeri ile sınırlanan bölgelerden 

geçen Kızılırmak Nehri ve kollarında belirlenen ayrı istasyonlardan (Kalecik, Bala, 

YahĢihan, Merkez (Kırıkkale), BahĢılı, Keskin, Karakeçili, Çelebi, Sulakyurt) topladığı 

larva, son dönem larva ve pupalarda morfolojik identifikasyon çalıĢmasında S. 

petricolum, S. equinum, S. pseudequinum, S. lineatum, S. balcanicum, S. 

erythrocephalum ve S. alajense tür düzeyinde (7 tür), S.angustipes ve S. ornatum ise 

grup düzeyinde (2 grup) teĢhis etmiĢ olup toplanan larva ve pupa örnekleri arasında en 

yaygın türün S. petricolum (% 25.73), en az görülen türün ise S. alajense (% 0.02) 

olduğunu rapor etmiĢtir. Öte yandan BaĢören ve Kazancı (27) Doğu Karadeniz 

Bölgesi‟nde 27 istasyondan topladıkları Simulium larva ve pupalarından morfolojik 

analizler ile iki cinse (Prosimulium ve Simulium) ait sekiz türün (Prosimulium rufipes, 

Simulium (Obuchovia) auricoma, Simulium (Nevermannia) angustitarse, Simulium 

(Simulium) argyreatum, Simulium (Simulium) bezzii, Simulium (Simulium) ornatum, 

Simulium (Simulium) trifasciatum, Simulium (Simulium) variegatum) varlığını 
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kaydetmiĢler ve en fazla rastlanan türlerin Simulium (Simulium) bezzii (%36) ve 

Simulium (Simulium) variegatum (%39) türleri olduğunu bildirmiĢlerdir.   

Bu çalıĢmada Erciyes dağı küçük akarsularında morfolojik ve kromozomal analizler 

sonucu teĢhis edilen S. bezzi’nin Ceyhan, Fırat, Göksu, Kızılırmak, Büyük Menderes, 

Çoruh nehir havzalarında, Yuvarlak çay akarsuyunda (Köyceğiz havzası), YeĢilırmak 

ve Sakarya nehir havzalarında ve aynı zamanda Trabzon (Akçaabat, Sümela manastırı), 

Rize (Anzer platosu) ve Giresun (Dereli yolu)‟nun değiĢik bölgelerinde, Erzurum ve 

Bayburt‟ta yaygın tür olduğu ileri sürülmüĢtür (12, 15, 20, 21, 27, 61). Buna mukabil S. 

ornatum grubunun ise Fırat, Göksu, Kızılırmak, Büyük Menderes nehir havzaları, 

Namnam akarsuyu (Köyceğiz havzası), YeĢilırmak nehir havzası, Köyceğiz koruma 

alanı (Muğla ili), Yedigöller milli parkı ve Sakarya nehir havzasında yayılıĢ gösterdiği 

iddia edilmiĢtir (12, 15, 20, 21,26, 27, 61, 62). Öte yandan S. velutinum türünün ise 

Büyük Menderes nehrinde sınırlı bir yayılıĢ gösterdiği rapor edilmiĢtir (20,21). 

Diğer yandan Türkiye‟de bugüne kadar simuliid sinekler üzerine yapılmıĢ sito-

kromozomal ve moleküler tabanlı identifikasyon ve klasifikasyon araĢtırmaları iki 

çalıĢma ile sınırlıdır. Bu iki araĢtırmadan ilkinde YeĢilöz (25), NevĢehir‟in Ürgüp ve 

GülĢehir ilçelerinden geçen Kızılırmak havzasında topladığı larvalarda morfolojik 

analizler ile toplanan larvaların Simulium sp. özelliği gösterdiğini belirlemiĢ ve daha 

sonra parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal complete 

internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen bölgelerinin moleküler analizleri ile bu 

larvaları S. (Wilhelmia) balcanicum ve S. (Wilhelmia) lienatum olarak identifiye 

etmiĢtir. Takiben baĢlatılan diğer araĢtırmada ise Ġnci ve ark (28) Orta Kızılırmak 

havzasında sorun oluĢturan karasinek türlerinde morfolojik, kromozomal ve moleküler 

analiz çalıĢmaları yapmıĢlar; morfolojik analizler sonucunda topladıkları larva 

örneklerini Simulium Wilhelmia lineatum, S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia 

spp. olarak identifiye etmiĢler; Kromozomal analizlerle ise S. lineatum ve S. balcanicum 

türlerini saptamıĢlar ve aynı zamanda larvaların ribosomal internal transcript spacer 2 

(ITS-2) ve mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bölgelerinin moleküler 

karakterizasyonunu yaparak filogenilerini ortaya koymuĢlardır. 

Türkiye‟de bugüne kadar varlığı ileri sürülen yaklaĢık 50 simulid türü sadece geleneksel 

morfometrik incelemelerle rapor edilmiĢtir (2, 12, 14-24, 26). Mevcut çalıĢmada ise 

Erciyes dağı akarsularında yayılıĢ gösteren simuliid türleri tek bir birey temelinde 
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morfometrik analizlerin yanında kromozomal ve moleküler analizlerle de araĢtırılmıĢtır.  

Dolayısıyla bütün analizler birbiriyle ayrı ayrı doğrulanmıĢtır. Zira simulid nesillerinin 

kompleks yapılarının bu doğrulanmaya ihtiyaçları vardır. 

BaĢlıca simuliid nesilleri (major lineages, örneğin, alt aileler ve soylar) arasındaki 

evrimsel iliĢki; kromozomal, moleküler ve morfolojik karakterlerin uygulanması ile iyi 

bir Ģekilde çözülmüĢ ve desteklenmiĢtir (5, 31, 63). Polytene kromozomların analizi ile 

nominal türlerin 28 farklı kromozom çiftinde doğal hibridizasyon belirlenmiĢtir.  

Simulium damnosum complex içindeki türler arasında doğal hibridizasyon sıklığı 

yaklaĢık 0.0009- 0.001 olarak belirlenmiĢ (64, 65), ayrıca deneysel hibridizasyon da 

baĢarılmıĢtır (66). Diğer yandan doğal Simulium popülasyonlarında sıra dıĢı derecede 

polimorfizm belirlenmiĢtir. Polimorfizmlerin büyük bölümü inversiyonlardır. Bu 

inversiyonlardan %97‟si paracentric inversiyonlardır (67). Morfolojinin evrimsel 

analizi, çevresel etkiyle etkilenebildiği için genellikle zordur ve birçok genin fazla ya da 

daha az etkisi ile saptanma ihtimali vardır. Bunun yanında kendi gerçeği içinde 

morfolojik analiz direkt olarak uygulanabilirliği yönünden önem arz etmektedir. 

Örneğin tarsal tırnağın Ģekli,  konak derisine tutunmada bir adaptasyon olarak 

nitelenmektedir (68). Öte yandan kromozomal varyasyonlar direkt uygulanabilir 

karakterde değildir. Ancak kullanıĢlı genetik markerları sağlarlar. Sitogenetik 

varyasyonun uygulanabilirliği sınırlı olup, tüm genetik varyasyonları yansıtmamaktadır. 

Bu açıdan kromozomal varyasyonlarla iliĢkili olmayan kardeĢ türlerin çeĢitliliği henüz 

netliğe kavuĢmamıĢtır. 

Moleküler biyolojik teknikler simuliid türlerinin analizi için daha çok özelliğin 

incelenmesine imkân sağlamıĢtır. Bu teknikler genel olarak nükleik asitler (genellikle 

DNA), proteinler (enzimler ve yapısal proteinler) ve ikincil metabolitler (örn; lipitler ve 

karbonhidratlar) olarak üç gruba ayrılmaktadır. DNA varyasyonu genetiktir. Bunların 

ekspresyonu çevresel faktörlerden etkilenmemektedir. Ġlgili genin kodon sekansını 

yansıtan protein varyasyonu, amino asit dizilimlerindeki değiĢikliklerin bir sonucu 

olarak ortaya çıkmaktadır. Bununla birlikte protein varyasyonu, post-translasyonel 

modifikasyondan da etkilenebilir.  Böylece bu varyasyonlar, her zaman genetik olarak 

saptanamayabilir (69). Ġkincil metabolitler ise enzimatik faaliyetler sonucu ortaya 

çıkmaktadır. Dolayısıyla bunlar,  genetik temelden bir adım daha uzakta bulunurlar. 

Sitogenetik, morfolojik (70, 71) ve moleküler (31) çalıĢmalar ıĢığında Simuliinae alt 
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ailesinin holoarctic Prosimuliini ve tüm dünyada aygın olan Simuliini olmak üzere iki 

soya ayrıldığını ortaya koymuĢtur.  

Simuliid türlerinin evrimsel ve filogenetik iliĢkilerinin araĢtırılmasında çeĢitli nükleer 

ribozomal ve mitokondrial gen bölgeleri çalıĢılmıĢtır. Ribozomal gen bölgeleri için 16S 

ve 18S small subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non 

fonksiyonel gen bölgeleri; mitokondriyal gen bölgeleri için ise NAD4 ve COI gibi gen 

bölgeleri filogenetik iliĢkilerin incelenmesinde tercih edilen gen bölgeleri olmuĢtur (35, 

36, 45-47, 53, 54). Cytochrome c oxidase enzimi, bakteri ve mitokondride bulunan 

geniĢ transmembran protein kompleksidir. Mitokondri membranında yer alan elektron 

transport zincirindeki en son enzimidir. Her dört cytochrome c molekülünden de 

elektron alır ve bunları bir oksijen molekülüne dönüĢtürür. Bu enzim, moleküler 

oksijenin iki molekül suya çevrilmesinden sorumludur. Bu süreçte su oluĢturmak için iç 

sıvı fazdan 4 protona bağlanır. Buna ilaveten membran boyunca bu 4 protonun 

translokasyonunu da sağlar. Neticede ATP sentezinde proton elektrokimyasal 

potansiyelinin transmembran farklılığını belirlemeye yardımcı olur. Böylece ATP 

sentezi gerçekleĢir. Mt-COI gen bölgesi, ökaryotlarda göstermiĢ olduğu intraspesifik 

polimorfizm ile filogenetik analizlerde yaygın olarak kullanılan mitokondrial gen 

bölgelerinin baĢında gelmektedir (72). Simuliid türler üzerine GenBank‟ta mt-COI gen 

bölgesinin araĢtırıldığı farklı ülkelerden çeĢitli kayıtlar bulunmaktadır. Pramula ve ark., 

(45), Gomphostilbia altsoyundaki 13 türden oriyental karasinekte (Oriental black fly) 

mitokondriyal cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gen bölgesinin farklılıkları üzerine 

yaptıkları filogenetik araĢtırmada, intraspesifik genetik farklılığı, ortalama %2,75 (%0-

9.28) interspesifik genetik uzaklığı ise %0.34-16.05 olarak belirlemiĢlerdir. Bu 

araĢtırıcılar (45) mt-COI gen bölgesine göre DNA barkodlamasının cryptik biyo 

farklılığı (biodiversity) belirlemede ve geleneksel taksonomiyi kolaylaĢtırmada önemli 

olduğunu kaydetmiĢler, morfolojik kriterlere göre belirlenen Gomphostilbia 

altsoyundaki tür gruplarının monophyletic olmadığını ve bu soydaki klasifikasyonun 

tekrar değerlendirilmesi gerekliliğini ortaya koymuĢlardır. Rivera ve ark. (54), Nearctic 

simuliid türleri içerisinden morfolojik olarak farklı 65 tür ve kardeĢ tür içeren tür 

kompleksinde genetik varyasyonu, mt-COI gen bölgesine göre araĢtırmıĢlar, benzer 

türler arasında genetik varyasyonu %14.93 olarak saptarken morfolojik farklı türlerde 

intraspesifik genetik varyasyonu ise %0.72 olarak bulmuĢlardır. Aynı araĢtırıcılar (54) 

DNA barkodlamanın simuliidlerdeki cryptic çeĢitliliğin araĢtırılmasında ve tür 
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identifikasyonunda etkili bir yöntem olduğunu kaydetmiĢlerdir. Mevcut araĢtırmada da 

yukarıda bildirilen çalıĢmalara (45, 54, 72) paralel olarak araĢtırma yöresinden elde 

edilen simuliid izolatlarının mt-COI gen bölgesine intraspesifik polimorfik alanların 

varlığı saptanmıĢ, mt-COI gen bölgesinin filogenetik analizlerine göre farklı türler 

arasında intra ve interspesifik nükleotid varyasyonları belirlenmiĢtir. Ayrıca mevcut 

çalıĢmada, filogenetik analizler sonucu araĢtırma yöresinde belirlenen S. bezzii cytoform 

2 ve S. bezzii cytoform 3 izolatları arasında %0,8 genetik farklılık saptanmıĢ olup S. 

bezzii izolatları ile dünyada GenBank‟a kayıtlı diğer S. bezzii izolatları arasında 

%0,6±0,2 genetik farklılık belirlenmiĢtir. 

Bu araĢtırmada identifiye edilen izolatlardan S. bezzii TrERUSimbe2 cytoform 2 izolatı, 

en yüksek identikliği %99,7 ile Ermenistan‟da larvalardan izole edilen S. bezzii Sim37-

be ve Sim28-va izolatları ile benzerlik gösterirken, TrERUSimbe3 izolatı ise en yüksek 

identikliği %99,3 ile yine Ermenistan‟da larvalardan izole edilen S. bezzii Sim30-va 

izolatı ile göstermiĢtir. 

Öte yandan bu çalıĢmada Erciyes dağından izole edilen izolatlardan S. ornatum grup 

TrERUSimor izolatı S. ornatum grup içerisinde bulunan S. kiritshenkoi izolatlarına 

filogenetik olarak yakın bulunmuĢ olup en yüksek identikliği %99,5 ile Ermenistan‟dan 

izole edilen Sim39-kir izolatı ile göstermiĢ; S. velutinum ERUSimv izolatı ise en yüksek 

identikliği %98,9 ile Ermenistan‟dan izole edilen S. aureum Sim27-au izolatı ile 

gösterirken GenBank‟a kayıtlı Ġngiltere ve Finlandiya‟dan izole edilen diğer S. 

velutinum izolatları ile de %4,5±0,8 genetik farklılık göstermiĢtir. 

Mevcut çalıĢmada Erciyes dağından izole edilen S. bezzii ve S. ornatum grup izolatları 

arasında %9,6±1,2;  S. bezzii ve S. velutinum arasında 13,9±1,4 ve S. ornatum grup ve S. 

velutinum izolatları arasında ise %13,5±1,4 genetik farklılık tespit edilmiĢtir. 

Insektlerdeki ribozomal DNA diğer ökaryotlarda olduğu gibi birbirinden önceden 

“nontranscribed spacers (NTS)” olarak bilinen intergenik spacerlar (IGS) ile ayrılmıĢ 

birbirini takip eden ünitelerden oluĢmuĢtur.  Her ünite; sırasıyla 18S, 5.8S, ve 28S 

ribosomal RNA‟yı kodlayan genler ile spacerlardan [external transcribed spacer (ETS) 

ve internal transcribed spacers 1 (ITS1) ve 2 (ITS2)] oluĢur (73). Kodlanmayan bölgeler 

ITS-1 ve ITS-2, kodlanan 18S, 5.8S, ve 28S rDNA genleri arasında yer alır. ITS-1, 

küçük subunite 18S ve 5.8S subuniteleri birbirinden ayırırken, ITS-2, büyük subunite 

5.8S ve 28S gen bölgelerini ayırır.  18S, 5.8S, ve 28S kodlanan gen bölgeleri, yüksek 
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düzeyde korunmuĢ olup üst düzey filogenilerin inĢaasında yaygın olarak kullanılır (74, 

75). Bunun aksine kodlanmayan gen bölgeleri ITS-1 ve ITS-2 yüksek düzeyde 

değiĢkenlik gösterir ve kodlanan bölgelere göre daha hızlı oranda değiĢim gösterir (76).  

Nükler rDNA‟da bulunan intergenik spacer ITS-2, birçok simuliid türünde tek bir 

kromozom üzerinde yerleĢmiĢ (63) bir gen bölgesi olup, birçok organizmanın 

filogenetik çalıĢmalarında moleküler araçlara büyük bir katkısı olmuĢtur. ITS-2 sekans 

kıyaslamaları birbirine çok yakın türlerin ayrımında (77,78), popülasyon farklılıklarında 

(79, 80), tür içinde veya türler arasındaki farklılıkların ortaya konmasında (44, 81) ve 

evrimsel iliĢkilerin yeniden oluĢturulmasında (41, 53, 81, 82-86) oldukça kullanıĢlı 

olmuĢtur.  

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz Simulium izolatlarının klonlama çalıĢmalarında bazı 

izolatların vektöre insert olmaması nedeni ile yalnızca iki izolat sekanslanmıĢ ve sekans 

sonucu değerlendirilmiĢtir. S. bezzii Cyt2 izolatının ITS-2 gen bölgesinin filogenetik 

analizi üzerine Dünya‟da GenBank‟a kayıtlı bir kayıt bulunmamaktadır. ÇalıĢma bu 

yönü ile Erciyes Dağı akarsularından izole ettiğimiz S. bezzii Cyt2 izolatı ITS-2 gen 

bölgesi yönünden Dünya‟da GenBank‟a kayıdı gerçekleĢtirilen ilk izolat olmuĢtur.  

ÇalıĢmamızda filogenetik analizlerde hedef gen bölgelerinden biri olarak belirlediğimiz 

ITS-2 gen bölgesinin filogenetik analizi sonucu S. bezzii TrERUSimbe3 izolatı 

GenBank‟ta ITS-2 gen bölgesi yönünden kayıtlı Simulium izolatlarından en yüksek 

filogenetik yakınlığı %96,2 ile Ġngiltere‟de larvalardan izole edilen S. ornatum grubuna 

dâhil izolatlarla (GenBank (GenBank aksesyon: EU429857, EU429811) göstermiĢtir. 

AraĢtırma yöresinde karakterize edilen S. ornatum grup TrERUSimor izolatı ise en 

yüksek identikliği %99,7 ile aynı grupta yer alan ve Ġngiltere‟de pupalardan izole edilen 

S. trifasciatum (GenBank aksesyon: EU429913, EU429919) ve larvalardan izole edilen 

S. ornatum (GenBank aksesyon: EU429817) izolatları ile göstermiĢtir. Aynı zamanda 

Erciyes dağı akarsularından izole ettiğimiz S. bezzii TrERUSimbe3 ve S. ornatum grup 

TrERUSimor izolatları arasında ise %3,7±1,0 genetik farklılık belirlenmiĢtir. 

Sonuç olarak bu çalıĢma ile Erciyes dağı akarsularında toplanan simulid larva örnekleri 

üzerinde bireysel analiz temelinde morfometrik, kromozomal ve moleküler analiz 

metotlarıyla birbirini doğrulama esasıyla ve bir arada kullanılarak identifikasyon, 

karakterizasyon ve filogeni çalıĢması yapılmıĢtır. Analizler sonucunda Erciyes dağı 
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akarsularında S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. ornatum grup türlerinin 

varlığı ortaya konmuĢtur. 

Ayrıca bu çalıĢmayla Türkiye‟de ilk kez S. bezzi cyt2, S. bezzi cyt3, S. velutinum ve S. 

ornatum izolatlarının mitokondriyal gen bölgesine göre karakterizasyonları yapılarak 

filogenileri ortaya konmuĢ ve GenBank kayıtları gerçekleĢtirilerek moleküler 

taksonomiye yerleĢimleri sağlanmıĢtır. Aynı zamanda araĢtırma yöresinden izole edilen 

S. bezzii Cyt 2 ve S. ornatum grup izolatlarının ribozomal gen bölgesine göre moleküler 

analizleri sonucunda karakterizasyonları yapılarak GenBank kayıtları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġlaveten Erciyes dağı akarsularından izole edilen S. bezzii Cyt 2 izolatının ribozomal 

ITS-2 gen bölgesi Dünya‟da GenBank‟a kaydı gerçekleĢtirilen ilk izolat olmuĢtur. 

Mevcut çalıĢma, Türkiye‟de Simulium türlerinin epidemiyolojisi ile yaygın tür ve/veya 

alttürlerin genotiplerinin ortaya konması açısından model olma niteliğinde olup bu 

alanda daha kapsamlı sitogenetik kromozomal, morfolojik ve moleküler kombine 

araĢtırmalara ihtiyaç olduğunu göstermiĢtir.
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