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OZET

Bu ¢alisma, Tiirkiye’de Bati Karadeniz Bolgesi ve Konya yoresinden toplanmis Culicoides
pulicaris komplekste yer alan tiir ve/veya haplotiplerin molekiiler karakterizasyonlarini yaparak
DNA barkodlarin1 saglamak ve filogenetik yapilanmalarini ortaya koymak amaciyla
yiiriitiilmiistiir. Morfolojik identifikasyon verilerine gore tiir diizeyinde gruplanmis 6rneklerden
bireysel olarak genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve elde edilen izolatlarin barkod mt-COlI
gen bolgesi amplifiye edilmistir. Sonraki basamakta amplifikasyon iiriinlerinin klonlama,
plazmid piirifikasyonu ve sekans analizleri gerceklestirilerek karakterizasyonlar1 saglanmistir.
GenBank aksesyonlar1 saglanan izolatlarin Diinyadaki homolog izolatlarla filogenetik
yapilanmalar1 belirlenmistir. Pulicaris komplekste analizlere dahil edilen izolatlara ait niikleotid
sekanslarinda 22 farkli haplotipi ortaya koyan 151 polimorfik bolge saptanmis ve C. fagineus,
C. flavipulicaris, C. lupicaris, C. newsteadi, C. pulicaris, C. punctatus tiirleri molekiiler olarak
identifiye ve karakterize edilmistir. Calisma ile C. lupicaris tiiriiniin Tirkiye’deki varligi ilk
kez molekiiler diizeyde belirlenmis ayrica Culicoides alt soyunda morfolojik verilerle birlikte

muhtemel yeni bir tiir karakterize edilmis ve haplotip bazinda 6zellikleri ortaya konmustur.

Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’de Culicoides alt soyunda yer alan tiirlerin ilk kez
molekiiler karakterleri ve yapilanmalari tespit edilmis olup elde edilen veriler bu alandaki sinirlt

molekiiler bilgi birikimine katki saglamistir.

Anahtar kelimeler: Culicoides pulicaris kompleks, PCR, molekiiler karakterizasyon,

filogenetik yapilanma

viii



MOLECULAR CHARACTERIZATION AND PHYLOGENETIC ANALYSES OF
CULICOIDES PULICARIS COMPLEX SPECIES

ABSTRACT

This study was conducted to provide DNA barcodes by molecular characterization and establish
phylogenetic constructions of the species and/or haplotypes belong to Culicoides pulicaris
complex that were collected from West Blacksea Region and Konya vicinity. Genomic DNA
isolations were individually performed on the specimens which were grouped by means of
species according to the morphological identification data and the barcode mt-COI gene region
of the obtained isolates were amplified. In the next step characterization of amplification
products were provided by utilizing cloning, plasmid purification and sequence analyzes.
Phylogenetic constructions of the isolates in which the GenBank accessions were provided were
determined along with the homologous isolates from the World. One hundred fifty-one
polymorphic sites were distributed among the COI sequences of the obtained isolates from
Pulicaris complex leading to the detection of 22 different haplotypes and C. fagineus, C.
flavipulicaris, C. lupicaris, C. newsteadi, C. pulicaris, C. punctatus species were molecularly
identified and characterized. The presence of C. lupicaris has firstly been identified based on
molecular level in Turkey. Furthermore a possible new species under Culicoides subgenus
along with morphological data was characterized and its characteristics was determined on the
basis of a haplotype.

In conclusion, the molecular characters and constructions of the species under Culicoides
subgenus were firstly revealed in Turkey with this study. The obtained data have also

contributed to the restricted molecular knowledge in this area.

Key words: Culicoides pulicaris complex, PCR, molecular characterization, phylogenetic

construction



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Culicoides cinsindeki sokucu sinekler (biting midges) (Diptera: Ceratopogonidae) evcil ve
vahsi hayvanlarin yani sira insanlarda da hastalik olusturan bir¢ok patojene vektorlik
yapmalarindan dolay1 oldukg¢a 6nemli bir insekt grubunu olusturmaktadirlar. 2000’11 yillardan
itibaren Avrupa’da ortaya ¢ikan ve binlerce koyun-ke¢inin Sliimiine neden olan mavidil
virusunun vektoriiniin Culicoides soy altinda yer alan Culicoides pulicaris sensu stricto oldugu
belirlenmistir. Morfolojik teshis i¢in en onemli kriterlerden biri olan kanat morfolojisinin
Culicoides soy altindaki tiir ve/veya tiir komplekslerine (6rn. C. pulicaris kompleks) ait
nesillerde yiiksek diizeyde degiskenlik gostermesi, erkeklerde hypopygiumun teshiste dnemli
olmasina karsilik, arastirmalarda ¢cogunlukla disilerin yakalanmasi nedeniyle bu soy altindaki
tiirlerin teshislerinde zorluklar bulunmaktadir. Son yillarda molekiiler biyolojik tekniklerin
Culicoides tiirlerinin identifikasyonunda ve genetik farkliliklarin arastirilmasinda kullanilmaya
baslanmasi ile birlikte bir¢ok tiir ve/veya tiir kompleksi icerisinde kriptik tiirlerin varlig1 ortaya
¢ikmaya baglamigtir. Tim bu gelismeler Culicoides soyundaki tiirlerinin taksonomik
durumunun ¢oziimlenmesine onemli Olgiide katkida bulunmus olmakla birlikte heniiz birgok
tir ve/veya tiir kompleksine ait nesiller i¢in molekiiler diizeyde verilerin yetersiz oldugu
goriilmektedir. Bu proje ¢alismasinda Bati Karadeniz Bolgesi ve Konya yoresinden toplanmis
ve morfolojik olarak Culicoides soy altinda Pulicaris tiir kompleksinde oldugu belirlenen
orneklerin mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (mt-COI) gen bolgelerinin molekiiler
karakterlerinin ortaya konarak filogenetik analizlerle identifikasyonlarmin yapilmasi, kriptik
tiirlerin sekans analizleriyle ortaya konmasi, ilgili komplekse ait bazi tiirler i¢in bildirilmis olan
tiir spesifik primerlerin gecerliliginin belirlenmesi ve neticede elde edilecek tiim izolatlarin
GenBank kayitlarinin gergeklestirilerek tescillerinin saglanmast amaglanmistir. Bu kapsamda
ilk basamakta morfolojik kriterlere gore tiir ve/veya haplotip bazli olarak kategorize edilen
ergin Culicoides o6rneklerinden 6n homojenizasyon islemlerinden sonra bireysel olarak
genomik DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen genomik DNA izolatlar1 Culicoides mt-
COI gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerlerle PCR analizlerine tabii tutulmustur. PCR
analizleri sonrasi izolatlara ait amplikonlar tiir konfirmasyonlar1 ve filogenetik analizler i¢in
uygun vektorlere insert edilip komponent E. coli hiicrelerine transforme edilerek klonlanmastir.
Transforme kolonilerden plazmid piirifikasyonu yapildiktan sonra sekans analizleriyle ilgili
izolatlarin gen dizilimleri elde edilmistir. Belirlenen tiim izolatlar ilgili gen bolgesi sekanslarina

gore tiir ve/veya haplotip bazinda karakterize edilmis ve GenBank veri tabanina kaydedilerek



barkodlanmalar1 saglanmistir. Karakterizasyonlar1 saglanan Culicoides soy altindaki nesillere
ait izolatlarin GenBank veri tabaninda Diinyanin farkli bolgelerinden kayitlar1 saglanmis

homolog izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalari ortaya konmustur.



2. LITERATUR BIiLGIi

Culicoides tiirleri 140 milyon oOnce evrimlestigine inanilan Ceratopogonidae (Diptera:
Culicomorpha:Chironomoidea) ailesinde yer almaktadir (1). Bu ailedeki tiirler bazi
ozellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (1): ocelli bulunmaz, postnatumda medial uzunlamasina
oluk yoktur, kanatlar kenara kadar uzanan 1-3 radial ve 2 median dallara ayrilmistir. On
bacaklar diger bacaklara gore kisa olup her bacagin ilk tarsomeri ikinci tarsomere esit veya
ikinci tarsomerden daha uzundur. Ceratopogonidae ailesindeki sinekler, Chironomidae ve
Simuliidae ailesindeki sineklerle kardes tiirler olup her {igii Chironomoidea iist ailesinde

Klasifiye edilmektedir.

Ceratopogonidler genis bir habitatta bulunurlar ve bu ailedeki sineklerin ¢ogu insan ve
hayvanlara atak yaparken diger bir kismi ise kakao ve kauguk i¢in 6nemli polenatordiirler. Yine
bu ailedeki sineklerin biiyiik cogunlugu diger insektler tizerinden beslenir ve bunlardan bazilari
bu insekt konaklara muhtemelen patojenleri nakledebilmekte ve bu tiirlerin popiilasyonlari
tizerine bir kontrol diizeyi olusturabilmektedir. Ceratopogonidae ailesinde 6000’den fazla tiir
tarif edilmis olup Borkent ve Grogan’a (2) gore heniiz daha kesfedilmeyi bekleyen bir¢ok yeni
tiir bulunmaktadir. Bu ailede bes alt aile ve 103 soy yer almaktadir (3) (Sekil 2.1).

Ag1z pargalarinin 6zellikleri itibariyle, Borkent (1) bilinen fosil tiirlerin bilyiikk ¢ogunlugunun
omurgalilardan beslendigi ve bu beslenme seklinin Ceratopogonidae ailesindeki tiirler icin
pleisiomorphic karakterde oldugu sonucuna varmistir. Buna karsin mevcut tiirler iginde
omurgali kaniyla beslenme egilimi yalnizca dort soyda tespit edilmistir (4). Omurgali kaniyla
beslenme egilimi gosteren bu dort soy, Austroconops Wirth & Lee 1958, Leptoconops Skuse
1889, Forcipomyia Meigen 1818 ve Culicoides Latreille 1809 olup, sonuncusu oldukga biiyiik
ekonomik 6neme sahiptir ve bu soydaki tiirlerin veteriner ve medikal 6nemleriyle alakali birgok
calisma yapilmistir (5). Culicoides tiirlerine Antartika disindaki tim iklim sartlarinda
rastlanabilmektedir. Asya kitasinin giineydogusundaki biiyliklii kiigiiklii adalardan yalnizca
Yeni Zelanda ve Hawaii’de bu tiirlere rastlanmamistir. Culicoides tiirleri kiigiik, kahverengi
veya gri renkli olup benekli kanatlara sahiptirler. Culicoides tiirleri, Paradasyhelea Macfie
1940 ve Washingtonhelea Wirth & Grogan 1988 soylarmin da bulundugu Culicoidini
tribe’sinde yer almaktadir. Culicoides’ler, tarif edilmis 1360’1n iizerinde tiiriiyle en zengin soy

olma 6zelligi tasimaktadir (3).
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Sekil 2.1 Ceratopogonidae ailesindeki tiirlerin filogenisi (4)

2.1 Culicoides’lerin Biyolojisi

Culicoides soyundaki bircok tiiriin kanla beslenme egilimleri ve hastalik etkenlerini
nakletmeleri, bu tiirlerin biyolojileri hakkinda 6zellikle de vektorliik kapasiteleri, konak araligi,
beslenme davraniglari, beslenme alanlari, yumurtlama stratejileri, insanlara saldirmalar1 ve
kontrol metotlar1 gibi konularda birgok arastirmaya ilham kaynagi olmustur. Insanlar veya
hayvanlarla ilgisi olmayan Culicoides tiirlerinin biyolojileri hakkinda yapilmis ¢alisma sayisi

cok az olup bu soydaki tirlerin birgcogunun biyolojileri hakkinda heniiz daha bilgi

bulunmamaktadir (4).

2.1.1 Beslenme ve Konaklar

Bilindigi kadartyla, Culicoides tiirlerinin sadece ergin disileri omurgali kaniyla beslenmektedir.
Buna karsin sadece ii¢ tiirin disisinin kanla beslenmedigi diisiiniilmektedir. Bu ig tiir (C.
anophelis Edwards 1922, C. baisasi Wirth & Hubert 1959 ve C. culiciphagus Wirth & Hubert
1959) Culicoides Trithecoides Wirth & Hubert 1959 alt soyunda yer almakta olup bu tiirlerin
diger sineklerle veya doymus sivrisineklerle beslendikleri rapor edilmistir. Onceleri bu tiirlerin
doymus insektlerdeki omurgali kaniyla beslendikleri diistiniilityordu (6, 7). Ancak bu goriise
Wirth ve Hubert (7) kars1 ¢ikmis ve C. anophelis tiirlerinin sigir veya insanlardaki kanla
beslenebilirligini gostermislerdir. Bunun yaninda, Sen ve Das Gupta (8) ve Das Gupta (9) C.



anophelis tiirlerinin omurgali kanindan ziyade insektlerin hemolenfleriyle beslendiklerine dair
kanitlar elde etmislerdir. Wirth ve Hubert (7) alt soy Trithecoides’i mandibula yapisina gére 3
tir kompekse ayirmistir. Sivrisinek {izerinden beslenen C. anophelis, C. baisasi ve C.
culiciphagus tiirleri kendi tiir kompleksi igine yerlesmis ve bu 6zellikleriyle Trithecoides soy
altindaki diger tiirlerden ayrilmistir. Bu alt soy icerisinde omurgalilardan beslenen en az 10 tiir
ifade edilmistir (7). Campbell ve Pelham-Clinton (10), C. machardyi Campbell & Pelham-
Clinton 1960, C. truncorum Edwards 1939 ve C. albicans (Winnertz 1852) tiirlerinin
mandibular dis yapilarinin gelismedigini dolayisiyla bu tiirlerin omurgalilardan beslenebilme
yeteneklerini kaybettiklerini bildirmislerdir. Borkent (11), omurgali kaniyla beslenen tiirlerin
hepsinin mandibular dislerinin iyi gelismis oldugunu, bu durumun da Campbell & Pelham-

Clinton’un (10) hipotezini dogruladigini rapor etmistir.

2.1.1.1 Konak Tercihleri

Culicoides tiirlerinin bilinen konaklarinin birgogu evcil hayvanlarda enfeksiyonlarin nakli veya
insan pestlerinin rahatsizlik verme diizeyleri hakkinda yapilmis ¢alismalardan 6grenilmistir. Bu
sebeple, diinyanin bir¢ok yerinde evcil hayvanlardan veya insanlardan beslenmeyen tiirlerin
konaklar1 hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Jamnback (12), disi tiirlerin antenlerindeki duyu
organeli gorevi yapan antennal flagellomerlerin [= sensilla coeloconica, SCo, sensu (13)]
sayistyla konak tercihleri arasinda iliski oldugunu rapor etmistir. Arastirict (12) inceledigi
Nearktik tiirlerde, biiyiik memelilerden beslendikleri bilinen tiirlerin antenlerinde 4-6.
flagellomerler iizerinde, kuslardan beslenen tiirlerin ise 8-13. Flagellomer {izerinde sensilla
bulundugunu saptamistir. Jamnback (12) vyine, biiyiik memelilerden beslenen tiirlerin
konaklarint bulmalari i¢in fazla sayida sensillaya ihtiyaglari olmadigini, kus gibi daha kiigiik
canlilardan kan emen sineklerin ise daha fazla sensillaya ihtiya¢ duydugunu ileri siirmistiir.
Benzer sekilde Rowley ve Cornford (14) da dort Nearktik tiirlin palpuslarindaki sensilla
sayistyla konak tercihleri arasinda benzer bir korrelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Rowley
ve Cornford (14) ayrica erkek bireylerde disilere oranla ¢ok daha az sensilla oldugunu
gozlemlemisler ve bu durumun Jamnback’in (12) hipotezini dogruladigini rapor etmislerdir.
Braverman ve Hulley (15), bu her iki gézlemi Afrika tiirlerinin palpal ve antennal sensillalar
tizerine yaptiklari ¢alismalarla konfirme etmislerdir. Braverman ve ark. (16), tiimiinde olmasa
da bazi Israil tiirlerinde, konak tercihleri ile antennal sensillalarin sayilari ile {igiincii ve
dordiincii palpal segmentlerin oranlari arasinda korrelasyonlara dair kanitlar bulmuslar fakat

buna karsin konak tercihi ile palpal sensillalarin, mandibular ve maksillar dislerin sayilari,



proboscis uzunlugu veya tirnak morfolojisi gibi faktorler arasinda benzer bir iliski tespit
edememislerdir. Meiswinkel ve Linton (17), C. tuttifrutti Meiswinkel et al. 2003 ve C.
pseudopallidipennis Clastrier 1958 tiirlerinin biiyiimiis 3. palpal segmentinin ornithophilic
yatkinligr gosterdigini ve bu durumun Jamnback (12) ve Braverman & Hulley’in (15)
onerilerini dogruladigimi bildirmislerdir. Baz1 Culicoides tiirlerinin ¢amur zipziplarindan
(mudskippers) [C. garciai Wirth & Hubert 1989, (18)] ve kaplumbagalardan [C. phlebotomus
Williston 1896, (19)] beslenebildikleri rapor edilmis olmasina karsin, reptil, amfibian ve balik
gibi konaklara spesifik Culicoides tiirleri hakkinda hicbir veri bulunmamaktadir. Lewis (20),
tatarciklarin agiz parcalarinin  morfolojilerindeki degiskenliklerin bu sineklerin konak
tercihlerindeki farkliliklarini gosterdigini ileri slirmiistiir. Lewis’in (20) agiz parcalarun
morfolojilerine gore yaptigi klasifikasyonlar genellikle bilinen sistematikle pareleldir.
Yukarida da bahsedildigi gibi, Braverman ve ark. (16) Israil’deki 39 Culicoides tiiriiniin agiz
pargalarinin morfolojileri ile konak tercihleri arasinda higbir korrelasyon tespit edememislerdir.
Avusturalya tiirlerinin konaklari hakkinda pek c¢ok bilgi mevcutken, konak tercihleri ile
morfolojileri arasindaki korrelasyon hakkinda ise bir o kadar az bilgi bulunmakta olup bu
tirlerin tlizerine yapilmis ¢alismalar genellikle evcil hayvan veya insanlarla alakali tiirler
tizerine yogunlasmistir (4). Konak dagilimlari bilinen bu tiirler i¢in bazi tiirlerde konak
cesitliligi sinirhiyken [6rn. C. brevitarsis Kieffer 1917 genis olgekte ruminantlar ve atlardan
beslenmektedir (21)], baz tiirlerde gesitlilik oldukga fazladir (6rn. C. subimmaculatus Lee &

Reye 1953 ve C. ornatus Taylor 1913 tiirleri kuslardan ve memelilerden beslenebilmektedir).

2.1.1.2 Beslenme Davranisi

Culicoides tiirlerinin disileri, giindiiz aktif tiirler arasinda bildirilmesine karsin genellikle
alacakaranlik veya gece aktif olma egilimindedirler (22). Baz1 Culicoides tiirlerinin ekzofilik
oldugu ve beslenmek icin binalara girme konusunda goniilsiiz olduklar1 gosterilmistir. Bu
beslenme davranisi iizerine yapilan c¢alismalar genellikle, viremik veya degerli hayvan
stoklarmin vektorlere maruz kalmasmin Onlenmesi iizerine yogunlasmis olup bu noktada
ozellikle simdiye kadar ¢alisilmis olan tiirlerde bu fenomonun degiskenlik gostermesiyle non-
vektor tiirlerin 6nceden tahmin edilmesi giicliik olusturmaktadir (23-30). Bu sonuglar bazi
caligmalarda 1s1k tuzaklarmin kullanilmasiyla daha da komplike hale gelmis olup, Carpenter ve
ark.’nin (31) da belirttigi tizere ekzofilik tiirlerin binalarin igine de saldirabilecekleri

gosterilmistir. Ayrica bazi Culicoides tiirlerinin bina igindeki konaklarina, 1sik tuzagi



yerlestirilmis binalardaki konaklara nazaran daha farkli reaksiyon gosterdiklerine dair kanitlar
bulunmaktadir (29).

2.1.2 Hayat Siklusu

Culicoidesler, yumurta evresi, dort larva donemi, pupa ve ergin dénemi olmak {iizere tipik
nematoceran hayat siklusuna sahiptirler (Sekil 2.2). Culicoides tiirlerinin yumurtalari silindirik,
yaklasik 400 um uzunlugunda ve 50 um genisliginde olup genellikle lireme yerlerinin yiizey
kisimlarina yumurtalarini birakirlar (32). Larvalar ortalama 6. giinde yumurtadan ¢ikarlar ve
bazi tiirlerde hemen diapoza girerler (33-37). Larvalar iyi gelismis bas kapsiiliine sahip kurtcuk
seklindedirler ve 9 abdominal segmentin yaninda 3 de torasik segmente sahiptirler. Larvalarin
viicutlart sirali setalarla kaplidir. Larvalarin gelisimi tamamiyla beslenme ve sicakliktan
etkilenmekte olup bazi tropikal tiirlerde larval gelisim 24 giinde tamamlanmaktayken (38), bazi
Arktik tiirlerde bu siire yaklasik 2 yili bulabilmektedir (39). Larvalarin aksine pupa, taksonomik
olarak siniflandirilabilme 6zelligine sahip operkulumun yerlesimi, solunum borusu ve abdomen

yapisi gibi morfolojik 6zelliklere sahiptir.

Blood-feeding éonadotrophic
: cycle o‘f adult female

Egg maturation

Culicoides life cycle

Development and survival Development and survive

Sekil 2.2 Culicoides tiirlerinin hayat siklusu (4).

2.1.2.1 Larval Habitat
Culicoides larvalar yiiksek nemli iireme alanlarina ve organik maddelere ihtiya¢ duymaktadir.

Larvalar farkli katmanlarda bulunabilmektedirler. Birgok tiiriin larvasi sularda serbest olarak



yasayabilmekteyken Avaritia alt soyundaki bazi tiirlerin larvalar1 yiizemez ve hayatta

kalabilmek i¢in kat1 veya yari kat1 ortama ihtiyag duyarlar (34, 40, 41).

Meiswinkel ve ark. (42) Afrika Culicoides tiirlerinin larval habitatlarini doért temel gruba

ayirmistir ki bu gruplamanin Avusturalasyan tiirleri i¢in de gecerli olabilecegi diisiintilmektedir.

1. Su/kara ara yiizii: Avusturalasya tiirlerinin hemen hemen yaris1 bu habitatta
yasamaktadir. Su akintili, durgun, tatli, hafif tuzlu, tuzlu, temi veya kirli olabilmektedir.
Ayrica dogal sartlarda ya da modifiye [insan yapimi (6rn. sondaj drenleri ve barajlar)
veya hayvanlarin olusturdugu (buffalolarin yuvarlandigi c¢amurlu alanlar)] de
olabilmektedir. Katmanlar kumdan toza ve camura kadar degisebilmektedir.

2. Hayvan giibresi: Kettle ve Lawson (43) Culicoides tiirleri ile hayvan giibreleri
arasindaki iliskiyi tespit eden ilk kisiler olup arastiricilar sigir giibrelerinde C.
chiopterus (Meigen) 1830 ve C. dewulfi Goetghebuer 1936 (C. pseudochiopterus (44))
tiirlerini belirlemislerdir. Biiyiik hayvanlarin 6zellikle de ruminantlarin giibrelerinin
Avaritia alt soyuna ait 12 Culicoides tiirii tarafindan kullanildigi gézlemlenmistir (45-
49). C. brevitarsis (38, 45, 50), C. brevipalpis ve C. wadai (45); C. kanagai Khamala
ve Kettle 1971 (47) ve C. bolitinos Meiswinkel 1989 (48) gibi bazi tiirler giibre disinda
baska higbir ortamda yasayamamaktadirlar. Avusturalasya tiirlerinden yalnizca {igii
hayvan giibrelerini kullanmaktadir (45).

3. Bitki ve kaya oyuklari: Culicoides tiirleri tarafindan kullanilan oyuklar farklilik
gosterebilmektedirler. Baz1 oyuklar agacglarda bazilar kiiciik su ceplerinde bazilar1 da
Pandanus gibi bitkilerin yapraklarinin tabaninda olabilmektedir. Agag oyuklari 2-3 litre
su ihtiva edebilmekte olup siirekli olarak ciiriimiis yapraklarla kontaminedir ve
predatorlerin de aralarinda oldugu bir¢ok farkli omurgasiz tiiriine de ev sahipligi
yapabilmektedir (51).

4. Ciiriimiis meyve, bitki ve mantarlar: Rolatif olarak az sayida Culicoides tiiriiniin
clirimiis bitki materyali ile iliskili oldugu bildirilmis olup Meiswinkel ve ark. (42)
Afrika’da bu tiir habitatlarin genis 6lgekte heniiz kesfedilmedigini rapor etmislerdir. Bu
tiir habitatlar1 kullanan tiirlerin yaygin olarak Avaritia alt soyundaki tiirler oldugu
kaydedilmistir (18).



2.1.2.2 Pupal Davranig

Culicoides soyundaki sokucu sinekler yukarida bahsedildigi iizere ¢ok c¢esitli habitatlarda
gelisim gosterebilmekte olup bu farkli habitatlara yasamlarini siirdiirebilmek i¢in gelisim
donemlerinde ¢esitli fizyolojik ve davramissal adaptasyonlar sergileyebilmektedir. Dyce ve
Murray (52), Bat1 Avustralya’daki Culicoidesler iizerinde yiiriittiikleri ¢alismalar sonucunda ti¢
farkli tip pupal davranis belirlemisler ve bu farkliliklarin bilinmesiyle toplama ve kiiltiir
tekniklerinin etkinliginin arttigina dikkat ¢ekmislerdir. S6z konusu bu ii¢ pupal davranis tipi

asagida gosterilmistir.

Tip A (Substrattan su yizeyine dogru c¢ikan ve yiizeyde kalan pupa)

Bu tip davranis sekli en yaygin olandir ve immatiir donemleri durgun veya ¢ok yavas akan su
veya hafif tuzlu sularin kenarlarinda bulunan C. austropalpalis, C. dycei, C. bunrooensis, C.
marksi, C. multimaculatas ve C. victoriae tiirlerinde goriildiigii bildirilmistir. Bu tip davranis
sekli ayrica gelgitli havuzlardaki yiizen alg yiginlari lizerinde tireyen C. henryi tiiriinde de
gozlemlenmistir. Yiizme 6zelligi muhtemelen pupal gelisimin farkli devrelerinde gelismektedir
fakat pupa yiizeye dogru geldiginde tekrar dibe dogru batamaz ve uzun aksisi boyunca suya
paralel olarak yiizer vaziyette kalir. Daha sonra hava ve su hareketleri ile dagilirlar ve sonradan

suda sekillenen menikiislerde tekar y1gilim yaparlar (52).

Tip B (Su viizevine tekrarli olarak viikselen, viizev tabakasindan ayrilan ve tabanda dinlenmek

icin dalan pupa)

Bu davranis sekli yalnizca aga¢ oyuklarinda gelisim gosteren iki tiir C. angularis ve C.
mackerrasi’de gozlemlenmistir. Bu pupalar tabanda horizontal pozisyonda dinlenme halinde
bulunurlar ve abdomenlerinin hafif sallayarak harekete gecirip yavas bir sekilde yilizeye dogru
yiikselirler, bunun disinda bariz bir viicut hareketi sergilemezler. Pupa yiikselirken ve batarken
cephalothorax iistte olmak tizere dik bir sekilde durur. Su yilizeyinde sifonlarin1 havayla temas
edecek sekilde vertikal olarak uzanirlar. Su yiizeyini abdomenlerini hafif sallayarak birakirlar
ve kademeli olarak dibe dalarlar. Su ylizeyinde eger rahatsiz edilirlerse ani bir sekilde ylizeyi
birakip hemen dalig gosterirler. Bu davranis sekli ritmik olup siiphesiz pupanin respirator
gerekliligi ile kontrol edilmektedir. Pupanin yiizme 6zelligi ¢iplak gozlede goriilebilir olan

cephalothorax i¢indeki gaz igerigi ile iligkilidir. Pupa hareketleri atmosferik basincin suni



etkisiyle kontrol edilebilir ve atmosferik basincin artisiyla yiizeye ¢ikislarinin engellendigi

durumlarda muhtemel oksijen eksikligi sebebiyle pupalar dlebilir (52).

Tip C (Su altinda kalan ve tabanda oyuk olusturan pupa)

Gelgitli nehir agizlarindaki kum birikintilerinde gelisim gosteren bir kistm Culicodies tiirlerinin
pupalart bu sekilde davramig sergilerler. Bu tiirler yiizmezler ve bulunduklar1 yerden
c¢ikarildiklarinda abdomenin ilk halkasinin u¢ kisminin lateral hareketleriyle hizli bir sekilde
(genellikle 15 saniyede) kum igerisine gomiiliirler. Pupanin anal segmentinin posterolateral
¢ikintis1 ve abdominal bristellar1 anterior olarak kivrilir. Bu posterolateral ¢ikintilar, deniz
kumunda yerlesim gosteren C. melleus tiirlinde de benzer sekildedir. Nehir kumlarindan da
cikarilan diger iki Avusturalya tiirii C. molestus ve C. subimmaculutus da benzer ¢ikint1 ve
bristallara sahiptir. Baz1 Culicoides tiirlerinin pupalari medcezirlere bagli olarak doniisiimlii
olarak yiizeyde ¢iplak halde ve su altindaki kum birikinti alanlarinda bulunmaktadir. Bu bolge
dalgalarin hareketleriyle de olusturulabilen bir alan olup gilines isinlartyla isitilmakta ve
kurutulmaktadir. Bu pupalarin aktif hareketlerinin, kum birikintileri i¢erisindeki lokasyonlarini
korumay1 garantiye almak amaciyla oldugu goézlemlenmistir. Ayrica pupalar kum ylizeiyin ¢ok

kuru ve sicak oldugu durumlarda kendilerini daha derine gémebilirler (52).

2.1.2.3 C(iftlesme

Diger birgok Culicomorpha ve genis ¢apta diger Diptera’da oldugu gibi Culicoides soyuna bagli
birgok tiirlin erkekleri kiimeler halinde birarada bulunurlar. Bu toplu halde bulunmanin esas
amaci tartismali olsa da ¢iftlesmenin etkinligini artirmak oldugu kaydedilmistir (4). Culicoides
kiimeleri genellikle zemin tlizerinde koyu ve ag¢ik alanlarin karisimi tarzinda gorsel markerlar
olustururlar. Bir¢ok tiirde bu kiimelenme alacakaranliktan hemen 6nce sekillenmeye baslar ve
herzaman disilerden ¢ok daha fazla erkekleri igerir (4). Downes (53), bu gorsel kiimelerin hem
erkek ve hem de disileri cezbettigini ve bu kiimelerin erginlerin bir araya gelmesi i¢in ve
ciftlesmeyi kolaylastiran bir mekanizma oldugunu bildirmistir. Downes (54) sonradan bu
kiimelenmenin erkeklerde spermatidlerin hizli transferine imkan saglayan spermatophore
tiretimini stimiile edebildigini ve dolayisiyla kopulasyon i¢in gerekli zaman diislirdiigiinii

kaydetmistir.

Erkekler anlasildigi kadar kiime igerisindeki disileri bulmak icin isitsel sinyalleri

kullanmaktadir (55). Culicomorpha’nin birgok tiiriinde erkeklerin antenleri bazal segmentte
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helezon tarzinda mekanoreseptiv duyusal Killar (sensilla chaeticae) ihtiva eder ve bunlar ses
dalgalarini algilarlar. Isitsel sinyaller bu mekanoreseptiv Killar tarafindan alinir ve antenlerin
pediceli iizerindeki Johnston’s organinda kaydedilir. Buna zit olarak disilerin antenleri ¢cok daha
az mekanoreseptiv kil bulundurur ve isitsel sinyallere duyarl olarak goziikmemektedirler (56).
Bir¢ok diger gruplarin kiimelenmeyi ¢iftlesme stratejisi olarak kullanmalarina karsin bu anten

dimorfizminin Culicomorpha ile sinirli olmasi dikkat ¢ekicidir (4).

Kiime olusturmadan ¢iftlesme davranisi bazi1 Culicoides tiirlerinde goriilebilmektedir. Downes
(53), C. nubeculosus ve C. sonorensis i¢in fakiiltatif kiimelenme davranisi bildirmis olup, bu
karakterleri bu tiirlerin laboratuvar kolonilerinin olusturulmasini miimkiin kilmistir. Arastirici
(53) ayrica C. utahensis’in omurgali konag lizerinde ¢iftlesebildigini ve tanimlanmamis diger
bir tiiriin de yerde ¢iftlestigini gézlemlemistir. Bu son iki tiirde modifiye ¢iftlesme davranisi
erkek anten morfolojisine de yansimis olup biiyiik ihtimalle kiime olusturmayan erkeklerin
kiime icerisinde disiyi bulmak i¢in duyusal isitme aparatlarina ihtiyaci olmamasiyla iliskilidir.
Wirth ve Hubert (18) ve Dyce (57) sonralar1 C. kusaiensis ve C. agas erkeklerinde anten
tiylerinin bulunmamasinin bir kiimelenme olmayan ciftlesme stratejisini yansittigini kabul

etmislerdir.

2.2 Saghk ve Ekonomik Onem
Ceratopogonidae ailesindeki tiirler diger hematofagdz insektlerde oldugu gibi, alerjik
reaksiyonlara yol agmalar1 ve gesitli bakteriyel, viral ve parazit patojenleri gesitli konaklara

nakletmeleri agisindan yiiksek medikal ve veteriner 6neme sahiptirler.

2.2.1 Rahatsiz Edici Etkisi

Tek bir sinek tarafindan emilen kan miktar1 yaklasik 0,03ul (58) olup ¢ok sayida sinekle
enfestasyonlar dahi kan kaybina bagli problemlere yol agmamaktadir. Bununla birlikte 1s1k
tuzaklariyla ¢ok fazla sayida sinek toplanabilmekte olup (42) bunlarin sokucu popiilasyonun
yalnizca %1’ini temsil ettigi kaydedilmistir (59). Culicoideslere diinya ¢apinda verilmis olan
bazi yaygin isimler bu sineklerin Diinya c¢apinda rahatsiz edici etkilerinin Onemini
yansitmaktadir. Oyle ki bu sinek tiirleri bilimsel lakaplarla anilmaktadirlar. Bu kotii sohretlerine
ornek olarak bilimsel lakab tasiyan molestus, damnosus, irritans ve diabolicus gibi tiirler
verilebilir (4).
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Avusturalya’nin kKiyiya yakin ¢esitli bolgelerinde, Culicoides tiirleri uzun zamandir insanlar igin
pest problemi olusturmaktadir. Insan pest tiirleri olarak isimlendirilen ilk Avusturalya tiirleri C.
molestus ve C. marmoratus’dur. Son yillardaki niifus artis1 ve turizm bu problemi daha da
alevlendirmistir. Kanal sulama sistemlerinin insaasi, irmak kenarlarinin drene edilmesi gibi
cevresel etmenlerden dolay1 bazi bolgelerde bu sinekler i¢in yeni yasam habitatlart meydana

gelmistir (60).

Insanlarda enfestasyon onemlerine ragmen sadece birkac bilimsel makalede bu konuya
deginilmis ve 6zellikle de bu yayinlarda sivrisineklerin etkileriyle kiyaslamalar yapilmistir.
Hendry (61), iskocya’nin yiiksek kesimlerinde C. impunctatus’un sosyo ekonomik etkileri
hakkinda bazi anektodlar vermistir. Yine Linley ve Davies (62), Karayipler’de bu sineklerin
turizme etkileri hakkinda raporlar sunmuslardir. Queensland’in Hervey Bay bolgesinde C.
ornatus tiriiniin 25 milyon dolarlik ekonomik kayba yol agtigi rapor edilmistir (63).
Avusturalasya bolgesi diger endemik bolgelerde oldugu gibi igerdigi faunasinin az bir kismi
(<%3) insanlardan beslenen pestler olarak rapor edilmis ve bu tiirler Pasifik’te C. belkini ve C.
peliliouensis (64, 65) ve Avusturalya’da C. ornatus, C. longior, C. molestus, C. marmoratus ve

C. subimmaculatus tiirleri olarak bildirilmistir (60).

2.2.2 Allerjik Dermatitis

2.2.2.1 Medikal

Bazi Culicoides tiirlerinin rahatsiz edici etkileri siiphe gétiirmezken, ataklari takiben ciddi
medikal rahatsizliklara yol agtiklarina dair ¢ok az rapor bulunmaktadir. Wirth ve Blanton (66)
Panama’da bu sineklerin ataklarmmi takiben sekonder enfeksiyonlarin sekillendigini,
Wongsathuaythong ve ark. (67) ise Tayland’da sinek sokmalarini takiben insanlarda deri

erozyonlarinin olustugunu bildirmislerdir.

2.2.2.2 Veteriner

Culicoides sokmalarina bagli alerjik dermatitis olgulart bir kisim konaklardan bildirilmis
olmakla birlikte en yaygin ve agir reaksiyonlar atlarda bildirilmistir. Diinyanin cestli
bolgelerinde C. imicola, C. pulicaris, C. obsoletus, C. brevitarsis, C. impunctatus ve Culicoides
sp. gibi tiirlerin hayvanlarda giiclii kasinti, dermatit, hipersensitivite ve Kasen hastalig1 gibi

alerjik reaksiyonlara sebep olduklari rapor edilmistir (68-72).
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2.2.3 Vektorliik Rolleri

Farkli gruplardan bir¢ok organizma artropodlar tarafindan nakledilebilirken, Culicoideslerin
yalnizca nematodlar, protozoonlar ve viruslarla iligkili oldugu bilinmektedir. Culicoides
tiirlerinin vektorliik rolleri tizerine ¢calismalarin biliyiik cogunlugu medikal ve veteriner oneme
sahip patojenler lizerine yogunlasmustir. Culicoides tiirlerinin naklettikleri patojenler en ciddi

ruminantlari etkilemektedir (4).

Genel olarak nativ Culicoides tiirleri bolgeye disaridan gelmis memelilerin patojenlerini
nakledemezler (58, 73-76). Buna karsin bu yerli tiirler 6zellikle kus ve keseliler olmak {izere

nativ omurgalilarin viruslari ile iliskilidirler (58, 77).

2.2.3.1 Nematodlar

Culicoides tiirlerinin vektorliiklerini yaptiklar1 nematodlar yalnizca Filarioidea tist ailesinde
bulunan nematodlardir. Bu nematodlarin bazilari gerek insanlarda gerckse hayvanlarda
parazitizme yol agmalarinin yaninda yiiksek patojeniteye sahip degillerdir. Culicoides tiirlerinin
naklettikleri tiirler arasinda Onchocerca sweetae, O. gibsoni, O. gutturosa, O. cervicalis, O.
reticulata, Dipotalonema perstans, D. ozzardi, D. marmosetae, D. streptocercum, D.
cauduspina, D. gracile, D. llewellyni, Splendidofilaria californiensis, S. picacardina,
Chandierella quscali, C. striatosspicula, C. chitwoodae, Eufilaria longicaudata, E. bartlettae,
E. delicata, E. kalifai, Macacanema formosana, Cercopithifilaria johnstoni, Durikainema

macropi ve Ornithofilaria fallisensis gibi nematodlar bulunmaktadir (78-84).

2.2.3.2 Protozoa

Culicoides tiirleri yalnmizca Haemosporidea takimindaki protozoonlarin vektorliigiin
yapmaktadir. Bu protozoonlarin ¢ogu kus parazitleridir. Protozoonlardan Hepatocystis kochi,
H. brayi, H. levinei, Lecucocytozoon sp. L. caulleryi, Haemoproteus meleagridis, H.
danilewski, H. fringillae, H. nettionis, H. meleagridis, H. desseri, H. canachites, H. velans,
Trypanasoma spp., Try. bakeri, Try. chabaudi, Try. davidmolyneuxi, Try. evertii, Try. gentilnii

ve Try. avium tiirler bu sinekler tarafindan taginmaktadirlar (4, 85-89).

2.2.3.3 Viruslar
Culicoides tiirleri baz1 6nemli nematod ve protozoon parazitlerini de naklettikleri halde esas
itibariyle en dnemli vektorliik rolleri naklettikleri viruslardan gelmekte olup bu viral hastaliklar

biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Culicoides tiirleri basta ruminant ve atlar olmak
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tizere birgok hayvan tiirline ¢esitli viruslar1 nakledebildikleri halde insanlara yalnizca bir viriis
tirtinii (Oropouche) nakletmektedirler. Naklettikleri viruslar arasinda Orbiviruslar (African
horse sickness, Bluetongue viriis, bunyiip creek, CSIRO village, D’Aguilar, Epizootic
hemorrhagic disease viriis, Equine encephalosis viriis, Eubenangee, Kasba, Letsitele viriis,
Marrakai, Midjinbarry, Nyabira, Wallal, Warrego, Wongorr), Bunyaviruslar (Akabane virus,
Aiono virus, Ananindeua, Belmont, Bunyavirus sp., Douglas viriis, Keterah, Schmallenberg),
Alphavirus (Barmah forest), Lyssaviruslar (Barur, Bivens arm, Bovine ephemeral fever virtis,
Humpty Doo, Kimberley, Ngaingan, Tibrogargan) ve Vesiculovirus (Vesicular stomatitis, New
Jersey strain) yer almaktadir (4, 58, 90-96).

2.3 Culicoides ile Ilgili Olan Fakat Tasinmayan Diger Organizmalar

Culicoides tiirleri ile mikroorganizmler arasindaki iligkiler hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis
olup bu sineklerin viruslar, bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve nematodlar gibi birgok
organizmayi tagidiklari saptanmistir (97). Bu organizmalarin birgogunun kommensal simbiyont
olduklar1 kanitlanmig olup Heleidomermis soyundaki mermithid nematodlarin Culicoides
tirleri i¢in olduk¢a patojen olduklar1 ve sinek popiilasyon dinamiklerini etkiledikleri
bildirilmistir (98).

Ceratopogonidlerin mermithid parazitleri Palearctic, Nearctic, Oriental ve Afrotropical
bolgelerden rapor edilmistir. Debenham (99), Avustralyan Forcipomyia (Lasiohelea) tiirlerinde

nematodlarin varliklarim1 rapor etmis, bunlarin muhtemelen mermithid olabilecegini

bildirmistir (98).

Genellikle enfeste sinek larvalarinin biiyiilk ¢ogunlugu parazitler tarafindan o6ldiriiliirler.
Mermithidler bazen yetiskin sinekleri de enfeste edebilmekte olup bu sineklerde normal
olmayan morfolojik karakterler goriilmektedir (100). Enfeste yetiskinlerde en sik goriilen
semptomlar erkek genital organlarinda, antenlerde, palplerde ve agiz parcalarinda goriilmekte

olup erkeklerde disilere benzer karakteristik 6zellikler sekillenmektedir (100).

2.4 Culicoides Tiirlerinin Yayilim

Culicoides tiirlerinin ve diger insektlerin yayilimi genellikle kisa mesafeli veya uzun mesafeli
olabilmektedir. Vektorlerin yayilim karakterleri iizerine yapilan bir¢cok c¢alisma bitki
viruslarinin vektorleri tizerinde odaklanmis olup Culicoides tiirlerinin davranislarinin tahmin

edilebilmesi heniiz tam anlamiyla uygulanabilir degildir (101).
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2.4.1 Culicoides erginlerinin kisa mesafe hareketleri

Culicoides eriskinleri genellikle zayif ugucular olup 10 km’nin {izerindeki uzun mesafelere
ucabilmeleri i¢in riizgara ihtiyag duyarlar (32). Avusturalya’da yapilan ¢alismalarda Culicoides
eriskinlerinin ugus mesafeleri arastirllmistir. Bu ¢alismalarda C. flumineus, C. immaculatus, C.
molestus ve C. subimmaculatus i¢in 400m ve C. longior i¢in 800m (60), C. ornatus i¢in 1,6-3
km (60, 102), C. brevitarsis i¢in 40 m-2 km (103, 104) ve C. marmoratus i¢in 16 km’lik (60)

ucus mesafeleri tespit edilmistir.

2.4.2 Culicoides erginlerinin uzun mesafe hareketleri

Insektlerin uzak mesafelere ucabilmeleri oldukca zordur. Insektlerin ucus mesafelerini ve
davraniglarini kiyaslamak i¢in karada veya karaya yakin seviyelerde [0rn., direk tuzaklari (105),
vakum tuzaklar1 (106), 1sik tuzaklar1 (107)], karaya yakin su kenarlarinda (108), diisiik
rakimlarda (109) ve yiiksek rakimlarda (110) gibi degisik birtakim teknikler kullanilmistur.

Vektorlerin uzak mesafelere uguslarinin indirekt ve tesadiifi kanitlari, riizgar yoriingesindeki
hastalik ~ salginlari (111, 112) veya egzotik virlis istilarlarina  dayandirilarak
degerlendirilmektedir (113, 114). Bu fenomon Culicoides tiirleri tarafindan nakledilen 6 virus
tizerinde Avrupa, Orta Dogu, Kuzey Amerika ve Avusturalya bolgelerinde ¢alisilmis ve bu

fenomonun olduk¢a yaygin oldugu ve ortak seyrettigi gézlemlenmistir (115-117).

Son yillarda elde edilen genetik bilgiler 1s18inda haemotophagous insektlerin uzak mesafe
uguslart hakkinda kanitlar saglanmistir. Chapman ve ark. (118), Papua Yeni Gine ile Kuzey
Avusturalya’daki sivrisinek popiilasyonlar1 arasinda gen aktarimi oldugunu gostermislerdir.
Yine Kuzey Akdeniz ve Kuzey Afrika arasinda C. imicola tiirlerinin multiple istilalar

gerceklestirdikleri rapor edilmistir (119).

2.5 Sistematik

Ekonomik oOnemlerine ragmen Culicoides tiirlerinin erigkinlerine mutemelen g¢ok kiiciik
ebatlarda olmalariyla iliskili olarak onceki taksonomi arastiricilari tarafindan yeterli 6nem
verilmemistir (4). Culicoides tiirleri ilk kez 1758 yilinda Linnaeus tarafindan bildirilmis ve
1900’1 yillarda 22 tiir tanimlanmustir (4). Bu yildan sonra tanimlanan tiir sayis1t Wirth’in (120)
yeni siniflandirmada monografi formatina kadar hizli bir sekilde artmistir (Sekil 2.3). Japonya
(121), Mikronezya (64); Papua Yeni Gine (64, 122), Ingiltere (10), Filipinler (123), Dogu
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Afrika (124), Laos (125), Rusya (126), Giineydogu Asya (18) ve son olarak da Cin’i (127) de
kapsayayn monografiler diinyada tanimlanan Culicoides tiirlerine ¢ok biiyilik katki yapmuistir.
Taksonomik aktivitedeki bu biiylik oran ve hareketliligin 1990’11 yillardan sonra diismeye
basladig1 goriinmektedir (Sekil 2.3) (4).

Culicoides soyu barindirdig: tiirler agisindan oldukga zengin bir soydur. Diinyadaki ilk fauna
hakkindaki dokiimanlar Arnaud (121) tarafindan girilmis olup 671 tiiriin listesini ¢ikarmistir.
Daha sonra Arnaud ve Wirth (128) bu listeyi giincellemis ve 671 tiiriin iizerine 244 yeni tiir
ilave etmislerdir. Wirth ve Dyce (129) Culicoides soyunda bulunan tiir sayisini liste
vermeksizin 1123 olarak rapor etmislerdir. Daha sonra Boorman ve Hagen (130) 1537 tiirliikk
yeni bir liste yayimlamis, fakat sinonimleri identifiye etmemiglerdir. Bu sebeple arastiricilarin
(130)bildirdigi toplam say1 gegerli tiirlerin gergek sayisini yansitmamistir. Borkent ve Wirth
(131) gegerli tiir sayisininin 1247 oldugunu belirtmis ve bunlardan 37’sinin fosil tiir oldugunu
kaydetmislerdir. Bu liste Borkent (3) tarafindan interaktif olarak yayimlanmis ve Subat 2012°de
toplam say1 1366’ya c¢ikarilmistir. Bununla birlikte Culicoides soyu igersinde heniiz tarif
edilmemis ¢ok sayida kriptik tiirlerin mevcut oldugu bilinmektedir. Ornegin, Dyce (132),
Avusturalasya faunasinda 118 tarif edilmemis tiirlin oldugunu isaret etmistir. Ayn1 sekilde
Meiswinkel ve ark. da (42) Giiney Afrika’da yaklagik 40 tarif edilmemis tiriin varligini
bildirmislerdir. llango (133) Hindistan’dan 26 tiiriin kaydin1 yapmustir. Borkent’e (3) gore
Hindistan’da tarif edilmis olan toplam 48 tiiriin, Laos [62 tiir kayit edilmistir (125)] gibi kiiciik
ilkelerle kiyaslandiginda oldukea diisiik kaldig1 ve muhtemelen Hindistan’da tarif edilmemis

tiir sayisinin daha yiiksek oldugu hipotez edilmistir.
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Sekil 2.3 Culicoides soyundaki tarif edilmig yeni tiirlerin yillara gore dagilim oranlari (3).
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2.5.1 Generik sinonimler

Culicoides soyu ilk olarak Latreille (1809) tarafindan Ceratopogon punctatus olarak tarif
edilmis ve yaklasik 100 yillik bir periyotta bu siniflandirma gegerli kabul edilmis ve bu yildan
sonra tirler ¢ogunlukla Ceratopogon olarak smiflandirilmislardir. Culicoides soyunun
sinonimleri olarak Oecacta Poey 1853; Psychophaena Philippi 1865; Haematomyidium Goeldi
1905; Cotocripus Brethes 1912; Oxyhelea Kieffer 1921; Diplosella Kieffer 1921;
Haemophoructus Macfie 1925; Synhelea Kieffer 1925, Prosapelma Kieffer 1925 ve
Neoculicoides Boorman ve Lane 1979 gibi isimlendirmeler yapilmistir (4). Ozellikle Oxyhelea,
Prosapelma ve Neoculicoides, Borkent (3) tarafindan gecerli alt soylar olarak klasifiye

edilmislerdir.

2.5.2 Subgenerik Klasifikasyon

Culicoides soyundaki gibi ¢ok biiyiik ve genis soylarda tiirlerin tamaminin klasifikasyonlarini
yapmak olduk¢a zordur. Soylarin evrimlesme siireglerinin anlagilmasi ve ilgili tiirleri
gruplandirilmast mavidil virusunun muhtemel kompetent vektoriiniin Avaritia alt soyuna ait
tirlerin oldugu spekiilasyonlarina yol agmistir (75). Bu spekiilasyon, son yillarda Avrupa’da
benzeri gorliilmemis salginlarda bu alt soya ait bir¢ok tiirlin mavidil virusunun orijinal vektorleri

olduklarinin belirlenmesiyle desteklenmistir (134).

Root ve Hoffman (135), Nearktik fauna tizerinde ¢alisarak Culicoides’lerin siniflandirmasinda
yaptiklar1 subgenerik kalsfikasyonla ilk tesebbiisii yapmislar ve takiben de Edwards ve ark. da
(136) Palearktik bolgelerdeki fauna iizerinde benzer klasfikasyonu gergeklestirmiglerdir. Fox
(137) ve Vargas (138) ilaveten 2 alt soy olusturmustur. Wirth ve Blanton (66), resmi bir alt soy
taksa olusturma olayindan kaginmis ve daha biiylik faunalarin incelenmesi i¢in ve “prioriat
kurallar1 ve nomenkulator sistemi” olusturulana dek beklemeyi tercih etmistir. Tirleri
gayriresmi tlir gruplar igerisine yerlestiren bu sistem yaygin olarak benimsenmis ve halen
formal alt soylardan (29 soy) daha ¢ok sayida resmi alt soy icerisine yerlesmemis grup (39 soy)

bulunmaktadir (3).

Tiir gruplarinin birgogu tim Culicoides faunasini dikkate alan g¢alismalardan daha ziyade
bolgesel faunalardaki revizyonlar: takiben olusturulmaktadir. Bu nedenle, Campbell ve
Pellham-Clinton’un (10) Ingiliz faunasinda ve Khamala ve Kettle’m (124) da Dogu Afrika

faunasinda yaptiklar1 revizyonlara dayali monografik ¢alismalar, tiirleri cografik bolgelerine
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spesifik gruplar seklinde uygun yerlere yerlestirmektedir. Bazi bilinen tiir gruplart muhtemelen
monofiletikken ve alt soy gibi degerlendirilirken, Campbell ve Pellham-Clinton’in (10) Segnis
tiir grubu Vargas (139) (C. subg. Wirthomyia) tarafindan subgenerik durumuna yiikseltilmistir.

Borkent ve Grogan (2009), Culicoides’lerin mevcut subgenerik klasifikasyonlariin tatmin
edicilikten uzak oldugunu bildirmistir. Arastiricilar, monofilinin denenmesi veya subgenerik
gruplarin akrabaliklarinin saptanmasi amaciyla hicbir filogenetik analizin yapilmadigini ve
morfolojik Ozelliklerin 6neminin genellikle kesin olmadigini ve morfolojiye gore yapilan
calismalarda bir grubun igerisinde yer alan disilerin ilgili gruba yakinken, ayn1 grup igerisinde
bulunan bazi erkeklerin ise farkli bir gruba yakin oldugunu belirtmislerdir. isimlendirilmis alt
soylarin test edilmemis olmasi siklikla alt soylarin sinonomi igine yada disina ¢ikarilmasina ve
aynt zamanda tiirlerin Oecacta gibi alt soy durumu zayif olan alt soylara tiirlerin
yerlestirilmesine yol agmis (129). Culicoides Wirthomyia alt soyu sininomiye alinip sonra
cikarilan subgeneralara bir 6rnektir. Bu subgenera Vargas (139) tarafindan olusturulmus, Wada
(140) tarafindan ise yok sayilmigs ve "Segnis grup" olarak isimlendirilmesi tercih edilmis,
Remm (141) tarafindan C. subgen. Oecacta olarak degerlendirilmis, Delécolle ve Kremer (142)
tarafindan yeniden ortaya siiriilmiis ve Wirth ve ark. (143), Glukhova (126) ve Phillips ve ark.
(144) tarafindan da alt soy statiisii dogrulanmustir. Bu alt soyun mevcut durumu tam net olmayip
Yu ve ark. (127) tarafindan yapilan son diizeltmeye gore Wirthomyia alt soyunun tipik tiirii olan
C. segnis, C. subgen. Oecacta igerisine yerlestirilmis ve ilgili soy alt1 tekar yok sayilmistirr. Yu
ve ark. (127) bu sinonomi tizerine herhangi bir hareketlilik 6nermemis ve Borkent de (3) mevcut

sinoniminin dogruluguna dair goriis bildirmistir.

2.6 Culicoides Tiirlerinin Klasifikasyonunda Morfolojik Karakterlerin Kullanimi

Culicoides tiirlerinin sistematikleri tizerinde Onceki c¢alismalarda kullanilan morfolojik
ozelliklerin bir¢ogu ya erkeklere ya da disilere spesifiktir. Bununla birlikte kanatlardaki
desenler her iki cinsiyet i¢in de kullanilmakta olup bu kanatlardaki desenler erkek ve disi
tiirlerle ilgili en 6nemli ortak noktadir. Disilerin morfolojik 6zelliklerinde siklikla kullanilan
ozellikler arasinda; kanat macrotrichiasi, mesonatal desenler, gozlerin birlesik ya da ayri olusu,
3. palpal segmentindeki duyu organinin sekli, mandibular dislerin sayis1 ve sekilleri, cibarial
armature, spermatekanin biiyiikliigii, sayisi ve sekli, distalden proximale antennal segmentlerin
uzunluk oranlari, birinci ve ikinci arka tarsal segmentlerin uzunluk oranlari, costal damarlarin

ve kanatlarin uzunluk oranlari, proboscis ve basin uzunluklar1 yer almaktadir. Erkeklerin
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morfolojik 6zellikleri arasinda ise; erkek aedeagus ve paramerlerinin sekli, 9. sternit {izerinde
spikiiliin varligi, 9. tergit lizerindeki postero-lateral ¢ikintilarin gelisim derecesi, gonocoxit’in

dorsal ve ventral kokiiniin gelisim derecesi gibi 6zellikler yer almaktadir (3, 4).

2.7 Molekiiler identifikasyon

Insektlerin ve diger canlilarin identifikasyonlarinin yapilmasi amactyla DNA tabanli molekiiler
analizler 1980’1 yillardan beri kullanilmaktadir (4, 145). Standard DNA bolgelerinin kullanimi
Hebert ve ark. (146) tarafindan “DNA barkodlamasi” olarak isimlendirilmistir. Tiirlerin
isimlendirilmesi ve taksalarin sistemik yerlesimine yardimeci olmak amaciyla rutin DNA
kullanimina olan ilgi sonucu molekiiler taksonomi ¢aligsmalar1 hiz kazanmistir (147). Kullanilan
DNA teknikleri, morfolojistler tarafindan yapilan sistemik hipotezlerin test edilmesinde ¢ok
giivenilir teknikler olsa da baz1 caligmalarda geleneksel taksonomi tabanli ¢aligmalara da
ihtiyag duyulabilmektedir (148). Modern ¢alismalar, Dayrat’in (149) “integrative taksonomi”

modelini kullanma egilimindedirler (150).

DNA barkodlama prensibi, tiim tiirlerin mitokondrial cytochrome oxidase I (COI) gen bolgesi
icerisinde ortak bir m-DNA’ya sahip olduklari temeline dayanmaktadir (146). Ancak benzer
barkodlar1 paylasan g¢esitli tiirler de bulunmaktadir (148, 151). Yine ¢ok sayida farkli
haplotiplere sahip tek tiirler de bulunmaktadir (119). Barkodlamanin esas amaci, tanimlanmis
tiirlerin identifikasyonlarinin yapilmasi olup hayat siklusundaki farkli donemlerin de
ayrimlarinin yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Morfolojik 6zelliklere bakilarak yapilan
identifikasyonlar insektlerin hayat sikluslarimin farkli donemlerinin ayriminda yetersiz
kalabiliyorken DNA barkodla teknigi sayesinde tiirlerin farkli donemlerde ayrimi da ¢cok daha
kolay olmaktadir. Ornegin baz1 disi veya olgunlasmamis dénemdeki drneklerde morfolojik
ayrim olanaksizken, COI barkodlamas: bu orneklerin ayrimina da imkan vermektedir.
Genellikle COI barkodlamas: ve morfolojik ayrimlar birlikte kullanilmaktadir. DNA
taksonomisinin tiirlerin belirlenmesinde ve morfolojik olarak ayrilamayan kriptik tiirlerin

ayriminda ¢ok kullanislt oldugu kanitlanmistir (152).

2.7.1 Culicoides Tiirlerinin DNA Analizi

Culicoides tiirleri tizerine ilk genetik analizler Tabachnick (153) tarafindan yapilmistir.

Arastiric1 (153) starch jel elektroforezi kullanarak C. variipennis’in farkli alt tiirlerinin genetik
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farkliliklarini belirlemek amaciyla 7 izo-enzim kullanmistir. Bu ¢alisma sonucu 3 alt tiir, tiir

seviyesine yiikseltilmistir (154).

Culicoides tiirlerinin ayriminda PCR teknolojisinin ilk kullanimi, Nearktik Culicoides tiirlerinin
ayriminda polimorfik DNA’y1 rastgele ¢ogaltan tRNA’y1 bulan Raich ve ark. (155) tarafindan
gerceklestirilmistir. Son yillarda, COI, COIl, 16S, ITS-1 ve ITS-2 DNA bolgelerini kullanarak
yapilan genetik analizler ve rapid amplified polymorphic DNA markerlari morfolojik olarak

ayrimlart oldukga zor olan Culicoides tiirlerinin ayriminda basariyla kullanilmaktadir (4).

Bu calismalarin biiyiik ¢cogunlugu Avrupa’da yapilmis olup genellikle veteriner 6nemi olan
Avaritia ve Culicoides alt soylar1 iizerine yogunlagmistir (17, 156-162). Subgenerik
gruplandirmada ITS-1 (163) ve COl ile COIl (164) gen bolgeleri bazi gruplar i¢in kullanilmig
olup bu genlerin tiir ayriminda oldukga etkili olduklar1 rapor edilmistir. Bu ¢alismalardan
bazilar1 kriptik tiirlerin varligini ortaya c¢ikarmis ve sadece morfolojik bilgilere gore yapilan

onceki sinonimlerde diizeltmeler yapilmasi ihtiyacini dogurmustur (157, 161).

Subgenerik gruplandirmalarin test edilmesi amaciyla molekiiler tekniklerin kullanim1 daha az
dikkate alinmistir. Bunun muhtemel sebebi morfolojik olarak benzer gruplar igerisindeki vektor
tirlerinin ayrimindaki ekonomik Oncelikler olabilecegi diisiiniilmektedir (6rn. Avrupa’da
mavidil virusunun naklinden sorumlu Obsoletus ve Pulicaris gruplari). Sebastiani ve ark. (162)
ve Linton ve ark. (158) Avaritia alt soyunun Imicola kompleksindeki Afrotropikal tiirlerin
filogenik arastirmalarinda COI gen bolgesini kullanirken, Gomulski ve ark. (165) ayni alt soyda
yer alan Obsoletus kompleksindeki tiirlerin arastirilmasinda ITS-2 gen bdlgesini
kullanmiglardir. Perrin ve ark. (163) Culicoides soyundaki Fransa tiirlerinin filogenisinde ITS-
1 genini kullanmistir. Matsumoto ve ark. (164) Japonyada inceledikleri bazi tiirlerinin

morfolojik analiz sonuglariyla COI+COl| filogenetik analizleri arasinda iliski kuramamiglardir.

Ceratopogonidae soy seviyesinde genelde calisilmamis olup yalnizca bir ¢alismanin varligi
goriilmektedir. Bu ¢aligmada (166) COII gen bolgesi kullanilmig ve Ceratopogonidae’nin soy
seviyesinde analizlerinde muglak sonuglar elde edilmistir. Arastiricilar (166) ¢alismalarinda
data setlerinde bulunan her ne kadar {i¢ Culicoides tiiriinii ayirabilmisseler de bu ¢ tiiriin
birlikte gruplanma gdstermemis olmasi ilgili genin bu aile i¢in sinirl bir kullaniminin oldugunu

gostermistir. CAD gibi niikleer markerlarin kullanildigi insektler tizerindeki diger ¢alismalar
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(167-169) bu gen bolgesinin kullanisli oldugunu kanitlanmis ve Culicoides soyundaki ¢esitli

gruplarin ¢6ziimlenmesinde etkili olabilecegi bildirilmistir (4).

2.8 Culicoides pulicaris Kompleks

Culicoides pulicaris kompleks ilk kez Edwards (136) tarafindan tarif edilmistir. Daha sonra
Downes ve Kettle (44) Edwards’in taksonomisini C. pulicaris sensu lato olarak isimlendirmis
ve Culicoides grisescens Edwards ve Culicoides fagineus Edwards olarak iki gruba ayirmistir.
Takiben Khalaf (170) Culicoides subgenusunu 5 gruba bélmiistiir (bunlardan biri pulicaris grup
digeri de chiopterus gruptur). Sonralari yeni Avaritia subgenusu Fox (171) tarafindan
olusturulmustur. Zamanla bu alt grup hizla seklini kaybetmis ve glinlimiizde 3 veya daha fazla
subgeneray1 temsil eden 50 tiiriin artifikal bir derlemesi haline doniismiistiir (126, 172-174).
Giiniimiizde bu kompleks tiirleri Culicoides soy altinda ifade edilmektedir (175).

Tiir diizeyinde Culicoides alt soyunun taksonomisi siirekli degismektedir. Avrupa Culicoides
faunasi lizerine yapilmis kapsamli bir ¢alismada Campbell ve Pelham-Clinton (10) C. pulicaris
grubundaki biraysel taksanin identifikasyonunun saptanmasinin gii¢ oldugunu bildirmisler ve
“Bircok tiirlin ¢ok degisken oldugunu ve birbirlerine ¢ok yakin olduklari i¢in bireysel olarak
ayrimin yapilabilmesi i¢in ¢ok fazla tecriibenin gerektigini” kabul etmek zorunda kalmislardir.
Ayrica arastiricilar (10) “Maalesef erkek hypopygia’st yalnizca iki tiirlin ayriminda ise
yaramaktadir ve disilerin morfolojik yapilar1 bireysel ayrimda erkeklere oranla biraz daha
kullaniglidir” geklinde rapor bildirmislerdir. Takip eden yillarda Lane (176) C. pulicaris
grubundaki sekiz tiirlin kanat yapilarini analiz etmek i¢cin ¢ok amacli morfometrik teknik
gelistirmiglerdir. Buna karsin Palearktik bolgede Culicoides soy altini olusturan tiirler genis
morfolojik ¢esitlilik gostermeleri ve bu ylizden muhtemel bir¢ok tarif edilmemis tiirti gizledigi
icin kesin olarak bilinememektedir. Bu sebeple bir¢ok arastirci “tiir kompleksleri” terimini

kullanmustir (42, 161, 177).

Culicoides pulcaris kompleks tiyeleri tizerine ilk molekiiler bazli ¢alisma Gomulski ve ark.
(157) tarafindan ribozomal ITS-2 marker1 kullanilarak yapilmistir. Bu calismada (157));
morfolojik kriterlere gore ayrilmig Culicoides pulcaris grupta yer alan C. pulicaris, C. pulicaris
dark, C. fagineus, C. lupicaris, C. punctatus, C. deltus, C. remmi, C. flavipulicaris, C. newsteadi
A ve C. newsteadi B tiirlerine ait izolatlar ilgili gen bolgesi yoniinden filogenetik analizlere

tabii tutulmus ve NJ ve ML filogenisine gore filogenetik yapilanmalar1 (Sekil 2.4)
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incelenmistir. Niikleotid farkliliklar en yiiksek C. pulicaris (0.058), C. punctatus (0.055) ve C.
lupicaris (0.041) tiirlerinde saptanirken en diisiik C. newsteadi A (0.000) tiiriinde belirlenmistir.
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Sekil 2.4 Culicoides pulicaris grup tiyelerinin ITS-2 gen bolgesine gore filogenetik yapilanmalari. a: Neighbour-
joining agact; b: Maximum likelihood agac1 (157).

Aragstiricilar (157), C. punctatus ve C. lupicaris’in sinonimi olarak nitelenen sirasiyla C. remmi

ve C. deltus’un ayr tiirler oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir.

Nolan ve ark. (160), C. pulicaris tiir kompleksinde yer alan 5 tiiriin ilk kez mt-COIl gen
barkodlamasini yapmuslar ve filogenetik yapilanmalarini (Sekil 2.5) incelemisler ve Gomulski
ve ark. (157) tarafindan ITS-2 gen bdlgesine gore intraspesifik varyasyon belirlenen C.
newsteadi de dahil olmak tizere kompleks igindeki tiirler i¢in homoloji indeksini oldukga
yiiksek belirlemislerdir. Arastiricilar (160) elde ettikleri filogenetik sonuglar ile C. pulicaris tiir
kompleksinde yer alan ilgili tiirler i¢in tiir spesifik primerler dizayn etmisler ve epidemiyolojik

caligmalarda molekiiler diizeyde kullanilabilirligini vurgulamislardir.
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— 0.01 substitutions/site

Sekil 2.5 Culicoides pulicaris grup tiyelerinin mt-COI gen bolgesine gore filogenetik yapilanmalari (160).

Pages ve ark. (161), C. pulicaris tiir kompleksinde yer alan tiirleri mt-COI gen bdlgesine gore
karakterize etmisler ve filogenetik yapilanmalarini (Sekil 2.6) belirlemislerdir. Calismada (161)
molekiiler analizler sonucu morfolojik benzerlik bazinda gruplanan iic kompleks i¢inde; C.
pulicaris’e benzeyen iki (Pulicaris kompleks), C. fagineus’a benzeyen iki (Fagineus kompleks)
ve C. newsteadi’ye benzeyen ii¢ (Newsteadi kompleks) yeni kriptik tiir tarif edilmistir. izolatlar
arasindaki filogenetik yapilanma, hem Pulicaris hem de Fagineus kompleks icinde belirlenen
tirlerin birbirleriyle yakin iligkili oldugunu, fakat Newsteadi komplekstekilerin ise daha uzak
olduklarini ortaya koymustur. Caligmada (161) elde edilen sonuglarla belirlenen tiirlere 6zgii
primerler dizayn edilerek PCR ve multipleks PCR teknikleri gelistirilmesine karsin kompleks
icindeki kriptik tiirlerin ¢esitliligi sebebiyle heniiz bir ¢ok tiir i¢in spesifik molekiiler taninin

eksikligi vurgulanmaistir.
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Sekil 2.6 Culicoides pulicaris grup icerisinde yer alan Pulicaris, Fagineus ve Newsteadi kompleks tiyeleri ile
birlikte diger tiirlerin mt-COI gen bolgesine gore filogenetik yapilanmalari (161).

Lassen ve ark. (178), Culicoides soy altinda yer alan tiirlerin identifikasyonu amaciyla mt-COI
gen barkod bolgesinin kullanimimi degerlendirmislerdir. Arastirmada (178), Culicodies soy
altindaki tiirler i¢in mt-COI barkod sekans diversitesi tiir icinde <%]1 bulunurken tiirler arasi
diversitenin %12,5 - %19,8 arasinda degistigi rapor edilmistir. Ayrica calismada (178)
Culicoides alt soyundaki tiirlerin Monoculicoides soy altindaki C. nubeculosus’a %24,4-%26,1

oraninda farklilik gosterdigi kaydedilmistir. Filogenetik analizlerde 6rneklerin dort yaygin
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Palacarktik tiir olan C. punctatus, C. pulicaris, C. impunctatus ve C. grisescens’i igermek
tizere 8 yegane cluster igerisinde ayristigi saptanmustir (Sekil 2.7). Calismada (178) bu
bulgulara ilaveten C. halophilus’un gegerli bir takson oldugu konfirme edilmis ve ilk kez C.
deltus barkod sekansi saglanmistir. Arastiricilar (178) ayrica ii¢ ilave ornek grubu daha
identifiye etmisler ve bunlar1 Culicoides dk1, Culicoides dk3 ve Culicoides Kalix olarak
isimlendirmislerdir (Sekil 2.7). Culicoides dkl mt-COI barkod sekans bolgesinin diger
Culicoides soy altindaki tiirlerle %14,3-%17,2 diversite gosterdigi, birbirleri arasinda %5,9
sekans farklilig1 belirlenen Culicoides dk3 ve Culicoides Kalix orneklerinin de Culicoides soy
altindaki tiirlerle %12,5-%17,6 genetik farklilik gosterdigi belirlenmistir (178). Nitekim farkli
genetik kiimeler olusturan Culicoides dk1, Culicoides dk3 ve Culicoides Kalix’e, Nielsen ve
Kristensen (175), tarafindan genetik ve morfometrik karakterlerine gére C. boyi, C. selandicus

ve C. kalix olarak yeni tiir isimleri verilmistir.
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Sekil 2.7 Avrupada Culicoides soy altina bagl tiirlerin filogenetik iliskileri (AM: Ingiltere, GQ: Katalonya, JF:
Danimarka/Isveg) (178).
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C. pulicaris L. tiir kompleksi iiyelerinin basta mavidil (bluetongue virus: BTV) ve Afrika At
vebasi Virusu (African horse sickness virus: AHSV) olmak iizere ¢esitli patojenlere potansiyel
vektorliik yaptigi ortaya konmustur (161). Bu ¢ergevede yeterli bir risk degerlendirmesi igin C.
pulicaris L. tiir kompleksi liyelerinin vektor etkinliklerinin basarili identifikasyonu ile tiir
teshislerinin ve cografik dagilimlarinin bilinmesi gerekmektedir. Tiirkiye’de gliniimiize kadar
C. pulicaris kompleks fiyeleri {izerine molekiiler ¢alismalar bulunmamasina karsin yapilan
morfolojik ¢alismalarda C. pulicaris, C. punctatus, C. newsteadi, C. flavipulicaris ve C.
fagineus’a rastlandigi; C. halophilus, C. deltus, C. lupicaris, C. impunctatus, C. grisescens, C.

subgrisescens’a ise heniiz tesadiif edilemedigi rapor edilmistir (179).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Culicoides Ornekleri ve Morfolojik Identifikasyon

Calisma, onceki calismalar kapsaminda Bati Karadeniz Bolgesi ile Konya yoresinden
toplanmig, morfolojik identifikasyonlarla Culicoides pulicaris grupta olduklari belirlenmis ve
%70 etil alkol igerisinde muhafaza edilmis olan Culicoides tiirlerine ait ornekler tizerinde
yiiriitiilmiistiir. Ornekler hakkinda bilgi Tablo 3.1°de verilmistir. Tablo 3.1°de goriilecegi iizere
baz1 ornekler kompleks morfolojik yapilar1 ve diger tiirlere benzerlikleriyle “?” olarak
nitelenmis ve olasi kriptik tlirler veya yeni haplotipler olarak kategorize edilmistir. Molekiiler
analizler oncesi analizlere dahil edilen 6rneklerin kanat morfolojileri tekrar incelenmis ve

stereo-mikroskopta goriintiileri kayit altina alinmustir.

Tablo 3.1 Calisma materyalini olusturan Culicoides 6rneklerinin tiir, cinsiyet, toplama tarihi ve yeri

Protokol No | Tiir/Tiir kompleksi | Ornek sayis1 | Toplanma Tarihi Bolge
13 C.fagineus 10 disi 15.08.2014 Yagmurca koyii Devrek Zonguldak
21 C.fagineus 10 disi 10.06.2014 Sahnekdyii/BARTIN
12 C.flavipulicaris 10 disi 15.08.2014 Yagmurca koytli Devrek Zonguldak
15 C.flavipulicaris 10 disi 13.07.2014 Akdogan koyii Tagkoprii Kastamonu
C.lupicaris?
C.flavipulicaris? o
28 - 10 disi 14.08.2014 Kaynagsli /Diizce
C.fagineus?
C.newsteadi?
C.lupicaris?
29 C.flavipulicaris? 10 disi 15.08.2014 Yagmurca koyli Devrek Zonguldak
C.newsteadi
10 C.newsteadi 4 disi 14.07.1997 Konya (Koyunculik)
11 C.newsteadi 7 disi 16.07.1997 Konya (Sigircilik)
14 C.newsteadi 10 disi 08.07.2014 Muratlar - Bolu
16 C.newsteadi 10 disi 10.06.2014 Sahne koyii/Bartin
23 C.newsteadi 10 disi 10.07.2014 Siremir tabaklar/Bartin
24 C.plucaris 1 erkek 14.08.2014 Sarigokek koyli /Diizce
C.pulicaris 10 disi 12.06.2014 Cigil koyii /Kastamonu
C.pulicaris 10 disi 08.07.2014 Bolu
C.pulicaris 10 disi 13.08.2014 Goyniikoren koyii Gerede/Bolu
C.pulicaris 10 disi 09.06.2014 Balicak koyii Ulus /Bartin
17 C.pulicaris 10 disi 09.06.2014 Asag1 Cergi koyii Ulus /Bartin
18 C.pulicaris 10 disi 10.06.2014 Sahnekdyii /Bartin
1 C.punctatus 10 disi 09.06.2014 Balicak koyii Ulus /Bartin
C.punctatus 11 disi 12.07.2014 Caycuma /Zonguldak
C.punctatus 10 disi 12.06.2014 Cigil koyil /Kastamonu
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C.punctatus 46 disi 16.07.1997 Konya Haras1 (Sigircilik)/Konya
C.punctatus 17 disi 18.08.1997 Konya Haras1 (Koyunculuk) /Konya
19 C.punctatus 5 disi 14.08.2014 Saricokek koyl Kaynaslh / Diizce
20 C.punctatus 10 disi 18.08.2014 Yenicaga/Bolu
22 C.punctatus 10 disi 15.08.2014 Devrek /Zonguldak
25 C.punctatus 10 disi 10.06.2014 Sahne koyii/Bartin
26 C.punctatus 1 disi 10.07.2014 Siremir Tabaklar/Bartin
27 C.punctatus 10 disi 10.07.2014 Siremir Tabaklar/Bartin

3.2 Culicoides Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

%70 etil alkol igerisinde muhafaza edilen ve morfolojik identifikasyonlar:i saglanip
goriintiilenen bireysel Culicoides 6rnekleri sivi azot ile 6n homojenizasyona tabii tutulduktan
sonra genomik DNA ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazi (Bioneer
ExiprepTM 16) ve genomik DNA ekstraksiyon kitleri (Axygen® AxyPrep™ Multisource
Genomic Miniprep DNA, Corning; GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Thermo)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Final basamakta eliisyon 30 ul’ye ayarlanmistir. Elde edilen
genomik DNA ekstraktlarindan alinan Ornekler Qubit® Fluorometric Quantitation (Life
Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA miktarlar
(ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir. Bir kisim 6rnekler ise Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific) ile

DNA izolasyonuna tabii tutulmadan direkt PCR ile analizlerine tabii tutulmustur.

3.2.1 Mt-COI Geninin Amplifikasyonu

Bireysel orneklerden izole edilmis genomik DNA ekstraktlar1 Culicoides genusunun
mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) geninin 523 bp parsiyel kismini
amplifiye eden C1-J-1718(F) (5’-GGAGGATTTGGAA ATTGATTAGTTCC-3’) ve C1-N-
2191(R) (5’-CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3) (180) primerleri ve ayni bolge
icin modifiye edilmis C1-J-1718M (F) (5’-GGAGGATTTGGAAATT GATTAGT-3") ve Cl1-
N-2191M(R) (5’-CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCDGG-3’) (156) primerleri ile PCR
analizine tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi her iki primer seti igin de 25 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 100 nM
her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Tag DNA polymerase ve 10-20 ng template DNA
igerecek sekilde hazirlanmistir. Thermalcyclerda protokol 6n denatiirasyon: 94°C’de 3 dk; 35
siklus, denatiirasyon: 94°C’de 30 s, baglanma: 50°C’de 30 s, uzama: 72°C’de 30 sn; final

uzama: 72°C’de 7 dk olarak ayarlanmistir. PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir
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kontaminasyonun olup olmadigimin tespit edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak referens
DNA izolatlar1 ve ¢aligma siiresince elde edilen plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak
ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
riinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip

analiz edilmistir.

3.2.2 Mt-COI Gen Béolgelesinin Klonlanmasi ve Plazmid DNA izolasyonu

Tiir veya haplotip bazli kategorize edilen 6rneklere ait izolatlarin PCR analizleri sonucu elde
edilen amplikonlar jel piirifikasyon islemleri sonrasi sekans ve filogenetik analizler amaciyla

klonlama ve plazmid piirifikasyon islemlerine tabii tutulmustur.

Klonlama prosediirlerinin ligasyon basamaginda ilgili gen bdlgesine ait amplikonlar High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye 6rneklerin
klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir.

Ligasyon reaksiyonu iireticinin agiklamalar1 dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmistir:

2X Reaction Buffer 10 pl

PCR product 1-5 pl (~10ng/pl)
Nuclease free water 17 ul’ye kadar
DNA Blunting Enzyme 1 ul

Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70°C’de su banyosunda 5 dk inkiibe
edilerek hemen buz istiine alimmistir. Karisgim {izerine daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt
CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl’ye tamamlanmustir.
Karisim 25 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmstir.

pJET1.2/blunt Cloning Vector haritas1 Sekil 3.1’de verilmistir.
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pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.1 pJET1.2/blunt cloning vector haritasi

Klonlama prosediiriiniin transformasyon basamaginda 5 pL’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde
tutulan E. coli TOP 10 hiicreleri iizerine eklenmis ve buz iizerinde 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Sonra hiicreler 6nce 42°C’de 2 dk daha sonra buz lizerinde 4 dk bekletildikten
sonra lizerine 250 pL SOC Medium eklenmistir. 37°C’de ¢alkalayici iizerinde 1,5 saat inkiibe
edilen transformasyon karigimi uygun konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden LB (Lurie-
Bertani) kati besi yerine ekilerek kolonilerin gelisimi i¢in bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir.
LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerden ($ekil 3.2) izolat basina 2 koloni se¢ilmis ve steril
pipet uglart ile bu koloniler alinarak isaretlenmis LB kati besi yeri igeren pleytler tizerine (her
pleyt dorde boliinerek her bdlmeye bir koloni gecilmistir) tekrar ekilerek 37°C’de 1 gece daha

inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.2 LB kat1 besi yerinde tireyen koloniler
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LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi icerip icermedigini anlamak i¢in
ayn1 koloniye ait her bir isaretlenmis bolgeden tek bir koloni segilerek koloni secreening PCR
yapilmistir. Koloni PCR’da vektor spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri
(Thermo Scientific) kullanilmistir. PCR sonucu olusan amplikonlar %1.5’luk agaroz jelde

yiiriitiiliip gorlintiilenmis ve vektdr+insert varligi yoniinden konfirmasyonu saglanmistir.

Vektor+insert varligi yoniinden konfirme edilen kolonilerden (Isaretlenmis pleytlerde ayni
bélmede bulunan koloniler) en az iki adedi secilerek steril ozeler ile alinmis ve uygun
konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden 5 ml hacimde LB siv1 besi yerlerine ekimleri yapilarak

37°C’de galkalayici tizerinde bir gece inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Kolonilerin LB siv1 besi yerinde iiretilmesi
S1iv1 besi yerinde {iretilen hiicrelerden 2 ml alinarak 8000 rpm’de 2 dk santrifiij islemine tabii
tutulmus ve hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Santrifiij sonrasi {istteki sivi kisim dokiiliip
hiicresel pelet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid piirifikasyonuna
alinmis, ayn1 6rneklere ait diger bir kisim hiicresel pelletler ihtiyac halinde kullanilmak {izere
-20°C’de muhafaza altina alinmistir. Elde edilen plazmidler insertlerin varlig1 yoniinden vektor
spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile prosediiriine uygun olarak PCR’da

analize tabi tutulmustur.

3.2.3 Mt-COI Gen Bolgelerinin Sekans ve Filogenetik Analizi

Igili gen bélgesi icin elde edilmis olan plazmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse primerleri

cift yonli olarak sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait
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kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 8.1.8 (181) yazilimi 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
GenBank’ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslartyla Geneious 8.1.8 (181)
yazilimi {izerinden coklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve intraspesifik niikleotid
farkliliklar1 belirlenmistir. Filogenetik yapilanmalarin belirlenmesinde Bayesian analizleri
(BA) uygulanmistir. BA analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun modelin belirlenmesinde
JModelTest 2 (182) kullanilmis ve en diisiik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC) degerine sahip
General Time Reversible + Gamma distributed inv (GTR+G+1) modeli filogenetik agacin
olusturulmasinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.8 (181) yazilimi {izerinden
MrBayes plugin (183) kullanilarak gergeklestirilmis, Markov Chain Monte Carlo taramalari
1.100,000 jenerasyon i¢in 4 zincirle ve agag¢ 6rneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000
aga¢ “burn in” olarak ¢ikarilmistir). Karakterizasyonu saglanan tiim izolatlarin GenBank

kayitlart saglanmistir.

3.2.4 Culicoides pulicaris L. Tiir Kompleksi Tiir Spesifik Primerlerin Analizi

C. pulicaris s.s, C. punctatus, C. newsteadi, C. flavipulicaris, C. fagineus ve C. lupicaris
tiirlerinin molekiiler identifikasyonu amaciyla mt-COI gen bdlgesini hedef alan ve tiir spesifik
olarak nitelenen c¢esitli primer ¢iftleri (160, 161) spesifite agisindan sekans analizleriyle
konfirme edilmis tiirlere ait plazmidler kullanilarak PCR ve Multiplex PCR analizleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla PCR analizlerinde kullanilan primerler Tablo 3.2 ve Tablo

3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2 Culicoides pulicaris L. tiir kompleksi tiir spesifik primerleri (160).

Primer Sequences (5'-3") T (C) Annealing temperature® ("C) Product Icnglhh (bp)

C. pulicaris s.s.

UOApulF CATCCGTAGACTTGGCCATT 60 62 327
C. puncratus

UOApunF CTCTTTCGGCCAATGTATCC 60 62 357
C. impunctatus

UOAimpF GGAGCATCAGTCGATCTAGCA 61 64 331
C. grisescens

UOAgriF CCCAGTCTTAGCAGGAGCCATT 61 62 150
C. newsteacdi

UOAnewF CCCCCTCTTTCAGCAAATATC 60 64 361
CI-N-2191° CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCTGG

“ In combination with the reverse primer. C1-N-2191.
® In combination with the reverse primer, C1-N-2191.
“ Reverse primer C1-N-2191 (Dallas et al.. 2003).
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Tablo 3.3 Culicoides pulicaris L. tiir kompleksi tiir spesifik primerleri (161).

Specie Primer Sense Sequence Annealing temperature (°C) Diagnostic band (bp)
C flavipulicaris FlavNP1F Forward 5'-AACTAATATTTCCCATGCAGGC-3' 358, P59 3352, P141
C flavipulicaris FlavNP1R Reverse 5'-ACGATCAAAAGTAATACCATTG-3' 59 316

C. punctatus PunNP1F Forward 5'-CTCTTTCGGCCAATGWATCC-3" 53 360

C. punctatus PunNP1R Reverse 5'-AAATGAAATCCCGTTTGATCGC-3' <54, 954 €309, 9142
C. punctatus PunNP2R Reverse 5'-GAACTGGTAAAGATAAAAGTAG-3' 53, 954 €379, 9212
C. pulicaris P1 P1F174 Forward 5'-GCATCCGTAGACTTGGCC-3" 63 €183

C. pulicaris P1 P1R337 Reverse 5'-ATACGGGAAGAGAGAGTAACAG-3 61 379

C. pulicaris P3 P3R262 Reverse 5'-TGAAATTCCGTTAGAACGCATG-3" 56 ‘306

C. lupicaris PDNP1R Reverse 5'-CTGCCAAAACTCGGTAAAGAAAG-3' €58 €385

C. fagineus F1 FIR198 Reverse 5'-GAAATTCCAGCTAAATGAAGT-3 52 238

C. fagineus s.s. F2R337 Reverse 5'-TAATACAGGCAGGGAAAGAAGC-3' €52 377

C. subfagineus F3Full Forward 5'-ACGCTGCAGCTTCTGTACATC-3' 259 2325

C. newsteadi N1 N1F81 Forward 5'-CCTTACTCTTATTAAGCAGC-3’ 959 9422

C. newsteadi N2 N2F348 Forward 5'-CCTCCCAGTTCITGCTGGT-3' 63 157

C. newsteadi N3 N3R194 Reverse 5'-TGCCAGGTGTAGGGAGAAG-3’ ‘61 €234

? In combination with CIN2191M.
® In combination with FlavNP1R.
¢ In combination with C1J1718M.
4 In combination with PunNP1F.

¢ In combination with P1R337.

PCR ve Multiplex PCR reaksiyonlarinda karigim her primer ¢ifti igin 25 pl final

konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, [6 mM MgCI2 1. PCR;
3mM MgCI2 2. PCR], 100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA
polymerase ve 10-20 ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir. Thermalcyclerda protokol

initial denaturation: initial denaturation: 98 C’de 3 sn; 35 siklus, denaturation: 98 C’de 10sn,

annealing: Multiplex PCR (Fagineus kompleks 50 C, Pulicaris kompleks 52 C, Newsteadi
kompleks 50 C), Tek PCR (Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’deki annealing dereceleri) extension:

72C’de 20sn; final extension: 72 C’de 5 dk olacak sekilde programlanmistir. Amplifikasyon

sonunda elde edilen PCR fiiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak,

CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC

Uplant, CA ) ile goriintiilenip analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik Identifikasyon Sonuclari

Bati Karadeniz Bolgesi ile Konya yoresinden toplanmis, morfolojik identifikasyonlarla
Culicoides pulicaris grupta belirlenmis ve %70 etil alkol igerisinde muhafaza edilmis olan
Culicoides tiirlerine ait Orneklerin tiir ya da haplotip bazinda kanat morfolojilerine gore
identifikasyonlari ilgili teshis anahtarlarina goére incelenmis ve goriintiilenmeleri saglanmastir.
Incelenen tiir ya da haplotiplere ait kanat morfolojisi goriintiileri Sekil 4.1-Sekil 4.5°de
sunulmustur. Sekil 4.5’de goriilecegi tizere Culicoides spp. olarak identifiye edilen ve
molekiiler analizlerle C. pulcaris kompleks i¢inde farkli bir haplotip oldugu belirlenen
orneklerde kanat morfolojisinin Culicoides soy alt1 6zelliklerinin yanisira bazi farklilik ve
Ozglin yapilar sergiledigi belirlenmistir. Bu 6rneklerde kanat morfolojisi agsagidaki 6zellikleri

sergilemistir:

e Kanatlarda birden fazla agik alanlarin mevcudiyeti

e Acik kostal spotlarin koyu kostal spotlardan daha biiyiik olmas1

e M1 ’in median kismu {lizerinde bir a¢ik spotun bulunmasi

e r3’de 3. koyu spotun anterior, median ve posterior kistmlarinin yaklagik esit kalinlikta
oldugu

e MIl, M2 ve CuAl kanat kenarinda, distal kisimda ven apekslerinde agik spot veya
alanlarin bulunmadig1

e Anal cell’de distal kisimda agik iki spotun mevcudiyeti (distaldeki uzamis formda ve
ince) ve bunlarin birlesme gostermesi

e m?2 lizerinde proksimalden median kisma kadar iki agik bolgenin bulundugu ve r-m
crossven lizerinde uzanan agik bolgenin m2 iizerinde medialdeki acik spotla birlesme

gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2 C. fagineus ve C. newsteadi belirlenen bazi 6rneklerde kanat morfolojisi, A: C. fagineus B: C.
newsteadi

36



Sekil 4.3 C. pulicaris ve C. punctatus belirlenen bazi 6rneklerde kanat morfolojisi, A: C. pulicaris B: C.
punctatus

Sekil 4.4 C. lupicaris kanat morfolojisi
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Sekil 4.5 Culicoides spp. belirlenen 6rneklere ait kanat morfolojisi.

4.2 Mt-COI Gen Bolgesinin Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonug¢lar:

Morfolojik identifikasyonlarla belirlenen orneklere ait genomik DNA izolatlarinin ilgili
primerlerle mt-COI gen bolgesi amplifikasyonu sonucu hedef biiytikliikte (553 bp) amplikonlar
saptanmistir (Sekil 4.6). Elde edilen bu amplikonlarin klonlanmasi sonucu kati besi yerinde
tireyen kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bolgelerinin vektér DNA’sina insert
oldugu belirlenmis (Sekil 4.7) ve sonrasinda sekans analizleri i¢in kolonilerden plazmid
purifikasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu vektor

spesifik primerlerle PCR analizleri (Sekil 4.8) sonucu yapilmustir.
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M1 2 3 45 67 8 910 1112 13

Sekil 4.6 Culicoides tiirlerine ait izolatlarin parsiyel mt-COI gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1-13: Culicoides
izolatlar

Sekil 4.7 Koloni PCR sonucu vektor spesifik primerlerle mt-COIl gen bolgesini ihtiva eden vektor DNA’sinin
amplifikasyon sonuglari.

Sekil 4.8 Bazi plazmidlerde hedef insert genlerin vektdr spesifik primerlerle PCR analizleri sonucu belirlenen
amplikonlar

Mt-COl gen bolgesine gore sekans analizlerine dahil edilen izolatlar, morfolojik
identifikasyona gore belirlenen tiirler, DNA izolasyon kaynagi ve toplanma bdlgesine gore

Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 Klonlama ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlari

Genomik DNA izolat Morfolojik Identifikasyon | DNA izolasyon kaynag Toplama Bolgesi
ERU Cfagl C. fagineus Ergin disi Zonguldak
ERU Cfag? C. fagineus Ergin disi Bartin
ERU Cfag3 C. fagineus Ergin disi Bartin
ERU Cfag4 C. fagineus Ergin disi Bartin
ERU Cfagb C. fagineus Ergin disi Konya
ERU Cfag6 C. fagineus Ergin disi Konya
ERU Cfag7 C. fagineus Ergin disi Konya
ERU Cfag8 C. fagineus Ergin disi Konya
ERU Cflavl C. flavipulicaris Ergin disi Kasatamonu
ERU Cflav2 C. flavipulicaris Ergin disi Kasatamonu
ERU Cflav3 C. flavipulicaris Ergin disi Kasatamonu
ERU Cflav4 C. flavipulicaris Ergin disi Zonguldak
ERU Cflavs C. flavipulicaris Ergin disi Konya
ERU Clupil C. lupicaris Ergin disi Zonguldak
ERU Clupi2 C. lupicaris Ergin disi Zonguldak
ERU Clupi3 C. lupicaris Ergin disi Kasatamonu
ERU Clupi4 C. lupicaris Ergin erkek Diizce
ERU Cnewsl1 C. newsteadi Ergin disi Diizce
ERU Cnews?2 C. newsteadi Ergin disi Bolu
ERU Cnews3 C. newsteadi Ergin disi Bolu
ERU Cnews4 C. newsteadi Ergin disi Bartin
ERU Cnews5 C. newsteadi Ergin disi Kasatamonu
ERU Cnews6 C. newsteadi Ergin disi Bolu
ERU Cpulil C. pulicaris Ergin disi Diizce
ERU Cpuli2 C. pulicaris Ergin disi Zonguldak
ERU Cpuli3 C. pulicaris Ergin disi Bolu
ERU Cpuli4 C. pulicaris Ergin disi Bartin
ERU Cpuli5 C. pulicaris Ergin disi Bolu
ERU Cpuli6 C. pulicaris Ergin disi Bartin
ERU Cpuli7 C. pulicaris Ergin disi Bartin
ERU Cpuncl C. punctatus Ergin disi Zonguldak
ERU Cpunc2 C. punctatus Ergin disi Zonguldak
ERU Cpunc3 C. punctatus Ergin digi Bartin
ERU Cpunc4 C. punctatus Ergin digi Bartin
ERU Cpuncb C. punctatus Ergin disi Kasatamonu
ERU Cpunc6 C. punctatus Ergin digi Diizce
ERU Cpunc7 C. punctatus Ergin disi Zonguldak
ERU Culi_spl Culicoides sp. Ergin disi Diizce
ERU Culi_sp2 Culicoides sp. Ergin disi Diizce
ERU Culi_sp3 Culicoides sp. Ergin disi Diizce
ERU Culi_sp4 Culicoides sp. Ergin disi Zonguldak
ERU Culi_sp5 Culicoides sp. Ergin disi Zonguldak

Elde edilen toplam 42 plazmid DNA izolatinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse
primerleri ¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritmasi kullanilarak tiir ve/veya
haplotip bazinda konfirmasyonlar1 saglanmis olup ilgili izolatlar KU754147-88 aksesyon
numaralari ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir. Mt-COI barkodlamasi yapilan izolatlarin

ilgili gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2 Mt-COlI sekanslar1 saglanan Culicoides izolatlarinin niikleotid kompozisyonlari

izolat (Plazmid) Niikleotid kompozisyonu (%)
T C A G Toplam baz saysi

ERU Cfagl 40,2 | 18,7 | 258 | 152 507,0
ERU Cfag2 40,0 | 182 | 25,6 | 16,3 523,0
ERU Cfag3 40,4 | 183 | 26,2 | 150 507,0
ERU Cfag4 39,8 | 184 | 26,2 | 157 523,0
ERU Cfag5 39,7 | 190 | 253 | 159 478,0
ERU Cfag6 389 | 191 | 26,1 | 158 398,0
ERU Cfag7 39,6 | 185 | 26,2 | 157 523,0
ERU Cfag8 40,0 | 182 | 25,7 | 16,1 522,0
ERU Cflavl 40,3 | 195 | 26,4 | 13,7 466,0
ERU Cflav2 40,4 | 194 | 26,6 | 13,6 470,0
ERU Cflav3 394 | 189 | 266 | 151 523,0
ERU Cflav4 398 | 188 | 26,4 | 14,9 522,0
ERU Cflav5 394 | 189 | 266 | 151 523,0
ERU Clupil 37,3 1199 | 281 | 146 512,0
ERU Clupi2 37,3 1195 | 279 | 153 523,0
ERU Clupi3 36,9 | 197 | 273 | 161 523,0
ERU Clupi4 39,0 | 182 | 27,3 | 155 523,0
ERU Cnewsl 36,5 | 20,7 | 27,7 | 152 513,0
ERU Cnews?2 342 | 216 | 283 | 159 523,0
ERU Cnews3 350 | 21,3 | 291 | 146 460,0
ERU Cnews4 36,5 | 20,7 | 27,7 | 150 512,0
ERU Cnews5 344 | 212 | 285 | 159 523,0
ERU Cnews6 346 | 21,2 | 283 | 159 523,0
ERU Cpulil 36,6 | 215 | 26,6 | 153 522,0
ERU Cpuli2 3751216 | 266 | 143 467,0
ERU Cpuli3 36,1 | 216 | 26,6 | 157 523,0
ERU Cpuli4 36,3 | 214 | 26,8 | 155 523,0
ERU Cpuli5 36,1 | 21,2 | 27,0 | 157 523,0
ERU Cpuli6 36,3 | 214 | 26,8 | 155 523,0
ERU Cpuli7 36,5 | 214 | 266 | 155 523,0
ERU Cpuncl 36,5 | 199 | 27,3 | 16,3 523,0
ERU Cpunc2 36,5 | 199 | 27,3 | 16,3 523,0
ERU Cpunc3 36,7 | 199 | 273 | 161 523,0
ERU Cpunc4 36,7 | 19,7 | 27,3 | 16,3 523,0
ERU Cpunc5 36,7 | 199 | 27,2 | 16,3 523,0
ERU Cpunc6 36,3 | 20,1 | 27,3 | 16,3 523,0
ERU Cpunc? 36,7 | 199 | 27,2 | 16,3 523,0
ERU Culi_spl 37,6 | 20,7 | 27,4 | 143 474,0
ERU Culi_sp2 37,6 | 20,7 | 27,4 | 143 474,0
ERU Culi_sp3 37,6 | 206 | 275 | 14,3 476,0
ERU Culi_sp4 37,6 | 20,7 | 275 | 14,2 473,0
ERU Culi_sp5 375|204 | 278 | 143 461,0

Calismada Culicoides pulicaris grupta belirlenen tiirlere ait mt-COI gen bolgesinin 398-523 bp
kismini igeren toplam 42 sekans basariyla elde edilmistir. Sekanslar arasinda 344 (%65,8)
identik bolge belirlenirken 22 farkli haplotipi ortaya koyan 151 polimorfik bolge saptanmistir.

Mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilan Culicoides izolatlarinin
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niikleotid sekanslarin ¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.9°da gosterilmistir. Sekil 4.9°da goriildiigi

izolatlar arasinda farkli haplotipleri ortaya koyan interspesifik ve intraspesifik niikleotid

varyasyonlar1 belirlenmistir. Sekanslanan izolatlar arasinda ortalama pairwise identiklik orani

%85,8 belirlenmis olup ikili hizlama analiz sonucu belirlenen farkliliklar ayrica Tablo 4.3’de

verilmistir.

1. ERU Ciag!

2 ERU Cfag2
3.ERU Cfag3

4. ERU Cfag4

5. ERU Cfags

6. ERU Cfagf

7. ERU Cfag?

8 ERU Cfag8

8 _ERU Cflavi
10.ERU Cflav2
11.ERU Cflavd
12 ERU Cflav4
13 ERU Cflavs
14 ERU Clupil
15. ERU Clupi2
16. ERU Clupi3
17.ERU Clupi4
18.ERU Cnews1
19.ERU Cnews2
20.ERU Cnews3
21 ERU Cnews4
22 ERU Cnews5
23 ERU Cnewsf
24 ERU Cpulil
25 ERU Cpuli2
26.ERU Cpuli3
27 ERU Cpuli4
28. ERU Cpulis
29 ERU Cpuli6
30. ERU Cpuli7
31.ERU Cpunct
32.ERU Cpunc2
33.ERU Cpunc3
34.ERU Cpuncd
35 ERU Cpuncs
36. ERU Cpunc6
37._ERU Cpunc?
38.ERU Culi_sp1

f ERU le sp4
42.ERU Culi_sp5
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23. ERU Gnewss
24. ERU Cpulit
25 ERU Cpuli2
26. ERU Cpulid
27. ERU Cpulid
28. ERU Cpuli5
26. ERU Cpulif
30. ERU Cpuli?
31.ERU Cpunct
32, ERU Cpune2
33. ERU Cpunc3
34. ERU Cpuncd
35. ERU Cpuncs
36. ERU Cpuncé
37. ERU Cpune7
38. ERU CLI_sp1
39. ERU Cull_sp2
40.ERU Culi_sp3
41.ERU Culi_spd
42. ERU Cull_sp5

! [ zﬂ

GATT
GAAATTGATT
AAATTGATT
GAAATTGATT

GGAGGATTTIG

GGAGGATTIG AGTTCC.TT.

GGAGGATTIG
GGAGGATTTG

GAAATTGATT
GAAATTGATT

AGTTCC.TT-

GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT

AAATTGATT
GARATTGATT
GAARATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT

GGAGGATTTG
GGAGGATTTG
GGAGGATTTG

GGAGGATTTH
GGAGGATTIG
GGAGGATTIG

GGAGGATTHG

AGTTCC THA
AGTTCCEATG

AARATTGATT AGTTCCHTTHE
GAAATTGATT GTTCCI TG
GAAATTGATT
GAAATTGATT

GGAGGATTTG
GGAGGATTTG
GAGGATTTG

GTTCCI G
AGTTCCHEETE
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GARATTGATT
GAAATTGATT
GAARATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT
GAAATTGATT

13
AGCHTAGTAG
AGCETAGTAG
TAGTAG
TAGTAG
TAGTAG
TAGTAG
TAGTAG
AGCETAGTAG
AGCETAGTAG
AGCHTAGTAG
AGCHTAGTAG
AGCETAGTAG

"0
ARAATGGGGC
ARAATGGGGC

ATTA Gl
ATTABTEAGHE
ATTARTHAGHE
ATTANTHEAGHE
ATTA Gl

AAAATGGGGC
ATGGGGC
AAAATGGGGC

TAMTAAGH AG
BT TAMTAAGHE

ETTAMTAAGE
ETTAMTAAGHE
TAMTAAGHE A

TTABTAAG
ATTABTAAGH
ATTANTAAGH
A TAITAAGI

AGCTTAGTGG
AGCTTAGTGG
AG.TTAGTAG

AAATGCHGC
ARAATGGGGC
AAAATGGHEGC

TTA] CH A AAATGG c
ATTABTEAGE AAAATGGHGC

A
AGTTCCEETH
AGTTCCEETH

AT Al

ATATTAGGGG
ATATTAGGGG
ATATTAGGEG

HG

ATATTAG
ATATTAG
ATATTAG
ATATTAG

ATATTAGGHG
ATATTAGGEE
ATATTAG .G
ATATTAGGGG
ATATTAGGEG
ATAETAGGHEG

15

ATATTAGGGGE
ATATTAGGGGE
ATATTAGGE
ATATTAGGGG
ATATTAGGGG
ATATTAGGGG
ATATTAGGEG

@

15
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
GGGAACHGGA
GGCGAACHEGGA
GGGGACTGGHE
WGGAACTGGHE

GAACEGGA

AGGAACHGGA
AGGAACBGGA
AGGAACHGGA
AG m

=

ACHGGA
EGGAACEGGA
EGGAACHGGA
ECGAACEGGA
BCGAACEGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA
AGGAACTGGA

El
CCCCHGAMAT
CcooclGs

[EIE1E]

ccc Al

CCCCHGGHEAT
CCCCHGANAT
[ CGEAT

AGCTTTHCCH
AGCTTT.CC.

T
CCCCAGANMAT
CCCCAGANMAT
CCCCAGANMAT
CHCCAGANMAT

CCAGAMAT

AGCEHTTECCH
AGCETTEC

AGCTTTHC

AGCEHTTECCE

AGCTTT.CC.

A CHT I

GC

AGCTTT.C
THEC

AGCTTTHEC

CGCCAGANMAT
CCCCEGAMAT
CGCCAGA.AT

CCCCAGAIAT
CCCCAGAMAT

AGCTTTECCE
AccrrTTECCH

[EIEIEIEE]

AGCTTTEHCCH
AGCTTTHCCH
AGCTTT.CC.

CCCCAGA.AT
CCCCAGAMAT
CCCCAGA.AT

GCTTTHC
AGCTTTHCCHE

0

0
ABCCECCTCT
Al CCTCT

CHECCTCT
AMICCGCCTCT
AECCGCCTCT
AECCECCTCT
A CCTCT

CCTC
ABCCECCTCT
ABCCECCTCT
AMCCHECCTCT
Al CCTCT

Al C CcT
ABCCECCHECT

AGCTTTHCCH C

n
CGTATAARATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
TATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
AT AAAT

8
ATATAARGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT

A ATATAAGATT

BATAARATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGEATAAANA
CGHATAAATA
ATAAATA
CGEATAAANA
CGHEATAAATA
JATAAATA

CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA
CGTATAAATA

GTATAAATA

CHG CIAA T

00000ANN0000000000000

(e}
T

G

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
A

HHEEEAEEEEEEaaEaaaaEEEaEaaaaaaaaaaaaaaaaaa

[YeYeYetelototololololsls ototeYotel

ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ABATAAGATT
ABATAAGATT
ATATAAGATT
ABATAAGATT
ABATAAGATT
TAAGATT
TAAGATT
ABATAAGATT
ABATAAGATT
ABATAAGATT
ABATAAGATT

ABATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAAGATT
ATATAARGATT

120
ATTTCHCATG
ATTTCHCATG

TTGAATACT
TTGAATACT
TTGAATACT

ETGAATACTH
TTGAATACTE

TTGAATACTE
TTGAATAMTE
TTGAATACT

TTGAATACTE
TTGAATACTHE

TTGAMTGCTE CCCCCTTCHE
210 El

20
CHGGEG CHTC B TTGA.TTA
GGHEGCHTC

GGEGCATC
CHGGEGCATC
CHGGEGCATC

GA| TA
WGTTCANETA

IC GG C
C.GG.GC.T

1.ERU Cfag1
2.ERU Cfag2
3.ERU Cfag3
4.ERU Cfag4

6 ERU Cfags
6.ERU Cfags
7.ERU Cfag?
8.ERU Cfag8
9.ERU Cflavl
0.ERU Cflav2
11. ERU Cflavd
12. ERU Cflavd
13. ERU Cflav
14. ERU Clupil
15. ERU Clupi2
16. ERU Clupi3
17. ERU Clupid
18. ERU Cnews1
19. ERU Cnews2
20. ERU Cnews3

23.ERU Cnews6
24ERU Cpulil
25 ERU Cpuli2
26. ERU Cpulia
27 ERU Cpulid
28. ERU Cpulis
20 ERU Cpulis
30. ERU Cpuli7
31.ERU Cpunc1
32 ERU Cpunc?
33.ERU Cpunc3
34_ERU Cpuncd
35 ERU Cpunc5
36. ERU Cpunct
37. ERU Cpunc?
38. ERU Culi_sp1
33 ERU Culi_sp2
40. ERU Culi“sp3
41.ERU Culi_sp4
42.ERU Culi_sp5

P PP P R PP P P P P P P P PP P P P P P R P P P P PP PP Ry (PR PP R P P P P P PP P R P PP PR P P PP A P P PP PR P PP PR PP PFRY R PP PP PP PP PP P P P P P P Y P PP P P PP PP Y VPP PP P PP PR PR Y

0 £
CHTTACABET Tc.TcTATTi
CHTTACABET
CHTTACAEET

CHT TACABNT
TACA]

[eleleTeloloYototototolototoloTototoTotel

CCAA
GGC.GGAATT
GGCHGGAATT
GGCEGGAATT
GGCHGGAATT
GGCHGGAATT
G

TACAT
CETTACATET
CETTACATET
CETTACATET
CETTACATET
CHTTACATET

coooooononano

AT
CIGGAATT

AT
B T@mCATET

]
TAGGGGCHGT

TAGGGGCHGT
TAGGGGCHGT
TAGGGGCHEGT
TAGGGGCHGT

B
ACTACHIATTA
ACTACHIATTA
ACTACHATTA
ACTACHIATTA
ACTACHATTA

CEA
ACIACIATTA
ACTACAATTA

ATHEA
ACTACAATHEA
ACTACAATEA
ACTACAATEA
ACTACAATHA
ACTACAAT.A

ACTACAATTA
ACTACAATTA
ACTACAATTA
ACTACAATTA
ACTACAATTA

B e e e e 1 e e e e e e e e e e
S Al aaaada et e

42

I S S AR S S S S S A S
EAAEEAEARAAEAAAEEEEARAREAEAREEEARAEEEEaEa
B e D 0D e D e D e e

ATATACG

0
ATCGAATACC
ATCGAATACC
ATCGAATACC
ATCGAATACC

TCGAATACC
ATCGAATACC
ATCGAATACC
ATCGAATACC
ATCGHEATACC
ATCGHATACC

ATTHECATT
GTT-CAT

ATTHECAT
ATTHECAT
CTTECAT

QONNNNOG
=l

eV e
[ [EIE I

ATCGEATA

ATCGAATGCC
ATCGAATGCC
ABCGHEATACC

I T eI e ey

MR NROCRRORRARRN RN RORRORRRORRROa-S 0000

ATCGEATACC
ATCGEATACC
ATCGAATACC

AMCGAATACC
2]

B e e e e e e e e e[ e

AR AR AR EAEE AR AR EE SRR EEE A EEE

TEG

TG

TTG

TG

TTG

TG

=

WG ATCGAATACC TG
TG ATCGEATACC TTG
ATCGAATACC G
WG ATCGAATACC THG
TG ABCCHEATECC TTG
TG ABCGEATGCC TG
TG ABCGHATGCC TG
TG AECGEATGCC TTG
TG ABCGHATGCC TG
TG AECGEATGCC TTG
T GEATGCC TG
TG ATCGAATGCC TTG
TG ATCGAATGCC T TH
TG ATCGAATACC TG
TG ATCGAATACC TTG
16 ATCGAATECC TG
T GAATGCC TTG
16 ATCGAATGOC TG
T TG
T TTG
T TG
T TTG
T TTG

Al AATACC
ABCGAATACC TH



PP PP P PP P PP P P P P P P P P P P PP PP PP PP P PR PRY PR PP P PR P R P PP P P P R PR P PP P PP PP P AR PR PR PP P ERY

38, ERU CUIi_sp1
36. ERU Culi_sp2
40.ERU Cull_sp3
41 ERUCUI_Ssp4 TGCATCA
42.ERUCUI sp5 TGATCAGTAT
a0

0 E £ Bl Bl
1.ERU Cfagl TAATHACTGC AGCHGGAGCH ATTACHATAC THETHACHGA HCGGAATATT
2.ERU Cfag2 TAA CTGC AGCHEGGAG TTACHATAC T ACHGA EICGGAATATT
3.ERU Cfag3 CGEAATATT
4.ERU Cfagq
5.ERU Cfag5  C! T ACHGA
6.ERU Cfags T TAAT-ACTGC AGCHEGGAGCH ATTAC.ATAC THEETEACHG A AATACHT C-T
7.ERU Cfag? T TAATEACTGC AGCHGGAGCH ATTACHATAC THEETHACHGA AATACHET CHT
8.ERU Cfag8 T TAATHACTGC AGCHGGAGCH ATTACHATAC T-TIACIGA AATACHT CHT
9. ERU Clavl TTT TAA! CHGC AGCHGGAGCH ATTACHATAC AATACETCAT
10. ERU Cflav2 STTT
11. ERU Clava TTT
12. ERU Gflavd. STTT
13. ERU Cflavs TTT
14. ERU Clupil STTT TAA CTGC AGCHGGAGCHE ATTACHATGC ATACHTCAT
15. ERU Clupi2 TTT TAATHACTGC AGCHGGAGCHE ATTACHATGC AATACHTCAT
16. ERU Clupi3 TET TAATHACTGC GCCHGGAGCHE ATTACAATAM AATACHETCAT
17. ERU Clupid T : Gl S AG AATAC
18. ERU Cnews1 TTT AATAC
19.ERUCnews2? TGATCAGTTT ATTACAATAC AATAC
20.ERUCnews3 TGCATCAGTTT ATTACAATAC AATAC
1 ERUCnewsd TGATCAGTTT ATTACEATAC AATAC
22.ERUCnewss TGATCAGTTT ATTACAATAC AATAC
23.ERUCnews TGATCAGTTT TAA CTGC GCEGGAGCHE ATTACAATAC AATACHTCA'
24 ERUGPUl ~ TGATCAGTTT TAATEACTGC AGCHGGAGCHE ATHEACAATAC AATACHETCAT
25.ERUCPUI2 TCATCAGTTT TAATEACTGC AGCEGGAGCH ATEACAATAC AATACHETCAT
26 ERUGpUli3 ~ TGATCAGTTT TAA CTGC AGCHGGAGCHE ATEACAATAC ACHETCAT
27.ERUCpUli4 ~ TGATCAGTIT
28 ERUGpulis ~ TGATCAGTTT
29.ERUCpUliE ~ TGATCAGTTT
30.ERUCpulii ~ TGATCAGTTT
31.ERUGpunct TGATCAGTTT
3LERUCpUNC? TCATCAGTTT AGCECGEG C| AATACHETCAT
33.ERUGpUNE3 TGATCAGTTT AGCEGGGGCHE ATTACAATAMN AATACHTCAT
30.ERUCpuncd TCATCAGTTT ACCEGGGGCHE ATTACAATAM AATACHETCAT
35 ERUGpuncs  TGATCAGTTT Gl (GG
36.ERUCpuncE TCATCAGTTT
37.ERUCpunc? TGATCAGTTT
THT

T

T

T

AATACHETCAT
AATACHETCAT

ATEACAATAC CGAAAT
AGCHI GGGC. ATMACAATAC CCAAATETE
50 23

1.ERU Cfagl ECECTCGAGGE GECAMCCCGA AGTTTATATT [sage)
2.ERU Cfag2 GCTGGAGGE GGCAMICCCGA CTG
3.ERU Cfag3 :

4.ERU Cfagd GGCAMICCCGA CTG
5 ERU Cfags GGCAMICCCGA AGTTTATA

6.ERU Cfagh 5GAGACCC

7.ERU Cfag? ;B GGAGACCCHA GECABCCCGA AGTTITAT C CTG
8 ERU Cfag8 GGAGACCCHEA GGCAMCCCGA AGTTTAT ccr
9 ERU Cflavi Ml GGAGACCCHA GGCACCCCGA AGTTTAT

10.ERU Cflav2 GGCACCCCGA AGTTITAT

11.ERU Cflavd GGCACCCCGA AGTTTAT CTG
12. ERU Cflav4. GGCACCCHGA AGTTITAT CTG
13.ERU Cflava GGCACCCCGA AGTTTAT CTG
14. ERU Clupil CTG
15. ERU Clupi2 CA CCGA CTG
16. ERU Clupi3 GGCA.CC.GA AGTTTAT CTG
17. ERU Clupid CTG

GHECAEBICCCGA AGTTTAT
18. ERU Cnews1 GRCAMCCCGA AGTT
19.ERU Cnews2
20. ERU Cnews3
21.ERU Cnews4
22.ERU Cnews5

23. ERU Cnews6 CTG
24. ERU Cpulil CTG
25 ERU Cpuli2 GGGGACCCHA cT
26. ERU Cpuli3 GGAGACCCHA

27. ERU Cpulid ‘ CTG
28. ERU Cpulis CTG
29. ERU Cpulie CTG
30. ERU Gpuli? CTG

31.ERU Cpunct
32. ERU Cpunc2
33 ERU Cpunc3
34 ERU Cpuncd
35, ERU Cpuncs
36. ERU Cpuncé
37. ERU Gpunc?
38 ERU Culi_sp1
39 ERU Guli_sp2
40.ERU CUl_sp3
41_ERU Cul_sp4
42.ERU CUI_sp§

HHEEEEEEEEAESEEEEEEAEAEEEEEEAEEEEEEEE HEEEE 3aEaEaEEEAEEEaEEEEEEEEAEEEEEEEEaEEE

R T T TR =

nnnonnonnnnnoononaonnonanonnananna
a
]
@

& !
GECACCCCGA AGTTTAT

Sekil 4.9 Culicoides tiirlerine ait izolatlarin mt-COI niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalar

B GGAGACCCHA T-TATAICA

43



1, ERU Cfagl

2, BRU Cfag2

3, ERU Cfag3

4, ERU Cfagd

5, ERU Cfags

&, ERU Cfags

7. ERU Cfag7

8. ERU Cfags

9. ERU Cflavl
10. ERU Cflav2
11, ERU Cflav3
12, ERU Cflav4
13, ERU Cflavs
14, ERU Clupil
15, ERU Clupi2
16. ERU Clupi3
17. ERU Clupi4
18. ERU Cnewsl
18. ERU Cnews2
20. ERU Cnews3
21, ERU Cnews4
22, ERU Cnews5
23. ERU Cnewst
24, ERU Cpulil
25, ERU Cpuli2
26, ERU Cpuli3
27, ERU Cpuli¢
28. ERU Cpulis
28, ERU Cpulig
30, ERU Cpuli7
31, ERU Cpuncl
32, ERU Cpunc2
33, ERU Cpunc3
34, ERU Cpunc4
35. ERU Cpunc5
36, ERU Cpuncé
37, ERU Cpunc7
38, ERU Culi sp1
39, ERU Culi sp2
40, ERU Culi sp3
41, ERU Culi sp4
42, ERU Culi sp5

iz
B oo

0.002
0.000
0.002
0.002
0.003
0.014
0.002
0.138
0.1
0.1
0.145
0.1
0.234
0.234
0.211
0.193
0.205
0.211
0.209
0.205
0.215
0.215
0.248
0.248
0.244
0.244
0.247
0.244
0.248
0.252
0.244
0.235
0.239
0.239
0.248
0.239
0.203
0.203
0.203
0.203
0.203

0.002
0.004
0.000
0.000
0.016
0.000
0.142
0.142
0.142
0.148
0.142
0.238
0.238
0.225
0.197
0.209
0.215
0.213
0.209
0.219
0.219
0.252
0.252
0.248
0.248
0.252
0.248
0.252
0.25
0.248
0.239
0.244
0.244
0.252
0.244
0.207
0.207
0.207
0.207
0.207

0,000
0.002

0,002
0,002
0.003
0.014
0,002
0.138
0.138
0.138
0.145
0.138
0.234
0.234
0.221
0.193
0.205
0.211
0.209
0.205
0.215
0.215
0.248
0.248
0.244
0.244
0.247
0.244
0.248
0.252
0.244
0.235
0.239
0.239
0.248
0.239
0.203
0.203
0.203
0.203
0.203

0,002
0,003
0,002

0.004
0.005
0.016
0.004
0.138
0.138
0.138
0.145
0.138
0.230
0.230
0.217
0.193
0.202
0.208
0.205
0.202
0.211
0.211
0.244
0.244
0.240
0.240
0.243
0.240
0.244
0.248
0.239
0.231
0.235
0.235
0.244
0.235
0,199
0,199
0.199
0,199
0,199

0.002
0,000
0.002
0,003

0,000
0.018
0,000
0.143
0.143
0.143
0.150
0.143
0.238
0.238
0.227
0,193
0.208
0.217
0.215
0.208
0.221
0.221
0.251
0.251
0.251
0.251
0.255
0.251
0.251
0.258
0.251
0.242
0.247
0.247
0.255
0.247
0.208
0.208
0.208
0.208
0.208

0,002
0,000
0,002
0.004
0.000

0.018
0.000
0.152
0.152
0.152
0.15
0.152
0.253
0.253
0.245
0.213
0.228
0.230
0.227
0.228
0.230
0.234
0,269
0,269
0.269
0,269
0.269
0,269
0,269
0.278
0.274
0.264
0.264
0,269
0.274
0,269
0.224
0.224
0.224
0.224
0.224

0.005
0.008
0.005
0.008
0.008
0.008

0.018
0.143
0.148
0.148
0.155
0.148
0.226
0.226
0.225
0.193
0.213
0.215
0.213
0.213
0.218
0.218
0.248
0.248
0.244
0.244
0.247
0.244
0.248
0.261
0.261
0.252
0.25
0.25
0.25
0.25
0.198
0.198
0.193
0.198
0.198

0.002
0.000
0.002
0.003
0.000
0.000
0.008

0.142
0.142
0.142
0.148
0.142
0.238
0.238
0.225
0.197
0.208
0.215
0.213
0.208
0.218
0.218
0.252
0.252
0.248
0.248
0.252
0.248
0.252
0.25
0.248
0.238
0.244
0.244
0.252
0.244
0.207
0.207
0.207
0.207
0.207

0.020
0.021
0.020
0.020
0.021
0.023
0.021
0.021

0.000
0.000
0.004
0.000
0.208
0.208
0.216
0.208
0.185
0.186
0.184
0.185
0.180
0.180
0.212
0.212
0.209
0.209
0.216
0.209
0.212
0.189
0.182
0.184
0.188
0.188
0.185
0.188
0.189
0.189
0.189
0.189
0.189

Tablo 4.3 Culicoides izolatlarinin mt-COIl sekanslarinin ikili hizalama farkliliklar:

10

0.020
0.021
0.020
0.020
0.021
0.023
0.021
0.021
0.000

0.000
0.004
0.000
0.208
0.208
0.216
0.208
0.185
0.186
0.134
0.185
0.180
0.180
0.212
0.212
0.209
0.209
0.216
0.209
0.212
0.189
0.182
0.184
0.188
0.188
0.185
0.188
0.189
0.189
0.189
0.189
0.189

1

0.020
0.021
0.020
0.020
0.021
0.023
0.021
0.021
0.000
0.000

0.004
0.000
0.208
0.208
0.216
0.208
0.185
0.186
0.194
0.195
0.180
0.180
0.212
0.212
0.209
0.209
0.216
0.209
0.212
0.199
0.182
0.184
0.188
0.188
0.185
0.188
0.189
0.189
0.189
0.189
0.189

12

0.021
0.022
0.021
0.021
0.022
0.04
0.022
0.022
0.003
0.003
0.003

0.004
0.216
0.216
0.220
0.215
0.203
0.194
0.202
0.203
0.194
0.197
0.220
0.220
0.217
0.217
0.220
0.217
0.220
0.199
0.199
0.192
0.188
0.195
0.203
0.195
0.197
0.197
0.197
0.197
0.197

13

0.020
0.021
0.020
0.020
0.021
0.023
0.021
0.021
0.000
0.000
0.000
0.003

0.208
0.208
0.216
0.208
0.195
0.186
0.194
0.195
0.190
0.190
0.212
0.212
0.209
0.209
0.216
0.209
0.212
0.199
0.192
0.184
0.188
0.188
0.195
0.188
0.189
0.189
0.139
0.189
0.189

14
0.030
0.031
0.030
0.030
0.031
0.034
0.029
0.031
0.028
0.028
0.0
0.029
0.028

0.000
0.165
0.162
0.179
0.209
0.204
0.179
0.212
0.213
0.195
0.195
0.198
0.198
0.201
0.198
0.195
0.1%
0.1%
0.196
0.200
0.192
0.185
0.192
0.255
0.255
0.255
0.255
0.255

15
0.030
0.031
0.030
0.030
0.031
0.034
0.029
0.031
0.028
0.028
0.0
0.029
0.028
0,000

0.165
0.162
0.179
0.209
0.204
0.179
0.212
0.213
0.195
0.195
0.198
0.198
0.201
0.198
0.195
0.1%
0.1%
0.196
0.200
0.192
0.185
0.192
0.255
0.255
0.255
0.255
0.255

16
0.028
0.030
0.028
0.028
0.030
0,035
0.030
0.030
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.024
0.024

0.172
0.197
0.223
0.218
0.197
0.220
0.228
0.163
0.163
0.164
0.160
0.167
0.160
0.163
0.217
0.217
0.208
0.208
0.213
0.217
0.213
0.241
0.241
0.241
0.241
0.241

17
0.025
0.027
0.025
0.025
0.027
0,030
0.025
0.027
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0,023
0,023
0.024

0.205
0.212
0.208
0.205
0.215
0.218
0.198
0.198
0.202
0.194
0.205
0.194
0.198
0.218
0.208
0.201
0.205
0.205
0.212
0.205
0.233
0.233
0.233
0.233
0.233

18
0.027
0.028
0.027
0.027
0.028
0.031
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.027
0.028
0.025
0.025
0.025
0.027

0.182
0.185
0.000
0.185
0.185
0.237
0.237
0.248
0.240
0.261
0.240
0.237
0.211
0.204
0.195
0.200
0.200
0.207
0.200
0.220
0.220
0.220
0.220
0.220

13
0.027
0.027
0.027
0.027
0.028
0.031
0.027
0.027
0.025
0.025
0.025
0.025
0.025
0.028
0.028
0.028
0.027
0.024

0.007
0.182
0.002
0.002
0.204
0.204
0.201
0.201
0.200
0.201
0.204
0.198
0.191
0.183
0.187
0.187
0.187
0.187
0.244
0.244
0.244
0.244
0.244

2

0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.030
0.027
0.027
0.028
0.026
0.026
0.026
0.026
0.028
0.028
0.029
0.027
0.025
0.004

0.188
0.009
0.009
0.206
0.206
0.202
0.202
0.201
0.202
0.206
0.203
0.185
0.187
0.181
0.181
0.181
0.181
0.242
0.242
0.242
0.242
0.242

2

0.027
0.028
0.027
0.027
0.028
0.031
0.028
0.028
0.028
0.026
0.026
0.027
0.026
0.025
0.025
0.026
0.027
0.000
0.024
0.025

0.185
0.185
0.237
0.237
0.249
0.240
0.281
0.240
0.237
0.211
0.204
0.186
0.200
0.200
0.207
0.200
0.220
0.220
0.220
0.220
0.220

44

2

0.028
0.028
0.028
0.027
0.028
0.031
0.028
0.028
0.025
0.025
0.025
0.025
0.025
0.028
0.028
0.029
0.027
0.024
0.002
0.004
0.024

0.004
0.207
0.207
0.204
0.204
0.13
0.204
0.207
0.198
0.194
0.186
0.186
0.180
0.180
0.180
0.248
0.248
0.248
0.248
0.248

23

0.028
0.023
0.028
0.027
0.028
0.031
0.028
0.028
0.025
0.025
0.025
0.026
0.025
0.028
0.028
0.030
0.028
0.025
0.002
0.004
0.025
0.003

0.208
0.208
0.205
0.205
0.204
0.205
0.208
0.202
0.194
0.187
0.191
0.191
0.191
0.191
0.248
0.248
0.248
0.248
0.248

24

0.032
0.032
0.032
0.031
0.032
0.037
0.032
0.032
0.0
0.0
0.02
0.0
0.0
0.027
0.027
0.024
0.027
0.030
0.0
0.0
0.030
0.0
0.0

0.000
0.009
0.002
0.016
0.002
0.000
0222
0222
0222
0.22%6
0.218
0.210
0.218
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250

25

0.032
0.032
0.032
0.031
0.032
0.037
0.032
0.032
0.028
0.028
0.0
0.028
0.028
0.027
0.027
0.024
0.027
0.030
0.028
0.028
0.030
0.028
0.0
0,000

0.009
0.002
0.016
0.002
0.000
0.222
0.222
0.222
0.226
0.218
0.210
0.218
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250

i

0.031
0.032
0.031
0.031
0.032
0.037
0.031
0.032
0.027
0.027
0.027
0.02
0.027
0.027
0.027
0.024
0.02
0.032
0.02
0.02
0,032
0.02
0.028
0.004
0.004

0.007
0.007
0.007
0,009
0.215
0.215
0.215
0.215
0.211
0.203
0.211
0.251
0.251
0.251
0.251
0.251

b

0.031
0.032
0.031
0.031
0.032
0.037
0.032
0.032
0.027
0.027
0.027
0.028
0.027
0.027
0.027
0.023
0.027
0.030
0.027
0.028
0,030
0.028
0.028
0.002
0.002
0.004

0.013
0.000
0.002
0.218
0.218
0.218
0.223
0.215
0.207
0.215
0.247
0.247
0.247
0.247
0.247

i}

0.032
0.032
0.032
0.031
0,033
0.037
0.032
0.032
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.027
0.027
0.024
0.028
0,033
0.027
0.028
0,033
0.027
0.028
0.008
0.008
0.004
0.005

0.013
0.018
0.214
0.218
0.218
0.218
0.214
0.208
0.214
0.263
0.263
0.263
0.263
0.263

)

0.031
0.032
0.031
0.031
0.032
0.037
0.032
0.032
0.027
0.027
0.027
0.028
0.027
0.027
0.027
0.023
0.027
0.030
0.027
0.028
0.030
0.028
0.028
0.002
0.002
0.004
0.000
0.005

0.002
0.218
0.218
0.218
0.223
0.215
0.207
0.215
0.247
0.247
0.247
0.247
0.247

30
0.032
0.032
0.032
0.031
0.032
0.037
0.032
0.032
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.027
0.027
0.024
0.027
0.030
0.028
0.028
0.030
0.028
0.028
0.000
0.000
0.004
0.002
0.008
0.002

0.222
0.222
0.222
0.226
0.218
0.210
0.218
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250

3

0.032
0.033
0.032
0.032
0.033
0.037
0.033
0.033
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.031
0.028
0.029
0.027
0.027
0.029
0.027
0.027
0.030
0.030
0.029
0.029
0.029
0.029
0.030

0.009
0.009
0.007
0.007
0.007
0.007
0.252
0.252
0.252
0.252
0.252

R

0.031
0.031
0.031
0.030
0.032
0.036
0.033
0.031
0.028
0.026
0.026
0.027
0.026
0.027
0.027
0.030
0.027
0.028
0.026
0.026
0.028
0.026
0.026
0.030
0.030
0.029
0.030
0.029
0.030
0.030
0.004

0.004
0.007
0.002
0.007
0.002
0.248
0.248
0.248
0.248
0.248

3

0.030
0.031
0.030
0.030
0.031
0.036
0.032
0.031
0.025
0.025
0.025
0.0%6
0.025
0.027
0.027
0.0
0.0%6
0.08
0.025
0.0%6
0.028
0.0%6
0.0%
0.030
0.030
0.029
0.0
0.0
0.0
0.030
0.004
0.003

0.002
0.002
0.007
0.002
0.239
0.239
0.239
0.239
0.239

#

0.031
0.031
0.031
0.030
0.032
0.036
0.033
0.031
0.026
0.026
0.026
0.026
0.026
0.028
0.028
0.029
0.027
0.028
0.026
0.026
0.028
0.026
0.026
0.030
0.030
0.030
0.030
0.0
0.030
0.030
0.004
0.004
0.002

0.004
0.009
0.004
0.244
0.244
0.244
0.244
0.244

35

0.031
0.031
0.031
0,030
0.032
0.036
0.033
0.031
0,02
0,026
0.026
0,026
0,026
0.027
0.027
0.030
0.027
0.0
0,026
0,026
0.028
0,026
0.026
0.030
0.030
0.029
0.029
0.02
0.029
0.030
0.004
0.002
0.002
0.003

0.004
0.000
0.244
0.244
0.244
0.244
0.244

36
0.032
0.032
0.032
0.031
0.033
0.037
0.033
0.032
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.026
0.026
0.030
0.028
0.029
0.026
0.026
0.029
0.026
0.026
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.028
0.004
0.004
0.004
0.004
0,003

0.004
0.248
0.248
0.248
0.248
0.248

37
0.031
0.031
0.031
0.030
0.032
0.036
0.033
0.031
0.02%
0.026
0.026
0.026
0.026
0.027
0.027
0.030
0.027
0.02
0.026
0.026
0.028
0.026
0.026
0.030
0.030
0.029
0.029
0.0
0.029
0.030
0.004
0,002
0,002
0,003
0,000
0,003

0.244
0.244
0.244
0.244
0.244

38
0.028
0,028
0.028
0.027
0.028
0.032
0.027
0.028
0.028
0.025
0.025
0.027
0.025
0.034
0.034
0.031
0,031
0.028
0.032
0.032
0.028
0.032
0.032
0,033
0,033
0,033
0,033
0.034
0,033
0,033
0,033
0,033
0.032
0.032
0.032
0,033
0.032

0.000
0.000
0.000
0,000

39
0.028
0.028
0.028
0.027
0.028
0.032
0.027
0.028
0.028
0.028
0.028
0.027
0.028
0.034
0.034
0.031
0,031
0.028
0.032
0.032
0.028
0.032
0.032
0,033
0,033
0.033
0,033
0.034
0,033
0,033
0,033
0,033
0.032
0.032
0.032
0,033
0.032
0.000

0.000
0.000
0.000

0.028
0.028
0.028
0.027
0.028
0.032
0.027
0.028
0.028
0.026
0.026
0.027
0.026
0.034
0.034
0.031
0.031
0.028
0.032
0.032
0.028
0.032
0.032
0.033
0.033
0.033
0.033
0.034
0.033
0.033
0.033
0.033
0.032
0.032
0.032
0.033
0.032
0.000
0.000

0.000
0.000

41

0.028
0.029
0.028
0.027
0.029
0.032
0.027
0.029
0.028
0.026
0.026
0.027
0.026
0.034
0.034
0.031
0.031
0.029
0.032
0.032
0.029
0.032
0.032
0.033
0.033
0.033
0.033
0.034
0.033
0.033
0.033
0.033
0.032
0.032
0.032
0.033
0.032
0.000
0.000
0.000

0.000

42

0.028
0.029
0.028
0.027
0.029
0.032
0.027
0.029
0.028
0.026
0.026
0.027
0.026
0.034
0.034
0.031
0.031
0.029
0.032
0.032
0.029
0.032
0.032
0.033
0.033
0.033
0.033
0.034
0.033
0.033
0.033
0.033
0.032
0.032
0.032
0.033
0.032
0.000
0.000
0.000
0.000



4.3 Mt-COI Gen Bolgesinin Filogenetik Analiz Sonuclar

Molekiiler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlamasi saglanan tiirlere ait izolatlarin
Diinyada c¢esitli bolgelerden izole edilmis izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalar1 Sekil
4.10°da gosterilmistir. Bayesian filogenisine gore olusturulan filogenetik ¢oziliniirliikk yliksek
posterior olasiliklarla desteklenmistir. Caligmada karakterize edilen tiir ve/veya haplotipler
arasinda arasinda ortalama genetik heterojenite %19,4+1,8 saptanmistir. Calismada morfolojik
analizlerle C. punctatus olarak identifiye edilen ve molekiiler karakterizasyonla ERU Cpuncl-
7 olarak isimlendirilen izolatlar, filogenetik agag (Sekil 4.10) lizerinde goriilecegi tizere farkl
tilkelerden rapor edilmis C. punctatus izolatlartyla birlikte cluster olusturmustur. ERU Cpuncl-
7 izolatlarinin kendi aralarinda %0,4+0,2 farklilik gosterdigi ve en yiiksek identikligi %99,8 ile
Ingiltere ve Isvicre izolatlariyla sergiledigi saptanmistir. ERU Cpulil-7 izolatlar1 Danimarka,
Ingiltere, Ispanya, Fransa, isvec ve Isvigre’den bildirilmis C. pulicaris izolatlarryla birlikte tiir
bazli olarak cluster olusturmus olup kendi aralarinda %0,5+0,2 farklilik gdstermistir. Ilgili
izolatlar en yiiksek identikligi ortalama %97,7 ile Isveg’ten rapor edilmis Cul276 izolatiyla
(GenBank aksesyon: JF766352) gostermistir. Calismada Tiriye igin ilk kez C. lupicaris’in
varligi molekiiler olarak belirlenmistir. ERU Clupil-ERU Clupi4 izolatlar1 ii¢ ayr1 clusterda
yerlesim gostermekle birlikte (Sekil 4.10) aralarindaki genetik heterojenite %14,5+1,8
belirlenmisgtir. ERU Clupil-ERU Clupi2 izolatlar1 en yiiksek identikligi %99,6 ile
Slovakya’dan bildirilmis SKBS09 izolatiyla (GenBank aksesyon: KJ624098) gdstermistir.
ERU Clupi3 izolat1 Isvigre, Fransa ve Slovakya’dan rapor edilen izolatlarla birlikte cluster
olusturmus ve en yiiksek identikligi %99,8 ile Fransa COR_LUP_04 izolatiyla (GenBank
aksesyon: KF591608) vermistir. ERU Clupi4 izolat1 ise diger C. lupicaris izolatlarindan daha
uzak belirlenmis ve tek olarak ayri bir clusterda yerlesim gostermistir. C. newsteadi ERU
Cnewsl1- ERU Cnews6 izolatlarinin iki farkli haplogrup igersinde yer aldig1 belirlenmistir. ERU
Cnews2,3,5,6 izolatlarinin Ispanya ve Slovakya izolatlariyla birlikte C. newsteadi N1 genotipi
igerisinde yer aldigi, ERU Cnewsl ve ERU Cnews4 izolatlarmin ise Italya izolatlar1 ile birlikte
C. newsteadi genotipinde yerlesim gosterdigi tespit (Sekil 4.10) edilmistir. Calismada iki ayri
genotip icerisinde belirlenen izolatlar arasindaki genetik heterojenite %18,4+2,5 saptanmigtir.
ERU Cfagl- ERU Cfag8 C. fagineus izolatlar1 arasindaki genetik farklilik diisiik (%0,6+0,2)
belirlenmis olup ERU Cfag2,5,6,8 izolatlar1 identik bulunmus ve grup igerisinde cluster
olusturmustur (Sekil 4.10). ERU Cfagl,3,4 izolatlar1 birbirine daha yakin bulunmus ve
Slovakya SKBS10 izolatiyla (GenBank aksesyon: KJ624078) %99,6 identik belirlenmistir.
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ERU Cfag7 izolat1 ise Ispanya izolatlariyla birlikte grup iginde kiimelenme gdstermis (Sekil
4.10) ve ilgili izolatlara %99,4 identik bulunmuslardir. C. flavipulicaris ERU Cflavl- ERU
Cflav5 izolatlar1 arasinda %0,1+0,1 genetik farklilik saptanmis ve ilgili izolatlar ispanya
izolatlarina %99,8 identiklik gostererek birlikte cluster olusturmustur (Sekil 4.10). Calismada
yeni bir haplotip olarak belirlenen ERU Culi_spl- ERU Culi_sp5 izolatlar1 birbirlerine %100
identik bulunmus ve ayr1 bir cluster igerisinde yer almistir. ilgili izolatlar Culicoides soy alti
icerisinde C. fagineus, C. subfagineus ve C. flavipulicaris nesillerine ait izolatlarla st
gruplanma gostermis (Sekil 4.10) ve ilgili tiirlere sirasiyla %21,84€3,0, %16,4+2,7 ve

%20,5+3,0 oranlarinda genetik farkli bulunmuglardir.
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Sekil 4.10 Culicoides izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik
iligkileri. Caligsmada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde yerlestikleri cluster kirmizi renkte
gosterilmistir. Node’larm dniindeki rakamlar Bayesian posterior olasiligini gdstermektedir. Olgek gizgisi
yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.
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4.4  Tiir Spesifik Primerlerin Analiz Sonuglari

Nolan ve ark. (160) tarafindan bildirilen tiir spesifik primer ¢iftlerinin ¢alismada saptanan
izolatlarin mt-COI niikleotid sekanslariyla baglanma etkinlikleri degerlendirilmistir (Sekillerde
maksimum 5 niikleotid uyumsuzlugu gosterilmis, 5’in iizeri uyumsuzluklarda baglanma
verilmemistir). Sekil 4.11°de goriilecegi iizere C. pulicaris forward primerinin ERU-Cpuli
izolatlartyla bir veya iki bazda uyumsuzluk gosterdigi belirlenmistir. Diger tiirlere ait
izolatlarda ise 3 ve lzeri niikleotid farkliligi goriilmiistiir. S6z konusu bazi izolatlara ait
genomik DNA’larin ilgili primer ¢iftleri ile PCR analizleri sonucu belirlenen amplikonlarin
agaroz jel lizerinde goriintimleri Sekil 4.12°de verilmistir. Sekil 4.12°de gorildigi iizere ilgili
primer c¢iftleri 4 niikleotid farklilig1 olmasina karsin hedef dis1 tiirler ile de uygun annealing

1s1sinda amplifikasyon gostermistir.
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Sekil 4.11 C. pulicaris UOApulF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerlerinin haplotip bazinda ¢aligmada
belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslartyla baglanma etkinligi
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Sekil 4.12 C. pulicaris UOApulF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerleri ile PCR analiz sonuglar1. 1-3:
ERU Cpuli4-6; 4: ERU Clupi3; 5: ERU Clupi4; 6-9: ERU Cpunl,2,4,6

C. punctatus spesifik forward primerin ERU-Cpun izolatlartyla tam uyusma gosterdigi
belirlenmis, diger tiirlere ait izolatlarla ise 4 veya iistii bazda uyumsuzluk vermistir (Sekil 4.13).
Calismada saptanan ve Sekil 4.13’de gosterilmis olan izolatlara ait genomik DNA’larin ilgili
primer c¢iftleri ile PCR analizleri sonucu belirlenen amplikonlarin agaroz jel iizerinde
goriiniimleri Sekil 4.14’de verilmistir. lgili primer ¢iftleri farkl1 4 niikleotid farklilig1 olmasina

karsin hedef dis1 tiirler ile de uygun annealing 1si1sinda amplifikasyon gostermistir.
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Sekil 4.13 C. punctatus UOApunF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada
belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslartyla baglanma etkinligi

Sekil 4.14 C. punctatus UOApunF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerleri ile PCR analiz sonuglar1. 1-3:
ERU Cpuli 4-6; 4,5: ERU Clupi3,4; 6,8,9: ERU Cpunl,4,6; 7: ERU Culi_sp1
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C. impunctatus spesifik forward primerin ¢alismada belirlenen tiir veya haplotiplere ait

izolatlarla 2 veya iistii bazda uyumsuzluk gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 C. impunctatus UOAimpF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerlerinin haplotip bazinda
calismada belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

C. grisescens spesifik forward primerin ¢alismada belirlenen tiir veya haplotiplere ait

izolatlariyla 3 veya listli bazda uyumsuzluk gostermistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 C. grisescens UOAgriF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada
belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

C. newsteadi spesifik forward primerin ERU Cnewsl izolatiyla tam uygunluk gostermesine
karsin genetik olarak C. newsteadi N1 genotipinde belirlenen izolatlara ait niikleotid

sekanslariyla 3 niikleotid uyumsuzlugu sergilemistir. Yine ilgili forward primerin C. lupicaris
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ERU Clupil ve 3 izolatlarina ait niikleotid sekanslariylada sirasiyla 1 ve 3 niikleotid farklilig
gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.17). llgili izolatlara ait genomik DNA’larm C. newsteadi
spesifik primer ciftleri ile PCR analizleri sonucu belirlenen amplikonlarin agaroz jel tizerinde
goriniimleri Sekil 4.18°de verilmistir. Sekil 4.18’de goriildiigii lizere ilgili primer g¢iftleri
niikleotid farkliliklar1 olmasina karsin hedef disi tiirler ile de uygun annealing 1sisinda

amplifikasyon gdstermistir.
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Sekil 4.17 C. newsteadi UOAnewF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada
belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslartyla baglanma etkinligi

M1 2.3 4 5 6 /IS

e ——— —— — o — 361 bp

Sekil 4.18 C. newsteadi UOANnewF (tiir spesifik) ve C1-N-2191 (genel) primerleri ile PCR analiz sonuglar1. 1,2:
ERU Cnews2,3; 3,4: ERU Cnewsl; 5,6: ERU Clupi 3; 7: ERU Clupil; 8,9: ERU Cpunl,6

Pages ve ark.’nin (161) Culicoides alt soyundaki tiir ve bazi genotiplerin identifikasyonu
amaciyla dizayn ettikleri spesifik primer giftlerinin ¢alismada saptanan izolatlarin mt-COI
niikleotid sekanslariyla baglanma etkinlikleri ayrica analiz edilmistir (Sekillerde maksimum 5
niikleotid uyumsuzlugu gosterilmis, 5’in tizeri uyumsuzluklarda baglanma verilmemistir). Sekil
4.19’da goriilecegi tizere C. flavipulicaris forward ve reverse primerlerinin ERU-Cflav
izolatlariyla tam uygunluk gosterdigi belirlenmistir. ilgili forward ve reverse primerler ERU-

Cfag izolatlariyla sirasiyla 5 ve 4 niikleotid uyumsuzlugu gostermis, diger tiir ve haplotipler

51



icin 5’in lizerinde uyumsuzluk saptanmistir. Calismada saptanan ve Sekil 4.19°da gosterilmis
olan bazi izolatlara ait genomik DNA’larin ilgili primer giftleri ile PCR analizleri sonucu
belirlenen amplikonlarin agaroz jel iizerinde goriiniimleri Sekil 4.20°de verilmistir. flgili primer
ciftlerinin hedef tiir ile etkin amplifikasyon gostermesine karsin diger baz: tiirler i¢in de diistik

yogunlukta amplikonlarin sekillendigi belirlenmistir.
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Sekil 4.19 C. flavipulicaris forward ve reverse primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada belirlenen izolatlara ait
ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

141 bp

Sekil 4.20 C. flavipulicaris FlavNP1F ve FlavNP1R primerleri ile PCR analiz sonuglar1 1: ERU Cpuli6; 2: ERU
Clupi3; 3: ERU-Cpun2; 4: ERU Cnew?2; 5: ERU Cfag2; 6: ERU Cflav4; 7: ERU Culi_spl

C. punctatus forward ve reverse primerlerinin ERU-Cpunc izolatlartyla tam uygunluk

gdsterdigi belirlenmistir. Ilgili forward ve reverse primerler ERU-Cnews|1 izolatiyla sirasiyla 5
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ve 4 niikleotid uyumsuzlugu gostermis, diger tiir ve haplotipler i¢in 5’in iizerinde uyumsuzluk
saptanmustir (Sekil 4.21). Caligmada saptanan ve Sekil 4.21°de gosterilmis olan bazi izolatlara
ait genomik DNA’larn ilgili primer ¢iftleri ile PCR analizleri sonucu belirlenen amplikonlarin
agaroz jel iizerinde goriiniimleri Sekil 4.22°de verilmistir. ilgili primer ciftlerinin hedef tiir ile
etkin amplifikasyon gostermesine karsin diger bazi tiirler i¢in de diisiik yogunlukta

amplikonlarin sekillendigi belirlenmistir.
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Sekil 4.21 C. punctatus forward ve reverse primerlerinin haplotip bazinda ¢aligmada belirlenen izolatlara ait
ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

L W e o —143bp

Sekil 4.22 C. punctatus PunNP1F ve PunNP2R primerleri ile PCR analiz sonuglari. 1: ERU Cpuli5; 2: ERU
Clupi4; 3: ERU Cpun4; 5: ERU Cfag8; 6: ERU Cflavl: 7: ERU Culi_spl
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Multiplex PCR analizlerinde kullanilan Fagineus kompleks tiirleri i¢in dizayn edilmis F2R337
(C. fagineus s.s. spesifik), F3Full (C. subfagineus spesifik) ile C1J1718M (genel forward) ve
C1IN2191M (genel reverse) primerlerinin ¢alismada genotip diizeyinde 6rneklenmis izolatlara
ait niikleotid sekanslari ile uyumluluk analiz sonuglar1 Sekil 4.23’de gosterilmistir. Ilgili primer
ciftleri ile multiplex PCR analizleri sonucu C. fagineus izolatlariyla etkin amplifikasyon

belirlenmis hedef dis1 baglanmalar tespit edilmemistir.
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Sekil 4.23 C. fagineus kompleks multipleks PCR primerlerinin haplotip bazinda ¢aligmada belirlenen izolatlara
ait ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

377 bp

Sekil 4.24 C. fagineus kompleks multipleks PCR primerleri ile PCR analiz sonuglari. 1-3: ERU Cfag2,7,8; 4:
ERU Culi_spl
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Multiplex PCR analizlerinde kullanilan Pulicaris kompleks tiirleri i¢in dizayn edilmis P1F174
(C. pulicaris P1 spesifik), P1R337 (C. pulicaris P1 spesifik), PDNP1R (C. lupicaris spesifik)

ile ClJ1718M (genel forward) primerlerinin ¢alismada genotip diizeyinde Orneklenmis

izolatlara ait niikleotid sekanslar1 ile uyumluluk analiz sonuglar1 Sekil 4.25°de gosterilmistir.

llgili primer ¢iftleri ile multiplex PCR analizleri sonucu C. pulicaris ve baz1 C. lupicaris

izolatlarinda her iki tiir i¢in de amplifikasyonun sekillendigi dikkati ¢cekmis genetik olarak farkli

belirlenen baz1 C.

lupicaris izolatlarinda ise amplifikasyon sekillenmemistir.
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Sekil 4.25 C. pulicaris kompleks multipleks PCR primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada belirlenen izolatlara

ait ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

Sekil 4.26 C. pulicaris kompleks multipleks PCR primerleri ile PCR analiz sonuglari. 1-3: ERU Cpuli4-6; 4-6:

ERU Clupi4,3,2; 7: ERUCuli_spl

Multiplex PCR analizlerinde kullanilan Newsteadi kompleks tiirleri i¢in dizayn edilmig N1F81
(C. newsteadi N1), N2F348 (C. newsteadi N2), N3R194 (C. newsteadi N3) ile ClJ1718M

(genel forward) ve C1IN2191M (genel reverse) primerlerinin ¢alismada genotip diizeyinde

55



orneklenmis izolatlara ait niikleotid sekanslar1 ile uyumluluk analiz sonuglar1 Sekil 4.25°de
gosterilmistir. Agaroz jel gorintiisii iizerinde de goriilecegi tizere ilgili C. newsteadi
genotiplerine ait izolatlar ilgili primer ¢iftleri ile hedef amplifikasyon gostermistir. Non spesifik

amplifikasyonlar gbzlenmemistir.
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Sekil 4.27 C. newsteadi kompleks multipleks PCR primerlerinin haplotip bazinda ¢alismada belirlenen izolatlara
ait ilgili niikleotid sekanslariyla baglanma etkinligi

422bp

Sekil 4.28 C. newsteadi kompleks multipleks PCR primerleri ile PCR analiz sonuglari. 1-2: ERU Cnew2,6; 3:
ERU Cfag7; 4: ERUCuli_spl
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Calismada arastirma yoresinde yeni bir haplotip olarak belirlenen nesillerin (ERU Culi_sp1-5)

mt-COI gen bolgesinin 210bp kismint amplifiye eden spesifik primer dizayni yapilmis (CulBilF

ve CulBilR) ve diger izolatlarla birlikte PCR etkinligi arastiritlmistir. Sekil 4.29°da goriilecegi

tizere ilgili primerlerin hedef haplotipe 6zgiin ve uyumlu oldugu belirlenmistir. Nitekim PCR

analizlerinde yalnizca hedef haplotipe 6zgii amplikonlar sekillenmistir (Sekil 4.30). PCR

mastermix 25 ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR buffer, 6
mM MgClz, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase ve

10-20 ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir.

denaturation: initial denaturation:

programlanmigtir

1.ERU Cfag!
2 ERU Cfag?
3.ERU Cfag4
4. ERU Cfag7
5 ERU Cflat
6 ERU Cflavd
7.ERU Clupit
8.ERU Clupit PC.
9 ERU Clupi3

10.ERU Clupi3 P..

11.ERU Clupid
12.ERU Cnews?
13.ERU Cnews?
14 ERU Cnews?
15.ERU Cnews?
16.ERU Cnews3
17.ERU Cnews3
16.ERU Cpulit
19.ERU Cpulid
20.ERU Cpulid
21.ERU Cpulif
22 ERU Cpunct
23 ERU Cpune2
24 ERU Culi_sp?

Sekil 4.29 Calismada yeni haplotip olarak belirlenen Culicoides nesillerine 6zgii primerlerin haplotip bazinda
calismada belirlenen izolatlara ait ilgili niikleotid sekanslartyla baglanma etkinligi

Sekil 4.30 Caligmada yeni haplotip olarak belirlenen Culicoides nesillerine 6zgii primerler ile PCR analiz
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5. TARTISMA VE SONUC

Culicoides Latreille, 1809 (Diptera: Ceratopogonidae) soyundaki sokucu sinekler kan ile
beslenen en kiiciik sinekler olarak bilinmekte olup viicut uzunluklar1 1-3mm arasinda
degigmektedir (5). Culicoides soyu medikal ve veteriner neme sahip bir¢ok patojene biyolojik
vektorlik yapan c¢ok sayida tiirii igcermesiyle dnem arz etmektedir. Simdiye kadar bir¢ok
nematod ve protozoon tiiriiniin yanisira 50’nin tizerinde arbovirus tiirii ¢esitli Culicoides
tiirlerinden izole edilmis olup bu tiirlerin veteriner (5, 42) ve insan patojenlerinin (184, 185)
naklindeki rolleri tizerine derlemeler yazilmistir. Culicoides tiirlerinin insanlardan oportunistik
beslenmesi de ayrica turizm, ormancilik ve tarim endiistrisi lizerine etki gosterebilmektedir (5).
Giintimiizde Culicoides sineklerinin en biiyiik ekonomik etkisi mavi dil viriisii (BTV), epizootic
haemorrhagic disease viriisii (EHDV) ve Afrika At Vebasi virusunu (AHSV) nakletmeleriyle
iligkilidir. Culicoideslerin son zamanlarda Orthobunyavirus ve Schmallenberg virusun da

vektorii olduklart ortaya konmustur (186).

Biyolojik olarak nakledilen vektor kaynakli patojenlerde, vektorlerin fenotipik ve genetik
karakterleri bulagsmanin epidemiyolojisinin belirlenmesinde anahtar rol oynamaktadir.
Birbirine yakin tiirlerin biyoloji ve ekolojisindeki goze carpmayan farkliliklar bulagma olasiligt
tizerine 6nemli etki gosterebilmekte olup bu husuta en 6nemli nokta patojenle enfekte olabilme
ve patojeni nakledebilme yetenegi (vektor-yeterliligi) ile spesifik konakla iliski derecesidir
(konak tercihi). Dolayisiyla tiirlerin dogru ve kesin ayrimi hastalik naklinin epidemiyolojisinin
anlasilmasinda temel olusturmaktadir (187). Culicoides soyu karisik bir soy olarak tarif
edilmesine (188) karsin yaklasik son otuz yil iginde Culicoides tiirleri iizerine taksonomik
caligmalarin biiyiik ¢cogunlugunun morfolojik analizlere dayandig1 goriilmektedir. Buna karsin
“klasik” morfoloji taksonomisi uzmanligi ve alt yapt mevcudiyetinin 6nemli derecede diisiis
gosterdigi bilinmektedir. Sistematik i¢in “molekiiler entomoloji”nin gelisimi klasik taksonomi
uzmanhiginin gelisimine hizli bir alternatif olusturmus (147), genetik karakterizasyon ve
Culicoides tiirlerinin filogenetik tiir konsepti yoluyla deliminasyonu artan bir 6nem kazanmistir
(187). Bu proses ozellikle arboviruslarin yeni cografik bolgelerde ortaya ¢ikmasiyla hizlanmis
olup klasik taksonomik uzamanligin yoklugunda epidemiyolojik sorulara yanit olusturma igin

lokal faunanin hizli karakterizasyonuna olanak saglamistir (189).

Culicoides oldukga yiiksek diversiteye sahip bir soy olup simdiye kadar tarif edilmis 1300’{in

tizerinde tiir ile tiim diinyada yayilis gostermektedir (187). Bu soy igerisinde Avrupa’da bir¢ok
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tirt tarif edilen Culicoides alt soyu olduk¢a 6nemli bir grubu olusturmaktadir. Culicoides alt
soyunda Tiirkiye’nin de igerisinde yer aldig1 Palearktik bolgede bulunan tiir sayisi kesin olarak
bilinmemekte olup gostermis olduklar1 genis morfolojik ¢esitlilik sebebiyle bir¢ok arastirict
tarafindan “tiir kompleksleri” olarak ifade edilmislerdir. Bu son durum da ilgili taksayi
birlestirmekte ve muhtemelen birgok tarif edilmemis tiirii gizlemektedir (42, 161, 177). Nitekim
calismamizda da arastirma yoresinden izole edilen tiirler Culicoides alt soyunda belirlenmis ve
cesitli arastiricilarin ¢alismalarina (157, 160, 161) benzer olarak bu tiirler Culicoides pulicaris
kompleks olarak ifade edilmistir. Bunun yaninda farkli tiirlerin intraspesifik morfolojik ve

genetik varyasyonlariin cografik dagilimlarini ortaya ¢ikarmak oldukca 6nem arz etmektedir

(175).

Culicoideslerin tiir diizeyinde identifikasyonlari bazi durumlarda uzman taksonomistler i¢in
dahi giiclik olusturabilmektedir. Tiir kompleksleri icindeki sibling tiirlerin morfolojik
ayrimlarmin oldukc¢a gii¢ oldugu bildirilmistir (42, 161). Bu zorlugun iistesinden gelebilmek
icin Ozellikle evcil hayvanlarda hastalik olusturan etkenlerin yayiliminda sorumlu olan tiirler
basta olmak lizere Culicoides tiirlerinin ortaya ¢ikarilmasinda molekiiler teknikler (COI-
barkodlart veya diger molekiiler markerlar) kullanilmaya baslanmigtir (157, 160, 167, 190,
191). Orneklerin tiir diizeyinde DNA barkod identifikasyonlarii takiben yeni morfolojik
karakterlerin bulunmasi veya yalnizca morfolojik karakterler kullanilarak yapilan tiir
identifikasyonlarinin konfirmasyonu miimkiin olmustur. Bu durum o6zellikle genis capta
Culicoides o6rneklerinin identifikasyonunun zorunlu oldugu ekolojik ¢aligmalar kapsaminda
kullanishh  olmus ve sonraki ¢aligmalarda kullanilacak tipik olmayan Orneklerin
identifikasyonunu miimkiin hale getirmistir (175). Tiirkiye’de giiniimiize kadar Culicoides alt
soyunda yer alan (C. pulicaris L. tiir kompleksi) tiirlerin molekiiler identifikasyonu {izerine
herhangi bir calisma yapilmamistir. Bununla birlikte Giiney ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgelerinden toplanmis Culicoides soyunda Oecacta, Beltranmyia ve Monoculicoides soy
altlarinda yer alan sirastyla C. schultzei, C. circumscriptus ve C. nubeculosus tiirlerinin
ribozomal ITS-1 gen bolgesi sekans analizleriyle molekiiler identifikasyonunun yapildigi
yalnizca bir ¢aligma (192) bulunmaktadir. Yine Dik ve ark. (193) Antalya, Mugla, Aydin, izmir,
Manisa, Balikesir ve Canakkale yorelerinden topladiklari ve morfolojik olarak identifiye
ettikleri 13 Culicoides tiiriine ait 6rneklerde RT-PCR ile Epizootic Haemorrhagic Disease Virus
(EHDV) ve Mavidil virus (BTV) arastirmislar, 9 tiire ait 6rneklerde (C. imicola, C.
circumscriptus, C. festivipennis, C. gejgelensis, C. longipennis, C. nubeculosus, C.
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obsoletus, C. pulicaris and Culicoides sp.) EHDV saptandigin1 buna karsin 6rneklerin

hi¢birinde BTV ’ye rastlanmadigini rapor etmislerdir.

Bu ¢alisma Tiirkiye’de Culicoides soy altinda yer alan tiir ve/veya haplotiplerin mt-COl DNA
barkodlarinin saglandigr ve filogenetik karakterizasyonlarinin yapildigi ilk c¢alisma
Ozelligindedir. Mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) bdlgesini kodlayan gen,
enerji kaynagi olarak oksidatif fosforilasyonu kullanan organzimlerde iiniversal olarak
bulunmasiyla bir¢ok organizmin filogenetik analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (146,
175). Mt-COI gen bolgesi ayn1 zamanda DNA barkodlamas: igin de ideal bir gen bolgesidir.
Yasam barkodlamasi (BOL), PCR sekanslamasi ve “DNA barkodlar1” olarak bilinen ve mt-
COI geninin 50 bolgesinden elde edilen kisa standart DNA sekanslarinin analizini kullanarak
tir identifikasyonlarini ve yeni tiirlerin kesfini kolaylastiran global bir girisimdir. Palearktik
bolgede ¢esitli Avrupa tilkelerinde yayilis gosteren Culicoides alt soyundaki tiirlerin ve/veya
haplotiplerin aragtirilmasinda mt-COI barkodlamas1 ve filogenetik karakterizasyonun
kullanildig1 sinirli sayida ¢alisma (160, 161, 178) mevcut olup bu ¢alismalarda ¢esitli tiirler igin

inter ve intraspesifik varyasyonlar ortaya konmustur.

Nolan ve ark. (160), C. pulicaris tiir kompleksinde yer alan C. pulicaris sensu stricto L., C.
impunctatus, C. punctatus, C. grisescens ve C. newsteadi tiirlerine ait izolatlarin ilk kez mt-
COI gen barkodlamasini yapmuslar ve filogenetik yapilanmalarini incelemislerdir. Arastiricilar
(160), Gomulski ve ark. (157) tarafindan ITS-2 gen bolgesine gore intraspesifik varyasyon
belirlenen C. newsteadi de dahil olmak tizere kompleks igindeki tiirlerde intraspesifik
varyasyonu oldukgea diisiik belirlemisler (<0,005), tiir igerisinde pairwise identikligi en yiiksek
C. punctatus ve C. newsteadi’de saptarken genetik farkliligi en yiiksek C. pulicaris ve C.
grisescens tiirleri i¢in rapor etmislerdir. Arastiricilar (160) farkli cografik bolgelerden tiirler
icersinde gozlemledikleri bu diisiik diizey polimorfizmin kismen devamli popiilasyonlarin ve

genis aralikta gen akisinin bir gostergesi olabilecegini kaydetmislerdir.

Pages ve ark. (161), C. pulicaris tiir kompleksinde yer alan C. pulicaris, C. lupicaris, C.
newsteadi, C. fagineus, C. subfagineus, C. flavipulicaris, C. punctatus, C. grisescens ve C.
impunctatus tiirlerine ait nesillerin mt-COI gen bolgesine gore karakterizaSyonunu yapmislar
ve filogenetik yapilanmalarini incelemislerdir. Caligmada (161) molekiiler analizler sonucu
morfolojik benzerlik bazinda gruplanan {i¢ kompleks i¢inde; C. pulicaris’e benzeyen iki

(Pulicaris kompleks, “C. pulicaris P1 ve P3”), C. fagineus’a benzeyen iki (Fagineus kompleks,
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“C. fagineus F1 ve s.s) ve C. newsteadi’ye benzeyen ti¢ (Newsteadi kompleks, “C. newsteadi
N1, N2, N3) yeni kriptik tiir tarif edilmis ve kanat morfolojilerine gore ozellikleri tarif
edilmistir. Izolatlar arasindaki filogenetik yapilanma, hem Pulicaris hem de Fagineus kompleks
icinde Dbelirlenen tiirlerin birbirleriyle yakin iligkili oldugunu, fakat Newsteadi
komplekstekilerin ise genetik olarak diger iki komplekse oranla daha uzak olduklarini ortaya
koymustur. Yine arastiricilar (161) intraspesifik niikleotid diversitesini tiim tiirler i¢in diisiik
oldugunu kaydetmisler, bunlar arasinda en yiiksek degerlerin C. punctatus, C. newsteadi N2 ve
C. fagineus s.s. nesillerinde gozlendigini tespit etmislerdir. Calismada (161) intra-spesifik

polimorfizmin goriilmedigi tek tiir C. newsteadi N1 olarak rapor edilmistir.

Lassen ve ark. (178), Culicoides alt soyunda yer alan C. pulicaris, C. newsteadi, C. punctatus,
C. grisescens, C. deltus, C. halophilus ve C. impunctatus tiirlerine ait nesillerin mt-COI gen
bolgesine gore filogenetik yapilanmalarini arastirmislardir. Arastirmada (178), Culicodies alt
soyundaki incelenen tiirler i¢in mt-COI barkod sekans diversitesi tiir iginde <%1 bulunurken
tirler aras1 diversitenin %12,5 - %19,8 arasinda degistigi belirlenmis, filogenetik analizlerde
orneklerin dort yaygin Palaearktik tiir olan C. punctatus, C. pulicaris, C. impunctatus ve C.
grisescens’i igermek iizere 8 yegane cluster igerisinde ayristig1 saptanmigtir. Calismada (178)
bu bulgulara ilaveten C. halophilus’un gegerli bir takson oldugu konfirme edilmis ve ilk kez C.
deltus barkod sekansi saglanmistir. Arastiricilar (178) ayrica barkod yapisina gére Culicoides
dkl, Culicoides dk3 ve Culicoides Kalix olmak {izere ii¢ yeni haplotip identifiye etmislerdir.
Nitekim farkli genetik kiimeler olusturan Culicoides dk1, Culicoides dk3 ve Culicoides Kalix
haplotiplerine, Nielsen ve Kristensen (175), tarafindan genetik ve morfometrik karakterlerine

gore sirastyla C. boyi, C. selandicus ve C. kalix olarak yeni tiir isimleri verilmistir.

Calismamizda incelemesi yapilan Culicoides alt soyundaki tiirlere ait nesillerin mt-COI sekans
ve barkod analizleri izolatlar arasinda 151 polimorfik bdlgeyi ortaya ¢ikarmis ve buna bagh
olarak da 22 farkli haplotip belirlenmistir. Bayesian filogenisine gore olusturulan filogenetik
¢Oziiniirliik yiiksek posterior olasiliklarla desteklenmis olup calismada karakterize edilen tiir
ve/veya haplotipler arasinda arasinda ortalama genetik heterojenite %19,4+1,8 saptanmistir. Bu
polimorfizm oranmin gesitli arastiricilarin (161, 178) bildirdikleri oranlarla paralel oldugu
dikkati cekmis olup ayrica elde edilen sonuglar Meiswinkel ve ark. (194) ve Lassen ve ark.’nin
(178) da ifade ettigi gibi ¢esitli kriptik tiirlerin varligiyla Culicodes alt soyunun taksonomik

durumunun problemli olmasi ve heniiz ¢6ziimlenememis olmasini da molekiiler diizeyde destek
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saglamistir. Nitekim Pages ve ark. (161) da cesitli tiir kompleksleri iginde multiple kriptik
tirlerin varhigin1 ortaya koymuslardir. Calismamizda C. punctatus ve C. pulicaris nesilleri
arasinda intraspesifik genetik heterojenite sirastyla ortalama %0,4+0,2 ve %0,5+0,2 olmak
tizere diistik belirlenmis olup elde edilen bu oranlarin Pages ve ark., (161) ve Lassen ve ark.’nin
(178) bulgulariyla benzer oldugu saptanmistir. Ancak Pages ve ark., (161) C. pulicaris’in iki
farkli haplotipini (P1 ve P3) bildirmis olmalarina karsin ¢alismamizda arastirma yoresinde
saptanan C. pulicaris nesillerinin Danimarka, ingiltere, ispanya, Fransa, Isve¢ ve Isvi¢re’den
bildirilmis nesillerle birlikte cluster olusturarak P1 genotipinde yer aldigi dikkati ¢ekmistir.
Mevcut ¢alisma ile ayrica C. lupicaris’in Tiirkiye’deki varligr ilk kez bildirilmis ve molekiiler
olarak konfirme edilmistir. Pages ve ark., (161) ve Lassen ve ark. (178) izole ettikleri C.
lupicaris nesillerinin monofiletik olduklarin1 ve genetik heterojenitenin diisiik oldugunu
bildirmelerine karsin calismamizda saptanan nesillerin ii¢ ayr1 clustera ayrildigi ve farkh
genotiplerin var oldugu belirlenmistir. Nitekim bu genotipler arasindaki genetik heterojenite de
%14,5+1,8 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar da, C. newsteadi, C. pulicaris ve C. fagineus
icin bildirildigi gibi (161, 178) C. lupicaris’in de bir tiir kompleksi olduguna ve farkli
haplotipleri icerdigine dair molekiiler kanitlar ortaya koymustur. Calismada belirlenen C.
newsteadi nesillerinin Ispanya ve Slovakya’dan rapor edilmis C. newsteadi N1 ve italya’dan
bildirilmis C. newsteadi genotipleriyle yakin iligkili bulunmus olup iki genotip arasinda genetik
heterojenite yiiksek (%18,4+2,5) saptanmistir. Nolan ve ark. (160) C. newsteadi i¢in genetik
heterojeniteyi oldukca diisiik belirlemigler ve bu durumu sabit popiilasyonlardaki gen akisiyla
izah etmislerdir. Ancak sonraki caligmalar (161, 178) C. newsteadi’nin bir tiir kompleksi
oldugunu ve genetik olarak farkli haplotipleri barindirdigin1 ortaya koymustur. Nitekim C.
newsteadi i¢erisindeki bu farkli haplotiplerin (N1, N2, N3) yeni birer tiir olabilecekleri ve yakin
zamanda statiilerinin ortaya konulacagi kaydedilmistir (175). Pages ve ark. (161) C.
fagineus’un iki ayr1 genotipinin (F1 ve s.s.) varligin1 ortaya koymuslardir. Calismamizda
belirlenen C. fagineus nesilleri arasindaki genetik farklilik diisiik (%0,6+0,2) belirlenmis olup
ilgili nesiller Slovakya ve Ispanya’dan bildirilmis nesillere genetik yakinlik gdstermis ve C.
fagineus s.s. genotipinde yer almislardir. Calismada en diisiik intra spesifik genetik heterojenite
%0,1£0,1 ile C. flavipulicaris nesilleri arasinda saptanmis olup elde edilen bu sonug Pages ve
ark.’nin (161) bulgularina benzer bulunmustur. Ilgili nesillerin Ispanya izolatlarma %99,8
identiklik gostererek birlikte cluster olusturdugu tespit edilmistir. Calismamizda ayrica

Culicoides alt soyunda morfolojik ve genetik olarak farkli yeni bir haplotipin varligi belirlenmis
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olup bu haplotipe bagli izolatlarin Zonguldak ve Diizce olmak {iizere farkli odaklardan izole
edilmis olmalarina karsin %100 identik olduklar1 ve ayr1 bir kiime olusturduklar1 goriilmiistiir.
Bu yeni haplotipe bagli nesillerin, Culicoides soy alt1 i¢erisinde diger tarif edilmis tiirlere oranla
C. fagineus, C. subfagineus ve C. flavipulicaris nesillerine %21,8+3,0, %16,4+2,7 ve
%20,5+£3,0 oranlarinda genetik farklilik gostermekle birlikte daha yakin olduklar1 ve {ist
gruplanma gosterdikleri dikkati ¢ekmistir. Bu basamakta haplotip olarak ifade edilmis olan bu
yeni nesillerin tiir statiisii iizerine ¢alismalar devam etmekte olup yakin zamanda yeni bir tiir
olarak klasifiye edilmesi muhtemeldir. Yine elde edilen bu sonu¢ Nielsen ve Kristensen, (175)
tarafindan son zamanda tarif edilen yeni tiirler de g6z oniine alindiginda Culicoides soy altinda

kriptik tiir ¢esitliliginin yiiksek oldugu goriisiine (194) molekiiler bazda destek saglamistir.

Calismamizda ayrica Nolan ve ark. (160) ve Pages ve ark. (161) tarafindan Culicoides alt
soyundaki baz tiirlerin identifikasyonu i¢in dizayn edilmis primer ciftleri arastirma sahasindan
izole edilerek karakterize edilmis izolatlara ait plazmid DNA’lar da etkinlik agisindan
degerlendirilmis olup bazi tiir spesifik primer giftlerinin gesitli sayida niikleotid farklilig
olmasina karsin hedef dis1 tiirler ile de uygun annealing 1sisinda amplifikasyon gosterdigi
goriilmistiir. Nitekim gesitli arastiricilar (161, 178) tarafindan da bildirildigi tizere Culicoides
alt soyundaki tiirlerde polimorfizmin yiiksek olmasi ve kriptik tiirlerin mevcudiyeti ¢ogu tiir
icin tiir spesifik PCR gelistirilmesini sinirlamaktadir. Bunun yayninda ¢alismamizda yeni bir
haplotip olarak identifiye edilmis olan nesillere ait izolatlarin mt-COI gen bolgesilerinden
mevcut tiim Culicoides alt soyundaki tiir ve haplotiplerin de sekans analizleriyle bu haplotipe
6zgii primer dizayn1 yapilmustir. {lgili primer ¢iftlerinin hedef haplotip disinda analizlere déhil
edilen higbir tiire baglanma gostermedigi belirlenmis ve 0Ozgiinliigiiniin yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile Bat1 Karadeniz Bolgesinde ve Konya yoresinde yayginlik gosteren
Culicoides alt soyundaki tiirlerin mitochondrial cytochrome oxidase subunit I gen bolgelerinin
molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis ve barkodlamalar1 saglanarak Tiirkiye igin ilk
molekiiler veriler olarak GenBank veri tabanina kayitlar saglanmistir. Karakterize edilen tim
izolatlarin diinyada GenBank’a kayit edilmis mevcut homolog izolatlarla birlikte filogenetik
yapilanmalar1 belirlenmistir. Calisma ile ayrica bu alt soy icerisinde muhtemel yeni bir tiir
karakterize edilmis ve haplotip bazinda o6zellikleri ortaya konmustur. Tirkiye’de yayilis

gosteren Culicoides tiirleri iizerine morfolojik ve molekiiler bazda calismalarin birlikte
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yiiriitiilerek genis ¢apli arastirma projelerinin hayata gegirilmesi, 6zellikle Culicoides kaynakli
hastaliklarin epidemiyolojisi ile kontrol ve miicadele yontemlerinin sekillendirilmesi agisindan

oldukca 6nem arz etmektedir.
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